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摘 要:以甘油为底物，利用克雷伯氏菌发酵生产 1，3－丙二醇的实验中，考察了初始甘油浓度、温度、pH、通气策略等

发酵条件对 1，3－PDO 产量的影响。实验结果表明: 积累 1，3－PDO 的适合条件为: 甘油的初始浓度为 40g /L、发酵温度

37℃、pH7.0、0.5V /V·min 的通气量，发酵 30h，反应液中 PDO 的产量可达 57.63g /L。
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Abstract: The effects of glycerol concentrations，temperature，pH and aeration strategies were investigated on the
production of 1，3－ propanediol with glycerol as substrate by Klebsiella pneumoniae.The results showed that the
most suitable condition of accumulating 1，3－PDO were glycerol concentrations 40g /L，temperatures37℃，pH7.0
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1，3－丙二醇( 1，3－propanediol，简称 1，3－PDO)

是一种重要的化工原料，可直接用作防冻剂，是增塑

剂、洗涤剂、防腐剂和乳化剂的合成原料
［1］，广泛用于

食品、化妆品和制药等行业
［2］。目前 1，3－丙二醇最

主要的用途是作为合成聚酯、聚氨酯的主要原料，聚

对苯二甲酸丙二酯( PTT) 是一种新型聚酯材料，具有

许多优良特性，主要用于生产纤维和纺织品，是合成

纤维新品种开发的热点
［3］，制约 PTT 发展的关键因

素在于 1，3－丙二醇的成本问题。1，3－丙二醇可通

过化学法和生物法生产
［4］，化学法生产消耗了不可再

生的有限资源，造成环境污染，同时化学法生产原料

及设备要求高，生产存在设备投资大、工艺复杂、条

件苛刻和环境污染，且原料石油资源日益匮乏等问

题; 生物法具有原料可再生、操作简便、反应条件温

和、副产物较少、环境污染小等优点，越来越受到人

们的重视，各国都致力于研发生物技术合成 1，3－丙

二醇。本文以甘油为主要底物、以克雷伯氏肺炎杆

菌为菌种，探讨发酵生产 1，3－丙二醇的条件，以提高

1，3－PDO 转化率，降低其成本。

1 材料与方法
1.1 材料与仪器

克雷伯氏肺炎杆菌 ( Klebsiella pneumoniae) 由

华东理工大学国家化生中心提供; 粗甘油 工业级，

上海化学试剂采购供应站中心化工厂; 酵母浸膏

生化级，北京奥博星生物技术有限责任公司; 甘油

分析纯，天津市福晨化学试剂厂; 维生素 B12、甘氨酸

生化级，上海国药集团化学试剂有限公司; 1，3－丙

二醇、高碘酸纳 分析纯，上海国药集团化学试剂有

限公司; K2HPO4、KH2PO4 分析纯，成都科龙化工试

剂 厂; ( NH4 ) 2 SO4、MgSO4 · 7H2O、FeSO4 · 7H2O、
MnSO4·4H2O 分析纯，天津市永大化学试剂开发

中心; KOH 化学纯，上海光华化学试剂厂; 种子培

养基( g /L) 甘油 10，葡萄糖 4，K2HPO4·3H2O 0.8，

KH2PO4 0.5，( NH4 ) 2 SO4 2，MgSO4·7H2O 0.5，酵母浸

膏 3，微量元素 1mL，Fe2 +
溶 液 0.5mL; 发 酵 培 养 基

( g /L) 甘油 40，葡萄糖 2，K2HPO4 1.2，KH2PO4 0.4，

( NH4 ) 2 SO4 3，MgSO4·7H2O 0.5，酵母粉 1.5，微量元

素 1mL，铁溶液 0.6mL; 微量元素成分和铁溶液的配

制 参照文献［5］。
DSX－280A 不锈钢灭菌器 上海申安医疗器械

厂; SPX－250BS－Ⅱ生化培养箱 上海新苗医疗器械

制造有限公司; UV－2000 紫外分光光度计 尤尼柯

仪器有限公司; BIOTECH－7BGZ 磁力搅拌发酵罐

上海保兴生物设备工程公司; SP－3420A 气相色谱仪

北京北分瑞利仪器有限公司; BCM－1000A 生物洁

净工作台 苏州安泰空气技术有限公司; BS224S 电

子分析天平 北京赛多利斯仪器有限公司。
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1.2 1，3 一丙二醇的发酵培养方法

1.2.1 种子培养 250mL 三角瓶棉塞加牛皮纸封

口，装液量 100mL，接入斜面菌苔 1 环，在 37℃ 的生

化培养箱、转速为 150r /min 下培养 12h。
1.2.2 发酵培养

1.2.2.1 分批发酵 在 5L 发酵罐中，装入发酵培养

基 4L，接种量为 5% ( v /v) ，搅拌速度 200r /min，发酵

温度 37℃，通气量 0.5V /V·min，发酵过程中体系 pH
用 5mol /L 的 NaOH 自动调控为 7.0。
1.2.2.2 补料分批发酵 在 5L 发酵罐中，装入发酵

培养基 3L，接种量为 5% ( v /v) ，搅拌速度 200r /min，

发酵温度 37°C，通气量 0.5V /V·min，发酵过程中体

系 pH 用 5mol /L 的 NaOH 自动调控为 7.0。在初始

甘油降到 15g /L 以下时开始流加底物甘油，保持甘

油浓度在 15～25g /L 范围内。
1.3 分析方法

1.3.1 生物量测定 采用比浊法，以未接种的发酵

培养基为对照，分光光度计于 650nm 处检测细胞的

浓度，根据干重与 OD650对应的标准曲线计算。
1.3.2 目的产物 1，3－丙二醇以及副产物乙酸和乙醇

含量的测定 气相色谱法测定，检测器为 FID，色谱

柱为毛细管柱，柱温 130℃，汽化室与检测器的温度

均为 240℃，载气为 N2，进样量 0.5μL，采用外标法

定量。
1.3.3 甘油、葡萄糖含量测定 分别采用高碘酸氧

化法
［6］、DNS 比色法

［7］。

2 结果与分析
2.1 在分批发酵中初始甘油浓度对发酵的影响

利用克雷伯氏菌的 PDO 发酵中，甘油是发酵底

物中的物质基础，提供碳源和能源，其浓度对产物 1，

3－丙二醇有较大的影响。分别取 20、40、60、80g /L
的初始甘油浓度进行分批发酵实验，实验结果见图

1、图 2。

图 1 分批发酵过程中不同初始甘油

浓度( g /L) 下生物量的变化

由图 1 可知，甘油初始浓度在 20～60g /L 范围内

的菌体生长比较好，菌体生长 15h 左右基本上处于

停滞状态，初始甘油浓度 60g /L 稍有生长，但增殖较

小，发酵 30h 其菌密度比其它两种情况稍高些。初

始甘油浓度为 80g /L 时，生长相对缓慢得多，菌体密

度也偏小。由图 2 可以看出，初始甘油浓度分别为

40g /L 和 60g /L 时，二者的 PDO 生物合成情况有相

似之处，前者比后者更早到达最大产量，且浓度稍高

些。初始甘油浓度分别为 20g /L 和 80g /L 时，二者

的 PDO 生物合成情况也有相似，相比之下，80g /L 时

图 2 分批发酵过程中不同初始甘油

浓度( g /L) 下 1，3 － 丙二醇含量的变化

的 PDO 浓度低了很多。结合图 1、图 2，初始甘油浓

度 20g /L，在发酵初期的菌体生长旺盛，可能由于碳

源的缺乏影响了 PDO 的合成。40～60g /L 的初始甘

油，细胞生长良好，PDO 浓度也高，可能由于底物的

抑制作用较小。80g /L 的初始甘油浓度过高对发酵

有抑制作用
［8］，主要是生成高浓度的 3－羟基丙醛，在

细胞中积累到一定浓度，会毒害细胞，使发酵终止。
综合成本考虑，分批发酵中甘油初始浓度选为 40g /L
最佳。
2.2 流加补料发酵中温度对 1，3 －丙二醇生成的

影响

温度是影响微生物生长代谢的基本环境因素之

一，酶活对温度的变化很敏感，合适的温度将有利于

酶促反应，有利于产物的形成。克雷伯氏肺炎杆菌

属于肠道细菌，生长温度应该接近人体温度，实验选

用 34、37、40℃ 三个温度情况来考察温度对 PDO 转

化的影响，结果如图 3 所示，由图 3 可以看出，37℃下

的 1，3 － 丙二醇的产量最高，达到 57g /L 左右。在

40℃条件下其 1，3－丙二醇的产量很低。在 34℃ 下

产物 的 最 高 浓 度 达 38g /L 左 右，所 以 温 度 偏 低

( 34℃ ) 、偏高( 40℃ ) 都会影响发酵产物的产生，低温

可能影响 1，3－丙二醇形成的酶系活力，高温可能对

于细胞有极大的破坏，因此 37℃为 1，3－丙二醇生物

合成中的较理想温度。

图 3 流加补料发酵中温度对 1，3－丙二醇生成的影响

2.3 流加补料发酵中 pH 对 1，3 －丙二醇生成的

影响

微生物的生长和代谢中，环境的 pH 对细胞的生

长与代谢有着重要影响，同样微生物代谢的活动反

过来又会影响环境液的酸碱状态。克雷伯氏肺炎杆

菌属于肠道细菌，其生长环境在 pH6.5～7.5 之间，实

验方法采用对比实验，考察 pH 为 6.5、7.0、7.5 和不调

pH 条件下整个发酵过程中 PDO 的生成情况。
图 4 表明发酵液的 pH 在 6.5～7.5 之间，产物的

积累可以延续到 25～30h，在 pH 为 7 的条件下产量
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可达到 57g /L 左右，浓度最大，这与有关报道克雷伯

氏肺炎杆菌产生 1，3－丙二醇的最适酸碱环境 pH 为

7.0 左右相适
［9］，而不调 pH 条件下产物的积累只能

持续 10h，并且产量很低，只有 15g /L 左右，这与克雷

伯氏肺炎杆菌代谢甘油，产生有机酸如乙酸，乳酸

等，使 pH 下降，使菌体的生长代谢也受到抑制有着

非常密切的关系。

图 4 流加补料发酵中 pH 对 1，3－丙二醇生成的的影响

2.4 通气策略对 1，3－丙二醇生成的影响

克雷伯氏肺炎杆菌利用甘油作为底物进行分解

代谢时，其代谢途径见文献［10］，在好氧情况下，代

谢主要经 3－磷酸甘油代谢; 在厌氧情况下，甘油代谢

将主要通过二羟丙酮途径。目前有许多报道关于 1，

3－丙二醇在有氧参与的情况下发酵的研究，其产量、
生产强度等发酵结果要高于厌氧发酵

［11］。为此实验

设计了三种通气策略来优化发酵条件。Ⅰ: 整个发

酵过程不通空气; Ⅱ: 发酵 0～20h 通 0.5V /V·min 空

气，20～40h 不通空气; Ⅲ: 全发酵过程通 0.5V /V·
min 空气。实验结果如图 5 所示。

图 5 流加补料发酵中通气策略对发酵的影响

由图 5 可见，在第Ⅱ和第Ⅲ通气策略下，其 OD650

始终大于第Ⅰ情况，而且菌体增殖持续时间更长。
三种情况下产物 PDO 生成量的差别不是很大，Ⅲ在

30h 积累量最大，接近 57g /L，Ⅱ的产量达 55.65g /L，

不通气情况下最小。考虑到生产成本与操作的方便

性，选 用 全 发 酵 过 程 通 0.5V /V·min 空 气 来 发 酵

生产。

3 结论与讨论

3.1 发酵液中的初始甘油为 40g /L，为克雷伯氏肺

炎杆菌利用甘油作为底物进行生长代谢提供碳源和

能量，代谢中间产物 3－羟基丙醛浓度不高，这种有毒

的化合物能及时被转化，解除 3－羟基丙醛的积累，有

利于 1，3－丙二醇的合成。

3.2 发酵液的温度维持在 37℃ 下，甘油转化成 1，

3－丙 二 醇 过 程 中 的 三 个 关 键 酶 － 甘 油 脱 氢 酶

( GDH) 、甘油脱水酶( GDHt) 和 1，3－丙二醇氧化还

原酶( PDOR) 的酶活力达到较佳状态，PDO 的产率相

对较高。
3.3 发酵过程中 pH 为 7.0 的条件下，菌体生长良

好，PDO 生物合成量最高，有几方面的原因: a.GDHt
甘油脱水酶的活性恰好在 pH 为 7.0 的时候最高

［12］，

甘油脱水酶为甘油向 PDO 转化途径的第一个酶，为

1，3－丙二醇发酵几个关键酶中的限速酶; b.发酵液中

的 pH 影 响 着 细 胞 内 的 氧 化 还 原 电 位，影 响 到

NADH /NAD 的含量，而 PDO 合成途径与胞内辅酶的

氧化、还原状态相关，也就间接影响到 PDO 的合成;

c.pH 对克雷伯氏菌合成 1，3－丙二醇过程中的副产

物如丁二酸、乳酸、乙酸、乙醇和 2，3－丁二醇等有显

著影响
［13］，过多的副产物都会毒害细胞，也抑制产物

的形成。
3.4 通气量在 0.5V /V·min 的微好氧条件对 1，3－
丙二醇的发酵最有利。氧气的存在会对 PDO 发酵中

几种关键酶的活性产生抑制作用
［14］，但通入微量的

空气，对发酵反而有明显的促进作用。原因可能是

前期菌体生长时氧的供应对菌体生长有利; 微量氧

作为氢受体有利于调节氧化途径和还原途径之间的

NAD + /NADH 平 衡，消 除 厌 氧 途 径 积 累 的 大 量

NADH。
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图 3 氧化剂对色素抑菌作用的影响

是与 H2O2本身具有杀菌能力有关。
2.3.5 还原剂对色素抑菌作用的影响 将浓度为

100%色素提取液分别装入 6 支试管中，分别加入不

同浓度 的 还 原 剂 亚 硫 酸 钠 ( C = 0.1、0.2、0.3、0.4、
0.5mol /L) ，按“1.2.3”的方法测定抑菌圈直径，结果

见图 4。

图 4 还原剂对色素抑菌作用的影响

低浓度的还原剂对小黄杏色素抑菌作用的影响

不明显，但还原剂的浓度达到一定程度时色素的抑

菌能力会降低。

3 结论
3.1 实验结果表明，一定浓度的小黄杏色素提取物

可以抑制供试菌的生长，色素对变形杆菌和金黄色

葡萄球菌的抑制作用均大于对大肠杆菌和枯草芽孢

杆菌的抑制作用，其对变形杆菌和金黄色葡萄球菌

的 MIC 为 1.563%，对大肠杆菌和枯草芽孢杆菌的

MIC 为 3.125%，这进一步说明小黄杏色素中可能存

在天然杀菌的成分，有待进一步的研究探讨，根据小

黄杏抑菌作用的这一性质不仅可将其应用于食品领

域，还能将其开发制成生物药剂，治疗一些常见的疾

病，其副作用小，并且提取工艺简单，便于操作。
3.2 温度对色素抑菌作用的影响很小，该色素对温

度的稳定性良好，因此小黄杏色素可以作为高温处

理食品的添加剂。
3.3 Fe3 +、Mn2 +、Mg2 +、Ca2 +、Na +

等金属离子能增强

色素对大肠杆菌的抑菌作用，K +、Cu2 +、Al3 +
离子对

其基本没有影响，说明该色素可以作为一些功能性

食品的添加剂，如补钙、补铁等功能性食品或药物，

具有食品保健方面的应用潜能; 然而，Mn2 +
离子增强

色素对金黄色葡萄球菌的抑菌作用效果尤为明显，

这可能是由于大肠杆菌属革兰氏阴性菌，而金黄色

葡萄球菌属革兰氏阳性细菌，他们之间存在一定的

差异，另 外，酶 离 子 的 激 活 剂 有 Fe3 +、Mn2 +、Mg2 +、
Ca2 +

等离子，这使得小黄杏色素在酶促反应中的应用

有了一定的可能性。
3.4 小黄杏色素的最佳抑菌 pH 范围在 5～6 之内。
3.5 氧化剂能增强色素的抑菌作用，这为该色素在

含易氧化性物质或添加剂的食品上的应用提供了可

能性，并且其在医疗卫生领域也已有了一定的应用。
3.6 低浓度还原剂对色素抑菌作用的影响不明显，

但还原剂的浓度达到一定程度时会降低色素的抑菌

效果，因此还原性添加剂和小黄杏色素混合使用时，

要控制其还原剂的浓度。
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