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假单胞菌 JW12脂肪酶的补料分批发酵

陈守文,徐　柔,章克昌
(无锡轻工大学生物工程学院, 江苏无锡 214036)

摘要: 　研究了假单胞菌 JW12脂肪酶在 2 L 和 25 L 容积发酵罐的补料分批发酵工艺. 通过

调整碳源补加速率, 控制产酶期发酵液 PH 在 8. 2 左右,能有效提高脂肪酶的酶活和表观生

产率. 在 25 L 标准发酵罐中, 连续补加吐温-80, 最高脂肪酶酶活为 129. 2 Lmol/ ( min·mL) ,

表观生产率为 15. 91.
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补料分批发酵是在分批培养过程中间歇或连续地补加新鲜培养基的培养方法 [ 1] . 由于

补料分批发酵能够调节发酵培养基中的营养物质浓度, 一方面可以避免某种营养成分由于

初始浓度过高而出现底物抑制或阻遏现象, 另一方面能防止某些限制性营养成分在培养过

程中被耗尽而影响细胞的生长和产物的形成.自 20世纪初开始用于酵母生产以来,补料分

批发酵技术已广泛应用于抗生素、氨基酸、酶制剂、有机酸等的生产领域.从资料所报道的研

究结果看,采用补料发酵工艺的脂肪酶酶活远高于分批发酵工艺的脂肪酶酶活.以葡萄糖为

碳源的 2 L 罐培养P seud omonas生产脂肪酶,流加培养与未补加培养相比,脂肪酶产生水平

由 0. 173 Lmol/ ( m in·mL) 升至 0. 8 Lm ol/ ( min·mL) [ 2] . 通过优化培养 Pseudomonas

aer ug inp osa EF2产脂肪酶的条件,表明在吐温-80限量流加培养以及低比生长速率的连续

培养中,脂肪酶活力均可达到最大[ 3] . 在培养 P seudomonas f luorescens的生产过程中, 监测

CO 2释放速率以估测碳源橄榄油的需求, 或依据浊度自动补加橄榄油和 Fe 离子,使发酵液

的橄榄油底物和细胞中 Fe离子浓度都处于半缺陷状态
[ 4, 5] .在各自最优的橄榄油与流加速

率比值下, 发酵液的脂肪酶酶活从间歇发酵的 200 Lm ol/ ( min·mL )分别跃升至 1980

Lmol/ ( m in·mL)和 5600 Lm ol/ ( m in·mL) .与传统间歇发酵相比,补料分批发酵中, 脂肪

酶的表观生产率和产率大幅度提高.

在以假单胞菌 JW12为研究对象、吐温-80为碳源的摇瓶发酵实验中发现,高浓度吐温-

80抑制菌体的生长,脂肪酶表观生产率随着吐温-80浓度的提高而降低[ 6] .这是由于吐温-

80的分解产物油酸阻遏脂肪酶的产生
[ 7]

.为了克服高浓度发酵底物吐温 80对菌体生长的
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抑制,即克服高浓度产物油酸对脂肪酶产生的阻遏, 本实验中研究了补加吐温-80或菜油的

工艺.找出控制补加吐温-80或菜油的规律,达到既能保证菌体正常生长又能诱导脂肪酶产

生的目的.

1　材料与方法

1. 1　菌种

假单胞菌 JW12　由无锡轻工大学再生资源实验室筛选保藏菌种.

1. 2　培养基

种子培养基组成( g / L 或 mL/ L) : 橄榄油 5,玉米浆 20,蛋白胨 5, K 2HPO 4 2, M gSO 4·

7H2O 0. 5; pH 8. 5.

发酵培养基组成( g/ L 或 m L/ L) : 豆饼粉 20,玉米浆 20, NaNO 3 10, K 2HPO 4 5, M gSO 4

·7H2O 1,泡敌 0. 5;变化碳源成分.

1. 3　培养方法

取一环活化的斜面种子至种子培养基中,培养 14 h后以 1%的接种量转接至发酵培养

基,其中 2 L 或 25 L 容积发酵罐装填系数为 70%. 30 ℃下发酵一定时间后开始补加碳源,

观察不同补加模式对发酵的影响. 2 L 罐的通气速率为 1. 1～2. 2 L/ ( L·min) ,转速为 400

～1 000 r / min. 25 L 罐的通气速率为 0. 67 L/ ( L·min) , 转速为 400 r/ min.

1. 4　脂肪酶活力测定

以酸碱滴定法测定,参照文献[ 8] .

取 100 mL 的三角瓶两只(样品瓶和空白瓶) ,分别加 4% PVA 橄榄油乳化液 4 m L 和

0. 05 m ol/ L、pH 9. 0的甘氨酸缓冲液 5 m L,置 40℃水浴内预热 5～10 min.在样品瓶中加

入 1 m L 酶液,立即计时,反应 15 min 后立即加入95%的乙醇 15 m L 中止反应.空白瓶先加

入乙醇,其余同样品瓶. 以酚酞为指示剂, 用 0. 05 mol/ L 的 NaOH 溶液滴定样品和空白至

终点,记录所消耗的体积之差.在 40 ℃、pH 9. 0的条件下, 1 m in内脂肪酶水解脂肪产生 1

Lmol游离脂肪酸所需的酶定义为一个活力单位(Lmol/ m in)

1. 5　表观生产率的计算

表观生产率= 脂肪酶酶活/ W 有效碳源.

其中吐温-80中含有的有效碳源(油酸)的百分比为 21. 5% .

2　结果与分析

2. 1　2 L 罐发酵过程间歇补加吐温-80对发酵的影响

摇瓶间歇补加发酵实验结果表明 [ 6] ,通过补加吐温-80可显著提高脂肪酶的发酵单位和

表观生产率. 因此选择 2 L 容积台式发酵罐,研究在该罐中吐温-80的补加对发酵的影响.初

始碳源为吐温-80, 其质量浓度为 0. 5 g / dL . 分别在发酵第 6, 12. 7, 24小时,补加吐温-80, 每

次补加量为 0. 5%. 发酵过程曲线见图 1.

从图 1中可以看出,在发酵第 6小时,由于补加了吐温-80,导致 pH 从 8. 22急剧下降,

至第 24小时又开始回升至 7. 94,此阶段脂肪酶酶活缓慢升高.在第 24～27小时的短暂时

间内, pH 升至 8. 41,脂肪酶酶活急剧上升, 最高脂肪酶酶活达 60. 6 Lmol/ ( min·mL) ,表观

生产率为 14. 09;在第 27小时以后, pH 继续升高,脂肪酶酶活略有下降,然后随着菌体的自
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图 1　2 L 罐间歇补加吐温-80 对发酵的影响

溶而提高. 以上实验结果表明,菌体生

产期的发酵液在 pH 值大于 8时, 才大

量产生脂肪酶.接着考察了在初始发酵

培养基中添加油酸对菌株产酶影响的

试验,表明油酸的加入显著推迟了菌株

的脂肪酶的生产[ 7] . 据推测, 在低 pH

发酵状态时,发酵液中存在足够量的吐

温-80分解产物 油酸, 阻遏了菌体

脂肪酶的大量产生,表明发酵液的pH 值和产酶有很强的相关性.

2. 2　2 L 罐发酵过程连续补加吐温-80对发酵的影响

在 2 L 罐间歇补加工艺的研究中发现, 间歇补加吐温-80时, 可导致发酵液的 pH 值急

剧下降. 脂肪酶的产生受吐温-80分解产生大量油酸的阻遏, 实际生产脂肪酶的高峰期很

短.为了克服油酸的阻遏,选用连续流加吐温-80工艺,初始碳源为吐温-80, 质量浓度 0. 5 g /

dL , 发酵 6 h后,开始连续流加吐温-80,流加速率根据 pH 控制.发酵结束后吐温-80的总补

图 2　2 L 罐连续补加吐温-80 对发酵的影响

加量为 1% ,观察连续流加吐温-80对

发酵的影响, 结果见图 2.

从图 2 中可以看出, 当发酵液的

pH 在 8. 2～8. 37时, 脂肪酶酶活得到

大幅度的提高. 在第 21小时达到最大

值, 脂肪酶酶活为 89. 9 Lmo l/ ( m in·

mL) ,表观生产率为 27. 0.以上实验结

果表明,连续补加吐温-80, 可减缓吐温

-80的产物对菌株产酶的阻遏效果,提

高脂肪酶的产量.

2. 3　25 L 容积标准发酵罐连续补料对发酵的影响

当完全以吐温-80作为碳源,上 25 L 罐发酵易导致产生大量泡沫,引起发酵液溢罐(实

验数据略) ,因此吐温-80不适宜作为上罐发酵的基础原料. 因此选用菜油为出发碳源(初始

质量浓度为 0. 5 g / dL) , 研究不同碳源连续补料对发酵的影响.

图 3　25 L 罐连续补加菜油对发酵的影响

2. 3. 1　25 L 容积标准发酵罐连续补

加菜油对发酵的影响　通过 2 L 罐的

补加工艺的研究发现, 菌体产酶的最适

pH 为 8. 2. 因而通过检测发酵液的 pH

值控制菜油的流加速率,确保发酵液的

pH 在 8. 2左右.在第 15小时时,开始

补加菜油,发酵结束后菜油的总补加量

为 1. 7%, 发酵过程曲线见图 3. 可知,

发酵至第 3～12小时, 菌体处于旺盛生

长期,耗氧大,发酵液 pH 在 7. 47～8. 13之间波动, 不产生脂肪酶. 第 12～15小时, pH 值在

8. 13～8. 53之间,菌体耗氧低,微弱产生脂肪酶. 在第 15小时以后开始流加菜油, 并控制发
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酵液 pH 在 8. 12～8. 22之间波动, 菌体处于旺盛生长期,耗氧高,此时大量产生脂肪酶.第

30小时以后,发酵液 pH在 7. 91～8. 13间波动,菌体开始衰亡,耗氧低, 脂肪酶酶活下降.以

上分析结果表明,发酵液 pH 在 8. 12～8. 22时,菌体进入旺盛生长状态,大量产生脂肪酶,

最高脂肪酶酶活为 102. 55 Lmo l/ ( min·m L) ,表观生产率为 6. 0. 此外溶氧百分值反映了菌

体生长状态, 并与菌体产酶有一定的相关性.

2. 3. 2　25 L 容积标准发酵罐连续补加吐温-80对发酵的影响　作为假单胞菌 JW12 的碳

源,吐温-80与菜油相比是较难利用的, 因为其诱导产酶的能力强
[ 6]

. 在 25 L 容积标准发酵

罐中,以吐温-80作为补加的碳源,第 17小时后开始连续补加吐温-80, 补加速率依据发酵液

的 pH而改变,吐温-80的总补加量为 1. 45%. 观察连续补加吐温-80对发酵产酶的影响,结

图 4　25 L 罐连续补加吐温-80对发酵的影响

果见图 4.可知,在发酵第 7～17小时,

菌体处于旺盛生长期,耗氧量大,发酵

液 pH 值从 7. 52升至 8. 15,菌体开始

产生脂肪酶. 第 17～31小时,菌体耗氧

量低,发酵液 pH 值在 8. 15～8. 47之

间波动,菌体大量产生脂肪酶. 第 31小

时后, 发酵液酶活开始下降.以上分析

表明, 连续补加吐温-80, 使发酵液的

pH 值在 8. 15～8. 47之间,菌体处于弱

生长状态, 可诱导菌体大量产酶,最高

脂肪酶酶活为 129. 2 Lmo l/ ( min·m L) ,表观生产率为 15. 9.

3　讨论

通过碳源补料分批培养工艺的研究可知,依据发酵液 pH 值的变化控制补加碳源速率,

控制产酶期发酵液 pH 值在 8. 2左右, 能大幅度诱导脂肪酶的产生.推测其控制机理: 在该

发酵条件下,由于易分解利用的底物分解产物 脂肪酸的含量低, 使菌体呈半饥饿状态,

从而达到了解除分解代谢阻遏的作用. 阻遏脂肪酶产生的脂肪酸浓度还有待进一步分析测

试.通过对吐温-80不同补加方式的比较,表明了连续流加方式优于间歇补加方式. 此外发

酵液的溶氧百分值反映了菌体生长状态, 并与菌体产酶有一定的相关性. 控制发酵液 pH 在

8. 2左右,对不同的原料连续补加, 使发酵液相应呈现不同的溶氧.对于吐温-80, 菌体呈现

弱生长状态; 而对于菜油,则由于菌体的易利用等特性,而呈现相对强生长状态.因而作者认

为也可以根据发酵液溶氧百分值的变化规律,达到控制碳源补加速率的目的.
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Production of Pseudomonas SP. JW12 Lipase by Fed-batch Culture

CHEN Shou-w en, XU Rou, ZHANG Ke-chang
( School o f Bio engineer ing , Wux i Univer sity o f L ight Industry , W uxi 214036)

Abstract: P roduct ion of Pseudomonas sp. JW12 lipase by fed-batch culture was studied in 2

L and 25 L fermento rs. W hen w e controlled supernante pH value at 8. 2 or so by adjust ing

carbon source feeding velocity, lipase act iv ity and product ivity app w er e increased ef fect ively .

L ipase of 129. 2 Lmol/ ( m in·m L ) , product ivityapp o f 15. 91 w ere obtained by feeding

Tw een 80 culure in a 25 L fermento r.

Key words : Pseudomonas; lipase; fed-batch culture
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