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摘要　在摇瓶条件下 ,综合考虑菌体干重、β-羟基丁酸和 β-羟基戊酸共聚物的质量

分数、β -羟基戊酸组分的摩尔分数和酸对 β -羟基戊酸组分的转化率等指标 ,以及共

聚物的 发酵条件包括以丙酸为 β -羟基戊酸合成前体时不同初始加入时间和加入

量对共聚物发酵的影响。并比较了分别以丙酸和戊酸为 β-羟基戊酸合成前体时对

共聚物生产的影响。在分析了共聚物发酵过程曲线的基础上 ,又进一步研究了补料

对合成产物的影响。结果表明 ,丙酸是 β -羟基戊酸合成的较好前体 ;采用合理的补

料方式 ,可使菌体干重、β -羟基丁酸和 β -羟基戊酸共聚物的质量分数、β -羟基戊酸

组分的摩尔分数 ,以及酸对 β-羟基戊酸组分转化率等指标明显提高 ,在最佳补料条

件下 ,上述指标可分别达到 27. 7 g /L , 80. 7% , 16. 8%和 54% .
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0　前　　言
随着人们对化学合成塑料所造成的环境污染的日益关注 ,生物可降解塑料的研究方兴

未艾。 其中利用微生物发酵生产的聚羟基烷酸 ( Polyhydroxyalkanoate简称 PHAs)由于其

具有生物可相容性和生物可降解性而成为研究的热点。聚 β -羟基丁酸 ( PHB) ,β -羟基丁酸与

β -羟基戊酸的共聚物 ( PHBV)是 PHAs中研究最多的两种多聚物。 PHB的许多物理化学性

能与聚丙烯相似 ,但 PHB较硬且发脆 ,当在 PHB中加入 β -羟基戊酸 ( HV )组分时 ,共聚物的

物化性能与 PHB相比有了较大改善 ,如硬度降低、韧性增加等 ,且随着 PHBV中 HV组分

含量的变化可得到性能各异的共聚物 ,因而 PHBV已成为最具潜力的合成塑料替代品 ,在

医学、药学和农业等领域有广阔的应用前景
[ 1, 2]

。国外已经将 PHBV进行工业化生产 ,商品

名为 Biopol ,而国内的研究尚处于实验室阶段。

研究表明 ,大多数能积累 PHB的菌株也有产 PHBV的能力 ,且可通过控制不同的发酵

条件得到具有不同 HV组分含量的 PHBV. 作者采用一株能利用葡萄糖的 A. eutrophus变



异株 WSH3,以葡萄糖为主要碳源、奇数碳有机酸为 HV合成前体 ,综合考虑菌体干重

( CDW )、 PHBV质量分数、 HV摩尔分数、酸对 HV组分的转化率等各项指标 ,进行了 PH-

BV的发酵条件研究。

1　材料与方法
1. 1　菌种

真养产碱杆菌 ( A  eutrophus ) W SH3　本校环境生物技术研究室保藏。

1. 2　培养基

　　斜面培养基 ,种子培养基 ,无机元素液和发酵培养基配方见参考文献 [7] .

1. 3　培养方法

摇瓶过程中按不同的需要进行丙酸、葡萄糖或硫酸铵的流加 ,其余同参考文献 [7].

1. 4　分析方法

1. 4. 1　 ( N H4 ) 2 SO4浓度的测定　采用修正的 Ber thelo t反应法。

1. 4. 2　葡萄糖含量的测定　 3, 5-二硝基水杨酸法。

1. 4. 3　菌体细胞生长量的测定　取发酵液 4. 5 ml, 6 000 r /min离心 5min,水洗 2次 ,真空

冷冻干燥后称重。

1. 4. 4　 PHBV测定　气相色谱法定量。

1. 4. 5　丙酸测定　气相色谱法定量。

2　结果与讨论
2. 1　丙酸为辅助碳源时初始加入时间和每次加入量

在初始硫酸铵质量浓度 3 g /L,初始葡萄糖质量浓度 50 g /L的发酵培养基中 ,对丙酸

的不同加入时间和加入量进行了试验 ,结果见表 1.

表 1　丙酸不同初始加入时间和加入量的摇瓶结果比较

初始加入
时间
/h

每次丙酸
加入的体积
分数 (% )

发酵液中
糖酸
比

CDW
/g· L- 1

PHBV
质量分数

(% )

PHBV
质量浓度
/g· L- 1

HV
摩尔分数

(% )

残留丙酸
体积分数

(% )

　　 13 　　 0. 1 　　 16. 7 　　 21. 4 　　 80. 7 　　 17. 3 　　 10. 9 　　 0
　 0. 2 8. 3 21. 0 76. 5 16. 1 13. 6 0

　 0. 3 5. 6 15. 5 63. 1 9. 78 23. 4 0
　 0. 4 4. 2 11. 2 37. 9 4. 24 28. 5 0. 132

19 0. 1 16. 7 25. 9 78. 0 20. 2 10. 5 0

　 0. 2 8. 3 24. 2 80. 1 19. 4 13. 2 0
　 0. 3 5. 6 17. 9 72. 5 13. 0 15. 3 0. 100

　 0. 4 4. 2 13. 6 53. 3 7. 25 25. 6 0. 224

25 0. 1 16. 7 27. 0 79. 3 21. 4 8. 25 0

　 0. 2 8. 3 24. 0 76. 5 18. 4 10. 3 0. 287

　 0. 3 5. 6 23. 9 70. 9 16. 9 11. 5 0. 359
　 0. 4 4. 2 17. 8 67. 4 12. 0 13. 8 0. 527

　　　　　注∶加酸 3次 ,每次加酸间隔时间 8 h.

从表 1可以看出 ,丙酸的加入量和加入时间对 PHBV的发酵有明显的影响。 1) PHBV

中 HV组分的摩尔分数取决于发酵液中糖与丙酸的浓度之比 (以下简称糖酸比 )
[ 3, 4]

。随着丙

酸加入量的增大 ,糖与酸比例的降低 , HV组分的摩尔分数增加。但由于作为 HV合成前体
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的丙酸在较高浓度下对菌体生长和产物合成有一定的抑制作用 ,所以随着丙酸量的增加 ,

CDW和 PHBV质量浓度明显下降。2)发酵 13 h菌体正合成细胞物质 ,此时加入丙酸 ,菌体

生长和 PHBV合成活性都受到较大抑制 ,严重影响最终菌体干重和 PHBV产量 ,且随着丙

酸加入量的增大 ,抑制作用明显。发酵 19 h时 ,发酵液中氮源基本耗尽 ,细胞开始大量合成

多聚物 ,这时加入丙酸就可以在 PHB片段合成的同时均匀嵌入 HV组分 ,最终产物中 HV

组分摩尔分数较高。但太高的丙酸加入量也将抑制细胞合成 PHBV的活性。 25 h细胞已合

成较多的 PHB均聚物 ,此时开始加入丙酸 ,最终 PHBV中 HV含量很低 ,且产物中 HV组

分积聚在 PHBV长链的某一区域 ,这可能会影响材料的性能。

由此可见 ,丙酸初始加入时间和加入量是 PHBV合成的两个重要因素。只有综合考虑

CDW , PHBV质量浓度和 HV组分含量等指标 ,才能确定较佳的丙酸加入时间和加入量 ,最

终使得到的 PHBV质量浓度较高 ,且 HV组分含量又比较适宜。

2. 2　 PHBV合成中合适辅助碳源的确定

丙酸和戊酸是 PHBV生产中最常用的两种辅助碳源 ,为选择更合适的 HV合成前体 ,

进行了丙酸和戊酸的对照实验。 结果见表 2.

表 2　 WSH 3利用丙酸和戊酸情况比较

辅助碳源 加酸方法 CDW
/g· L- 1

PHBV
质量分数

(% )

PHBV
/g· L- 1

HV
摩尔分数

(% )

酸对 HV组分
的转化率

(% )

丙酸 0. 1× 3 25. 9 78. 0 20. 2 10. 5 40. 8

　 0. 2× 3 24. 2 80. 1 19. 4 13. 2 48. 0

　 0. 3× 3 17. 9 72. 5 13. 0 15. 3 37. 6

　 0. 4× 3 13. 6 53. 3 7. 25 25. 6 34. 7

戊酸 0. 1× 3 25. 6 80. 5 20. 6 11. 7 67. 8

　 0. 2× 3 23. 9 78. 9 18. 9 14. 3 51. 0

　 0. 3× 3 18. 3 72. 9 13. 3 16. 5 26. 1

　 0. 4× 3 12. 8 65. 6 8. 39 28. 2 22. 9

　　　　注∶ 0. 1× 3表示每次加入 0. 1%的酸 ,分 3次加入 ,每次间隔时间 8 h,初始加入时间为接种后 19 h.

从表 2可以看出 ,丙酸为 HV合成前体时 , PHBV质量浓度 , PHBV质量分数 , HV组分

摩尔分数与酸的转化率均略低于以戊酸为 HV合成前体时的发酵结果。但丙酸的价格仅为

戊酸的 1 /3多 ,因此仍以丙酸为 HV合成前体。

2. 3　 PHBV摇瓶发酵过程曲线分析

为了对 PHBV摇瓶过程中菌体的生长、基质的消耗、产物的形成进行全面了解和分析 ,

制作了摇瓶发酵过程曲线。作者采用已得的较佳发酵条件 ,即初始葡萄糖和初始硫酸铵质量

浓度分别为 50 g /L, 3 g /L,丙酸在接种后 19 h开始分 3次均量加入 ,每次 0. 2% (体积分

数 ) ,间隔时间为 8 h. 在摇瓶发酵过程中不断取样测定各参数 ,得发酵过程曲线 ,见图 1.

从图 1可见∶ 1)发酵 8 h左右 ,铵离子质量浓度开始很快下降 ,细胞进入对数生长期 ,

至 15 h左右氮源浓度已接近零 ,细胞开始大量合成多聚物。 2)在细胞对数生长期 ,胞内也

有少量的 PHB,但聚合物大量合成却是在铵离子质量浓度接近零 ( 15 h左右 )的时候开

始 [5 ] ,此时加入丙酸立即合成 HV组分 , PHBV质量分数快速增长。 所以将初始加酸时间提

前至 15 h. 3)从丙酸变化曲线可见 ,每次间隔 8 h补加 0. 2%体积分数的丙酸 ,在下次补加

前已全部用完 ,因此在以后实验中可缩短补酸间隔时间。 4) 50 g /L的葡萄糖质量浓度在发

酵 47 h基本耗尽 ,发酵接近结束。
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图 1　发酵过程中细胞干重、葡萄糖质量浓度、铵离子质量浓度、 PHBV质量分数、

　　　　 HV组分摩尔分数、丙酸体积分数的变化情况

2. 4　摇瓶补料合成 PHBV

研究表明 [2 ] ,采用降低初糖浓度 ,中间补糖的方法可以减少葡萄糖对菌体生长的抑制 ,

同时补加少量氮源有利于 PHBV的合成和产量的提高。

在分析摇瓶发酵过程曲线的基础上 ,作者进行了摇瓶发酵过程的补料优化实验 ,结果见

表 3. 从表 3可以看出 ,摇瓶补料发酵的较优条件为初糖质量浓度 30 g /L,流加 3次 ,每次

10 g /L;初氮质量浓度 3 g /L,以 1 g /L和 0. 5 g /L流加两次 ;总酸 0. 8% (体积分数 ) ,初始

加酸时间为发酵 15 h,分 4次加入 ,间隔 6 h. 与对照组相比 ,菌体干重提高了 31. 9% ,

PHBV质量分数提高了 10. 0% , PHBV质量浓度提高了 43. 6% , HV组分摩尔分数提高了

9. 8% , 丙酸对 HV组分的转化率提高了 58. 9% .

表 3　摇瓶发酵过程补料优化实验

　 　 0 1 2 3

实
验
处
理

糖质量浓度 /g· L- 1 60　 30+ 10× 3 30+ 10× 3 30+ 10× 4

补糖时间 发酵 12 h起 ,每隔 6 h

硫酸铵质量浓度 / g· L- 1 3 3 3+ 1 3+ 1+ 0. 5

补氮时间 发酵 12 h起 ,每隔 6 h

加酸量 0. 2% × 4

加酸时间 发酵 15 h起 ,每隔 6 h

实
验
结
果

CDW /g· L- 1 　 21 　　　　 23. 1 　　　　 25. 5 　　　　 27. 7

相对提高量 (% ) 0 10 21. 4 31. 9

PHBV质量分数 (% ) 73. 4 78. 0 79. 6 80. 7

相对提高量 (% ) 0 6. 3 8. 4 10. 0

PHBV质量浓度 / g· L- 1 15. 6 18. 0 20. 3 22. 4

相对提高量 (% ) 0 15. 4 30. 1 43. 6

HV摩尔分数 (% ) 15. 3 15. 8 18. 6 16. 8

相对提高量 (% ) 0 3. 37 21. 6 9. 8

Y HV /丙酸 　 0. 34 0. 41 0. 53 0. 54

相对提高量 (% ) 0 18. 6 54. 7 58. 9

　　　　注∶ 1　表中 30+ 10× 3表示初糖质量浓度为 30 g /L,流加 3次 ,每次 10 g /L,其余类推。

2　发酵时间∶ 48 h.

3　相对提高量= (实验组量 -对照组 ( 0组 )量 ) /对照组 ( 0组 )量

　　以上实验证明 ,补料发酵确实有利于 PHBV合成。在 2 L容积的发酵罐上 ,能对一些环
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境因子 (如 pH值、溶氧浓度等 )实行有效的检测和控制 ,连续流加可以避免底物浓度波动过

大 ,易于实现流加策略 ,菌体干重、 PHBV产量、 HV组分和转化率都有明显提高。 作者在研

究了 PHBV摇瓶发酵条件的基础上 ,进一步在 2 L容积的罐上进行了 PHBV发酵生产的优

化研究。 CDW , PHBV质量分数 , PHBV质量浓度 , HV组分摩尔分数分别达到了 52. 1 g /L,

78. 3% , 40. 8 g /L和 16. 2% . 丙酸的 HV组分的转化率为 50% . 研究结果将另文报道。
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Studies on Fermentation Conditions of Poly

(β-Hydroxybutyrate andβ-Hydroxyvalerate)

Acid Production by Alcaligenes Eutrophus

Yu Ming　 Chen Jian　 Du Guocheng　 Chen Yinguang　 Lun Shiyi

( School of Biotech. , Wuxi University of Light Ind ust ry, Wuxi, 214036)

Abstract　 Based on the considera tion o f CDW , PHBV content , HV uni t f raction and the

conversion ra tio of propionate to HV uni t( YHV /propiona te) , the condi tions of PHBV fer-

menta tion w ith propionate as precurso r, including ini tial addi tion time and concentration

w ere studied in shaking f lask. A compa rison betw een propionate and valera te as precursor

fo r synthesis of HV was made. The time course o f PHBV fermentation w as ana lysed and

fed-batch fermentation of PHBV was carried out. The results indica ted tha t propionate

w as bet ter than valerate a s precurso r in PHBV fermentation. By applying sui table feeding

mode and the optimal condi tions in fed-ba tch fermentation, the CDW , PHBV mass con-

tent, HV uni t f raction and YHV /propionate could be apparently improred to be 27. 7g /L,

80. 7% , 16. 8 mo l% and 54% ( HV /g propionate) . respectiv ely.

Key words　 Alcaligenes eutrophus; po ly(β -hydroxybutyrate and β -hydroxyvalera te) acid;

fermentation; feed
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