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摘要!考虑到培养液内的碳源和氮源质量浓度及其比例关系对细胞生长以及油脂积累的特性有明

显的影响!采用分批补料'间歇流加方式考察底物流加策略对 I=@(J;=@<)7("+[:4J(# 生产BUL的影

响!同时对发酵尾气V\

!

释放与BUL含量的相关性进行分析% 结果表明&通过分批培养的方式确

定最佳的初始碳氮比为 $C#!此条件下最终的 BUL含量达到 !4// EFM#最佳的底物流加策略为培

养 1" 7内间歇流加酵母提取物使培养液中酵母提取物质量浓度达 0 EFM!同时将葡萄糖质量浓度

控制在 (" EFM的恒定水平!BUL含量最终提高至 #/4$0 EFM#分析呼吸特性发现!氮源耗尽后平均

V\

!

释放速率与BUL的积累量之间存在正相关性%

关键词!裂殖壶菌#底物流加#BUL#V\

!

释放速率
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KK二十二碳六烯酸"BUL#是一种重要的;+8#% %( 多不饱和脂肪酸$因对人体健康有多种益处而备受

瞩目& 已有研究表明 BUL可以治疗如阿尔茨海默

病的神经失调$对心血管健康$胎儿%婴幼儿的大脑%

视网膜的发育都有显著贡献(#)

& 随着在食品%保健

品和医药行业中的应用增加以及水产业的快速发

展$市场对BUL的需求迅速增加& 若单以深海鱼油
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为主要原料提取BUL$产量和质量均无法满足市场

的需求& 因此$需要寻求新的方法来生产BUL&

裂殖壶菌" I=@(J;=@<)7("+[:4#$作为一种海洋

真菌$具有大量合成微生物油脂的能力$是生产

BUL的理想菌种& 由于缺少有效的分子改造手段$

优化培养基和培养条件是近年来提高裂殖壶菌积累

BUL水平的主要方法& 培养液中的氮源和碳源浓

度是影响裂殖壶菌细胞生长和 BUL积累水平的重

要因素& 比较公认的结论是氮源充足条件有利于细

胞生长$氮源受限条件则促进油脂和 BUL的积

累(!)

$而碳源充足是大量积累 BUL的必要条件(()

&

除此以外$也有研究认为$发酵液中的碳氮比对细胞

生长和 BUL的积累有明显的影响(')

& 因此$本研

究首先采用分批补料的方式确定生产 BUL的最佳

初始碳氮比$并在此基础上探讨不同氮源和碳源流

加条件下的 BUL生产性能(0)

& 最终$通过对发酵

尾气成分的分析$阐明 V\

!

释放量与 BUL含量之

间的相关性&

67材料与方法

#4#K实验材料

#4#4#K菌株

裂殖壶菌 I=@(J;=@<)7("+[:4J(#$购自美国菌种

收藏中心"LIVV#$该菌株保存于甘油管"0 EFM葡

萄糖$#4" EFM酵母提取物和 #4" EFM蛋白胨$人工

海水#中&

#4#4!K培养基

菌种活化平板'葡萄糖 0 EFM$酵母提取物

# EFM$蛋白胨 # EFM$海盐 '" EFM$琼脂 !" EFM$高温

蒸汽灭菌"#!#c$!" +-A#& 种子培养基'葡萄糖

0 EFM$酵母提取物 # EFM$蛋白胨 # EFM$海盐 '"

EFM$:U用氢氧化钾调节至 $4" 左右$高温蒸汽灭菌

"#!#c$!" +-A#& 发酵初始培养基'葡萄糖 #""

EFM$酵母提取物按照实验设计的需求添加$

"SU

'

#

!

J\
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!

U;\

'

( EFM$S,

!

J\

'

#! EFM$

DEJ\

'

0 EFM$l

!

J\

'

$ EFM$lV.! EFM$ :U用氢氧化

钾调节至 $4" 左右$高温蒸汽灭菌"#!#c$!" +-A#&

微量元素母液'V,V.

!

0"" +EFM$DAV.

!

0! +EFM$

iAJ\

'

0! +EFM$V?J\

'

1 +EFM$S,

!

D6\

'

"4#/ +EFM$

S-J\

'

1 +EFM$W8J\

'

"4# +EFM$V6V.

!

"4// +EFM$维

生素>

#

$4/ +EFM$维生素>

#!

#! +EFM$V

#1

U

(!

V,S

!

\

#"

!0/ +EFM$采用过滤除菌&

#4!K实验方法

#4!4#K发酵培养

将保藏于 %1"c条件下的菌种转接于菌种活

化平板上$!1c培养 ( 9& 接种环挑取活化的菌种$

接入装有 0" +M种子培养基的 !0" +M三角瓶$

!1c%!!" @F+-A 摇床培养 (/ 7& 以 #"G的接种量

接 0 M发酵罐"百仑生物科技有限公司$>M>N\%

0RP%( %U#进行培养$初始装液量 ( M& 整个培养

过程中$温度维持在 !1c$添加磷酸或 S,\U将 :U

维持在 /41$通气量为 ' MF+-A$搅拌转速为 '""

@F+-A&发酵培养过程中$按照具体的实验设计需求

补加酵母提取物和葡萄糖&

#4!4!K生物量%葡萄糖质量浓度和氨基氮质量浓度

的测定

取 ' +M发酵液 #" """ @F+-A 离心 0 +-A$将上

清液与菌体沉淀分离& 将菌体真空冷冻干燥至恒重

后称重& 利用生物传感仪"J>L%'"V$山东省科学

院生物研究所#测定上清液中的葡萄糖质量浓度$

甲醛滴定法测定氨基氮质量浓度(/)

&

#4!4(KBUL含量测定

油脂提取和脂肪酸甲酯制备方法参照文献

(()$气相色谱分析 BUL含量选用日本岛津" J7-*

+,9 ?̀# RV%!"#"$B>%XLb色谱柱"(" +d"4(!

++d"4!0

!

+#& 采用程序升温$初始温度 #""c保

持 ( +-A$然后按 #"cF+-A 升温至 #1"c保持

# +-A$最后按 (cF+-A升温至 !'"c保持 & +-A!进

样口温度和检测器温度均为 !0"c!进样量 #

!

M&

用内标法定量$内标为十九烷酸&

#4!4'K呼吸参数的测定及计算

利用尾气分析仪在线检测尾气中 V\

!

的分压$

从而计算 V\

!

生成速率"V)]#$V\

!

释放总量"

%

#

和平均V\

!

释放速率"C#$参照文献($)计算&

87结果与讨论

!4#K不同碳氮比下的BUL发酵性能比较

在培养 I=@(J;=@<)7("+[:4J(# 的过程中$氮源充

足"低碳氮比#条件有利于细胞的快速生长(1)

$限制

培养液中的氮源"高碳氮比#则有利于胞内总油脂

和BUL的积累(&)

& 在 0 个批次的分批培养实验中

"批次{# p{0#$葡萄糖初始质量浓度均为 #"" EFM

"葡萄糖中有结晶水高温灭菌后会有所降低#$初始

酵母提取物质量浓度分别为 ((4('%!"4""%#'4'%

##4## EFM和 &4"& EFM$即碳氮比分别为 (C#%0C#%

$C#%&C# 和 ##C#& 酵母提取物中的主要氮源形式为

氨基氮$随着发酵的进行$不断取样并离线测定培养

液中的氨基氮质量浓度和葡萄糖质量浓度$当二者

均被耗尽时$结束发酵& 批次{# p{0 的发酵性能如

图 # 所示& 从图 # 可以看出$当碳氮比为 (C# 时$葡

萄糖和氨基氮的消耗速度缓慢$细胞生长缓慢$培养

###
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至 /' 7时$胞内几乎没有BUL积累$这说明氮源质

量浓度过高也会抑制 I=@(J;=@<)7("+[:4J(# 细胞的

生长& 当碳氮比为 $C# 时$葡萄糖消耗速度最快$细

胞生长速度与碳氮比为 0C# 时相当$培养结束时的

BUL含量达到 !4// EFM$远高于其他批次同一时间

的BUL含量& 因此$将 $C# 确定为最佳的初始碳

氮比&

KKKKK

KKKKK

图 67不同碳氮比%分批发酵条件下的LV/发酵性能

!4!K分批补料培养'底物间歇流加条件下的 BUL

发酵性能

在初始碳氮比确定为 $C# 的基础上$进一步探

讨分批补料条件下的 BUL生产性能& 在批次{/

中$葡萄糖初始质量浓度为 #"" EFM$以 $C# 的碳氮

比起始发酵$不补加氮源$当葡萄糖耗尽后$采用间

歇流加的方式补加葡萄糖(#")

$发酵性能如图 ! 所

示& 从图 ! 可以看出$发酵起始后细胞快速生长$

但胞内油脂的积累量极少& 培养约 (0 7 后氨基氮

耗尽$胞内油脂开始快速积累& 随着葡萄糖的流

加$发酵过程被延长直至 #!( 7$此时 V)]低于

0 ++6.F"M+7#$认为细胞的代谢活性降至极低水

平$可以结束发酵$最终的生物量和 BUL含量分别

达到 1/a10 EFM和 141$/ EFM&

图 87碳源间歇流加条件下的LV/发酵性能

KK进一步考察氮源流加对 BUL积累的影响& 在

批次{$ 中和批次{1 中$葡萄糖初始质量浓度和流加

策略与批次{/ 相同$不同的是当氨基氮耗尽后将多

次补加氮源至一定质量浓度'批次{$ 中每次将发酵

液中酵母提取物质量浓度提高至 !40 EFM!批次{1

中每次将发酵液中酵母提取物质量浓度提高至

0 EFM&培养 1" 7后$停止流加酵母提取物& 批次{$

和批次{1 的发酵性能如图 (%图 ' 所示& 从图 (%图

' 可以看出$前 1" 7 内$细胞快速增殖$但胞内的脂

肪酸积累量较少!培养 1" 7后$由于停止流加氮源$

导致氮源受限$胞内的总油脂开始快速积累$这是由

于氮限制可以激活胞内的甘油二酯酰基转移酶和脂

肪酸酰基辅酶L$从而生成更多的甘油三酯(##)

& 在

脂肪酸的合成过程中$前体物质乙酰辅酶 L进入

;lJ"聚酮合成酶#途径$主要生成 BUL$若进入

WLJ途径$则主要生成单不饱和脂肪酸以及饱和脂

肪酸(#!)

& 因此$胞内积累的 BUL只占总脂肪酸的

一部分& 发酵结束时批次{$ 和批次{1 的BUL含量

!##
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分别达到 &a0" EFM和 ##4&$ EFM$生物量分别达到

&$4!# EFM和 ##"4$$0 EFM& 可以看出$添加氮源时

将酵母提取物质量浓度提高至 0 EFM时更有利于细

胞的生长和后期 BUL的积累& 此外$可以看出$每

次葡萄糖质量浓度较低时$均会出现V)]急剧下降

的现象& 虽然添加葡萄糖后V)]还能有所恢复$但

葡萄糖瞬时匮乏仍然会对细胞生长和油脂积累造成

不利的影响$这是间歇流加方式的最大弊端&

图 =7碳源%氮源#8P? )WO$间歇流加条件下的LV/发酵性能

图 >7碳源%氮源#? )WO$间歇流加条件下的LV/发酵性能

!4(K碳源质量浓度恒定条件下的BUL发酵性能

在批次{& 中$初始碳氮比及氮耗尽后氮源流加

操作均与批次{1 相同$不同的是葡萄糖流加方式将

采用恒定葡萄糖质量浓度流加策略"根据离线测定

的葡萄糖质量浓度$人工调节葡萄糖的流加速度$力

求将发酵罐中葡萄糖质量浓度控制在较稳定的水

平#& 从批次{$ 和批次{1 的结果中可以看出$葡萄

糖的控制水平不宜过低$但如果葡萄糖质量浓度过

高也不利于BUL的高产& 过高的葡萄糖质量浓度

会抑制细胞生长%促进细胞自身的裂解%致使饱和脂

肪酸大量生成的同时抑制BUL的生成(#()

& 有研究

表明$当发酵液中葡萄糖质量浓度超过 '" EFM时$

I=@(J;=@<)7("+[:4J(# 脂肪酸合成受阻$并且会生成

过量的有机酸(#')

& 因此$在批次{& 中$葡萄糖质量

浓度确定为 (" EFM$此条件下的BUL发酵性能见图

0& 从图 0 中可以看出$稳定控制葡萄糖质量浓度的

目的基本实现& 充足的葡萄糖可以为 BUL合成提

供大量的前体物质乙酰辅酶 L$同时能够保持发酵

液渗透压的稳定$有利于细胞活性的维持& 发酵结

束时$最终的生物量达到 ##14!0 EFM$BUL含量达

到 #/a$0 EFM$明显高于批次{$ 和批次{1 的发酵

水平&

图 ?7葡萄糖质量浓度恒定条件下的LV/发酵性能

!4'KBUL积累与V\

!

释放相关性分析

从以上研究结果中可以看出$利用 I=@(J;=@<)7(*

"+[:4J(# 生产 BUL的过程可以分为两个阶段'

#

发酵前期维持发酵液中的碳源和氮源充足$细胞

快速增殖$胞内油脂几乎无积累!

$

发酵后期维持发

酵液中的碳源充足和氮源受限$胞内油脂大量积累&

(##
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在细胞生长阶段$葡萄糖主要通过糖酵解途径和

IVL循环为细胞组成成分的合成提供前体物质和

能量& 在供能"生成LI;#过程中$葡萄糖被完全氧

化为V\

!

$排出胞外& 在此阶段$细胞释放的V\

!

主

要来自于葡萄糖在糖酵解途径和 IVL循环中的完

全氧化(#0)

& 因此$在油脂积累阶段细胞释放的 V\

!

主要来自于 ;lJ 途径内的脱羧反应& 由此可以推

测$BUL的积累量与油脂积累阶段V\

!

的释放速率

密切相关& 在批次{# p{& 中$以氨基氮完全耗尽的

时间点作为两个发酵阶段的分界点& 表 # 为批次

{# p{&油脂积累阶段的平均 V\

!

释放速率以及最

终的BUL含量&

表 67不同批次二氧化碳释放速率分析结果

批次 油脂积累阶段F7

V\

!

释放总量F"++6.FM# 平均V\

!

释放速率F"++6.F"M+7##

BUL含量F"EFM#

{# % % %K "4(1

{! !0 #/' /40/" #4"!

{( (! (/$ ##4'/& !4//

{' ($ ($$ #"4!"" !4/!

{0 '# (1! &4(#$ !400

{/ 11 $#! 14"&# 141$

{$ '/ ''0 &4/$' &40"

{1 '& $'( #04#/( ##4&/

{& $" #($0 #&4/'( #/4$0

KK从表 # 可以看出$油脂积累阶段的 V\

!

释放速

率与BUL积累量呈现正相关性$平均 V\

!

释放速

率越高的批次其最终的 BUL含量越高$平均 V\

!

释放速率越低的批次其最终的BUL含量越低&

=7结7论

本实验首先通过上罐培养研究了裂殖壶菌分批

发酵中最适碳氮比$其最适碳氮比为 $C#& 然后通

过分批实验表明前期发酵过程中间歇流加 0 EFM的

氮源%后期恒定碳源质量浓度在 (" EFM更有利于菌

体生长和 BUL合成$生物量可达到 ##14!0 EFM%

BUL含量为 #/4$0 EFM& 通过对裂殖壶菌产 BUL

发酵过程的呼吸参数进行分析可知脱羧反应释放的

V\

!

越多$不饱和脂肪酸合成的越多& 分析呼吸特

性后发现$氮源耗尽后平均 V\

!

释放速率与 BUL

的积累量之间存在正相关性&
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