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丙酸发酵中氮源类型与组成的优化研究
孙浩，　刘寅，　毛多斌，　杨雪鹏，　魏东芝

（郑州轻工业学院 食品与生物工程学院，河南 郑州 ４５０００１）

摘要：研究不同氮源类型与组成对丙酸发酵的影响，结果表明：有机氮源优于无机氮源，混合有机氮

源优于单一氮源．通过单因素试验和正交试验确定了最优氮源条件为：以酵母提取物与胰酶大豆肉
汤为混合氮源，混合比例为２∶１，氮源浓度为２２ｇ／Ｌ．氮源经优化后能有效提高丙酸产量，发酵１９２ｈ
后丙酸产量达２２．８９ｇ／Ｌ，与未优化氮源时的发酵结果相比提高２６．４６％．
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０　引言
近年来，丙酸作为一种重要的精细化工产品及

化工原料，特别是其在食品中的应用，使得其生产

研究成为热点［１］．微生物发酵法生产丙酸的研究已
较为深入，培养基中各种营养成分，如不同碳源（葡

萄糖、甘油、乳酸）及浓度、微量元素等［２－３］，对于丙

酸发酵的影响屡见报道．但是，对于氮源的类型及

其浓度对丙酸发酵的影响未见进行深入探讨的

报道．
氮元素在微生物细胞的干物质含量中仅次于

碳和氧，是构成菌体成分的重要元素．氮源是微生
物生长所必需的重要营养物质，可分为无机氮源与

有机氮源［４－５］．对丙酸发酵而言，氮源的作用十分重
要，这是因为丙酸杆菌作为丙酸发酵过程的生产菌

种，其对营养要求十分苛刻，需要提供多种维生素
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及丰富氮源才能满足菌体生长及丙酸生产的需

要［６］．因此，有必要对丙酸发酵过程中所需氮源的
类型、组成及浓度等进行研究．本文拟通过比较不
同氮源的类型、组成及浓度对丙酸发酵的影响，进

而对氮源进行优化，以期获得较高的丙酸产量，为

工业化生产提供参考．

１　实验
１．１　材料与仪器设备

产酸丙酸杆菌（Ｐｒｏｐｉｏｎｉｂａｃｔｅｒｉｕｍａｃｉｄｉｐｒｏｐｉｏｎｉｃｉ
ＣＧＭＣＣ１．２２２５）购自中国普通微生物菌种保藏管理
中心；酵母提取物 ＹＥ（ｙｅａｓｔｅｘｔｒａｃｔ）和胰化蛋白胨
购于英国 ＯＸＯＩＤ公司；胰酶大豆肉汤 ＴＳＢ（ｔｒｙｐｔｉｃ
ｓｏｙｂｒｏｔｈ）购于美国ＢＤ公司；无水磷酸氢二钾、无水
磷酸二氢钾、甘油和葡糖糖，分析纯，天津致远化学

试剂有限公司产．
Ｂｕｇｂｏｘ厌氧工作站，英国Ｒｕｓｋｉｎｎ公司产；Ｖａｒｉ

ａｎ４５０—ＧＣ气相色谱仪，美国Ｖａｒｉａｎ公司产；Ｂｉｏｓｔａｔ
Ｂｐｌｕｓ５Ｌ全自动玻璃发酵罐，德国贝朗公司产；
ＴＯＣＭｕｌｔｉＮ／Ｃ３１００总碳总氮分析仪，德国耶拿公
司产．
１．２　培养基
１．２．１　种子培养基　酵母提取物１５．０ｇ／Ｌ，无水磷
酸氢二钾２．５ｇ／Ｌ，无水磷酸二氢钾１．５ｇ／Ｌ．ｐＨ＝
７．０，１２１℃灭菌１５ｍｉｎ．
１．２．２　发酵培养基　酵母提取物１５．０ｇ／Ｌ，无水磷
酸氢二钾２．５ｇ／Ｌ，无水磷酸二氢钾１．５ｇ／Ｌ，混合碳
源４０ｇ／Ｌ（甘油与葡萄糖的摩尔比为４∶１），ｐＨ＝
６．５，１１５℃灭菌３０ｍｉｎ．
１．３　实验方法
１．３．１　种子培养方法［７］　将装有１００ｍＬ种子培
养基的２５０ｍＬ定制摇瓶抽真空后充入约１５０ｍＬ纯
氮气，丁基橡胶塞密封后１２１℃灭菌１５ｍｉｎ，从４℃
保藏的液体种子中吸取种子液，以５％的接种量接
种至 ２５０ｍＬ厌氧摇瓶中，３０℃，１５０ｒ／ｍｉｎ培养
４８ｈ．
１．３．２　发酵过程控制及培养条件　使用贝朗５Ｌ
全自动玻璃发酵罐，装有２Ｌ发酵培养基，灭菌结束
后一边降温，一边通入氮气（每 ｍｉｎ通入０．５Ｌ氮
气，持续通入３０ｍｉｎ，以保证厌氧环境）［８］．温度保
持在３０℃，搅拌转速设定为１５０ｒ／ｍｉｎ，通过自动流
加２ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ溶液控制ｐＨ＝６．５．
１．３．３　正交试验　在单因素试验的基础上，选取对
丙酸产量具有较大影响的２个因素：混合氮源比例

（Ａ）、氮源浓度（Ｂ），并结合发酵时间（Ｃ），采用正交
表Ｌ９（３

４）进行正交试验，因素水平表见表１．

表１　正交试验因素水平表

水平
因素

Ａ／质量比 Ｂ／（ｇ·Ｌ－１） Ｃ／ｈ
１ １∶２ １８ １６８
２ １∶１ ２０ １９２
３ ２∶１ ２２ ２１６

１．３．４　丙酸测定方法　采用气相色谱法对发酵液
中的丙酸进行定量测量［１］．升温程序：１）８０℃保持
１ｍｉｎ；２）以 ２５℃／ｍｉｎ升至 １２０℃，０ｍｉｎ；３）以
３０℃／ｍｉｎ升至１３５℃，０ｍｉｎ；４）以１５℃／ｍｉｎ升
至１８０℃，保持１ｍｉｎ；汽化室温度２４０℃；检测器温
度２４０℃．
１．３．５　细胞干重测定方法　取发酵液 ２ｍＬ，
１００００ｒ／ｍｉｎ离心１ｍｉｎ，去离子水洗涤３次，１０５℃
烘至恒重后称量，通过计算后得出细胞干重 ＤＣＷ
（ｄｒｙｃｅｌｌｗｅｉｇｈｔ）．

２　结果与分析
２．１　不同有机氮源对丙酸发酵的影响

通过总碳总氮分析仪测得所使用的酵母提取

物、胰化蛋白胨、胰酶大豆肉汤和牛肉膏的含氮量

分别为１２．５％，１２．７％，１１．０％，１１．８％．在实验中，
以初始的有机氮源添加量（１５ｇ／Ｌ酵母提取物）为
参照，通过计算保证总氮摩尔数相同，考察上述４种
有机氮源对发酵的影响，结果见图１．

图１　不同有机氮源对丙酸发酵的影响

由图１可知，单纯使用酵母提取物作为氮源时，
丙酸产量最高，发酵２４０ｈ后可达１８．１１ｇ／Ｌ；使用
胰酶大豆肉汤作为氮源，效果次之，丙酸产量
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为 １１．７６ｇ／Ｌ．
２．２　无机氮源对丙酸发酵的影响

经总碳总氮分析仪测得所使用的酵母提取物

的含氮量约为１２．５％．在实验中，以初始的有机氮
源添加量（１５ｇ／Ｌ酵母提取物）为参照，通过计算保
证总氮摩尔数相同，考察２种无机氮源（氯化铵和
硝酸钠）对发酵的影响，结果见图２．

图２　铵盐与硝酸盐对丙酸发酵的影响

从图２中结果并结合发酵情况可以得出以下结
论：无机氮源并不适合丙酸发酵，使用无机氮源时

丙酸产量极低，发酵２４０ｈ后分别只有２．１８ｇ／Ｌ（氯
化铵）和１．６４ｇ／Ｌ（硝酸钠）；但铵盐比硝酸盐略好．
２．３　无机氮源与有机氮源对丙酸发酵影响的比较

分别采用４种有机氮源和２种无机氮源，对产
酸丙酸杆菌生长情况（以细胞干重表示）和产丙酸

能力进行比较，试验结果见图３．由图３可知，可以
看出，最优有机氮源为酵母提取物．此外，无论是对
于菌体生长，还是对于丙酸产量而言，有机氮源均

优于无机氮源．

图３　无机氮源与有机氮源对丙酸发酵的影响

２．４　不同比例混合有机氮源对丙酸发酵产量的
影响

　　将有机氮源中最适合丙酸发酵的２种有机氮源
（酵母提取物（ＹＥ）与胰酶大豆肉汤（ＴＳＢ））进行复
配，比例分别为２∶１，１∶１，１∶２，试验结果见图４，并与
单一有机氮源的丙酸发酵效果进行比较．

图４　不同比例混合有机氮源
对丙酸发酵的影响

由图４可知，混合有机氮源优于单一有机氮源，
当ＹＥ∶ＴＳＢ＝２∶１时，丙酸产量最高，发酵２１６ｈ后
为２０．９１ｇ／Ｌ．
２．５　氮源浓度对丙酸发酵的影响

选取浓度为７．５ｇ／Ｌ，１０ｇ／Ｌ，１２．５ｇ／Ｌ，１５ｇ／Ｌ，
１７．５ｇ／Ｌ，２０ｇ／Ｌ，２５ｇ／Ｌ，３０ｇ／Ｌ，４０ｇ／Ｌ的混合氮
源（ＹＥ∶ＴＳＢ＝２∶１）进行发酵试验，发酵２１６ｈ后测
定丙酸含量，结果见图５．由图５可知，氮源浓度过
高或过低都会影响到菌体的生长和某些次级代谢产

图５　混合氮源浓度对丙酸发酵的影响

·０５· ２０１３年　
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物的生成，当浓度过低时（＜１５ｇ／Ｌ），很可能是由于
营养物质不充分而未能给菌体提供有利的产酸条

件，而过高（＞２５ｇ／Ｌ）时则会减少丙酸的合成．试验
结果表明，当氮源浓度为２０ｇ／Ｌ时丙酸产量最高，
为２１．９５ｇ／Ｌ．
２．６　正交试验结果

正交试验结果见表２，由表２可知，决定丙酸产
量的影响因子顺序为：混合氮源比例（Ａ）＞发酵时
间（Ｃ）＞氮源浓度（Ｂ）；丙酸发酵条件的最优因子
组合为Ａ３Ｂ３Ｃ２，即混合氮源比例（ＹＥ∶ＴＳＢ）为２∶１，
氮源浓度为２２ｇ／Ｌ，发酵时间为１９２ｈ．

表２　正交试验结果

实验号 Ａ Ｂ Ｃ 空列
丙酸产量
／（ｇ·Ｌ－１）

１ １ １ １ １ １３．０６
２ １ ２ ２ ２ １６．６８
３ １ ３ ３ ３ １７．９０
４ ２ １ ２ ３ １８．９８
５ ２ ２ ３ １ １８．２６
６ ２ ３ １ ２ １７．３５
７ ３ １ ３ ２ ２１．６２
８ ３ ２ １ ３ １９．１３
９ ３ ３ ２ １ ２２．５６
Ｋ１ １５．８８ １７．８９ １６．５１
Ｋ２ １８．２０ １８．０２ １９．４１
Ｋ３ ２１．１０ １９．２７ １９．２６
Ｒ ５．２２ １．３８ ２．８９

为进一步考查发酵条件的可靠性，进行３次重
复性试验，在最优发酵条件下丙酸的平均产量可达

２２．８９ｇ／Ｌ，比未优化前的结果提高２６．４６％．

３　结论
为提高丙酸发酵产量，以产酸丙酸杆菌为菌

种，对丙酸发酵所需氮源进行优化．通过单因素试
验筛选出最佳氮源为混合有机氮源，且以酵母提取

物与胰酶大豆肉汤混合结果最优，最佳混合比例为

２∶１．选取混合氮源比例、氮源浓度和发酵时间３个
因素，确定最佳发酵工艺条件组合为：混合氮源比

例ＹＥ∶ＴＳＢ＝２∶１，氮源浓度２２ｇ／Ｌ，发酵时间１９２ｈ．
优化后的发酵条件能充分满足产酸丙酸杆菌的生

长和代谢需要，并能有效提高丙酸产量，丙酸产量

达２２．８９ｇ／Ｌ，比未优化前的结果提高２６．４６％．
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