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摘 要：在$"9发酵罐中研究了初始葡萄糖质量浓度和补料方式对光滑球拟酵母 :;<.=>$"$
发酵生产丙酮酸的影响(实验确定##3(8?／9左右是较为适宜的初始葡萄糖质量浓度，发酵2/@
时丙酮酸质量浓度和产率分别为2/("?／9和"(2#3?／?(采用初始葡萄糖质量浓度为2$(8?／9，发
酵!8@分批补料至葡萄糖总质量浓度为##2?／9的培养方式，发酵38@时丙酮酸质量浓度和产率
分别为3"(!?／9和"(22-?／?；采用初始葡萄糖质量浓度为3!(3?／9，发酵!8@开始连续补料至
葡萄糖总质量浓度为##2?／9的培养方式，发酵1!@时丙酮酸质量浓度和产率分别为3$($?／9
和"(2/3?／?，与葡萄糖总质量浓度相似（##2?／9）的分批发酵相比，丙酮酸产量分别提高了$(/A
和-(#A(实验结果表明：适宜的初始葡萄糖质量浓度能促进光滑球拟酵母发酵生产丙酮酸；尽管
葡萄糖补料培养可适度提高丙酮酸的产量及产率，但生产强度却有所下降(
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丙酮酸（6/(&.-$"$-,）是糖代谢中重要的中间
产物［7］，是多种氨基酸、维生素及其它有用物质的

重要前体，在化工、食品保健业、制药及农用化学品

等工业中有着广泛的用途［8］1发酵法生产丙酮酸具
有原料成本低、来源广、产物纯度高、反应条件温和

等许多优点，引起了越来越多的研究者的兴

趣［9!:］1
作者在摇瓶和81;<小罐发酵［=，7>］上确定了较

优的丙酮酸发酵条件1在此基础上，又将丙酮酸发
酵放大到9><规模，重点考察葡萄糖质量浓度及补
料方式对光滑球拟酵母发酵生产丙酮酸的影响，以

期为进一步扩大试验提供实验依据1

) 材料与方法

)*) 材料
乳酸脱氢酶和还原型辅酶"（?@AB）为CDE5

F@公司产品，葡萄糖购自无锡润生淀粉油脂公司
（口服级），其余试剂为国产分析纯1
)*+ 菌种
光滑球拟酵母（G+(&’+*0-02’"!("#"）HCBI

D69>9，是硫胺素、生物素、烟酸和吡哆醇J种维生
素的营养缺陷型，能以氯化铵为唯一氮源，作者所

在研究室多次改良选育获得1
)*, 培养基

)1,1) 斜面及种子培养基（2／<） 葡萄糖8>，蛋白
胨7>，KB86LJ7，F2CLJ·MB8L>1;，琼脂8>（斜面
用）1*B;1;，自来水配制1
)1,1+ 发酵培养基（2／<） KB86LJ;，F2CLJ·

MB8L>1:1*B;1>，自来水配制，烟酸、硫胺素、吡哆
醇、生物素和核黄素按一定浓度（见文献［7>］）配成

浓缩液，7:<发酵液中加入J>N<，葡萄糖和

?BJO’的质量浓度根据实验要求定，保持碳氮质量
比为88P71
)*- 培养方法

)*-*) 种子培养 从新鲜斜面上接一环菌入种子
培养基（;>N<／;>>N<锥形瓶），在9>Q、8>>(／

N-3下摇瓶培养78%1
)1-1+) 9><罐发酵 9><发酵罐（韩国发酵罐公
司，KRI9><）装液量7:<，接种量7;S，温度9>
Q，通气量71;<／（<·N-3），搅拌转速不低于89>(／

N-3，用;N+’／<?"LB控制*B恒定在;1>T>17，
溶氧自动显示1
)*. 分析方法

JN<发酵液在7>>>>(／N-3下离心;N-3后，
取上清液进行分析测定1上清液分别用乳酸脱氢酶
法、9，;I二硝基水杨酸比色法［77］和苯酚—硝普盐
法［78］分析丙酮酸、葡萄糖和氯化铵质量浓度；菌体

用蒸馏水洗涤8次后，在:>Q烘箱内烘至恒重后称
重1

+ 结果与讨论

+*) 初始葡萄糖质量浓度对光滑球拟酵母发酵生
产丙酮酸的影响

丙酮酸是由葡萄糖经糖酵解途径（UF6）产生
的主流代谢产物，理论上7分子葡萄糖产生8分子
丙酮酸1在以葡萄糖作为原料的发酵中，初始葡萄
糖质量浓度对丙酮酸生产有很大影响，因此寻找一

个适宜的初始葡萄糖质量浓度是十分重要的1作者
在9><发酵罐上进行了不同初始葡萄糖质量浓度
下的分批发酵实验，结果如表7和图7所示1

表) 初始葡萄糖质量浓度对光滑球拟酵母发酵生产丙酮酸的影响

/01*) /2""33"45%3676560898:4%("4%74"75&056%7%752"3"&;"75056<"=&%’:456%7%3=#&:<64046’1#!"#$%"&’(’)%*+#*,*

初始葡萄糖

质量浓度／

（2／<）

剩余葡萄糖

质量浓度／

（2／<）

发酵

时间／

%

丙酮酸

产量／

（2／<）

丙酮酸

产率／

（2／2）

丙酮酸

生产强度／

（2／（<·%））

比生长

速率／

%I7

丙酮酸比

生成速率／

%I7

葡萄糖比

消耗速率／

%I7

氯化铵比

消耗速率／

%I7

77V1J J1> ;: ;:1> >1;7V 71>> >1>M; >1>VV >178: >1>7>
:;19 817 J> J917 >1;7; 71>M >17>; >1>:7 >17;V >1>77
;91J M1M 8J 7:1= >1J;= >1M:7 >17;= >1>:: >187J >1>7V
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图! 初始葡萄糖质量浓度对光滑球拟酵母发酵生产丙酮酸的影响

"#$%! &’(()(*+,)#-#+#./$/0*,1(*,-*(-+2.+#,-,-+’()(23(-+.+#4(52,60*+#,-,)57204#*.*#687!"#$%"&’(’)%*+#*,*
由图!和表!可知"当初始葡萄糖质量浓度分

别为!!#$%&／’和()$*&／’时，丙酮酸产率相当
（+$)!#&／&和+$)!)&／&），丙酮酸生产强度接近
（!$++&／’和!$+,&／’）$若考虑发酵准备时间（如
清洗、消毒等），高初始葡萄糖质量浓度时丙酮酸生

产强度更大，而且采用高初始葡萄糖质量浓度发酵

时，丙酮酸最终产量高，这在后续提取时有优势$因
此，从几方面分析，作者认为葡萄糖质量浓度在

!!#$%&／’左右是一个较为适宜的初始葡萄糖质量
浓度，发酵)(-，丙酮酸产量和产率分别为)($+&／

’和+$)!#&／&$在本实验的初始葡萄糖质量浓度范
围内，高初始葡萄糖质量浓度对丙酮酸的生产和细

胞生长并无明显的抑制作用$
9%9 补料方式对光滑球拟酵母发酵生产丙酮酸的
影响

由分批发酵的实验结果可知"在高初始葡萄糖
质量浓度下，丙酮酸最终产量／产率高，但细胞生长

速度慢，整个发酵过程周期长，丙酮酸生产强度不

高；而在低初始葡萄糖质量浓度下，细胞具有更高

的比生长速率和葡萄糖比消耗速率$由此，作者认
为，如果采用在较低的初始葡萄糖质量浓度下进行

发酵，后期再进行补料的方法进行实验，有可能将

整个发酵过程分为两个阶段"!）细胞大量生长；.）
丙酮酸大量积累$即细胞在尽可能短的时间内生长
达到较高的细胞密度，然后再大量积累丙酮酸$此

外，前期研究发现［.］，氮源缺乏会抑制丙酮酸的合

成，因此，补料时还需考虑将发酵液中的碳氮比维

持在一定的水平$
9%9%! 分批补料对光滑球拟酵母发酵生产丙酮酸
的影响 由前面的分批发酵实验得知，当初始葡萄

糖质量浓度为)*$%&／’时，细胞具有较高的比生长
速率，丙酮酸的生成速率和比葡萄糖消耗速率较理

想，因此，作者采用初始葡萄糖质量浓度为)*$%&／

’先进行分批发酵，当发酵进行至.%-、残糖质量浓
度降至低于!+&／’时一次性补入葡萄糖和氯化铵，
使葡萄糖总质量浓度保持在!!)&／’左右$此后细
胞仍保持良好的产酸能力，直到末期才逐渐减缓，

发酵#%-，丙酮酸产量和产率分别为#+$.&／’和

+$))/&／&（图.），与葡萄糖总质量浓度相似（!!)&／

’）的分批发酵相比，丙酮酸产量和产率分别提高了

*$(0和($*0$
9%9%9 连续补料对光滑球拟酵母发酵生产丙酮酸
的影响 将底物以可控制的方式连续地添加到培

养液中可使底物浓度始终处于理想的水平，这种补

料方式有可能更有利于细胞生长及产酸$在本研究
中作者考察了连续流加葡萄糖、氯化铵及维生素对

丙酮酸发酵的影响$采用初始葡萄糖质量浓度为

#.$#&／’、维生素浓缩液加量为*+1’／!(’发酵
液，进行分批发酵$由前期研究得知，葡萄糖质量浓
度降至*+&／’左右是一个较好的流加点［.］，而在本
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批实验中，发酵!"#时葡萄糖质量浓度已降至!$
%／&，再考虑到分批补料实验中葡萄糖也是在!"#
时补入，因此当发酵进行!"#时开始流加葡萄糖，
直至葡萄糖总质量浓度为’’(%／&、维生素浓缩液
的总加入量为")*&／’+&发酵液,发酵进行()#，
停止流加，发酵$!#时丙酮酸产量和产率分别为

-.,.%／&和),(+-%／%，与葡萄糖总质量浓度相似
（’’(%／&）的分批发酵相比，丙酮酸产量和产率分别
提高了/,’0和’.0，见图.,

图! 分批补数对光滑球拟酵母发酵生产丙酮酸的
影响

"#$%! &’(())(*+,))(-./0+*’,1+’()(23(1+0+#4(52,6
-7*+#,1,)58204#*0*#-/8!"#$%"&’(’)%$*#$+$

图9 连续补料对光滑球拟酵母发酵生产丙酮酸的
影响

"#$%9 &’(())(*+,)*,1+#17,7:)((-#1$,1+’()(23(1+06
+#4(52,-7*+#,1,)58274#*0*#-/8!"#,%"&’(’
)%$*#$+$

!%9 不同培养方式对光滑球拟酵母发酵生产丙酮
酸的影响

从表!可看出，发酵过程中进行分批补料或连
续补料，丙酮酸的产量及产率虽然有所提高，但幅

度不大；而生产强度、葡萄糖消耗速率反而下降,由
此表明，采用简单的葡萄糖补料培养方式不能有效

地提高丙酮酸的整体生产水平，应进一步优化补料

培养中的工艺条件,

表! 不同培养方式对光滑球拟酵母发酵生产丙酮酸的影响

&0/%! &’(())(*+,)-#))(2(1+*7;+72(3,-(,1+’()(23(1+0+#4(52,-7*+#,1,)58274#*0*#-/8!"#,%"&’(’)%$*#$+$
发酵时间／

#

剩余葡萄糖

质量浓度／（%／&）
丙酮酸

质量浓度／（%／&）
丙酮酸

产率／（%／%）
生产

强度／（%／（&·#））
葡萄糖消耗

速率／（%／（&·#））
分批培养 (+ ",) (+,) ),(’- ’,)) ’,/"
分批补料 -" -,. -),! ),((/ ),/./ ’,-+
连续补料 $! $,) -.,. ),(+- ),+-( ’,(!

另外，高质量浓度丙酮酸对细胞代谢活性的抑

制作用也可能是制约丙酮酸产量进一步提高的重

要因素,采用随程提取技术，去除或减轻高质量浓

度丙酮酸对细胞活性的抑制，有可能可以进一步提

高丙酮酸的生产强度，这方面的研究正在进行,
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