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摘要:研究了球衣菌 (Sphaerotilus sp.)W99136合成聚羟基烷酸 (PHA)的培养基配方及发

酵条件 。结果表明 , W99136适宜发酵培养基配方为:葡萄糖 10.25 g/L , 蛋白胨 2.63g/L ,

MgSO4·7H2O 0.17 g/L , CaCl2 0.05 g/L , NaH2PO4·2H2O 0.02 g/L , K2HPO4 0.04 g/L , KH2PO4

0.03 g/L;最佳接种量为 0.138g (干)/100mL , 培养基适宜初始 pH为 7.0 ～ 7.5 , 发酵 36h

可获得较大的细胞干重与 PHA产量 , 经1H-NMR与 GC分析 , 其 PHA为羟基丁酸与羟基戊

酸共聚体 P (HB-co-HV), 其中羟基戊酸 (HV)含量达 39.3%。
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Abstract:Fermentation of synthesizing Poly-β-hydroxyalkanoate (PHA)by Sphaeroti lus sp.W99136 were opti-

mized.The result of uniform design test showed that the optimized medium compos ition contained(g/L):glucose

10.25 , peptone 2.63, MgSO4·7H2O 0.17, CaCl2 0.05 , NaH2PO4·2H2O 0.02 , K2HPO4 0.04, KH2PO4 0.03,

The optimum seed culture volume was 0.138g (CDW)/ 100mL.With control initial pH in the medium between

7.0, higher dry cell weight and PHA content were achieved after fermentation for 36h.1H-NMR and GC analysis of

PHA products from Sphaerotilus sp.W99136 show that the product was P (HB-co-HV).The HV content of P

(HB-co-HV)came to 39.3%.
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聚羟基烷酸 (polyhydroxyalkanoate , 简称 PHA)是许多细菌在营养缺乏时细胞内贮

存的一类脂肪族高分子聚合物 , 它不仅具有与化学合成塑料相似的理化性质 , 而且具

有化学合成塑料所没有的特殊性能 , 如生物降解性 、 生物相容性 、 光学活性等 , 并可

利用再生资源进行生物合成 , 因此成为当今微生物工程研究的热点之一
[ 1 ,2]

。其中研究

最多的是聚 β-羟基丁酸 (PHB)和 β-羟基丁酸与 β-羟基戊酸的共聚体 P (HB-co-HV)。

PHB的性能与化学合成塑料聚丙烯相近 , 但较硬 、发脆 , P (HB-co-HV)含有HV成分 ,

比PHB硬度低 , 韧性好 , 加工性能得到改善 , 备受人们的重视 。目前获得 P (HB-co-
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HV)主要采用向发酵液中添加 HV组分合成前体———奇数碳有机酸的办法 , 由于这些

有机酸在较低浓度下对菌体有抑制作用 , 增加了操作难度 , 且价格较高[ 3] 。作者从啤

酒厂活性污泥中分离得到 1株球衣菌W99136 , 其最大特点是可以葡萄糖作唯一碳源合

成P (HB-co-HV)。因此 , 本文对球衣菌W99136合成 P (HB-co-HV)的培养基及发酵条

件进行研究。

1　材料与方法
1.1 菌株

W99136从珠江啤酒厂废水处理厂的活性污泥中分离 , 经鉴定为球衣菌属

(Sphaerotilus sp.)。

1.2 培养基

1.2.1斜面和种子培养基:见文献 [ 4] 。

1.2.2发酵培养基基本配方:葡萄糖 10g , 蛋白胨 3g , MgSO4·7H2O 0.2g , CaCl2 0.05g ,

NaH2PO4·2H2O 0.05g , K2HPO4 0.04g , KH2PO4 0.03g , FeCl3 0.01g , H3BO3 0.005g , 蒸馏

水定容至 1L , pH7.0 , 0.55×105
Pa灭菌 30min。

1.3 接种与培养条件

1.3.1种子培养:从斜面接二环菌苔于种子培养基中 , 于 30℃、 150r/min 培养 18h。

1.3.2 摇瓶培养:250mL 摇瓶装料系数为 0.12 , 接种量为 0.138g (干)/100mL , 于

30℃、 150r/min条件下摇床培养 40h。

1.4 发酵培养基的优化

1.4.1氮源筛选:发酵培养基配方中变动氮源 , 浓度 0.3%, 摇瓶培养40h。

1.4.2发酵培养基组分的优化:在氮源筛选基础上 , 选择葡萄糖 、 蛋白胨 、 MgSO4·

7H2O、 NaH2PO4·2H2O 、 K2HPO4 5个因素 (其它成分同 1.2.2), pH7.0 , 采用均匀设计

(见表 1)[ 5]按 1.3.2进行试验 , 然后利用 SAS软件进行统计处理分析。

表 1　均匀设计因素及水平表

因素

水平

葡萄糖

(%) x1

蛋白胨

(%) x2

MgSO4

(g/ L) x3

NaH2PO4

(g/ L) x4

K2HPO4

(g/ L) x5

1 0.7 0.1 0.10 0.02 0.02

2 0.8 0.2 0.15 0.03 0.03

3 0.9 0.3 0.20 0.04 0.04

4 1.0 0.4 0.25 0.05 0.05

5 1.1 0.5 0.30 0.06 0.06

1.5 培养条件对菌体生长和PHA合成的影响

1.5.1接种量:将培养 18h的种子液按接种量 0.017 、 0.052 、 0.086 、 0.138 、 0.173g (干

重)/100mL 分别接入优化发酵培养基中按 1.3.2培养。

1.5.2起始 pH:用 5%HCl和 10%NaOH 溶液调节优化发酵培养基的起始 pH 值分别为

6.5 、 7.0 、 7.5 、 8.0 、 8.5 , 按 1.3.2培养 。

1.5.3通风量:以固定摇床转速而变化摇瓶装液量的方式来进行。在 250mL三角瓶中加
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入装料系数分别为 0.08 、 0.12 、 0.16 、 0.20 、 0.24的优化发酵培养基 , 初始 pH7.0 , 按

1.3.2方法培养。

1.5.4发酵时间:采用优化培养基配方 , 初始 pH7.0 , 按 1.3.2 方法 , 分别发酵 24h 、

30h 、 36h 、 42h 、 48h。

1.6 分析方法

1.6.1细胞干重的测定:取发酵液 5mL , 6000r/min 离心 5min , 水洗 2次 , 105℃烘至恒

重。

1.6.2 PHA的提取和测定:参照文献 [ 6 , 7] 。

2　结果
2.1 不同氮源对菌体生长和 PHA合成的

影响

W99136对无机氮源 、 低分子和高分

子的有机氮源均能利用 , 其中有机氮源对

菌体细胞生长和 PHA的合成有促进作用 ,

尤其是胰蛋白胨 、蛋白胨和酵母膏的促进

作用较强 , PHA含量均在33%以上 , 以利

用蛋白胨效果为好 , 其 PHA 含量 达

49.2%(表 2)。

表 2　不同氮源对W99136菌体生长和

PHA积累的影响

氮源
细胞干重

(g/ L)

PHA 含量

(%, 干重)

PHA 浓度

(g/ L)

胰蛋白胨 1.62 46.9 0.76

蛋白胨 1.81 49.2 0.89

牛肉膏 1.42 28.9 0.41

酵母膏 1.93 33.7 0.65

硫酸铵 1.53 30.1 0.46

硝酸铵 1.56 24.4 0.38

尿 素 1.67 27.5 0.46

氯化铵 1.33 26.3 0.35

2.2 发酵培养基配方的优化

发酵培养基配方均匀设计试验结果列于表 3 。利用 SAS 软件进行响应面模型分

析[ 8] , 得到响应值 PHA含量 (y)对 5个试验因素即葡萄糖 (X1)、蛋白胨 (X2)、 Mg-

SO4·7H2O (X3)、 NaH2PO4·2H2O (X4)、 K2HPO4 (X5)的多元回归方程:y =-3.1206+

7.2487X1 +1.1327X2 +3.0536X3 + 1.5117X4-0.9115X5-3.5372X1
2-2.1543X2

2-8.8136X3
2-

53.8567X4
2 。

表 3　5种因素的均匀设计表及试验结果

试验号

葡萄糖

(%)
x1

蛋白胨

(%)
x2

MgSO4·7H2O

(g/ L)
x3

NaH2PO4·2H2O

(g/ L)
x4

K2HPO4

(g/ L)
x5

PHA 浓度
(g/ L)

y

1 0.7 0.2 0.15 0.04 0.06 0.54

2 0.7 0.3 0.25 0.06 0.05 0.43

3 0.8 0.5 0.10 0.03 0.04 0.62

4 0.8 0.5 0.20 0.06 0.03 0.57

5 0.9 0.2 0.30 0.03 0.02 0.78

6 0.9 0.4 0.10 0.05 0.06 0.75

7 1.0 0.5 0.20 0.02 0.05 0.84

8 1.0 0.1 0.30 0.05 0.04 0.71

9 1.1 0.3 0.15 0.02 0.03 0.96

10 1.1 0.4 0.25 0.04 0.02 0.85

方程 y的响应面平均值为0.7050 , 相关系数 R2=1.0000。对回归方程 y 求偏导 , 并
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令之为零 , 求极大值 (y), 同时求得各因素的最佳水平分别为:X1 =1.0246 , X2 =

0.2629 , X3=0.1732 , X4=0.02 , X5 =0.04 , 即葡萄糖 10.25g/L 、 蛋白胨 2.63g/L、 Mg-

SO4·7H2O 0.17g/L 、 NaH2PO4·2H2O 0.02g/L、 K2HPO4 0.04g/L。在此优化配方下理论

PHA浓度 (y)为 0.98g/L , 经实际发酵验证 , 菌体细胞干重为 1.93g/L , PHA含量为

53.3%, PHA浓度 (y)为 1.03g/L。

2.3 培养条件对菌体生长和 PHA合成的影响

2.3.1接种量对菌体生长和 PHA 合成的影响:接种量对菌体生长和 PHA合成有明显影

响。起初随接种量上升 , 细胞干重和 PHA 含量呈上升趋势 , 当为 0.138g/100mL 时最

高 , PHA浓度达 1.01g/L;当接种量继续上升 , 细胞干重和 PHA 含量均下降 (图 1A),

表明适宜接种量为 0.138g/100mL。

2.3.2初始 pH对菌体生长和 PHA合成的影响:采用不同初始 pH 值的发酵培养基 , 比

较其对菌体生长和 PHA合成的影响 (图 1B)。由图 1B可见 , pH 在 6.5 ～ 7.5的范围内 ,

对菌体生长和 PHA合成的影响规律相似 , 在 pH为 7.0 ～ 7.5时 , 菌体细胞干重及 PHA

含量均达最大值 , 在 pH偏高或偏低时 , 细胞干重和 PHA含量明显下降;当 pH 为 7.5

～ 8.5时 , 随 pH的增加 , 菌体细胞干重下降较少 , 而胞内 PHA含量明显下降 。

2.3.3通风量对菌体生长和 PHA合成的影响:结果 (图 1C)表明 , 当转速为 150r/min

时 , 不同装料系数对菌体生长和 PHA合成均有影响。随装料系数的增大 , 胞内 PHA含

量呈上升趋势 , 而细胞干重在装料系数较低时 (0.08 ～ 0.12)略有增加 , 随后呈下降趋

势 , 当装料系数达 0.12以上时 , 对 PHA浓度影响不大 。

表 4　发酵时间对菌体生长和合成 PHA的影响

发酵

时间(h)
HB/细胞
干重/(%)

HV/细胞
干重/(%)

HV/P(HB-
co-HV)(%)

PHA浓度

(g/ L)

24 25.4 3.6 12.4 0.55

30 31.3 18.0 36.5 0.94

36 33.0 21.4 39.3 1.06

42 32.8 14.5 30.7 0.90

48 31.9 4.4 12.1 0.68

2.3.4发酵时间对菌体生长和 PHA合成的

影响:发酵时间对 PHA产量及其组成均有

明显的影响。开始 PHA 的浓度及共聚物

中HV的含量随发酵时间的延长而提高 ,

36h时达最高 , PHA浓度为 1.06g/L , HV

在共聚物中的含量为 39.3% (图 2)。此

后随发酵时间的延长 , 两者均有所下降 。

不过 , 在 30 ～ 42h之间 , PHA的产量比较接近 (表 4)。
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3　讨论
关于微生物合成 PHA 已有大量报道 , 但关于球衣菌以葡萄糖为唯一碳源合成 P

(HB-co-HV)未见其他报道 。一般认为[ 3 , 9] , PHB最终由HB 、 P (HB-co-HV)最终由 HB

和HV在聚合酶作用下分别合成 。其中 HB 的前体是乙酰 CoA , HV 的前体则是丙酰

CoA。一般细菌在不添加丙酸或戊酸 (奇数碳源)的情况下仅合成乙酰 CoA , 最终只能

合成 PHB。而球衣菌 W99136 在不添加丙酸或戊酸的情况下 , 可利用葡萄糖合成 P

(HB-co-HV), 说明其代谢途径与一般细菌有不同之处。其途径可能是 , 葡萄糖降解为

丙酮酸后 , 一部分经丙酮酸脱氢酶催化生成乙酰 CoA , 一部分经甲基丙二酰 CoA 转羧

基酶催化 , 沿丙酮酸-丙酸途径形成丙酰 CoA , 并以丙酰 CoA 作引物合成 HV 单体 , 进

而在聚合酶的催化下由HB 、 HV合成 P (HB-co-HV)[ 3 ,10 , 11] 。

张立新等
[ 12]
从山东造纸总厂分离得到 1株球衣菌 , 以葡萄糖为碳源 , 结合其他条

件进行发酵试验 。结果表明 , 葡萄糖对菌丝生长影响较大 , 浓度在 0.5%时 , 生长速度

显著减慢 , 1.0%以上则不生长;发酵 56h , 发酵液中 PHA含量为 0.198g/L , 占菌体干

重26%。而本实验的球衣菌W99136对葡萄糖耐受能力较强 , 在 1.02%的葡萄糖浓度下

不但可正常生长 , 且细胞干重和 PHA浓度均较高 , 分别为上述水平的 2.6倍和 5.5倍。

其原因除了菌种因素外 , 还可能与培养基和培养条件优化因素有关 。

本实验中所试的 8种氮源虽均可合成 PHA , 但产量差异较大 , 说明氮源的种类和

浓度对细胞生长和 PHA的合成均有重要影响 , 其机理有待探讨。实验发现 , 发酵液初

始pH值对菌体生长和 PHA积累影响较大 , 如能在发酵过程中控制 pH 值在 7.0 ～ 7.5 ,

则可使菌体生长和 PHA积累都达到较高水平 。实验还发现适当提高接种量 , 有利于发

酵时细菌细胞浓度的增加 , 但接种量过高 , 由于新生细菌细胞浓度的减少 , 使细胞干
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重有所下降;W99136是好氧菌 , 实验表明发酵前期适当通气可以加快菌体生长 , 中后

期适当限氧则有利于PHA的积累;发酵时间对P (HB-co-HV)中HV比例影响很大 , 实

际应用中予以注意。

球衣菌W99136的最大特点是能以葡萄糖为唯一碳源合成 P (HB-co-HV), 其 PHA

产量也较报道[ 12]高得多 , 但相对于真氧产碱杆菌等 PHA高产菌而言 , 产量仍较低 , 今

后应加强菌种改良研究与发酵条件的进一步优化 。
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红曲霉单产黄色素突变株的选育

马美荣　方慧英　王正祥　李　岩　诸葛健

(无锡轻工大学生物工程学院　无锡　214036)

　　收稿日期:2000-01-10 , 修回日期:2000-05-08

摘要:在对红曲色素生产菌选育的过程中 , 得到了 9 株在麦汁平板上不产红色素的突变

株。对稳定性良好的 8株突变株进行固体发酵实验 , 两个样品呈黄色 , 其它呈白色。发酵

样品在可见光谱范围内扫描 , 两黄色样品仅在 370nm处有一吸收峰 , 其它白色样品无吸收

峰。单产黄色素突变株再经液体发酵实验 , 同样单产黄色素 , 说明这两株菌单产黄色素的

性能是稳定的。

关键词:红曲霉 , 突变株 , 黄色素 , 吸收峰
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SCREENING OF MONASCUS PRODUCING ONLY YELLOWPIGMENTS

MA Mei-Rong FANG Hui-Ying WANG Zheng-Xiang LI Yan ZHU Ge-Jian

(School of Biotechnoly.Wuxi University of Light Industry , Wuxi 214036)

Abstract:9 mutants which didnt produce red pigments on malt extract agar plate were obtained.The 8 stable mutants
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