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研究报告                                                               

利用纤维床反应器固定化发酵生产丙酸 

冯小海, 吴波, 沈晓波, 徐虹 
南京工业大学制药与生命科学学院 材料化学国家重点实验室, 南京 210009 

摘  要: 构建了一种纤维床反应器(FBB), 并将其应用于丙酸的生产。将棉纤维绕成桶状, 固定于反应器中, 即可用于丙

酸固定化发酵。以 40 g/L的葡萄糖为碳源, 与游离细胞相比, 利用 FBB生产丙酸, 丙酸产量由 14.58 g/L提高至 20.41 g/L, 

发酵时间由 120 h 缩短至 60 h。研究了不同糖浓度条件下 FBB 生产丙酸情况, 并将补料策略应用于丙酸发酵中。结果

表明: 补料发酵能够有效改善 Propionibacterium freudenreichii CCTCC M207015 在高糖条件下丙酸对葡萄糖转化率较

低、副产物较多的问题。经补料发酵 280 h, 丙酸产量达 45.91 g/L, 丙酸质量约占有机酸总质量比例为 72.31%。 
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Propionic Acid Fermentation by Propionibacterium freudenreichii 
CCTCC M207015 with a Fibrous-bed Bioreactor 
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Abstract: The production of propionic acid by Propionibacterium freudenreichii CCTCC M207015 was investigated in a 
Fibrous-bed bioreactor (FBB). The FBB was constructed by packing spiral cotton fibrous and immobilized into a bioreactor. By 
applying this bioreactor to propionic acid fermentation, the propionic acid yield had a significant improvement and reached 20.41 g/L, 
compared with the cell-free culture of 14.58 g/L (40 g/L of glucose). At the same time, the glucose exhausting time decreased from 
120 h to 60 h. Batch fermentations at various glucose concentrations were carried out with FBB. Based on the analysis of the time 
course of production, fed-batch fermentation was also applied to produce propionic acid with FBB, the maximal propionic acid yield 
reached 45.91 g/L, and the proportion of propionic acid to total acids was about 72.31%. 

Keywords: fibrous-bed bioreactor, Propionibacterium freudenreichii CCTCC M207015, propionic acid, fed-batch fermentation

丙酸是一种重要的精细化工产品和基本化工原

料, 作为一种重要的“C3 平台化合物”, 丙酸及其
衍生物广泛应用于食品、饲料、香料、医药、农药

等领域[1−4]。丙酸的生产方法有化学合成法和生物发

酵法。目前, 丙酸的工业化方法为化学合成法, 随着
石油价格的不断攀升 , 近年来丙酸的价格不断上

涨。微生物发酵法由于原料可再生、对环境无污染

等优点而受到了越来越多的青睐[5,6]。 
目前, 生物法生产丙酸面临着生产效率低、成

本高等问题, 提高丙酸的生产效率, 降低丙酸生产
成本, 对于能否实现生物法制备丙酸的工业化至关
重要。研究表明, 固定化丙酸杆菌能够减少丙酸生
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产时间, 提高生产效率。丙酸杆菌的固定化方法主
要是海藻酸钙包埋法, Paik HD和Woskow SA分别利
用海藻酸钙固定化丙酸杆菌, 实现了丙酸的固定化
生产[2,7], 赵树欣等也成功利用海藻酸钙固定化丙酸
杆菌实现了丙酸的固定化发酵[8]。但是, 由于传质条
件的限制, 凝胶包埋法包埋的细胞难以实现自我更
新 , 难以长时间保证菌体活力 , 此外 , 凝胶包埋的
成本较高 , 不适用于丙酸的大规模生产。近年来 , 
Yang ST等构建了一种纤维床反应器 (Fibrous-bed 
Bioreactor, FBB), 将一种改性后的纤维绕成轴状固
定于固定化柱中, 通过恒流泵循环, 实现了固定化
柱与优化罐中的物质交换与丙酸的生产, 发酵 900 h, 
丙酸产量达 71.8 g/L(生产效率 0.08 g/L/h)[9]。 

本研究构建了一种简单、高效的新型纤维床反

应器(FBB), 并将其应用于丙酸的固定化生产。考察
了游离细胞与 FBB 发酵生产丙酸的差异, 研究了不
同葡萄糖浓度条件下 FBB 生产丙酸的情况, 并基于
副产物生成情况将补料分批发酵应用于 FBB丙酸生
产过程中。该研究对于开拓丙酸生产方法、提高丙

酸生产效率具有重要的作用。 

1  材料和方法 

1.1  实验材料 
1.1.1  菌株 

费氏丙酸杆菌 (P. freudenreichii), 由本实验室
筛选并保藏于中国典型培养物保藏中心 (CCTCC 
M207015)[10]。 
1.1.2  培养基 

种子培养基(g/L): 葡萄糖 20, 蛋白胨 5, 酵母膏
5, NaCl 5, pH 6.9。 

发酵培养基(g/L): 蛋白胨 10, 酵母膏 5, NaCl 3, 
(NH4)2SO4 5, KH2PO4 5。 
1.2  实验方法 
1.2.1  种子液的制备 

将穿刺保藏的P. freudenreichii CCTCC M207015
接种于装有 80 mL的种子培养基的三角瓶(250 mL)中, 
35oC下静置培养 24 h, 制成一级种子液。将 80 mL一级
种子液转接于装有 450 mL新鲜种子培养基的三角瓶
(1000 mL)中, 35oC下静置培养 48 h, 即为二级种子液。 
1.2.2  游离细胞发酵 

将 450 mL二级种子液转接于装有 4 L新鲜发酵培
养基的反应器中(葡萄糖浓度 40 g/L), 35oC, 100 r/min, 

利用 6 mol/L的NaOH溶液控制发酵液pH 6.0进行P. 
freudenreichii CCTCC M207015的游离细胞发酵。 
1.2.3  固定化纤维床反应器(FBB)的构建与细胞吸附 

将总质量为 200 g 的棉布剪成长条状, 绕成桶
状, 固定于 7.5 L 反应器中, 构建为纤维床反应器
(FBB), 示意图见图 1。 

 
图 1  固定化纤维床反应器示意图 

Fig. 1  Sketch map of the fibrous-bed bioreactor 
 

将构建的FBB装入 4 L种子培养基, 121oC灭菌 15 
min。将 450 mL二级种子液接种于FBB中, 通入 0.1 
L/min的N2保持反应器中的厌氧环境, 35oC, 100 r/min, 
利用 6 mol/L的NaOH溶液控制种子液pH 6.0培养 48 h, 
实现细胞的增殖和吸附, 将反应器中的种子液全部移
出 , 替换为发酵培养基 , 即可实现P. freudenreichii 
CCTCC M207015在FBB中的固定化发酵。 
1.2.4  不同葡萄糖浓度 FBB固定化发酵丙酸 

按 1.2.3 条 件 将 P. freudenreichii CCTCC 
M207015固定于 FBB, 将初始浓度分别为 40、60、
70、80 g/L的葡萄糖作为碳源进行固定化发酵实验, 
考察 P. freudenreichii CCTCC M207015在不同浓度
的葡萄糖浓度条件下进行丙酸发酵的情况。 

1.3  分析方法 
1.3.1  葡萄糖含量分析: SBA-40C型生物传感仪检测。 
1.3.2  游离细胞含量检测 

将含有游离细胞的发酵液稀释 25 倍后于   
660 nm处读取吸光值。 
1.3.3  有机酸含量测定 

高效液相色谱(HPLC)法测定, Agilent 1200工作
站, 色谱条件: Aminex HPX-87H柱(7.8 mm × 300 mm); 
流动相为 0.04 mol/L H2SO4; 检测波长 215 nm; 柱温
60oC; 进样量 20 μL, 流速 0.6 mL/min。 
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2  实验结果和讨论 

2.1  游离细胞发酵 
利用游离的 P. freudenreichii CCTCC M207015

发酵生产丙酸, 发酵曲线如图 2所示, 发酵 120 h后, 
葡萄糖被全部消耗, 生成 14.58 g/L的丙酸, 同时生
成 3.11 g/L的乙酸和 1.01g/L的琥珀酸, 丙酸的生产
效率较低, 仅为 0.12 g/L/h。 

 
图 2  游离细胞发酵曲线 

Fig. 2  Propionic acid production by free cell of P. 
freudenreichii CCTCC M207015 

Propionic acid (■); acetic acid (▲); succinic acid ( ); ◇  
glucose (●); biomass of free cell (○) 

 
2.2  不同初始葡萄糖浓度对于 P. freudenreichii 
CCTCC M207015 固定化发酵丙酸的影响 

对初始葡萄糖浓度为 40、60、70、80 g/L时利
用 FBB 发酵生产丙酸的情况进行考察(图 3)。由图
3-A所示, 以 40 g/L的葡萄糖为碳源, 发酵 60 h葡
萄糖被全部消耗, 丙酸产量达 20.41 g/L, 生产效率
0.34 g/L/h, 丙酸对于葡萄糖的转化率达 51.02%。 

当 FBB 发酵生产丙酸的初始葡萄糖浓度逐渐提
高时, 丙酸产量也逐渐增加。以 60 g/L葡萄糖为碳源, 
发酵 96 h后丙酸产量达 28.76 g/L(图 3-B)。以 80 g/L
的葡萄糖为碳源, 发酵 168 h丙酸产量达 32.65 g/L。
但是, 随着葡萄糖浓度的提高, 丙酸对于葡萄糖的转
化率逐渐降低, 副产物乙酸、琥珀酸的含量逐渐增加。
当初始葡萄糖浓度为 80 g/L时, 丙酸对于葡萄糖的转
化率降低为 40.81%。显然, 这对于丙酸发酵是不利的。 

对不同初始糖浓度条件下 FBB 生产丙酸情况进
行横向比较(图 4)。由图可知, 不同初始葡萄糖浓度
条件下, 丙酸、乙酸、琥珀酸的生成情况差别较大。
在相同的发酵时间, 高浓度葡萄糖条件下所生成的
乙酸、琥珀酸含量明显高于低浓度葡萄糖。由此推测, 

选择较低的初始葡萄糖浓度, 在葡萄糖基本消耗完全
时, 通过补料将葡萄糖补入反应器中, 将可能有助于
减少副产物的生成, 提高葡萄糖对于丙酸的转化率。 
2.3  补料发酵对于 P. freudenreichii CCTCC 
M207015 固定化发酵丙酸的影响 

对两种不同补料浓度进行了考察(图 5)。图 5-A
和 5-B总葡萄糖浓度分别达到 80 g/L和 105 g/L。由
图 5-A可知, 通过补料发酵, 80 g/L的葡萄糖在 156 h
时被全部消耗。与一次补入 80 g/L的葡萄糖相比, 丙
酸的终产量由 32.65 g/L 增加至 36.61 g/L, 提高了
12.13%。同时, 乙酸、琥珀酸的含量分别由 11.93 g/L、
8.98 g/L降低至 7.67 g/L、6.98 g/L, 丙酸占总酸的比例
由 60.96%提高至 71.42%。当补料发酵的总糖浓度达
到 105 g/L时, 发酵280 h, 丙酸浓度达 45.91 g/L, 同时
生成 8.89 g/L的乙酸和 8.69 g/L的琥珀酸。 
2.4  不同发酵条件参数分析 

对不同发酵条件下 P. freudenreichii CCTCC 
M207015发酵生产丙酸的参数进行分析(表 1)。数据
表明, FBB 能够有效的实现丙酸的发酵生产, 与游
离细胞相比, 丙酸生产效率得到了大幅的提高, 以
40 g/L的葡萄糖为碳源, FBB的发酵时间由 120 h缩
短至 60 h, 丙酸产量由 14.58 g/L提高至 20.41 g/L, 
产量提高了 40%, 生产效率提高了 1.7倍。 

随着 FBB 初始糖浓度的提高, 丙酸对于葡萄糖
的转化率和丙酸占总有机酸含量均呈现出下降趋势, 
分别从 40 g/L葡萄糖的 51.02%、72.78%降低至 80 g/L
葡萄糖的 40.81%、60.96%, 副产物含量的增多对于
丙酸发酵是极为不利的, 发酵过程中初始葡萄糖浓
度过高不利于丙酸的发酵。补料发酵能够较好的解决

这一问题。当补料葡萄糖总浓度达到 80 g/L和 105 g/L
时, 丙酸对于葡萄糖的转化率和丙酸占总有机酸的
含量分别达到 45.76%、71.42%和 43.72%、72.31%。 

3  结论 

以 P. freudenreichii CCTCC M207015为研究对
象, 构建了一种新型 FBB 并将其应用于丙酸的生
产。实验表明, 该 FBB 具有装置简单、生产高效等
优点, 能够有效的运用于丙酸的固定化生产。 

以 40 g/L 的葡萄糖为碳源, 与游离细胞相比, 利
用FBB进行丙酸发酵生产, 丙酸产量由14.58 g/L提高
至 20.41 g/L, 丙酸对于葡萄糖的转化率由 36.45%提高
至 51.02%。与游离细胞发酵相比, FBB能够有效的提
高丙酸的生产效率, 是一种有效的丙酸生产方法。 

基于对 40~80 g/L的葡萄糖浓度条件下 FBB发
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酵生产丙酸过程中的产物生成过程分析, 将补料分
批发酵应用于丙酸发酵过程中。以 80 g/L的葡萄糖
为碳源进行丙酸发酵, 丙酸产量由 32.65 g/L提高至
36.61 g/L, 发酵时间由 168 h缩短至 156 h。当补料
发酵葡萄糖总浓度达到 105 g/L 时, 丙酸产量达到

45.91 g/L, 丙酸占总有机酸含量的比例达 72.31%。
与一次补入葡萄糖进行 FBB发酵生产丙酸相比, 补料
分批发酵能够有效的提高丙酸对于葡萄糖的转化率, 
减少副产物的生成, 是一种较佳的丙酸生产方法。 

此外, FBB能够有效的实现细胞的吸附与解吸附, 

 
图 3  不同初始葡萄糖浓度对于 P. freudenreichii CCTCC M207015 生产丙酸的影响 

Fig. 3  Time course of propionic acid production by P. freudenreichii CCTCC M207015 with different glucose concentration 
A, B, C, D: the glucose were 40 g/L, 60 g/L, 70 g/L,80 g/L respectively. (■) propionic acid; (▲) acetic acid; 

 ( )◇  succinic acid; (●) glucose; (○) biomass of free cell  

 
图 4  不同糖浓度条件下产物分析 

Fig. 4  Analysis of productions with different glucose concentrations 
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Fig. 5 补料发酵对于 P. freudenreichii CCTCC M207015 生产丙酸的影响 

Fig. 5 Time course of propionic acid production by P. freudenreichii CCTCC M207015 with fed-batch fermentation 
The total glucose was 80 g/L (A), 105 g/L (B). Propionic acid (■), Acetic acid (▲), Succinic acid ( ), Glucose (●), ◇ Biomass of free cell (○) 

 
表 1  不同发酵条件参数分析 

Table 1  Analysis of parameters with different fermentation culture 

Fibrous-bed bioreactor 
Culture Free-cell 

fermentation Batch fermentation Fed-batch fermentation

Glucose (g/L) 40.00 40.00 60.00 70.00 80.00 80.00 105.00 

Biomass of free cell (g/L) 8.05 5.61 6.83 6.74 6.59 7.27 7.20 
Propionic acid (g/L) 14.58 20.41 28.76 31.99 32.65 36.61 45.91 
Acetic acid (g/L) 3.11 4.89 8.23 10.49 11.93 7.67 8.89 
Succinic acid (g/L) 1.01 2.74 6.04 8.05 8.98 6.98 8.69 
Conversion efficiency (%) 36.45 51.02 47.93 45.70 40.81 45.76 43.72 
Propionic acid productivity (g/L/h) 0.12 0.34 0.30 0.24 0.19 0.23 0.16 
Propionic acid/Acetic acid (g/g) 4.69 4.17 3.49 3.05 2.74 4.77 5.16 

Propionic acid/Total acids (%) 78.00 72.78 66.83 63.30 60.96 71.42 72.31 

Glucose exhausted time (h) 120.00 60.00 96.00 132.00 168.00 156.00 280.00 
 

有利于保持 FBB 中细胞的活力, 这是原有的固定化
方法所难以比拟的。该装置的构建为丙酸发酵开辟

一个新的方法, 同时, 该装置的构建 FBB 对于其他
有机酸的生产同样具有借鉴意义。 
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