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发酵培养：种子液接入装有30 mL发酵培养基

的250 mL的摇瓶中，200 r／min，37℃培养24 h。

1．5 分析方法

pH测定：用delta 320 pH计(Mettler 1、oledo公

司，瑞士)测定。

含菌量测定：发酵液稀释后用Ultrospec 3300 pro

紫外／可见光分光光度计(安玛西亚公司，美国)于

600 nm读取菌悬液的oD600值。

7一PGA的测定：参考文献[11]。

7一PGA标准溶液：称取50 m97一PGA标准品，加

0．015 mol／L Na2HP04一KH2P04缓冲液使其溶解，

定容至10 mL，配成5 g／L的7一PGA标准溶液，微孔

滤膜过滤，临用前用缓冲液稀释。

2结果与分析

2．1 谷氨酸替代品对丫．PGA生产的影响

谷氨酸作为7一PGA的前体对谷氨酸依赖型的菌

株CGMCC No．1250的丫一PGA产量影响显著，为降

低生产成本，分别用谷氨酸发酵液及味精粗料作为

了一PGA的前体原料进行了对比实验，均折合成40 g／

L的谷氨酸钠浓度添加到培养基中，添加葡萄糖50

g／L，蛋白胨30 g／L，37℃培养24 h后的实验结果如

表2所示。

表2 谷氨酸替代品对丫．PGA生产的影响

以谷氨酸发酵液作为前体原料，菌体生长缓慢，

7一PGA产量最低，只有8．0 g／L。由于谷氨酸棒杆菌

培养基中含有某些微量重金属离子、大量的氨和谷氨

酸棒杆菌代谢产物的积累，可能会抑制菌体生长和

7一PGA合成。而以味精粗料作为谷氨酸替代物，y—

PGA生产量最大，为12．5 g／L，与发酵液相比，7一

PGA产量及菌体浓度均为最高。可能是因为味精粗

料中含有钠盐和粗蛋白，有利于菌体生长和7一PGA

的生产。

2．2谷氨酸钠含量对丫．PGA生产的影响

将不同量的含谷氨酸钠450 g／L的味精粗料加

入发酵液作为丫一PGA合成的前体，考察了谷氨酸钠

浓度对7一PGA产量的影响。同时添加509／L葡萄

糖，30 g几蛋白胨到培养基中作为碳、氮源，37℃培

养24 h后的实验结果如表3所示。
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表3 味精粗料添加量对Y．PGA生产的影响

味精粗料添加量对7一PGA的生物合成有很大影

响。向发酵液中添加味精粗料，使谷氨酸钠浓度达到

20～120 g／L。从表3数据可以看到，菌体生长量和

7一PGA的产量均随谷氨酸钠浓度升高而升高，味精

粗料不仅提供7一PGA合成的前体，谷氨酸钠和味精

粗料中的粗蛋白也为菌体生长提供了复合碳、氮源，

当谷氨酸钠含量为120 g／L，即味精粗料的体积分数

达到26．6％时，菌体生长量和y—PGA产量均达到最

大值，但是味精的表观转化率下降。

2．3 氮源对lr．PGA生产的影响

添加浓度为30 g几的蛋白胨、酵母膏、

(NH4)2S04、豆饼粉、玉米粉、鱼粉到培养基中作为氮

源，50 g／L的葡萄糖作为碳源，加人体积分数为

26．6％的味精粗料，使发酵液中味精浓度达到120 g／

L，37℃培养24 h后的实验结果如图1所示。
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以(NH4)2S04作为氮源时，y—PGA的产量只有

6．1 g几，采用有机氮源时，7一PGA产量都高于无机氮

源，其中以蛋白胨作为氮源时丫一PGA产量最高，达到

23．6 g／L。

进一步考察蛋白胨浓度对7一PGA产量的影响，

结果如表4所示。蛋白胨浓度为60 g／L时，7一PGA

的产量最高，为28．0 g／L，当蛋白胨浓度大于50 g／L

时，蛋白胨浓度对细胞生长和7一PGA产量的影响已

经不大。上述结果表明，用枯草芽孢杆菌CGMCC

No．1250生产7一PGA时对氮源具有较高的要求。从

   



经济角度考虑，蛋白胨最适浓度为50 g／L。

表4蛋白胨对丫．PGA生产的影响

2．4碳源对Y．PGA生产的影响

据文献报道，B口以肌“s sM6剜舔PGAN一12u引和

Bnc删“s s“冼沈s NX一2[13]在采用葡萄糖和蔗糖作为

碳源时，7一PGA的产量分别为14．5 g／L和30．1 g／

L，甘油也可以作为7一PGA发酵培养基的复合碳

源[14]。本实验在不添加其他碳源的情况下，添加浓

度为50 g／L的甘油、蔗糖、麦芽糖、淀粉、乳糖及葡萄

糖作为碳源，以50 g几的蛋白胨作为氮源，味精粗料

的体积分数为26．6％，37℃培养24 h后的实验结果

如图2所示。
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图2碳源对7一PGA生产的影响

从图2可以观察到，除甘油外，蔗糖、果糖、麦芽

糖、淀粉、乳糖及葡萄糖作为碳源时都能够获得较高

的7一PGA产量，其中以蔗糖或葡萄糖作为碳源时7一

PGA的产量最高，特别是蔗糖，7一PGA产量达到

30．9 g／L。因此，选择蔗糖作为发酵培养基的碳源。

进一步考察蔗糖浓度对7一PGA产量的影响，结

果如表5所示。蔗糖浓度增加时，对菌体生长有明显

的促进作用，但当蔗糖浓度大于110 g／L时，对菌体

生长产生了明显的抑制。当蔗糖浓度高于70 g／L

时，对7一PGA的产量几乎没有影响。因此，培养基中

蔗糖浓度以70 g／L为宜，7一PGA产量为34．9 g／L，

表观转化率达到了29．0％。

表5蔗糖对T．PGA生产的影响

2．5 NaCl对Y．PGA生产的影响

由于丫一PGA发酵液粘度较高，不利于菌体生长，

添加NaCl可降低发酵液粘度，从而增加7一PGA的产

量。向培养基中添加不同浓度的NaCl对7一PGA合

成的影响见图3。培养基中蔗糖浓度为70 g／L，蛋白

胨浓度为50 g几，味精粗料的体积分数为26．6％。

图3 NaCl浓度对7一PGA生产的影响

实验结果表明，7一PGA的产量随发酵液中NaCl

浓度的增加而增加。NaCl浓度为30 g／L时，7一PGA

的产量达到了38．0 g／L，NaCl浓度继续增加对7一

PGA产量的影响很小，因此取30 g／L为NaCl最适

浓度。

2．6摇瓶装液量对Y．PGA生产的影响

丫一PGA发酵是好氧过程，摇瓶发酵时装液量的

大小反映了氧传递的能力。文献中曾报道摇瓶装液

量对7一PGA产量影响很大。若装液量过小，7一PGA

产量非常低，500 mL摇瓶中装液30 mL，几乎检测不

到了一PGA的存在一J。本实验以70 g／L蔗糖作为碳

源，50 g几蛋白胨作为氮源，味精粗料的体积分数为

26．6％，NaCl浓度30 g／L，在250 mL三角瓶内分别

装不同体积的培养基，以考察摇瓶装液量对发酵的影

响，结果如图4所示。可以看到，菌体生长情况随着

装液量的增加而变差，而对7一PGA的合成而言，存在

着一个最佳装液量，说明太差或太好的氧传递都不利

于7一PGA的合成。装液量为30 mL，时7一PGA产量

最高，为38．0 g／L。

2．7 温度对1r．PGA生产的影响

温度对7一PGA合成的影响结果见图5。培养条
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囡盔誓霉蛋塑塑塑坚堕!堕塑型堕望婴垦!坚l
件：70 g／L蔗糖，50 g见蛋白胨，30 g／L NaCl，味精

粗料的体积分数为26．6％，在250 mL三角瓶内装液

30 mL。可以发现，37℃为7．PGA合成的最适温度，

7一PGA产量为38．0 g／L。
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图5温度对7一PGA生产的影响

2．8摇床转速对Y．PGA生产的影响

摇床转速对氧传递和剪切力都有很大影响。在

上述优化条件下，进一步考察了摇床转速对7一PGA

发酵的影响，结果见图6。适当增加摇床转速可以促

进氧传递，从而改善细胞的生长，但摇床转速超过

350 r／min后，高剪切力使细胞生长受到了影响。对

7一PGA合成的最佳摇床转速为220 r／min，说明了一

PGA合成对溶氧要求不高而对剪切力较为敏感。摇

床转速220 r／min时7一PGA的产量为41．4 g／L。

图6摇床转速对卜PGA生产的影响

通过以上对培养基成分和培养条件的优化，利用

CGMCC No．1250间歇发酵生产7一PGA时前体谷氨

酸消耗、菌体生长及7．PGA合成如图7所示。可以
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看到，前体谷氨酸消耗、菌体生长及7一PGA合成的变

化规律基本同步，当细胞处于指数生长阶段时，前体

谷氨酸快速消耗，与此同时，7一PGA则被大量合成。

前体谷氨酸的消耗量远高于7一PGA的合成量，说明

部分谷氨酸用于菌体的生长。
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图7 7一PGA生物合成过程

△一sucrose●一7一PGA o一菌体生长

3 结 论

{

oi
o

血《

出
矧
世
酒

为了降低7一PGA的生产成本，提高7一PGA的产

量，可以以味精粗料代替精制味精作为7一PGA的合

成前体，并优化了发酵培养基配方，确定7一PGA发酵

培养基成分(g／L)为：蔗糖70，蛋白胨5，味精粗料

266 mL／L，NaCl 30，pH7．0。发酵条件：摇床装液量

30 mL／250 mL三角瓶，摇床转速220 r／min，37℃。

在优化条件下，培养24 h后7．PGA的最高产量为

41．7 g几，高于大多数文献报道的以精制味精为前体

的7一PGA产量【10』。
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