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摘要: � 研究一种新型的生物微胶囊体系 � � � N aCS/ PDM D AA C,包埋肺炎克雷伯氏菌( K . pneumoniae ZJU

5205)产 1, 3�丙二醇.比较不同初始菌体包埋量、胶囊/发酵液体积、发酵液 pH 值、初始甘油质量浓度等对微

囊化细胞发酵结果的影响.结果表明, 将细胞种子液稀释 5 倍后包埋,当胶囊与发酵液的体积比为 1 2、初始

pH 值为 7、初始甘油质量浓度为 60 g ! L - 1时, 得到较好的发酵结果.考察肺炎克雷伯氏菌在囊内的生长曲

线,以及底物和产物质量浓度随发酵时间的变化 ,发现由于胶囊引起的扩散限制, 可以持续维持囊内较低的底

物质量浓度,从而部分克服高质量浓度底物对菌体生长和生成产物的抑制.
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生物微胶囊是一种简单、快速、无损化的细胞固定方式,常应用于人工器官和细胞工程等研究领域.

近几年,利用微生物法生产 1, 3�丙二醇( 1, 3�PD)已成为国内外研究的热点
[ 1]

. 目前, 更多的研究报道是

关于批式/半批式发酵[ 2]、连续发酵[ 3] 、微氧发酵 [ 4]、共底物发酵 [ 5]、两步发酵等,而有关固定化细胞发酵

的报道却相对较少. 由于 NaCS/ PDM DAAC( Sodium Cellulose Sulfate/ Poly[ Im ethyl( Dial lyl) Am moni�
um Chlo ride]微胶囊在生物固定化领域具有生物相容性良好、机械强度高、膜性能稳定等突出优点,并

已成功应用于乳酸菌、酿酒酵母、P450酶产生菌等的包埋
[ 6�7]

. 利用微胶囊包埋具有降低肺炎克雷伯氏

菌( K . pneumoniae)机会致病菌的危险性、可有效重复利用菌体、可不予考虑固定化导致的氧气传质限

制问题,以及有利于连续操作和后续分离.本研究用 NaCS/ PDM DAAC 中空微胶囊包埋肺炎克雷伯氏

菌,发酵甘油生产 1, 3�丙二醇.

1 � 材料与方法

1. 1 � 菌种与试剂
肺炎克雷伯氏菌( K lebsiel la p neumoniae ZJU 5205, 浙江大学生物工程研究所) ; 纤维素硫酸钠

( NaCS,浙江大学生物工程研究所,取代度为 0. 36) ;聚二甲基二烯丙基氯化铵( PDM DAAC, 体积分数

为 20%的水溶液,相对分子质量为 200 000~ 350 000,美国 Aldrich公司) ;其余试剂均为市售分析纯.

1. 2 � 培养基组成

( 1) 斜面培养基( g ! L - 1 ) . 5. 0 酵母粉, 10. 0蛋白胨, 10. 0 NaCl, 20. 0 琼脂. ( 2) 种子培养基( g !

L
- 1

) . 20甘油, 3. 4 K2 H PO 4 , 1. 3 KH 2 PO 4 , 2. 0 ( NH 4 ) 2SO 4 , 0. 2 Mg SO4 ! 7H 2O, 2. 0 CaCO 3 , 1. 0 酵母

粉, 0. 005 FeSO 4 ! 7H 2O, 0. 020 CaCl2 ! 2H 2O, 以及 2 mL 微量元素溶液 SL7 . 每升微量元素溶液 SL7

含70 m g ZnCl2 , 100 mg M nCl2 ! 4H 2O, 60 mg H 3BO3 , 200 mg CoCl2 ! 6H2 O, 25 m g N iCl2 ! 6H 2O, 35

mg Na2M oO4 ! 2H 2 O, 20 mg CuCl2 ! 2H 2O, 0. 9 m L H Cl (体积分数为 37%) . ( 3) 发酵培养基( g !
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L- 1 ) . 1. 36 KH 2 PO 4 , 6. 61 ( NH 4 ) 2 SO 4 , 0. 26 M gCl2 ! 6H 2O, 0. 29 CaCl2 ! 2H 2O, 1. 0 酵母粉, 0. 42水

合柠檬酸,以及 5 m L 微量元素溶液. 每升微量元素溶液含 0. 68 g ZnCl2 , 2. 0 g MnCl2 ! 4H 2O, 60 mg

H 3BO 3 , 0. 47 g CoCl2 ! 6H 2O, 5 mg Na2M oO 4 ! 2H 2 O, 0. 17g CuCl2 ! 2H 2O, 5. 4 g FeCl3 ! 6H2 O, 10

mL H Cl (体积分数为 37% ) .培养基中的甘油质量浓度参照各部分实验设计要求.如无特殊说明, 摇瓶

培养的发酵培养基均额外添加 2 g ! L - 1 CaCO 3 以维持中性 pH 值� 以上培养基均用 KOH 溶液调节

pH 值到 7. 0,于 121 ∀ 下灭菌 20 m in 后使用�
1. 3 � 实验方法

1. 3. 1 � 微囊化 K . pneumoniae的制备 � 微囊化 K . pneumoniae的制备过程均在无菌环境下进行.首

先,将 N aCS与去离子水混合配成质量比为 5%的溶液, 而将 PDMDAAC配成质量比为 8%的溶液,充

分搅拌直至完全溶解;再将配好的 NaCS溶液及 PDM DAAC 溶液于 121 ∀ 下灭菌 10 min后冷却至室

温;然后将培养 18 h 的种子菌液与 5%无菌 N aCS溶液按 1 4比例混合均匀,通过注射针头逐滴滴入

8%的无菌 PDM DAAC 溶液中, 室温下温和搅拌; 反应 30 min 后, 用无菌水洗去表面残余的 PDM�
DAAC,即得待培养的包埋 K . pneumoniae微胶囊.制备装置如图 1所示.按该方法制备的微胶囊的平

均直径为 2. 6 m m.制得的胶囊如图 2所示.

图 1� 含菌微胶囊的制备装置示意图 � � � � � � � � � 图 2� NaCS/ P DM DA A C 胶囊照片 � �

F ig. 1� Schematic diagr am of preparat ion � � F ig. 2� P ho tog raphs of � � � � � �

equipment for encapsulated cells � � � � N aCS/ PDM D AA C capsules � � �

1. 3. 2 � 固定化 K . p neumoniae摇瓶发酵 � 在 250 mL 摇瓶中装入 50 m L 发酵培养基,并加入 25 mL

含菌微胶囊(相当于 10%接种量) , 棉塞封口,于 37 ∀ , 160 r ! m in
- 1
的摇床上培养.胶囊量按考察因素

需要确定.如无特殊说明,初始甘油质量浓度为 40 g ! L
- 1

.

1. 3. 3 � 制备条件及培养条件的选择 � 从种子菌液稀释倍数、微胶囊与发酵培养基体积比、初始甘油质

量浓度、发酵过程 pH 值中选择 1个因素进行研究时,其他因素及条件不变.

1. 4 � 分析方法

1. 4. 1 � 菌体质量浓度的测定 � 从发酵液中随机取 50粒微胶囊,吸干表面液体, 放入试管中. 根据菌体

质量浓度标准曲线估算的稀释倍数,加入一定体积的无菌水,完全破碎胶囊,使内容物全部释放到水中,

得到按一定比例稀释后的囊内发酵液, 利用比浊法测得囊内菌体质量浓度.

1. 4. 2 � 甘油质量浓度的测定 � 发酵液在 1. 0 # 10
4

r ! min
- 1
转速下离心 10 min,用移液管准确吸取一

定量的上清液, 使用滴定法测定甘油质量浓度.测定微胶囊内的甘油质量浓度时,首先制得按一定比例

稀释后的囊内发酵液.具体测量方法参见文[ 8] .

1. 4. 3 � 1, 3�PD、乙醇、乙酸质量浓度的测定 [ 9] � 发酵液在 1. 0 # 104 r ! min- 1转速下离心 10 m in, 取上

清液适当稀释, 使用气相色谱法测定 1, 3�PD、乙醇、乙酸的质量浓度. 气相色谱条件: FID检测器, 2 m #

� 3 m m不锈钢填充柱, 填料为 Chromo sorb 101,载气为N 2 ,进样口温度 250 ∀ ,柱温180 ∀ ,检测器温

度 250 ∀ , 进样量 1 �L.

2 � 结果与讨论

2. 1 � 包菌量对摇瓶培养的影响

将培养好的种子液分别稀释 1倍、5倍、10倍和 50倍后, 按胶囊制备方法加入 N aCS 后滴制胶囊,
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图 3� 包菌量对发酵结果的影响

F ig. 3� Effect of cell�loading on

fermentatio n r esults

得到含不同初始包菌量的生物微胶囊. 经 13 h发酵,测定囊内的

菌体质量浓度、发酵液中甘油质量浓度、1, 3�PD 质量浓度并计算

转化率( n) ,如图 3所示(转化率 n以 1, 3�PD和甘油量的比表征,

下同略)� 从图 3中可以看出,当种子液稀释 5倍后实施包埋,可

获得较高的囊内菌体量、1, 3�PD质量浓度和转化率,以及较低的

最终甘油质量浓度. 种子菌液稀释倍数( k)过低, 虽然能够提高囊

内初始菌浓,但会导致囊内营养物质的缺乏及有害产物的积累,

不利于菌体的生长代谢, 造成最终菌体质量浓度、1, 3�PD 质量浓

度及转化率相对较低.这样底物限制成为主要因素� 菌体一直处
于饥饿状态,其生理代谢特性受影响, 甘油质量浓度随之提高�
种子液稀释倍数过高, 则使囊内初始菌浓较低,初始甘油消耗速

率和 1, 3�PD生产速率下降,在 13 h的时间内,固体对甘油的消耗有限,故最终甘油质量浓度也会较高.

综合考虑,选择稀释 5倍作为制备微胶囊时种子菌液的最优稀释倍数, 既能保证一定的初始菌浓,又不

会使菌体消耗底物过快, 引起底物的限制.

2. 2 � 胶囊与发酵液体积比对微囊化 K . p neumoniae摇瓶培养的影响

图 4� 胶囊与发酵液体积比对摇瓶培养的影响

Fig . 4 � Effect o f vo lume ratios betw een

micr ocapsule and medium on

results of shake flask cultur e

胶囊和发酵液的总体积保持为 100 mL,分别根据两者

体积比 1 1, 1 2, 1 4, 1  8, 调节相应的发酵液和胶囊

体积.由于微胶囊内种子菌液均稀释 5倍,囊内的初始菌质

量浓度基本一致,所以发酵结束时, 囊内的菌浓基本相同.

但改变微胶囊与发酵培养基体积比(  )相当于改变了发酵

液的初始平均菌体质量浓度, 造成甘油消耗和 1, 3�PD 生

产的差异.微胶囊与发酵培养基体积比不同时所对应的发

酵结果,如图 4所示.从图 4可以看出, 最终的囊内菌体质

量浓度和转化率变化不大,表明菌体在囊内有相似的生理

代谢特性,改变胶囊与发酵液体积比对细胞的生长影响不

大.胶囊体积与发酵液体积比的改变(更多的是由于囊内底

物质量浓度不同和发酵过程中传质推动力的变化)而引起

最终的 1, 3�PD的质量浓度的不同.从图 4还可知,胶囊与发酵液体积比为 1 2时甘油消耗最多, 1, 3�
PD最终质量浓度和转化率最高.因此,选择胶囊与发酵液体积比 1 2为固定化细胞培养比例.

2. 3 � pH值对摇瓶培养的影响

据文[ 10]报道, K . p neumoniae发酵过程中的 pH 值对 1, 3�PD的生产有着重要的影响, 在游离发

酵时,最佳 pH 值的条件为 7. 0.为了确定细胞经微囊化后,胶囊的传质阻力是否会引起K . pneumoniae

图 5 � pH 值对发酵结果的影响

F ig . 5 � Effect o f pH on fermentation results

菌对 pH 值适应性的变化� 考察不同pH 值条件下, 发酵 13 h

后,菌体质量浓度、甘油质量浓度及 1, 3�PD质量浓度的变化

情况,结果如图5所示� 从图 5可知,当 pH 值为 7. 0时, 所得

到的 1, 3�PD质量浓度和转化率均高于其他 pH 值, 说明 pH

值为 7. 0最有利于 K . p neumoniae生长代谢. 细胞经微囊化

后,其 pH 值适应性未发生改变,反映了微胶囊包埋细胞不会

对细胞本身的生理代谢产生较大的影响,同时也说明, 用于调

节pH 值的KOH 等小分子溶质扩散速度很快,胶囊的传质阻

力不会造成囊内外 pH 值的梯度. 所以 pH 值对微囊化细胞

生长的影响与对游离细胞生长的影响类似.

2. 4 � 初始甘油质量浓度对摇瓶培养的影响

据文[ 11]报道, K . p neumoniae发酵过程中, 底物甘油的质量浓度会对菌体的生长和 1, 3�PD的生

成产生抑制作用.为了考察细胞经包埋后其最适甘油质量浓度是否发生改变,比较了不同初始甘油质量
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浓度对 K . p neumoniae发酵的影响, 结果如图 6所示.由图 6可知,当初始甘油当初始甘油质量浓度分

图 6 � 初始甘油质量浓度对发酵结果的影响

Fig . 6 � Effect o f initial g ly cer ol

concent ratio ns o n fer mentation results

别为 80, 100, 120 g ! L- 1时, 发酵结束后残余甘油质量浓度较

高,不利于产品的分离.当初始甘油质量浓度为 20 g ! L
- 1
时,

虽然其最终转化率最高, 但发酵液中 1, 3�PD 的质量浓度过

低,会增加产品分离的成本.初始甘油质量浓度在 40~ 60 g !

L
- 1
之间转化率较高, 并且 1, 3�PD质量浓度较高, 因此, 微囊

化 K . p neumoniae发酵过程中应优先选择初始甘油质量浓度

为 40~ 60 g ! L - 1的发酵培养基.在补料培养过程中,也尽量

维持甘油质量浓度低于 60 g ! L - 1 , 从而保证较高的 1, 3�PD/

甘油转化率和 1, 3�PD质量浓度.

2. 5 � 微囊化 K. pneumoniae摇瓶培养细胞生长曲线

将 K . pneumoniae包埋于 N aCS/ PDMDAAC微胶囊中,

在摇瓶中进行培养, 初始甘油质量浓度为 40 g ! L
- 1

, 测定囊内菌体质量浓度及底物、产物质量浓度随

时间的变化,如图 7, 8所示.图 7的囊内菌体生长曲线显示, 囊内菌体经 12 h培养可达 6. 84 g ! L
- 1

,远

远高于游离培养 [ 9]时的 2. 62 g ! L - 1 . 囊内菌体质量浓度的提高,使得甘油消耗速率大大加快,发酵液

中的甘油质量浓度几乎以线性方式下降, 12 h后基本耗尽,而游离培养甘油完全消耗大约需要 27h.由

图 8可知, 24 h发酵结束时, 囊外发酵液中获得的 1, 3�PD最终质量浓度为 12. 8 g ! L
- 1

, 转化率 !为

41% .若将囊内的 1, 3�PD计算在内,则固定化后的实际转化率为 63% .此外,固定化后的副产物生产情

况也发生了明显的变化, 乙醇成为主要副产物,最终质量浓度达 1. 78 g ! L- 1 .

图 7� 细胞生长曲线及底物质量浓度变化曲线 � � � � � � 图 8� 产物质量浓度变化曲线

Fig. 7 � T ime co ur ses o f cell g ro wt h and g lycero l consumptio n � F ig . 8 � T ime cour ses of 1, 3�PD pr oductio n

从图 7囊内甘油消耗曲线还可看出,在发酵过程中,囊内的甘油质量浓度( 0. 1~ 0. 3 g ! L- 1 )一直

保持在很低的质量浓度范围内.造成囊内甘油质量浓度低的原因是, 微胶囊膜对甘油扩散具有限制作

用,以及囊内的菌体富集导致甘油消耗速率大于甘油从囊外扩散进入囊内的速率. 可见,通过微胶囊包

埋可以避免 K . pneumoniae发酵过程中存在的底物抑制问题,因而可以采用提高初始底物质量浓度的

方法来提高发酵液中的产品质量浓度. 由图 7囊内 1, 3�PD生成曲线可看出, 囊内 1, 3�PD的质量浓度

在发酵 3h时迅速上升到 10. 6 g ! L
- 1

,之后增长变缓,相应的囊外发酵液中的 1, 3�PD质量浓度一直缓

慢积累,直至发酵结束与囊内质量浓度持平. 这是由于微胶囊膜的存在影响了 1, 3�PD 向囊外扩散,使

得囊内 1, 3�PD积累到较高质量浓度, 由此可能会产生产物抑制.但摇瓶培养下的 1, 3�PD仅有 13 g !

L
- 1

,远低于菌体忍受的临界产物质量浓度 71. 4 g ! L
- 1

, 故产物抑制在此处影响不大
[ 12]

.

NaCS/ PDM DAAC微胶囊具有良好的生物相容性
[ 6]

.摇瓶培养实验中, 微囊化K . p neumoniae1, 3�
PD质量浓度和转化率接近或超过游离细胞发酵,并且囊内菌体质量浓度约是游离培养的 2. 6倍,充分

证明 NaCS/ PDMDAA C微胶囊对 K . p neumoniae 具有良好的生物相容性, 适用于 1, 3�PD的发酵生

产.固定化带来的菌体富集效应能够缩短发酵时间,有望提高生产速率.

3 � 结束语

利用生物相容性良好的 NaCS/ PDM DAAC 生物微胶囊体系成功包埋了 K . pneumoniae,其代谢特
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性没有显著改变.通过选择该微胶囊体系包埋 K . pnuemoniae,研究微囊化细胞发酵生产 1, 3�PD的工

艺参数,为后续的微囊化细胞的反应器利用提供基础数据, 同时也为其他细胞的微囊化研究提供参考�
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Primary Study on Culture of Encapsulated Klebsiella pneumoniae

for Production of 1, 3�Propanediol in Shaking Flask

CH EN Guo, CH EN H ong�w en, PENG Yi�qiang, FANG Bai�shan

( Key Lab oratory of In dust rial Biotechnology of Fujian Province University, H uaqiao University, Quan zhou 362021, Ch ina)

Abstract: � A no vel biocapsule sy st em composed of N aCS/ PDM D AA C ( sodium cellulo se sulfate/ po ly [ dimethyl( diallyl)

ammonium chlor ide] ) w as used to encapsulate the K lebsiella pneumoniae ZJU 5205 for the pro ductio n of 1, 3�pr opane�

dio l. T he effects of initial cell lo ading in capsules, v olume ratio o f capsules t o medium, pH v alue of medium and initial

glycero l concent ratio n o n the fermentatio n r esults w ere investig ated. T he better r esult s w ere obtained at the follo wing

co nditions: the concentrat ion of seed cultur e was diluted to one fift h to encapsulate; vo lume rat io of capsules to medium

was 1/ 2; initial pH was 7. 0; initial concent ratio n o f g ly cerol was 60 g ! L- 1 . T he cell g row th, g lycer ol consum ption, 1,

3�pr opanediol accumulation by encapsulated K lebsiella pneumoniae in capsules and in medium wer e descr ibed. T he results

show ed that low er concentr at ion o f substr ate in capsules w hich is caused by diffusio n limitation of capsule membr ane could

par tially over come the inhibition of g lycero l on cell gr ow th and 1, 3�pro panediol producing .

Keywords: � bio capsule; cell immobilizat ion; K lebsiella p neumoniae; 1, 3�pr opanediol
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