
谢氏丙酸杆菌产VBl2原位分离发酵

李 涛 向 微 杜连祥 路福平

(天津市工业微生物重点实验室，天津科技大学生物工程学院，天津，300222)

摘要vB。是谢氏丙酸杆菌的胞内次级代谢产物，其传统发酵方法是分批发酵。发酵液中丙酸的浓度达到

109屯时就会对茵体生长产生抑制作用。因此及时地将丙酸从发酵液中分离出去，将会提高菌体浓度，从而可

以显著提高VB。产量。文中将无机陶瓷膜分离技术与谢氏丙酸杆菌发酵耦合，构建了一种新型原位分离发酵系

统，通过活性炭吸附成功地将发酵体系中的丙酸分离出去，有效解除了丙酸对茵体生长的抑制作用，实现了vB。

的高密度发酵，菌体干重由13．5 g屯提高到35．99 g几，提高了1．67倍，VBl2的产量由33．5 mg屯提高到63．1

mg允，提高了0．88倍。

关键词 vB。，原位分离，无机陶瓷膜，活性炭

VB，，又称钻胺素，B族维生素之一，以辅酶形式

参与各种代谢过程，促进甲基的形成和转移，参与某

些化合物的异构化作用，维持SH基的还原状态，促

进DNA和蛋白质的合成，促进细胞的成熟，维持神

经组织的正常功能，缺乏VB。时会发生恶性贫血、损

害神经系统等，VB，，临床上可用于治疗恶性贫血、肝

脏疾病、神经炎、神经痛等，在饲料工业上，也可用于

促进猪、鸡等牲畜的生长。

目前VB。的生产都是采用发酵法，工业生产中

常用的生产菌为谢氏丙酸杆菌(P加夕面孢i如f据以扰舰

觑Prm伽ii)和脱氮假单胞杆菌(PsP"domo竹口5矗跏i￡一一

．厅∞咒s)。由于谢氏丙酸杆菌获得了美国FDA的

GRAS认证，既无内毒素亦无外毒素，较含内毒素的

假单胞菌发酵生产VB。更受青睐。

原位分离发酵技术是近年来兴起的一种新型发

酵技术，可使菌体密度较分批培养有显著的提高，最

终提高特定产物的比生产率。由于丙酸菌分批发酵

过程中产生的丙酸会严重抑制菌体的生长，因此寻找

一种解除丙酸抑制作用的发酵方法将会得到高密度

的菌体[1，2|，从而提高VB。的产量，如采用萃取发

酵[3|、电渗析培养[4]以及固定化培养[5]等均有报道。

近年来无机陶瓷膜技术迅速发展，具有分离效率高、

耐酸、碱、可高温灭菌、机械强度大、可再生能力强等

优点。

文中通过将无机陶瓷膜分离技术与P．奶gr—

m口扎托发酵耦合，并通过活性炭吸附将丙酸从发酵液

中分离出去，实现了P．娩er仇彻托的原位分离发酵，
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显著地提高了菌体浓度和VBl2的产量。

1 材料与方法

1．1 菌 种

谢氏丙酸杆菌(Pr0声io，zi缸c把以乱77z娩er优彻娩)，

大肠杆菌VBl2营养缺陷型菌株(E．∞zi VBl2)均由华

北制药集团华栾有限公司提供。

1．2培养基

1．2．1穿刺种子培养基

葡萄糖20 g，玉米浆10 g(干物)，(NH4)2S042

g，溶于1 000 mL水中，调pH 6．8～7．0后加CaC03

2 g，琼脂20 g。

1．2．2液体种子培养基

葡萄糖35 g，玉米浆20 g(干物)，(NH4)2S04 5

g，KH2P04 4 g，氯化钴0．005 g，溶于1 000 mL水中，

调pH6．8～7．0后加CaC03 2 g。

1．2．3发酵培养基

葡萄糖55 g，玉米浆35 g(干物)，(NH4)2S04 5

g，KH2P04 8 g，氯化钴0．01 g，溶于1 000 mL水中，

调pH6．8～7．0。

1．3主要仪器设备

无机陶瓷膜组件，孔径0．2肚m，合肥世杰膜工程

有限公司。

7 L发酵罐，上海高机生物工程有限公司。

1．4分析方法

1．4．1葡萄糖浓度

采用葡萄糖／乳酸生物传感仪测定。

1．4．2 pH值

采用pH电极在线测量。

1．4．3 VB。产量
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以看出，P．shP，．优彻旌在调节发酵液的pH值后能够

较好的生长，发酵结束葡萄糖耗尽，菌体干重达到

13．5 g／L，VBl2的产量达到33．5 mg／L，丙酸含量达

到26．7 g／L，均比分批发酵有了较大的提高。
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补氨分批发酵缓解了低pH环境对菌体生长的

抑制作用，但不能从根本上解除丙酸的抑制作用，因

为丙酸对发酵过程的抑制作用是一种终产物反馈抑

制。当发酵液的pH低于一定的阈值时，丙酸菌的生

长受到影响。但是较低的pH值并非丙酸反馈抑制

的最根本的原因，丙酸浓度才是丙酸反馈抑制的根

源[7]。目前工厂大生产中仍普遍采用补加氨水调节

发酵液的pH值。如果采用将丙酸等代谢产物从发

酵液中分离出去的原位分离发酵技术，解除丙酸对菌

体生长的抑制，将会达到延长菌体对数期，获得高密

度菌体和提高VB。产量的目的。

2．3原位分离发酵

2．3．1原位分离发酵系统

如图3所示，将无机陶瓷膜组件，活性炭吸附

柱，蠕动泵与7 L发酵罐连在一起组成原位分离发酵

系统。

1一补料罐；2一蠕动泵；3一发酵罐；4～无机陶瓷膜组件；

5，6一滤液储罐；7一活性炭吸附柱；8一除菌无机陶瓷膜组件

图3原位分离发酵系统简图

2．3．2原位分离发酵过程
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原位分离发酵过程曲线如图4所示。由图4可

以看出，发酵初期菌体经过延滞期后，迅速生长，丙酸

含量也上升，在22 h时丙酸含量达到8．2 g／L，发酵

液的pH由初始7．0降到5．5，此时进行原位分离发

酵。在整个原位分离发酵过程中，丙酸含量始终维持

在10 g／L左右，发酵液的pH维持在6．0左右，菌体

迅速生长，比生长速率最高可达0．064 h。1(图5)，葡

萄糖浓度迅速降低，在52 h加入前体物5，6一二甲基

苯并咪唑。发酵过程中菌体干重最高可达到35．19

g／L。丙酸含量达到39．26 g／L，VB】2产量达到53

mg／L。
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图5三种发酵方式下菌体的比生长速率曲线

整个发酵过程中VB。产量相比菌体浓度的提高

不成比例，可能是合成VB。的前体物不充足造成的，

因此将初始培养基中前体物氯化钴的浓度提高到

0．03 g／L，5，6一二甲基苯并眯唑的加入量也提高到

0．03 g／L，结果菌体干重最高可达35．99 g／L，由此可

见氯化钴浓度的提高并没有对菌体生长造成毒害作

用，VB。的产量也由53 mg／L提高到63．1 mg／L。

由图5可以看出，将无机陶瓷膜分离技术与P．

s庇已rm彻娩发酵耦合的原位分离发酵有效地解除了发

酵中期丙酸对菌体生长的抑制作用，大大提高了菌体

比生长速率。P．奶8r仇彻ii分批发酵过程中产生的
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