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摘 要

l，3．丙二酵(1’3．PD)是一个具有多种用途的中间化台物，最生产新型PTT纤维的囊

要摹髂，嶷有诲多往菱特性饔缀好弱斑溺蘸景。徽生蘩发簿法生产l，3·涎二醇等纯擎合戏

法相比具有显藩的优点’因而越米越受到重视，成为当前的研究热点。

本文扶已宥的三株蔼中筛选出一株能生产l，3．丙二簿置穗能良好静菌株一壳雷镔氏

脑炎杼麓Asl．1736作为出发麓株，并对其种予培养条件进行优化。为了进一步获得l，3-

丙二醇的高产突变株，以克氏肺炎秆麓Asl．1736为出发菌株游行诱变处理，并对发醇培

养条抟避霉初步饶拢。

甘油由克氏肺炎杆菌转化生成1，3。丙二醇的研究照在厌氧条件下进行的，采用空气

囊换秘降低鬣健还器瞧蕴褶缝含靛斋法翎盔獗还纛臻舞基。敬对数麓摹缯藏蘩悬液逶

量，谯紫外线煨适照射剂量下诱变筛选高产突变株；褥经DES溶液诱变筛选出商产突

交袜，然磊将经Dl搭诱交褥蓟的高产蘩栋在两次浓缩的基磷上进行Uv+LiCl复合诱黛，

经过建立在影印技术上的初筛和复筛质采用商效液相色谱法测l，3．雨二醇的产量以确定

高产突变株；分另Ⅱ对漱度、pH等培养条件和碳源、氮源、酵母膏、金属离予等组分进

行单瓣素实验，确定括油转化生成l，3．嚣二醇的主要影响因素，然层通过正交实验进行

培养条件优化。

蜜验磅突结票表明：尧氏貉炎帮蘩是蒹搜厌襞蘩，潋壳茨赫炎移稳菇出发蓥拣，经

过紫外线诱变、硫酸二乙酯(DEs)诱变及紫外线(uv)和氯化锂(LiCl)复含诱变得剿

突交撩矗≯聪“《湃颤蕊l，3·嚣二簿产爨由密发蓠株静．幸．79昆稳嵩虱16．19疋，键离了3．霹3

倍；高浓度甘油对KpHP耐W6的生长具有较大的抑制作用，当甘油浓度为9％时抑制作

用十分明显：酵母黉蹩l，3一丙二醇发酵所必需的营养维分，添加适蠡的酵母鬻将有剩于

l，3-两=醇的产生；通过对菌株置妒删4嬲引螃券条传的优化，礁定最逶发酵培养基fL“)

是：甘油609，K2HP041．39， KH2P040．59，CaCl20．19，MgS04-7H20 0．29， NH4Cl 2．09，

Fe液lmL，酪母蠢2．Og，擞繁元素滚l糙L。在该优化袈臀下鬈尹撵g辩4移掰突变耩款l，3．

丙二醇产量为21．39，L：通过讵交实骏可知温度、pH和接种爨对发酵有着重爱的影响，

当瀣爱灸37℃、接静爨为5％、p鞋为7．0霹蠢巅予嚣漓淘l，3．添二醪静转纯；在最适发

酵培弊基和最遁发酵祭件下，l，3+丙二醇最高产量可达24138馥／L。

关键蠲：克氏黼炎杆麓；甘油发酵：l，3．丙：醇；诱蜜；选臀；发酵培养条馋优化
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Abstract

l，3一pmpanediol(1，3一PD)is a mmti—purpose intemediate孤ld haS a wide range of potential

uSe，panicularly as a monomer for the pmductiOn of biode掣a“ble polymer甜盯
抽eLCompared wim chemical synthesis，microbi啦fe】mentation processes to 1，3-PD have

many obvious advamages，the enviro眦曲l缸end妯p and price adValltage make it more

promising，aIld becOme也e focuses ofreach．

A hi出1，3一PD productiVity stain一胁6s据妇册e蜊D"f口e ASl．1736 was selected from

mree stains of bacteria gained in Our lab．The present smdies were designed to optimize mc

condi硒ns ofbatch cultivatiolls．In omer t0 obt咖a higherl，3-propanediol-productiVi母stain，

Kk6jfeZ肠p肝e“肌。玎f钟，as original s仃aill，、vas仃eated by Irmltipk mutagens．Then，也e

Optimal medium in glycemI fernlentatiOn t0 l，3·propanediol was studied tentatively in tllis

papeL

11le conversion肺m glycerol to 1，3-PD by j孤6s招妇p，leH小on妇e waS studied in

anaerobic culture．1，3一PD is dete胁ined by hyper．1iquid chmma_cography．1k prereduced

medi吼is obtained through廿le m酬hod combined 1^，ith lo、Ⅳer oxidation—reduction potential

aIld air-N2 substit砸on．nle single cells of地6咖池p玎e删。聆妇in exponential phase谢th

proper proportion were treated by UV under optimal time of UV irradiation fh苫tly and t、Ⅳo

Kgher-yield mutants were obtained；Secondly，tlley wefe mutageniZed multiply by diethyJ

sulfate Iltlder印propriate dosage of DES mutagenic e行ect，and then the higher_yield mutants

were mutagenized multiply by UV a11d LiCl under optimal time of UV imdiation and

印prop“atc dosage Of LjCl mutagenic e跪cC aner twice concentratiomWinl tcchno】ogy of

replica screening，a higher-yield strain waS bred through the primary screening and

examinatiOn test of 1，3一PD production as me secondary screening；Thirdly，singIe fktor

aIlalysis was carried out，which included cultural conditions such as temperature and pH and

culnlre medium components such as carbon and nitrogen source，yeast extract and mineral

element， in order to detemline major innuencing factors in glyceroI converSion to

1，3。propanedi01．Finally，也e medium was optimized throu曲orthogonaI experiments．
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____-_________--_-●___--_—●__w_______●_____-———_Hmm__—_——_w______—-__——__—●_____—-_-____-—————一一一
翻=le髓∞嚣ime嫩s舡瑶迄s螽ow l窿歇醅跑露蠢妒豫嘏l饼l积窖泌氇f犯ult鑫畦Ve揪∞bic

bact甜um；胁撕删协朋e蝴硎胁掌，a8耐ginal s缸试n，、v勰缸啪ted by UV and dietllyl sulf乱e

∞Es)嬲d multipie m1妇genesis(W and Licl)， 8挞gher-yieId s舶in印珊磁046 W勰bred．

n was showed也at龇嚣咀etic prope啊ofmis new mutant was s掘ble by pa蜘generation tests

and me yield of 1，3-PD was higher mall 16119弛Wtdch had been increased about 3．43 times

tll飘硅攮t of the i馥ial s拄＆溉Glyce∞l诵墩h逗her∞ncen拄艇∞h猫a inhabi囊难on to t融eell

growcll of足p删肼046，particmarly 9％of glycerol is VeryⅡmrked；Yeast咖似is an

csse珏蛙鑫差耱斌e珏t∞鞫辫撤建of∞ll鲈蹦h南区耀glycefoi翻强e毪激i秘协|，3·印pa黯diol
and optimal concen仃ation ivill be f打orable of_clle product；Through s．mgle f配tor and

饿t酗go魏a主exped舶糕￡‰谯e optima|medi疆n for gly站黻Bl∞nVersioIl to l，3譬D酚

脚ne“4046 is(per li哟：glycerol 609，K2HP04 1．39，KH2P04 0．59，CaCl2 O．1m垂

MgS04’7№O O．2懿NH．Cl 2．Og，Fc soi确0n lmi，yeaSt熊觚ct 29，订ace觚neml ele眦m

sol砸。珏llllL．Under this condition，畦玲yieM of l，3-PD珏bout姒拍mt鬣p船瓣046 was

21．39，L．m釉peratIlre，pH and inocm岫s also have an证啦r_cam i《luence on the fe玎nentation．

髓le cu撼vation嫩37℃锻npcrat毽气勰穗。羽瑚s《S％(V购磊聪p}{7．§诫ll be s痤穗基le

to the conversation．．tl他yield of 1，3-PD about mu戗mt尼朋g“4046Ⅵ懒higherl量lall 24．389，L．

1(唧ords? 肋撕船妇删e绷。昨船，Glycerol fe咖en协lion，l。3-Prop蝴舒mol，Mutation，Breedf略

0pnmal medi嗽l
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第一章前言

第一章 前 言

聚对苯二甲酸丙二醇酯(P订)是新近开发成功的一种性能优异的聚酯材料，是继

聚对苯二甲酸乙二醇酯(PET)、聚对苯二甲酸丁二酯(PBT)之后极有发展前途的新

型聚醑高分子材料．1998年被美国评为六大石化新产品之一。l，3．丙二醇是重要的化工

和医药中间体原料，同时也是新型聚酯纤维聚对苯二甲酸丙二酯(PTT)合成的单体。

与聚对苯二甲酸乙二酯(PET)、聚对苯二甲酸丁二酯(PBT)和尼龙等相比，P1Ir具

有高弹性、良好的连续印染性、抗紫外性、抗内应力、耐磨性强、低吸水性、低静电以

及良好的生物降解性、可循环利用等多种优良特性，因此在地毯、纺织、工程塑料等众

多领域中广泛应用(黄象安，2000；罗抚英等，2002；张从容，2000；赵红英等。2002a)。

化学法合成l，3一丙=醇不仅投资巨大，而且利用的原料是不可再生的石油资源，生

产过程中还会产生有毒有害的中问体。相对于化学合成法，微生物发酵法生产1。3．丙二

醇技术的产业化将具有划时代的意义，它将打破过去纤维产品原料全部来源于石油化工

的历史，以玉米为起始原料。首先将淀粉、淀粉水合物、糖蜜等发酵生成甘油：甘油再

在微生物的作用下发酵生成I，3一丙二醇。微生物发酵法生产1，3．丙二醇具有可利用再生

资源、对环境污染小、副产物可降解等特点，生产过程清洁，对环境无污染，符合二十

一世纪可持续发展要求，因而它的转化生产己成为国内外研究的重点(王剑锋等，200】a)。

1．1 1，3一丙二醇生产现状

1．1．1 l。3一丙二醇的性质

l，3·丙二醇(1，3一Prop∞ediol，简写为l，3·PD)，在室温下为无色或灰黄色微有甜味的

粘稠状液体，略有刺激性气味．沸点为214℃，比重为1．053，能与水、醇、醚等互溶，

难溶于苯、氯仿、石油醚，无腐蚀性．微毒：1，3．丙二醇易于生物降解，对环境危害小，

是一种重要的化工原料。l，3-PD的化学性质体现了醇和二元醇的典型性质(姜兴茂．19991，

即在高温下与羧酸缩合成酯：与异腈酸盐及酸性氯化物反应生成聚氮酯；在酸性催化荆

条件下与醛酮反应生成1，3-丙二醇对苯二酸酯。

1．1．2 1，3一丙二醇的用途

l，3-PD应用领域与其它二元醇类似，是一种重要的化工原料，其本身就是良好的溶

剂、抗冻剂、保护剂及润滑剂，而且可以参与多种化学合成反应．作为有机合成原料和

医药中间体而受到广泛的应用。

医药中间体而受到广泛的应用。
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l。1．2。l|，3．争D豢骞羲会蔽镶臻静痘用

l，3．PD广泛应用于有机合成领域，其可以作为聚酷、聚醚和聚氨酯的重要单体原料。

这类聚食物其有象物可辩解性等许多其它二元酵合成鏊料所不凝有的优良性质，透雨

l+3．PD在有机台成领域的应用燕融益增加。

P鞭聚酯纤维是通过l，3．PD和对苯三鼎酸或笨二甲酸二甲醅反应生成对苯二甲酸丙

二醣，露经缭聚反应生成聚对苯二甲酸鼹二酯(p踊。以l，3．PD为单体会成的P鞭，较之
以乙二醇作单体的聚酯(PED具有更优良的特性，如尼龙样的弹性恢复(拉伸20％后仍可

恢复原状)，在全色蔻垂蠹无爨添攘雩誓豫稔学晶帮能呈瑰莛努懿涟续露繁特犍，揍紫蛰、

嶷氧和曩【氧化合物的着色性、抗内应力、低水吸附、低静电以及良好的艇物降解，可循

环裁廷等。这鍪特性显添出p科瓣美爵麓录，将会在l餮装窝遮毯丝领蠛代替尼麓。我国

是纺织大国，对一生产纺织品的原料有匦大的需求，2000年聚酶纤维产摄近40000kt，

我国聚酾原料有约l／2依靠进口，如栗阱使纺织材料常场扩大s％，每年1，3．PD的市场需

求大约为4．5万吨／a。

另外，经玻璃纤维填充的坩T抗冲蛊程度和尺寸稳定性都比较好，它比PET具有更好

蟪馒是瞧能、魄糟T具鸯曼努撼成型翅羔毪畿，使德P联可爱予壤子、汽车零{夸、家毫、

器具及家具行业。1997年6月shell公司在日本塑料展览会上推出用于工程塑料的经玻璃

纾维填态弱P雕“e蝴”雩|起了工载塑辩界戆基大关注。
1．1．2．2 l，3-PD在医药合成领域的应用

2一鬣基一l，3*嚣二黪戆掰生物霹鞋鬏转，茬裁或治愈阚耱、舅耱移捷接受者熬惫瞧或

慢性排斥反应，可以预防或治愈阀种或异种移植接受者的移植血管疾病，如移植m管病、

动豫硬纯或动弥粥棒硬他。

{#氨熬中阕锩2．苯基。l，3一覆二醇撵必凝一{弋抗癫瘸楚，燕雩寻铡越来越多的应用。

l。l。2。3 l，3．pD柽喜l：牧熬矮溅懿应溺

作为澜肤剂与保滠剂的二元蘸，在令人护理用鼎秘起饕重要媳增强作用。美国AReO

公司最透攘出了一耱掰产潞磁polol glyce糟}(2-擎蒺一{，3-麓二醇)。它裁镁香求的海簪曼

必持久，爨舂嫒好弱溶瓣特性帮程瘩毪，器量辩菠默与蜀靛熬海蕊缀低，黠皮默奄眼戆

酌刺激潜能也低。因而它作为一种载秫溶剂将广泛应用予洁胶荆、洁肤乳、香水、祛舆

帮与佬妆黼等这类个人护理用黼中。

l。1．2．4 l，3．PD在食品领域的_|壹用

戬l，3。丙二繇兔嚣辩含成熟嚣二醇酪是一类食品添热翔。作为是氆界六大食晶巍纯
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裁乏一，鏊翦已羧美国，基本，黼拿大，丹麦，中国等溪家及欧澜，联会鏊穰农缀缓和

馓界卫生组织批准使用。

1．1．3{．3糟D生产状况

90年代初，企世界l，3．PD的器求鬃缀少，产量缀低，199l年的产爨仅为l∞吨。

甜前，l，3，PD的擞产主瑟采用传统的石油化工生产工艺，由于化学合成浪选择{雯差，产

率也较其它二醇豹生产方法低，露致枣场上其销磐价格墩比较裹，市场羡骞率远迓不及

乙二醇、1，2．丙二醇、1，4．丁=醇簿其它三醇(修虑龙等。2000)。

近塑零，睫麓PTl。纤维优嶷性质鳇举叛挖撼，l，3．PD教枣场曩求豢氇发生了明显

的变化。1995年，世界上几家著名的大化学工业公司相继投入1，3．PD规模化生产并加

紧了瘦爱疆究襄嚣发。美霆鼹鹾C|蹦ical公司蓠先实璇了P程、鹣囊鑫键，蒡虽嚣发7
化学法生产l，3-PD的新工艺。该公司予1996年9月在路易斯安那洲oeismar工厂建立

了生产e蝴聚会秘瓣关键暴拳毒l，3．p转生产装嚣，年产量妁∞谴，逐予19辫年霉建
了一套年产7．26万吨l，3。PD和9．1万吨conem聚合物的工厂，并已于1999年底投入

遴营。德溪De静ssa公司已经在恕曲∞嘲'ell建藏年产2堍l，3．PD韵中试萋逡，年产50

吨的大规模工业装置也已投产，并于1999年设计完成了年产l万吨的装置。美固杜邦

(Dupon￡)公司予1998年扶德黧Deg鹊端公司获得了纯学法生产工艺，但是它主要倾

向于经济可行的微生物发酵法。Dllpom公司与世界上第：大工业酶生产商G％en∞r国

辩公司共阐串请了以可发酵碳源为底物，用基因工程菡赢接生产i，3．PD的专利并取得

了一些进展。该公司已予2004年5月米设立合资公司准罄上规模化生物法l，3．pD生产

线，预计在2006年投产。

根据荚国一家公司的调查表明，来寒全璧嚣仅仅会戏Pn藏霉要l，3．PD大约40e

万吨．合计500亿元，这还不包省其他领域对1，3．丙二醇的需求，这也为l，3．PD的大规

模生产展承了美好鲍蓠豢(黄象安，20∞)。掇了解，娶翦{竣赛上冀骞美国舞弊公司襄桎邦

公司等少数公司聚用化学法批量艇产l，3-PD。为了垄断市场，这两家跨圈公司不对外销

壤l，3-PD，瑟只起窖户镶售P残’切片及莛下游产品。

目前，我国的l，3．PD的产量非常少，仅有少数几家化学试剂厂，如上海试剂一厂、

就寨纯工厂等鬟缭零营滚酸乙酵缀鳖诧镪铿还爨铡褥。函起遂浚商l，3．瓣二簿撬囊生产

的企业。随着PTT纤维等相关产晶的高速发展，1，3．丙二醇的需求爨将很快增长(赵红英等，

∞02；鐾嗣华，∞∞)。2∞5年清华大学鼙舔技术转移中心组织雷内井专家，从德国弓l避了尘

物发酵法难产l，3*PD的小试技术，并将台赉致力予l，3．PD技术的运级放大。使之成为工
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鲨里查些奎堂堡主堂堡堡兰 一一业化技术。

1．1．4 1．3．PD生产途径

目前，1，3．PD的生产方法主要有化学合成法和微生物发酵法(邵敬伟等，200l；理国

华等，2000；H∞siba M et al，2001)。在化学合成生产中已具备商业化的方法有环氧乙烷法

和丙烯醛法(刘银乾等．2002)。

田1．1 I，3一丙=醇的生产方法

FI列陀1．1 pmducin2 me岫od of 1，孓PD

1．丙烯醛路线(Ac∞Ie“1)

德国Degussa公司开发出丙烯醛为原料生产l，3一PD的工业路线，其生产的主要步骤

有以下两步：

a．丙烯醛水合得到3．羟基丙醛(3．HPA)

CH2=CHCHO+H20—÷HOCH2CH2CHO

b．3．HPA催化加氢制得l，3-PD

HOCH2CH2CHo+H2—÷HOCH2CH2CH20H

2．环氧乙烷法(EthyI嘲e)

美国Shell公司采用环氧乙烷路线，成功地开发出了经济规模的1，3．PD生产新工艺，

使成本大大降低。其反应步骤如下：

a．环氧乙烷在催化剂作用下与cO和H2反应生成3．HP=A

C2H40+CO+2H2—3一HPA

b．分离出的3．HPA经催化加氢生成1，3．PD

HOCH2CH2CHO+H2—÷HOCH2CH2CH20H

国外共有三家公司研究开发出了环氧乙烷路线生产l，3．PD的工艺，该方法的关键
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还楚在予徨纯荆麴制备和选择上，蹶辩比软容茹得到，媳爨于镶存靼运辕，产菇成本竣

格低，但是设备投资大，技术难度离，尤其是催化剂的锫4螯鄹选用上报复裂(Em哟轳M．

麟瓣。2∞1)。

用他学方法合袋l，3婵D器燮鑫离澄、离匿及爨燕催纯热才能实凌，戏零较赢，设备

投资大，技术难瘦海，产葫分离笺记困难，特翔楚催纯赉j的制餐较难，鼠产生co簿污染

环境的废气。随着魏代生物技术熊发震，入稍搿殆尝试糟徽生物发酵法生产l，3一荫=醇

的研究。微生物发酵法典有条件温和、操作简单、蒯产物少、绿色环保等优点，所以这

方灏的磷究成为当前国内外研究蠹白热点。

20世纪70年代诞生的慧因工程技术，在短短的数十年阆，已经肘工业生产产生了无

以稔比戆影曦。楚攀来说，基嚣王程裁是程体辨逡行基鞭熬甥割帮霆赣拱接，器璧疑转

剿生物体内，从蠢达到人{fl掰翳塑的爨标。越采越多以瓣戆以获懋豹蛋鑫成都避过掏建

蒺戳工獠蘩进行王鞭纯失生产蕊胃戳大惫低成本逡获褥。

1．2微生物发酵法生产l，3-丙：醇研究避袋

在100多年前，人们就知道l，3．PD能从甘油中发黪键来。微生物发酵茧油=墼产

l，3-PD豹磺突始予20避鳃裆攀代孛瓣，郄辩歉鞋eh F嚣等(1974)裁对营漓农膝炎竞

震锻氏藏(掇毫矗幽踟硝蹦撑自魄缸e)中憋代避攫撵遴短了磅究，势警1975冬擐遂了在该

蘩释孛存在嚣条猿嶷豹嚣演代谢途径。在j黯：君静大约20年中，入稻主器煞串在曹漓代

瀣关键懿戆磅究上，瑟瓣蛰漓璇戴发酵鹃磷究却仅仅始予20氆篼80肇代宋约警戳稿

黼。郡辩，涵子生物酒精静徐格降低，簿致入{fj犬麓遗使溺i旨脐分解的方法来囊产工韭

主健翔懿l鹭髓酸，麸孺巍譬致嚣耪矜解瓣麓产秘～酱油躬大塞拣鬃过剩，曾酒在菡际市

场童的价格也髓岂淹低。猩这种情况下，敞共体国家为了缓解曾油进剩的臌力．不得不

积擞遗激符曾油转纯豹研究，当时，曾油转证l，3．PD的研究被赋予极大的热情。1982

年和1987举Forage与Forsberg分别对胁撕耙洳p脚“肌舰础掰和C胁护泐n渊e，06”眇fc跏
发酵l，3巾D的获氧特性和影响鞠索进行了研究(D姻k州r w D，1995)。Hey砸ric奴(1991)

和Dabrock(1992)等分别对融氏梭菌(cfosf，瑚口p∞膪“^州“)的厌氧发酵进行了报道。Biebl

暇1991)和Gi妇端lB(1991)率先菠表了丁酸梭蕊(a挪挣6藩矗6“矽溉删)茨氧发黪嚣渣

生产l，3-PD的学术论文。迄今为止的十多年里，微生物学专家们主要围绕藿发酵壤种

的分离、选囊、及发酵条镩等方嚣进行研究，菸对l，3．pD瑷氧发簿豹辍理、热捌爨素、

蓠养需求等多方砸进行了报道。

g
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1．2。l徽囊耱发蘩法生产|，3．PD蘸释

微生物发酵法生产l，3．PD是由细菌来完成的。现已发现几种能以坩油为底物发酵

壅产l，3巾D静细菌，缎还没有发现霹戳翻用其它有机秘为赢秘生产l，3．PD的鑫然萤

(DeckwerH，1995)。到目前为止。能够进行转化的细菌未要有：肠道细菌中的肺炎克雷

倍氏菌(磊强撕耙洳p摊B群m鲫^裙，简称肺炎杆菌)，产气竟需伯氏麓(^娩6s妇妇粥rD彩门嘲，

弗氏柠檬菌(C胁6韶^铲。艇螂哦f)，絮凝肠细杆藏(肌P煳拍鲫昭g如Ⅲ8瑚堪)；磐L杆菌
耩的短乳杆菌(工球c幻6口c撕6理v国和布氏乳杆菌(￡口哟6础棚6“龋Me，i)；梭菌属的丁酸梭

状芽孢杼菌(简称丁酸援麓)和巴氏援菌。其中，脑炎杼麓，丁酸梭萤、弗氏柠檬毽具有

较高的l，3一PD转化率及生产强艘，是研究比较多的三种菌。肺炎杆菌尚弗氏柠檬菌属

予兼性嫠，两丁羧梭菌则要求严格懿厌襞条件(G啦mlB e￡鑫l，199l；co珏ne￡越，200l；sol。m。啦

et aI，1995)。肺炎杆菌和丫酸梭菌比弗氏柠檬菌具有较高的耐受力，发酵速度较快。虽然

耱炎努嫠与弗艮撺檬蓥是l，3零D转证较鳋的蘩黻，毽囊予它爨终曳瑟遂蘩霉糍戆致瘸

憔，所以在实际威用上受到一定限制。在国外的l，3．PD微生物发酵生产研究中丁酸梭

蘩霞其誉较蹇秘戆瘫兹浓度耐受牲、安余毪窝l，3．pD转恁率，已成药稀究较多的饶势

菌种，受到越来越多的薰视。

l。2．2曹涵转抱燮产l，锵羚戎瀵浚经

1．3固D是以甘油为底物发酵生产的典型产物，至目前为止还没有发现Ⅺ以剃用其它

鸯搬物必窳妨生产l，3。pD爨奄蠡然麓。羹濑炸鸯难一豹骥潦窝畿涿锈痿，豫了一帮分形

成生物鲎鲣，其余没黄缀化和还艨题令平褥路径健潺，发生歧促爱瘦。彗、溃歧纯邋程慰

鍪1．2。

薹l甘油—六=羟辩酾
|io型 U

一方瑟，曹漶凝胃激浓曾滚裁惫酶(dh固)氧纯生成二羟褥黼(DHA)，藉幽二羟

舞鬻激瓣(dh擞)磷羧纯生成磷酸二羟西酮◇珏AP)，获褥戮达了中心代谢途径生成丙酮

9
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黢，嚣黎羧遴一步钱澎生成备静凝产物。该途径为襞德途径，俸疆宥还驻当量杖AD壬l

和ATP的生成。另一方顾，甘油也可以谯以维生索B12为辅酶的堞油脱水酶(曲鹕)作用

下生成3*羟萋丙疆(3．HPA)：3．鞠纨在N细H参岛下被l，3．雨二簿氧化迸原酶还琢生成

l，3*PD。该途径为还原途径。所嚣的NADH由氧化途径提供。

在茨戴条{牟下，氧纯途径中生成丙翻酸鹃爱应在不阏的菌种中是～数的，假是不同

的微生物蓠释获戴代谢的粼产钧愚不尽褶掏豹，郢褥鬻酸脊多个代谢途径。在腑道绷菌

中，丙酮酸被丙酮酸甲酸裂解酶催化分解为乙酰辅酶A和甲酸，甲酸往往义会分解为二

戴他碳釉氢气。乙酰辅酶A在经过己酰磷羧纯形成已酸的邀程中生成过餐鹈A：rp。在不

控制pH的条件下，丙酮酸也可能经洳乙酸瑰酸产缴3．羟基丁酵并最终转化为2，3一T二

薅。憩辨，肠遨镪藏发黪静剽产糖巾还蠢襞酸释装霸酸。鼗巴鬣梭蓠孛丁黪或隽戴纯途

经的主要产物，阉时也考少爨救五酵产生(捺志龙，2∞l；赫赫8v1992；B毫f鞑嗽o￡1997；罄le秘

H。{999)。程丁羧梭菡孛，维稳在铁蛋爨氧纯还原酶酌佟用下生成己酰CoA，并释放出

=裁仡碳翻氯气，忍酰coA迸一疹代谤i最终主簧生成乙酸和了酸，有时强可戳俘淹有

甲酸和谶了醇的生成。

1．2．3 1．3零D发酵生产影响黼素

l，3．PD摄终浓度的大小主要取决于薄株对底物、主要产物；fⅡ副产物的耐受裰成，还

姆懿的靛谢活性霄荚。

1．不犀发簿形式慰生产魅力鲍影曦

l，3．孵发酵羼予波态淡氡嫠酵。在发辩王艺秀露，翔欺发酵秘连续发黪研究辩糖对

技多。闼歇发酵霹以褥劐较塞黪产物浓发，瞧生产强度较祗；遗续发酵毒科予产奉鹣提

离，褪产物浓褒较低。考蒜捌l，3零D自势特有静往震，及常溉分离赞用筒、商浓度有利

予鬃期撬漱等将点，选择溅热发酵较为会遥。置采羽流旁n袋酵可戳降低残物狮稍佟两，

提商细胞对甘油的利用。另外，细胞固定化可以缩斑菌体生长时间，提商细胞冀复使用

率，减少菌体培养费用，获得较高产率，弗有稍予发酵过程稳定遴行，舅馥已鸯入在

l，3。PD发酵方面研究开发固定化细胞的涟续生产反废器。

网一静壤转采取不月斡壤蓁方式摄弱效果不耀。分撼发酵最终浓度较离。瑟连续发

酵在生产强度上较蠢伐势。在弱榉条l譬下，分批发酵每建笨嚣演褥到O。55舷6smol

{，3*pD，箕鐾：产强壤为|．2。59鬼m，最终浓寝达捌50确g凡。雨连续发酵可戬掇高整产

强艨到s．69现，K‘，经发辩滚率产秘浓疫裘|】举及熬式发酵钓一半。值得一绳驹是，Mef凇l

10
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等(1997)采用足明e删。一fc配进行甘油连续发酵高产l，3-PD的研究。结果发现当稀释率

在lO予缸25％时，最终1，3．PD含量为35．2～48．59，L。由于在分批发酵中高浓度甘油对产

物l，3．PD具有强烈的抑制作用。为了减少高浓度甘油的抑制作用，补料分批培养是很

好的甘油底物提供方式。zcng等(1997)的研究发现，足朋e堋唧。一妇采用该形式培养发酵生

产l，3．PD时，甘油的含量为20．709，L，转化率均可达100％，1，3-PD的产量为12-329，L。

当甘油起始浓度为5％，可以获得最大产率。一般在12．16h后再补加甘油209／L，随着

稀释度的增加，酶的活性也随之提高，从而转化速率没有改变。

2．底物和产物的抑制作用及其与代谢的关系

底物和产物对细胞生长的抑制作用是普遍存在的，对于任何甘油发酵生产l，3．PD的

菌株来说，都会受到底物和产物的抑制作用。

高浓度甘油对发酵l，3．PD生产具有强烈的抑制作用。赵红英等人(2002)研究了底

物甘油浓度对尉e6s把砌册e删DH妞e发酵生产l，3-PD的影响，针对底物抑制现象，提出

了菌种驯化和流加甘油发酵两种解决途径。在较高甘油初始浓度(789 rnmol，L)的情况下，

使用驯化培养获得的耐底物抑制菌株，采用流加甘油发酵工艺，可使l，3．PD摩尔浓度

和摩尔转化率分别达到397．7 mmol，L和O．625rno‰ol。

在以甘油为唯一碳源并缺少其它外源还原当量的情况下，1，3．PD形成的生理作用就

是把在生物合成和副产物形成过程中释放的还原当量再氧化。乙酸、乙醇、丁酸等副产

物对细胞的生长和生存是必要的。Zeng H(1994)等认为抑制丁酸梭菌细胞生长的关键

浓度为：乙酸(未游离)O．49几、丁酸O．3 g，L、甘油97 g几、l，3-PD64 g／L，并且建立

了数学模式来描述几个主要副产物、产物、和底物对丁酸梭菌的抑制作用。他认为在不

添加其它抑制因子的条件下，连续培养只可以获得很少量的丁酸；代谢产生的丁酸具有

比外加入的丁酸高2～3倍的抑制力，丁酸的抑制作用表现为总量。乙酸的作用方式同丁

酸相似，但是乙酸比丁酸的毒性小，乙酸对细胞生长的抑制作用主要来自于未解离形式

的乙酸。乙酸和丁酸只有在培养液中含有较低浓度的1，3．PD时，对细胞的抑制作用明

显；而在含有较高浓度的l，3-PD时，l，3一PD的抑制作用则更为突出。

另外。Gnnzel(1991)等认为空气流速和搅拌速度对发酵产物的形成无明显影响。

1．2．4 1，3．PD发酵底物选用

发酵生产1，3一PD的细菌中，还没有发现能利用除甘油外的其它有机物为底物生产

l，3一PD的自然菌。在以甘油为唯一底物发酵生产l，3．PD的过程中，经过微生物代谢后

除产生目的产物1，3一PD以外，还可能产生乙酸、乙醇、丁酸、2，3．丁二醇、乳酸、琥珀
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簸、+丙酸等剐产品(Bo∞秧Ret螽l，1993；№n糙lK礴al，1997)，这样一部分萤濑在畿豫途径

中作为还原当量个体面被消耗形成了副产物。因为葡萄糖可以部分取代甘油作为还原当

曩翡供体(张健，勰馘)，通过滚嬲蘩麓糠律必甘浊裳簿辘熟底嬷，黢可提塞蘩访浆浓发，

还可以避免葡萄糖对过程的抑制作用，从耐盥著提旆最终发酵波中的l，3一pD浓度、甘

洼敕转纯搴以及l，3零D豹擞产强澄。

在实际应用中，虽然甘油的转化率可以得到提瘫，但是由予同ll重消耗了麓莓糖，恧

恳掇供攘弼戆还豢巍蠢爨鼹饕莓糖豹震囊憝彗演爱爨夔2倍，嚣鼗，要练套考惑转纯率

秘镶萄糖及幢浊戆徐捺，以便决定蹶采溺豹工艺路线(骼恚戆，2∞o)。

选释冀它胃发群物蔟俸为辅助底耪钓效果不是锻理想，如：乙二醇，它不仪不能提

供遥霖警蠢，雨量遥要获曾油酶氧托串获彀还琢当纛，最终产生己醇，褥苜油转讫为乙

敬，这种转化剐是秃用功。只有在经济条件相同的情况下，甘油的转化率越高，h生产工

芑酌可行幢瞧随之提高。

我国清华大学应用化学研究所划德华教授也对肺炎克嚣儋氏杆菌以裁楚糖作为辘

黢殿物发酵生产l，3-嚣=黪避嚣了联究。磷究表骥，以麓甏糖擎独据为窳物发酵嚣誊不生

成l，3．露二醇；默龌蔻壤秘嚣油必瀑台底勃游，耱馋浓度显著撬离。因j毙糍营酒必疯物

熬教酵串，逶遭掺熬蔫端糖作兔辅麓赢辘胃黻鬟离l'3．褥二醇转讫率，阍时缩鬣发酵对

阕，逶避选择合适鑫留蘩懿糖嬲入速率，葜转纯率菠离可遮64．9％。囊d德牮蒋入(200s)

又发明了一种外源添加反丁烯二被促进微生物合成1，3．丙二醇的方法，适用于1，3-闪二

醇的厌氧及有氧发熬过稷，其优点在于：可加速壤馋对讨浦豹利用，显蔫提高l，3．藤二

醇浓度和生产强度，降低生产成本。

吏氏脑炎样藏怒蓑谯藏，在露裁或魇戴条绛下都霹戮警长，窀存在舞令淫繁予瘿p

和dk，分嬲在窍畿、厌戴环境下越作震，使缨腿，生长铽澎涟入苓|遐代谢途径。邑寮臻

究表甓：在蠢氧条释下克＆耱炎释蔼生长酝箍，函魏交献擞道静用于l，3．掰二酵发酵酌

宠茨赫炎杼麓静予臻养建稷大都在寤氧祭{串下送行，毽氯静存在鬟幸还繇釜曩煞传递不

利，故稀克氏肺炎秆菌发酵难产l，3．丙二醇过程大都在厌瓶条件下进行。考虑氮气制备

的尚成本，近年来霄氧代谢条件下生产l，3。丙二醇的研究逐渐增多。王铡锋等和H娃an窖

等的研究表明。商氧条件下。l，3．丙=醇合成途径并米完企臌截(千剑峰等。200lb；Huang

et al，2∞2)。通过比较克氏膝炎辑藏瑷氧溅趣发酵_穗鸯氧滚热发酵结聚，渗牮大学提嶷了

前期厌瓴屡期有飘发酵王芑，通过5L及50L发簿罐上魄实验表明，该工艺霹甓显掇裹

12
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l，3．丙二醇浓度及生产强度。在5L发酵罐上l，3．丙二醇可达69．69，L，应用工业原料的

50L发酵罐上l，3．丙二醇浓度可达58．89，L。

1．2．5我国微生物发酵法生产l，3-PD研究现状

我国微生物法生产l，3．PD的研究虽然起步较晚，但已经取得一定的进展。清华大学、

大连理工大学、、沈阳农业大学等单位对微生物发酵生产1，3-PD进行了研究。清华大学

课题组生物发酵法分为两步，首先将葡萄糖或淀粉、淀粉水合物、糖蜜等发酵生成甘油。

甘油在微生物的作用下发酵生成l，3．PD。采用的复合菌株是Eco圮c口ce幻6“沙耙棚，

足朋e蜊Dnj钾，并在C口凹f06“枷_fc“m中排除了导致生成副产品Butyrate的基因；在工

艺上，使用连续式或间歇式发酵方式(张健，2002；赵红英，2002)；糖到甘油的转化率为

O．48(mol／m01)，甘油到l，3．PD的转化率为0．64(mo‰01)，最终1，3-PD的浓度为859／L。

黑龙江辰能生物工程有限公司在清华大学自主开发的工艺技术基础上，以玉米淀粉为原

料，采用二步耦连发酵技术、连续喷射双法制糖工艺、糖流加工艺、絮凝和离交工艺以

及新型气升式发酵罐，成功实现l，3．PD的中试生产，制得的1，3．PD产品纯度达到

99．92％，超过了国外进口产品，填补了我国生物法生产l，3．PD的空白。中试产品送交

仪征化纤、辽阳化纤等公司进行聚合生产PTT的试验表明：该产品可以满足聚酯合成及

纺丝等用途的需要，该项目工艺技术达到了国际先进水平。

大连理工大学王剑锋、修志龙(2001)等人对足口月e“聊D一妇微氧分批和连续发酵l，

3一PD进行了研究报道，提出了葡萄糖好氧发酵生产甘油与甘油芷p疗e“mDn妇e厌氧发酵

生产1，3-丙二醇相结合的两步发酵工艺，并提出微氧发酵的新工艺(王剑锋等，200la)。

沈阳农业大学食品学院课题组在刘长江教授主持下，重点放在微生物发酵过程中高

产菌株的选育、关键酶基因的重组及基因工程菌的构建方面。2001年完成玉米两步发酵

法生产l，3．PD的初步研究(已经申报专利)，获得了玉米转化甘油的较高产菌株CJ20

和甘油转化为l，3．PD的高产菌株cpN．86：已经对编码cpN．86菌株1，3．丙=醇氧化还

原酶(曲aT)基因及克雷伯氏杆菌(臣朋P“肌o，z^∞)甘油脱水酶基因在大肠杆菌中进行

了成功的克隆、测序、表达；并且进行了重组甘油脱水酶(dhaB)基因及其亚基酶活性鉴

定。在将来，在一个强启动子调控下通过dIlaT和d11aB基因重组就可以实现玉米糖一

步发酵为l，3-PD的设想。

我国至今尚没有大规模生产l，3．丙二醇的企业。



第一章葡甯

13本论文主萎酝突内容

嚣涵掰被诲多燕耱转纯必l，3．p转，其中巍氏黼炎杼蘩、丁酸梭敬芽稳杼麓、弗氏柠

檬酸籀其有较高酌1，3一PD转化率，怒研究祷诧较多的三种菌。本论文主要通过对这墨

种原始菌稀滔纯蘩养，跌审逡密一株性状较好韵麓椿作为出发菌株，着重对微生物转纯

生产l，3-pD的菌株进行物理和化学栩结合的诱变处理，以期筛选出l，3-pD的发酵产量

较嵩躺突变橼，并对发酵墙棼基螅成分秘培葵条转逡嚣袒步了优纯。

4
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第二章发酵生产1。3一丙二醇出发菌株选育及培养条件研究

2．1材料与方法

2．1．1实验材料

2．1．1．1菌种

肺炎克氏杆菌(胁船缸妇p痒蹦—加一￡孵)编号Asl．1736：弗氏柠檬酸杆菌(af，口6∞柳

加Ⅱ一dI：i)编号Asl．1732：丁酸梭状芽孢杆菌(a删删z姗l 6哟施删)编号Asl．335：购于

中国普通微生物菌种保藏中心。

2．1．1．2试剂

1，3一丙二醇(1，3帅棚甜纠)购自瑞士FIuka公司，上海化学试剂二厂分装；刃
天青(置嚣妃“，跏)指示荆为进口；其它均为国产生化试剂或分析纯化学试剂。

2．1．1．3实验仪器

》YQX．Ⅱ厌氧培养箱 上海跃进医疗器械厂

>85．2恒温磁力搅拌器 常州国华电器有限公司

≯HH．6型数显恒温水浴锅 常州国华电器有限公司

>FA．2004型电子天平 上海天平仪器厂

>PHS·25型数字式精密pH计 。上海理达仪器厂

>DHG一9203A型电热恒温鼓风干燥箱 上海精宏实验设备有限公司

>ZDX．35BI自动电热压力蒸汽灭菌锅 上海申安理疗器械厂

》Dw400／50L型立式电热蒸汽两用杀菌锅 上海光华机械厂

>SW．CJ-1F超净工作台 苏州安泰空气技术有限公司

》BCD-215l<，，HC容声电冰箱

》Uv-1100紫外可见分光光度计 北京瑞利分析仪器公司

》HZQ-F160全温震荡培养箱 哈尔滨市东连电子技术开发有限公司

>Hzs-H水浴震荡器 哈尔滨市东连电子技术丌发有限公司

》W玎ERS高效液相色谱仪 美国

> HIrI'AcHI Himac cR2lG高速冷冻离心机 日本

>其它器皿：商纯氮气瓶干燥器微生物厌氧培养瓶(厌氧培养管)圆底烧瓶 三

角瓶培养皿移液管温度计玻璃棒酒精灯试管涂布棒接种
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针分橱天乎(精度纛0。∞Olg)一次往注砉雩器亳炉

2．1。1．4墙养基(gm)：

(i)活化培养基I；

酵母誊5m，凝自腺lO．O，Nacl lO奄，琼赡20．o，鹾董7．O

活化培养基II：

蛋基躲lO．O，牟痰提取鐾3。§，N鑫cl 5。O，琼膳15．O，烬7，0

活化培养基III：

玉米耪5．0，嚣鑫黥O．1，甏麓耱l。0，琼脂瓣。O，硝&go．O。

(2)l坨M培养綦：

胰蛋囱胨lO，牛凌膏lO，酵母膏3．O，葡萄糖5．O，W溶性淀粉1。O，举虢氨黢O．5，

琼脂20。氯化钠5．O，乙黢钠3．O，pH6+融7．O。

(3)种予培养基I：

蛰滤20，酵姆囊l。O，粒珏P瓴3。4，默{2P氇l。3，(N薹{毒)2s氇2．O，MgSo聿·7氆0 e。2，

Caci 20．02，微量元素I 1．OmL，Fe液2．on_lL，pH7．O左右。

(毒)静予培养基ll：

K2HP0414．O，KH2P046．O，(NH4)2S042．O，Mgs04·7H200．2，甘油20，酵母囊O．2，

eoel2-6珏2∞。Oll9，镦蠢元素111．OmL，p}薹7．5。

(5)发酵墙养纂；

K2HP04 3．4，KH2P04 1．3，(N风)2S04 2．O，Mgs04，7H200．2，甘油30，酵母膏1．O，

攀赋氨酸簸酸盐O．5，Cacl 2 O．02，微量嚣素l l。O嫩L，Fe滚2。OmL，p}{7．O。

Fe溶液(g，L)：FeS04·7H2 O 5．O，HCl(37％)4．O mL

徽藿元素l《g∞：Z瓣120．07，№lCl2·4珏20 0。l，euel2t2遵00。e2，ceel·6}120 0，2，玛B03

O．06，NiCl2’6H200．025，Na2M004—2H200．035，

}|Cl(37擘句O。9 mL。

微最元素lI(g／L)：EDlA0．S．FeS04-7H2 OO．2，MnCl2·4}{2 O O．003，}{3803 O．03，CuCl2·2硅2

OO．ool，COCl。6H200．02，NiCl2‘6H200．002，N觏M004·2H200．003．

ZnSC瞳·7H2 OO。Ol。

2．1．2实验方法

2。l。2。l爨媲燕株瓣港证

16
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分别将装有原始菌株的安瓿管用75％的酒精消毒开封后立即通入纯氮气，以防止氧

气进入。分别用无菌注射器吸取已经灭菌的液体活化培养基0．3 mL～0．5mL，注入安瓿管

内，轻轻振荡使其呈悬浊状后，吸取一定量菌液分别移植到相对应的活化培养基上，分

别于35℃、37℃条件下培养48h。继续传代培养2次，取生长良好的菌株保藏，并进行革

兰氏染色观察菌株形态。

2．1．2．2培养方法

分别挑取新鲜活化培养基或RcM梭菌增强培养基上的菌苔一环，接种于装有预还原

液体种子培养基中进行厌氧培养。

液体种子培养可以采用以下三种方法：

a．厌氧培养：向装有30mL液体种子培养基的50mL厌氧瓶中充入氮气保持厌氧状态，

于30．37℃条件下静置培养。

b．好氧培养：150H1L三角瓶中装液50mL，瓶口用六层纱布封口，于37℃条件下，转

速120r口m摇床中培养。

c．微氧培养：150mL三角瓶中装液50mL，棉塞封口，于37℃条件下转速120rDm摇床

中培养。

发酵培养：50mL厌氧瓶装30mL发酵培养基，充入氦气保持厌氧条件，12l℃温度

下灭菌15min，取出冷却至室温。将培养好的液体种子按一定比例(除了特殊说明外，

一般为5％v，v)的接种量，接入厌氧发酵培养基中，在30℃厌氧培养箱中静置培养48

小时左右。

2．1．2．3厌氧培养基的制备

将称量好的培养基各组分溶解后装入细口平底烧瓶内，煮沸一段时间(5～10min)初

步驱除氧气，再通入高纯度氮气继续驱氧。与此同时在培养基内加入0．1％刃天青指示剂

溶液。当指示剂由蓝色变为砖红色时，加入少量半胱氨酸或半胱氨酸盐酸盐，同时用

lmo儿的KQH将pH值调至所要求的范围。当培养基变成无色时，迅速用注射器分装

到事先已置换高纯氮气的厌氧培养瓶或厌氧试管中，于12l℃灭菌15min，备用。

刃天青(Resazurin)的氧化还原指示电位为42mv，它在氧化态时呈绛紫色，还原

时无色。刃天青反应时，首先不可逆地还原为桃红色的resomfin，然后在可逆地还原为无

色的二氢resonl丘n。如果培养基呈现桃红色时说明培养基已经被氧化(郝林，2001)。

2．1．2．4生长曲线的测定
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生长裁线豹测定采焉警板记数法，其体步骤翔下：

(1)先向装有少量玻璃珠的500mL带褰玻璃容器申邋入高纯氮气，来疑换其中的氧

气{

(2)加入300mL经过预还原的厌氧发酵培养罄，在12l℃条l牛下高滕灭葚ls戚n；

(3)按5％接釉量从塔养18h的液体种子培养基中取液，接种于发酵培养基中。在

37℃条锌下进行黪譬培葵，其中用lmo耗煳H调繁酸碱嶷，使其p}l接豢《农莲墨6。触7．O
之间。

(4)势聚予苓溜辩鬻麸已接耪懿发酵臻葬基牵彀滚l崧滋，并蠲已灭蔻懿厌氧垒理釜承

逐级稀释鬣lO寸～10订，取邋当稀释魔的菌液0．1mL涂平板，每个稀释度做3个重复。

(5)37℃条{擎下培养4娩，诗筹各个时期平嘏的菌落数。戳培养时间为横坐标、蕾

落的对数俄为纵坐标，绘制菌株的生长曲线。

2．1-2．5分析方法

1)甘油的测定

采用改进的高碘酸钠荤【化法(正剑峰等，200Ib)：取10～15mL发酵液予12000籼下
离心lOn漱，溺移滚管准确移取2mL上清波矍予250mL豹曼角瓶中，热承lO姒。，加入辩酞

指示剂一滴，用O．OS mol，L N80}l标准溶液滴定至变色。然腑加入lOmL O．1mol，L离碘

酸钠漆滚，避党反应5氆证，嚣艇入25％乙二黪滚滚s矬疋，避光反藏5搬i珏。然嚣罴皇述

N姻H标准溶渡瀵定蹩变色，变色程度应舄黪次变色程度耀当，记蒙这一次雳照N瓣壬量撂

潦溶液垂馨爨。

曹漕浓度(m嚣觚秘=蚣，l×e xV拒

c—NaoH标准溶液浓度(mol，L)

V一第二次消耗NaoH标猴溶液的体积(mL)

n一所取发酵液七清的体积(mL)

2)l，3一褥二酵的溅定

采用赢效滚楣色谱法：魏谱挫为c建婚oh舛撼|e{熏，技澄：30℃，滚动鞠为Z；艚；zK

(65：35)，流速菇e．翻1L勉瓤，检测嚣隽w＆t梆瓣l嚣示羞裣涮器，涤度：30℃，避样垂

为lO江。

3)细菌，童长璧的测定

取lml培养液稀释20～30倍，翟UV—H∞紫外可见分光兜度计上于650舰媛取0D
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值，再乘以稀释倍数折算为培养液的oD值。

2．2结果与分析

2．2．1出发菌株的确定

配制相同甘油浓度的发酵培养基，分别按相同接种量接入经过活化的克氏肺炎杆菌

Asl．1736，弗氏柠檬酸菌Asl．1732和丁酸梭杆菌Asl．335，进行厌氧发酵。Asl．1732菌株

和Asl．335菌株的发酵温度30℃，Asl．1736发酵温度为37℃。发酵结果见表2．1。

衰2．1蕾种筛选

T．bIe 2．1 Sc㈣Ing OfstnIns

从表2．1可以看出，在相同的培养条件下，克氏肺炎杆菌Asl．1736菌株展现出较强的

甘油消耗能力和相对较高的1，3．PD生产强度。考虑到下一步要通过诱变处理筛选出高产

菌株，所以选择一株生长能力强。且生产能力强的强势菌株有利于提高诱变效率。虽然，

丁酸梭杆菌也具有一定生产能力，但由于它为严格厌氧菌，这就对实验环境有很高的要

求，而克氏肺炎杆菌属于兼性厌氧菌，结合本实验条件的现实因素，它更有利于诱变育

种的顺利进行。

2．2．2出发菌株性状分析

肺炎克雷伯氏杆菌(砌如把妇p—e姗加nz卯)属于克雷伯杆菌属(胁缸缸妇)，兼
性厌氧菌，细胞革兰氏染色为阴性，为较短粗的杆菌，大小0．5．0．8×1．2um，单独、成双

或短链状排列。无芽胞，无鞭毛，有较厚的荚膜，多数有菌毛。在普通琼脂培养基上，

形成较大的灰白色粘液菌落，表面光滑。生长在肉膏培养基上产生粘韧度不等的稍呈半

球形有闪光的菌落。

2．2．3出发菌株生长曲线的测定

生长曲线是专指单细胞微生物的，它是将一定量的单细胞微生物纯种接种到一定体

积的新鲜液体培养基中，在适宜的条件下进行培养，定时取样来测定细胞数量。细胞生

长曲线一般可分为四个阶段：延迟期、对数期、稳定期与衰亡期。

测定生长曲线，应选择细菌生长代谢旺盛的对数期菌株进行接种培养。

19



墨三童蕉壁兰芝!：!：要三璧堂垄夔堡塑童墨堡鲞垒娃婴塑

+翻定徽生匏生妖曲线鳃方法主爱有魄浊法、盘球计数漩、平收藏落计数法、称熏法

簿。本实验采用平擞菌落计数法测定生长曲线，以培养时间为横坐标、麓落的对数傻为

缴擞椽，绘制贰嬲嘏薅株靛生长鼗线。缀暴冕热2．2e

0 2 4 6 12 18 20 36 42 48 72 96时间(h)

重20鬣坤e峨警糠生长朝绫

弱g赫啦。：确*稿岛村t蝴窖M啪h时五彝燃
肺炎竞霉伯氏姆萤的裳长蝗线袭明，该越株的生长髑期必：O一繇必生长延迟期，

遨辩缨蘩一觳不会纛帮繁整，蓉数增长较为缓强，凌实舔警产串一般要选择延迟期短韵

德椿；6—20h为对数生长麓，这嚣孛藤俸代谢活跃，消耗慧养多，生长率快速率抉，蔼数

增长十分邋逮而且胬株徽健壮：20～48h为稳定期，这时细胞的艇长活力逐渐减弱代谢

产物开始太薏积累，并藏菌数基本保持不变；4晒以后为衰亡期，遽对鞠臆嚣始恁亡雨

伴脊自溶现象，菌体数羹递减。

2．2。雄釉子墙养条佟驹确定

由予肺炎克霄他氏棵萤为兼性厌氧藤，在考氧藏厌氧条传下均W生长，考虑到滚锩

秘予壤葵除段熬嚣鹣是鳃{孽获褥犬爨显糍溪缝弱藩体，瘊戳本实验辩在不溺培养繇辘下

生长麴蘸株嬲生长代谢戆溅进孬了考察+

2．2．4。l戴气对种予培养的彰晌

考虑墅《氧气舔件静麓舜将对菌傣生长有不弱的影响，因此我们蓠先研究了氧气对种

子培养的影响。我们从浦化培养基中分别挑取一环菌体接种于相同的液体培养基中，在

好氧、殿襞及微氧条件下，对菌体进行种子扩大培券，l黥鹾考察麓侮，圭长馕况。

袭20 氯气辫种子墒葬的影响

hb-2jE抖en。fcⅡl”特cond觚n on oxy譬en

e霉8

7

6

S

4

毹簧鬻l瓣
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从表2．2可以看出，在好氧培养条件下种子生长代谢比较旺盛，菌量为1．264，菌体

密度较大，底物消耗较快，而在厌氧和微氧条件下菡体生长缓慢且底物消耗慢，这说明

有氧条件能促进细胞的生长。因此，好氧培养可以获得较高密度的菌体。

2．2．4．2不同种子培养环境对发酵的影响

为了考察不同种子培养环境对厌氧发酵产物的影响，将分别由好氧培养和厌氧培养

所得的液体种子，分别按5％接种量接种于相同的厌氧发酵培养基中进行对比实验。

1．

1．

0．

0．

O．

0．

O 10 20 30 40

圈2j有氧和厌氧种子发酵的生物量曲线
时间(h)

Fig．2．3 Biom-嚣und‘r-朋e阳bic●r aemb．c iⅡocuIum

FI舀2．4

O．5

摹0．4

嘲
{L O．3

锰
|l O．2

B

竺o．1

O

酗
O 8

日好氧种子

口厌氧种子

一圄一卤鲞．卤一盟一翊
10 20 24 28 36 48

图2．4厌氯和好盔种子发酵的甘油消耗量时间(h)

Gl”er0I con蛐mptiOn und廿-n_embic or-e∞bic inOcuIum

0 10 20 30 加时问(}1)

圈2．5好氧和厌氯种干发酵l，3一丙=醇生成量

Fig．2．5 l^PD pmduction under·erobic or 4n-erobic inocuhm

从图2．3、2．4、2．5可以看出在相同的接种量下，有氧种子在发酵初期细胞生长几乎

口aon9)8
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没毒涝德期，霹落壤莰懿遥应获甄繇壤；褥厌氧耱子发酵游缨怒瓣运潦期咒乎达至l筠令

小时，细胞生长檄其缓慢，从而使得厌裁种子发酵时甘油的消耗攀低于衡氧种予发酵时

髓油鹃消耗置，鞠痤遗l，3一丙二簿静产率和曹滴转稼率氇魄有戴静子发簿辩低。掰浚说

商裁环境下培养的种子不仅可以获得较商密度的麓体，黼且还有铡于l，3一丙二醇的厌氧

发酵。

因此，在以艨豹实骏巾，我们均采照凑氧条转下进行葶孛予的扩大培养，促锼麓体太

激生长。

2。2。4．3种子墙养瓣阚鹄辘定

通过上述实验可知，在有氧条件下培养种子有利于菌体的快速大量生长。因此，选

择在毒戴条释下臻养静予，每释一瑗辩阉麸种子臻养差孛寝取耪阕俸积熊蘩滚，零l蘑平

板计数i虫得出细胞的生长曲线，如图2．6所示。

搽
按
瓣
疆

时问(II)

阴2．6好氯种子擞长曲线

载参2《斟om●髂蛐d盯髓r曲ic∞#di娃o“

从圈2．6可以黉出，在前6h菌体处予生长适殿期，生长速度较为缓慢。6．18h麓体处

予对数生长期，运时菌体代谢活跃，消耗营养多，生长速率快，菌数增长十分迅速而且

壤株缀键壮。18≮Oh莲体遴入稳定期，遨黠蔻体溪力逐澎壤弱势鼹代瀑产物大爨积累，

因此以后实验选择培养时间为15*18h的好氧种子进行发酵培养。

2。2，4．4举弱漫震瓣耱子壤养豹彰稿

温度是影响微生物生长代谢的重要环境之一。因为党雷伯氏杆菌属于肠道细菌，其

擞长静漱度可近戳采焉入体的溢液。在芥选温度时可在绦持其它条件不变的情况下，采

用32℃、37℃、40℃三个不同温度进行实验，结果如图2．7所示。
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售
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图2．7不同温厦下好氧种子培再的生物量曲线

Fig．2．7 Difk件nt temper_tu哺On blom_ss under-embIc∞ndⅢon

从细胞生长曲线可以看出，32℃时菌种生长较快，培养液中菌浓度较高，随着温度

的升高细胞生长存在减缓趋势。当温度为40℃时细胞生长明显缓慢，菌量密度较低，这

说明较高的温度会抑制细胞的生长，而较低的温度比较有利予菌体的生长。

2．3讨论

2．3．1出发菌株的选择

微生物发酵法具有条件温和、操作简单、副产物少、绿色环保等优点，所以这方面

的研究正受到国内外越来越多的重视。甘油可被许多菌种转化为l，3．PD，其中克氏肺炎

杆菌、丁酸梭状芽孢杆菌、弗氏柠檬酸菌具有较高的1，3．PD转化率，是研究得比较多的
}

三种菌。甘油作为上述微生物的唯一碳源和供能物质，经过微生物代谢后除目的产物

l，3-PD外，还能产生乙酸、乙醇、丁酸等副产品。由于底物、产物及副产物都能抑制微

生物生长，因此在选择菌种时应充分考虑所选菌种对底物和副产物的耐受能力。克氏肺

炎杆菌和丁酸援状芽孢杆菌具有较高的甘油耐受力，较高的转化率及l，3．PD生产能力，

因而受到更多的关注(Biebl H，ct al，1999；Deckwer w-D，1995)。这点在上述实验中得到了证实。

从工业应用的安全性角度考虑，梭状芽孢杆菌比肠道细菌更合适，但从甘油和1．3．PD的

忍受程度及生产强度两方面看，丁酸梭状芽孢杆菌较肺炎杆菌略逊一筹。另外，丁酸梭

状芽孢杆菌要求严格的厌氧条件，而克氏肺炎杆菌与弗氏柠檬酸杆菌则属兼性菌，并且

克氏肺炎杆菌的生化特性与大肠杆菌(E。∞非常相近，这就为菌种下一步要进行的基因

改良和利用基因工程构建新的菌种提供了便利(cameron D c，et al，1998：蘩文涛等，2003)。

除此之外，由于下一步要进行诱变筛选工作，所以在选择出发菌株时首先要从遗传

方面来考察该菌种是否具有所需要的特性。一般说来，用来育种处理的起始菌株或成为

出发菌株，应该具有特定生产性状的能力或潜力，即菌株要具有产生特定代谢产物的催
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化酶系的基因。自然界直接分离到的野生型菌株，它们具有较完整的酶系统，染色体或

DNA未损伤，但它们的生产性能通常较差，通过诱变育种，它们正突变(即产量或质量

性状向好的方向改变)的可能性大(芩沛霖等，2000)。在甘油转化成l，3．PD的过程中，

GDH、GDHt和PDOR是关键酶，Forage和Lin(1982)研究表明，编码甘油代谢的酶的基因

属于同一个调节子dlla系统，由此可见，dlIa调节子是微生物代谢产生l，3．PD的关键基因

系统。研究表明克氏肺炎杆菌中具有这种dlla调节予，且近年来对它的调节机制研究得

比较清楚。综上所述，选择克氏肺炎杆菌作为本实验的出发菌株具有一定优势。

2．3．2影响微生物生长的环境因子

出发菌株在进行诱变处理之前，应该处于生长最旺盛时期，因为此时的菌体对理化

诱变因子有较强的敏感性，且菌体密度大、活性高。所以，获得性状较为理想的菌体与

其生长环境有着密不可分的关系。

微生物与所处的环境之间具有复杂的相互影响和相互作用：一方面，微生物需要从

环境中摄入生长和生存所必需的营养物质，只能在一定的环境条件(如温度、湿度及pH

等)下才能够生存，而环境条件的变化会引起微生物的形态、生理、生长和繁殖特征发

生变化；另一方面，微生物也向环境中排泄出各种代谢产物，抵抗和适应环境变化，甚

至影响和改变环境。

环境透子怼徽玺秘盼影翡_燕簧畜三耱猿况：(1)育零j子徽生豹进行菠常戎潜；(2)不

利于微生物正常代谢，微生物生长受到抑制或被迫改变其原有的一些特征；(3)恶劣的环

境可造成微生物死亡或发生遗传变异。

本实验主要扶温度、培养时闻、氧气等物瑷因子方霭讨论慰微生物生长的影喻。

温度主要通过影响微生物细胞膜的流动性和生物犬分予的活性来影响微生物的生

念溪动。一方嚣，睫羞滋度翦势蹇，缨瓣内酶爱痤速度翔嫒，健谢窝生长邀甥瘦瓣舞l抉；

另一方面．随着温度进一步增商，生物活性物质(如蛋囱质、拨酸等)发生变性，细胞功

链下簿，甚至繇亡。掰虢，每静徽鬟三镄繇有令羧逶垒长滠废。最适生长溢凄楚攒菜徽垒三

物群体擞长繁殖速度最快的温度，但它不等于发酵的最适温度，也不等于积累代谢产物

的最适漩度，甏不等予积累菜一代谢产物鹩最运温度。由于微擞物不同的生理活动需癸

在不同的温度条件下进行，所以，生长速率、发酵速度、代谢产物积累速度的嫩适温度

往往不在同一水平的温度下。襁较高温度下，细胞分裂疆然较快，但维持时间不长。容

易老纯。提反，在较低漩度下，细魁分裂虽较馁，堡维特时闲较长，缀票缨怼豹总产鬓
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爱甏较巍。繇骇，磷炎举鞫徽懋秘在裳畿袋菝熬役瀑产秘除致瓣苓弱鹃羧透滚滚，对撬

巍发黪黛产静效察爨鸯十分黧簧瓣褰义。零实验牵鬣嬲#材嬲。拧妇琢始鬻撩程较低滋度下

获褥戆蘩傣滚凌大予鞍舞瀑发≯港莠鹣蘩俸浓痍，谥懿该裹淡蘩拣在耱子壤器孵潮灏矮

逐壤纂激发兔32℃；鼗激度下壤葵鲍麓锩暴露鞍焘懿蘩体密发。

羧瓣徽裳狻惫长交识缎簿，霹怒壤莠{蓬秣分为滔瓣羧：惩遴辩、对羧暨汝麓、稳定

攒、轰亡潮。囊微黛貔滋入一令凝懿蝰葵繇境鲢，一般羚琴童箨遂褥繁麓，嚣惹霰簧一

个获徽擞貔接耱裂壤券藤器豹逡寝颓；溉续蘩逶斑了掰繇凌舔，缀藏劳戆努裂，劳叛足

舞级数壤长，邃一瓣麓称为怼数垒羲麓。缀垒镌在这令瓣麓，蘩钵囊瀵黛长，懋妖速攀

鬻数聚大，壤代辩|'藏辩露塞震蹭蘩豹辩阙最激。该除羧莽努兖跫，窆瀚态褡，攘爨豹我

滗产魏漆不会影璃塞妖；阏瓣，筵予该除羧{l蓼麓躲缨戆瓣理纯灏豢彩稳爨镶敏感，蘩体

大，l、、形态、敷矮将绥EE较～致，太多怒纂令搽在。掰黻，磷究镞童躲避俺移健漆瞧戆

辩塞袋爨该羧毅魏蕊髂，塞产审接耱瓣耱予逡纛该爰簸予瓣数黧长麓麓蘩髅。零蜜验遴

遗测定缀蘩黛妖藏线，确定达至l藕髂瓣数黛妖期瓣臻莽辩阗必18小霹，戴瓣瓣蘩髂黩该

暴露较薅熬蘩体潺链。

蠡然赛徽象携釜溪凌食戴爨零阂瓣繇凌巾，举闲擞黧糖瓣裁熬爨慕袋嚣拣楚不一榉

瓣。裁气建强裁像骞l鞠嚣戴魏徽惫秘孵蔽链瓣激终毫予受俸。凌窍襞条终下镞象物霹遴

逑努裁#擎稷产黛燕多熬爨，瀵懋撬髂戆囊长爨瑟。装羧获戴徽燕凌翔赫霉蓑_j蘩一鍪藏遂

缀蘩纛奄氧移燹戴嚣凌巾都熊象存。怒滚魏京靛具有掰套瞪啜黪系，～焱怒淡氡幸棼必簸

终亳予受舔戆妊氧蜉渡簿系，雯一套憝琴爨婺畿戆黻审瓣产麓凳氢受搭邂抒发黪童摹溪夔

酶系。囊予克氏膝炎程猿跫兼靛厌畿麓，逶j篷实黢{燕翳，蘩钵程好氡祭传下不仅霹戳杰

长，露嚣生长俄滚滚发魄瑷戴条佟下黛妖瓣蘩傣还蘩铰，这谈唆程蠢氯祭{每下臻葬《诱

警秘予好戴途缎审鹣羹滚激瓣潺彀，程蠖筏落是毒戴《弋澎途簌，产奠三较多戆爨，掰鼓蘩

锩生长较恢；谣在获襞条传下，羹漓激憋被饕籁，嚣演腿慧熬较诱撼，我{鸯}避鬏中产搬

麓缝爨玻少，蘩髂雯蔌较蠢戴窳耱下鞠跑鞍骥。塞垂乏虢兔，姆鼹条搏下蟪葵耱予会获懋

软蠢豹缨鼹浓溲。

2+毒，j、维

本露逶j窭珑较三拣琴瓣舔戆麓攮豹发黪缝聚，最终遴耩爽茨耱炎巍蘩Asl．1736终为

下～黟诱交蠢耱中蘼嚣瓣窭发蘩糠。蜜羧袭鹾，究氐耱畿拇藏Asl。1736耩予蓑经厌氯蘩，

蒸鸯较舞熬营滚瓣受力，较麓豹转纯警鞠l，3．p孙垒产筑力；势艇葵鬟三弦褥毪与大弱耱麓



第二章发酵生声1，3-丙=醇出发菌株选育及培养条件研究

嚣鬻耱邋，爵灸蘩耪耱羹溷改螽及薹鑫王程藿静构建提供便利簿撇粥|l De辩采，199嚣)。同

时，为能获得高潴性的菌体，对克氏肺炎杆菌种予培养条件进行鸯察，最终得出，菌种

狂32℃，好氧培养l鼯鹩条释下，两瑷获褥话性较离、浓度较丈的菡体羹。
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第兰章克氏肺炎杆裁高产{，3一丙二醇菌株的选育

3．1材料与方法

3．1．1实骏材料

3。l。l。l蕊种

肺炎克氏杆黼伍匏批p掸#Hm明z黼)编号A品1．1736，购于中国普通微生物麓种保
藏中心。

3．1。l。2试剂

均为国产生化试剂或分析纯化学试剂。

3，1．1。3鬟验仪黪

同第二章2．1．1-3。

3．1。l。霹臻养基《g范》

(1)液体活化培养基：酵母青S．O，蛋白胨lO．O，NacllO．O，蒸馏水1．OL pH*7．0：

(2)分离臻养基；不如徽量元素I和&液，琼脂159，其它同种予培养基I；

(3)液体选择培养基：为分离培莽基中添加12魄l，3·PDo，pH=7．O；

(4)s-1培养基：为分离壤养基中添加909l，3-PDO和15．Og琼脂，pH=7．O：

(5)s·2培养基；为分离蜷葵基巾添攘1％，3％靛2．Og琵戆剩果级溶液；

(6)鉴别培养基：酵母街1．0，溴百里酚兰(O．2％)20mL，刃天青0．3mL，半光氨酸盐

酸盐§．5，荚它露静子海葬基l；

(7)种予和发酵培养基同第二章2。1．1．4。

3蠢。2实验方法

3．1．2．1培养方法

取新鲜斜瑟活纯培养基上豹荫苔一环，接种于液体种予培养旗中，于32℃条件下培

养18h。

发酵培养时按一定比例(除了特殊说明外，一般为5％v～)转接于厌氧的液体发酵

逡葬基孛，在37℃培莠碡镰，其书瘸l翻婚l詹K0辩调苇酸溅度，搜其p}毛控鲻在7．O左右。

3．1．2．2诱变方法

镞擞携诱交肖稃，一般按爨鬻3．1爨示程序滋行。
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出发莲株

I
活纯

{ [妻慧豢菌体
细胞或孢予悬浮液制备———叫 玻璃珠振荡分散

L过滤
活细胞计数

诱变预备实验—+诱巍剂处理

l
l谣细耱计数
●

孛阕培养

t

突变株分离

l
÷

初筛

l
，

鬣筛

强3．1薜炎蹇式辑藏诱銮一般疆摩

F慷um 3．1 The generm pr眦edu心of mut-60n on膏．—H删卅曲md

紫乡}(U、，)诱变

1)单细胞悬液制备从新鲜斜面活化培养基中取菌种～环，接种子20mL种子培养

基巾t于32℃臻墙葵15h．1黢。铁箕孛取5mL，4℃下400铒黼勉法，薅心ls蕊n，蹇上涛滚，

沉淀用无菌生理盐水洗涤2—3次，用生理盐水制备浓度为107。108个／mL的菌悬液备用。

2)诱发裁量戆选择分弱壤取萤悬液9mL予4个90m的无麓培养蘧中，将早盈藏

在磁力搅拌器上，在15w的紫外灯(紫外灯须预先打-丌稳定15min’使其输出功率稳定)

下，距离缣持在30cm左霜，分剐照射30s、45s、60s、90s、120$；暗室或红灯下，取

处理过的藏液lmL，采用lO倍稀释法稀释到lO《，并取l矿、l酽、lo．5三个穗释度酶

菌液各O．1 mL用无菌涂棒将菌体均匀涂稚于分离培养平扳上(每个稀释魔三个平行)，

固瓣取未经诱变姣疆鲍蓥懋滚O，l搬L，逐级穗器到l酽，分别敬撵释度灸18。、10 4、
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l∥懿鏊懋液各0。lm毛程分离蝰莽基上涂平援，佟空舀蜜验；将警噩爰掇纸篷妊，予32

℃避光培养48h，计算致死率。

3)翩筛将诱交后豹藩液稀释涂毒乎簦耩乎板培养蒸上，将接释瑟鹣平盟镧置于获

裁培养箱中，充入一定量的氮气，放置5009钯粒和5009变色硅胶，进行三次空气置换。

在37℃巾倒鬟培养48h，挑取菌落周圈鼗色圈较大的菌辫继续培养，进彳子复筛。

4)嶷筛拶＆取蕊落周圈显包圈较大的黄落接秘到秘予培养然中，32℃培葬16一18h

赢右，辩按一定比例接到厌氧发酵培养基中，37℃静置培养48h。发酵波在室溢下12000

f雕妇濠褰心lO搬弦取上i蹇滚，铡l，3一粉熬产蠢。

硫酸=乙酯(DES)诱变

1)维蓥培养褥经紫努诱燮焉簿遮滋豹穗辩离产藿椿接静予液俸静予培养鏊中，置

于32℃、120rD删fmin摇床培养18小时左右。

2)筚缩稳翁悬液澍备将上述菌液赛温下40∞Iprr妇妇，离心i5min，弃上清液，将

麓体用p董王7。O磷酸缓冲液洗涤，经玻璃珠打碎，用搬球计数器计数制成l 07一l护个／吨藤悬渡。

3)诱变处理取菌撩液5mL，加入SmL2％DEs溶液(剂量l％V，、，)混合，样品分别置

予30℃蠛渥求浴巾，122f潮触融振荡楚臻2秘80n畦矗螽，躅25笺硫代硫酸镳lmL孛虑诱变。

取处理厝的菌液O．1mL，逐级稀释到l o-7，分别取稀释度为10‘4、10一、lO南的菌悬液备O．1mL

在分离培养菱土涂平板；霜露取经诱交簸瑾匏鏊番滚O。l斌，逐缀耩释弱lO。，分翔数稀

释度为10一、lO”、lO币的菌悬液各O．1mL在分离培养基上涂平板，作空臼实验，每个平

行{笨三个重复；37℃培养49h，计算致死率，并绘靠《致琵曲线。

4)初筛和嶷筛方法与紫外诱变相惩。

紫外(uⅥ十LicI复台诱变

1)麓耱培养姆经避D嚣S诱变筛选出静提对裹产蘩攮接耱手滚髂粒子培莽基中，

32℃，静置厌氧培养24h。

2>褰囊|受瞧蓥撩懿筵选(浓缩舞选)将上述壤养猿滚按S％豹跑铡接穆剿液傣选

择培养基中，32℃厌氧培养24h；再将24h后获得的菌液按lO％的比例接到液体活化培

葬基串笺猹，臻养条侔冬蓠面稳阍；重复上述搽作一次，完成两次浓缩。

3)单细胞麓悬液制备方法同紫外诱变。

4)诱变处瑕取O．1 m1菌懋液加入含有0．3％LiCl的液体种子培养基中，32℃、

120礓嫩，min摇床过夜培势。姆嫠液室温下4000掣嫩n融，离心15m迦，磐上瀵波。将萤
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钵矮无萤整理薤承洗涤2—3次，掰生理簸承锈备浓疫蔑lO乙l§8令勉L豹蕹悬液。分象

吸取菌悬液9mL予4个9cm的无菌培养胍中，将平皿放襁磁力搅拌器上，在15w的紫

井汀(紫多}j：『须颡先打开稳定15m氓使箕输出功率稳定)下，距离傈持猩30cm纛右，

分别照射30s、4Ss、60s、90s、120s；其它方法同紫外诱变。

5)初筛选择域适诱变剂量下生长在分离培养基上的蔺落用无菌牙签分别一一对应

的点静于S-l培养蕤平板秘S．2培棼基乎援上，32℃，茨裁壤莠24h。

6)复筛采用影印计术进行筛选，即挑取在S．1培养旗平板和S-2培养基平板上都

戆釜长显褰s-2蝰葬基平羧主显筑色懿藿落送行复薅，其它步骤麓藩秀次诱交。

3．1．2．3分析方法

l，3-PD裣涌方法阗上一章。

乙醇检测方法岛l，3．pD基本相同，详细内容参见附录。

3。2结果与分析

3．：+l紫秘帮碜诱蜜

紫外绒是一种最常用的简便黼有效的物理诱变剂。其煅有效作用波长为253At紫外

线豹诱变撬理主要是使瀚镶渊A熊籀邻辩睫阔形成共{；}络含豹鼹躲辔碇=聚体。：聚_俸

的出现会减弱双键阅氢键的作甩，萼l起∑蹦A取链缕掏据越变形，阻褥碱基湖的正常配慰，

从黹弓l超突变或粼亡。因此说，絮外线对艇物体舆有杀菌和诱变双重生物举效应a可见

必鼹有巍簧溪终熙，在诱燮育辩王终中，缀紫终线爨封瑟驰菌滚粼颓在骧塞或缎烬下进

行操作或处理。为筛选克鼹肺炎秆菌高产黼株，本次实验分别选用30s、4Ss、60s、90s、

12魄五个粼垂黠经过滚缭筛选楚骥鹃突变壤蛛遴行群诱交。

豹

蘩60
蒸40
∞}

。l⋯．。．～++ 。 一一
辩 《5 醣 辩 l勰涛燮时翔赫
箍3．≈絮捧缓诱鬻时闰鞭魏葶E率韵关系

Flgu忡3．皇Thnl4tion betweenmutantti啉e ofUV#ndIeth_l r#le

蜜嚣3．2可虢错密，当綮拜嚣繇射辩越矮薅，照秀|裁爨葶疆致死搴藏正缀关系，辩藿越
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高，致死率越高，在残存细胞中变异幅度也越广。但正向突变较多地出现在偏低剂量中，

而负向突变较多地出现在偏高剂量中；因此，本实验认为致死率在70～80％之间的60s可

作为初筛实验的依据。

随意挑取70株初筛平板上显色圈与菌落直径之比较大的菌落，接种到液体种子培养

基中过夜培养，再按5％的接种量接种到发酵培养基复筛，测1，3一丙二醇含量。

实验结果表明菌株鬣朋FnlOl2和j印一eⅡ1045产l，3．PD最多，比诱变前分别提高了

36．2％和35．6％。

将菌株置胛cnlol2和墨卵e口1045继续进行紫外诱变，测得菌株置p矗e以007和

五胛PH2025产l，3一PD最多，分别为7．69几、7．99，L。

3．2．2硫酸二乙酯(DES)诱变

硫酸二乙酯(D把吻，fJ“归据，简写为DES)是无色无味的液体，不溶于水、溶于乙

醇，具有一定的毒性，很不稳定，是一种烷化剂，其功能团为：．S020R。

硫酸二乙酯在溶液中半衰期很短：20℃时为3．34h：30℃时为lh：40℃时仅为O．3h。

因此，要严格做到随用随配，并且要在低温、干燥、避光的条件下保存。硫酸二乙酯诱

变效率要受酸、碱条件的影响，当pH为中性时诱变效果最好。本实验选择20min、30 min、

40 min、50 min、60 m证和80min诱变剂量，分别对克氏肺炎杆菌进行诱变处理，绘制

出致死曲线，结果见图3．3所示。

lOO r

s。l

垂e。}
旃40 j

20

0

20 40 50 60 80

诱变时间(而n)
圉3．3 DES诱变时间和致死军关系

Fj蚪re3．3 E仃ectofDES onlethIl嘴托“置．p^删州D月缸e

由图3．3可知，经DEs诱变后菌株的致死率是随着诱变剂量的增加而升高的，当诱变

剂量达到80min时，菌株的致死率达到了95％，而且增长的趋势己不明显，这可能与DEs

在30℃溶液中半衰期短有着直接的联系。本实验认为诱变剂量为40min时的致死率是比

较合适的。
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经过同样的筛选方法选出两株l，3一丙二醇产量较高的菌株，产量比出发菌株分别提

高了119％和124％，它们为五p—eⅣj叩况置朋￡订∞J。

3．2．3紫外线(UV)+Licl复合诱变

氯化锂是一种碱金属卤化物，易溶于水的白色粉末；其本身并无诱变作用，但在微

生物诱变育种中，与一些诱变因子具有协同作用。在诱变过程中一般采用氯化锂前处理

法或氯化锂平板培养处理法。紫外线是一种非电离辅射，对原核生物而言是一种比较好

的诱变因素，它直接作用于DNA，使生物的遗传物质发生一系列的生物学效应并进而导

致变异。本实验采用的是复合诱变处理，可以扩大突变的范围，提高诱变效果。据刘颐

屏(1992)研究表明，采用氯化锂前处理的诱变效果好。

图3．4为在0．3％浓度LiCl协同作用下，不同的uv照射时间下菌株的致死率及正突变

直

30 45 60 90 120诱变时间(S)

翟3．4 uv+LiCl复台诱变时问和致死率关燕
二

FI扣n 3．4 The他Iation betw¨n muhnt time of UV+L．Cl_nd le曲¨r_惋

从图3．4可以看出，在氯化锂的协同作用下，随着紫外线对菌株的致死率明显提高，

且随作用剂量的升高，致死率不断增大，但正突变率有所下降。由随机挑选的菌落接入

发酵培养基中进行发酵试验，统计试验数据，计算正突变率。结果，作用45s时正突变

率达到最大值为21．5％。因而选取致死率在75％左右的45s为复合诱变的最适剂量。

实验中发现，菌悬液经含有氯化铿的种子培养基培养后，对紫外线的敏感性明显加

强；经uV+Licl复合诱变处理，正突变率有所增高，且很少发生回复突变。

两次浓缩和紫外诱变大大增加了目的突变菌株产生的机率，结合影印技术，最终高

效的筛选出高产且乙醇合成较弱的突变菌株尼p肝P脚4∞6。l，3一丙二醇的产量由出发菌株

的4．79，L提高到16．19，L，提高了三倍多；同时测得发酵液中乙醇的终浓度仅为0．529／L。

3．2．4高产突变株遗传稳定性

五肼P“彳w6菌株在种予培养液中培养至对数期，按5％(v，v)转接于装有50mL

发酵培养基的厌氧瓶中，在37℃培养48h，用lmol，LKOH溶液调节pH在6．O～7．O之间。

∞∞∞∞船0

妥求陋

0系关率



婆堕奎些查堂堡主鲎丝笙兰

逐凄遴移lo次终妖，每疆一袋溅定l'3巾D含蠢。实验绻莱(焚强3，5)装鞠，突交攮

蚴押口耐鲋舀经过连续传代后，液体发酵产l，3一PD的产煮变化幅度不大，说明其i缴传性
麓是稳定豹。

恳⋯∽
鼙3．5墨即“张榉突鍪拣产l，3丰D鹩暹黄穗麓牲

Fi"n 3．S G蛐enc pmptrty of|‘pneu4¨6 by p-s墨_种nt憎tion te如l

3。3讨论

3-3．1菌愚液制备的选择影响

蘸悫液铡备静磊静农子搜诱变处理的效栗撬高。一栽在诱变育种中，采用垒理状态

一致的单细胞或单孢子悬液进行诱变处理；一方灏分散状态的细胞可以均匀地接触诱变

荆，另一方面又W避免长出不纯菌落，减少分离性表型娥返现象的发生。单细胞懋液的

质量将童接影响诱变效祭。因此，诱变处理前戆缨腿应尽可能达到同步壤莠状态葶鞋对数

嗽长期的状态。

撮撵掰使鼹豹诱交赛l苓弱，缨蕤悬浮滚霹弱生理鏊窳或缓滓液嚣爨。一簸蕊撬下，

使用物理诱变剂处理时，用生理盐水配制细胞悬浮液；而使用化学诱变荆处理时，由于

醐藿交纯荔雩|越诱交裁饿质懿改变嚣帮使焉缓冲液配案l缓麓悬浮液。

肺炎克氏枰蘸Asl．1736是无芽孢的原核细菌，属肠道杆菌。因此本实验选用新培

养的处于对数期的细胞佟为首次诱变对象，并对每一轮筛选出的突变株进行复牧扩大培

养，以达到供试细胞既能处于生长代谢旺盛的对数期，又具有生理活性方疆同步弱目的。

这样的细胞对诱变剂的敏感性和DM复制都是有利的，易产生突变率高、重现性好的突

变拣。

3．3．2诱变剂的选择

3。3．2。l诱銮裁及囊§瑾穷法豹遥撵

诱变剂的选择主要决定于诱变荆对基因作用的特异性和出发菌株的特性。不同的诱

蕊忒蕊鼠。蕊闲憋霞。蕊阏忒国。

8
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第三章克氏黼炎杆菌施产1，3*丙二醇菌株的选育 ⋯

交粼侔瘸瓿蒜《帮作霜效率不简，强选育麓耩时逸撵歪确瓣诱变帮嚣繁重要。一敷说寒，

一种诱变因豢对一种擞燮物农鞍强驰作用，慰其窀微生物效癍瞧较强，键豳予誉爨微生

物辩诱交瓤酌缨臆透性剪能举弼，对同一静诱变刹霹戆表骢誉弱幸挈鼹。这瞧决定了簿蓠

熬诱变襄辨遮这不到定胬菠交莱一性状鲍霞静。

一个蘩秘熬产锈多少棼{#是盘纂嚣按稍豹，”褥燕多鏊阏决定酌蹈莱。诱变剂滋入生

物律羽交舅枫制是非鬻笈杂斡，诱变裁进入纲腿对渊A分子上躺蒸瓣豹菜一位煮发生

律稍丽弓{怒突交，假不一定形成突交体。原因是麓体为了生存，其有一套自我修复系统，

苓阗熬蓉拣臻复能力蹩不麓瓣，熊受弱懿麓椽对鑫形减豹突变进行赘涮褥被遮接下来，

袭糙上成为突变体。修复能力强的蔼株，由予自身修复嚣恢鬟到原嚣型状态，繇翘鬟突

变裁新静负交。

诱变裁秘类缀多，佟髑方式多样。懿紫乡}线携萼l超溅A结擒瓷纯，馒黼A链精

裂、教生分予巍郄秘努予瓣鞠交联，使褥蟊}NA两条镳滴或辩一条链糖邻韵满腺渣键形

袋=槊俸，陵薅麟纂闽酶攮常配对，瓢弼孳|越生麴俸瓣基黢突变或建亡。猃嚣S黩鬻婚

等靛能裁差簧逶j篷烷仡萋胬谴渊A分子上的碱基及磷酸部分被烷纯，当m帆复制时

导致碱基酴鼹镬误藤萼l起突交。鞠她，诱燹裁应该选择能傻遗传物质泼交鞍犬童不荔产

蘩翻簸突变的诱变剂，这样容易获得突变性状较稳定的突变株。

程铡耀逑定静诱嶷捐谶杼缝疆时，既可以选撵革一诱交西子处瑷，也鬻以使蹬鬟台

处理。冬釉诱变因子驰作煺粳I魁苓～样，主要是渊A分子土熬不弱綦因谴点对各种诱

交灏激收镶京较大麓舅。帮不阕诱燮粼对基嚣终惩链蕊鸯冀一定瓣专一攮，有韵甚至其

寄糁髯性。霞魏，多胬子复合处毽，爵戳取妖羚艇，秘播DNA势予上多秘蒸嚣骢遴传

稳寇褴，骧豁补莱种不亲藕性臻热煮谗和现象，容荔褥到更多突变类型。而且经验袭明，

诱燮粼的笺会处理鬻黧瑷一定黥资瓣效疯。魏氯纨键霹紫辨线、乏烯驻黢、羧骚、辘簸

二己酯复合诱凌处溅能收到良好效粱。复合圈子邋台予遗传性稳宠的纯种及生活糍力强

熬罄拣娃理，穗导致较大钓突变。一黢在诱变肖韩溥稔中，疑经过～次诱受愚不筏够褥

到理想的突变橼的，往往蒙通过多次辩选靼诱变处理才+霹以。常冕的链瑾方浚主爨有：

两种或多种诱囊邈予巍螽馒用；瘸～骢诱燹裁蓬复戆用：耩转藏薅辩激上诱交粥交耱使

用等几糖方式。

毽姥，本实验选撵了在徽奄物诱燮育释牢矮常麓氦诱变效莱较好的三种诱变剂紫外

线、氯纯镁、瓣S，对出发麓栋遗盼多次羹复诱变。
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3．3．2．2诱变剂量的选择

在微生物产量性状诱变育种中．诱变剂的作用有三方面：一是提高突变频度；二是

扩大产量变异频度；三是使产量变异朝正向突变(即提高产量幅度大)的方向移动。因

此。凡是在提高突变率的基础上，既能扩大变异幅度又能使变异向正向突变范围移动的

剂量称为诱变剂的最适剂量(施巧琴等，2003)。

化学诱变剂主要是调节浓度、处理时间和处理条件(温度、pH等)；物理诱变剂则

主要调节照射距离、时间及照射过程的条件(氧、水等)，以达到最佳的诱变效果。其

实，诱变剂量的选择是个复杂的问题，不单是剂量和变异率之间的关系，而是涉及到许

多因素，如菌种的遗传特性、诱变史、诱变剂种类及处理的环境等。由于本实验所选用

的菌株为低产、未诱变株，所以选用了较高的诱交剂量。

从前面的诱变实验可以看出，正向突变较多地出现在偏低剂量中，而负向突变较多

地出现在偏高剂量中。所以认为，杀菌率在70—80％或更低齐q量，诱变效果好；特别是

经过多次诱变后的高产菌株更是如此。

33．2．3突变株的分离与筛选

不管是传统的诱变育种还是现代的基因工程育种，在通过各种手段改变菌体的遗传

性状之后，如何将具有所要特性的菌种从数量庞大的菌体族群中筛选出来，常是育种上

至关重要也是最耗时费力的工作。因此，要设计和采用效率较高的筛选方案和适宜的筛

选方法。一般认为筛选过程分为初筛和复筛。

微生物经过诱变因子处理后群体中会产生各种类型突变体，其中有正突变型、负突

变型和稳定型，需要经过分离筛选逐个地挑选出来。经过连续数代诱变选育，才有可能

选育出一个优良的菌种。在产量性状诱变育种中，诱变处理后的微生物群体不论是高产

菌株还是负变菌菌株都能在同一个培养基上生长，难以采用选择性培养法进行筛选。经

过一次诱变而引起的产量突变的菌株，其菌落形态的表型几乎和出发菌株相同，没有明

显指示性。因此，初筛平板的设计及初筛方法的选定对结果影响甚大。为了选出正突变

株，本实验选用含溴百里酚兰的鉴别培养基平板进行初筛。克氏肺炎杆菌发酵生产1．3

一丙二醇的过程中会伴有乳酸、乙酸和乙醇等副产物生成，从而使培养基的pH值下降，

在其周围形成呈色圈，通过测量呈色圈直径与菌落直径之比，作为初筛淘汰的依据。但

由于乙酸等副产物的产生与l，3一PD产量的高低并没有J下相关性，因此该筛选方法并不

能完全衡量突变株的产量高低。为了进一步摸索高产突变株的筛选路线，本实验利用浓
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缭筛选霾影露鼓零静结合，簿菱会娃理器鹃菌株谶行筛选。克氏麓炎耪鏊获氧发辩营涵

过程中，产物l，3一丙二孵的生成对发酵也起着抑制作用，曾安平等人认为(Men删K'et

a1．1998)，较高浓度的l，3一丙二醇(渤)对l，3一褥二醇氧纯还原酶(P∞R)活性较高的菌
株是致死条件，面PDoR活性较低、氧化还原酶(HOR)活性较高的藏株却W以存溃下来。

衙在HOR的参与下，可以降低3一羟基丙醛的浓废水平，同时可以催化3一羟基丙醛生

成PDO爱瘦，获褥较裹浓度的l'3一薅二簿。因就，零』鼹浓缩舞逑可以犬囊淘汰慰产秘

耐受性麓的突变菌株。甘油代谢沿乙酸途径是获得PD0的最俄途径之一(zeng A只et

破，19辩；至爨锋等，2∞l嘲鄹么乙羧找落活缝较裹熬突变体，会在含毒G。黔§溅莱经臻葬蓦

上显红色。因此，埘以利用影印技沭挑选猩s．1培养基和S-2培养旗上都能生长且在s-2

臻葬基上驻红色静蓥落律为露熬突变抹。通过该方法可敬筛选窭象产铯力较强置裔戒刮

产物乙醇较弱的突变菌株。

3．4小缩

淹了获褥l，3，PD煞糍产突交株，嚣克蠹簇炎释蘩兔爨发蘩撩_i茳行诱交薤理。经过秀

次紫外线(uV)物理诱变得到两株高产正突变株脚矗￡埘2007和鼠印甜2025，再经过硫

酸二乙繇(DES)纯学诱交褥到突变株蓐阳￡西∞8鞫霹聊g如05l。再经氯化镳(LiCl)

和紫外线(uv)复合诱变并结台龋次浓缩筛选和影印技术获得离产菌株熙印g雕枷髓。

并且相对简化了筛选路线。经过多次传代实验，袭明其魑稳定的突变株。却一eH牮W6的

l，3母D产爨由出发慕株戆4。79忍提高到16．19兄。
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第四章 高产菌株发酵条件的优化

4．1材料与方法

4．1．1实验材料

4．1．1．1菌种

克氏肺炎杆菌勋n蹦4046，沈阳农业大学食品学院生物技术实验室选育。

4．1．1．2试剂

同第二章2．1．1．2。

4．1．1-3实验仪器

同第二章2．1．1．3。

4．1．1．4培养基(g／L)

种子培养基I

基础发酵培养基： K2HP04 3．4，KH2P04 l_3，(NH4)2s04 2．0，MgS04。7H20 O．2，

甘油50，酵母膏1．O，半胱氨酸盐酸盐O．5，CaCl 2 0．02，微量元素I 1．OmL，Fe液2．‰L

pH7．O。

4．1．2实验方法

4．1．2．1培养方法

取新鲜活化培养基上的菌苔一环，接种于装有液体种子培养基中，于32℃条件下培

养15—18h左右，再按一定比例转接于厌氧瓶的发酵培养基中，在37℃培养48h，其中

用lmo儿KOH调节酸碱度．使其pH控制在7．O左右。

4．1．2．2发酵培养基和发酵条件优化

发酵培养基的优化

1)添加不同浓度甘油

采用甘油浓度不同而其它组分相同的一组发酵培养基，在37℃条件下静置厌氧培

养40—48h，测定菌液浓度及发酵液中产物浓度，绘制曲线进行比较。

2)添加不同氮源

在发酵培养基中，分别加入不同种类和浓度的氮源，其它成分不变，在37℃的厌

氧恒温箱里静置培养36—48h，测定菌体浓度和l，3．PD产量。

3)添加不同磷酸盐
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在发辩培养豢孛，分翔添翔誉露浓度瓣磷裴簸，其它藏分不变，在37℃豹茨氧懂

濑箱里静簧培养40一48h，测定1，3-PD产最进行比较。

4)添加不同众属离予

在发酵培养基中，分别采用不同浓度的Fe”、Ca：2+，其它成分相同，强37℃的厌氧

懂温箱里静置培养40—48h，比较籀体生长及发酵情况。

5)站、Na?慰发酵蛇影响

对同～组分的基础发酵培养基，分别采用不同的碱液对发酵液韵pH慎调控在7．O左

客，37℃获氧势鬟培葬4§一毒强，测定发辩滚串鹣产勃含蠢，送露毙较。

发酵条件的优化

1)培养温度辩l’3．鬻二簿静影嫡

分别采用不同温度对具有相同缀分的纂础发酵培养基进行发酵培养，测定发簿液中

菌体生长状况及l，3．丙=醇产量。

2)p疑对发黪的影响

在相间的酸碱调控方式下，对～组成分相同的基础发酵培养基，调控初始pH在7．O

发寒，37℃转置壤券4808h，测定缨爨叟长代落壤援。

3)利用L9(3．)正燮实验对最朋PⅣ4w6菌株发酵甘油生成l，3一PD的最适接种量、

pH、对间、温度i{}行研究。

|l。l。2．3分橱方法

1．发酵液巾l，3．PD、乙醇含量测定

采焉舞效滚糕色谱法，条转鬻第三拳3。l。2。3。

2．发酵液中残余甘油的测定

采臻菠遴静嵩旗酸氧纯法(王垒l铎，2∞1b)。

3．生物量的测定

采用玩浊法，方法溺第二章2，1．2．5。

屯2结暴与分橱

4．2．1甘油浓度对发酵的影响

配制曾涵浓魔分弱为3％、6％、9％，蔟余条件福弼瀚～组发簿培养基，送行获氧发

酵。由图4。l可以看出，程最初的4h内，菌体处于生长适应期，在甘油浓度为3％时，
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蘩椿塞妖爱浃，警营洼锈始浓度麓辨6羹孽，缨魏豹生长鞠显减攫，可觅较离懿耪始曹漶

浓度对菌株生长产生一怒程度的抑制作用。

1．6

1．4

1．2

l

0．8

O．6

0。毒

0．2

O

0 10 20 30 40 50 60辩趣(b)

图4．I幂同初始甘油浓度下绷脾生长曲拽

F{gⅡ悻如l Blo舶l赫tndtrv·rlensln鞋l巅鼙玲￡eml姊no明l豫tl尊彝

=

3
避
矮
震
扫

Figurt 4-2 R∞idu^l gI”erol¨nder v-rious InmIl窖I”哪I conc蚰tr●t{on

24

=2l

矗18

嚣}5
疑12

2 9

文6

。3

0

O 10 20 30 40 50 60 70

时M(h)
图4．3不同初始甘油浓度对l^PD产羹的影响

Flg珏弹4，3 E踟c童#“l燕摊畦挺融ptfi撕辩。h lht髓r秘tn|lllo#她10．P牡

由图4．2、4．3可见，培养4h后，备浓度的挂油消耗速率和产物生成速率均有所加

快，3％、6％初始浓度的甘油消耗速度邋大于9％纫始甘油浓度的速度，这说明过高的

底物浓度反丽粕制了该壤的代谢。从代谢途径藤言，因为萤株生长既是生残能豢ATP

39
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第四章高产荫株发酵条件的优化

的过程，瞧怒生成还服当囊N祧豹过稳，赝戬戡澳浓发过寒导致懿嫠浓凌明曼下降，
不利于消耗NADH2过程的l，3．PDO的成。3％的嚣油毒剥予纲胞生彀，但其牲浊消耗最

抉，蒎24hA乎裁耗冬嚣达翻猿定潮；攘魄较蔼言，耱§靛麓始饕洼浓度蘩发簿液串l，3壤D

终产爨爱宠，彗沩瀵耗足乎究全。蠢拢霹见，戳豹褪始嚣演浓度穰蘩l于l，3*扮燮戒强

蛰涵豹转铯。

4。2。2不溺戴源对l，3一丙=醇产蠢麓彩晌

4．2。2．1不同有机探源对1'3-PD产量的影晌

在蘩础发酵培养基(不含无棍氮)中，分别添加摆阏璇量首分比的譬肉蠢、酵母

誊、蛋白腺作为有机氮。在37℃厌氧燃养辅中静置培养48h，观察其对虢体艇长及l，3．PD

产量驹影嗨。
袭4，l羊茼柯机氯镰对l^pn产量的影响

弧hktlE融t祥盛{船嘲l重母堆thkn甜姆蚰棚蟾tfh碡帅t聃l¨扣l，神D

觚实验结果(衰4．1)霉黻詈釜l，含零同窍枫氮瓣壤养基发簿辑产生蠡孽l，3毒D≯誊

有一定的麓嗣，在所翔的兰羊申有税懿源中簿母膏韪效聚最好的，而蛋白腺效聚较惹。这

等文献狠遒的结论(A+Ezeng'{争96；Reim鞠nA，Biebl，1996)褶一致。为了进一步考察酵母鬻对

发酵的影响，在其它条件相阍(有无机磷和氮)的发酵培养基中添加不同浓度的酵母膏

进行发酵矬：较。缝粜弛图毒．4所承。

40

}；』～』l』～刖～刖
O l 2

霭肆。4酵母囊瓣l，3譬D拶羹辩辩霪加酵母错鞲(g／。》
Figu”4．4 E糯“盯y的st extr_ct on th ferment4t{on to l，3“PD

一，I＼毡一凸(I；啡．H。一Eco啦曲一盘。
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錾4。霹表璃，酵母蠢楚l，3．粉发酵掰必器茨营葬残分，不麓黪霉誊，菠蒋凡乎不生

长，甘油代谢极其缓慢，发酵产物生成擞很低；酵母膏的存在可促使菌体生长代谢，

PDO产囊较高，原函霹能在于释母謇禽有菌体擞长骈必蘩的VBl2等生长因子；海实验

可知，酵母膏浓度为29，L时更肖利于发簿产物的生成。

4．2．2．2不同无机氮源对l，3一丙=醇产羹的影晌

在誉食骞枧氦蛇基旗发酵域葵基中，分别加入不同种类无枧氮(含豢均为O．2B镑，

其它成分和条件相同，37℃厌氯静置培养48h，测定菌体生长速率及l，3·PD产激。

衰毒．2不露嚣橇羲漂瓣l娜产纛瓣辩晌
TIbIe 4．2 Ef钕t ofdi胁mnt inor2Inic nItm弘n o_如r舶entI舶n l'3-PD

实验结果表明。KN03与其它两种茏机氮源相比，菌株的生长相对较弱，l，3．PD产

蹙也不如(NH4)2s04、NH4cl。说明N}矿眈K÷肖j}!|于缁胞的生长，而秃机氦源

(N磁)2S04、N}毛4Cl两豢对l，3。PD产量幂B菌体生长的影响并无鼹著差舅，相比乏下卮

者略好一些；据报道(陈滋文等，2004)NH4Cl相比于(NH4)2S04对甘油脱水酶的促进作用

较大，羹有裂予发酵产物熬援繁。嚣嚣露鞋选鬟耀；cl佟失无糖鬣源。

4．2．2．3不同浓度配比的复合氮源的对1'3-丙二酴产量影晌

在黪母膏含囊为29／L豹基疆发簿壤养基中，控筏发酵滚孛NH4Cl禽量分嗣在

1．Og／L、1．69几、2，09／L、2．49／L、3．og／L，测定发酵液中l，3一PD的产量。

20

16

12

8

，?∥／”4’

4，1

0一⋯⋯。 ⋯⋯ ·⋯一⋯一
1．2 1．6 2 24 3

圈45不同浓攫NH‘cl封擞酵产量豹辩∥H4c1‘97L)
秘静托4lsEl耗nofdi样毫糙n}N氆Cl con征ntr撕on on确eferm娜￡奢tiont01．3．PD

从实验结果(图4．s)可以看出，不同NH4+浓度对鼬撑P封4046菌株l，3．PD产量有一

4l

3鱼橱釜竺



第四章高产菌株发酵条件的优化

定彩礁，麓蕾K确+含耋增鸯籍，发黪产量骞邂海壤熬鹣莛势，警K豫+浓霾迭蘩2．毒g氖曩孪，

产景最大为18．19，L，之后NHI+含量再增加，l，3-PD产量没有明擞变化，W能细胞生长

掰蕊静N域+基本遮銎|锪翻。嚣露，援据黧4．4、4．5魄较可知，复会氮源爨有乖j予蔼体

的发酵。

4．2．3不简磷酸盐对1，3．丙二薅产量的影晌

磷是缀成核酸、核蛋黩窝磷鼹的成分，也是谗多魏的瀵性剡成分。微熙物主要从秃

机磷中获得磷。凰磷酸盐对培养蒸pH值的变化脊缓冲作用。为考察不同磷酸盐对发酵

懿影豌，农基秘发酵壤葵蓁中，分裂选取7。3牲酌跪、9，4娃糊。观鞠ll+5狂黯。疆。童耱翘

始磷酸盐浓度进彳予发酵实验。结果如图4．6。

1．6

l^4

12

l

0．8

o．6

“
O．2

O

0 g 12∞麓32∞髂辩闻氆)

围4．6镇麓煞对菌体生长的影响

戥g#糟“列犍对争妇蚺l童e o#b轴搬·秘

20
r—●一7．3mmoI几

￡
繁。
鸭

4

O

稠4．7磷醺盐对l。3呻0产重的影响

Figq托4．7E拍哪ofphospb·teon 10·PD

麸凿4。6，4．7可知，醚蓿P浓度的增加，麓俸生长速度也增加。丽产秘1。3．PD的产量却

先增加后减少。当p浓度为9。4mmol／L时，l，3．PD的产量比P源浓度分别为l l+S mmol／L和

7．3mmol／L时的产薰分别增加了1．79，L和1．29，L。其原因可能是，～方面P裔利于菌体的

生长代谢段P对于代谢途经中的嚣酮酸激酶寿激淫捧嗣，鸯利于NADH2熬形残，嚣{嚣壤

42
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蕊了1，3．pD的产量；另一努西，邈多豹P却会弓l超蘧体过擞生长，大量嚣浊用予鏊体生

长丽没能商效地将甘油转化为l，3-pD，降低了甘油转化率以及l，3一PD的产爨。因此，本

安验条馋下，较必逶塞黪p滚褪烩浓瘦魏拿．4秘矬。娩。

出于垮莽基孛鼹蹲合窍＆}糟哦t3酶O翘疆{2P瓴嚣穆骥黢盐，我p源浓壤羹9。毒撑黼。挠

辩，考察不同磷酸箍缓渖绢组合对l，3．pD产量的影响。

囊1．3举秘磷酸釜缱裔对l》pn产l辩彰蝻

轴魄莲．3戴汝畦时搬l棚辩ol坤l挺§#撕琳翱“程on协l，3-糟

Phosph雠e国∞ l，3-PD(gm)

暾HpOtt3H20 2．1 KH2pO‘0

鹣HPOb3秘!O l。7|e薹藿2p强O二晦

‰Hp瓴。3H20 l。3 X鞋2p瓴O．S

}≈薹{POI．3鞋船 0．9 装H≈po·O．73

氇磁Hm。3氇O 0．5Ⅺ{妒岛O，9聿

K2HpO·．3魄O O K妫P04 1．3

由上袭可熟，晒HP04和KH2P呶含爨分别为1．39／L_秘0。5錾／L髓对发酵生产l，3．PD最必

有利。l，3·PD的产蠡高i盎16．99几，这可能是因为不同磷酸簸组会引起的缓冲能力熬异造

残麴。

4．2。4金腿凄子对13．嚣=辩产量豹影豌

4。2。毒。l F∥+对l，3譬D≯蠢豹彩确

在嚣灏勰始浓度羹6％，2％酵母誊、辚源浓发为9．4mmol玩的发酵培养基中，控澍

Fe”含纛(‰)分剐为：0．01、O．03、O．05、O．07、O．09，：谶行鬣胛eⅣ4046菌株厌氧l，3．PD

液体发簿，结巢冤胬4．8。

3

◇
删
‰

n

o

L⋯—————一⋯一～。——⋯⋯¨I。。⋯二
O·Ol O-03 O·05 O一07 O-09

Fe2+禽景(‰)

潮屯8&2+对{，3．PD产囊彩璃

掌壤n烨毒．s嚣狂秘￡畦＆轴。#瑰{＆r瑚th鲰蛀。n秘|’3。PD
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第四章高产菌株发酵条件的优化

从下圈4。8珂以看出，极其徽慧的Fe2+避发酵产物的生成有着较大的影响，警Fe2+

禽纛达到O．05‰时，却撑刚046菌栳的l，3。PD产量达到最大值，能随繁含量的增火，
其声重及聪下降。这瓣瑰象褥能悫量含塞簌O奄l‰一e是S‰之裁，＆计残努鹣激淫{3j融

晁；l缀酶瀵性，从露健进l，3巾D的产生；网魁，巍乎Fe2+又是彗濑黢氮黪艇撵裁羚l，蘑

戳对2+禽爨进离鑫撵稍懿i蠡驻氢酶耱活健，获嚣簿稍了氟能途襁串靛耋A精及还舔当

曩NAD氇瓣形残，捷德产豹产羹晦低。爨瑟，零实验象佟下，最逶＆2+含垂蔽为O，05‰。

搬．4．2 C曩斡对l，3书D产量的影涧

有研究表明(豫宏文簿，2∞《)，Ca2+对∞}薹、GDHt、PDOR兰种甘濑转化l’3-pD

关键酶的活力和菌体浓度都有促进作用。因此，本实验在撩制氮源、碳源、磷源及Fe抖

浓度较後的情况下，调整C轳+在发簿滚巾的不嚣禽爨，进露发酵鞋：较。

o

耄
黧

e蝴瓴1仅’5 02瞄o‘3 o·3s蚁嗡扩含量㈣)
闺{摩魏2+瓣；，3．P舀产羹构彩魏

F12u忡．．9 B陬t ofC·n on the船men乜t}on栅l丰P聃

默圈《缎，墨C◇+浓度亵09茂蛾lg怨时，耱落奎戒量帮l，3．P臻产薰蘧潦《袅2+浓发增赭

薅域烟，遮盎要是圆强c鑫2+楚营浊转鼗过程巾氧纯途径上二羟霭嗣激酶鹣激活嚣子，适

爨熬媾黧c矿浓度有稚予菌体代谢更多弱疋rP和NADH2，从i掰增加{．3．P翻拘产量。当Ca2+

浓凄在0。lg恕一O。259兄时，ca2+浓度的增黯，葶|超菌俸过度袋长，使得翻予穗钵生长的

甘油薏增加黼降低了甘油对l，3．pD转化率，因而在遂过穰中l，3．PD的产爨减少。当

ca2+》O．2sg／L时，c毋+浓度的蹭热，造成了麓体生成爨和l，3．pD产鳖的迅遽下降，这霹

能与ea2斗的絮凝{乍用有关。因而实验表明，谯该葭发酵道程中，最为合逶的CaCl2浓度

为O。lg兄。

4．2。S F、N馥+对l’3w嚣二臻产量妁影跨

对基秣培养蒸发酵过罐审，努瘸矮2mol，LKOH，2moi／LNa0H调节p}{7．O，以此采考

察心、Na+辩发酵黟影确。
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20

—16

薹t：
墨e

4

O

O 8 12筠24 32∞髂霹褥秘)

豳4．IO P、Nr对1，3·pD的影晌

辩"辟4．”E踟ct of蚶、H·～ntht衙men拥tionl》pD

从圈可知，在发酵初期，两种pH调节方式对发酵影响并无太大区别，随着发酵的

遴孬，绺、Na+浓度蹭鞠，采震Nao}王调第熬l，3．阳产萋(13，7戤)明显低于KOH调节豹

产量(17．1矾。)。研究表明(LinBcc。1960；王剑锋等．200lc)，Na+是胞内关键酶～甘油脱

氮酶酶抑稍困予，而K÷怒甘油脱水酶豹键进因子，是甘油脱水酶起催纯作用不可缺少的

(Fo￡age RG，et 8l，1982)。在发酵过程中，隧着Na+浓度的增加对酶的抑制作用增强，l，3．PD

的产出逐渐减少；而K+浓度的增加对酶的激化作用增强，所以在发酵过程中应用2ln01，L

KOH来壤控发酵渡的p辩蘧。

4．2．6培养温度对发酵的影响

渥黢是影跨擞生兹奎长钱漆豹重要琢境霆素之～。营i蠢在辙釜耪镩海代落蔻各释酶

综合作用的结果，而酶活性对温度的变化是很敏感的，食适的濑度将有利于酶促作用。

键透曹溜彳弋谢，提高l，3霄D的产量。置芦船踟硎缸口为入体肠道蓠群，生长温度应该与人

体体温拥差不大，所以，分别在30℃、32℃、35℃、37℃、40℃温度下，对菌株进行

发酵培养，结果觅图4．1l、图4．12所示。

默缨腿生长_摹珏茧浊淤耗趣线珂以看擞，30℃左袁缨腿生长帮苗涟消耗较抉，|2蹇罄澄

庹的升商，细胞艇长速率和甘油消耗速率都在迸渐下降。从发酵结果看，温度较低时有

-霹l手缨黪生长，越漓懿溺耗主要瘸子缀蕤生长，l，3一焉二薅静产霪少，捷褥首涌麓转纯

率相对较低。从阌4—13还可看出随着温度的增加，l，3一丙二醇的产量和转化率先增加

藤减少，在本实验条释下，37℃下l，3～溺二酵浓凄和转化率最高，分剐达到16．89，L、

383％，比30℃时的浓度和转化率二倍述赢，在此温度时细胞生长已受到限制，甘油的

代谢主要转化为l，3一丙二醇，瓣40℃时细胞生长受到限制更为严重，致使甘油消耗缓

慢，进蕊影响了挂油鲍转化。因她缮出绩论，过低或过蕙静培势滋度，均会影响发酵产
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物麓生戒。

O S 12 2e 2毒32 40 4S辩翔釉

图4．1l不同温度下细胞的生*曲线

F罐H转tllB融獭l抟tnd群d澍i持峨梅m争e嗤tIl摊
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长缓慢，18h达到最大生长量，随后菌液浓度开始下降。这说明菌体代谢过程中产生的

酸改变了发酵液的pH，pH值的变化改变了营养物质的可给性和有毒物质的毒性，从而

影响了细胞的生长状态，同时也影响了代谢过程中酶的催化活性，进而影响到甘油转化

率及l，3．PD的产量。

4．2．8发酵培养基正交实验

微生物的培养基为细胞的生长和代谢提供了必需的物质和能量，其中包括碳、氮、

磷、硫等营养成分。为了获得理想的培养基，在单因素实验确定培养基的主要影响因素

后，用正交实验法进行培养基优化。当培养基中其它成分过量供应的情况下，选择三种

关键性底物甘油、酵母膏和NH4cl作为下一步实验的因素；再考虑到微量元素溶液对

发酵有所帮助，且其中含有合成vBl2所必需的金属离子C02+，它可以通过影响辅酶来

影响甘油脱水酶的活性，最终影响1，3．PD的产生。(c锄eron D c et al，1998)。下面利

用L9(3‘)正交实验对培养基进行优化。实验设计见表4．4，实验结果及极差分析见表4．5。

表●．4发酵培养基L“3‘)正交实验表头设计

1Ibk●．4 F_ctoH-nd leveIs．n b(34)ortho譬on“t郫ts

4S·

测
譬

35

40 60 80

甘油

(g，L)

厂
l 5 2

酵母膏

(g，L)

2 2．4 2．8

NH。CI

(∥L)

图4．14各因素不同水平的生物效应

r，～

0．5 l 1 5

微采元素

(mL)

Flgure 4．14 BioIogicaI e瓤b ofdiffenn¨lnon on the fermentation
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篁婴堂塞主黧然垄壁氅壁些垡些
衰4，5正交燕验结暴投慧分辑

1≮Me4．SllItrt黼々v-Iut-nm出口fb(酽)o咄。弹“te$t奉

试毅号 A B c D l，3·PD产重

注：＆旁砖摩于各鞫素拳乎转窭验结暴总毒；瓤为簿应予各霹素龌平秘实验结果总和畿乎均数；

R为同一列中幂同水平极差．

4．2．8．1檄差分析

为了便子礁定影畹甘油发酵缀素的皇次霾选择最佳祭体。对实验结巢送牙?援差分

析，极差络果R的大小，反映了器因素的水平变化对发酵产量的影响。根据极麓R排

出因素{搴用旋主次糇序菇：A>e>B>D

从而W以看出，菌种对甘油浓度的改变反应敏感，对NH4Cl和酵母脊的浓度改变

爱疫其次，微量嚣素鹫发瓣擎短露较释赘澎璃。鼙霹。13褥菠曼熬塞溪迭羲蘩各瓣素拳

平不同效威的变化范围，变幅越大作用越大。因豢A中以A2的K值最高，B中为B3，

e串免cl，D孛为现，繇塔最往优势东乎缀合为：A2B茹lD2；瑟酋溘为稻啦、N琢el

为2。O g／L、酵母鬻为2 g几时分别是最好鲍水平。

4．2．8．2方蓑分祈

为7剡断实骏因素之间的差爨是来是于随机误差，述是来龟于其本质戆差羚，黠

实验结果进行方慧分析。
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在援交表的餐列都被因素占满，未黧空闲列，而且熬个试验来设重复之对，试验误

麓的自豳度等予零。所以不能获得有关误差的情况。在这种情况下，一个进行弥补的办

法，就怒姆均方馑较小蛇因素磺投当作谈差项(恭兵等，1995)。出表4，6霉蜒，均方僵

较小的因素项为D，所以本实验将因素D作为误差项参加检定。

查F分毒表褥骚赛壤＆．辑(2，2)=19。§，致、鹣、Fc均大予藏篷，说绢因素A、B、c

对克氏肺炎杆菌置职P肼046发酵特性均有显著影响。因此，该菌种的培养基缎分确定

为：曹浦6e瓯、》i}壬4c12．Og兄、簿母膏2．缮班、徽量元素lmL。在该优化条许下经发酵

测彳导l，3-PD产黛为21．39几。

4。2．9最遗发酵条件的优化

在爨逡发酵垮养基的蒸礁上，利用b(3冬正交实验对葭猿发溅彗浊生成l，3．PD兹簸

逯接种赞、时间、pH、潞度进行研究，实验表头设计如袭4．7。

投援王母(34)液头设诗，在厌畿壤募叛孛装入蘩养成分摆|霹莪发簿优{乏臻养羹50m毛，

按照表4．7设计的J下交方察，pH、温度、接种量、时间等因素不同的条件下发酵，分别

测定各懿蓬下l，3*PD的声量，并对l，3。pD产量进行直观分祈，结采见袭4．8。

由表4．8极麓R值的大小，可以排出因素作用的主次顺序为：A>C>D>B，其中DH

德辩发酵的影桷最大，其次为接种量。通过正交实验，确定了戴肌Plf4046菌株发酵甘

浊生成l，3·PD的最适发黪条件：pH僮7。O、温度37℃、培养时阕42h、接秘量5％。在

该发酵条件下，l，3．PD最高产量阿达24．389，L。



荼鞫章窝产蘸拣笈簿条锻：爨谯纯

袭4一发酵参数强素疑承平囊

TlbIe4．7F_mr●hdtrHtme柏t“bk甜如rme“稍h窖p-r-mmr

农平 矗 鞋 e 蚤

蟠 酵瓣(峙 接种薹(嚣) 溢褒《℃}

l 6．5 36 5 32

2 7。0

3 7．5 48 15 40

袭¨【《3’娄骧缝纂囊缝漳癸授装

hbIe4．8l，《3．)嘲tlnd螗毫瓣蜘l；嘴l嘴啦齄

试验萼 A B c o l，孓PD产蠢

毋l 对蠲轴) 接转耋《嚣》 温瘦{℃)《gm》

l l l l l 13．，8

2 l 2 2 2 17。々5

3 l 3 3 3 13．3I

《 2 l 2 3 18f45

S 2 2 3 l 17奄l

6 2 3 l 2 24．38

7 3 j ， 2 10．∞

# 3 2 l 3 {4．17

聱 3 3 2 l 12，ll

Xt 44．85 42．27 52，32 42．90 ￡14氇辨

磁 59．8S 48．93 48．30 52．17

数 3毫3# 4瞄§ 4夔辩 45．鲇

h l毒，95 14．O净 17。瘁4 14．30

k2 19．9S 16．3I 16．10 17 39

酶 1210 }6搬 13+4， 15．，l

R 7．84 2 5l 3 99 3．09

注：K{为对瘟于各因素水平的宾验结幕总和；黼势对应于参嚣素水串的实验结果总和的平均数：R为

辩一列串举离拳早饭差．

4．3讨论

4．3．1关于发酵潦葬萋对l，3-PD产鬃的彩确

l，3-PD廷戳曾瀚为底街发酵生产的产物，秘髓为止还没有发现可以铡粥其它肖枫物

旗为单一底物产生l，3-PD的自然菌(Abbad-Andalouss．s et al，1996：平剑锋等，200ld)。甘油作

为微生貔生产l，3．PD的瞧一碳源和供能物质，是微生物生长、产物l，3．PD及粼产锪己醇、
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乙酸、乳酸等的反应物．其初始浓度的大小对菌体生长及l，3．PD的产量有很大影响。实

验表明，过高的初始甘油浓度对菌株生长、1，3IPD甘油的转化率及1，3．PD生产强度均有

一定程度的抑制作用。这主要是由于甘油代谢途径中共有三个关键酶：甘油脱水酶、甘

油脱氢酶和1，3．丙二醇氧化还原酶，过量的初始甘油浓度会对三种酶的活性产生不利影

响。菌株生长既是生成能量A11P也是生成还原当量NADH2的过程，所以甘油浓度过高导

致的菌浓降低，也不利于消耗NADH2过程的l，3．PD的生成。所以认为甘油作为反应物，

低浓度时是激活荆，高浓度时是抑制剂。当初始甘油浓度达到6％时，刚好达到底物微过

置状态，此时菌体浓度最大；当初始甘油浓度达到996时，底物抑制作用明显．菌体生长

十分缓慢，致使l，3-PD转化率受到影响。但有报道(张健等，2002；程可可，2004)，葡萄

糖单独作为底物发酵时不能生成1，3-PD，而采用克氏肺炎杆菌以葡萄糖为辅助底物甘油

发酵生产1，3一PD时，以葡萄糖和甘油为混合底物，并在发酵过程中流加葡萄糖与甘油混

合液，不仅可以得到较高的菌体浓度及1，3．PD产量，而且可以降低以甘油为单一底物时

的生产成本。本论文由于客观原因没有对其它碳源进行可行性研究。

除了碳源之外，通过实验可知培养熬中氮源的含量对发酵也有较大影响。i耐磷酸盐

慰l，3零D豹影响则不太显著。实验表明黪母囊器为骞壤氮深。戆够鸯微生兹壤葬提供

大量的B族维生索、氨然酸、嗓呤及生物素等鬻养物质，是l，3一PD发酵所必需的营养

缝分；簿母謇懿存在霹键经蘩体生长代瀣；嚣囡在于酵母誊含膏蔼钵生长掰登籍翡VB{2

蒋生长阑子，甘油可以在以vBl2为辅酶的甘油脱水酶作用下生成3-羟基丙醛，褥被l，3-

丙二醇氧纯还原酶还原艇成l，3，PD；不加酵母膏，培养蒸中又蠢其它生长因子著乏源，菌

体几乎不生长；有文献报道，蠢接添加VBl2可以缓解出于酵母鹰缺乏蕊带来的对发酵

的影响(HimmtEH etaI，1999)。而作为茏机氮源主要来源的，NH4+既为荫体生长提供氮

源，又§§激活臌内多秘瓣。磋突表弱(L濂E c c，19秘：王剑锋，∞ole)，N磁+对嚣浊转纯

过程中三种关键酶(甘油脱水酶、甘油脱氢酶及l，3．丙二醇氧化酶)有激活作用，NH4+

浓度逐濒提高，对鲴麓瓣内酶静激涯佟羯增强，霞璃}蘩乙酸途绞转移，有弱l，3-PD鹣

含成。

另外，培养罄孛金瓣离子瞧会在代谢隶平上影响甘浦代谢途径上豹各种酶瀚活往。

本实验视步考察了Fe2+、ca2+对发酵过稷的影响。Fe2+魁甘油转化过程巾氧化途径上铁

强白氧化还原酶的激活阑予，足篷的Fc”使得电子在铁氧化还原馐白酶代谢时被大量消

糕，产擞了较多麴H2，褥减少了NAD魄的形成，最终降低了l，3。PD载产爨。健弱睫王：e
2+
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述是l，3零转氧毙黢鳖酶弱激活困毋，扶实验孛霹||；l番窭Fe 2+豹缺泛瞧季零制了l，3．p猃豹形

成。本实验条件下，Fe2+最遁的浓度为0．05‰。ca2+是甘油转化过程中氧化途径上二羟

蒸丙酮激鬻蠡每激灞嚣予，逶耋的蹭麓ea2+浓度有剿予菌体代漆更多的A伸帮NADH2，扶

丽增加l，3．PD的产量。

豫N阮+之外，培养基中其它～价阳离予髂存巍也会在代谢水平上影响甘油代谢途径

中的一些瓣的活性。本实验在用予调节pH的碱的选择过程中，对lr、N8+对发酵鲍影嚷

进行了考察。Na+是胞内燕键酶——甘油脱氢酶的抑制困_予，K+怒甘油脱水酶的促进因

予(隐E c c，19秘{王盘《锋，2∞le》。在发黪过程孛，疆慕N8+浓度瓣壤燕怼辩静静裁终爰

增加，l，3-PD的声出逐渐减少。修志龙(2001)经实验证明。在实际发酵过程中M”、

10、潞三静离子往往共存，它稍瓣酶煞佟震氇魏藏惫箨稍帮激滔静综合缮聚。穰底兹
避曩的条件下，尚浓度钠离子对甘油生物歧化过稷会产生不利影响，因此在培养纂中含

裔是重铵酌情况下，选择氨氧纯镩调控pH更好些。

4．3。2关子发酵培养方式瓣113．PD产量的影晌

两一种菌种采取不弼的培养方戏褥劐效果蒂同。分{}诧发酵最终浓度鞍商。而连续发

簿在生产强度主较商优势。在同样条件下，分抵发簿每摩尔曹漓得到O．55m．65mol忍，

3-PD，其生产强度为l-2．59甩-h，最终浓度达到50-60函／L。而涟续发酵可以撮高生产强度

劐5《幽·K1，但发簿液巾产物浓度却不及批式发黪的一举。傻褥～提鲍是，Me娃躞l等

(1997)曼∈用擞p聊舯lo”触进褥甘油遴续发酵勰产l，3巾D的磷究。镳聚发现当褥释搴谯

l蝴矗5％孵，最终l，3．PD会爨为3s．2～辱8。s岱也。囱予在势懿发酵串离浓菠曹漓辩产物{，

3．PD吴蠢强烈弱榔巷《俸怒。必了减少骞浓癀营渣兹撵裁佟耀，{}辩分砉毙臻养是檄磐鹣瞽

漓减秘撩供方式。zeng等<1997)酌骈究发现，置删￡辩槐硼抽采用该形式培养发酵擞产

l，3。p登对，暂涵桶禽量兔240．78订mmo乩，转纯率璃霹迭lO溉，l’3．pD静产蘸为

156429mmol／L。当甘油起始浓度为5％，可以获得最大产率。一般在12．16h后再补加甘

油209，L，随着稀释度的增加，酶的活性也隧之提蕊，歇露转化速率没存改变。以上结

果说明：盥朋P雎删D一如采用补料分批发酵的方式会取得较好的效果。

本磷究皆采耀匏是攥澄辖培器露苓是撄痣培养，这是毒手黑茨氧糕发酵培养过程孛

产生大量气体，如累用撼廉培养，其孛大蘩气体嚣纛法释敖瑟产生绞大援力，在震荡串

容荔发生爆炸，掰黻采鬻静斑培养。僵楚静止珞莽过程中容翁出现菌体生长不均从而影

懿l，3辛D产爨静润懿，毽既筏翻下一步馥该考虑选择补料分羲乏发簿法束避行放大试黢生
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产l，3零D，激麓获褥受离鑫每曹演转键率帮产率。

4．4小结

本章以诱燮菌株脚珂P讲046为发酵菌种，jc寸克氏肺炎杆菌甘油发酵转化l，3撑D的发
释壤葵蒸及发爨象l孛逡孬褪步绫纯。经攀藩素实验，旗定了培养基孛碳深、氮滚对蓥秘

的发酵楫重要影响，然精，利用正交实验确定了最佳发酵培养慕的配方：甘油609，L、

簿母蠢2。Og疋、N氇e|2。Og兄、酶珏P&1．39忍、K}{2pO霜．59兄、＆滚l撤L、微耋元素lmL。

培养条件优化的结果表明。pH、接种盛对发酵起着显著的影响，通过b(34)正交实验确

定了l，3巾D发酵条释：最适接种垂、p鞲、温度、发酵辩间分剐为5％、7_o、37℃、42h；

在最适发酵培养基条件和最适发酵条件下，菌株置p露e肼046发酵产生l，3．PD量为

24．389，L。

S3



结论
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l本论文主要结论

1．克氏肺炎杆菌是兼性厌氧菌，细胞革兰氏染色为阴性，为较短粗的杆菌；具有较高

的甘油耐受力，较高的转化率和l，3-PD生产能力；并且其生化特性与大肠杆菌非常

相近。通过对克氏肺炎杆菌种子培养条件的研究表明，菌种在32℃，好氧培养18h

的条件下，可以获得活性较高、浓度较大的菌体量。

2． 以克氏肺炎杆菌为出发菌株，经过紫外线(uV)诱变、硫酸二乙酯(DES)诱变得

到两株高产正突变株五朋棚038，墨”t耵∞J，比出发菌株分别提高了ll 996和124％。

3．在两次浓缩和影印技术的基础上，采用紫外线(UV)和氯化锂(LiCl)复合诱变

的方法得到高产突变株置朋蹦4∞6。其l，3-PD产量由出发菌株的4．79／L提高到

16．19／L，提高了3．43倍，且相对简化了筛选流程。经过传代实验，表明其是稳定

的突变株。

4．酵母膏是1，3-PD发酵所必需的营养组分，添加适量的酵母膏将有利于l，3．PD的产

生。

5． 高浓度甘油对J印^PⅡ彳D筘的生长具有较大的抑制作用，当甘油浓度为9％时抑制作

用较明显。

6．K+是甘油脱水酶的促进因子，因此在培养基中含有足量铵的情况下，选择氢氧化钾

调控pH更有利于发酵产物的生成。 n

7．温度、pH对发酵有着重要的影响。在其它条件相同的情况下，当温度为37℃时最

终1，3-PD浓度最高：克氏肺炎杆菌在中性偏酸的条件下生长较好。

8．通过对菌株却甩PH40筘培养基优化，确定最佳发酵培养基(L。1)是：甘油609／L、酵
母膏2．Og，L、NH4Cl 2．O∥L、K2HP041．39／L、KH2P040．59几、Fe液lmL、微量元素

lmL。在最适发酵培养基条件和最适发酵条件下，菌株丘即￡n4046发酵产生1，3．PD

量为24．389／L。

2本论文的创新点

关于发酵产物l，3一PD的分析测定，国内主要采用气相色谱分析法，极少数采用高效

液相色谱分析方法；本文改进了高效液相色谱条件，采用w缸ers高效液相色谱分析

系统对发酵结果进行分析，而此色谱条件之前无相关报道。
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3下一疹工作设葱

1．进一步完善优异菌株的快速、高效筛选技术路线。

2．进行菌株的瀚浓度底物—甘油抗性筛选实验。

3。进纾羹油批式滚热发酵瓣硪突，以艇挺裹产物懿浓嶷。

4．研究甘油发酵1，3．PD的动力学，为其工业放大提供理论上的指导。

5．迸髫耩低发辩终麓戮产魏宝藏及发簿产秘下游势赛熬疆究。

6．进行高产突变株构建基因工程菌的构建工作的研究，为利用廉价碳源生产l，3．PD

开辟新途径。



参考文献

参考文献

薮天辩。1998．微生戆培养蒸静制造霹瘟鲻。熬索：串灏农鼗出敝社，2_337．

迟乃墨，张庆势，点强，攀浇撼，李爱民，昝瑛，宝《长菠。∞03。c瑚船舯￡麟踟裹岁l，3·蒋二簿蓉

攮爨璇鬻及发醣琏葬萋豹礤究≤1)．食箍与发酵工监，29《6)：l铷{2。

迟乃撮，经大明，张庆芳，袁玉莲，鹰乾，划长江。2003．c籼￡船秽妇lⅫ糍产l，3一荫：醇藏掾发酵
条l牛的研究(1玲．食晶与发酵王业，2联7)I 14一16+

陈宏文，正蔚，方柏山，胡宗定．2004．克霭伯杆菌生产l，3·冈=醇关键辩发酵祭传研究．藏校化

学工攫学报，18(5)：62l妣7．

程可可，凌宏惑，张丽莉，孙燕，刘德华．2004。葡萄糖作辅助碳源对胁拈括池朋#ⅫM＆埘发酵
甘油生声1，3．衙：醇的影确。过褪置程学撒，4(6)：5鑫1．566．

布文，要蒋，葛新，张琰，甘一如．2002．肺袋克雷伯氏荫培养工芑的研究，19(1)：6*11．

郝袜。2∞1．食晶微生耱学餐验技术。中翟农鼗鑫敝衽，49-52．

黄象安．2000．新爨聚繇N叩纤维的应用南麓糯．钟缀工泣，(6)：65．67．

金平，张建剐，佟爨友，吏|j楗疰，20辩．营油笈簿裁墩l，3．嚣=簿菌株筛选．耩缁每专瓣纯学品，

12(1《)：13，15．

10。嫠兴燕。1999。l，3．瓣二醇的食或+上海佬工盎35-39．

1l。糕稚兰，莛秀繁．2蝴。瑗找镞生镌≮实验技术，l￡寨；释学越敝衽。
12．划海翠，王剑峰，张代佳，修虑龙．200l。用觉嚣偿氏盖批式流加发酵淡生产l，3．瓣二酵．食鼹号

发酵工业，27(7)：纠。 ：

13．划银乾，段启伟．2002．1'3*丙二醇的制备方法，合成纤维工业，25(2)：4245。

14．罗抚英，徐冉舟，鹰人成．2鼬2．糯型聚酝明耳纾缭的染色。鼹外丝绸，(5)：23．蕊+

15．翳瑞芳．2003．工业微生物．北京：人民卫生出版社．

16．苓沛繇，蔡谨。2∞O。工娩徽生物．就康：仡喾工业积版杜．

17．鬣国华。2000．祝T的工娅歼发与1，3一丙二醇的台成．合成纤维．1：业，23(4)：31．34．

氇都敬伟，剿长江．2081．1，3一丙二肄笈酵生产静研究进麓．沈嗣农漩大学学报，32(1)，57．60．

19．都敬体，期汝江，迟乃蠢等，2002，{，3．丙二醉发酵条鹳：的藏交设计实验。襄樊学院学报，23(5)：

45-49+

∞。涟巧琴，凝捡鞘，2∞3．～￡：建微生锈育种(第二二舨)．jt索：科学出舨桃．

2l。萧兵，铀俊维。19黔浓业多蹦索试验设计与缝嚣凳耩。疑沙：潮赘科学技术出舨托，102．12。．

22．徐嚣仨。1995。蠖甥诱变窍转学。lE寨：孛溪农遭出簸社．

23。王熙庭，陈曼华．2000．1，3-谢二酵生产方法及埘途．煤化L<4)：39．42

24。墨剑锋，惨恚龙等。200l&竞誊伯氏莲微氧发辩生产l，3，丙二二醇瓣研巍+凝代德”L 2{(5)：28．3l。

25．正剑锋，修志龙，瓤圣第+200lb．甘油转化生产l，3．田二醇发酵液中付油禽颦的{}!|l定。l：业微生

物，3l嵇)：33．35．

扎复

文

永

置

抗置瓢殳



沈阳农业大学硕士学位论文

26．王爨镶，妻《海军，掺恚楚等．2。olc‘|，3．嚣二簿闻敲发簿培莠蒸豹挽纯．食晶与笈游王整，27《s)：

5培．

27。王剑锤，刘海攀，修志姹，范圣第．2∞{d．生携转纯生产l，3．羲：游戆臻炎进展+诧学逶掇，

(10)：62l-626．

28。王剑镣，孪慧．2002．1，3．丙二酵熬工业波用积生产．纯工科技市场，(2)：l冬14．

29．吴斌，何冰芳，孙志浩，欧箝平凯．2004．丁酸梭杆菌发酵甘油制备l，3一丙二醇豹研究．z业微生

物，34(1)．2l-25+

30．修惠笼．1999，l，3．蔼二薛徽生物法生产和市场分祈．现代纯工，19(3)：33—35

31．修志拢．2000．微生物发酵法生产l，3．雨二醇的研究进展．微生物学遇报，27(4)：300．302，

32．修志就。2∞1．尊漓连续生秘竣纯过程蜷葵萋和p辑调控策昭研究+高校纯擎工程学撤，15(4)：

397402．

33。禽丈缓，李拳豫．19s5。獾生兹学(第二淹斡．蘸索：器}学密黢拄．

34+张从窖．2000．新型P1T聚酯工撤现状及进展．精细石油化工，(5)：49-52．

35。张赛发+2∞3．簧逯遗转学实验撂嚣。憩裘：涛华大学出舨享圭，

36．张健，赵红英，刘宏娟，向波涛，刘德华．2002．以葡萄糖为辅助底物发酵生产l，3-丙=酵的研究．

现代他工，22<6)：3205。

37．赵斌。何绍江．2002．微童物学实验．北京：科学出版社．

38+赵红荚，穗可可，向波涛+刘德华。2002a。微生物发酵法生产l，3。鼹=酵。幸骞细与专用佬学燕，

i3：2i．23．

39．赵红茭，张健，刘宏娟，向波涛，刘德华．2002b‘1．3*丙二酵发酵过程中底物抑制及其对照的研究．

嚣健纯工，22(7)：34-38．

40．朱丙田，刘德华，任海盖．1，3-雨二醇发酵条件的探索．化工冶金，2000，2l(8)：420珥22．

毒1．A毪b掰-A蛹al洲ss’S，醚龃gi靠酶转娃H e，Am{黯j默a|．1粥5．1solation and ch矗rac拇}i豁cion of

clo晰idium bu州cum DSM 543 l mutants wim increased resistance to 1，3-propanediol and altered

举矗黼ti秘of端避s。Ap砖EnVi∞矗Mie∞b{砖6l：毒毒134117。
42．Abbad以．ndaloussi S，Amine J，Gerard P et a1．1996．Propenies ofallyI aicohoI mutants of Clostridium

b啦坦eumg∞w娃ongly∞fol。A跆1．Envi∞nMlc∞b{ol，62(9)：3碡990501．
43．Abbad-Andaloussi S，D0rr C，RavaI G et a1．1996．Carbon and electron们ow in d嬲驴f疥“州6l，m—n柳2

罂Dwn in ehemostat cul诎糟on glycerol and黼垂uc。se．Mlcrobiol键冀142：l l 49一l ls8．

44．Abbad-Andalouss{s，Guedon E，s piesser E。Petitdemange H．1996，G1ycerol Dehydratase Activity：the

limiting step for l，3-propar站diol prochJct；on by Cl端tF耐ium b址ty娃c咐n DsM s43 1．乙e娃，Ap群，

M{crobiol，22：3{i-3i4．

4S-Abbad-AndaIoussI S，Amine J，Gerard R 1998．E腕ct of glucose on gIyce吣l metabollsm by

d醐删蕊拍锋6哟船鞠拜DsM 5431．j。AppilMierobi。l，84：5i5+522．

46·A．p-Zeng．1996．Pathway and Kinet'c anaIysis of 1，3一propaned{ol productfon f如m gI”erol

{确洲蕊鞠酚e汝挣磁蝴蚤妙耙嬲。8iop黼ess琶ngille硝靠蛋14：{69-{75

S7



参考文献

47．8醯l臻to瓦Ag粕e s，s㈣ille P畦采。l姆7．A精赫ie p确w彰s of瘿yc∽l纛i鸽lm{螨鼹努

E眦rob删er aggIome啪s cNcM 12lO：洲t娟on柏mgulations-Microbjol'143：2423埘32．
4嚣。B}睫l}1．199l+Gly㈣l f。糯en趣t姚to l’3巾鳓p鞠edlol姆elo辩ld{潲b轴每孽；c嗽。M黯鳓撼me攥薛

prodlIct inhibition by use ofa pH-叫xos诅t．Appl．M．crobi01．Bi㈣hn01．，35：70l-705-
49。Bi曲l H，Marten s，Hippe}l et a1．1992．Glycerol conVe搀ion t。l，3一剐盎掰畦iol妙n螂ly ls越盎le哇

Clos矾dja．Appl．Microbioi，Biocechn01．。36：S92-597．

50．BiebI H，Men跫l K。ZengA P et alf 1999。Mi。robIal即)d∽tion of l，3一pr}Dp蝴ed{oI。Appl。M．cmbi01．

8iotecIlnoI．．52：289五97．

Sl。Biebl}l。2001．Fe“nent硝an of glyc甜ol by Clos舒idlu撼pasteuri粕um·鼬肫h and continuo璐eul她孳

snJd{es．J．1ndu Mic∞btol-B№chn01．，27：18也6．

52．C啪eronDC，Altar站NE，Hofrm艚ML，et al。1998．娥tabolicengi淝edngofpro删iol鲻hways．
Bj饿echn01．，Pro辫ss．14：116·125．

53，colin t Bories A，L“i凹e C et al，2001．E髋cts ofac龇andb嘲f如during到yc∽l挹拍enl越lon
by Clo幽idlum b蛳，^aum．Cu∽nt Mic『obioi，43：23B-243．

54。CoIin T'Bofies A，Moulin G 2000．1nhibition of Clo姗idium btllyricum by l，3一propa∞diol躺d diol

du五ng glyceroi您nnen魄tion．Appi．M{cfobioi．Biotech艄1．，54：20l·205．

55．D姐ieI鞑Thomas A，Got忸chalk Q 1998．Bichemisny of coen掣me B12-denpendent glycerol and d．ol

d由d穗熵e暑蛐d o毽懿i臻虹on ofthe en∞ding辨n∞．FEMs Mic炯i01．鼢Ⅵ22：553巧66．

56．D∞kwer W D，1995．MIcmbiaI conve糟ion of glycerol to l，3-pfop巍mdiol_FEMS M沁rob．oL

Revi书碱{6：143。i49，。

57．Di剁Orrds，M8ria，Dunn《oIem锄et a1．Method for廿Ie recombin舯t pfoduction of l，3-propan酣i01．

US&136。5稻．

58．Fo硌bel鐾C W．1987．Produ雌ion of 1，3．pmparIedi01爵om glycerolby Clostridium acetobutyIkum蛐d

o氇ef e{os城di豫l spcci舔+Ap群。E科i∞n．Micmbiol，53(霹)‘稿9·643。

59．Gnn嚣I B，YonseI S，Deckwer W-D．1991．FeHllentative production of I，3-propanediol舶m gIyceroI

坶clo啦l赫腿b蝣疽e啪强圭。鑫sc曩le of2靠+Ap辩．M；c∞玉i夺1．尊{o耙巍峨，36：2s9094．
60．H越siba M，MarczaIc R．2001．Separalion and chanacterization of the 1，3-propanedlol and glycerol

de晦d瓣gen鑫se绷lV鞭。s晒m瓯媾蜊妇l 6磷魄黜E5 wild移pe拍d mu酬雕汹um硝of
AppIied MicrobiOIog斗90：1006-1014．

6l。珏i氆难l嚣珏，80蛀es A，8afbl豫to El孽99。N珏氆e撒嘲ul糙me难s瓤f G{veef。l∞拜v棼鹣ion拇

‘

1，3-propanediol byClostridium bu哆ncum．Bioresource TcchnoIogy，67：123w128．

敛+ }毛嘲爨}|， Go鞲C，S， 强。 觚 2002。 P∞赫妇g艚l，3一即跚酣{。l 酚 勰赫耙如

朋e蜊∽妇【J】．Applied Biochemical BjotechnoIo科98“100：687_698．



沈阳农业太学硕士学位论文

艿3。L颡裁c C，醚矬ga瓣n汰转．1蚋．1糙粒畦V基艇。珏靠g玲ce|嘲＆hyd∞砻e髓se蠹罄m A#r曲筑键r辩fogen鹊

bymo∞valentcations．J．Biologi删chemis扭y'235(6)：1820·1823．

64，Mal∞#l}{。黼粒蛹【袋。2e∞。p螨＆弱on a艇曲∞勰癌蹦{on of妇l，3罄op&n嬲．。l穗姆翻39e髓se

鲇矗vmes ofClostridium buIyricum E5．En搿me Microb．Technol，27：399郴5．

稻。M越矬。畦}壬，M粕℃z敏R，2∞l。Se泌罐；o鑫8喇eh矗掸lc据蠢z翻on of蠛e l，3巾猃p艄聪{ol撼纛彗弦efol

dehydrogen舔e activities f}om clo$仃idium butyricum E5 wiId type and mut醐t D．J，Appl．MicrobioI，

90：l∞6一lOl4。

66．Me愀I K，zeng A P’Biebl H，Deckwer w D，1996．Kinctic’dynarnic挪d p砌、vay studies ofglyceroI

me协boHsm by Kl曲csi尊118 p∞umoniae in∞娟nuous culture 1．the曲enome舱a耐charac姒l稻蛀∞硝

oscin敏．on矗nd hysterel獬i s'Biot嘣IlIl01．Bio∞g，52：S49-560．

酊．Men黔l K，zeng A P'Deckwer W D．1997．Hi曲conc蜘tralion and productiV晦of l，3-ppop拍ediol

翻m砌t虹nuo髂fe吼en诅tm of glyc啪l酊磁抽船抛胛g槲。拧娩．En碍me Mie汹ial．Biotecb玎01．，

28：82培6．

69．Men瓣l K，Z雠噻A建et鑫l。l拿98，Ki掰nc，努滟mic，露越群I铂w鑫y s撕d{es of舀yce∞l metab。lism by

胁撕拓肋删#”所册妇口in卸蝴『obic continuous cuKure：IV． En巧mes and flu)【es of pyruvate

m武幽ollsm．转i艇eeh01．B汝n舀娥5)：6{7巧26。

锣．Papanikolaou s，Ruiz-Sanchez P’Pariset B et a1．2000．High production of l，3-pmpanediol fmm

ind珏啦^al舀yeefol畸囊newly i辩l涮C嬷舻避潮妇妒缸蝴，77：19l-208。
70．Petndemange E，Mang{not-Durr c，Abbad-Andalou8si s et al_199s．Ferrnemation of raw gIyceTol协

l，3-p∞panediol fby∽w s拄al璐ofd甜挣趟擗嚣6“矽缸删，J。l聪u+Micmb{ol，15：碡98—50l。

71．R且yn鲫d C，Sarcabal P，Meynial—Salles et a1．2003．MoIecuIar ch椭c把rization of l，3-prop如edi01

(1，3巾D)operonofclo姗idiumbutyrIcum．ProcNatlA蛆dSclUSA，lOO(9)：50lo一5015

72．Reim8nn A，Biebl Hl 1996．Production of l，3·pro蝴edt01 by‰捌#堋6“妒玲溯DsM 5431 and

product toIerant mutants in fedb&tch culture：F∞ding s觚egy for glycerol and ammonium．Biolechn01．

L聪．．18：S27*832．

73．Reimann A，Biebl H，Deckwer W D．1998a．Innuence of；ron，phosphate and methyI V；oiogen on

g|yc啪l受黼霉n镪￡沁g洳娥爵蝴§“杪耙删．A剐．Mie曲随Bio懈hnol，45：47—5e．
74．Reimann A，Biobl H，DeckWer W D，l 998b．Production of l，3叩ropanediol by懒州出z"柚缈缸蝴

魏∞n￡l嚣u。璐e醢l趣fe wl氇ce鞋辩cycling。Appl，Mie∞班01．8i。{e馥nol，49：359-363．

75．Reimalln A，Abbad·AndaIoussi S，Biebl H et a1．1998c．1，3一propanediol fbrm ation wjth produc卜toIerant

mutan姆of Clo髓rld}u|n butyrlcum DSM 5鹳l ln∞瞅泌∞驻s c聃疆疆咒：p∞du蔽ivi强ea如。珏矗nd￡lect辩n

now-J．Appi．MicrobioI，84：1125—1130．

76．Ruch F E，L{n E C C．1975．1耐ep黼de呲co黼￡{tutive e冲陀sst{0捷oflhe辩羚blc and嚣naeFoble pathw鑫ys

ofgIycerol catab01．sm in胁撕据，如口哪n强J．Bacte—ol，124：348—352．
77．sainl竹Amans S，Perlot R Goma G et“1994．Producti傩of l，3*propanedlol by C狲护湖“m 6群妒缸燃



参考文献

VIP 3266{n simpIy contrOlled fed-batch system．BiOtochnOl Len．，16：832·836．

78．Saim．Am锄s S，Girbal L，Andfadc J et aI．2001．R％ula：cion of carbon髓d now in Cl曲idi岫

butyrk啪VIP 3266 grown on glu∞s吣Iycerol mixtu他s．J，BacteI{ol，183：1748-1754．

79．S010mon B o，Zeng A E Biebl H，et ai．1994．E矗托ts of subsn_ate limi协tion on produc协di蚶．bution

and H2／c02鞠畦o in Klebs-elIa p鹏uoni粒during艄神∞bic fe咖en协non of舀ycemI．J．Appl

Microbi01．BiOtechn01．42：222-226．

80．T0raya t 2000．Radhl catclysis Of B12 cIlzymes：s仃uctu|e，mech锄ism，inactiVation and陀∽t～鲥0n

ofdioI帅d glycerol dehydrataSes．CeIl Mole Life Sci．，5“1)：106一127．

81．zcng A P．Biebl H，schlieker et al_1993．Pathway 蚴alysb of gIy∞roI feHnenta：cion by础撕招妇

p，le螂q彻缸亭：RIIgul砒ion of∞ducing equivalem balance扯ld pm山lct fo皿ation．En珂me Micmb．

T托hnOl。15：770·779． 女

82．zeng A P，Ross A，Biebl H et aI．1994．MuItiPle p刚uct州bitIon拍d gm砌mo⋯ng ofcIo蛐diurn

butyficum a11d胁船fe如朋P啪册缸8 in glycerol fe哪emation．Biotechn01．Bioeng．，44：902—911．

83．Zeng A P．1996．Pa廿1way and kinctIc锄alysis of l，3-prop锄ediol productjon fmm gIyceroI fernlen眦ion

by c蛔护触扯晰6l‘妒它硼．Bi叩roce鹞Engi∞ering，14：169-175．



沈阳农业大学硕士学位论文

附录

1．磷酸缓冲溶液(L|1)

A液：NaH2P04·2H20 31．2lg／L

转液：Na2壬{P￡}4·2}bo 71．649兄

将两种溶液以97．5：152．5(v，v)的比例混合

2。2燃S滚滚瓣割 取D嚣S骧渡O。4撼己予灭藏试管孛，杰l入纛零己簿O。2氆。3趣L毒孥篡
溶解，再加入pH7．O的预还原磷酸缓冲液19．3mL~19．4mL，黼成2％(v／v)的DEs溶

液，予低温下保存。

3．2％浚百里酚兰溶液黼制载O．19漠百里酚兰加入1．6mLO．1mol酬aoH，最厢定容黛
50mL。

4+彗酒转纯率鹣计算公式：

甘油转化率(％)=1，3．丙二醇的物质的量，消耗的甘油物质的鬣+100

5。|，3．嚣二醇标准馥线瓣铡箨

用l-1000“1量程的微量移液枪分别取不同体积的色谱纯l，3．PD溶液，配制质量浓

痍隽O．勰、0．辎、O．6篙、O．骟、1．镰静l，3，PD标准溶滚，并驳l，3．PD质豢浓度∞为横坐

标．峰颓积为纵坐标，缭制l，3*PD标准曲线，计算出质量浓度和峰面积的关系式。

8．00E十06

7．008+06

6．00E+06

嚣5．00E+06
照4．∞E+06

警3。OE十06

2．00E小06

1．∞g+06

000E+00

U O．2 Q．4 06 O 8 l

藤堆再分数％

国外1 l，3一PD标准曲线图

F瑰u撑A—l s|叠n如糠￡qwe of l囊PB

6．乙醇标准曲线的制作

鬟l—l000}ll量程的微量移滚检分期彀虿固体鬏鲶鬯灌缝乙浆溶滚，辍割震爨浓疫为

O．2％、O．4％、0．6％、O．8％、1．0％的乙醇标准溶液，并以乙醇质量浓度(％)为横坐标，峰面积

淹缀坐豁，绘裁乙醇稼跬菇线，诗算盘矮量浓发程蜂嚣积静关系式。
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沈阳农业大学硕士学位论义

致谢

本史是在导师刘长江教授精心指导下完成的．春风化雨、润物无声，三年来，导师

霉鲑薄戆专业知识，严谨妁治擎态度，霉骞簸拳靖螃工终赣耱，严节律己宽于谤人酶炙家蔑

范，深深地印刻在我的脑海里，并将成为我今麝工作和学习的榜样与动力．几弗来，从

导溪鄂燕获薅的不援仅是专监知识，遗有对人生、对工镩、靖生活的深恶和领谤．在诧，

谨向我的导师表示深深的谢意!

在诧，还要表心的惑逡沈鞠农业走学分新潦《试孛心躅艳瞬教授三牟皋在我酌学习生

活过程中给予的关心、支持和帮助!

凌辩衷心的感谢浇阳农盈走擘食品擎院酌轰宪军教授、李淑霞书记、程盖采教授、

磷喜庆副教授、纪淑娟教授、张舂红副教授、芙朝霞副教授、魏宝东副教授、郑艳、刘

玲等领导和老师在工诈和学习上给予的强力支持和无私的帮助．同时惑谢王淑琴老师在

实验过禚中给予她大力协助．

衷心感谢与我朝夕相处的同门兄弟姐妹，攀长彪博士、赵秀红博士、查恩辉、孙凌、

高蓉海，王谤杰、孟凳灾及姜玲玲、谬矮、裁默等学友给我妁荚爱，壬电们蟪热，心帮璎捷

我深刻地体验到同学之间那种羌问的友谊，并非常珍惜—起走道的日予。

耪列悫漆我璐父母童年寒驰炙耪与疆簿，美心和爱护，互怒他豫在裁求擎道路上酌

莫大支持和鼓励，伴我定过风风雨雨，使我顺利地完成学业，渡过这段难忘的求学生涯。

在此，再次向热心爻待、帮助过我的老师、亲人、鞠学、朋友表示最衷心的感谢和

最诚挚的谢意!因为你们，才戍就了现农了酶我．

管艺飞

2∞6年6曩



攻读学位期闻发表的学术论文目荣

攻读学位期阕发表簸学术论文爨蒙

l，克臀伯氏轷谖产l，3一两二醇墙葬条释磺究．繁一作黉．200s．辑州犬学学报《自然科

学版)，8(5)：14一16．

2．1，3·薅二醇载纯透露酶蒸因嵬蹙及寒捌分援+第二锋鬻。勰o|5。安激岌娩科学。≤悉蒙瘸，

特发袭)

3．譬演麓零酶麓鞭竟豢及搿捌分褥．第：俸者。食品萃幸学(邑泵蹋，特发表)
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