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摘 要：以嗜水性气单孢菌 !"#$%$&’( )*+#$,)-.’ 3563，利用含有豆油的碳源为底物，实现了聚 .4羟
基丁酸和 .4羟基己酸共聚物（78988:）的发酵生产，克服了用月桂酸的生产中碳源成本高、起泡、

产物难分离等问题 ’当以豆油为唯一碳源，经 3/ ; 培养，通过限制氮、磷、氧 . 种营养条件，可获得

菌体细胞干重（<=>）", ’ ? @ A B，78988: 质量浓度 "# ’ / @ A B；若以豆油和月桂酸为混合碳源，获得

<=> 3!’! @ A B，78988: 质量浓度 "2 ’/ @ A B’发酵进行 "! ; 后，.4羟基己酸（.488:）在 78988: 中含

量稳定，仅在 "#C D ".C之间变化 ’结果表明，混合碳源更适合 78988: 的工业化生产 ’
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聚羟基脂肪酸酯（!"#）是很多细菌在营养不均

衡条件下合成的一种细胞内聚酯，在生物体内主要

是作为细胞内碳源和能源的贮藏性物质［$ % &］’其中

聚 &(羟基丁酸酯和 &(羟基丁酸和 &(羟基戊酸共聚

物已经有大规模生产，但由于热加工性能差而限制

了其广泛的应用［)］，&(羟基丁酸和 &(羟基己酸的共

聚物（!"*""+）作为第三代生物可降解材料，以其

优良的机械性能而引起人们广泛的兴趣［,］’嗜水性

气单孢菌 !"#$%$&’( )*+#$,)-.’ )#-) 利用月桂酸和

油酸，通过限磷发酵生产 !"*""+ 已经取得很好结

果［.，/］’但由于月桂酸难溶于水，并在发酵过程中产

生大量泡沫，使补料和发酵较难进行 ’ 虽然已有报

道应用月桂酸发酵生产 !"*""+［.］，但为防止起泡，

不得不设置 0" .’,（不利于细菌生长），发酵液体积

只能是发酵罐的一半，这是不经济的；收获细胞后

残留月桂酸粘于细胞表面很难清洗，使得 !"*""+
提取分离难度加大 ’采用油酸虽可发酵生产 !"*"(
"+，但油酸价格昂贵，使得工业化生产因成本过高

而无法进行 ’ 而豆油相对来说价格低廉，底物中含

有豆油可以防止起泡，并且使发酵后洗涤细胞变得

容易，是一种很有前景的碳源 ’ 本文对含有豆油的

碳源为底物发酵生产 !"*""+ 的初步研究作报道 ’

! 材料与方法

! "! 培养条件

! ’! ’! 实验装置$ *123425 &666（785 *9:;<51=> ?=1(
8;@1A1=，B?#），. ’, C 容积全自动发酵罐 ’
! ’! ’# 菌株$ 嗜水性气单孢菌 )#-)（!"#$%$&’( )*/
+#$,)-.’ )#-)）’
! ’! ’$ 实验用豆油 食用大豆色拉油，北京艾森绿

宝油脂有限公司提供 ’
! ’! ’% 种子培养基$ 碳源 D6 E F C，（7")）D?G) D ’6 E F
C，HE?G)·/"DG 6’ D E F C，, IC 磷 酸 盐 缓 冲 液

（7JD"!G)·$D"DG $K& E F C，-"D!G) ,& E F C，分别单独

灭菌），酵母粉 $ E F C，微量元素溶液 $ IC（分别单独

灭菌）’ $ 升微量元素溶液含有：D6 E 38L4&·."DG，$6
E LJL4D·"DG，6 ’ 6& E L:?G)·,"DG，6 ’6, E H;L4D·

)"DG，6 ’$ E M;?G)·/"DG，6 ’, I24 "L4 ’
! ’! ’ & 摇瓶实验培养条件$ 培养温度 &6 N，培养

时间 D) O，D66 9 F I1; 摇床培养（D,P，785 *9:;<51=>
?=18;@1A1= L2，B?#’
! "# 实验方法

! ’# ’! 不同碳源的影响 分别以葡萄糖、月桂酸、

豆油、混合碳源（含豆油和月桂酸）为底物进行摇瓶

发酵实验 ’

! ’# ’# 不同限制营养条件的影响 以豆油为唯一

碳源，以限氧、限氮氧、限磷氧、限氮磷氧不同方案，

在发酵罐中培养 D) O，研究 !"*""+ 最佳积累条件 ’
培养基及发酵条件见表 $ ’

表 ! 用于限制营养条件影响实验的培养基配方

’()"! *+,-./ 01/213-4-153 617 8-/-4(4-15 971:4; 34.,<

成分
# 限氧
方案

* 限氮氧
方案

L 限磷氧
方案

P 限氮磷
氧方案

豆油$） $66 E F C $66 E F C $66 E F C $66 E F C

（7")）D?G)
D） $& E F C（J） $& E F C , E F C（Q） , E F C（Q）

磷酸盐缓冲液&） ,6 IC F C $.’/ IC F C ,6 IC F C $.’/ IC F C

HE?G)·/"DG)） 6’R E F C 6’R E F C 6’R E F C 6’R E F C

酵母膏,） $ E F C $ E F C $ E F C $ E F C

微量元素.） , IC F C , IC F C , IC F C , IC F C

表 $ 中：

$）分批补加，6 O R6 E F C，$D O D6 E F C；

D）分批补加，（J）：6 O . E F C ，$D O / E F C；

（Q）：6 O D E F C ，$D O & E F C；

&）一次加入，6 O；

)）分批补加，6 ’) E F C，分别在 6、$D O；

,）分批补加，D ’, IC F C，分别在 6、$D O’
! ’# ’ $ 限氮磷氧发酵罐实验$ 培养温度 &6 N，发

酵液体积 & C，通气量 & C F I1;，起始搅拌速度 $,6 9 F
I1;，最高转速 K66 9 F I1;，溶氧控制下线 $6S，培养

时间 )R O’接种量 $,6 IC 种子菌液 ’培养基成分见

表 $（389I8;@29 #）’
! ’# ’% 混合碳源发酵罐实验$ 培养条件同上 ’培养

基成分见表 D（389I8;@29 *）’
表 # 发酵罐实验用培养基

’()"# *+,-( .3+, -5 4;+ 6+7/+5417 34.,-+3

成分 #（限氮磷氧实验） *（混合碳源实验 ）

豆油 $66 E（$J） R6 ED）

月桂酸 6 E D6 E&）

（7")）D?G) $, E（$Q） D6 ED）

磷酸盐缓冲液 D, IC && IC

HE?G)·/"DG $’D E（$=） $’D ED）

酵母膏 $ E $ E

微量元素 R ICD） R ICD）

表 D 中：

$） 流 加 J：起 始 质 量 浓 度 ,6 E F C，. O 后

& E F（C·O）流加；Q：起始质量浓度 $ E F C，. O 后 $
E F（C·O）流 加；=：起 始 质 量 浓 度 $ E F C，. O 后 $
E F（C·O）流加 ’
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!）" #，$! # 和 !% # 三批加入；

&）$! # 补加 ’
! "# 分析方法

()*、+,-,,. 含量及发酵液中（/,%）
0 浓度的

测量方法见文献［1］’发酵液中 +2%
& 3 浓度的测量见

文献［4］’

$ 结果与讨论

$ "! 不同碳源的影响

实验结果见表 & ’ % 种碳源中，该菌在葡萄糖

中生长细胞干重只有 " ’ 4$ 5 6 7，且气相色谱检测不

到 +,8 的积累 ’该菌在豆油、月桂酸和混合碳源上

生长都较好，细胞干重分别达到 $ ’ 19 5 6 7、$ ’ 9" 5 6 7
和 $ ’1$ 5 6 7，并且都有 +,-,,. 的积累 ’但豆油为碳

源得到 +,-,,. 的产量较低，仅有" ’$9 5 6 7；而在月

桂酸和混合碳源中生长得到的 +,-,,. 产量较高，

为 " ’14 5 6 7 和 " ’1: 5 6 7’但在月桂酸中生长时产生

大量的泡沫，收获菌体经 & 次洗涤后，仍然含有月

桂酸，不利于产物 +,-,,. 的提取和分离；而其它

处理均无此弊端 ’ 结果表明，虽然月桂酸很适合菌

体积累 +,-,,.，但种种弊端使其很难应用于大规

模生产；而在豆油中生长虽然 +,-,,. 含量较低，

但其培养的细胞密度高，成本低，并可以通过改变

培养条件提高 +,-,,. 产量；该菌在混合碳源中产

+,-,,. 的产量接近月桂酸，培养过程无起泡，收获

细胞经 & 次洗涤后，气相色谱检测不到月桂酸残留，

因为月桂酸可溶于豆油，一起被清洗掉，从而使 +,8
的分离提取工作简化 ’

表 # 不同碳源对嗜水性气单孢菌 %&’% 积累 ()*))+ 的影响

,-."# /00123 40 2-5.46 748521 46 ()*))+ 954:823;46 .< !"#$%$&’( )*+#$,)-.’ %&’%

碳源 ()*$）6（5 6 7） （+,8 产量 6 ()*）6 ; （,,. 量 6 +,8 量）6 ; +,8 质量浓度 6（5 6 7）

葡萄糖 "’4$: < "’"9 $’9% < "’"$ $9’& < "’= "’"$: < "’""$

豆油 $’19 < "’$ 1’: < $’9 $=’& < "’: "’$9 < "’"!

月桂酸 $’9" < "’"! =! < $’: $!’& < "’% "’14 < "’"!

混合碳源$） $’1$ < "’"! %1 < $’= $&’: < "’& "’1: < "’"%

注：$）混合碳源，豆油 $" 5 6 7 和月桂酸 $" 5 6 7’!% # 摇瓶培养 ’

$ "$ 不同限制营养条件的影响

以豆油为唯一碳源，以不同营养限制条件的 %
个方案，经过 !% # 的实验后，细胞仍在旺盛生长，可

观察到培养基中有豆油剩余 ’ 培养至 !% #，8，-，(
和 ) 罐 ()* 分别为 &$ ’ 9 5 6 7，!% ’ : 5 6 7，$& ’ & 5 6 7
和 $" ’$ 5 6 7’ 其中三营养限制的 ) 罐 +,-,,. 6 ()*
为 &" ’ :: ;；而双营养限制方案 -、( 罐 +,-,,. 6
()*分别为 !& ’ 4 ;、!1 ’ & ;；单独限氧实验 8 罐

+,-,,. 6 ()* 为 $1 ’$ ;；见图 $ ’可见，在碳源过量

时，限磷、氮都对 +,-,,. 积累有助，但同时限氮磷

氧更适合 +,-,,. 的积累 ’
$ "# 限氮磷氧发酵实验结果

以豆油为唯一碳源，培养时间 %1 #，得到 ()*
$4’%1 5 6 7，+,-,,. $"’ 1 5 6 7，,,. 占 +,,,. 的质

量分数为 $! ’ !; ’ 培养 $: # 后，搅拌转数达到 4""
> 6 ?@A，发酵液中溶氧下降到 ";，$: # 后，发酵实现

氮、磷、氧 限 制 条 件 ’ 此 后 细 胞 干 重 增 长 缓 慢，而

+,-,,.在细胞中的质量分数不断提高，从&& ’&;
提高至 :1 ’4;，此含量为目前报道 +,-,,. 占细胞

干重的最高结果 ’ %% # 后溶氧 开 始 回 升 ’ 此 期 间

+,-,,. 从 % ’: 5 6 7 增加至 $" ’1 5 6 7，增加 : ’! 5 6 7’

见图 ! ’培养过程中无起泡现象，细胞收获后经 & 次

洗涤后，经 B( 检测不到月桂酸残留 ’结果表明，在

豆油底物过剩存在时，& 种营养限制条件非常有利

于 +,-,,. 的积累 ’但由于细胞干重不高而影响了

+,-,,. 的最终产量 ’

图 ! 限制营养条件对 ()*))+ 在嗜水性气单孢菌

%&’% 胞内含量的影响

=;>"! /00123 40 6835;163 ?;@;3-3;467 46 ()*))+ 954:82A
3;46 .< !"#$%$&’( )*+#$,)-.’ %&’%
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图 ! "，# 和 $! 限制培养条件对 #%&%%’ 在嗜水性

气单孢菌 ()*( 胞内含量的影响

+,-. ! /00123 40 "，# 567 $! 8,9,353,46: 46 #%&%%’

;<47=23,46 >? !"#$%$&’( )*+#$,)-.’

! .( 混合碳源发酵实验

以豆油和月桂酸混合作为碳源，培养时间 !" #，

上罐实验取得 $%& !’( ’ ) * +，,-.--/ 01( " ) * +，

--/ 占 ,-2 质量分数 03 ( ’4 ( 0’ # 加入月桂酸之

前，,-.--/ 产量 0 ( ’ ) * +（00 #），加入后培养至 !0
#，提高至 01 (" ) * +，增加 05 (1 ) * +，可见少量月桂酸

的加入对 ,-.--/ 的积累十分有利，而且对细胞干

重亦有促进作用 ( 见图 6 ( 发酵过程中无起泡现象，

收获细胞经 6 次洗涤后，气相色谱检测无月桂酸残

留 (与豆油为唯一碳源相比，,-.--/ 产量有大幅度

提高，且简便易控制，结果稳定 (

图 @ 混合碳源培养对嗜水性气单孢菌 ()*( 积累

#%&%%’ 的影响

+,-.@ /00123 40 9,’17 25<>46 :4=<21: 46 #%&%%’ ;<4A
7=23,46 >? !"#$%$&’( )*+#$,)-.’ ()*(

@ 结 论

研究嗜水性气单孢菌 !27! 利用含豆油的碳源

发酵生产新型可降解材料 ,-.--/ 的规律，得到如

下结论：相对于油酸和月桂酸，豆油是一种廉价碳

源，可应用于 ,-.--/ 的生产，虽然得到 1" ( 84的

高含量，但 ,-.--/ 的最终产量只有 03 ( " ) * +，故

其大规模生产条件有待于进一步研究；以豆油和月

桂酸作为混合碳源，解决了月桂酸发酵的起泡和产

品难分 离 提 取 的 问 题，并 且 降 低 了 成 本，取 得 了

01 ( " ) * + ,-.--/ 的产量，发酵条件易于控制，结

果稳定，可应用于工业化生产 (
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