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真养产碱杆菌积累聚!!!羟基丁酸发酵条件的研究

堵国成 陈 坚 高海军 陈银广 伦世仪
（无锡轻工大学 生物工程学院 环境生物技术研究室 无锡 #!4$5"）

摘 要 对3,0+,#1%$%&%)/*(4")&培养过程的研究表明，氮源的限制或缺乏可刺激细胞大量积累聚2!2羟基丁酸

（678），但678合成期氮源的完全缺乏，会导致细胞的678合成速率迅速下降；氧的限制也可刺激35%)/*(4")&
合成678，但胞内678的积累量远小于氮源控制下的情况。在细胞的不同生长期限制氮源的供应会明显影响

678的发酵过程，当残留菌体浓度达到#$9／:至5$9／:时停止流加氨水，可以得到较好的发酵水平，细胞干重，

678含量和678浓度可分别达到"!;09／:、1$(<=和40($9／:。
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聚2!2羟基丁酸（简称678）作为一种有光学活

性的聚酯，除具有高分子化合物的基本特性，如质

轻、弹性、可塑性、耐磨性和抗射线外，更重要的是其

还具有生物可降解性和生物可相容性，因此，678
在食品包装、农业、化妆品和医药等领域具有广泛的

用途［!］。自!0#"年首次发现678以来，各国学者

对其进行了大量的研究，包括产生678的微生物，

678的合成途径、形成动力学和机制，678的结构、

分子量及生物降解特性等多方面的研究［#］。

本文探讨了氮源和溶解氧浓度控制条件下，35
%)/*(4")&胞内678的积累机制；在此基础上，进一

步研究了35%)/*(4")&培养过程中不同的停止氮源

流加时间对678发酵过程的影响。

" 材料和方法

"#" 菌种

真养 产 碱 杆 菌（3,0+,#1%$%&%)/*(4")&）AB75
（本研究室保藏号）。

"#$ 培养基

"#$#" 斜面培养基、种子培养基和无机元素液与文

献［5］相同。

"#$#$ 发酵培养基：无机元素液中添加硫酸铵为氮

源、葡萄糖为碳源，C73($。

"#% 培养方法

"#%#" 氮源的限制、缺乏和恢复氮源供应的控制过

程：采用#:小型发酵罐（瑞士D)EFG#:台式发酵

罐），接种量为!$=，初始装液量为!;#:。通气速

率为!;#"!(<:／HI,，搅 拌 转 速 为"$$"!#$$.／

HI,，以控制溶氧百分浓度在#$=以上。C7控制

3;$J$(!（以5H&’／:的)+F7和5H&’／:的7#BF4
来调节），发酵温度控制在5$KJ$(<K。葡萄糖和

硫酸铵的初始浓度分别为#=和$;#=，第!<小时

氮源浓度降至生长限制浓度以下时，开始连续流加

硫酸铵溶液，其流加速率为!;$9／:·L，使细胞生长

处于氮源限制状态；第#<小时时停止硫酸铵的流

加，使细胞处于氮源缺乏状态，第5<小时时向发酵

罐中一次加入$;#=的硫酸铵；整个发酵过程中维

持葡萄糖浓度在!="#=之间。

"#%#$ 氧的限制和恢复氧供应的控制过程：发酵

温度 和C7 的 控 制 同!;5;!，通 气 速 率 为!;#"
!;<:／HI,。初 糖 浓 度 为#=，初 始 硫 酸 铵 浓 度 为

$;#=，发酵第!#小时后开始连续流加葡萄糖和硫

酸铵，使两者的浓度维持在细胞的平衡生长条件下；

发酵第#$小时，将搅拌转速由1$$.／HI,降至"$$.／

HI,，通气速率不变，溶氧为$="<=（处于临界百

分溶氧以下），使细胞的生长处于溶氧限制状态；发

酵第4$小时，将搅拌转速增至1$$.／HI,，解除溶氧

的限制作用。

"#%#% 678流加发酵过程的控制：初糖#=、初硫

酸铵$;#=，通气量为!;#"!(<MMH，搅拌转速为









图!为不同生长阶段停加氨水情况下的"#$
发酵过程。从图中可以看出，在细胞的不同生长阶

段停止流加氨水，培养液中所积累的铵离子浓度不

同，它 们 分 别 为%&’!(／)、%*+,(／)、%*,-(／)和

-&!.(／)。当停氨水时间控制在第/%小时、/!小

时、/+小时时，停加氨水后培养基中铵离子浓度很

快被细胞消耗，当铵离子浓度基本接近为零时，残留

菌体的生长停止，细胞开始大量积累"#$，"#$含

量和"#$浓度的增加很快，最终"#$含量分别达

到0%&.1、0-&-1和0%&’1，"#$浓 度 分 别 达 到

!/(／)、2+&/(／)和2,*%(／)；而当停加氨水时间较

迟时，培养基中的铵离子消耗 较 慢，"#$含 量 和

"#$浓度的增加较慢，最终"#$含量和"#$浓度

分别达20&,1和/,&,(／)；在2种情况下，细胞干重

分别达到!,&+(／)、’.&%(／)、+-*,(／)和+-*!(／)。

从上述结果可以看出，如在细胞生长早期即停

止流加氨水，尽管最终的"#$含量很高，但由于停

氨水时的残留菌体量相对较少，因而最终所获得的

345和"#$浓度将受到影响。但如果在细胞生长

的后期才停止氨水的流加，尽管此时的残留菌体量

很高，但由于停氨后培养基中残留的铵离子浓度较

高及生长后期细胞的活力降低，不利于细胞大量积

累"#$，最终的"#$含量和"#$浓度很低。当残

留菌体浓度达到/%(／)至!%(／)时，停止流加氨

水，最终可获得较高的"#$含量和"#$浓度。另

外，从图!中还可以进一步看出，停加氨水后，当培

养基中氮源完全耗尽时，部分细胞会发生自溶，这必

将导致"#$合成速率的不断下降，因而在"#$合

成期还需进行氮源的限量流加，以提高细胞的"#$
合成能力，进一步的研究结果将随后报道。
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