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摘要：通过比较棉纤维织物、聚乙烯醇缩甲醛柱体、活性炭颗粒在３５℃、厌氧条件下吸附丁酸梭菌（犆犾狅狊狋狉犻犱犻狌犿犫狌狋狔狉

犻犮狌犿）将甘油转化为１，３丙二醇的有效性，选择活性炭颗粒作为固定化丁酸梭菌的较佳载体．以活性炭颗粒作为吸附载

体时，初始甘油质量浓度从２０ｇ／Ｌ提高至２５２ｇ／Ｌ，最终１，３丙二醇质量浓度从９．５ｇ／Ｌ增加至３８．３ｇ／Ｌ，同时残余甘

油质量浓度从０ｇ／Ｌ提高至９６．３ｇ／Ｌ，１，３丙二醇的时空产率从０．７ｇ／（Ｌ·ｈ）提高至２．２ｇ／（Ｌ·ｈ），摩尔得率从０．６５

ｍｏｌ／ｍｏｌ降低至０．５８ｍｏｌ／ｍｏｌ．
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　　１，３丙二醇是一种广泛用于制备聚酯、聚醚和聚

氨酯的重要单体原料［１４］，这类聚合物合成塑料具有

生物可降解性等许多其他二元醇所不具有的优良性

质，因而１，３丙二醇在有机合成领域的应用正日益

增加．

填充床固定化细胞生物反应器操作简单、易于扩

大生产规模，可实现连续化生产，生产费用较低，但难

以清除细胞，混合度较差［５］．膜式固定化细胞生物反应

器催化效率很高，易于放大及控制反应过程，下游处

理简便，是目前连续化大生产中应用最多的一种生物

反应器［６］．目前，利用生物法发酵生产１，３丙二醇主要

有分批发酵、补料发酵、连续发酵３种方式，不同的发

酵方式对最终产物的浓度及时空产率都有着较大的

影 响［３，５，７９］．Ｐｆｌüｇｌ 等［１０］ 利 用 犔犪犮狋狅犫犪犮犻犾犾狌狊

犱犻狅犾犻狏狅狉犪狀狊进行补料分批发酵，通过控制培养基中葡

萄糖和甘油的摩尔比及添加维生素Ｂ１２的方式，１，３丙

二醇最高质量浓度可达８４．５ｇ／Ｌ．赵亚楠等
［１１］利用

ＮａＣＳ／ＰＤＭＤＡＡＣ微胶囊包埋克雷伯氏肺炎杆菌

（犓犾犲犫狊犻犲犾犾犪狆狀犲狌犿狅狀犻犪犲）进行连续发酵，１，３丙二醇

最高质量浓度达到１３．６ｇ／Ｌ，时空产率为４．４９ｇ／（Ｌ·

ｈ），摩尔得率为０．４３ｍｏｌ／ｍｏｌ．而Ｃａｓａｌｉ等
［１２］利用填

充 床 反 应 器 固 定 化 成 团 泛 生 菌 （犘犪狀狋狅犲犪

犪犵犵犾狅犿犲狉犪狀狊）菌体进行连续发酵，在水力停留时间为

２ｈ时时空产率达到最高值３．６ｇ／（Ｌ·ｈ）．而利用棉纤

维织物、聚乙烯醇缩甲醛（ＰＶＦ）柱体、活性炭颗粒固

定化丁酸梭菌（犆犾狅狊狋狉犻犱犻狌犿犫狌狋狔狉犻犮狌犿）进行连续发酵

生产１，３丙二醇的研究尚未报道，故本文考虑采用不

同的固定化载体及不同的连续发酵条件对其进行初

步研究，旨在提高菌株的发酵生产能力，为今后大规

模的工业化发酵应用打下基础．

１　实验材料和方法

１．１　材　料

１．１．１　菌　种

丁 酸 梭 菌 （犆犾狅狊狋狉犻犱犻狌犿 犫狌狋狔狉犻犮狌犿ＣＧＭＣＣ

６３１７）．４℃保存于生长培养基．

１．１．２　培养基

１）生长培养基（ＲＣＭ培养基）（ｇ／Ｌ）：蛋白胨１０，

牛肉膏１０，酵母粉３，葡萄糖５，ＮａＣｌ３，ＮａＡｃ３，可溶性

淀粉１，半胱氨酸盐酸盐０．５；ｐＨ７．５．

２）种子培养基（ｇ／Ｌ）：甘油２０，Ｋ２ＨＰＯ４·３Ｈ２Ｏ

４．４５，ＫＨ２ＰＯ４１．３，（ＮＨ４）２ＳＯ４２，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ

０．２，ＣａＣｌ２·２Ｈ２Ｏ０．０２，酵母粉１；另加微量元素溶液

１ｍＬ，Ｆｅ溶液１ｍＬ．
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３）发酵培养基（ｇ／Ｌ）：甘油，视具体情况而定；

Ｋ２ＨＰＯ４·３Ｈ２Ｏ１，ＫＨ２ＰＯ４０．５，（ＮＨ４）２ＳＯ４２，

ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．２，ＣａＣｌ２·２Ｈ２Ｏ０．０２，酵母粉１；另

加微量元素溶液１ｍＬ，Ｆｅ溶液１ｍＬ；ｐＨ７．

４）补料培养基（ｇ／Ｌ）：甘油及酵母粉视具体情况

而定，其余同种子培养基．

５）微量元素溶液（ｇ／Ｌ）：ＺｎＣｌ２０．０７，ＭｎＣｌ２·

４Ｈ２Ｏ０．１，Ｈ３ＢＯ３０．０６，ＣｏＣｌ２·６Ｈ２Ｏ０．２，ＣｕＣｌ２·

２Ｈ２Ｏ０．０２，ＮｉＣｌ２·６Ｈ２Ｏ０．０２５，Ｎａ２ＭｏＯ４·２Ｈ２Ｏ

０．０３５；ＨＣｌ（质量分数３７％，下同），０．９ｍＬ．

６）Ｆｅ溶液（ｇ／Ｌ）：ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ５；ＨＣｌ（３７％）

４ｍＬ．

１．２　试验方法

１．２．１　培养条件

１）培养基制备：将配制好的培养基分装至血清

瓶，通氮气除氧３０ｍｉｎ，使用胶塞和铝盖密封，高压灭

菌（１２１℃，２０ｍｉｎ）；补料培养基灭菌后持续通入无菌

氮气，以保持厌氧环境．

２）种子培养：无菌注射器取２ｍＬ菌液接种至内

含５０ｍＬ种子培养基的血清瓶，３７℃、２００ｒ／ｍｉｎ摇

床培养，培养１６ｈ；再以１０％（体积分数，下同）的接种

量转接，培养条件同前，４ｈ后接入发酵罐培养．

３）发酵罐培养：以１０％的接种量转接入罐中发

酵培养基，１５０ｒ／ｍｉｎ、３５℃、ｐＨ７．０条件下恒温培养

一定时间．

４）连续发酵培养：将新鲜发酵培养基用恒流泵以

恒定流速（依具体实验而定）输入固定化反应器，反应

器保持在３５℃水浴恒温条件下；流出液取样点为反

应器出口处；反应器与发酵罐连成回流系统，采用蠕

动泵控制回流系统内部循环流速为２ｍＬ／ｍｉｎ；发酵

罐中发酵培养基体积为１Ｌ；采用发酵罐控制整个系

统ｐＨ为７．０，转速１５０ｒ／ｍｉｎ．

５）ｐＨ 调节：除特殊说明外，ｐＨ 调节均采用４

ｍｏｌ／Ｌ的ＮａＯＨ溶液自动调节发酵液ｐＨ为７．０．

１．２．２　载体处理方法

采用的吸附型载体包括棉纤维织物、聚乙烯醇缩

甲醛柱体、活性炭颗粒．

棉纤维织物预处理：３４ｃｍ（宽）×３０ｃｍ（高）棉纤

维织物（市售纯白色毛巾，厚５ｍｍ，孔隙率＞９５％，密

度０．２５ｇ／ｃｍ３，比表面积＞４０ｍ２／ｍ３）沸水浴３０

ｍｉｎ，６０℃烘箱烘干２４ｈ．将经过处理的棉纤维织物铺

放在稍大面积的不锈钢丝网上，两者共同以短边为轴

垂直卷成圆筒状，形成织物层和钢丝网层交替分布的

圆柱体．将圆柱体置于夹套玻璃柱反应器（Ф４ｃｍ×

３８ｃｍ）内，工作（填充）体积３５５ｍＬ．

ＰＶＦ柱体预处理：ＰＶＦ柱体为Ф４ｃｍ×１２．５ｃｍ

圆柱体（密度１．２ｇ／ｃｍ３，孔隙率约为８０％，比表面积

约为０．５ｃｍ２／ｇ，台湾长春石化公司）．去离子水浸泡

２４ｈ，６０℃烘箱烘干２４ｈ．夹套玻璃柱反应器（Ф４ｃｍ

×３８ｃｍ）内部填充 ＰＶＦ柱体，工作（填充）体积

１５７ｍＬ．

活性炭颗粒预处理：２０～５０目活性炭颗粒（比表

面积５００～１０００ｍ
２／ｇ，相对密度约１．９～２．１，表观相

对密度约０．０８～０．４５，分析纯，国药集团化学试剂有

限公司，冲洗粉尘，１ｍｏｌ／ＬＨＣｌ溶液浸泡２４ｈ，去离

子水冲洗，２０ｇ／ＬＮａＯＨ溶液浸泡２４ｈ，去离子水再

次冲洗；生理盐水（９ｇ／ＬＮａＣｌ）浸泡２４ｈ，６０℃烘箱

烘干２４ｈ．称取定量材料，牛皮纸包裹于１２１℃高压蒸

汽灭菌２０ｍｉｎ，６０℃烘箱烘干．使用时，称取定量材料

（Ф４ｃｍ×２５ｃｍ）装填入玻璃反应柱，工作（填充）体

积２９５ｍＬ．

１．２．３　细胞动态吸附

夹套玻璃柱反应器（Ф４ｃｍ×３８ｃｍ）３５℃水浴

恒温，通入氮气保持厌氧环境．发酵罐取样口由软管与

玻璃柱反应器连接，初始菌液犗犇 值控制在２．５～

３．０．夹套玻璃柱反应器内部填充任一载体材料，上端

加盖密封．菌液由蠕动泵经软管循环至玻璃柱反应器

内（见图１），循环流速控制为２ｍＬ／ｍｉｎ．在发酵温度

下动态吸附４～６ｈ（或者至进出口犗犇６５０值平衡）．

１．２．４　发酵方法

菌体细胞动态吸附结束后，将新鲜补料培养基替

换玻璃柱反应器及发酵罐内甘油耗尽的发酵液（见图

１）．将补料培养基连续补加至玻璃柱反应器中，利用蠕

动泵控制玻璃柱反应器进出口流速及发酵罐与玻璃

柱反应器的内循环流速（２ｍＬ／ｍｉｎ），保持发酵过程中

反应液体积恒定．操作过程均采用无菌氮气保持厌氧

环境．

１．２．５　分析方法

发酵液摇匀，于６５０ｎｍ处测定犗犇 值，根据细胞

质量浓度和犗犇的关系曲线，可推算游离细胞质量浓

度．犗犇值与细胞质量浓度的换算比例为１犗犇为细胞

质量浓度０．４８ｇ／Ｌ．

每次取发酵液１０ｍＬ，离心后取上清液于４℃保

存，稀释，并用２０ｎｍ微孔滤膜过滤３次，采用高效液

相色谱（ＨＰＬＣ）分析甘油和１，３丙二醇的质量浓度．

色谱条件为：高效液相色谱 ＡｍｉｎｅｘＨＰＸ８７Ｈ

·１８·
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图１　填充床生物反应器操作流程

Ｆｉｇ．１ Ｓｃｈｅｍａｔｉｃｄｉａｇｒａｍｏｆｏｐｅｒａｔｉｏｎｐｒｏｃｅｓｓｆｏｒｔｈｅｆｉｘｅｄｂｅｄｂｉｏｒｅａｃｔｏｒ

色谱柱，流动相为０．５ｍｍｏｌ／Ｌ的硫酸超纯水水溶液，

流速为０．５ｍＬ／ｍｉｎ，柱温３０℃，示差折光检测器．

１，３丙二醇摩尔得率＝１，３丙二醇生成量／甘油

消耗量；１，３丙二醇时空产率＝１，３丙二醇生成量／

（发酵时间·工作体积）．

２　结果与讨论

２．１　不同载体对固定化丁酸梭菌连续发酵过

程的影响

　　反应器内的流体流型、传质状态和发酵液的停留

时间均与反应器中的固定化载体类型有联系．本文选

取棉纤维织物、ＰＶＦ柱体、活性炭颗粒这３种常见的

吸附型载体作为研究对象，考察不同载体对丁酸梭菌

的固定化效果和对固定化丁酸梭菌连续发酵过程的

影响．将４种连续发酵条件下的结果列于表１和２中．

从表１和２的结果可知，与游离连续发酵相比，以

棉纤维织物、活性炭颗粒和ＰＶＦ柱体为固定化材料

的固定连续发酵水平都得到显著提高，因为菌体固定

化后可使更多的菌体保留在反应器内；相比于游离连

续发酵，反应器内菌体得到提高，故有效提高了丁酸

梭菌代谢甘油生产１，３丙二醇的水平．

在补料培养基中甘油质量浓度和发酵时间接近

的条件下，以棉纤维织物和活性炭颗粒为固定化载体

时，甘油几乎被完全消耗，残余甘油质量浓度接近为

零，最终１，３丙二醇的质量浓度分别为１７．１和１３．４

ｇ／Ｌ．以颗粒状活性炭为固定化载体时，１，３丙二醇的

摩尔得率较高，为０．６１ｍｏｌ／ｍｏｌ；以棉纤维织物为固

定化载体时，１，３丙二醇的时空产率较高，为２．４ｇ／

（Ｌ·ｈ）．

表１　不同载体下的填充床连续发酵稳定态结果

Ｔａｂ．１　Ｓｔｅａｄｙｓｔａｔｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆｃｏｎｔｉｎｕｏｕｓｃｕｌｔｕｒｅｓｉｎｔｈｅ

ｆｉｘｅｄｂｅｄｂｉｏｒｅａｃｔｏｒａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃａｒｒｉｅｒｓ ｇ／Ｌ

载体
初始

甘油

残余

甘油

游离

细胞
１，３
丙二醇

乙酸 丁酸

棉纤维织物 ２０ １ ０．７ １７．１ ０ ４．１

ＰＶＦ ２５２ ３６．１ １．１ ３９．６ ０．１ １１．１

活性炭颗粒 ３６．５ ０．１ １．５ １３．４ ０．１ ３

对照样 ３６．５ ３０ ０．１ ２．８ ０ ０．１

　　注：对照样为无载体．

在３种固定化载体中，以ＰＶＦ柱体为固定化载体

时，１，３丙二醇的时空产率最高，为６．３ｇ／（Ｌ·ｈ）；但

在其发酵过程中，泡沫现象严重，ＰＶＦ柱体具有一定

的压缩性，对工业化生产不利．

以上结果表明，棉纤维织物和活性炭颗粒较ＰＶＦ

柱体为较优的固定化载体，另外，活性炭颗粒较棉纤

维织物成本更低且容易装填，因此后续研究以活性炭

颗粒为固定化载体．
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表２　不同载体下的填充床连续发酵最终结果

Ｔａｂ．２　Ｔｏｔａｌｒｅｓｕｌｔｓｏｆｃｏｎｔｉｎｕｏｕｓｃｕｌｔｕｒｅｓｉｎｔｈｅｆｉｘｅｄｂｅｄｂｉｏｒｅａｃｔｏｒａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃａｒｒｉｅｒｓ

载体
甘油

总消耗量／ｇ
１，３丙二醇
总生成量／ｇ

发酵时间／

ｈ

１，３丙二醇摩尔
得率／（ｍｏｌ·ｍｏｌ－１）

１，３丙二醇
时空产率／
（ｇ·Ｌ－１·ｈ－１）

棉纤维织物 ２５ １１．８ １４ ０．５７ ２．４

ＰＶＦ １６４．４ ７７．１ ７１．５ ０．５７ ６．３

活性炭颗粒 ７８．６ ３９．５ ６８．５ ０．６１ １．９

对照样 ７６．３ ２９．２ ６７ ０．４６ ０．３

　　　　　　　注：工作（填充）体积：棉纤维织物３５５ｍＬ，ＰＶＦ１７０ｍＬ，活性炭颗粒２９５ｍＬ；工作（液体）体积，对照
样１５００ｍＬ．

２．２　补料培养基中初始甘油质量浓度对固定

化发酵的影响

　　固定化细胞反应器能适应的底物质量浓度和可

重复利用性是衡量一个固定化细胞反应器成功与否

的重要指标．选用活性炭颗粒作为固定化载体，考察补

料培养基的甘油质量浓度对固定化丁酸梭菌发酵的

影响．将经前处理的活性炭颗粒装填入反应器，操作过

程同１．２．２，操作条件见表３（补料培养基中甘油质量

浓度不同），相应的连续发酵结果分别见图２（ａ）～（ｃ）．

表３　固定化丁酸梭菌的发酵操作条件

Ｔａｂ．３　Ｏｐｅｒａｔｉｏｎａｌｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓｆｏｒｃｏｎｔｉｎｕｏｕｓ

ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｏｆｇｌｙｃｅｒｏｌｂｙ犆．犫狌狋狔狉犻犮狌犿

序号
操作

条件

质量浓度／
（ｇ·Ｌ－１）

甘油 酵母粉

水力

停留

时间／

ｈ

甘油

流加速率／
（ｇ·Ｌ－１·ｈ－１）

操作

时间／

ｈ

（ａ） Ⅰ ６０ ２ １１

Ⅱ ７

Ⅲ ４０ ２ ０ ０．５

Ⅳ ２５２ ２ ８４ ３ １６８

（ｂ） Ⅰ ６０ ２ １１

Ⅱ ４．５

Ⅲ ２０ ２ ０ ０．５

Ⅳ ２０ ２ ８３．３ ０．２４ １５１．５

（ｃ） Ⅰ ６０ ２ １１

Ⅱ ５

Ⅲ ２０ ２ ０ ０．５

Ⅳ １３５ ２ ８３．３ １．６２ ７１

在表３中，操作条件Ⅰ为发酵罐的菌体培养过

程；操作条件Ⅱ为发酵罐和玻璃柱反应器之间的内循

环过程，菌体在此过程中吸附于玻璃柱反应器的载体

上；操作条件Ⅲ为玻璃柱反应器中发酵液的置换过

图２　动态吸附、置换及连续发酵曲线

Ｆｉｇ．２ Ｔｈｅｃｕｒｖｅｓｏｆｃｅｌｌａｄｓｏｒｐｔｉｏｎｔｏｃａｒｂｏｎｇｒａｎｕｌｅｓ，

ｒｅｐｌａｃｅｍｅｎｔｏｆｍｅｄｉｕｍ，ｃｏｎｔｉｎｕｏｕｓｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ
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程，用新鲜补料培养基替换甘油耗尽的发酵液；操作

条件Ⅳ为玻璃柱反应器中补料流加的连续发酵过程．

由图２（ａ）可以看出，发酵液中残余甘油质量浓度

较高，可能原因是发酵液中产物和副产物的抑制作

用，使菌体活性下降．

由于补料培养基中甘油质量浓度较高，图２（ａ）中

的发酵结束时甘油残留量较高，因此，将补料培养基

中的甘油质量浓度降至２０ｇ／Ｌ，其他操作条件见表３

（ｂ）．

表４　不同初始甘油质量浓度下的填充床连续发酵最终结果

Ｔａｂ．４　Ｔｏｔａｌｒｅｓｕｌｔｓｏｆｃｏｎｔｉｎｕｏｕｓｃｕｌｔｕｒｅｓｉｎｔｈｅｆｉｘｅｄｂｅｄｂｉｏｒｅａｃｔｏｒａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉｎｉｔｉａｌｇｌｙｃｅｒｏｌｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ

质量浓度／（ｇ·Ｌ－１）

初始甘油 残余甘油 １，３丙二醇 游离细胞

甘油

总消耗量／

ｇ

１，３丙二醇
总生成量／

ｇ

１，３丙二醇
摩尔得率／
（ｍｏｌ·ｍｏｌ－１）

１，３丙二醇
时空产率／
（ｇ·Ｌ－１·ｈ－１）

２０ ０ ９．５ ０．５ ５８ ３１ ０．６５ ０．７

１３５ ４７．１ ２２ １ ６１ ２８ ０．５５ １．３

２５２ ９６．３ ３８．３ ０．６ ２２７ １０９ ０．５８ ２．２

　　　　　注：工作（填充）体积，２９５ｍＬ．

由图２（ｂ）可见，连续发酵过程中情况较为稳定，

游离细胞质量浓度、甘油质量浓度、１，３丙二醇质量浓

度略有下降，丁酸质量浓度及乙酸质量浓度变化均较

小．在连续发酵开始时甘油质量浓度为２０ｇ／Ｌ，固定

化丁酸梭菌可将甘油彻底转化为１，３丙二醇．

由于补料培养基中甘油质量浓度较低，图２（ｂ）中

的发酵结束时，虽然底物完全消耗，但最终１，３丙二

醇较低，因此，将补料培养基中的甘油质量浓度折中

调整为１３５ｇ／Ｌ，其他操作条件见表３（ｃ）．

综合以上（补料培养基中初始甘油质量浓度、最

终甘油质量浓度、最终１，３丙二醇质量浓度、１，３丙二

醇摩尔得率、１，３丙二醇时空产率等）结果，得出表４．

由表４中的结果可以看出，补料培养基中甘油质

量浓度越低，残余甘油质量浓度越低．当甘油质量浓度

为２０ｇ／Ｌ时，甘油基本完全消耗；为２５２ｇ／Ｌ时，最终

残余甘油质量浓度９６．３ｇ／Ｌ，约为１３５ｇ／Ｌ时的２倍．

当初始甘油质量浓度为２０ｇ／Ｌ时，１，３丙二醇的

摩尔得率最高，但１，３丙二醇的时空产率最低，为１３５

ｇ／Ｌ时的５４％，为２５２ｇ／Ｌ时的３２％．同时，当甘油质

量浓度为２０ｇ／Ｌ时，最终１，３丙二醇质量浓度最低，

为１３５ｇ／Ｌ时的４３％，为２５２ｇ／Ｌ时的２５％．

以上结果表明，补料培养基的甘油质量浓度对固

定化连续发酵的有较大影响，甘油质量浓度越高，１，３

丙二醇质量浓度随之升高，１，３丙二醇的时空产率也

随之升高，但残余甘油质量浓度也越高；对１，３丙二

醇的摩尔得率影响不大，但有降低趋势．

３　结　论

本文采用活性炭颗粒作为丁酸梭菌固定化载体

发酵甘油生产１，３丙二醇，同条件下，１，３丙二醇连续

发酵平衡质量浓度１．９ｇ／Ｌ远高于无载体时的０．３ｇ／

Ｌ，说明该方法可有效稳定细胞活性；残余状态甘油质

量浓度０．１ｇ／Ｌ远低于无载体时的３０ｇ／Ｌ，１，３丙二

醇质量浓度１３．４ｇ／Ｌ远高于无载体时的２．８ｇ／Ｌ，说

明该方法可提高细胞对底物的利用率及对产物的耐

受性；最后，采用固定化方法可降低产物后期处理工

序难度．与赵亚楠等
［１１］利用ＮａＣＳ／ＰＤＭＤＡＡＣ微胶

囊包埋克雷伯氏肺炎杆菌进行补料分批发酵相比，我

们采用的固定化载体成本低廉，便于操作．补料培养基

的甘油质量浓度对固定化连续发酵有较大影响，甘油

质量浓度越高，残余甘油质量浓度就越高，１，３丙二醇

质量浓度随之升高，１，３丙二醇时空产率也随之升高，

但对１，３丙二醇摩尔得率影响不大．综上，我们将更广

泛地研究多类适用于工业化的固定化载体，对反应

器、培养基、反应条件等多方面进行优化综合，最终提

高工业化生产１，３丙二醇的转化率和时空产率．
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