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摘  要 : 1,3-丙二醇是一种重要的化工原料，主要作为平台化合物用于合成聚酯，如聚对苯二甲酸丙二醇酯。

经基因工程改造的克雷伯氏肺炎杆菌 LDH526 能以甘油作为唯一碳源合成 1,3-丙二醇，最终发酵浓度超过 90 g/L。

甘油浓度是影响 1,3-丙二醇合成的关键因素。为了实现对甘油浓度的精确控制，设计并优化了基于发酵动力学

的甘油自动流加策略。通过将底物流加速率与易观察变量 pH 和发酵时间偶联，实现了发酵过程中甘油流加的

自启动和甘油浓度的动态控制。发酵 72 h，1,3-丙二醇的浓度可稳定超过 95 g/L。自动控制甘油流加的发酵过

程具有可重复性、连续性以及人工工作量少的特点，有望从实验室规模扩大到生产规模。 
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fermentation of Klebsiella pneumoniae LDH526 
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Abstract:  1,3-propanediol is an important chemical used as building block for the synthesis of highly promising 
polyesters such as polytrimethylene terephthalate. A genetically modified Klebsiella pneumoniae LDH526 can use glycerol 
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as sole carbon source and produce 1,3-propanediol with the titer above 90 g/L. A key factor affecting the production of 
1,3-propanediol by the mutant K. pneumoniae is the accurate control of the feeding of glycerol. To generate a robust and 
reproducible fermentation process of 1,3-propanediol, we designed and optimized an automatically feeding strategy of 
glycerol based on fermentation kinetics. By coupling the substrate feeding rate with easily observed variables -pH and 
fermentation time, we have achieved self-starting glycerol feeding and dynamic control of the glycerol concentration during 
the fermentation process. This automated system allowed us to generate a reproducible, consistent and operator-independent 
process from lab-scale to production scale. The final concentration of 1,3-propanediol was above 95 g/L after 72 h. 

Keywords:  Klebsiella pneumoniae, 1,3-propanediol, feeding strategy, automatic control 

1,3-丙二醇 (1,3-Propanediol，简称 PDO) 是

一种重要的平台化合物，广泛应用于聚酯、食

品、医药、化妆品、溶剂等行业[1-2]。1,3-丙二

醇最重要的用途是作为单体用于合成聚对苯二

甲酸丙二醇酯 (PTT)，PTT 是一种新型的聚酯

化学纤维，在工程塑料、纺织、家具和地毯等

领域应用广泛，发展前景广阔[3-5]。1,3-丙二醇

的合成方法有化学合成法和微生物发酵法[6]。微

生物发酵法利用可再生资源生产 1,3-丙二醇具有

许多优点，如反应条件温和、操作简单、原料可

再生且价格低廉等，受到国内外的广泛关注[4-7]。 

在天然的 PDO生产菌株中，克雷伯氏肺炎

杆菌是最具生产潜力的菌株之一[8-9]。本研究组

自主筛选的克雷伯氏肺炎杆菌 HR526[10]是目前

文献报道的 PDO高产菌株之一，PDO最终发酵

浓度可超过 90 g/L。在利用克雷伯氏肺炎杆菌发

酵甘油生产 1,3-丙二醇的过程中，甘油浓度的精

确调控是影响 PDO合成的重要因素之一[11]。甘

油浓度过高会引起中间代谢产物 3-羟基丙醛 

(3-HPA) 的高浓度积累，3-HPA具有细胞毒性，

能抑制菌体的生长和甘油的代谢，导致发酵过

程的异常终止 [12-14]。降低甘油浓度可以降低

3-HPA 的积累，但较低的甘油浓度同时会降低

PDO的合成速率和最终产量。以 3-HPA的浓度

为指导，可以控制甘油浓度在合适的范围内，

防止 3-HPA 的积累，保证发酵过程的安全性并

提高 PDO的产量[11]。由于甘油浓度不能在线检

测，人工反馈流加补料工作量大，因此，建立

合适的甘油自动流加策略对于 PDO的工业化生

产具有重要意义。在补料分批发酵过程中，常

见的底物浓度控制策略有恒速流加、脉冲流加、

指数流加[15-16]等。相比于开环控制，存在反馈

作用的闭环模型可以精确控制底物浓度，如 pH

反馈模型[17-18]、生物量反馈模型[17]、溶氧 (DO) 

反馈模型[18]、底物直接反馈模型[19]及 pH 和生

物量二元函数模型[20]等。本文采用的菌株为克

雷 伯 氏 肺 炎 杆 菌 HR526 乳 酸 缺 陷 菌 株

LDH526[21]，由于不同菌株发酵特性不同，采用

上述流加方式在 LDH526 的流加发酵过程中都

不能很精确地控制甘油浓度，满足发酵过程的

要求。针对克雷伯氏肺炎杆菌 LDH526 的发酵

特性，本研究根据发酵动力学模型，将甘油流

加速率与碱液流加速率和发酵时间相偶联，提

出了甘油的自动流加策略并搭建了自动流加装

置，实现了甘油流加的自启动和甘油浓度的精

确控制。 

1  模型建立 

1.1  底物流加自启动模型的建立 
在补料分批发酵中，底物流加通常是在初
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始底物接近消耗完全时人工开启。由于甘油浓

度不能快速在线检测，人工操作难以合适地把

握甘油的流加时机。通过观察底物不足时的现

象，本文建立了在特定甘油浓度下开启甘油流

加的自启动模型。当甘油不足时，细胞生长代

谢减缓，产酸速率降低，在 pH恒定的发酵过程

中，对应的碱液流加速率下降。通过在线检测

碱泵开度值，当碱泵开度下降并且达到某个数

值时开启甘油流加，实现在合适的甘油浓度范

围内开启甘油流加。 

1.2  底物流加速率模型的建立 
根据微生物基质消耗动力学[22]，基质消耗

分别用于细胞生长、产物生成和维持代谢： 

/ /

d 1 d 1 d 
d d dx

x s p s

S X Pm X
t y t y t
= ⋅ + + ⋅⋅       (1) 

其中 S、t、 /x sy 、X、 xm 、 /p sy 和 P分别为

底物消耗量(g/L)、发酵时间 (h)、菌体对基质的

得率系数、总生物量 (g/L)、维持常数 (/h)、产物

对基质的得率系数 (g/g) 和总产物浓度 (g/L)。 

根据宋志远等[20]的推导和简化，底物流加

速率 F1 (g/h) 与碱液流加速率 F2 (g/h) 和生物

量的关系为： 

1 2
d
d
XF aF bX c
t

= + +                  (2) 

其中 a、b、c为常数，通过发酵数据拟合得到。 

在克雷伯氏杆菌发酵产 1,3-丙二醇的发酵

过程中，98%以上的甘油用于维持细胞的生命活

动和生成代谢产物，细胞生长所占比例很小[20]，

即 d 0d
Xc t = ，式 (2) 简化为： 

1 2F aF bX= +                       (3) 

在菌体对数生长期，生物量 X 可采用指数

生长模型表示： 

exp( )X k d t= ⋅ ⋅                     (4) 

在稳定期，X为常数，令 bX=m，得到对数

生长期和稳定期的底物流加模型： 

( )1 2

1 2

exp ( )
( )

F aF bk d t
F aF m
= + ⋅ ⋅⎧

⎨ = +⎩

对数

稳

期

定期
      (5) 

2  材料与方法 

2.1  实验材料 
实验所用菌种为实验室自主筛选和改造的

克雷伯氏肺炎杆菌乳酸缺陷株 LDH526。种子培

养基和发酵培养基参照文献[11]，发酵培养基初

始甘油浓度为 20 g/L，使用前均在 121 ℃下灭菌

20 min。 

2.1.1  种子培养 

在 LB斜面 30 ℃活化种子 12 h，再接种于

含 100 mL种子培养液的 250 mL锥形瓶中，在

37 ℃、150 r/min摇床中培养 12 h。 

2.1.2  发酵培养 

发酵在 5 L自控 pH发酵罐中进行，装液量

为 4 L，接种量 1% (V/V)，温度 37 ℃，搅拌速

度 250 r/min，采用质量分数为 30%的 NaOH溶

液维持 pH为 6.5，通气量 0.5 vvm。在人工反馈

补料发酵实验中，每隔一段时间检测甘油浓度，

根据甘油浓度和甘油消耗量调整甘油流加速

率，控制甘油浓度在合适的范围内。 

甘油自动流加发酵实验采用甘油流加与碱

液流加和发酵时间相偶联的变速流加方式。流

加装置简易图见图 1。发酵罐通过 pH电极 2在

线检测 pH值，碱液流加泵 4自动流加碱液维持

pH的恒定。计算机记录并存储碱泵开度值，通

过流加模型自动控制底物流加泵 5，从而实现甘

油流加的自动化。 
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图 1  甘油自动流加发酵装置 
Fig. 1  The device of automatically feeding fed-batch 
fermentation. 1: fermenter; 2: pH sensor; 3: electric 
control unit; 4: alkali liquor feeding pump; 5: glycerol 
feeding pump; 6: computer; 7: glycerol tank; 8: alkali 
liquor tank. 
 
2.1.3  分析方法 

菌体浓度以 OD650表示，底物甘油及代谢产

物 1,3-丙二醇、2,3-丁二醇、丁二酸、乳酸、乙

酸和乙醇浓度采用高效液相色谱测定，测定方

法参考文献[23]。 

发酵生产 PDO的中间代谢产物 3-羟基丙醛

采用比色法测定，测定方法参考文献[24]。 

3  结果与讨论 

在克雷伯氏肺炎杆菌 LDH526 产 1,3-丙二

醇的过程中，发酵的顺利进行及 PDO的最终浓

度与甘油的流加速率和 3-HPA 的积累密切相

关。以 3-HPA 的浓度为指导，前期的人工补料

发酵实验对发酵过程中合适的甘油浓度进行了

探索，结果表明，甘油流加存在 3个关键阶段：

在发酵前期 (6−10 h)，初始甘油接近消耗完成，

3-HPA 逐渐积累。菌体在该阶段对甘油浓度非

常敏感，稍高的甘油浓度即导致 3-HPA 的高浓

度积累，因此，必须在合适的时间节点以合适

的速度开启甘油流加，保证甘油浓度在 1−3 g/L

之间；在发酵的第二阶段 (10−14 h)，3-HPA积

累接近峰值，甘油浓度需要控制在较低的浓度 

(6 g/L 以下)；在发酵的第三阶段 (14−24 h)，

3-HPA 的积累减弱，需要逐渐提高甘油浓度以

促进 PDO的合成。由于人工反馈控制存在延迟

性，无法保证每批次发酵的顺利进行，并且存

在重复性差、工作量大等问题，本文针对甘油

流加时机和流加速率进行深入的研究。 

3.1  甘油流加的自启动 
在甘油流加开启时 (6−7 h)，初始甘油接近

消耗完成 (甘油浓度在 1 g/L左右)，流加过早开

启会导致甘油浓度维持在较高水平，3-HPA 迅

速积累。流加开启滞后，较低浓度的甘油在极

短时间内即消耗完成，出现底物不足现象，直

接影响菌体的发酵性能和 PDO的最终产量。在

人工补料反馈调节中，通过不断检测甘油浓度，

推断甘油消耗速率来开启甘油流加，该方法不

仅工作量大，而且由于检测的延迟性以及不同

批次发酵条件的不平行性，不能实现甘油流加

在合适的时机开启。 

在发酵过程中发现，当底物不足时，菌体

生长和代谢变缓，产酸速率变慢，碱液流加速

率下降。当底物浓度为零时，菌体停止产酸，

碱液流加泵停止加碱。碱液流加速率间接反映

了发酵液中甘油浓度的变化。通过采集碱泵开

度，得到碱泵开度平均值随时间的变化曲线 (图

2)。从图中可以看出，在批式发酵中，随着产酸

量的增大，碱泵的开度随之增大，在 6 h (360 min) 

左右达到最大值；当底物不足时，碱泵的开度

迅速下降；随着甘油流加的开启，碱泵的开度

又迅速上升。 
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通过在流加开启时机 (6−7 h) 附近密集取

样并检测甘油浓度，发现甘油浓度在 1 g/L左右

时，碱泵开度值下降到最大值的 80%−85%。因

此，研究中设定当碱泵开度下降到最大值的

85%时，通过计算机控制，自动开启甘油流加。

实验结果见图 3。多次重复实验显示，当发酵进

行到 6.5−6.8 h，甘油流加自动开启，相应时刻

的甘油浓度维持在 0.53−1.22 g/L之间，从而保

证了发酵的顺利进行。 
 

 
 
图 2  碱泵开度随时间变化曲线 
Fig. 2  Time courses of valve opening of alkali liquor 
feeding pump. 
 

 
 
图 3  流加时机附近甘油浓度变化曲线 
Fig. 3  Time courses of glycerol concentration nearby 
the launch point. 

3.2  底物流加模型参数的确立 
根据多批次人工反馈补料发酵数据，利用

0−14 h 的 OD 值，得到菌体指数增长的拟合公

式为： 

( )X 2.462exp 0.132t=                 (6) 

不同时期的甘油消耗速率拟合公式为： 

( )1 24.869 6.356exp 0.132t ( )F F= + 对数期  (7) 

( )1 218.95 4.20F F= + 稳定期            (8) 

在发酵的稳定期，通过调整公式 (8) 中常数

项的大小，可以实现甘油浓度以不同的速率增加。 

3.3  对数生长期流加模型的验证 
在对数生长期，3-HPA 极易积累，必须控制

甘油的流加速率，使甘油维持在较低浓度 (6 g/L

以下)。甘油流加自动开启后，采用公式 (7) 流

加甘油。在不同批次实验中，对数生长期甘油

流加自动控制结果如图 4所示。由图 4A可知，

甘油浓度在批式发酵的终点 (第 7 h左右) 达到 
 

 
 

图 4  6−14 h 甘油浓度 (A) 和 PDO 浓度 (B) 随时

间的变化 
Fig. 4  Time courses of glycerol concentration (A) and 
PDO concentration (B) during 6−14 h. 1−3 represent 
different fermentation batches. 
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较低水平 (1 g/L左右)，通过开启甘油流加，甘

油浓度逐渐上升，7−12 h维持在 1−3 g/L，14 h

上升至 5−6 g/L。对比人工反馈调节结果，自动

流加控制的甘油浓度变化更加平稳，3-HPA 的

浓度 (数据未列出) 维持在较低水平，保证了发

酵过程的安全性。由图 4B可以看出，在对数生

长期 PDO以较快的速率增长，实验结果超过人

工反馈调节的最佳结果，说明甘油浓度在对数

生长期得到合理控制。 

3.4  稳定期不同甘油浓度发酵实验 
在发酵稳定期，3-HPA 的积累下降，甘油

浓度的变化不会造成菌体的死亡，但甘油浓度

影响 PDO的生成速率，逐渐提高甘油浓度有利

于促进 PDO的合成。人工补料发酵实验表明，

发酵进行到 14−16 h，OD650达到最大值 (OD650

为 12−14)，此后细胞即进入稳定期。为了研究

发酵稳定期甘油流加的合适速率，调整式 (8) 

中常数项的大小，改变发酵液中的甘油浓度。

以 OD650 达到最大值的时间点为对数期和稳定

期的分界点，分别考察甘油以 3 种不同速率提

高时 PDO合成的变化。如图 5A所示，1、2、3

批次分别对应以下 3 种甘油流加速率：1) 甘油

浓度以恒定速率 1 g/(L·h) 提高，即 m=8.20时；

2) 不断改变 m值，使甘油浓度以较快速率增长，

而又不至于出现 3-HPA的积累；3) 甘油浓度以

恒定速率 2 g/(L·h) 提高，即 m=12.20。图 5B

中 PDO浓度的变化表明稳定期时逐渐提高甘油

浓度有利于 PDO的生成，过低和过高的甘油浓

度都不利于 PDO的快速积累。当甘油浓度以恒

定速率 2 g/(L·h) 提高，稳定期甘油浓度维持在

20−40 g/L时，PDO增长速率较快，72 h时 PDO

的浓度达 95.25 g/L。以上实验结果表明，通过

合理地选择时间节点并调整式  (8) 中的常数 

 
图 5  甘油 (A) 及对应的PDO (B) 浓度随时间的变化 
Fig. 5  Time courses of glycerol concentration (A) and 
corresponding PDO concentration (B). 1−3 represent 
different feeding rate of glycerol. 
 

项，可以实现甘油浓度以合适的速率增加，保

证稳定期甘油浓度在合适的范围内。 

3.5  甘油自调控条件下副产物的分布 
整个发酵过程中，采用自动控制装置分两

阶段流加甘油，在对数生长期 (7−14 h) 使甘油浓

度保持在较低水平 (6 g/L以下)。从对数生长期过

渡到稳定期时，甘油浓度稳步上升 (至 20 g/L左

右)，稳定期甘油浓度维持在 20−40 g/L，最终

PDO产量在 95 g/L以上，甘油的摩尔转化率达

到 0.51−0.54，与 Homann 等[8]报道的值相当。整

个发酵过程中，各种主要产物 (PDO、2,3-BDO、

乙酸、丁二酸、乙醇) 的合成如图 6所示。结果

显示，副产物 2,3-BDO的浓度在 33 g/L左右，

丁二酸浓度和乙酸的浓度分别在 18 g/L和 8 g/L

左右，乙醇在 5 g/L左右。前期发酵实验还表明，

稳定期控制甘油浓度在较低水平 (10−15 g/L)，

乙醇的生成量增加，最高可达 17 g/L左右，相

应的甘油摩尔转化率降低为 0.47。因此，在对

数生长期后期至稳定期提高甘油浓度，不仅有

利于 PDO的快速生成，也有利于减少副产物的积 
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图 6  自动控制甘油流加发酵过程中 PDO、2,3-BDO、

乙酸、丁二酸和乙醇浓度随时间的变化 
Fig. 6  Time courses of PDO, 2,3-BDO, acetate, 
succinate and ethanol concentration during fed-batch 
fermentation under automatic feeding strategy. 
 

累，提高甘油转化率。而在对数生长期，必须防

止 3-HPA的积累，故控制甘油浓度在较低水平。

由于该时间段非常短 (7 h左右)，因此对整个过程

副产物的分布影响很小。在对数生长期，以 3-HPA

和 PDO 的浓度来指导甘油浓度的控制，在稳定

期，以副产物和 PDO生成速率来确定甘油的浓度

范围，既可以保证发酵过程的顺利进行，又可以

进一步降低副产物的产量，提高甘油的转化率。 

4  结论 

本文基于对克雷伯氏肺炎杆菌 LDH526 发

酵特性的研究，提出了批式发酵过程中的甘油

自动流加策略。根据碱液流加速率的变化，设

定碱泵开度下降到最大值的 80%−85%时，开启

甘油流加，实现了甘油流加的自启动。由于菌

体在对数生长期和稳定期对甘油浓度要求不

同，采用两段流加模型自动控制甘油浓度在合

适的范围内，实现了整个发酵过程中甘油流加

的全自动，最终 PDO的产量在 95 g/L以上。与

国内报道的甘油流加策略[19-20]相比，本文基于克

雷伯氏肺炎杆菌 LDH526 的发酵特性，甘油流加

分两段控制：对数生长期要求较低的甘油浓度，

允许波动范围小 (1−3 g/L)，而其他文献报道的

甘油浓度控制在较大范围 (10−20 g/L)；发酵稳

定期通过提高甘油的流加速率，PDO的终产量超

过 95 g/L，这一产量远高于其他文献报道值，该

实验结果将有望从实验室规模扩大到生产规模。 
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