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太湖蓝藻培养单细胞蛋白的可行性

李克朗， 张玲， 刘洋， 丁明波， 王武， 杨海麟’
(江南大学工业生物技术教育部重点实验室，江苏无锡214122)

摘 要：以蓝藻原料为氮源发酵生产酵母单细胞蛋白，考察了碳源、维生素、微量元素、矿物质元

素、培养温度、接种量、初始pH、通气量等对酵母产量的影响，优化了发酵条件，1 g／dL(干重)的蓝

藻培养基最终使酵母产量达到6．2 g／L，并利用高效液相色谱法检测酵母产物胞内微囊藻毒素。

结果表明，酵母中微囊藻毒素含量为390肛g／kg。
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Study on the Single-Cell Protein Production by Taihu Cy口咒D易ncfe，．f口

LI Ke-lang， ZHANG Ling，LIU Yang，DING Ming-bo， WANG Wu， YANG Hai—lin’

(Key Laboratory of Industry Biotechnology of Ministry of Education，Jiangnan University，Wuxi 214122，China)

Abstract：In this manuscript，the single-cell protein production with cyanobacteria resources as

nitrogen source was investigated． With combination of the optimum nutritional and

environmental conditions，6．2 g／L yeast was achieved and 390 p．g／kg microcystin in it．
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蓝藻(Cyanobacteria)是一类进化历史悠久、革

兰氏阴性、无鞭毛、含叶绿素口、不形成叶绿体、能进

行产氧性光合作用的原核生物，蓝藻中微囊藻(Mi—

crocystis)、鱼腥藻(Anabaena)、颤藻(Oscillatoria)

和念珠藻(Nostoc)含有微囊藻毒素(Microcystin，

MC)，微囊藻毒素是一组环状七肽，有60多种异构

体，其中含量较高的是MC—LR，MC—RR型毒素口]。

近些年随着大量污染物流人太湖，太湖蓝藻爆发频

繁[2j。大量蓝藻打捞上来后，由于无锡土地资源有

限，蓝藻处置较困难，利用蓝藻发酵生产沼气利用

率较低，而焚烧蓝藻成本较高，且污染环境。而蓝

藻有机物质含量很丰富，其中含有质量分数50％的

粗蛋白、5％～15％的藻蓝蛋白、40％的藻多糖[3]，

故可以蓝藻为主要原料发酵生产酵母单细胞蛋白，

得到的单细胞蛋白产物可作为蛋白类资源应用于

饲料领域，从而达到将蓝藻变废为宝、保护环境的

目的。研究中以太湖蓝藻为主要发酵原料，发酵生

产酵母单细胞蛋白，优化了发酵工艺条件，获得较

高的酵母产量；并利用反相高效液相色谱法检测了

酵母产物的胞内微囊藻毒素含量。

1 材料与方法

1．1 材料

主要原料：太湖蓝藻。

菌种：酿酒酵母Saccharomyces cerevisiae G-

05，作者所在实验室保存。

1．2培养基

斜面活化培养基(g／L)：马铃薯200，葡萄糖
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20，琼脂20；自然pH。摇瓶种子培养基(g／L)：马

铃薯200，葡萄糖20；自然pH。摇瓶发酵培养基

(g／L)：蓝藻10(干重)。

维生素母液(g／l。)：维生素B。1，烟酸0．4，吡哆

醇0．4，生物素0．02，泛酸钙2，核黄素0．2，肌醇1，

对氨基苯甲酸0．2。微量元素母液(g／L)：H。BO。

0．5，Mn2 S04·7H2 O 0．2，Zn2 S04·7H2 O 0．4，

Cu2S04·5HzO 0．04，FeCl3 · 6H2 O 0．1，

Na：MnO。0．2。矿物质元素母液(g／L)：K1

0．000 1，CaCl2·2H2 O 0．000 1，K2 HPO^0．15，

KHz P04 0．85，M92S04·7H20 0．5，NaCl 0．1；详

见文献[4—5]。

1．3方法

1．3．1培养方法将菌种移接到斜面活化培养基

上，30℃下活化24 h后接1环于摇瓶种子培养基

中，在30℃下振荡培养约14 h，然后按体积分数

10％接种量接入装有100 mL发酵培养基的

500 mI。的三角瓶中，在30℃下振荡培养48 h，摇床

转速为180 r／rain。

1．3．2 细胞生物量测定 发酵液转入离心管，以

3 000 r／rain离心10 rain，自来水水洗两次，去上清

液得湿菌体；将湿菌体烘干至恒重，电子天平称重。

1．3．3还原糖和pH值的测定 3，5一二硝基水杨

酸法测定还原糖[6]；pH计测定pH值。

1．3．4蓝藻的预处理对太湖打捞上来的2 g／dL

(干重)蓝藻先进行30 rain沉降处理，使蓝藻中泥沙

沉降下来，再经纱布过滤，除去蓝藻中树叶等杂质。

1．3．5蓝藻细胞破壁 配制1 g／dl。(干重)的蓝

藻，在12l℃处理10 rain。

1．3．6酵母胞内微囊藻毒素提取酵母在优化后

的1 g／dI。(干重)的蓝藻培养基中培养，最终酵母产

量为6．2 g／L，取2 L发酵液，在5 000 r／min的条件

下离心10 rain，弃上清液，取酵母，将酵母用100倍

的水稀释离心10次，以洗去酵母胞外微囊藻毒素，

从12．4 g酵母中取出10 g酵母，加水500 mL，在

50 kHz、200 W的条件下超声破碎10 rain，之后按

5％的体积比例加入冰乙酸，在冰水浴下搅拌抽提

60 rain，在5 000 r／rain离心10 rain，收集上层清液，

离心后沉淀再抽提两次(条件同前)，合并上清液并

经0．45 btm滤膜抽滤。

1．3．7酵母胞内微囊藻毒素检测高效液相色谱法[7]。

2结果与讨论

2．1培养基优化

2．1．1 添加碳源对发酵的影响 从太湖打捞出的

蓝藻质量浓度为2 g／dL(干重)，经高温破壁将其做

成培养基，该培养基呈胶体状态，其中溶氧较困难，

故将其稀释到1 g／dL后进行培养基优化。蓝藻中

碳氮质量比5．5／1，而酵母生长所需碳氮质量比为

11．4／1[8]，故可在1 g／dI，(干重)蓝藻培养基加0．9

g葡萄糖以调整碳氮质量比。1 g／dL的蓝藻培养

基残糖含量为0．26 g，发酵12 h后为0．172 g，发酵

16 h残糖为0．075 g，发酵20 h为0．069 g，发酵24

h为0．057 g。故可在培养20 h后添加葡萄糖，葡

萄糖添加量分别为0、2、4、6 g／dL，此时培养条件

为，温度30℃，摇床转速200 r／rain，500 mL容器装

液量为50 mL，pH为6，接种量为体积分数10％。

由图1可知，添加4 g／dI。的葡萄糖，酵母生物量最

高，培养36 h时酵母细胞量最高可达3．8 g／L，此时

残糖为o．169 g，葡萄糖仍有残留，培养基可能还缺

乏其它营养物质，可对其作进一步优化。过量添加

葡萄糖可能产生抑制作用。
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图1 葡萄糖对酵母生长的影响

Fig．1 Effect of glucose on biomass of G-05

2．1．2 添加维生素、微量元素及矿物质元素对发

酵的影响 在碳源优化的基础上，在培养基中添加

维生素母液、微量元素母液及矿物质元素母液，考

察其对发酵的影响，结果表明发酵36 h酵母产量均

达最大，结果见表1、2、3。由表可知，添加维生素母

液1％(体积分数)可明显提高生物量，培养36 h

后，酵母产量达到5 g／I。，而添加微量元素及矿物质

元素对酵母生物量无明显影响。

表1 不同维生素母液添加量对酵母生物量的影响

Tab．1 Effect of different vitamin liquor concentration on hi-

omass of G-05

f箬箬麦嘉囊 生物量／(g／i．)／体积分数％
1”8”苎“

O．5

1

1．5

3．9

5．O

5．1
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表2不同微量元素母液添加量对酵母生物量的影响

Tab．2 Effect of different trace elements liquor concentration

on biomass of G-05

礁．譬霭盍母謦 生一量／(g／L)／
"IYJ

体积分数％
1 2”5

0．5

1

1．5

3．8

3．9

3．78

表3不同矿物质母液添加量对酵母生物量的影响

Tab．3 Effect of different minerals liquor concentration on

biomass of G-05

矿物质母液

体积分数／％

生物量／

(g／I。)

5

10

15

3．8

3．9

3．78

2．2培养条件优化

2．2．1 发酵最适温度、培养基最适pH值及接种量

的确定 在培养基优化的基础上，考察发酵温度、

培养基初始pH值及接种量对发酵结果的影响，结

果见表4、5、6。

表4温度对酵母生物量的影响

Tab．4 Effect of temperature on biomass of G-05

温度／℃ 生物量／(g／L)

26

28

30

5．05

5．50

4．96

表5 pH值对酵母生物量的影响

Tab．5 Effect of pH on biomass of G-05

pH 生物量／(g／L)

4．30

4．45

5．52

5．OO

表6不同接种量对酵母生物量的影响

Tab．6 Effect of inoculation on biomass of G-05

接种量(体积分数)／％ 生物量／(g／L)

5

10

15

20

4．55

5．52

6．00

4．80

从表中可见，发酵最适温度为28℃，最适培养

基初始pH值为6，最佳接种量为体积分数15％。

2．2．2发酵液中通气量对酵母生物量的影响 酵

母是耗氧发酵菌种，溶解氧对酵母生物量有较大影

响。通过改变500 mL的三角瓶装液量和摇瓶转速

来考察通气量对菌体量的影响。选择500 ml。的三

角瓶装液量为15、25、50、75、100 ml。，摇床转速为

200 r／rnin进行实验。

结果见图2，500 mL的三角瓶装液量为25 mL

产量最高，培养36 h时酵母细胞量最高可达

6．2 g／L。

一
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图2通气量对酵母生长的影响

Fig．2 Effect of air on biomass of G-05

2．3高效液相色谱法检测酵母胞内微囊藻毒素

2．3．1 微囊藻毒素MC—LR和MC—RR型标准工

作曲线的绘制及线性分析 对系列质量浓度标准

样品(0．1、0．25、0．5、1．0、2．5“g／mL)及酵母样

品毒素进样分析，酵母样品毒素色谱图如图3所

示。对MC—LR和MC—RR分别进行标准工作曲线

的绘制及线性分析，它们的标准曲线分别如图4、图

5所示。测得MC—LR型毒素和MC—RR型毒素标

准曲线分别为：y=47．69x，R2—0．999 7；Y=

28．181z一0．571 6，R2=0．999 6。

2．3．2 酵母样品毒素检测 由图可计算得知，MC—

LR峰面积为100．149 mAU·S，MC—RR峰面积为

50．154 2 mAU·S，故10 g酵母样品MC—LR毒素

含量为2．1 pg，MC—RR毒素含量为1．8 pg，共计

3．9肛g，故每千克酵母含390／lg微囊藻毒素，参照

饮用水毒素质量浓度≤l t-g／L安全标准凹-1⋯，可将

酵母毒素安全标准定为1 vg／kg，与该标准相比实

验所得酵母毒素含量超出安全标准390倍。酵母

中毒素的去除需做进一步研究。

3 结 语

通过实验研究初步确定酿酒酵母G一05利用
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图3酵母胞内藻毒素HPLC色谱图

Fig．3 HPLC chromatogram of microcystin of yeast cells
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MC-LR质量浓度／(u g／mL)

图4 MC·LR型藻毒素质量浓度与吸收峰面积的关系

Fig．4 Relationship between MC。LR concentration and

absorb area

1 g／dI。的蓝藻产单细胞蛋白的摇瓶培养基组成和

培养条件为：4 g／dI。葡萄糖、体积分数1％维生素母

液，28℃、摇瓶转速200 r／min、500 mL的三角瓶
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MC—RR质量浓度／(u g／mL)

图5 MC-RR型藻毒素质量浓度与吸收峰面积的关系

Fig．5 Relationship between MC—RR concentration and

absorb area

液量25 mL、初始pH值6，15％接种量(体积分

数)、培养36 h，在此优化后的营养和环境条件下，

酵母生物量可达6．2 g／L。

通过检测得酵母胞内毒素含量为390 gg／kg，

根据GB5749--85生活饮用水卫生标准，毒素安全

标准质量浓度≤1 Fg／L。由于没有食品或饲料中

微囊藻毒素的安全标准，故可参照水体毒素标准，

制定出干酵母的毒素安全标准，标准定为质量分数

1×10叫以下，和该标准相比，实验所得酵母中毒素

含量超出安全标准390倍。酵母中毒素的去除需

做进一步研究，可考虑在发酵前通过筛选毒素降解

菌对蓝藻原料进行毒素降解处理，再以处理后的蓝

藻为培养基发酵生产酵母。
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