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地衣芽胞杆菌 WX-02
补糖发酵聚γ-谷氨酸的工艺优化

胡丽芳 李 欣 冀志霞 陈守文

华中农业大学农业微生物学国家重点实验室,武汉430070

摘要 以地衣芽胞杆菌(Bacilluslicheniformis)WX-02为研究对象,在摇瓶发酵中得到优化的葡萄糖补料

方案,即初始葡萄糖质量浓度为70g/L时,发酵至15h一次性补加15g/L葡萄糖。将此补料方案在3L发酵

罐上进行验证,结果表明:发酵生物量和聚γ-谷氨酸产量最大值分别为3.9g/L和44.5g/L,与对照相比分别提

高56%和50%;谷氨酸利用率达到46%,而对照中仅为30%。通过补糖可以提高生物量,提高对谷氨酸的利用

率,从而提高聚γ-谷氨酸发酵水平。
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  聚 γ-谷 氨 酸 (polyγ-glutamicacid,简 称

γ-PGA)是微生物合成的一种高分子聚合物,由D-
型或L-型谷氨酸通过α-氨基和γ-羧基形成肽键后

连接而成。由于分子链上带有大量的游离羧基,使
得其在食品加工、微生态制剂、农业、医药和水处理

等领域有广泛的应用[1-4]。
目前,γ-PGA生产多采用微生物发酵,葡萄糖

作为常用碳源,在微生物代谢中除作为细胞生长基

质外,还可提供大量的ATP用于产物γ-PGA的合

成。但培养基中葡萄糖浓度过高会抑制细胞生长,
从而影响γ-PGA合成;浓度过低则会导致γ-PGA
产量下降[5],而合适的葡萄糖浓度会减少菌体代谢

副产物,如乙酸的产生[6]。与传统的分批发酵相比,
补料分批发酵可以解除底物抑制、葡萄糖效应等问

题,补料分批发酵在γ-PGA生产中具有很好的应用

前景[7]。在γ-PGA发酵过程中,缪静等[8]在10L
发酵罐中培养Bacillussubtilisyt102,采用溶氧控

制的脉冲补料方式,在残糖质量浓度降至10g/L时

根据溶 氧 情 况 调 整 葡 萄 糖 与 柠 檬 酸(体 积 比 为

50∶1)流加速率,发酵50h后 γ-PGA 产量达到

34.5g/L;Yao等[9]在 B.subtilisNX-2发酵生产

γ-PGA时,当初始葡萄糖质量浓度为10g/L时采用

流加方式在3L发酵罐补加葡萄糖,并使其质量浓度

保持在5~10g/L,发酵120h后,γ-PGA最高产量

为42.0g/L;Sung等[10]通过同时脉冲补加柠檬酸

(1.44g/h)和谷氨酸(2.4g/h),γ-PGA最高产量达

到35.0g/L。Huang等[11]利用B.subtilisZJU-7
在10L发酵罐中发酵生产γ-PGA,以40g/L酵母

粉和30g/L谷氨酸为基质,通过补料发酵维持葡萄

糖质量浓度在3~10g/L,发酵周期50h,γ-PGA最

高产量和γ-PGA 生产力分别达到101.1g/L和

2.19g/(L·h),并在100L发酵罐中得到成功放

大。因此,通过调整培养基的成分和补料工艺,可以

充分发挥菌种的生产潜力,提高发酵水平。本研究

利用筛选得到的1株地衣芽胞杆菌(Bacillusli-
cheniformis)WX-02(前期工作已确定其最适碳源

及发酵条件)探讨葡萄糖质量浓度及补糖发酵对

γ-PGA产量的影响,以期对地衣芽胞杆菌 WX-02工

业化补糖发酵生产γ-PGA提供依据。

1 材料与方法

1.1 菌 种

地衣芽胞杆菌(B.licheniformis)WX-02由华
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种保藏编号:CCTCCM208065。
1.2 培养基

斜面培养基:LB固体培养基。
种子培养基:LB液体培养基。
发 酵 培 养 基:谷 氨 酸 70 g,NH4Cl8 g,

KH2PO4·3H2O1g,MgSO4·7H2O1g,加蒸馏水

至1000mL,pH值7.2~7.4。
1.3 培养方法

1)摇瓶培养。从新鲜斜面挑一环菌于种子培养

基中,控制摇床温度37℃,转速180r/min培养

11h,按体积比2%的接种量接入装有50mL发酵

培养基的250mL摇瓶中,37℃,180r/min,培养

35h。

2)发酵罐培养。3L发酵罐(Bioflo110New
BrunswickScientificCo.)装液量1.5L,控制温度

37℃,转速600r/min,通气量1.5L/min。
1.4 葡萄糖补加方法

1)考察不同葡萄糖质量浓度对γ-PGA合成的

影响。在发酵培养基中分别加入10、30、50和70
g/L葡萄糖,其他条件不变。

2)考察摇瓶补糖方案对γ-PGA合成的影响。
当初始葡萄糖质量浓度为50g/L时,分别在10、15
和20h一次性补加10g/L或20g/L葡萄糖;当初

始葡萄糖质量浓度为70g/L时,分别在10、15和

20h一次性补加15g/L或30g/L葡萄糖,考察不

同补糖方案对γ-PGA合成的影响。

3)考察发酵罐补糖方案对γ-PGA合成的影响。
当初始葡萄糖质量浓度为70g/L时,在15h补加

15g/L葡萄糖;以初始葡萄糖质量浓度70g/L和

85g/L,中途不补糖为对照。
1.5 分析方法

生物量的测定:质量法[12]。

γ-PGA产量采用质量法测定:取2mL发酵液,
加适量盐酸调节pH至3.0,10000r/min离心10
min后上清加NaOH调节至中性,加入3倍体积冷

乙醇后振荡,10000r/min离心10min,沉淀用

2mL水溶解后振荡均匀,加入3倍体积冷乙醇振

荡,10000r/min离心10min后沉淀置于80℃烘

箱烘干至恒定质量。
葡萄糖和谷氨酸质量浓度的测定:使用SBA-

40C生物传感分析仪检测(山东省科学院)[13]。
谷氨酸利用率=(培养基中初始谷氨酸质量浓

度-培养基中残留谷氨酸质量浓度)/培养基中初始

谷氨酸质量浓度×100%;
发酵液粘度:使用NDJ-1型旋转式黏度计测定

(上海舜宇衡平科学仪器有限公司)[12]。
数据分析方法:使用SPSS16.0对数据进行方

差显著性分析。

2 结果与分析

2.1 初始葡萄糖质量浓度对γ-PGA 发酵的影响

  发酵培养基中分别加入10、30、50、70g/L葡萄

糖,发酵培养35h,考察初始葡萄糖质量浓度对

γ-PGA合成的影响。由表1可知,培养基中葡萄糖

质量浓度从10g/L增加到70g/L时,生物量和

γ-PGA产量随之逐渐提高,当葡萄糖质量浓度为70
g/L时,生物量和γ-PGA产量达到最大,分别为3.3
g/L和31.0g/L;而葡萄糖质量浓度提高到90g/L
时,生物量和γ-PGA产量分别下降。可见,葡萄糖

质量浓度过低会降低生物量和γ-PGA产量,而糖质

量浓度过高则会抑制细胞生长和γ-PGA合成。
从葡萄糖的消耗情况可知,在初始葡萄糖质量

浓度小于70g/L时,发酵结束残留的葡萄糖为0.0
g/L。当葡萄糖质量浓度为90g/L时,发酵结束后

培养基中残留葡萄糖质量浓度为24.0g/L,没有消

耗完造成浪费。作为γ-PGA合成的主要底物,培养

基中残留谷氨酸质量浓度与γ-PGA产量密切相关。
由表1可知,γ-PGA产量越高则残留谷氨酸质

量浓度越低,葡萄糖质量浓度为70g/L,γ-PGA产

量最高达31.0g/L,残留谷氨酸质量浓度为45.3
g/L。因此,以葡萄糖质量浓度为70g/L进行葡萄

糖分批补加优化,以期提高γ-PGA产量。
2.2 不同葡萄糖补料方案对γ-PGA 发酵的影响

在地衣芽胞杆菌 WX-02发酵γ-PGA过程中,
分别在菌体对数生长期(即发酵的10~20h)的前

期、中期和后期补加葡萄糖补糖方案,发酵终点时生

物量、葡萄糖和谷氨酸质量浓度以及γ-PGA产量如

表2。当培养基中总葡萄糖质量浓度为60g/L时,

γ-PGA产量在补糖方案中与未采用补料工艺时很

接近。随着总糖质量浓度逐步提高,虽然培养基中

初始葡萄糖质量浓度不同,但是中期补加葡萄糖有

利于地衣芽胞杆菌 WX-02合成γ-PGA。在所有补

糖方案中,在菌体对数生长中期补加葡萄糖分别至

85和100g/L的效果是最好的,其发酵终点的生物

量分别为4.0和3.7g/L,而γ-PGA产量则分别达

到39.2和39.0g/L。另外,当将85g/L葡萄糖在
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发酵初始阶段一次性加入到培养基中后,生物量和

γ-PGA产量受到严重的影响,比同等总糖质量浓度

条件下分别降低了50%和24%,这是因为初始葡萄

糖质量浓度过高会抑制菌体的生长,进而降低γ-
PGA产量。可见,保持适当的培养基中初始葡萄糖

质量浓度对于补料工艺和γ-PGA的合成同样重要。
表1 初始葡萄糖质量浓度对聚γ-谷氨酸(γ-PGA)产量的影响1)

Table1 Effectofdifferentinitialglucoseconcentrationsonpolyγ-glutamicacid(γ-PGA)fermentation g/L

初始葡萄糖质量浓度

Initialglucose
concentration

生物量

Celldry
weight

聚γ-谷氨酸产量

γ-PGAyield

残留葡萄糖质量浓度

Residualglucose
concentration

残留谷氨酸质量浓度

Residualglutamic
acidconcentration

10 1.4±0.1e 5.9±0.2d 0.0±0.0b 58.7±0.5a

30 2.0±0.1d 15.7±0.4c 0.0±0.0b 57.3±0.3b

50 2.3±0.1c 23.9±0.7b 0.0±0.0b 54.0±1.0c

70 3.3±0.2a 31.0±0.7a 0.0±0.0b 45.3±0.5d

90 1.9±0.2b 29.6±1.4b 24.0±0.5a 53.7±0.5c

 1)同列不同的字母表示Duncan检验有显著差异,P<0.05,下同。Inthesamecolumn,differentalphabetsdenotesignificantdifference

ofDuncan’s-test,P<0.05,thesameasbelow.

表2 不同的补糖方案对γ-PGA补料分批发酵的影响

Table2 Theresultsofγ-PGAfermentationunderdifferentglucosefeedingmethods g/L

初始葡萄糖
质量浓度

Initialglucose
concentration

补糖方案(补糖量)
Glucosefeedingmethod
(Glucoseamountfed)

10h 15h 20h

葡萄糖
总质量浓度

Totalglucose
concentration

生物量

Celldry
weight

γ-PGA产量

γ-PGAyield

残留葡萄糖
质量浓度

Residualglucose
concentration

残留谷氨酸
质量浓度

Residualglutamicacid
concentration

50 - - - 50 2.3±0.1g 23.9±0.7h 0.0±0.0e 54.0±1.0a

50 10 - - 60 3.3±0.1e 26.1±0.7g 0.0±0.0e 51.3±1.2b

50 - 10 - 60 3.5±0.1c 29.0±0.9f 0.0±0.0e 48.3±0.5c

50 - - 10 60 3.0±0.1f 25.8±0.9g 0.0±0.0e 51.3±1.2b

60 - - - 60 2.1±0.1f 29.5±0.6e 1.0±0.0e 48.3±1.4b

50 20 - - 70 3.5±0.1de 29.2±0.5e 1.3±0.5e 47.7±0.5d

50 - 20 - 70 3.6±0.1c 32.7±1.0d 0.0±0.0d 43.3±0.5c

50 - - 20 70 3.6±0.1cd 32.2±0.3f 1.3±0.5e 44.3±0.5e

70 - - - 70 3.3±0.2c 31.0±0.7d 0.0±0.0d 45.3±0.5de

70 15 - - 85 3.9±0.0a 36.9±0.8c 1.7±0.5d 40.3±0.5f

70 - 15 - 85 4.0±0.0a 39.2±0.8a 0.0±0.0e 38.7±0.5g

70 - - 15 85 3.6±0.1c 38.0±0.5bc 1.3±0.5d 40.3±0.5f

85 - - - 85 1.9±0.2f 29.9±0.5e 23.5±0.7a 50.5±2.1c

70 30 - - 100 3.1±0.1f 33.6±0.8d 15.7±0.5b 44.0±1.0de

70 - 30 - 100 3.7±0.1b 39.0±0.6ab 10.3±0.5b 40.3±0.5f

70 - - 30 100 3.5±0.0cd 37.8±0.9c 7.6±0.5c 38.0±1.0g

100 - - - 100 1.7±0.1g 31.0±1.4e 29.0±1.4a 53.0±1.4a

  当总糖质量浓度超过70g/L时,菌体对数生长

前期和后期补加葡萄糖均存在发酵终点葡萄糖残留

的现象。同时,在菌体对数生长中期补加葡萄糖后

培养基中残留的谷氨酸更少。这些结果表明,在总

糖质量浓度相同的条件下,在摇瓶中第15小时即菌

体对数生长中期补加葡萄糖的方案效果最佳。发酵

至10h补糖,葡萄糖质量浓度过高抑制了菌体生

长,导致总生物量降低和葡萄糖残留。而发酵至

20h菌体生长已处于稳定期,补加的葡萄糖对细胞

合成贡献不大。发酵至第15小时地衣芽胞杆菌

WX-02处于菌体与产物快速合成阶段,也是对营养

需求最旺盛的阶段,此时补加的葡萄糖正可作为细

胞合成基质并为产物合成提供能量。
鉴于上述分析获得的最佳补料方案为:初始葡
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图1 地衣芽胞杆菌 WX-02在3L发酵罐上发酵γ-PGA过程曲线(初始葡萄糖质量浓度为70g/L)

Fig.1 Time-courseofγ-PGAfermentationbyB.licheniformisWX-02in3L
fermentor(initialglucoseconcentration70g/L)

图2 地衣芽胞杆菌 WX-02在3L发酵罐上补糖发酵过程曲线

Fig.2 Time-courseofglucosefeedingfermentationin3LfermentorbyB.licheniformisWX-02

图3 地衣芽胞杆菌 WX-02在3L发酵罐上发酵γ-PGA过程曲线(初始葡萄糖质量浓度为85g/L)

Fig.3 Time-courseofγ-PGAfermentationbyB.licheniformisWX-02in3L
fermentor(initialglucoseconcentration85g/L)
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萄糖为70g/L,补糖量为15g/L,补糖时间为第15
小时。将其在3L发酵罐验证补糖效果。
2.3 补糖对 3 L 发酵罐发酵γ-PGA 的影响

初始培养基中葡萄糖质量浓度为70g/L,发酵

过程不补糖,结果如图1所示。经延滞期,生物量逐

渐增加,在发酵至17h达到最高值3.0g/L;而γ-
PGA产 量 则 在 发 酵 至27h 达 到 最 大 值(33.7
g/L),其γ-PGA生产力为1.25g/(L·h)。由此可

见,γ-PGA发酵过程中,细胞合成和产物合成在不

同时期达到最大值,表明细胞边生长边合成γ-PGA。
细胞与产物快速合成导致葡萄糖消耗加快,而在这

一时期补加葡萄糖将会为细胞与产物合成提供基质

与能量。
初始葡萄糖质量浓度为70g/L时,在15h补

加15g/L葡萄糖,3L发酵罐上验证结果如图2所

示。补糖后生物量和γ-PGA快速积累,其产量上升

速度远远快于不补糖培养基,最大生物量和γ-PGA
产量分别达到3.9g/L和44.5g/L,比不补糖提高

26%和32%,γ-PGA生产力为1.35g/(L·h)。由

图3可知,初始葡萄糖质量浓度为85g/L时,最大

生物量和γ-PGA产量仅为2.5g/L和29.6g/L,

γ-PGA生产力仅为0.9g/(L·h),总生物量的下降

影响了γ-PGA产量的提高。
以初始葡萄糖质量浓度为85g/L为对照,补糖

后生物量与γ-PGA产量分别提高56%和50%,谷
氨酸利用率达到46%,而对照中仅为30%。由图2
中补糖发酵曲线可知,补糖后在发酵的15~20h,
葡萄糖消耗率达到5g/(L·h),而对照中同一阶段

的葡萄糖消耗率仅为2.4g/(L·h)。这说明菌体

代谢活跃,补加的葡萄糖用于生物量和产物γ-PGA
合成。综上,初始葡萄糖质量浓度过高会抑制菌体

生长,而保持初始培养基中适当的葡萄糖质量浓度,
在发酵中期进行补加,不仅可以提高总生物量,还可

促进菌体对葡萄糖和谷氨酸的利用,提高谷氨酸向

γ-PGA的转化,进而提高γ-PGA的产量。

3 讨 论

本研究以地衣芽胞杆菌 WX-02为研究对象,探
讨了葡萄糖质量浓度及其补加方案对γ-PGA发酵

的影 响,表 明 高 糖 培 养 基 抑 制 菌 体 生 长 和 降 低

γ-PGA产量,发酵过程补糖可改善γ-PGA发酵,由
此得到优化的葡萄糖补加方案,并在3L发酵罐上

进行验证,以初始葡萄糖质量浓度85g/L,发酵过

程不补糖为对照发现,初始葡萄糖质量浓度为70
g/L时,在15h补 加15g/L 葡 萄 糖,生 物 量 和

γ-PGA产量分别达到了3.9g/L和44.5g/L,比对

照分别提高了56%和50%。
由3L发酵罐葡萄糖消耗曲线(图1)可知,发

酵至15h残糖为40g/L,而在如此高的葡萄糖浓度

下补糖,生物量和γ-PGA产量都得到了提高,可能

是因为γ-PGA发酵生成需要高糖环境。Du等[14]

在研究甘油对γ-PGA发酵的影响时发现,当甘油浓

度从0增加到70g/L时,γ-PGA产量随之逐渐上

升;而进一步研究发现高浓度甘油的添加改变了微

生物细胞膜的磷脂组分,从而影响γ-PGA的分泌。

Wei等[12]在地衣芽胞杆菌 WX-02发酵生成γ-PGA
时,将培养基中NaCl质量浓度从0增加到70g/L,

γ-PGA产量随之升高,且在 NaCl质量浓度为70
g/L时达到最大。高浓度的 NaCl可以促进地衣芽

胞杆菌 WX-02合成γ-PGA,这可能是培养基中高

渗透环境对微生物生长造成压力,促使其更多地合

成和分泌γ-PGA作为保护剂。本研究表明中期补

糖,提高发酵环境中的葡萄糖质量浓度,可能会对菌

体造 成 一 定 的 压 力,促 使 其 更 多 地 合 成 和 分 泌

γ-PGA,具体机制还有待进一步试验研究。
在发酵工业的应用生产中,简单、高效是它的终

极目标。本研究在地衣芽胞杆菌 WX-02发酵生产

γ-PGA中采用一次性补加葡萄糖,γ-PGA最高产量

达到44.5g/L,γ-PGA生产力为1.35g/(L·h),
而发酵周期仅为35h,在工业生产上具有一定的应

用前景。
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Optimizationofglucosefed-batchcultureinpoly(γ-glutamicacid)
fermentationbyBacilluslicheniformis WX-02

HULi-fang LIXin JIZhi-xia CHENShou-wen

StateKeyLaboratoryofAgriculturalMicrobiology,

HuazhongAgriculturalUniversity,Wuhan430070,China

Abstract Throughflask-shakingfed-batchfermentation,theoptimumsystemofglucosefeedingfor
poly(γ-glutamicacid)(γ-PGA)fermentationbyBacilluslicheniformisWX-02wassummerizedasfol-
lows:theinitialconcentrationofglucosewas70.0g/L,then15.0g/Lofglucosewasaddedat15thhour
offermentationcarriedoutina3.0Lfermentor.Theresultsshowedthatthebiomassandtheyieldof
γ-PGAwere3.9g/Land44.5g/L,increasing56%and50%comparedwiththecontrol.Theutilization
rateofglutamicacidintheendoffermentationwas46%,whilethatofcontrolwas30%.Feedingglucose
atthe15thhouroffermentationprocesscouldincreasebiomass,enhanceutilizationofglutamicacidand
finallyincreasetheγ-PGAyieldbyB.licheniformisWX-02.

Keywords Bacilluslicheniformis;poly(γ-glutamicacid);glucosefeedingfermentation;celldry
weight;yield
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