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基于高密度培养的两阶段发酵技术
生产热凝胶的研究
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摘 要：根据热凝胶发酵过程中不同时间和空间对氧传质的不同需求，实施两阶段发酵工艺：第1

阶段在种子罐中实施高密度培养，第2阶段在2级发酵罐中稀释细胞密度，使微生物直接进入产胶

阶段，同时解除氧传质对产热凝胶的限制作用，达到高强度发酵生产热凝胶的目的。通过对两阶

段发酵工艺的构建和优化，结果表明该工艺较好地满足菌体生长和热凝胶合成对营养和氧传质的

不同要求，热凝胶产量达到66 g／L，相对于分批发酵工艺产胶量提高了106％，比产胶速率提高了

20％，并且在菌体生长阶段发酵规模比分批发酵缩小了75％，因此节约了能量，降低了功率消耗。
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Curdlan Production by a Two-stage Fermentation Process

with High Cell Density Cultivation
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Abstract：A two—stage fermentation process was established based on the different oxygen

transfer demand during the curdlan fermentation．Firstly，high eell density culture was

performed in the inoculant fermenter．Secondly，inoculant cultures were diluted into the next

larger fermenter for curdlan production，in which glucose was fed as sole carbon source．The

results showed that the fermentation strategy could meet the oxygen and nutrients requirements

for cell growth and eurdlan production．A yield of 66 g／L curdlan was achieved，higher 106％

than that of batch fermentation．The specific production rate was improved by 20 0A and the

fermentation volume was reduced by 75％than those of batch fermentation．Meanwhile，the

power consumption was reduced obviously in the eell culture stage．
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热凝胶是由粪产碱杆菌(Alcaligenes faecalis

"oar myxogene)在氮源限制条件下生成的胞外多

糖，是一种水不溶性的肛(1，3)一D-葡聚糖，具有独特

的热成胶特性，在食品中具有广泛的应用[1]。

国内外关于热凝胶生产的研究主要集中在营

养物质添加、pH值控制、搅拌速度和反应器设计对

热凝胶产量的影响L2’3“．5]。热凝胶是一种典型的非

生长偶联性产物，Lee等人[63提出了结合pH值控

制和提高生物量的两阶段发酵观点，首先通过调节

氮源的数量来控制茵体浓度，接着进行热凝胶发

酵。本实验室前期研究[71是通过提高分批发酵中

初始NH。CI浓度的办法来提高生物量，从而来提

高热凝胶的产量；然而过高的NH。Cl浓度会不利

于细菌的生长，发酵液中残留的铵离子，还会抑制

热凝胶的合成。

微生物多糖发酵属于高粘度发酵，在发酵过程

中产生的高传氧阻力限制了高密度发酵技术在发

酵过程中的直接应用，但由于大部分微生物多糖均

属于次级代谢产物，若将微生物细胞培养与多糖合

成分为两个阶段进行，第1阶段在种子罐中以低c／

N营养条件促进快速高密度培养微生物，第2阶段

在二级发酵罐中稀释细胞后以高C／Nt8J营养条件

高强度生产微生物多糖，使细菌直接进入产胶期，

既解除发酵体系高传氧阻力与细胞高耗氧需求的

矛盾，又满足微生物多糖合成阶段与菌体生长阶段

的不同营养需求。采用在不同规模发酵罐中实施

的两阶段发酵工艺，一方面将减少菌体培养阶段的

设备规模，节省大型发酵罐在发酵过程中的功率消

耗和能量消耗，另一方面将提高细胞培养和多糖合

成的生产强度，使生产过程达到节能降耗的目的。

1材料与方法

1．1 菌种

粪产碱杆菌WX—C1 2(Alcaligenes faecalis

war．myxogene)，由江南大学生化工程实验室

保存。

1．2。培养基

1．2．1 斜面培养基(g／L) 葡萄糖40，酵母膏5，

琼脂20，CaC0310；pH 7．0"---7．2。

1．2．2摇瓶种子培养基(g／L) 葡萄糖20，酵母膏

10，KHzP04 1．74，MgS04·7H20 0．49；pH值7．0。

1．2．3摇瓶发酵培养基(g／L) 葡萄糖50，酵母

粉1·KH2PO,2．7，K2 HP04 1．7，MgS04·7H20 0．5；

无机盐浓缩液体积分数1％，pH值7．o～7．2。

1．2．4分批发酵培养基(g／L) 葡萄糖80，酵母膏

2．0，NH4 C1 3．6，KH2 P04 2．0，MgS04·7H2 o

0．5；无机盐浓缩液体积分数1％，pH值7．0--．-7．2。

1．2．5 无机盐浓缩液(g／L) FeCl3 1．0，MnCl2

1．0，NaCl 1．0，CaCl2 1．0。

1．2．6 两阶段发酵法的培养基组成：

1)种子罐培养基(g／L)：葡萄糖15，酵母膏

1．0，NH4 Cl 0．5，KH2 P04 2．5，MgS04·7H2 o

0．5，无机盐浓缩液体积分数0．3％，pH值7．0。

2)种子罐补料液：葡萄糖400 g／L，氨水体积分

数5％。

1．2．7 二级发酵罐培养基 葡萄糖30，酵母膏

1．0，KH2P04 0．5，MgS04·7H20 0．5；无机盐浓

缩液体积分数0．3％，pH值6．0。

1．2．8二级发酵罐补料液 葡萄糖500 g／L。

1．3实验方法

1．3．1 种子培养将一环活化好的斜面种子接入

装有种子培养基100 mL的500 mL的三角瓶中，30

℃、200 r／rain摇床培养18 h。

1．3．2分批发酵将500 mL二级种子液，接人装

有8 L分批发酵培养基的15 L的发酵罐(Bioen-

geering NLF)中，发酵温度为30℃，搅拌转速为

600 r／min，气体流量为1．5 L／(L·min)，罐压1．5

×105 Pa，通过3 mol／L NaOH将pH值维持在

7．0，NH；CI消耗结束时，用3 mol／L HCl调pH值

至5．6并保持恒定。

1．3．3 两阶段发酵法两阶段发酵流程见图1。

种子罐(KLF) 二级发酵罐(NLF)

圈1 两阶段发酵流程示意图

Fig．1 Schematic of the two-stage system for curdlan

fermentation

种子罐发酵条件：将100 mL二级种子液，接入

装有1．7 L种子罐培养基的3 L的发酵罐(Bioen-

geering KLF)中，发酵温度为30℃，初始搅拌转速
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为400 r／min，气体流量为1．5 L／(L·rain)，罐压

1．5×105 Pa，氨水(氮源)自动流加控制pH值在

7．0。当Do值迅速上升，意味着葡萄糖耗尽，开始

流加种子罐补料液，发酵过程中通过提高转速来增

加溶氧使DO值维持在10％以上。

二级发酵罐发酵条件：将第1阶段的种子液泵

入装有一定发酵培养基的25 L二级发酵罐(Bioen=

geering NLF)中，初始葡萄糖浓度为30 g／L，发酵

温度为30℃，发酵过程中通过4 mol／L NaOH和3

mol／L HCI将pH维持在5．6，搅拌转速为400 r／

min，气体流量为1 L／(L·min)，罐压4×104 Pa，当

葡萄糖浓度低于10 g／L时，流加发酵补料液。

1．4测定方法

1．4．1热凝胶含量测定参见文献[4]。

1．4．2茵体干重的测定参见文献[4]。

1．4．3 葡萄糖浓度测定 3，5一二硝基水杨酸法

(DNS法)[9。。

1．4．4铵氮浓度测定 水杨酸钠一次氯酸钠比色

法‘1 0。。

1．4．5溶氧监测 通过Bioengeering自动控制发

酵罐上所配备的溶氧电极在线记录。

2结果与讨论

2．1热凝胶分批发酵过程

热凝胶的分批发酵过程可分为两个阶段：细菌

生长期和热凝胶合成期。采取两阶段pH值控制法

进行热凝胶发酵[4]，菌体生长期通过3 mol／L

NaOH将pH维持在7．0，热凝胶合成期通过3

mol／L HCl将pH值维持在5．6。图1表示的是热

凝胶分批发酵的过程曲线，从图中可见，热凝胶发

酵过程中菌体生长和热凝胶合成是非偶联的。整

个发酵过程可以分为两个阶段：前16 h是菌体生长

期，16 h后NH。CI被消耗殆尽，热凝胶开始合成，

至发酵结束是热凝胶合成期。在菌体生长期，NH。

Cl作为氮源被迅速利用，菌体快速生长，溶氧直线

下降，由于铵离子作为氮源被菌体利用而释放出质

子以及发酵过程中产生有机酸，培养液中的pH值

也迅速下降，这时通过流加碱液的办法将pH值维

持在7．o(菌体生长最适pH)；16 h左右，氨化铵被

消耗殆尽，菌体浓度达到最大值，溶氧降至最低点，

菌体生长结束。此后进入热凝胶合成期，由于在这

一时期内菌体对氧气的需求低于生长期，溶氧开始

上升并保持质量分数在80％左右，pH值通过流加

HCI稳定在5．6。110 h左右，热凝胶产量达到了

32 g／L，葡萄糖转化率为40％。

时同／h

图2热凝胶分批发酵过程曲线

Fig．2 Time coQrses of eurdlan fermentation

2．2种子罐中粪产碱杆菌高密度培养方法的比较

生物量是合成热凝胶的基础，一些文献也报道

认为较高生物量对热凝胶合成有利[7]。本研究利

用粪产碱杆菌的生长与热凝胶的生产是非偶联的

特点，提出了两阶段发酵法生产热凝胶：第1阶段

是利用种子罐进行粪产碱杆菌的高细胞密度培养，

在细胞生长期，通过流加氨水的方法将pH值维持

在最适值7．0，并提供无机氮源，溶氧的变化可以反

映碳源消耗情况。当碳源消耗殆尽，细胞呼吸停止

时，溶氧会突然上升。实验中比较了3种补料分批

发酵方式(fed—batchl，fed-batch2，fed-batch3)对粪

产碱杆菌的培养效果，实验方法如表1所示。

图3-a所示的是3种补料分批发酵方式对菌体

生长的影响。在菌体生长阶段(O～22 h)，通过葡萄

糖恒速流加(fed—batch3)的方法得到的菌体质量浓

度明显高于其他两种补料分批方式(fed-batchl，

fed-batch2)和分批培养(batch)。在培养22 h左

右，恒速流加葡萄糖(fed—batch3)的方法得到的菌

体质量浓度在27 g／L左右，而在同一时间，使用葡

萄糖一次性添加(fed—batchl)的方法，得到的菌体

质量浓度为18 g／L，同分批培养(batch)时的细胞

质量浓度只有6 g／L相比，都有较大提高。

图3-b反映的是菌体生长过程中葡萄糖浓度的

变化。通过将葡萄糖流加的方法(fed—batch2，fed—

batch3)可以将残糖控制在一个较低的水平。由于

在葡萄糖一次性添加(fed—batchl)及分批发酵的方

式中，葡萄糖处于较高的浓度，导致葡萄糖效应的

发生而不利于菌体的生长。

图3-c反映的是菌体培养过程中NH。+浓度的

变化，可以看出采取流加氨水的方法来提供无机氮

源可以将NH。+维持在一个较低的水平，同一次性

加入NH。C1的分批发酵(batch)相比，可以有效减

小NH。+对菌体生长的抑制作用，实现菌体的快速

增长。

图3-d表示的是这3种方式下的比生长速率的
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变化。初始糖质量浓度为15 g／L的补料分批发酵

有着较高的比生长速率，而在分批发酵过程中

(batch)过高的葡萄糖浓度和NH。+浓度抑制了菌

体的快速增长。通过葡萄糖恒速流加(fed-batch3)

的方式对粪产碱杆菌进行培养，在培养22 h后，菌

体质量浓度达到27 g／L，与分批发酵的相比(6 g／

L)，提高了4．5倍，实现了粪产碱杆菌的高细胞密

度培养。由于采取的是流加氨水的方式补充氮源，

NH。+的存在使得粪产碱杆菌处于细胞生长阶段，

通过第一阶段的种子罐细胞培养可以得到大量适

合热凝胶发酵的粪产碱杆菌。

表1种子罐中采取的不同补料方式

Tab．1 The various fed-batch methods in the seed fermenter
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图3不同初始葡萄糖浓度及补料方式对菌体培养的

影响

Fig．3 Effect of initial glucose and feeding method on

high-density culture of A．faecalis

2．3二级发酵罐中不同生物量对热凝胶发酵的影响

影响热凝胶产量的主要因素是生物量，在比较

了三种培养方式对菌体生长影响的基础上，我们确

立了初始葡萄糖质量浓度为15 g／L，当葡萄糖质量

浓度低于2 g／L时，利用恒速流加葡萄糖的方法

(fed-batch3)来实现粪产碱杆菌的高密度培养，培

养22 h，菌体质量浓度达24 g／L。实验中通过在种

子罐中实现高细胞密度培养的基础上，最终提高热

凝胶的产量。由于热凝胶的生产分为两个阶段：菌

体生长阶段(种子罐中进行)和产胶阶段(二级发酵

罐中进行)，所以在菌体生长阶段结束后，高浓度菌

体被引入发酵罐，由于发酵罐中不存在氮源，菌体

将迅速进入产胶阶段，进行热凝胶生产。结果如表

2及图4-a所示，通过改变二级发酵罐培养基体积，

得到的菌体质量浓度分别是2．3、6、1I和21．5 g／

L。从表2中可以看出，随着菌体质量浓度的增加，
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表2不同生物量下二级发酵罐中发酵过程的参数

Tab．2 Time courses of curdlan fermentation

嚣2 20 1。 2．3 25 4。。 1．5 56．2 39．3

2 8 4 6 55 400 1．5 140 38．6

2 5 2．5 11 66 600 1．5 180 36．5
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(d)

豳4不同生物量对二级发酵罐中热凝胶发酵的影响

Fig．4 Effect of different biomass on the curdlan pro—

duction in the second fermenter

热凝胶的产量也在增加，在菌体浓度为1l g／L时，

热凝胶的产量达到最大，达到66 g／L。然而，当进

一步缩小二级发酵罐中培养基体积，继续提高二级

发酵罐中菌体浓度时，热凝胶的产量反而下降(在

菌体质量浓度为21 g／L时，热凝胶的产量为33 g／

L)。这其中可能由以下两个主要原因引起的：一是

由于菌体浓度升高的同时，随着胞外多糖合成的进

行，细胞周围的不溶性胞外多糖对氧气从液相中转

移到细胞内造成了障碍，并且由于发酵液粘度的升

高，使得发酵罐内氧传递受阻(如图4-b)，而热凝胶

的生产菌高度需氧，氧传质受阻将影响胞内电子传

递呼吸链生成ATP，从而减缓了热凝胶的合成

(UDP一葡萄糖是合成热凝胶的前体物质，合成

UDP一葡萄糖所需UTP是由ATP转化)；另外一个

可能原因是由于在生物量较高的情况下，用于细胞

代谢维持消耗了过多的葡萄糖[6]。

图4-c所示的是在热凝胶发酵过程中，在不同

初始菌浓情况下，比产胶速率Qp(每克细菌每小时

产热凝胶的质量，g／(h·g))的比较。可以发现，通

过改变种子罐和二级发酵罐培养基的C／N质量比

(种子罐中低碳氮质量比，二级发酵罐中高C／N)，

确实能够提高菌体的Qp。在菌体质量浓度6 g／L

时，Qp维持在0．08 g／(h·g)。在菌体浓度11 g／L

时，开始时Qp达到0．08 g／(h·g)，随着发酵的进

行，逐渐下降到0．06 g／(h·g)左右，同分批发酵相

比(0．06 g／(h·g)均有所提高。根据Brooks D等

人的观点n¨，在发酵液中过高的葡萄糖底物，会一

定程度上阻止细胞生长速度，并对多糖合成酶的数

量形成抑制。因此，在菌体生长阶段的低C／N质量

比环境有利于提高菌体的比产胶速率。在较高菌

体质量浓度条件下(21 g／L)，可能是细胞所需代谢

维持较高，从而造成比产胶速率较低，这一点和Lee

等人的报道相一致L6j。

另外，在两阶段发酵法中(图4一d)，随着菌体浓

度的提高，热凝胶对葡萄糖的转化率有所下降，这
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可能与两方面原因有关，一是由于发酵环境突然改

变的影响；另一方面原因就是由于随着菌体浓度的

提高，发酵液粘度的增加，溶解氧不足。

3 结 语

氮源限制是刺激热凝胶生产最重要的手段，在

两阶段发酵法中，在菌体生长阶段(种子罐中进

行)，使用流加氨水提供氮源可以使发酵液中残氮

(NH件)含量一直维持较适宜质量浓度(0．2 g／L)，

有利于菌体的快速生长，同时可以避免氮源在培养

基中积累，有利于后期热凝胶的合成。葡萄糖采用

流加的方法可以使发酵液维持较低的葡萄糖浓度，

可以有效地去除葡萄糖对细胞内某些酶的合成阻

碍。在两阶段发酵法的第2阶段(二级发酵罐中进

行)，通过提供一个较高葡萄糖浓度，氮源限制的环

境，使得热凝胶产量和生产强度得到提高。在菌体

质量浓度为11 g／L时，热凝胶产量达到66 g／L，比

分批发酵(菌体质量浓度6 g／L，热凝胶产量32 g／

L)增加了106 oA。并且在两阶段发酵法中，通过在

种子罐中进行菌体培养(培养体积2 L)，二级发酵

罐进行热凝胶发酵(发酵体积8 L，生物量为6 g／

L)，同普通的分批发酵相比(发酵体积8L，生物量

为6 g／L)，在细胞培养阶段缩小了培养体积达

75％，节约了能耗。同时也看到两阶段发酵工艺

中，热凝胶对葡萄糖的转化率有所下降，这是热凝

胶生产的一种新工艺，有指导实际生产的意义。
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