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真养产碱杆菌利用葡萄糖生产
聚 β-羟基丁酸的摇瓶发酵条件
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摘要　以葡萄糖为碳源 ,对真养产碱杆菌生产 PHB的摇瓶发酵条件进行了探索。
研究结果表明 ,在摇瓶补料条件下 ,细胞干重和 PHB质量浓度可分别达到 35. 1

g /L和 28. 3 g /L, PHB对葡萄糖的产率系数为 0. 36 g /g.
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0　前　　言
聚 β-羟基丁酸 ( PHB)是许多微生物在营养不平衡条件下积累的一类可作为自身碳源和

能源的胞内聚合物 [1 ]。 由于 PHB在具有与合成塑料聚丙烯相似性质的同时 ,还具有生物可

相容性和生物可降解性 [2 ] ,因而正成为目前开发生物可降解材料的研究热点之一。但与化工

合成的塑料相比 , PHB的生产成本很高
[3 ]
,所以许多研究人员一直致力于提高 PHB的生产

强度和采用新的提取技术的研究 ,以期降低生产成本 ,提高市场竞争力。

　　真养产碱杆菌 ( A. eutrophus )具有易于培养、生长快和能在简单的合成培养基中积累

大量的 PHB(达细胞干重的 80%以上 )的特点
[4 ]
,已被广泛应用于 PHB的生产和研究过程。

本世纪 80年代中期 ,英国帝国化学公司 ( ICI)以 A. eutrophus的突变株为生产菌种 ,以葡萄

糖为唯一碳源率先实现了 PHB的工业化生产。 本研究室在前一阶段的研究中 ,采用 A.

eutrophus A TCC 17699以丁酸为碳源进行了 PHB合成的研究 ,结果发现该菌株利用丁酸

为碳源培养 ,细胞干重和 PHB含量可分别达 7. 2 g /L和 72. 2% [5 ] ,但该菌株利用葡萄糖的

能力很差。
　　作者采用能利用葡萄糖为碳源的真养产碱杆菌为生产菌株 ,以提高菌体细胞干重和胞

内 PHB含量为研究目标 ,进行了 PHB摇瓶发酵条件的研究和优化 ,并由此指导了在 2升台

式发酵罐进行的 PHB初步生产。

1　材料与方法
1. 1　菌种

　　真养产碱杆菌 A. eutrophus WSH3 (本研究室保藏号 )



1. 2　培养基

1. 2. 1　斜面培养基 ( g /L )　酵母膏 10, 蛋白胨 10, 牛肉膏 5, ( N H4 ) 2 SO4　 5, 琼脂 20;

pH 7. 0.

1. 2. 2　无机元素液 ( L
- 1

)　 Na2 HPO4· 7H2O 8. 9 g; K H2 PO4 1. 5 g; MgSO4·

7H2O 0. 2 g; 柠檬酸铁铵 60 mg; CaCl2· 2H2O 10 mg;及 1 ml微量元素液 ,内含: H3 BO3

0. 3 g , CoCl2· 6H2O 0. 2 g , ZnSO4· 7H2O 0. 1 g , M nCl2· 4H2O 30 mg, NaM oO4·

2H2O 30 mg, NiCl2· 6H2O 20 mg , CuSO4· 5H2O 10 mg.

1. 2. 3　种子培养基 ( g /L )　酵母膏 10, 蛋白胨 10, 牛肉膏 5, ( N H4 ) 2 SO4　 5; pH 7. 0.

1. 2. 4　发酵培养基　无机元素液中添加硫氨作为氮源、葡萄糖为碳源 , p H7. 0.

1. 3　培养方法

　　摇瓶培养: 接二环生长良好的斜面培养物至装有 30 ml种子培养基的 250 ml三角瓶

中 ,培养 24 h,摇瓶转速为 180 r /min,温度 30℃ ;按 10%的接种量接入发酵培养基中 , 500

m l三角瓶装液量为 60 m l,摇瓶转速为 220 r /min,温度为 30℃ .

1. 4　分析方法

1. 4. 1　菌体细胞生长量　取发酵液 5 m l, 3000 r /min离心 10 min,水洗 2次 , 80℃干燥 24

h后称重。

1. 4. 2　 PHB测定　气相色谱法定量 [ 6]。

1. 4. 3　 NH
+
4 浓度测定　采用修正的 Berthelo t反应法

[7 ]
。

1. 4. 4　葡萄糖含量的测定　 3, 5-二硝基水杨酸法。

2　结果与讨论
2. 1　 PHB合成摇瓶发酵条件的研究

2. 1. 1　初始硫酸铵浓度对 PHB积累的影响　以葡萄糖为碳源 ,以硫酸铵为氮源 ,比较了不

同起始硫酸铵浓度对 PHB积累的影

响 ,见表 1. 菌体细胞的生长和 PHB

的积累对氮源浓度的要求不一样 ,细

胞的生长需要有丰富的氮源存在 ,相

反只有当培养基中氮源浓度很低或耗

尽时 ,才有利于细胞大量积累 PHB.

从表 1中可以看出 ,随着氮源浓度的

升高 ,细胞干重有所增加 ,但过高的氮

表 1　初始硫铵浓度对菌体生长和 PHB积累的影响

硫酸铵浓度

(% )

细胞干重
/ g· L- 1

PHB质量浓度
/ g· l- 1

PHB含量
(% )

0. 1 12. 1 9. 6 79. 6

0. 2 16. 7 13. 4 80. 3

0. 3 19. 5 13. 7 70. 2

0. 4 18. 1 11. 3 61. 5

0. 5 16. 6 8. 9 53. 7

　　注:发酵时间为 40 h, 初糖浓度为 4% .

源浓度会对菌体的生长产生抑制作用 ,且胞内 PHB的含量会明显下降。 因此当初糖浓度为

3%左右时 ,采用 0. 2%的初始硫铵浓度 ,最终可以得到较高的 PHB浓度和 PHB含量。

2. 1. 2　初糖浓度对菌体生长和 PHB积累的影响　以葡萄糖为碳源 ,比较了不同初糖浓度

对菌体生长和 PHB合成的影响 ,见表 2. 初糖浓度很低时 , PHB发酵的各项指标都较低 ,随

着初糖浓度的增加 ,细胞干重、 PHB浓度和 PHB对葡萄糖的产率系数都有所提高 ,但过高

的初糖浓度对细胞生长有抑制作用 ,使最终的细胞干重和 PHB浓度下降 ,且 PHB对葡萄糖

的产率系数也降低。因此从表 2中可以看出 ,较适宜的初糖浓度为 5%左右。
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表 2　不同的糖浓度对菌体生长和 PHB积累的影响

初糖浓度

(% )

菌体干重
/g· L- 1

PHB含量
(% )

PHB质量浓度
/g· L- 1

残糖浓度
(% )

PHB对葡萄糖的产率
/ g· L- 1

1 6. 7 21. 7 1. 5 0 0. 15

2 10. 6 54. 9 5. 8 0 0. 29

3 14. 5 67. 8 9. 8 0 0. 33

4 18. 9 73. 3 13. 8 0 0. 34

5 21. 0 78. 3 16. 4 0 0. 33

6 22. 2 78. 6 17. 3 0. 55 0. 31

7 20. 8 78. 0 16. 2 1. 60 0. 30

8 18. 9 73. 1 13. 8 2. 89 0. 27

9 18. 4 67. 3 12. 4 4. 05 0. 25

10 17. 7 65. 5 11. 6 4. 72 0. 22

　　　注:发酵时间为 40 h,初始硫酸铵浓度 0. 3%

图 1　不同 p H值对菌体生长和 PHB合成的影响

1- 胞内 PHB含量　 2-细胞干重　 3- PHB产量

2. 1. 3　不同 pH值对菌体生长和 PHB积累的

影响　采用不同初始 pH值的培养基 ,比较了

其对菌体生长和 PHB积累的影响 ,见图 1. 从

图中可以看出 , pH值在 6. 7～ 7. 6的范围内 ,对

菌体细胞的生长影响不明显 ,但对产物 PHB的

积累有较大的影响。在 pH值为 7. 0时 ,细胞干

重 ( CDW )和 PHB的含量均达到最大值 ,在 pH

值偏高或偏低时 , CDW下降较少 ,而胞内 PHB

含量明显下降。可见 ,稍高或稍低的 pH值可能

对细胞生长影响不大 ,但却不利于胞内 PHB的

积累 ,如能在发酵过程中控制较佳的 pH值 ,可

使 CDW和胞内 PHB含量都达到较高水平。

2. 2　 PHB摇瓶发酵过程曲线分析

　　为了对 PHB摇瓶发酵过程进行较好的控制 ,进一步了解摇瓶发酵过程中各参数的变化

情况相当重要。在摇瓶过程中不断取样 ,得到 PHB发酵过程中各参数的变化情况 ,见图 2.

图 2　 PHB摇瓶发酵过程曲线

1- PHB含量　　 2- 细胞干重　　 3- PHB产量　　 4-葡萄糖浓度　　 5-硫酸氨浓度
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　　从图 2可以看出: 1) 在发酵前期氮源较丰富的情况下 ,胞内 PHB积累较少 ,当硫酸铵

浓度接近零时 ,胞内 PHB含量迅速增加 , PHB浓度也不断上升 ; 2)从残留菌体的变化曲线

上还可以看出 ,当培养基中氮源浓度在 21 h左右降为零时 ,细胞物质的生长停止 ,残留菌体

浓度开始下降 ,表明在氮源完全缺乏的 PHB合成阶段会有少量细胞发生自溶 ; 3) 34 h左

右糖降为零 ,此时细胞干重和胞内 PHB浓度分别达到最大值 18. 7 g /L和 14. 0 g /L ,随后细

胞干重和 PHB浓度不再增加 ,此时可以结束发酵。由此分析可以得出 ,如能在发酵前期补加

适量的氮源 ,增加残留菌体的生长量 ;在发酵中后期流加一定量的碳源 ,延长 PHB积累阶段

的时间 ,就可以进一步提高最终 PHB的产量。

2. 3　摇瓶发酵过程的补料试验

　　在分析 PHB摇瓶发酵过程曲线的基础上 ,进行了 PHB摇瓶发酵过程的补料试验 ,见表

3. 从表 3可以看出 ,在 PHB发酵过程中补加碳、氮源有利于提高 PHB的发酵水平。与不补

料相比 ,在本实验条件下 ,细胞干重从 18. 9 g /L增加到 35. 1 g /L, PHB浓度从 13. 8 g /L提

高到 28. 3 g /L , PHB含量最大达到 80. 5% ,并且 PHB对葡萄糖的产率系数也有了较大的

提高。
表 3　 PHB摇瓶发酵过程的补料试验

试验处理
细胞干重

/g· L- 1

PHB浓度
/g· L- 1

PHB含量
(% )

PHB对葡萄糖的产率
系数 /g· g- 1

总糖 4% (一次投入 ) 18. 9 13. 8 73. 3 0. 34

总糖 6% (第 12, 24 h流加二次 ) 27. 3 21. 8 79. 7 0. 36

总糖 7. 5% (第 12, 24, 36 h流加三次 ) 35. 1 28. 3 80. 5 0. 36

　　　注: 初始硫酸铵浓度均为 0. 3% ; 第二、三组的初糖浓度为 3% ,并在第 12 h流加 0. 1%的硫酸铵。

2. 4　菌体细胞积累 PHB前后的透射电镜照片

　　为了考察 PHB积累前后菌体细胞的结构形态 ,作者对发酵前、后期的细胞分别拍摄了

透射电镜照片 ,见图 3.

A　发酵前期　　　　　　　　　　　　　　　 B　发酵后期

图 3　菌体细胞积累 PHB前后的透射电镜照片
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　　可以看出 ,在发酵前期 (图 3A) ,细胞基本上不积累 PHB;而在发酵后期 (图 3B) ,培养基

中氮源耗尽 ,细胞大量积累 PHB,几乎所有的细胞都充满了 PHB颗粒。

　　在分析摇瓶补料的基础上 ,作者在 2升台式发酵罐进行了 PHB流加发酵优化试验 ,发

酵 52 h左右 ,细胞干重达 71. 0 g /L , PHB含量达 79. 4% . 进一步的流加发酵试验研究正在

进行之中。
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Shake-flask Conditions for the Production of Poly-β-Hydroxybutyrate

Using Glucose as Carbon Source with A. eutrophus

Du Guocheng　 Chen Jian　 Yin Hongbo　 Gao Hai jun　 Lun Shiyi
( Sch ool of Biotechnolog y,Wuxi Univ ersi ty of Ligh t Indus t ry, Wuxi 214036)

Abstract　 The conditions o f shake-f lask cul ture for the PHB production w ere investiga ted

w ith A. eutrophus using glucose as carbon sources. It i s demonst rated tha t the cell dry

w eight , PHB concentration and yield coef ficient of PHB to g lucose can reach 35. 1 g /L,

28. 3 g /L and 0. 36g /g , respectiv ely.

Key words　 A.eutrophus ; fed-batch; bio logical materials; poly-β -hydroxybuty ra te;

shake-flask cul ture
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