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乙酸对 1 ,32丙二醇发酵的影响
蒋　洁　张　栩　谭天伟 3

(北京化工大学生命科学与技术学院 , 北京　100029)

摘　要 : 考察了克雷伯氏菌发酵生产 1 ,32丙二醇过程中 ,乙酸对发酵过程的影响。结果表明 ,在发酵初始培养基中

加入微量的乙酸能够提高 1 ,3 - 丙二醇的产量 ,但乙酸的添加会影响菌体生长 ,造成发酵液的菌体吸光度 A 下降。

通过实验确定了乙酸的最优添加质量浓度为 016 g/ L ,此时 1 ,32丙二醇质量浓度为 8146 g/ L ,转化率为 0162 ;在此

浓度乙酸初始培养基中添加 112 g/ L 葡萄糖作为辅助底物将甘油转化率提高到 0166。
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引言

1 ,32丙二醇 (1 ,32PD)是有机合成的重要中间

体 ,可用于多种药物、聚酯、抗冻剂、溶剂、保护剂的

合成。1 ,32丙二醇的生产方法主要有化学法和微生
物发酵法 ,目前 1 ,32PD 的工业化生产主要以化学

合成为主[1 ] ,由于化学合成法具有设备投资大、技

术难度高、需重金属催化剂、污染环境等缺点 ,微生

物发酵法[2 ]生产 1 ,32PD 以绿色化学为特征 ,和化

学法相比具有选择性好、转化率高、产物分离简单、

无环境污染问题、可利用再生资源等优点 ,是一种技

术上可行的、经济上有竞争力的生产方法。

发酵生产 1 ,32丙二醇的过程中在生成 1 ,32丙
二醇的同时还生成乙酸、2 ,32丁二醇、乙醇、丁酸等
副产物 ,其中乙酸和乙醇是主要的副产物[3 ] ,其他

几种副产物的生成量较少 (总量小于 5 %) [1 ]。微生

物转化甘油的过程中存在两条途径 :一是生成 A TP

和还原乙酸乙醇的途径 ,伴随细胞生长 ;另一条是

1 ,32PD形成途径。有文献报道乙醇对发酵生产 1 ,

32PD 有强烈的抑制作用[4 ] ,但目前还未见到关于

1 ,32PD发酵过程中乙酸对发酵的影响。本文研究

了发酵过程中乙酸对生产 1 ,32PD的影响。

1　材料与方法

111　菌种与培养基

菌种为克雷伯氏菌 ( Klebsiella pneumoniae )

KP0301 ,本实验室保藏。

种子培养基和发酵培养基相同 ,均采用文献[3 ]

配方。

112　培养方法

种子液于 250 mL 锥形瓶中装 100 mL 种子培养

基 ,灭菌后接入斜面菌种 ,然后在摇床中好氧培养

16 h ,温度 37 ℃、转速 180 r/ min、p H值为 710。发酵

液分别在 300 mL 摇瓶和 5 L 发酵罐中进行发酵培

养。摇瓶发酵条件为底物甘油质量浓度为 20 g/ L ,

发酵装液量 200 mL ,灭菌后接种 ,接种量为 10 % ,发

酵温度 37 ℃、转速 180 r/ min ,p H值为 710 ;发酵罐

发酵条件为补料分批发酵 ,共流加甘油 90 g/ L ,发酵

培养基 3 L ,灭菌后接种 ,接种量为 10 % ,发酵过程

中通入氮气保持厌氧环境。发酵温度、转速、酸碱度

同摇瓶发酵条件。

113　分析方法

生物量采用比浊法 ,以蒸馏水为空白在 650 nm

条件下测定发酵液的吸光度。

甘油采用滴定法检测 ,参照文献[5 ]。

产物 1 ,32PD以及副产物乙酸采用气相色谱检

测。用移液器取发酵液 1 mL 于 115 mL 离心管中 ,

以 8 000 r/ min的速度离心 10 min后 ,取上清液 1μL

于气相色谱仪进行检测 ,色谱柱 2 m×<5 mm ,填料

为 Chromsorb101 ,柱温 200 ℃,检测器和汽化室温度

均为 250 ℃,载气为氮气 ,流速 50 mL/ min ,采用外



标法定量。

甘油转化率为生成 1 ,32PD 物质的量/消耗甘

油物质的量。

2　结果与讨论

211　不同浓度乙酸对摇瓶发酵生产 1 , 32PD 的影

响

　　乙酸是发酵生产 1 ,32PD 过程的副产物 ,实验

研究了乙酸对发酵过程的影响。

首先在初始培养基中添加 0 , 01584 , 11752 ,

41672 g/ L 质量浓度的乙酸进行实验 ,发酵 32 h 取

样测定 ,结果如图 1所示。

从图 1 可以看出 ,在培养基中加入 01584 g/ L

的乙酸时 ,其吸光度 A 与不含乙酸的培养基发酵结

果几乎相同 ,但是甘油到 1 ,32PD 的转化率与其相

　　

图 1　不同质量浓度乙酸对摇瓶发酵的影响

Fig. 1　Effect of acetic acid on fermentation

比有了较大的提高 ;当乙酸的浓度增大到一定程度

时 ,对菌体的生长和甘油的转化都有较大的影响 ,吸

光度和转化率都有很大程度的降低。研究了在初始

培养基中添加 0 ,012 ,014 ,016 ,018 ,110 g/ L 的乙酸

进行实验 ,发酵 32 h结果如图 2所示。

图 2　低浓度乙酸对摇瓶发酵菌体生长和 1 ,32PD的影响

Fig. 2　Effect of low concentration acetic acid on biomass and 1 ,32PD of fermentation

　　从图 2可以看出在初始培养基中加入低浓度乙

酸对菌体的生长有一定的影响 ,菌体的生长随着乙

酸浓度的增加而降低 ,但降低的幅度不大。随着乙

酸浓度的增加 ,细胞的生物量逐渐减小 ,说明乙酸的

添加会抑制菌体的生长。甘油的消耗则随着乙酸浓

度的增加逐渐增加 , 1 ,32PD 的浓度则随着乙酸浓

度的增加先增大后减小。由此可以说明 ,乙酸的添

加可以促进甘油的转化 ,但是抑制菌体的生长 ,合适

的乙酸浓度能提高终产物的浓度。1 ,32PD的质量

浓度在乙酸质量浓度为 016 g/ L 时达到最大 ,为

8146 g/ L ,与不含乙酸的相比较 1 ,32PD终浓度提高

了 12 % ,此时的甘油转化率为 0162 ,提高了 516 %。

212　乙酸对摇瓶发酵过程的影响

普通发酵培养基 (1 # )与普通发酵培养基添加

016 g/ L 乙酸 (2 # )发酵 28 h ,每隔 4 h取样测定发酵

过程中发酵液的 A、残余甘油以及 1 ,32PD的浓度 ,

观察其动态变化 ,结果如图 3所示。

从图 3 (a)可以看出 ,发酵开始的 8 h 是菌体生

长的延迟期 ,这个时期菌体几乎不生长 ,甘油也基本

没有消耗 ,1 ,32PD没有累积。从 8 h到 16 h是发酵

的对数生长期 ,菌体迅速生长 , A 从 0119 增加到

1138。乙酸的添加在发酵对数生长期对菌体生长有

一定的抑制作用 ,但到发酵结束时 ,与以甘油为唯一

底物的发酵相比较 ,乙酸的添加对菌体的生长几乎

没有影响。从图 3 (b)可以看出 ,发酵开始的 8 h甘

油基本无消耗 ,1132PD也无累积。8 h以后 ,甘油的

消耗加快 ,此时期共消耗甘油 718 g ,1 ,32PD也迅速

累积 ,质量浓度从 1156 g/ L 增加到 7182 g/ L。发酵

开始的 20 h 含乙酸培养基发酵与甘油单一底物相

比较 ,甘油的消耗速率较慢 ,20 h以后 ,含乙酸培养

基发酵的甘油消耗量反而增加 ,由此可以看出 ,乙酸

的添加在发酵后期促进甘油的消耗 ;发酵开始的前

18 h两种发酵液中 1 ,32PD的累积基本相同 ,18 h以

后 1 ,32PD在发酵液中的浓度迅速增加 ,直至发酵

结束。
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图 3　乙酸对摇瓶发酵过程菌体生长和 1 ,32PD的影响

Fig. 3　Effect of acetic acid on biomass and 1 ,32PD fermentation process

213　含有乙酸的培养基中葡萄糖对发酵的影响

初始培养基中乙酸的添加会在一定程度上抑制

菌体的生长 ,葡萄糖作为辅助底物可以促进菌体的

生长[6 ] ,以下实验研究了在乙酸存在的条件下葡萄

糖对发酵过程的影响。

在含有 016 g/ L 乙酸的培养基中分别加入 0 ,

014 ,018 ,112 ,116 ,210 g/ L 葡萄糖 ,发酵 32 h 结果

如图 4所示。

图 4　不同浓度葡萄糖对摇瓶发酵菌体生长和 1 ,32PD产生的影响

Fig. 4　Effect of glucose concentration on biomass and 1 ,32PD of fermentation

　　从图 4 (a)可以看出 ,与不加乙酸的培养基类

似 ,葡萄糖的加入会在一定程度上促进菌体的生长 ,

但是葡萄糖的加入会使菌体优先利用其进行生

长[5 ] ,因此它在一定程度上会抑制甘油的消耗 ,从

图 4 (b)可以看出 ,当培养基中添加 112 g/ L 的葡萄

糖时 ,甘油的利用率低 ,而此时其转化率高 ,达到

0166。

214　乙酸对 5 L发酵罐发酵的影响

在摇瓶培养的基础上 ,又在 5 L 的发酵罐中进

行实验。普通发酵培养基 (1 # )与普通发酵培养基

添加 016 g/ L 乙酸 (2 # )进行发酵 ,测定发酵液中底

物与代谢产物的浓度列表如下。

从表 1中可以看出 ,在初始培养基中加入 016

g/ L 的乙酸。能促进甘油的消耗 ,提高终产物 1 ,32
PD的产量并提高甘油的转化率 ,最终两批乙酸的浓

度基本相同。

表 1　乙酸对批式补料发酵的影响

Table 1　Effect of acetic acid on fedbatch culture

质量浓度/ (g/ L)

消耗甘油 1 ,32PD 发酵后乙酸

甘油

转化率

1 #发酵 74157 39133 6122 01638

2 #发酵 81171 45129 6120 01671

215　5 L发酵罐发酵发酵过程中乙酸的变化

图 5是补料批式发酵发酵过程中乙酸的浓度变

化 ,从图中可以看出 ,在整个发酵过程中 ,初始培养

基中添加乙酸的发酵过程所产生的乙酸总是高于不

添加乙酸的 ,发酵过程产酸的多少可以来衡量发酵

的快慢。发酵中甘油消耗的越多 ,所产生的乙酸也

就越多 ,因此可以说明在初始培养基中加入乙酸可

以增加菌体对甘油的消耗 ,从而增加 1 ,32PD 的产

量。
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centrations of the precipitan (3 , 6 , 9 mol/ L) and different molar ratios of Zn2 + to Ti4 + (1∶112～2∶1) were used

to prepare the cubic nano2sized zinc titanante powders. The results demonstrated that when the concentration of

the precipitant is 3 mol/ L and the molar ratio is 1∶1 , the cubic nano2sized Zn TiO3 with a mean grain size of

about 40 nm , can be obtained under 600 ℃by calcinations ; when the concentration of the precipitant is 3 mol/ L

and the molar ratio is 2∶1 , the Zn2 TiO4 powder with a mean grain size of about 90 nm , can be obtained under

800 ℃by calcinations. And the powders have sphere shape with a narrow PSD.

Key words∶nanometer ; zinc titanate ; direct2reactive precipitation (DRP) ; cubic

(责任编辑　云志学)
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图 5　补料批式发酵发酵过程中乙酸浓度的变化

Fig. 5　Variation of acetic acid concentration

on fedbatch culture

3　结论

乙酸是 1 ,32PD发酵过程中的一种重要代谢副

产物 ,在培养基中添加适量的乙酸能促进甘油的消

耗、1 ,32PD的生成并提高甘油转化率。当乙酸质量

浓度为 016 g/ L 时 ,1 ,32PD为 8146 g/ L ,与不含乙酸

的发酵相比较 ,1 ,32PD浓度提高了 12 % ,此时的甘

油转化率为 0162 ,提高了 516 %。培养基中葡萄糖

的加入促进菌体的生长 ,当培养基中添加 112 g/ L

　　

的葡萄糖时 ,甘油的利用率低 ,则其转化率较高 ,达

到 0166。
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Effect of acetic acid on 1 ,32propanediol fermentation

J IAN G Jie　ZHAN G Xu　TAN Tan2wei
(College of Life Science and Technology , Beijing University of Chemical Technology , Beijing 100029 , China)

Abstract : Effect of acetic acid on 1 ,32propanediol fermentation was studied. The results show that the acetic

acid increases 1 ,32propanediol yield and reduces the absorbency of liquid. The optimal concentration of acetic

acid was 016 g/ L and the yield of 1 ,32propanediol was 8146 g/ L , and the conversion reached to 0162 mol/ mol.

The conversion of glycerol was up to 0166 mol/ mol when adding glucose as cosubstrate.

Key words : 32propanediol ; fermentration ; acetic acid ; glucose
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