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不同培养方式对细菌纤维素产量和结构性质的影响

周伶俐，孙东平"，吴清杭，杨加志，杨树林
（南京理工大学化工学院生物工程系 南京 $&%%’!）

摘 要：考察了自行筛选的 !"#$%&’"$#( )*+,-./ DEF0!A$ 在静置培养和发酵罐培养获得的细菌纤维素（GH）的产量、基

本结构和性能的差异。结果表明：静置培养时产纤维素 "A#<IJ，产率为 %A%#$<IJIK，在机械搅拌发酵罐中培养 5: 产

量达 5A&5<IJ，产率达 %A%!5<IJIK；F6L 分析显示静置培养和发酵罐培养得到的纤维素均具有网状结构，但静置获得

的纤维素丝带相互缠绕且层状重叠，更加致密，丝带更细；M04NO 分析知搅拌不改变纤维素的化学结构，但能减弱

分子间氢键，和 POQ 结合分析可知静置培养的纤维素具有更高结晶指数，更高 N! 含量和更大晶粒尺寸，但不改变

晶型，仍为纤维素 N 型，说明搅拌会干扰纤维素初始纤丝的结晶，有利于形成更小的晶粒和较 N! 稳定的 N"。与棉纤

维素相比，静置培养获得的纤维素的热稳定性更好，而发酵罐培养获得的纤维素则阻燃性更好。
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纤维素是由葡萄糖基通过"4&，!4糖苷键连接起来的大

分子，广泛存在于植物、细胞和个别低等动物中。由木醋杆

菌合成的细菌纤维素（GH）化学组成上与植物纤维素相同，

但与之相比，具有纯度高、结晶度高、重合度高、吸水性强、抗

张强度好、生物适应性强等独特的性质，所以细菌纤维素作

为一种新型生物材料受到了科学界的广泛关注［&］。如今 GH
已成功地应用于食品、生物医学、造纸、声学器材、化妆品、三

次采油、膜滤器、具有环保性能的纸杯等领域［$，5］。目前通过

筛选优良菌种、优化培养基组成、确定合适的发酵工艺条件

等方法，可获得高产优质的细菌纤维素。目前合成细菌纤维

素有静置培养和动态培养两种方式，其中静置培养所得纤维

素产量较高，但其发酵周期长、占地面积大、劳动强度高而不

利于今后的工业化生产及产品开发；而动态培养因供氧充足

利于菌体生长，发酵周期短、生产效率高，但产量较低［!］，而

且两种方式产的纤维素的形状、结构、性质差异都较大。因

此本 文 以 自 行 筛 选 驯 化 的 生 产 性 能 稳 定 的 木 醋 杆 菌

（!"#$%&’"$#( )*+,-./）DEF0!A$ 为出发菌种，探索培养方式对

纤维素产量、结构及性质的影响，为今后细菌纤维素的大规

模生产提供必要的依据。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 菌种：!"#$%&’"$#( )*+,-./ DEF0!A$ 由本实验室筛选并

保藏。

!"!"# 培养基：# 固体培养基：每升水含葡萄糖 5%<，蛋白

胨 &%<，柠檬酸 &A&#<，磷酸氢二钠 $A"<，硫酸镁 %A$#<，琼脂

$%<，=T 3A%；$ 种子培养液：每升水含葡萄糖 $%<，玉米浆干

粉 3<，硫酸铵 3<，磷酸二氢钾 &<，硫酸镁 %A!<，=T 3A%；% 发

酵培养液：每升水含葡萄糖 &2<，蔗糖 $&<，玉米浆干粉 $%<，
硫酸铵 !<，磷酸二氢钾 $<，硫酸镁 %A!<，=T 3A%。

!"# 培养方法

种子培养液中接入斜面菌种后于 $’U、&#%/I79; 摇床中

培养 &$K，然后按 2V接种量接种于（&）装 &%%7J 发酵培养液

的 #%%7J 三角瓶中 $’U恒温静置培养 3:；（$）装 "J 发酵培养

液（另加 %A5#7J 消泡剂）的 &$A2J 机械搅拌发酵罐（比 欧

J&#$5，瑞士）中试验，调整转速 5%%/I79;，维持 =T #A%，培养温

度 $’U，通气量 5A#JI79;，罐压 %A%5LW8，培养 5:。各平行试

验三组。

!"$ 发酵参数测定

=T 值测定：使用 WTG# 微机型酸度计；残还原糖测定：改

进的 QDF 法［#］。

!"% 产物的提纯和产量测定

参见文献［3］。

!"& 产物结构和热稳定分析

以下测试样品为静置培养和发酵罐培养的产物。

!"&"! F6L 分析：采用 X6)J XFL4352% JY，电压 &#ZY，喷金。

!"&"# M04NO 分析：采用 G/?Z./ 6REND)P## 型遥感 M04NO 仪，

固体 [G/ 压片。纤维素 N!含量 0!计算参见文献［"］。

!"&"$ P4射线衍射分析：采用 G/?Z./ Q2 SQYSDH6 P4射线粉

末衍射仪（铜靶，1! 射线，!\ %A&#!&;7），管压 !%ZY，扫描范

围 #] ( !%]，步进扫描，步宽：$"\ %A&]，测试 5>。P4射线衍射

结晶指数 H/&参见文献［2］；（$%%）晶面的微晶尺寸由 F*K.//./



公式计算得到［!］。

!"#"$ 热 稳 定 分 析：热 重 分 析：采 用 日 本 岛 津 公 司 的

"#$%&’() *+,-./ 型，升温速率 0/12%$3，氮气气氛，测试温度

范围 为 ./1 4 5//1；差 热 分 析：采 用 日 本 岛 津 公 司 的

"#$%&’() 6*,-./ 型，升温速率 0/12%$3，氮气气氛，测试温度

范围为 ./1 4 5//1。

% 结果和分析

%"! 静置培养和发酵罐动态培养产的纤维素形态差异性

不同培养方式下得到的细菌纤维素的形态差异很大，静

置培养得到的纤维素经纯化处理后为白色半透明膜，形成过

程中有分层现象，烘干后成一薄膜。而发酵罐培养得到的纤

维素，有絮状物、团块、丝带等，一部分缠绕在发酵罐内部零

件上，大多数絮状物分散在发酵液中，经纯化处理后得到白

色产物，烘干后成片状。

%"% 静置培养和发酵罐培养细菌纤维素的动态变化

图 0 反映了静置培养和发酵罐培养过程的发酵参数变

化，从图 0（,）可看出：随着培养时间的延长，第 7 天后还原

糖浓度基本不变，而 89 随着还原糖的消耗在下降，这是因

为 !"#$%&’"$#( )*+,-./ :;"*7<= 在产纤维素的同时伴随着葡

萄糖酸副产物的产生，不过纤维素产量仍在增加，至第 > 天

时达最大产量 ?<.@2A，产率为 /</.=@2A2#。图 0 中的 B 和 ,
区别 在 于 葡 萄 糖 消 耗 速 度 更 快，说 明 好 氧 菌 !"#$%&’"$#(
)*+,-./ :;"*7<= 在发酵罐中因供给氧气较静置过程充足而

利于生长，而且纤维素合成也加快，但在 >># 后纤维素出现

下降趋势，这是由于 !"#$%&’"$#( )*+,-./ :;"*7<= 在较低的还

原糖和剪切力的影响下，容易发生变异为不产纤维素的突变

菌［0/］，经试验当残糖在 /<CD 4 /<.D时须放罐，培养 C’ 产量

达 C<0C@2A，产率达 /</7C@2A2#，说明该菌种在静置和发酵罐

中培 养 都 能 稳 定 合 成 纤 维 素。但 为 了 提 高 产 量 须 将 在

!"#$%&’"$#( )*+,-./ :;"*7<= 生长过程中充当能源物质和底物

的葡萄糖尽可能地转化为纤维素，则可向培养基中添加乙醇

作能源物质来替代一部份用来作能源物质的葡萄糖［00］，这

在后期的实验中已得到证实［0=］。

图 ! 静置培养（&）和发酵罐培养（’）得到的细菌纤维素

的动态变化

E$@F0 6G3&%$HI JK HLMM)MJIL IG3N#LI$I $3 IN&N$H H)MN)OL（,）&3’ $3 N#L

IN$OOL’ N&3P OL&HNJO（B）

%"( 静置培养和发酵罐培养的细菌纤维素的结构差异

%"("! "QR 分析：图 = 是两种培养方式下所产的细菌纤维

素的扫描电镜照片，发现两者均为许多纤维丝带相互缠绕而

形成的网络结构，丝带宽度大约 0/3% 4 5/3%，但丝带和网状

结构有明显差异，静置培养的纤维素丝带相互缠绕且层状重

叠、更加致密，丝带宽度较细，而发酵罐培养的丝带较粗，且

高度延伸。

图 % 静置培养（&，!)))) * ）和发酵罐培养（’，!)))) * ）

得到的细菌纤维素的 +,- 照片

E$@F= "H&33$3@ LMLHNOJ3 %$HOJ@O&8#I JK BS 8OJ’)HL’ $3 IN&N$H H)MN)OL
（,，0/// T /）&3’ $3 N#L IN$OOL’ N&3P OL&HNJO（B，0//// T ）

图 ( 静置培养（&）和发酵罐培养（’）得到的细菌纤维素

的 ./012 图谱

E$@FC E*-UV I8LHNO& JK BS 8OJ’)HL’ $3 IN&N$H H)MN)OL（,）&3’ $3 N#L

IN$OOL’ N&3P OL&HNJO（B）

%"("% E*-UV 和 WV6 分 析：对 静 置 培 养 和 发 酵 罐 培 养

!"#$%&’"$#( )*+,-./ :;"*7<= 所产纤维素进行红外扫描（图 C），

两种 方 式 得 到 的 纤 维 素 组 成 基 本 一 致，但 C7//H%X 0 和

0/>/H%X 0左右区域图谱有较大不同，静置培养得到的细菌纤

维素由于分子间氢键类型多数目多，表现在 C70?H%X 0 处分

裂为许多小肩峰，0/.5H%X 0 的峰较为平缓，而发酵罐培养得
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到的细菌纤维素在 !!"#$%& ’ 处的波形变窄，类似单峰，在

’("’$%& ’ 处的峰明显加强，这说明搅拌会造成分子间氢键大

为减弱。据资料［’!］报道 )! 的含量可通过 *+,)- 测量，即将

.(($%& ’ / 0(($%& ’ 区域进行扩大，采用 1’($%& ’ 和 1.($%& ’ 处

的峰强来计算 )! 的含量，原理是 1.($%& ’ 和 1’($%& ’ 处的峰

对应 )! 和 )" 晶型的特征，而且这两个峰的吸光度与 )! 和 )"
晶型的含量成一定比例，由此计算出两种培养方式得到的细

菌纤维素的 )! 含量见表 ’。另有报道［1］，比较 2-3 图谱上的

（’’(）面和（4’(）面衍射角之差也能反映 )! 和 )" 晶型含量的

多少，本试验中静置的两晶面衍射角之差为 56，而发酵罐是

’7"6（图 8），同样证实了静态得到的纤维素的 )! 含量较高。

从图 8 能看出两种培养方式下产的细菌纤维素具有类

似天 然 纤 维 的 结 构，均 为 纤 维 素 ) 型，有 ! 个 衍 射 峰，即

（4’(）、（’’(）、（5((），但从（5((）衍射峰强度可看出静置产的

纤维素具有更高的结晶指数，另外结晶指数和（5((）面的晶

粒尺寸计算结果见表 ’，发现静置培养得到的纤维素的结晶

指数、晶粒尺寸和 )! 含量均高于发酵罐培养的，说明搅拌干

扰了细菌纤维素的结晶过程，有利于形成更小尺寸的微纤

丝，并诱导 )" 的产生，因 )" 较 )! 稳定，因此搅拌能改变纤维

素的超分子结构。

图 ! 不同培养方式下得到的细菌纤维素的 "#$ 图谱

*9:;8 2,<=> ?9@@<=$A9BC D=AAE<CF B@ GH D<B?I$E? 9C FA=A9$ $IJAI<E（K）

=C? 9C ALE FA9<<E? A=CM <E=$AB<（G）

表 % 不同培养方式下得到的细菌纤维素的 &! 含量和

晶体结构参数

+=NJE ’ +LE @<=$A9BC B@ $EJJIJBFE )! =C? $<>FA=J FA<I$AI<=J D=<=%EAE<F

B@ GH D<B?I$E? 9C ?9@@E<ECA $IJAI<E %B?E
OA<I$AI<=J D=<=%EAE<F HEJJIJBFE )!P !! H<#PQ H<>FA=JJ9AE F9REPC%
)C FA=A9$ $IJAI<E (7#1 #!7# "7((

)C ALE FA9<<E? A=CM <E=$AB< (7"’ 1!70 .781

’(! 静置培养和发酵罐培养细菌纤维素的热稳定性的差异

从热重曲线和差热曲线可得知两种纤维素热裂解分为

两个阶段（图 .），在低温时，主要发生纤维素的解聚和脱水

反应，同时生成左旋葡聚糖，左旋葡聚糖会继续分解为小分

子，如呋喃、醛、酮、芳香烃等，同时有剩炭形成，炭的生成可

抑制分解反应［’8］。静置培养得到的纤维素的分解温度是

!’1S，发酵罐培养得到的纤维素的分解温度是 5"8S，棉纤

维素的分解温度是 5##S［’.，’"］，静置条件（K）：两个阶段分别

是在温度 5’1S / 8(’S之间失重 1875Q，8(’S / .!"S之间

失重 ’.7.Q，而发酵罐条件（G）：在温度 ’"(S / !1#S之间失

重 .17.Q，!1#S / "#0S之间失重 !(75Q，棉纤维素：在温度

55!S / !#5S 之间失重 "#Q，!#5S / .50S 失重 5#Q。从

3+K 曲线来看，静置培养得到的纤维素与棉纤维［’.］的第二

阶段的放热都非常集中，为一尖锐的高峰，而发酵罐培养得

到的纤维素的第二阶段的放热效应明显变小，而且移向高温

方向，说明发酵罐培养得到的纤维素在第一阶段生成的左旋

葡聚糖减少，而形成的剩炭成分相对较多，这表明静置培养

得到的纤维素的热稳定性较好，发酵罐培养的纤维素的阻燃

性较好。

图 ) 静置培养（*）和发酵罐培养（+）得到的细菌纤维素

的 ,- 和 $,* 曲线

*9:;. +T =C? 3+K $I<UE B@ GH D<B?I$E? 9C FA=A9$ $IJAI<E（K）=C? 9C

ALE FA9<<E? A=CM <E=$AB<（G）; ! +T $I<UE；" 3+K $I<UE;

. 结论

"#$%&’(#%$) *+,-./0 VWO+875 在静置培养 "? 时产纤维素

17.:PX，产率为 (7(.5:PXPL，发酵罐中 !? 产量达 !7’!:PX，产率

达 (7(8!:PXPL，说明该菌种适合静置培养，但在发酵罐中也能

稳定生产纤维素，关于发酵罐中发酵工艺参数的确定在研究

中；另外 "#$%&’(#%$) *+,-./0 VWO+875 在不同培养方式下发酵

得到的纤维素的结构差别很大：尽管搅拌并没有改变纤维素

丝带的网状结构、化学结构以及与天然纤维素相同的晶型

———纤维素 ) 型，但却干扰了 GH 的微观结构，即：静置培养

的纤维素丝带相互缠绕且层状重叠、更加致密，丝带更细，富

含 )!，具有更高结晶指数、更大的晶粒尺寸；静置培养得到的

纤维素具有良好的热稳定性，发酵罐培养得到的纤维素具有

良好的阻燃性。本实验中的 "#$%&’(#%$) *+,-./0 VWO+875 能

在发酵罐中稳定产细菌纤维素，为今后的产业化生产提供一

定的基础。
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