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粪产碱杆菌在不同底物限制性条件下连续培养
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摘要：为了提高茵体阶段茵体的生长密度、对分批发酵有一些优化指导作用，对茵体本身特性进

行了研究。以葡萄糖、氯化铵分另·j为限制性底物，对粪产碱杆菌进行了连续培养，模拟了粪产碱杆

菌在不同的营养条件下的发酵情况，并对连续培养特性和动力学性质进行了分析。结果表明：在

葡萄糖限制条件下粪产碱杆菌的比生长速率与限制性底物浓度的关系符合Monod方程，建立了相

应的模型方程；同时还建立了两种限制条件下的葡萄糖的消耗动力学模型；并对两种限制条件下

的维持系数、菌体产率进行了比较。比较表明：葡萄糖限制对茵体产率的影响比氯化铵限制时大，

在氯化铵限制条件下茵体产率最大为0．4 g／(h·L)，而葡萄糖限制条件下茵体产率最大只为0．3

g／(h·L)左右；氯化铵限制条件下的维持系数是葡萄糖限制条件下的2倍，说明发酵过程中主要

的维持消耗是在产胶期热凝胶的合成过程中。
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Continuous Cultivation of Alcaligenes faecalis in Medium Containing

Different Sole Limited Substrates
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Abstract：In order to increase the density of cell and give more guides tO optimization of batch

fermentation，a Study on the characteristics of Alcaligenes faecalis should be carried out．In this

paper，with continuous cultivation simulating fermentations in different nutritional conditions，

continuous cultivation of Alcaligenes faecalis with glucose and ammonium chloride as a sole

limited substrate were carried out respectively，and kinetics and characteristics of continuous

cultivation were investigated．The experimental results showed that Monod equation can express

the relationship between the specific growth rate and the glucose concentration under limited

glucose，and then model equation was built．Besides，under two sole limited substrates，model

equations of glucose consumption were built and comparison of the biomass yield，the growth
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maintenance coefficient were carried out．The comparison showed that the biomass yield under

limited glucose，0．3 g／(h L)，is smaller than that under limited ammonium chloride，0．49／(h L)

．And the growth maintenance coefficient under limited glucose is two times than that under

limited ammonium chloride．So the glucose consumption for maintenance is mainly in the stage

f矗curdlan production．

Key words：Alcaligenes faecalis；kinetics；continuous cultivation；curdlan

热凝胶(Curdlan)又称凝结多糖、凝乳糖，是继

黄原胶、结冷胶之后又一种新型的微生物发酵生产

的多糖L1]，它是一种直链结构的p1，3一葡聚糖。一

般由粪产碱杆菌(Alcaligenes faecalis 73at"．myxo—

genes)或土壤杆菌(Agrobacterium species)在氮源

限制性培养基中发酵生产而得。1996年美国FDA

批准热凝胶作为一种食品添加剂。由于热凝胶具

有独特的流变学特性和热成胶性能，因此可作为食

品成分用以生产果冻、新型减肥食品[2]。其次它还

可以减小混凝土组分的分凝作用，提高混凝土稳定

性[3]。在药物应用方面，热凝胶的胶体因为可以控

制药物的扩散而作为药物的缓释剂H1；热凝胶的硫

酸酯还可以应用于抵抗HIV病毒的感染[5]。

作者所在实验窒前期的研究[6]表明，粪产碱杆

菌发酵生产热凝胶过程是一个典型的非生长偶联

型过程，整个发酵过程可分为菌体生长期和产物合

成期两个阶段。提高菌体阶段中菌体的生长密度，

将有助于提高整个发酵过程中热凝胶的生产水平

和生产强度。所以，为了提高菌体阶段菌体的生长

密度、对分批发酵能有更多的优化指导，应该对粪

产碱杆菌(Alcaligenes faecalis)在不同底物限制性

条件下的生长特性进行研究。

作者在3 L全自动发酵罐中分别以葡萄糖和氯

化铵作为限制性底物对粪产碱杆菌进行了连续培养

研究。得到了粪产碱杆菌在两种限制条件下菌体产

率、底物消耗的规律，估算得到了饱和常数、维持系数

等连续培养的动力学参数，并进行了比较分析。

1材料与方法

1．1材料

1．1．1 菌株 粪产碱杆菌(Alcaligenes faecalis

var．myxogene)WX-C12，由江南大学生化工程与

反应器研究室保藏。

l·1．2斜面培养基(g／L) 葡萄糖40，酵母膏5，

琼脂20，CaC0310；pH 7．0"--7．2。

1．1．3种子培养基(g／L) 葡萄糖20，酵母膏10，

KHzP04 1．74，MgS04·7H2 O 0．49；pH 7．0～

7．2。

1．1．4碳源限制性培养基(g／L) 葡萄糖10，酵

母膏0．5，NH4 C1 3．6，KH2 P04 2．0，K2 HP04

1．7，MgS04·7H20 0．5；无机盐浓缩液体积分数

1％，消泡剂0．2 mL；pH 7．O～7．2。

1．1．5 氮源限制性培养基(g／L) 葡萄糖10．5，

酵母膏0．5，NH4 C1 0．7，KH2 P04 2．0，K2 HP04

1．7，MgS04·7H20 0．5；无机盐浓缩液体积分数

1％，消泡剂0．2 mL；pH 7．o～7．2。

1．2培养方法与条件

1．2．1种子培养从活化的斜面菌种上挑取单菌

落接入装有100 mL种子培养基的500 mL的锥角

瓶中，30℃，200 r／min下摇床培养18～19 h。

1．2．2连续培养方法 将100 mL的种子按体积

分数5％的接种量接人装有2 L发酵培养基的3 L

容积Bioengineering KLF2000型自动控制发酵罐

中，30℃恒温培养，连续培养期间使用4 mol／L

NaOH控制pH在7．0，起始通气条件为2．0 L／(L

·min)，起始搅拌速度600 r／min，通过调节通气量

和搅拌转速使整个恒化过程溶氧(D0)质量分数始

终大于20％。

1．2．3连续培养实验装置 如图1所示，实验中

通过进料口处的蠕动泵来调控补料流量，连续从出

料口卸料，以维持发酵罐内发酵液体积的恒定。

图1粪产碱杆菌连续培养装置图

Fig．1 The apparatus of continuous culture of A．faecalis
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1．3分析方法

1．3．1 葡萄糖浓度的测定二硝基水杨酸法[7]。

1．3．2 NH．CI浓度的测定水杨酸钠一次氯酸钠

比色法Is]。

1．3．3细胞浓度的测定称干重法[9]。

1．3．4胶体浓度的测定称干重法[9]。

1．3．5 pH和溶氧测定 通过Bioengineering自动

控制发酵罐配备的pH电极和溶氧电极在线测定。

1．3．6连续培养拟稳态的确定连续培养过程中

只需3个参数指标连续12 h保持变化波动在5％范

围内，即认为已经达到连续培养拟稳态状态。本实

验通过离线参数菌体浓度、残糖浓度、残留NH。Cl

浓度以及在线参数溶氧连续4次(每4 h一次)取样

测定结果波动在5％内时，即确定连续培养系统达

到拟稳态状态。

2结果与讨论

2．1连续培养培养基中碳源和无机氦源需求比例

的确定

热凝胶在氮源受限制时才能合成，在分批发酵

过程中，当菌体生长至氮源消耗完毕时，发酵就会

进入菌体产胶期阶段，因此氮源耗尽是产胶期到来

的信号。在连续培养中，必须使培养基中某种底物

成为限制性。先进行分批培养实验以确定菌体生

长的营养需求比例，根据这种比例关系来确定连续

培养基的组成。图2显示在分批培养菌体生长时

葡萄糖和氯化铵的消耗情况。

o +生物量‘葡萄糖
葛 +氯化铵—扣葡茜}i糖／氲化铬 ．．

铀
．曲

羹
氍

时同，h

．图2分批培养下菌体生长阶段营养物趋势

Fig．2 The trend of nutrient in cell growing stage of

batch fermentation

从图2中可以计算出葡萄糖、氯化铵的质量需

求比例是9：1。控制葡萄糖和氯化铵的质量比例

小于9：1则可以做到以葡萄糖为限制性底物；控

制葡萄糖和氯化铵的质量比例大于9：1则可以做

到以氮源为限制性底物。所以此实验中葡萄糖限

制性连续培养的培养基组成是葡萄糖与氯化铵质

量之比为3：l左右，小于9：1；氯化铵限制性连续

培养的培养基组成是葡萄糖和氯化铵的质量比例

为14 l 1左右．大于9：1。

2．2不同底物限制性连续培养的营养物、产物的

变化趋势

葡萄糖限制条件下的连续培养因为存在充足

的氯化铵，所以只有菌体的生长，没有热凝胶的生

成。如图3所示，葡萄糖限制条件下的葡萄糖在比

生长速率较小的一段范围内维持在一个很低的水

平，即处于限制性状态，当比生长速率大于0．12

后，葡萄糖的质量浓度开始增大，这是由于培养的

稀释度较大将菌体尚未利用的葡萄糖洗出，当稀释

度增大为0．20时，葡萄糖质量浓度变化更大，比较

接近洗出状态；而随着比生长速率的增大，对应的

菌体量一直表现为递减的趋势，前期变化表现得比

较平缓，后期下降的幅度增大。
—．-生物量

0．10 O．15

比生长速率／h4

圈3葡萄糖限制条件下不同比生长速率对葡萄糖浓

度、菌体量的影响

FI舀3 Effect of different the specific growth Oil glucose

and biomass under limited glucose

图4表示的是氯化铵限制条件下菌体量、热凝

胶浓度以及胶体产率在不同比生长速率下的变化

趋势。如图中所示，随着比生长速率的增大，菌体

量、热凝胶浓度都呈现下降趋势，其中菌体量与葡

萄糖限制条件下的菌体量变化趋势比较类似；热凝

胶浓度与比生长速率成反比，其变化趋势与菌体量

的变化趋势刚好相反，前期下降的幅度较大，后期

下降幅度较小。而胶体产率则在较宽的比生长速

率范围下恒定。

2．3连续培养下动力学模型的建立及有关参数的

估算

2．3．1 葡萄糖限制连续培养条件下茵体生长动力

学模型碳源作为限制性底物、产物抑制不明显的

连续培养的情况下，Monod方程具有广泛的通用

性。对粪产碱杆菌进行不同稀释度的连续培养，利
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图5葡萄糖限制条件下l／G与1／jr关系图

Fig．5 The relationship between l／G and l伽under
limited glucose

2．3．2 不同底物限制性连续培养下维持系数的比

较细胞维持系数(m)是指细胞维持正常的生命活

动所消耗的能量底物，从细胞经济学角度来看，由

于维持生长的碳源是非生产碳源，即维持系数的大

小可作为评价菌株优劣的一个指标。维持系数越

大，说明菌体细胞用于维持的碳源比例越大，而用

于生长和生产产物的碳源比例相对就越少；维持系

数越小，菌株则越具有高密度培养的潜力。

一般情况下，能量底物的消耗，主要是用于菌

体细胞的组成、产物的合成，以及细胞维持生命活

动所需的能量维持这3个部分。由物料衡算得到

基质的消耗公式，用比速率表示为

qs 2彘+ms+最嚣 (2)

由于产热凝胶的粪产碱杆菌是菌体生长与产

物合成非偶联型的，在葡萄糖限制的连续培养中只

有菌体生长，则q，一0，公式(2)化简为

qs一≯L+ms (3)
j x／s

由图6可以拟合出q。与卢的拟合方程。得y。／。

一0．230 g／g；m。一0．021 g／(h·g)，则葡萄糖限制

条件下的葡萄糖消耗动力学模型为q。一4．338卢+

0．021。

图6葡萄糖限制条件不同比生长速率对葡萄糖比消

耗速率的影响

Fig．6 Effect of different the specific growth on the spe-

cific consumption rate of substrate under limited

glucose

在氯化铵限制的连续培养中既有菌体的生长，

又有胶体的生成，关系可由公式(2)表示，其中理论

产物得率系数yP／。应为常数，Zheng文献[1妇曾报道

通过线性拟合的方法测得的yP／S为0．693 g／g，而由

Luedeking—Piret方程n03可得qP一卢也为常数，则方

程(2)在氯化铵限制条件下可简化为q。一乒+6，
』X／S

其中常数b=m。+乒。
J
P／S

由图7通过线性拟合的方法进行求解，得到氯

化铵限制连续培养条件下的有关参数Yx，。一0．256

g／g，ms=0．048 g／(h·g)。可以看出在氯化铵限

制的条件下虽然菌体的得率系数略有增大，而维持

系数却比葡萄糖限制条件下的大2倍左右，此次实

验的结果比Phillips等人‘123报道的限制性底物为

氮源的连续培养下的菌体维持系数是0．072 g／(h

·g)偏小；Zher,og等人‘113报道的分批培养产胶阶段

中菌体的维持系数是0．031 g／(h·g)，可见菌体产

胶期中用于菌体维持所需的碳源比例更大，分批发

酵过程中维持碳源的消耗主要是用于热凝胶的合

一1／暑)、捌霉州‘(1／暑)＼避聚嘲峰警
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成阶段。
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图7氯化铵限制条件不同比生长速率对葡萄糖比消

耗速率的影响

Fig．7 Effect of different the specific growth on the spe-

cific consumption rate of substrate under limited

NH．Cl

2．3．3不同底物限制性连续培养下茵体产率的比

较在单级的CSTR中，细胞反应过程符合简单的

Monod模型，一般都是以菌体产率Px为优化的目

标函数。

图8所示葡萄糖、氯化铵两种限制性连续培养

中的菌体产率曲线都具有相同的变化趋势，前期增

大后期减小，都存在一个最大值。在氯化铵限制条

件下菌体产率最大可以达到0．4 g／(h·L)，而葡萄

糖限制条件下的菌体产率表现得相对较低，最大只

有0．3 g／(h·L)左右；菌体在葡萄糖限制条件下的

比生长速率是较小的，这不利于菌体浓度的提高；

在氯化铵限制条件下时较大，所以葡萄糖的限制条

件对于菌体的比生长速率的影响相比之下显得更

为明显。
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图8不同限制性底物下菌体产率曲线

Fig．8 The curves of biomass yield under different limit-

ed substrates

图9表示的是分批培养不同时间下的菌体产

量曲线。整个分批发酵在13 h的时候菌体产率为

最大的0．407 g／(h·L)，然后从13 h到菌体停止

生长23 h这个时间段内，菌体产率一直在降低，因

此在分批发酵的过程中特别是在菌体生长期，维持

氯化铵在一个低浓度水平能够保持较高的菌体产

率。

盆
一
●

邑
瓷
鼍
褥
{L
教
粗

时同，h

围9分批培养下不同时间的菌体产率曲线

Fig．9 The curve of biomass yield under different time

in batch fermentation

因此在分批发酵的过程中特别是在菌体生长

期，应该维持氯化铵在一个低浓度水平的同时，尽

可能地提供充足的葡萄糖，使得菌体在一个高菌体

产率条件下生长，但也不宜过高。葡萄糖过高时，

除可能引起葡萄糖抑制外，还可能引起代谢副产物

的增多。

由Monod方程和连续培养稳态时物料平衡式

可得菌体的葡萄糖限制条件下的最大产率(Px)。。

以及对应的最适理论稀释率D。。。和最佳的加料速率

V。。。得到菌体的最大产率是0．366 g／(h·L)，对

应的连续培养下的最佳稀释率和最佳的加料速率

分别为0．179 h-1和0．358 L／h。

3 结 语

利用连续培养对粪产碱杆菌(A．faecalis)生长

特性进行了葡萄糖限制和氯化铵限制条件下的研

究。

1)葡萄糖限制条件下的比生长速率弘与限制性

底物葡萄糖的浓度Cs的关系符合Monod方程，其

模型方程为口=0．227Cs／(o．177+Cs)；葡萄糖的

消耗动力学模型为qs=4．338口+0．021；菌体的最

大产率(Px)。。=0．366 g／(h·L)，对应的最佳稀

释率为D。，。=0．179 h-1，最佳的加料速率‰，=
0．358 L／h，氯化铵限制条件下的葡萄糖消耗动力

学模型为qs=3．903,u+0．288。

2)通过葡萄糖限制性条件下维持系数0．021
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g／(h·g)与氯化铵限制性条件下维持系数0．048

g／(h·g)的比较，发现产胶期的维持系数比菌体生

长期的维持系数大2倍左右，说明发酵过程中维持

碳源的消耗主要是用于热凝胶的合成阶段。

3)结合两种底物限制条件下的菌体产率的分

析结果，提出在发酵过程中菌体生长阶段维持低氮

的同时，提供充足的葡萄糖的策略。即可以同时流

加葡萄糖和氯化铵来控制菌体的比生长速率弘，从

而达到发酵过程代谢调控和优化的目的。

附录：符号与公式说明

D 稀释速率，h。1

D。。 最适理论稀释率，h。1
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