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费氏丙酸菌的固定化方法及其发酵丙酸的工艺条件研究 

 
马志刚，王亚军，王德培 

(天津科技大学生物工程学院，天津 300457) 

 

摘  要：为提高丙酸发酵效率，进行了固定化费氏丙酸菌发酵丙酸的研究．采取吸附-包埋结合法，先以麸皮进行吸

附，再用海藻酸钠-聚乙烯醇进行包埋制备固定化细胞．通过正交实验确定了固定化细胞的工艺条件：菌液与麸皮比例

为 5,mL∶0.6,g，吸附时间为 15,min，包埋剂选用海藻酸钠和聚乙烯醇混合物，质量比为 3∶3，此条件下的包埋效率达

到 96.86%．初步研究了碳源及其质量浓度对固定化细胞生产丙酸的影响，确定了以乳酸钠为碳源，质量浓度为 40,g/L，

丙酸产量可达 13.75,g/L． 
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Immobilization of Propionibacterium freudenreichii and the Processing 

Condition of its Propionic Acid Fermentation 

MA Zhigang，WANG Yajun，WANG Depei 

(College of Biotechnology，Tianjin University of Science & Technology，Tianjin 300457，China) 

Abstract：In order to improve the efficiency of propionic acid fermentation，propionic acid fermentation with immobilized 

Propionibacterium freudenreichii were investigated. Adsorption-entrapping method was used to prepare immobilized cells 

with bran as the adsorbent and CA-PVA as the entrapping material. Through orthogonal experiment，the propionic acid im-

mobilized cells’ fermentation process conditions were determined. The proportion of bacterium solution to bran was 5,mL∶

0.6 g，the adsorption time was 15,min，the entrapping agent was the mixture of CA and PVA，the mass ratio was 3∶3. Under 

this immobilization conditions，the encapsulation efficiency reached 96.86%. The effect of the carbon sources and their con-

centration on propionic acid production were investigated. The experimental results showed that the sodium lactate was a

better carbon source．When the sodium lactate concentration was 40,g/L，the yield of propionic acid reached 13.75,g/L.  
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丙酸作为一种重要的大宗化学品，广泛应用于各

种工业生产中[1–3]．丙酸的生产方法有化学合成法和

生物发酵法[4–7]，由于发酵法生产效率低、成本高[8]，

目前，丙酸的工业化生产方法为化学合成法 [9]．因

此，如何提高生产效率是实现发酵法生产丙酸的技术

关键．固定化丙酸菌是提高丙酸生产能力的有效方

法之一[10]． 

本文采用吸附–包埋结合法，根据前期实验中通

过对玉米芯粉、麸皮和米糠几种吸附剂固定化细胞的

稳定性、包埋效率以及发酵丙酸能力的综合考虑，选

择以麸皮作为吸附剂，然后采用两种不同比例包埋

剂，增强细胞固定效果，提高固定化细胞使用效率，

从而提高丙酸生产能力． 

1 材料与方法 

1.1 菌种 

费氏丙酸菌(Propionibacterium freudenreichii)，

本实验室保存． 

1.2 培养基 

活化培养基(g/L)：葡萄糖 20，蛋白胨 10，酵母

膏 10，磷酸铵 5，pH 7.2． 
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丙酸菌增殖培养基(g/L)：葡萄糖 20，蛋白胨

10，酵母膏 10，磷酸铵 5，碳酸钙 3，pH 7.2． 

发酵培养基(g/L)：葡萄糖 20，蛋白胨 10，酵母

膏 10，磷酸铵 5，碳酸钙 3，pH 7.2． 

1.3 培养方法 

1.3.1 费氏丙酸菌的增殖培养 

将活化好的菌株接到 50,mL(250,mL 三角瓶)增

殖培养基中，接种量为 2%，30,℃、180,r/min 摇床培

养 20,h． 

1.3.2 固定化费氏丙酸菌的发酵培养 

接种量为 3%，装液量为 250,mL，磨口三角瓶装

液 100,mL，发酵温度 30,℃，静置培养 72,h． 

1.4 实验方法 

1.4.1 固定化菌体的制备 

(1)菌悬液的制备：取已增殖培养的丙酸菌液

200,mL 放入离心杯中，18,000,r/min 离心 10,min，去

除上清液，再加入生理盐水摇匀，然后离心洗涤 2

次．加入 60,mL 无菌水摇匀制成菌悬液． 

(2)包埋剂的制备：按比例称取一定量的聚乙烯

醇(PVA)和海藻酸钠(CA)，加入 15,mL 去离子水加

热溶化，搅拌至充分混合，封口，放置到灭菌锅中，

115,℃灭菌 20,min． 

(3)交联剂的制备：称取一定量的硼酸、无水氯

化钙按比例溶于水中，配成 30,g/L 的氯化钙溶液以

及 30,g/L 氯化钙和 30,g/L 硼酸的混合溶液． 

(4)固定化凝胶菌球的成型：按比例向 5,mL 菌

悬液中加入 0.6,g 吸附剂(麸皮)，混匀，吸附 10,min，

然后将配好的包埋剂倒入上述混合液中，混匀，利用

注射器吸取并滴入到交联剂溶液中，形成菌球． 

(5)交联：将该菌球交联 24,h，用生理盐水冲洗，

然后转到生理盐水中，置于 4,℃冰箱保存． 

1.4.2 包埋剂比例及交联剂的确定 

选择海藻酸钠和聚乙烯醇作为包埋剂，CA 与

PVA 质量比(g∶g)分别为：3∶8、3∶6、3∶4、2∶8、

2∶6、2∶4，总体积 20,mL． 

选择 30,g/L 氯化钙、30,g/L 硼酸的混合溶液和单

独的 30,g/L 氯化钙溶液作为交联剂制备固定化菌

球，观察球体状况． 

1.4.3 正交实验确定固定化菌体制备条件 

正交实验因素及水平见表 1． 

表 1 正交实验因素水平表 

Tab. 1 Factors and levels of the orthogonal experiment  

因素 

水平 V(菌液)∶m(麸皮)/

(mL∶g) 

m(CA)∶m(PVA)/ 

(g∶g) 

吸附时间/

min 

1 5.0∶0.4 3∶4 5 

2 5.0∶0.6 3∶3 10 

3 5.0∶0.8 2∶4 15 

1.4.4 碳源对固定化丙酸菌产丙酸的影响 

  分别以葡萄糖和乳酸钠为碳源进行丙酸发酵，测

定丙酸含量，计算丙酸转化率． 

1.5 分析方法 

1.5.1 包埋效率的计算 

总活菌数：采用 10,µL 微量菌落计数法． 

菌球表面游离与洗脱菌数：将制好的菌球加入生

理盐水冲洗，洗液作活菌计数． 

包埋效率＝(总菌数－游离与洗脱菌数之和)/ 

总活菌数×100% 

1.5.2 丙酸菌代谢产物丙酸的测定 

参见文献[11]． 

2 结果与讨论 

2.1 包埋剂比例及交联剂的确定 

  不同包埋剂比例、不同交联剂固定化后的实验结

果见表 2．对于不同包埋剂比例，以 30,g/L 氯化钙为

交联剂固定化后的菌球状况均优于 30,g/L 氯化钙和

30,g/L 硼酸混合溶液作为交联剂的菌球状况，因此选

择 30,g/L 氯化钙溶液为交联剂；对于 CA 与 PVA 质

量比分别为 3∶4 和 2∶4 的包埋剂，成球较好． 

表 2 不同包埋剂比例、不同交联剂固定化后的菌球状况 

Tab. 2 Immobilized test result of different ratio of entrapping agent to cross-linking agent 

菌球状况 
m(CA)∶m(PVA)/(g∶g) 

30,g/L氯化钙和 30,g/L硼酸混合溶液 30,g/L氯化钙溶液 

3∶8 成球不规则，拖尾严重而且出现严重的粘连 成球不规则，有严重拖尾但不出现粘连

3∶6 成球形状规则，但球体太软，有轻微的拖尾，而且有严重的粘连现象 轻微的拖尾，没有粘连 

3∶4 
成球较好，稍稍偏软，有轻微拖尾但基本无碍，有一定的粘连不过菌球弹

性得到很大的改善 
成球较好，球体较大，有弹性没有粘连

2∶8 能成球，但球体太软且迅速就粘连到一起 成球形状好，但太软，没有粘连 

2∶6 成球好，稍稍缺乏硬度，粘连情况有所缓解，但最终还是粘在一起 成球好，球略软 

2∶4 成球很好，有一定的硬度且只有轻微粘连， 成球很好，有一定硬度且没有粘连 
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2.2 正交实验确定固定化菌体制备条件 

正交实验结果及极差分析、方差分析分别见表 3

和表 4． 

表 3 正交实验结果及极差分析 

Tab. 3  Analysis of orthogonal design result and range  

实验号 
V(菌液)∶ 

m(麸皮) 

m(CA)∶

m(PVA) 

吸附 

时间 

包埋效

率/% 

1 1 1 1 92.83 

2 1 2 2 94.21 

3 1 3 3 95.78 

4 2 1 2 94.74 

5 2 2 3 96.86 

6 2 3 1 92.95 

7 3 1 3 95.20 

8 3 2 1 93.51 

9 3 3 2 92.59 

k1 94.273 94.257 93.097   

k2 94.850 94.860 93.847   

k3 93.767 93.773 95.947   

R 01.083 01.087 02.850   

表 4 正交实验方差分析 

Tab. 4 Analysis of orthogonal design variance  

因素 
偏差 

平方和 
自由度 F值 

F临

界值
显著性

V(菌液)∶m(麸皮)  1.763 2 02.708 19.000  

m(CA)∶m(PVA)  1.778 2 02.731 19.000  

吸附时间 13.095 2 20.115 19.000 * 

误差  0.650 2    

根据正交实验结果可确定固定化细胞发酵丙酸

的最佳工艺条件为：菌液与麸皮比例为 5,mL∶0.6,g，

包埋剂的 CA 与 PVA 质量比为 3∶3，吸附时间为

15,min，此时的包埋效率为 96.86%． 

根据方差分析结果，比较各因素对发酵丙酸产量

的影响可知，影响最显著的是吸附时间，其次是包埋

剂比例，影响最小的是菌液与吸附剂的比例． 

2.3 碳源对固定化丙酸菌产丙酸的影响 

2.3.1 葡萄糖质量浓度对丙酸菌发酵的影响 

不同质量浓度葡萄糖为碳源时费氏丙酸菌的丙

酸生产曲线见图 1．从图 1 可以看出：发酵 8,h，各质

量浓度葡萄糖为碳源的丙酸产生速率均较快，丙酸产

生速率分别为 0.98、0.78、0.53、0.54,g/(L·h)；随着发

酵时间的增加，较低质量浓度葡萄糖为碳源的产酸速

率大于高质量浓度的葡萄糖，并逐渐趋于平缓，这是

因为酸的产生抑制了丙酸菌的发酵[12]．同时可以看

出：葡萄糖(底物)质量浓度越高，对丙酸菌的抑制作

用越强，底物的利用率越低；以 40,g/L 葡萄糖为碳

源，发酵 56,h 丙酸产量达到最大值． 

 

图 1 葡萄糖为碳源时费氏丙酸菌的丙酸生产曲线 

Fig. 1 Propionic acid production by P. freudenreichii with 

glucose as the carbon source 

  不同质量浓度葡萄糖为底物时的丙酸转化率见

表 5．从图 1 和表 5可以看出：60、80,g/L 葡萄糖质量

浓度的丙酸转化率低，发酵效果不理想；20、40,g/L

葡萄糖为底物的丙酸产量(丙酸产量＝葡萄糖质量浓

度×丙酸转化率)分别为 10.62、11.28,g/L．可见，虽

然与 20,g/L 葡萄糖为底物的丙酸转化率(53.10%)相

比，40,g/L 的丙酸转化率相对较低(28.19%)，但其丙

酸产量较高，是较适合的底物浓度． 

表 5 葡萄糖为底物时丙酸转化率 

Tab. 5 Analysis of production data with glucose as the substrate 

丙酸转化率/% 葡萄糖质量 

浓度/(g·L
-1) 1 2 3 4 5 平均值 

方差 

20 53.90  52.70  53.10  53.05  52.75  53.10 0.185,0 

40 28.85  27.60  28.08  28.30  28.10  28.19 0.163,2 

60 17.52  17.20  17.68  17.57  17.53  17.50 0.025,7 

80  8.64   8.48   8.48   8.66   8.35   8.52 0.013,2 

 

2.3.2 乳酸钠质量浓度对丙酸菌发酵的影响 

不同质量浓度乳酸钠为碳源时费氏丙酸菌的丙

酸生产曲线见图 2．从图 2 可以看出：发酵 8,h，以

40,g/L 乳酸钠为碳源时丙酸产生速率较快；发酵到 

32,h 时，以 20、40、60,g/L 乳酸钠为碳源的丙酸产生

速率趋于平稳，分别为 0.28、0.29、0.25,g/(L·h)；随着

时间的增加，以 40,g/L 乳酸钠为碳源的产酸速率高

于其他浓度，发酵 64,h 丙酸产量达到最大值． 
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图 2 乳酸钠为碳源时费氏丙酸菌的丙酸生产曲线 

Fig. 2  Propionic acid production by P. freudenreichii with 

sodium lactate as the carbon source 

不同质量浓度乳酸钠为底物时的丙酸转化率见

表 6．从图 2 和表 6 可以看出：80,g/L 乳酸钠为底物

的丙酸产量为 4.41,g/L，丙酸转化率为 5.51%，丙酸产

量和丙酸转化率都很低；20、40、60,g/L 乳酸钠为底

物的丙酸产量分别为 10.49、13.75、10.04,g/L，都在

10,g/L 以上，但 60,g/L 乳酸钠为底物的丙酸转化率

(16.74%)较低；另外，虽然与 20,g/L 乳酸钠为底物的

丙酸转化率(52.44%)相比，40,g/L 的丙酸转化率相对

较低(34.38%)，但其丙酸产量(13.75,g/L)较高，是较

适合的底物浓度． 

表 6 乳酸钠为底物时的丙酸转化率 

Tab. 6 Analysis of production data with sodium lactate as the substrate 

丙酸转化率/% 乳酸钠质量 

浓度/(g·L
-1) 1 2 3 4 5 平均值 

方差 

20 52.14  52.61  52.34  52.74  52.37  52.44 0.044,8 

40 34.58  34.35  34.23  34.30  34.45  34.38 0.014,9 

60 16.75  16.68  16.87  16.63  16.77  16.74 0.006,7 

80  5.51   5.45   5.61   5.49   5.50   5.51 0.002,8 

 

从以上葡萄糖和乳酸钠为碳源的实验结果可以

看出：发酵初期的碳源消耗较大，丙酸产生速率较

高；随后的发酵中，以葡萄糖为碳源的发酵曲线相对

平缓，以乳酸钠为碳源的曲线呈梯度缓慢上升直至发

酵中后期．出现此结果是因为，丙酸菌以葡萄糖和以

乳酸钠为碳源时代谢途径不同，当以葡萄糖为单一碳

源时，丙酸积累到一定浓度会对菌株生长和产酸产生

反馈抑制，所以发酵 8,h 后丙酸浓度上升平缓．与

40,g/L 葡萄糖相比，40,g/L 乳酸钠的丙酸产量较高，

为 13.75,g/L，丙酸转化率为 34.38%，与 Lewis 等[12]

的结论一致． 

3 结 论 

  本文通过实验确定了先以麸皮进行吸附，再用海

藻酸钠–聚乙烯醇进行包埋的方法制备固定化细

胞．确定了固定化细胞的工艺条件：菌液与麸皮比例

为 5,mL∶0.6,g，吸附时间为 15,min，包埋剂的海藻

酸钠与聚乙烯醇质量比为 3∶3，此条件下的包埋效

率为 96.86%． 

分别以葡萄糖、乳酸钠作为单一碳源，进行固定

化丙酸菌发酵生产丙酸，相比 40,g/L 葡萄糖，40,g/L

乳酸钠丙酸产量高，达到 13.75,g/L，丙酸转化率也

高，达到 34.38%，是丙酸发酵较好的碳源． 
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