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摘要：【目的】对多粘类芽孢杆菌Ｐａｅｎｉｂａｃｉｌｌｕｓ　ｐｏｌｙｍｙｘａ的玉米粉同步糖化发酵工艺进行优化，以获得低成本、

高效的（Ｒ，Ｒ）－２，３－丁二醇生产技术。【方法】研究玉米粉浓度、氮源种类和氮源浓度对菌体生长、耗糖能力以及

（Ｒ，Ｒ）－２，３－丁二醇产量、产率、得率和转化率的影响，并在此基础上进一步考察培养基中其它成分对（Ｒ，Ｒ）－２，

３－丁二醇发 酵 的 影 响。【结 果】优 化 后 的 培 养 基 组 分 为 玉 米 干 粉１４０ｇ／Ｌ，酵 母 粉３０ｇ／Ｌ，Ｎａ２ＨＰＯ４３ｇ／Ｌ，

ＫＨ２ＰＯ４３ｇ／Ｌ，（ＮＨ４）２ＳＯ４２ｇ／Ｌ，ＭｇＳＯ４０．８ｇ／Ｌ，微量元素溶液２ｍＬ／Ｌ。使用优化 后 的 培 养 基 进 行 同 步 糖

化发酵，发酵５０ｈ后（Ｒ，Ｒ）－２，３－丁 二 醇 产 量 达 到５６．２８ｇ／Ｌ（光 学 纯 度 为９８．３％），对 葡 萄 糖 的 得 率 为０．４４

ｇ／ｇ，产率为１．１３ｇ／（Ｌ·ｈ）。【结论】（Ｒ，Ｒ）－２，３－丁二醇生产技术低价高效，可为其工业化生产提供参考。
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０　引言

　　【研 究 意 义】２，３－丁 二 醇（２，３－ｂｕｔａｎｅｄｉｏｌ）在 化

工、能源、食品、医药等领域具有广泛的应用价值，其

微生物发酵生产是现代生物化 工 的 重 要 课 题。２，３－
丁二醇氧化脱氢可生成高价值食品风味剂２，３－丁二

酮，或者选择性氧化获得３－羟基－２－丁酮［１－２］，后 者 可

作为医 药 中 间 体 和 食 用 香 料，目 前 应 用 前 景 较 好；

２，３－丁二醇与乙酸反应生成的二乙酸－２，３－丁二醇酯

是水果香气物质的重要成分；另 外，２，３－丁 二 醇 脱 水

可生成甲乙酮、１，３－丁二烯，前 者 可 作 为 一 种 高 价 值

的液体燃料添加剂和低沸点溶剂，后者可用于合成橡

胶和树脂；此外，２，３－丁二醇可作为液体燃料、辛烷值

提升剂，或 可 用 于 合 成 聚 酯、聚 氨 酯 等 高 附 加 值 产

品［３－４］。据专家推测，２，３－丁二醇关键下游产品 潜 在

的市 场 容 量 达 到３２００万ｔ／年，价 值４３０亿 美 元［５］。

２，３－丁二醇存在３种立体异构体，分别是（Ｒ，Ｒ）－２，

３－丁 二 醇、（Ｓ，Ｓ）－２，３－丁 二 醇 和ｍｅｓｏ?２，３－丁 二

醇［６－７］。单一构型的（Ｒ，Ｒ）－２，３－丁二醇不仅具有混

旋型２，３－丁 二 醇 的 基 本 功 能，而 且 在 不 对 称 合 成 方

面优势突出，是 合 成 手 性 试 剂 和 手 性 配 体 的 重 要 前

体，在高价值手性电子材料、医药和农药中间体的合

成中应用广泛［８－１０］。此 外，（Ｒ，Ｒ）－２，３－丁 二 醇 凝 固

点较低（－６０℃），是一种优良的高级抗冻剂［８－９］。传

统的（Ｒ，Ｒ）－２，３－丁 二 醇 化 学 合 成 法 存 在 使 用 化 石

原料、环境污染严重和手性拆分成本高昂等问题，难

以实现大规模低成本生产［１１］。开发微生物法利用可

再生资源 高 效 合 成 光 学 纯（Ｒ，Ｒ）－２，３－丁 二 醇 的 研

究有利于提升该产业竞争力和拓展下游产业链。【前
人 研 究 进 展】多 粘 类 芽 孢 杆 菌 （Ｐａｅｎｉｂａｃｉｌｌｕｓ
ｐｏｌｙｍｙｘａ，过去称为Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｐｏｌｙｍｙｘａ）是到目前

为止发 现 的 唯 一 能 够 高 效 生 产 光 学 纯（Ｒ，Ｒ）－２，３－
丁二醇（光学纯度大于９８％）的天然微生物［１２－１３］。目

前关于Ｐ．ｐｏｌｙｍｙｘａ发 酵 制 备（Ｒ，Ｒ）－２，３－丁 二 醇

的报道大多使用传统的葡萄糖和蔗糖作为碳源，高昂

的原料成 本 限 制 了（Ｒ，Ｒ）－２，３－丁 二 醇 的 工 业 化 生

产［６］，所以寻找既低价又有效的原料是推进其产业化

生产的必经之路。目前有文献报道利用纤维素水解

液为碳源发酵生产（Ｒ，Ｒ）－２，３－丁二醇，但最终产物

浓度都不高［１４－１６］；另外，Ｐ．ｐｏｌｙｍｙｘａ能利用菊芋发

酵产生３６．９ｇ／Ｌ（Ｒ，Ｒ）－２，３－丁二醇，光学纯度大于

９８％［１７］，但其仍未达到工业化应用的要求。【本研究

切入点】玉米粉是工业中一种较廉价的原料。在美国

和加拿大常利用廉价易得的玉米粉大批量生产价格

较低的燃 料 乙 醇［１８］；另 外，玉 米 粉 也 可 用 于 生 产 乳

酸［１９－２０］、丁酸［２１］等有机酸。因此，本文从低廉的玉米

粉出发，研究其高效发酵生产（Ｒ，Ｒ）－２，３－丁二醇的

工 艺 条 件。【拟 解 决 的 关 键 问 题】本 研 究 对 Ｐ．
ｐｏｌｙｍｙｘａ高产菌 株 利 用 玉 米 粉 同 步 糖 化 发 酵 生 产

（Ｒ，Ｒ）－２，３－丁 二 醇 的 条 件 进 行 优 化，以 获 得 低 成 本

高效的（Ｒ，Ｒ）－２，３－丁二醇生产技术。

１　材料与方法

１．１　菌种

　　发酵菌种为Ｐ．ｐｏｌｙｍｙｘａ　ＤＳＭ　３６５，购自德国微

生物菌种保藏中心（Ｄｅｕｔｓｃｈｅ　Ｓａｍｍｌｕｎｇ　ｖｏｎ　Ｍｉｋｒｏ－
ｏｒｇａｎｉｓｍｅｎ　ｕｎｄ　Ｚｅｌｌｋｕｌｔｕｒｅｎ，ＤＳＭＺ）。

１．２　酶与试剂

　　 利 可 来 耐 高 温 淀 粉 酶 ｓｕｐｒａ（酶 活 力 ≥１３５
ＫＮＵ／ｇ）、复 合 糖 化 酶 ＤＸ（标 准 酶 活 力 为 ５００
ＡＧＵ／ｍＬ）均购 自 诺 维 信 公 司；市 售 的 普 通 玉 米 粉

（含水量约８％，淀粉含量为７５％）；酵母粉和蛋白胨

均购自ＯＸＯＩＤ公司，其余试剂为国产分析纯。

１．３　培养基

　　微量元素溶液：ＦｅＳＯ４０．４ｇ／Ｌ，ＭｎＣｌ２·４Ｈ２Ｏ
５．０ｇ／Ｌ，ＺｎＳＯ４·７Ｈ２Ｏ　０．１ｇ／Ｌ，Ｈ３ＢＯ３０．８ｇ／Ｌ，

ＣｕＳＯ４·５Ｈ２Ｏ　０．０４ｇ／Ｌ，ＮａＭｏＯ４·２Ｈ２Ｏ　０．０４

ｇ／Ｌ，Ｃｏ（ＮＯ３）２·６Ｈ２Ｏ　０．０８ｇ／Ｌ，ＣａＣｌ２·２Ｈ２Ｏ
１．０ｇ／Ｌ，ｂｉｏｔｉｎ　０．０１ｇ／Ｌ（文献［１２］）。种子培养基：
葡萄 糖 ５０ｇ／Ｌ，酵 母 粉 ２０ｇ／Ｌ，蛋 白 胨 １０ｇ／Ｌ，
（ＮＨ４）２ＳＯ４ ２ ｇ／Ｌ，ＭｇＳＯ４ ·７Ｈ２Ｏ　０．４ ｇ／Ｌ，

Ｎａ２ＨＰＯ４·１２Ｈ２Ｏ　２ｇ／Ｌ，ＫＨ２ＰＯ４３ｇ／Ｌ，微量元素

２４ Ｇｕａｎｇｘｉ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，Ｖｏｌ．２３Ｎｏ．１，Ｆｅｂｒｕａｒｙ　２０１６
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溶液２ｍＬ，ｐＨ 值６．５。初 始 发 酵 培 养 基：玉 米 粉

１４０ｇ／Ｌ，酵 母 粉 ３０ｇ／Ｌ，（ＮＨ４）２ＳＯ４ ２ ｇ／Ｌ，

ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ　０．４ｇ／Ｌ，Ｎａ２ＨＰＯ４·１２Ｈ２Ｏ　４ｇ／Ｌ，

ＫＨ２ＰＯ４６ｇ／Ｌ，微量元素溶液２ｍＬ，ｐＨ 值为６．５。
以上培养基除微量元素溶液采用无菌的０．２２μｍ膜

过滤除菌外，其余一律１１５℃，２０ｍｉｎ灭菌，糖与其它

成分分开灭菌。

１．４　玉米粉液化处理

　　称取一定量的玉米干粉（扣除含水量），分别装入

若干 个２５０ｍＬ三 角 瓶 中，加 入 适 量 水 溶 解 之 后 按

０．４ＫＮＵ／ｇ玉米干 粉 的 比 例 添 加 高 温 淀 粉 酶，９５℃
水浴，振荡３０ｍｉｎ。

１．５　同步糖化发酵

　　种子培养：从－８０℃冰箱取出甘油保藏菌，接入

装有５０ｍＬ种子培养基的２５０ｍＬ三角瓶中，３７℃，

２５０ｒ／ｍｉｎ培 养１４ｈ，连 续 活 化 两 次。发 酵 培 养：按

１０％的接 种 量 转 接 二 级 种 子 到 发 酵 培 养 基 中（２５０
ｍＬ三角瓶装液量为６０ｍＬ），并按３ＡＧＵ／ｇ玉米干

粉的 比 例 加 入 复 合 糖 化 酶，３７℃，２３０ｒ／ｍｉｎ，发 酵

５０ｈ。

１．６　检测方法

１．６．１　还原糖浓度的测定

　　将发酵液于１２　０００ｒ／ｍｉｎ条 件 下 离 心１０ｍｉｎ，
取上清液，然后加入５ｍｏｌ／Ｌ的ＨＣｌ酸化，沸水浴１５
ｍｉｎ，迅速冷却后用５ｍｏｌ／Ｌ的 ＮａＯＨ 中 和，然 后 参

照文献［２２］的还原糖浓度测定方法测定。

１．６．２　（Ｒ，Ｒ）－２，３－丁二醇光学纯度的测定

　　采用气相色谱仪（Ａｇｉｌｅｎｔ　７８９０Ａ）测定。色谱柱

为Ａｇｉｌｅｎｔ　ＣｙｃｌｏＳｉｌ－Ｂ手 性 毛 细 管 色 谱 柱（３０ｍ×
０．３２ｍｍ×０．２５μｍ）；采用ＦＩＤ氢火焰检测器，氮气

作为载气，流速为１．６ｍＬ／ｍｉｎ。起始柱温为１００℃，
保留１ｍｉｎ；然后先 以１０℃／ｍｉｎ程 序 升 温 至１２０℃，
保留０ｍｉｎ；再以６℃／ｍｉｎ程序升温至１３０℃，保留０

ｍｉｎ；最后以２０℃／ｍｉｎ程序升温至２３０℃，进 样 口 温

度为２００℃，检测器温度２４０℃。

１．６．３　乙偶姻和（Ｒ，Ｒ）－２，３－丁二醇浓度的测定

　　采用气相色谱仪（Ａｇｉｌｅｎｔ　７８９０Ａ）测定。色谱柱

为 Ｐｈｅｎｏｍｅｎｅｘ　ＺＢ －ＷＡＸｐｌｕｓ 毛 细 管 色 谱 柱

（３０ｍ×０．３２ｍｍ×０．２５μｍ）；采用ＦＩＤ氢火焰检测

器，氮气作为 载 气，流 速 为１．６ｍＬ／ｍｉｎ。起 始 柱 温

为１００℃，保留１ｍｉｎ，然 后 以２０℃／ｍｉｎ程 序 升 温 到

１８０℃，保留３ｍｉｎ，进样口温度为２５０℃，检测器温度

为２５０℃，内标物为乙腈。

２　结果与分析

２．１　玉米粉浓度对（Ｒ，Ｒ）?２，３?丁二醇发酵的影响

　　玉米粉的主要成分是玉米淀粉，此外还含有少量

的维生素、微量元素、生长因子等，因此玉米粉的用量

对菌体生 长 及（Ｒ，Ｒ）－２，３－丁 二 醇 的 发 酵 有 着 重 要

影响。

　　由表１可知，（Ｒ，Ｒ）－２，３－丁二醇的产量随着玉

米粉 浓 度 的 增 加 而 升 高。当 玉 米 粉 浓 度 低 于１２０
ｇ／Ｌ时，（Ｒ，Ｒ）－２，３－丁 二 醇 产 量、得 率 等 均 不 高，经

济效益不佳；玉米粉浓度为１４０ｇ／Ｌ时，得率、转化率

虽与１２０ｇ／Ｌ时的相近，但（Ｒ，Ｒ）－２，３－丁二醇产量

较高，达到５５．２ｇ／Ｌ。当 玉 米 粉 浓 度 高 于１４０ｇ／Ｌ
时，（Ｒ，Ｒ）－２，３－丁 二 醇 得 率 及 转 化 率 开 始 下 降，说

明糖浓度 过 高 会 抑 制 菌 体 生 长 和（Ｒ，Ｒ）－２，３－丁 二

醇的发酵，因而确定最佳玉米粉浓度为１４０ｇ／Ｌ。

２．２　氮源对（Ｒ，Ｒ）?２，３?丁二醇发酵的影响

　　氮源物质为微生物提供氮素来源，是核酸和蛋白

质及某些含氮代谢物合成的重要元素，对微生物生长

繁殖和发酵都起着重要作用。本实验控制氮源浓度

为 ２０ ｇ／Ｌ，分 别 以 酵 母 粉、蛋 白 胨、牛 肉 膏、
（ＮＨ４）２ＳＯ４、（ＮＨ４）２ＨＰＯ４、尿 素 作 为 氮 源，考 察 各

种氮源对（Ｒ，Ｒ）－２，３－丁二醇发酵的影响（表２）。
表１　玉米粉对（Ｒ，Ｒ）?２，３?丁二醇发酵的影响

Ｔａｂｌｅ　１　Ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ｃｏｒｎ　ｆｌｏｕｒ　ｏｎ　ｔｈｅ　ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ　ｏｆ（Ｒ，Ｒ）?２，３?ｂｕｔａｎｅｄｉｏｌ

玉米粉
Ｄｒｉｅｄ　Ｃｏｒｎ
ｆｌｏｕｒ（ｇ／Ｌ）

残还原糖含量
Ｒｅｓｉｄｕａｌ

ｓｕｇａｒ（ｇ／Ｌ）

（Ｒ，Ｒ）－２，３－丁二醇含量
（Ｒ，Ｒ）－２，３－ｂｕｔａｎｅｄｉｏｌ

（ｇ／Ｌ）

产率
Ｐｒｏｄｕｃｔｉｖｉｔｙ
（ｇ／（Ｌ．ｈ））

得率ａ

Ｙｉｅｌｄａ
（ｇ／ｇ）

转化率ｂ

Ｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎ
ｒａｔｅｂ（％）

８０　 ７．１±０．１　 ２５．５±０．７　 ０．５１±０．０１　 ０．３５±０．０１　 ７０．５±２．０

１００　 ７．７±０．５　 ３７．２±０．５　 ０．７４±０．０１　 ０．４０±０．００　 ８０．４±１．２

１２０　 １０．２±０．４　 ４７．６±０．２　 ０．９５±０．００　 ０．４４±０．００　 ８７．２±０．４

１４０　 １５．５±１．３　 ５５．２±０．５　 １．１０±０．０１　 ０．４４±０．００　 ８７．０±０．９

１６０　 ２５．１±３．５　 ５７．８±０．８　 １．１６±０．０２　 ０．４０±０．０１　 ７９．８±１．１

注：ａ得率等于（Ｒ，Ｒ）－２，３－丁二醇质量（ｇ）除以（初始淀粉质量（ｇ）乘以１．１１）；ｂ转化率等于（Ｒ，Ｒ）－２，３－丁二醇摩尔数（ｍｏｌ）除以葡萄糖摩尔数

（ｍｏｌ）

Ｎｏｔｅ：ａ（Ｒ，Ｒ）－２，３－ｂｕｔａｎｅｄｉｏｌ（ｇ）／（ｉｎｉｔｉａｌ　ｓｔａｒｃｈ（ｇ）×１．１１）；ｂ（Ｒ，Ｒ）－２，３－ｂｕｔａｎｅｄｉｏｌ（ｍｏｌ）／ｇｌｕｃｏｓｅ（ｍｏｌ）
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　　由表２可 知，蛋 白 胨、牛 肉 膏、酵 母 粉 作 为 氮 源

时，（Ｒ，Ｒ）－２，３－丁 二 醇 产 量、得 率 及 还 原 糖 转 化 率

均优于无机氮源，可能是由于有机氮源营养丰富，所

含的多种维生素、微量元素、蛋白质、游离氨基酸及生

长因子等能促进菌体生长和产物的合成。当以酵母

粉作为氮源时，（Ｒ，Ｒ）－２，３－丁二醇产量、得率、转化

率等指 标 均 是 最 高 的，因 此 选 择 酵 母 粉 作 为 最 适

氮源。
２．３　酵母粉浓度对（Ｒ，Ｒ）?２，３?丁二醇发酵的影响

　　酵母粉营养充足，能提供菌体生长所需的各种维

生素、蛋白质、微量元素、生长因子等，是一种常用的

有机氮源。本实验在初始玉米粉浓度为１４０ｇ／Ｌ时，
考察酵母 粉 浓 度 对 菌 株 产（Ｒ，Ｒ）－２，３－丁 二 醇 发 酵

的影响（表３）。

　　由表３可 知，随 着 酵 母 粉 浓 度 的 增 加，（Ｒ，Ｒ）－
２，３－丁二醇产量、得率、还原糖 转 化 率 呈 先 上 升 后 下

降的趋势。当酵母粉浓度为３０ｇ／Ｌ时，（Ｒ，Ｒ）－２，３－
丁二醇产量（５７．３ｇ／Ｌ）、得 率（０．４５ｇ／ｇ葡 萄 糖）等

指标达 到 最 大 值，而 当 酵 母 粉 浓 度 超 过３０ｇ／Ｌ时，
（Ｒ，Ｒ）－２，３－丁 二 醇 产 量、得 率 却 开 始 下 降，这 可 能

是由于营养过于丰富，导致菌体过度生长而消耗过多

的碳源，减少了流向（Ｒ，Ｒ）－２，３－丁二醇合成路径的

碳架物质，阻碍代谢流量向最大转化率的方向变化。
因此，我们确定酵母粉的最适浓度为３０ｇ／Ｌ。
２．４　无机盐对（Ｒ，Ｒ）?２，３?丁二醇发酵的影响

　　无机盐是微生物生长繁殖和产物合成所必需的

营养物质，如磷酸盐、铵盐、硫、钠、钾、镁等化合物，它
们在微生物中的作用主要是作为生理活性物质的组

成部分或生 理 活 性 的 调 节 物。本 实 验 在 以１４０ｇ／Ｌ

玉米粉、３０ｇ／Ｌ酵 母 粉 分 别 作 为 碳 源 和 氮 源 的 情 况

下，以不加无机盐作为空白对照，考察添加不同浓度

的Ｎａ２ＨＰＯ４、ＫＨ２ＰＯ４、（ＮＨ４）２ＳＯ４、ＭｇＳＯ４ 对（Ｒ，
Ｒ）－２，３－丁二醇发酵的影响。

　　由图１可知，低浓度的无机盐离子对（Ｒ，Ｒ）－２，
３－丁二醇的合成是有促进作用的，而浓度过高则起抑

制作 用，当 Ｎａ２ＨＰＯ４ 为３ｇ／Ｌ、ＫＨ２ＰＯ４ 为３ｇ／Ｌ、
（ＮＨ４）２ＳＯ４ 为２ｇ／Ｌ、ＭｇＳＯ４ 为０．８ｇ／Ｌ时，（Ｒ，
Ｒ）－２，３－丁二醇的产量最高。
２．５　（Ｒ，Ｒ）?２，３?丁二醇的发酵过程曲线

　　在优化培养基的基础上测定Ｐ．ｐｏｌｙｍｙｘａ发酵

产（Ｒ，Ｒ）－２，３－丁 二 醇 的 发 酵 曲 线，定 时 取 样，以 了

解在最佳条件下菌体的 （Ｒ，Ｒ）?２，３?丁二醇合成情

况，结果如图２所示。

　　由图２可知，（Ｒ，Ｒ）－２，３－丁二醇的浓度随着糖

的消耗而逐渐升高，在０～１０ｈ，糖耗速率较快，发酵

５ｈ后（Ｒ，Ｒ）－２，３－丁二醇开始积累而且浓度不断提

高，这表 明 在 发 酵 前 期，菌 体 的 生 长 繁 殖 也 伴 随 着

（Ｒ，Ｒ）?２，３?丁二醇的合成，Ｍａｇｅｅ等［２３］认为可能是

菌体生长和代谢过程中产生的副产物有机酸致使培

养 基 ｐＨ 值 降 低，当 有 机 酸 达 到 一 定 浓 度 时，
（Ｒ，Ｒ）?２，３?丁二醇合成代谢途径被激活，以阻止环

境的进一步酸化对菌体 造 成 伤 害。发 酵５０ｈ后，糖

基本耗完，（Ｒ，Ｒ）－２，３－丁二醇浓度达到５６．２８ｇ／Ｌ，
得率为０．４４ｇ／ｇ葡萄糖，产率为１．１３ｇ／（Ｌ·ｈ），转

化率为８８．７％，光学纯度为９８．３％。在０～３５ｈ，乙

偶姻浓度极低，而 在３５～５０ｈ，乙 偶 姻 积 累 较 多，有

研究［２４－２５］认为这与发酵液的溶氧变化有关：发酵前期

发酵液营养较为丰富，菌体生长旺盛，消耗过多的氧
表２　氮源对（Ｒ，Ｒ）?２，３?丁二醇发酵的影响

Ｔａｂｌｅ　２　Ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｎｉｔｒｏｇｅｎ　ｒｅｓｏｕｒｃｅｓ　ｏｎ　ｔｈｅ　ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ　ｏｆ（Ｒ，Ｒ）?２，３?ｂｕｔａｎｅｄｉｏｌ

氮源
Ｎｉｔｒｏｇｅｎ　ｒｅｓｏｕｒｃｅｓ

残还原糖含量
Ｒｅｓｉｄｕａｌ　ｒｅｄｕｃｉｎｇ
ｓｕｇａｒ（ｇ／Ｌ）

（Ｒ，Ｒ）－２，３－丁二醇含量
（Ｒ，Ｒ）－２，３－ｂｕｔａｎｅｄｉｏｌ

（ｇ／Ｌ）

产率
Ｐｒｏｄｕｃｔｉｖｉｔｙ
（ｇ／（Ｌ．ｈ））

得率
Ｙｉｅｌｄ
（ｇ／ｇ）

转化率
Ｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎ
ｒａｔｅ（％）

（ＮＨ４）２ＨＰＯ４ ７５．９±１．１　 １２．２±０．７　 ０．２４±０．０１　 ０．１０±０．０１　 １９．２±１．２
Ｈ２ＮＣＯＮＨ２ ４３．４±０．２　 ３４．０±０．８　 ０．６８±０．０２　 ０．２７±０．０１　 ５３．７±１．３
（ＮＨ４）２ＳＯ４ ４０．２±０．２　 ３５．３±０．５　 ０．７１±０．０１　 ０．２８±０．００　 ５５．６±０．８

蛋白胨Ｔｒｙｐｔｏｎｅ　 １０．９±１．５　 ４８．２±１．８　 ０．９６±０．０４　 ０．３８±０．０１　 ７５．９±２．８
牛肉膏Ｂｅｅｆ　ｅｘｔｒａｃｔ　 ９．３±１．０　 ５３．０±１．１　 １．０６±０．０２　 ０．４２±０．０１　 ８３．６±１．８

酵母粉Ｙｅａｓｔ　ｅｘｔｒａｃｔ　 １０．２±１．７　 ５４．２±１．１　 １．０８±０．０２　 ０．４３±０．０１　 ８５．５±１．７

表３　酵母粉对（Ｒ，Ｒ）?２，３?丁二醇发酵的影响

Ｔａｂｌｅ　３　Ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ｙｅａｓｔ　ｅｘｔｒａｃｔ　ｏｎ　ｔｈｅ　ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ　ｏｆ（Ｒ，Ｒ）?２，３?ｂｕｔａｎｅｄｉｏｌ

酵母粉浓度
Ｙｅａｓｔ　ｅｘｔｒａｃｔ
（ｇ／Ｌ）

残还原糖含量
Ｒｅｓｉｄｕａｌ　ｒｅｄｕｃｉｎｇ
ｓｕｇａｒ（ｇ／Ｌ）

（Ｒ，Ｒ）－２，３－丁二醇含量
（Ｒ，Ｒ）－２，３－ｂｕｔａｎｅｄｉｏｌ

（ｇ／Ｌ）

产率
Ｐｒｏｄｕｃｔｉｖｉｔｙ
（ｇ／（Ｌ．ｈ））

得率
Ｙｉｅｌｄ
（ｇ／ｇ）

转化率
Ｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎ
ｒａｔｅ（％）

１５　 １３．８±０．７　 ４８．７±１．０　 ０．９７±０．０２　 ０．３８±０．０１　 ７６．８±１．６
２０　 １２．２±１．４　 ５３．３±０．４　 １．０７±０．０４　 ０．４２±０．０２　 ８４．０±３．２
２５　 １１．２±０．９　 ５４．０±０．６　 １．０８±０．０１　 ０．４３±０．００　 ８５．２±１．０
３０　 １１．１±１．４　 ５７．３±１．２　 １．１５±０．０２　 ０．４５±０．０１　 ９０．４±１．９
４０　 ９．４±０．１　 ４８．９±０．９　 ０．９８±０．０２　 ０．３９±０．０１　 ７７．０±１．４

４４ Ｇｕａｎｇｘｉ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，Ｖｏｌ．２３Ｎｏ．１，Ｆｅｂｒｕａｒｙ　２０１６



图１　无机盐对（Ｒ，Ｒ）－２，３－丁二醇发酵的影响

　　Ｆｉｇ．１　Ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ｉｎｏｒｇａｎｉｃ　ｓａｌｔｓ　ｏｎ　ｔｈｅ　ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ　ｏｆ（Ｒ，

Ｒ）－２，３－ｂｕｔａｎｅｄｉｏｌ

气致使发酵液处于缺氧状态，胞内过量的 ＮＡＤＨ会

促使乙偶姻还原为（Ｒ，Ｒ）－２，３－丁二醇；而到发酵后

期营养消耗殆尽，菌体不再生长甚至自溶导致发酵液

溶氧增加，从而有利于乙偶姻的积累。

　　 图 ２　Ｐ．ｐｏｌｙｍｙｘａ 利 用 玉 米 粉 同 步 糖 化 发 酵 产

（Ｒ，Ｒ）?２，３?丁二醇的过程曲线

　　Ｆｉｇ．２　Ｆｅｒｍｅｎｔｉｏｎ　ｐｒｏｆｉｌｅ　ｏｆ（Ｒ，Ｒ）－２，３－ｂｕｔａｎｅｄｉｏｌ

ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ　ｂｙ　Ｐ．ｐｏｌｙｍｙｘａ

３　讨论

　　单 一 构 型 的（Ｒ，Ｒ）－２，３－丁 二 醇 由 于 在 不 对 称

合成方面的突出优势而具有特殊用途，因此微生物发

酵生产光 学 纯（Ｒ，Ｒ）－２，３－丁 二 醇 成 为 当 前 研 究 的

热门课题。目前关于Ｐ．ｐｏｌｙｍｙｘａ高效生产（Ｒ，Ｒ）

－２，３－丁 二 醇 的 报 道 大 多 使 用 蔗 糖 和 葡 萄 糖，如

Ｈβｌｅｒ　Ｔ等［１２］利 用Ｐ．ｐｏｌｙｍｙｘａ　ＤＳＭ　３６５以 蔗 糖

为碳源，通过批 次 补 料 发 酵，获 得 浓 度 高 达１１１ｇ／Ｌ
的（Ｒ，Ｒ）－２，３ －丁 二 醇；此 外 Ｄａｉ 等［２６］ 利 用

Ｐ．ｐｏｌｙｍｙｘａ　ＣＪＸ５１８以葡 萄 糖 为 碳 源，进 行 批 次 补

料发酵５４ｈ，获得７１．７１ｇ／Ｌ的（Ｒ，Ｒ）－２，３－丁二醇，
得率为０．４ｇ／ｇ葡萄糖。但由于以上研究成本过高，
不利于（Ｒ，Ｒ）－２，３－丁 二 醇 的 大 规 模 工 业 化 生 产。
基于降低成本的考虑，近年来也有研究者使用低价的

菊芋、木糖、纤 维 素 水 解 液 等 发 酵 生 产（Ｒ，Ｒ）－２，３－
丁二醇，如Ｇａｏ　Ｊ等［１６］以菊芋为碳源，采用一步法发

酵４２ｈ，（Ｒ，Ｒ）－２，３－丁二醇浓度高达３６．９２ｇ／Ｌ，产
率为０．８８ｇ／（Ｌ·ｈ）；Ａｄｌａｋｈａ　Ｎ 等［１５］利 用 Ｐ．
ｐｏｌｙｍｙｘａＩＣＧＥＢ２００８以纤 维 素 水 解 液 为 碳 源 发 酵

８０ｈ，（Ｒ，Ｒ）－２，３－丁 二 醇 的 产 量 为２１ｇ／Ｌ，产 率 为

０．２７ｇ／（Ｌ·ｈ），得 率 为０．３３ｇ／ｇ总 糖；Ｍａｒｗｏｔｏ　Ｂ
等［２７］以１５ｇ／Ｌ木糖为碳源，利用Ｐ．ｐｏｌｙｍｙｘａ批次

发酵２４ｈ，（Ｒ，Ｒ）－２，３－丁二醇产量为３．５ｇ／Ｌ，产率

为０．１５ｇ／（Ｌ·ｈ），得率为０．２３ｇ／ｇ木糖。以上研究

均使用低价原料作为底物，但发酵效率、产量或者转

化率较低，达不到产业化生产要求。本研究以玉米粉

为碳 源，利 用Ｐ．ｐｏｌｙｍｙｘａ　ＤＳＭ　３６５进 行 同 步 糖 化
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发酵５０ｈ，（Ｒ，Ｒ）－２，３－丁二醇的浓度为５６．２８ｇ／Ｌ
（光学纯度为９８．３％），得率为０．４４ｇ／ｇ葡萄糖，产率

为１．１３ｇ／（Ｌ·ｈ）。本 研 究 以 低 价 易 得 的 玉 米 粉 作

为原料同步糖化发酵生产（Ｒ，Ｒ）－２，３－丁二醇，可为

未来低成 本 高 效 产 业 化 生 产（Ｒ，Ｒ）－２，３－丁 二 醇 提

供有价值的参考。
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