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摘 要 研究生物可降解塑料 BCD（B’(-!.E-FG’7- H,A-G6A3）生产的低成本和高产率发酵。采用廉价碳源———废食品
糕点作为原料，其中同时具有葡萄糖和乳酸。培养是在同一 8I发酵罐中先后接入 $种细菌，先由乳酸杆菌 3+0/(4
5+0#,,)& 6%,5*)%07##消耗葡萄糖产生乳酸，再由真养产碱菌 8+,&/($#+ %)/*(9")& 消耗乳酸产生 BCD。本文应用混沌控制
理论设计溶氧振荡来协调混生菌矛盾的生理需求，同时改变振荡节律激励细胞的代谢能。考虑真养产碱菌在乳酸

里的代谢，有异养和真养两种途径，其中两种重要代谢通量，生物氧化能 J2B和还原能 *JKBC，能够反映混生菌细
胞的生理状态，二者都与供氧密切有关。实验通过取样进行细胞破碎后，由荧光分析仪监测不同发酵阶段的 J2B
和 *JKBC，发现 $种代谢能随着溶氧控制的不同节律变化而起伏，溶氧节律振荡能够使混合培养的 BCD的浓度比
常规供氧方法提高 !倍。

关键词 BCD混合发酵，溶氧振荡，节律控制，J2B，*JKBC代谢能测定
中图分类号 L1$4M1! 文献标识码 J 文章编号 !%%%.4%1!（$%%!）%#.%##!.%#

取!羟基丁酸（B’(-!.E-FG’7- H,A-G6A3）是一种可
降解的生物塑料聚合物。但是生物塑料实现工业化

的一个主要障碍是它的成本远高于传统的石化塑

料，其主要原因是细菌发酵的碳源葡萄糖成本很高。

日本九州工业大学的 NE;:;<,等试图采用廉价碳源，
废糕点中的葡萄糖和乳酸生产 BCD。实验研究了在
同一 8I发酵罐内 $种碳源下的混合培养过程［! O 4］。

培养方法是先用乳酸杆菌 3 ) 6%,5*)%07## 消耗葡萄糖
产生乳酸，稍后再用真养产碱菌 8+,&/($#+ %)/*(9")&
消耗乳酸产生 BCD。在两菌共存的发酵体系里由于
所需的生存条件和代谢途径差异很大，甚至互相抵

触，导致最终产物 BCD 浓度很低。为了探讨提高
BCD这种混合培养方法的最终收率，本文应用时空
混沌控制方法［# O 1］，提出以氧供给的节律控制来刺

激代谢，调控混生菌宏观生理状态。实验结果表明

J2B和 *JKBC随溶氧振荡而呈现节律变化，并且使
BCD浓度比常规的线性设定值控制方法提高 !倍。

! BCD混合培养过程细胞生理状态调控
细胞生理状态调控主要目的是激励细胞的代谢

活力从而提高增殖速率，通过外部培养环境的改变

去作用和影响胞内目标代谢物的形成速率。方法是

应用混沌控制理论［1］设计振荡输入模式，加速细胞

内代谢网络上某些代谢途径里的酶促反应，建立闭

环调节回路［"］来提高代谢的目标产物形成速率。

! "! 两菌混生培养体系的过程分解
BCD混合培养是 $种菌在同一发酵罐的共生和

代谢过程，可以分解为 4个进程。首先由乳酸杆菌
3 ) 6%,5*)%07## 消耗葡萄糖产生乳酸，这是一个厌氧发
酵过程，氮源充足有利于乳酸杆菌生长。当乳酸浓

度达到 8PQI 时，接入真养产碱菌 8 ) %)/*(9")& 消耗
乳酸产生 BCD。这个过程需要充足的氧和适当的氮
Q碳比。最后随着氮源的缺乏，真养产碱菌开始在体
内积累 BCD，减少氧的供应可以抑制长菌而转向产
物的积蓄。混合培养的过程分解如图 !所示。在混
生系统里乳酸浓度太高会产生产物抑制，不利于葡

萄糖消耗，同时也不利于真养产碱菌增殖和积累

BCD。由此可见调节溶氧和葡萄糖浓度可以控制乳
酸产生速率，而调节溶氧和氮的浓度可以控制乳酸

消耗速率。在同一发酵体系内氧供应同时满足低和

高两种要求，宏观上满足两菌的细胞生理需求，只有

采取振荡改变的供氧方式，同时根据氮的消耗流加



葡萄糖，保持适当碳氮比。比葡萄糖消耗速率

（!"#$）定性表达如下所示：

!"#$ !
%"#·!$ %（%"# & %’()）·!

&·’
式中 %"#为流加葡萄糖速率，!$ 为初糖浓度，! 为流加糖浓

度，%’()为氮流加速率，’ 为混生菌浓度，&为总体积。

图 * +(,混合培养的两菌共存发酵体系以及在
线检测和离线分析的生化变量

-./0* +(, 1.234 5678.9:8.;< =>=831 5;6?734 @.8A ;<B7.<3
1;<.8;C.</ 9:C.:D73= :<4 ;EEB7.<3 D.;B5A31;:<:7>8.5 9:C.:D73=

按上式控制比葡萄糖消耗速率，在三个进程中为阶

梯形如图 )（*）粗线所示。
! "# 混生菌细胞内部代谢能的调控
真养产碱菌在乳酸里的代谢是严格需氧的，其

代谢途径见文献［)］。包括真养和异养两种途径。
当真养代谢时，是由乙酰辅酶 F通过三酶合成途径
产生 +(,，限制氮源使 G#F循环切断，’FH+(过剩，
+(,合成速率提高。在异养代谢时，真养产碱菌用
G#F循环作为它的 FG+能量产生源，细胞生长在乳
酸里两个回补反应发生的两个主要途径：一是由乙

酰辅酶 F被异柠檬酸裂解酶经乙醛酸支路生成苹
果酸，再经草酰乙酸回到异柠檬酸，另一条途径是从

苹果酸到丙酮酸和从草酰乙酸（I2:7;:538:83）到磷酸
烯醇丙酮酸（+J+），再由丙酮酸到 +J+经羧化酶形
成草酰乙酸再回到异柠檬酸。当氧供应充足时 FG+
浓度高，使柠檬酸合成受抑制，而使 ’FH+( 过剩。
所以 FG+和 ’FH+(对提高 +(,产率来说是相辅关
联的。这两种代谢能的调控可以通过改变溶氧节律

和碳氮比来实现。

! "$ 溶氧节律控制的模式设计
由于细胞内的酶促反应存在终产物抑制和中间

产物构激活耦合的催化作用，在细胞增殖的自组织

过程中表现出复杂周期振荡行为，形成细胞内部代

谢动力学的混沌机制［K］。混沌控制的目的就是利用

预先设计好的外源节律作用同步和驯化细胞内部的

复杂动力学行为，这种控制方法在理论上已经被大

量的建模和计算证明是可行的［L，K］。溶氧节律控制

的模式如图 M 所示，振幅变化为前期限制氧在 $NL
O *NL??1有助于乳酸杆菌的生长。中期溶氧在 $NL
O PNL??1之间振荡，主要满足真养产碱菌的需氧。
后期溶氧在 $NL O )N$??1之间振荡，为了限制真养
产碱菌的繁殖并且氮饥饿。频率和相位的改变参考

葡萄糖消耗速率分三个阶段调节，不同的振荡频率、

振幅和相位呈现不同的节律。按照传统的设想细胞

内部在合成本身所需要的中间代谢产物中，严格保

持核苷酸和嘌呤物质的平衡稳定。现在的工作要通

过实验观测当供氧节律变化时，FG+和 ’FH+(是否
作相应的变化和由此产生的 +(,合成效果。

图 M 节律控制的模式示意图
-./0M Q5A313 ;E : CA>8A1.5:7 9:C.:8.;< ?:883C< E;C

4.==;7934 ;2>/3< ;=5.77:8.;<

图 ) +(,混合培养实验中在线监测的葡萄糖和乳酸浓度
-./0) GA3 ;<B7.<3 =6?3C9.=;C> 5;<53<8C:8.;< ;E /765;=3（*），7:58:83
（M）:<4 8A3 :44.8.;<:7 /765;=3（)）.< 8A3 1.234 5678.9:8.;<

# 实验

# "! 混合培养的实验材料与方法
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!"#"# 菌种和培养基：乳酸生产菌株为 !"#$%&"#’(()*
+,(&-),#.’’ !"#$%&’，其培养基组分如下所示：

()*+,-,.)/（01,,)/ 2-1+345 6)7，8)4+)），$9:;<；
=-3>. -?.@36.（01,,)/ 2-1+345 A)7，8)4+)）B:;<；#-3.
-?.@36.（01,,)/ 2-1+345 A)7，8)4+)）B:;<；C&D(EF&:;<；

"GG)/15G 61.@3.- $:;<；<HA+>.-1/ 9 7 $:;<；#/A*&·FD&E

979II:;<；J-2EF·FD&E 979$I:;<。

(DK 生 产 菌 株 为 /"(*$%0’" ,)$-%12" D$L
（"8AA$ML%%）。菌株首先在含 +-3>. -?.@36. $9:;<，
()*+,-,.)/ B:;<，G-3. -?.@36. B:;<和（0DF）& 2EFB:;<的
富氮培养基中进行预培养，然后菌体经离心洗涤后

接入合成培养基中进行培养。混合培养所用的培养

基组成与上述乳酸杆菌所用的相同。

!"#"! 分析方法：细胞浓度的测定采用分光光度计
（NO->.HI，P3>6) A)7，8)4+)）在 LL9/G 测定光密度获
得。葡萄糖浓度的测定采用葡萄糖分析仪（Q*56)>-
KH.->. &M$HI$F9$，R34) (5@- AS-G163* A)7，E>343）。乳
酸浓度的测定采用乳酸分析仪（JH41. <H*36.16 361T
$I%9’F，K)-S@1/:-@ #3//S-1G，#3//S-1G，Q-@G3/+）。
硫酸铵浓度通过酶法（R34- A)7，8)4+)）测定铵离子
浓度获得。(DK 浓度采用 <3U V 2*-,-64+ 改善法。
其余有机酸浓度用 D(<A（<AH$9"，2S1G3TW5 A)7，E>H
343）进行测定（色谱柱 2S1GH("C 2AXH$9&D，2S1G3TW5
A)7，E>363）。生物代谢能 "8(，0"Y(D用荧光光谱
分析仪（JHF9$9 J*5)@->6-/6- 2,-6.@),S).)G-.-@，D!8"H
AD! AE。）
! $! 培养过程

9Z&G< ! 7 +,(&-),#.’’ 从 [ ’9\的甘油冷冻管中
转移到装有 &9G< 培养基试管中进行接种物的制
备。斜面培养在 IM\$&S之后转移到 &99G<的 8形
瓶中进行预培养 $&S。在静置培养 FZBS之后，培养
基在 F\ B999: 条件下离心 $9G1/。细胞沉淀物悬
浮于新鲜培养基内，然后接种到一个 B< 的发酵罐
（#H$99，8)4+) X14341431 A)7，8)4+)）中，工作体积为
I<，3 7 ,)$-%12" 的培养过程与 ! 7 +,(&-),#.’’ 的培养
过程相类似。预培养周期一般为 I9S，接种时间晚
FS，两菌共存时开始混合培养。
! $% 发酵设备与控制系统

B<发酵罐的装备如图 F所示，其中在线监测变
量包括葡萄糖浓度、乳酸浓度、溶氧、排气 AE&、E&、

,D，离线分析的参数包括 0"Y(D、"8(、细胞浓度、
0DI、(DK。温度恒温控制在 IM\，,D 通过在线 ,D
传感器（JAH$，8)4+) X14341431 A)7，8)4+)）进行检测，

图 F 在线监测溶氧节律控制模式改变的溶氧控制节律
J1:7F " @-3*H.1G- @-6)@T-T T1>>)*]-T )?+:-/ @S+.SG163* ,3..-@/

采用 ’G)*;< 03ED或 FG)*;< DA*维持在设定值。溶
氧浓度通过在线 YE 传感器（JAH$，8)4+) X14341431
A)7，8)4+)）进行检测，通过改变搅拌速率和通气量
保持在设定的节律状态下（图 &）。
葡萄糖和乳酸的浓度分别通过在线的葡萄糖和

乳酸传感器（KJHF99，K1). A)7，8)4+)）进行测定，采用
开关模式添加葡萄糖使其维持在设定点。由于这些

传感器非常昂贵，所以我们通过 03ED溶液添加的
体积估算乳酸的浓度。所有的信号经放大后传送到

计算机中，所有的阀门均通过 Y;"转换器或继电器
由计算机进行控制。所有的设备在使用之前于

$&$\灭菌 &9G1/。

% 结果与讨论
溶氧振荡节律控制是基于细胞代谢的复杂周期

行为的混沌控制理论提出的调控细胞生理状态的方

法。在两菌混生的培养体系中，溶氧振荡协调了两

种菌对氧的需求反差，而节律激励了真养产碱菌的

代谢能 "8(和 0"Y(D相应振荡，促进了 (DK的合
成。图 B所示为 "8(和 0"Y(D用荧光光度计测得
的浓度变化，基本上与图 F所示溶氧的节律改变一
致，二者的振荡规律前期（大约 9 ^ $BS）"8(有一下
降谷，随之 0"Y(D 有一上升峰，中期（大约 $B ^
&’S），"8(已经上升到一定值并且又有一下降谷，随
之 0"Y(D产生一上升峰，在后期（&’ ^ I9S）"8(再
次发生下降谷，而 0"Y(D有上升峰，在 I个阶段有
I次起伏。图 L所示为全过程主要生化量的实验结
果，(DK在节律控制下达到 FZ$F:;<，而在同样培养
条件下溶氧非节律控制的混合发酵体系 (DK为 & ^
I:;<［$］。利用废弃原材料中的碳源进行两种细菌的
混合培养生产 (DK是一种新的尝试，由于动力学关
系复杂和耦合关系不易分解，迄今为止仍只有有限

的混合培养过程被报道。本文实验测试了振荡节律

供氧情况下细胞内的生物能 "8(和 0"Y(D的相应
振荡现象。由于两种细菌同时存在，所测的生物代

IFFF期 钱梓文等：溶氧振荡对聚!羟基丁酸混合培养过程的调控作用



谢能不完全是真养产碱菌一种菌细胞内的代谢能，

只能假设乳酸杆菌在发酵中期供氧充足的情况

图 ! 节律控制下的胞内代谢能 "#$和 %"&$’
()*+! ,-.)-/)01 02 )1/.-345565-. "#$ -17 %"&$’ 6174.

.89/8:)3-5 &; 301/.05

图 < $’=混合培养实验结果
()*+< >4?65/? 20. $’= :)@47 365/)A-/)01 4@B4.):41/?

下已经失去活性，所测的两种生物能主要是真养产

碱菌的胞内代谢能浓度。
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