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1.材料和方法

1.1 细菌与培养基 
从17份菌株采集样本中选取了产丙酸丙
酸杆菌ATCC 55737（Stowers, Cox, & 
Rodriguez, 2014）。该菌株采用甘油
（20%）作为低温防护剂保存在 -80°C。
培养基（PAM）成分包括（g/l）：酵母
提取物（10）、胰酶解酪蛋白大豆 
（5）、磷酸氢二钾K2HPO4 （0.05）、
硫酸锰 MnSO4（0.05）和葡萄糖（75）。 
将培养基成分及碳源分别在121°C条件
下灭菌20分钟。 

1.2 培养 
在含有采用0.8% (v/v)的甘油储备液孵育
的1mL PAM培养液的1.5mL Eppendorf管
中复原甘油储备培养物。将培养物置于
32°C培养24小时。将培养物转移至含有
14mL PAM培养基的15mL Falcon离心管
中，使其继续生长24小时。将5%
（v/v）的这种培养物接种至250mL含有
100 mL PAM培养液的血清瓶中，使其同
上24小时。将血清瓶中处于指数生长期
中期的细胞接种至OD600nm值为0.3的发酵
罐中。采用BIOSTAT® A（1L）发酵罐进
行发酵。发酵罐配有标准探头和标准控
制器，可控制PH值、溶氧、温度以及搅
拌速率。搅拌速率可控制在300 rpm。
采用10M NaOH对PH值进行控制，使其
保持在6.4。采用电加热夹套及再循环冷
却装置将培养液的温度维持于32°C条件
下。设置废气冷凝器至20%，以避免培
养基的蒸发。在接种前，用N2通入发酵
罐至少15分钟。 在整个发酵过程之中，
采用0.992的质量流量控制器校正系数将
N2的恒定流速保持在300 ccm。 

引言
传统上，源于矿物燃料的丙酸（PA）可
被广泛应用于食品和制药工业。丙酸作
为防腐剂可用于单体的合成，且该应用
日益增多。如今，丙酸市场的年产量已
经增长到高达410,000公吨，且保持着每
年3%的稳定增长率。不断增多的环境问
题促使丙酸的终端用户开始寻找可持续
的丙酸替代品，从而打开了生物制造丙
酸的特殊市场（Liu et al., 2012）。丙酸
的生物制造可以解决很多环境问题，同
时也为C3化学品（包括丙烯、丙醇和乙
烯丙酸酯）的生产提供了可持续的替代
方案。产丙酸丙酸杆菌 （P. acidipropi-
onici）是一种革兰氏阳性厌氧杆菌，它
能够通过Wood-Werckman循环自然生成
作为主要发酵产物的丙酸（Liu et al., 
2012; Parizzi et al., 2012）。本质上而
言，丙酸是连同诸如乳酸、琥珀酸和醋
酸在内的其他有机酸一起生成的。 

产丙酸丙酸杆菌的厌氧发酵过程对包括
温度、PH值、溶氧及剪切力在内的环境
条件、物理化学条件及流体动力条件十
分敏感的。 在发酵过程中，需对上述条
件进行严格控制。 产丙酸丙酸杆菌可利
用复杂的营养素混合物生产出最佳的丙
酸。通过不同的生长周期，这会产生动
态的代谢过程。
本研究证实了BIOSTAT® A发酵产丙酸丙
酸杆菌细胞的稳健性。尽管丙酸的产量
极大，其生产设备仍然能够成功地控制
住PH值。必须调整PH控制参数，使其可
对PH值进行适当的控制。在发酵过程
中，需要向反应器中不断通入氮气，以
保持厌氧的条件。用再循环冷却装置和
容器周围的加热夹套来对温度进行控
制。冷却装置还有助于通过冷却废气以
控制蒸发。采用两片Rushton桨叶轮来保
持动力学条件。 



1.3.分析方法
使用Biochrom Libra S12 UV/Vis分光光度计测量培养液的光密
度（600nm波长处）。采用Agilent 1200 HPLC系统及配有保护
柱（SecurityGuard Carbo-H, Phenomenex PN: AJO-4490）的 
Agilent Hiplex H色谱柱 (300 × 7.7 mm, PL1170-6830)利用离子
排阻色谱法来定量测量有机酸及糖类化合物。 采用折光率检
测器（Agilent RID, G1362A）监测糖类，将检测器调至正极，
光学单元温度调节至40°C；在210nm波长处（Agilent MWD, 
G1365B）监测有机酸。采用自动进样器（Agilent HiP-ALS, 
G1367B）将30 µL样本注入色谱柱完成进样，采用热稳定柱箱
（Agilent TCC, G1316A）将柱温维持在65°C [70°C]。 采用
4 mM H2SO4对分析液进行等度洗脱，洗脱流速为0.6 mL/min，
洗脱26分钟。采用ChemStation (Rev B.03.02[341])整合色谱
图。

2.结果
产丙酸丙酸杆菌能够生成需要进行控制的、具有极强PH值动
态变化的有机酸。 图1显示了采用BIOSTAT® A的生物反应器的
控制参数。 
如图所示，通过采用集成蠕动泵可实现10 M NaOH的供给，
从而添加碱来维持恒定的PH值。将PID控制参数调节至
P：300%，I：0%和D：0%。连续供应N2，以维持发酵罐内的
厌氧环境。同时控制和监测发酵罐的温度和搅拌速度。 

图2显示了产丙酸丙酸杆菌的动力学增长曲线。发酵的主要产
物为丙酸；此外，还有少量的乙酸和琥珀酸。如图所示，在
发酵进行到40小时后，生长停止。然而，丙酸的生成一直持
续到发酵结束，从而导致NaOH的添加一直延长至第96个小时
为止。 

图1： 在产丙酸丙酸杆菌的发酵过程中，BIOSTAT®对参数进行控制。氮气
流、温度、PH值及NaOH 10 M的体积如图所示。

(a)	 (b)

图2： BIOSTAT® A中产丙酸丙酸杆菌发酵的生长动力学。 

(a) BIOSTAT® A 设备； 
(b) �生长及生产量的动力学；  

光密度：黑线和 ； 
丙酸：黑线和； 
葡萄糖：黑线和 ； 
琥珀酸：灰线和 ； 
乙酸：灰线和 ； 
丙酮酸：灰线和 。

3.结论
可在BIOSTAT® A中完成产丙酸丙酸杆菌 生成丙酸的发酵。在
发酵过程中，PH值是最重要的控制参数，可通过改变PID对其
进行控制。总而言之，可以采用BIOSTAT® A进行厌氧微生物发
酵来 生产超过 30 g/L的 丙酸。 
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