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纳他霉素高产菌株发酵罐发酵条件研究

魏宝东, � 林雨舒
(沈阳农业大学 食品学院, 辽宁 沈阳 110161)

摘 � 要: 考察溶氧量、补糖及 pH 值等因素对纳他霉素高产菌株发酵罐生产纳他霉素的影响。以

摇瓶发酵结果为依据,确定了发酵罐发酵的最适条件为:控制溶氧在 30% ~ 35%, 补糖控制在发酵

液糖质量浓度约为 2 g/ dL ,在纳他霉素大量合成阶段,维持发酵液中的 pH 值在 5� 2~ 5� 4。该发
酵条件下纳他霉素产量从分批发酵的 3� 01 g/ L 提高到 5� 32 g / L。
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Study of Natamycin High-Yield Strains Fermenter Fermentation Condition

WEI Bao- dong, � LIN Yu-shu

( Colleg e of Food Science, Shenyang Ag ricult ur al Univ ersity , Shenyang 110161, China)

Abstract:The effect of the nutr it ion and environmental condit ions, including dissolv ed oxygen,

pH , added sugar and other factor s on N atamycin product ion by Str eptomyce natalensis SY-4795

w er e careful investig ated, and the opt imum conditions listed as follow s: the dissolv ed oxygen

30% ~ 35%, the constant sugar concentration in fermentat ion broth keep at 2%, pH 5. 2~ 5. 4.

With the opt imum fermentat ion condit ions, natamycin production increase 3. 01 g / L to 5. 32 g/ L

in batch fermentat ion.
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� � 摇瓶发酵用于实验室较适宜, 从摇瓶到发酵罐

上的放大是发酵产品开发中的一个非常重要的环

节。大多数发酵产品的工业化生产都必须在发酵

罐上进行, 且一般都采用搅拌式发酵罐。而产品也

是通过在实验室摇瓶中菌种选育和培养基及培养

条件的优化, 然后在小试、中式逐步得到验证、放

大,获得适合发酵罐发酵的工艺。因此有必要在摇

瓶发酵的基础上,在 7 L 发酵罐中进行发酵试验研

究。

1 � 材料与仪器

1� 1 � 菌种
纳他霉素生产菌株 Strep tomyce� natalensi s

SY-4795。

1� 2 � 培养基
1. 2. 1 � 发酵培养基(组分 g/ L ) � 葡萄糖 40, 大豆



蛋白胨 20,酵母粉 4� 5, pH 7� 5。
1. 2. 2 � 斜面保藏培养基(组分 g / L ) � 酵母浸粉

2� 0, 可溶性淀粉 10,琼脂 15, pH 7� 3。
1. 2. 3 � 种子培养基(组分 g/ L ) � 葡萄糖 20� 0, 大
豆蛋白胨 10� 0,酪蛋白胨6� 0, M gSO 4 � 7H 2O 1� 0,
NaCl 2� 0, KH 2PO 40� 5, pH 7� 3。
1� 3 � 试验仪器

BGZ-7智能型机械搅拌发酵罐:上海保兴生物

设备工程有限公司制造; KQ-C 型全自控蒸汽灭菌

锅 TH-3560: 上海奉贤协新机电厂制造; ZWD-

0� 05/ 7全无油空气压缩机: 宁波鄞州展翅全无油空

压机有限公司制造。

2 � 试验方法

2� 1 � 溶解氧浓度的确定
在摇瓶发酵过程中, 控制溶解氧的量, 满足生

产菌对氧的需要是提高发酵产量的重要因素之一。

试验采用 250 mL 三角瓶,固定转速,改变装液量分

别为 25、30、35、40、45、50、55、60 mL 来确定最佳溶

解氧浓度。

2� 2 � 7 L自动罐分批发酵参数设定

根据摇瓶发酵的研究结果, 在 BGZ-7 L 全自动

发酵罐中各过程参数控制设定值为: 培养温度 29

� ,罐压 0. 01 MPa, 装液量5 L,接种体积分数 2% ,

消泡剂为聚醚, 发酵时间 120 h。

起始转速为 200 r/ min, 当溶氧下降时, 增加转

速维持溶氧在 30% ~ 35%, 最高转速达到 400

r/ min,进入抗生素分泌期, 适当降低搅拌转速, 维

持溶解氧水平在 30%~ 35%。

2� 3 � 控制 pH值的 7 L自动罐间歇补料分批发酵

2� 3� 1 � 确定发酵液中葡萄糖的质量浓度 � 流加时
间以发酵液中还原糖水平为控制指标,发酵液初始

葡萄糖质量浓度均为 4 g / dL ,当发酵液中葡萄糖质

量浓度分别降至 3、2� 5、2、1� 5 g/ dL 时开始, 平均每

隔 6 h 补糖一次,使葡萄糖质量浓度各自维持在 3、

2� 5、2、1� 5 g / dL ,确定能够获得最高产量的发酵液

葡萄糖质量浓度。

2� 3� 2 � 补糖种类及方式 � 补加碳源为 50%的葡萄

糖,根据 2� 3� 1 结果, 选择在葡萄糖降至 2� 0 g / dL

以下时开始补糖, 并维持葡萄糖质量浓度为在 2� 0
g/ dL。

2� 3� 3 � pH 值控制 � 发酵液初始 pH 值为 7� 5。当
pH 值降至 5� 2 时, 控制 7 L 自动罐开始流加 2

mol/ L 的 NaOH 来调节 pH 值,使抗生素分泌期的

pH 值维持在 5� 2~ 5� 4之间,直到发酵结束。

3 � 结果与分析

3� 1 � 溶解氧浓度对发酵的影响
由图 1 可知, 当装液量由 25 mL 增大到 50

mL,纳他霉素产量增加了 52� 90% , 继续增大装液

量,纳他霉素产量开始下降。在装液量为 60 mL

时,纳他霉素产量达到最低值。装液量对菌体生长

影响不大,在装液量为 25~ 30 mL 时, 菌体干重在

10 g/ L 左右波动;当装液量为 35~ 60 mL 时, 菌体

干重在 11� 45 g/ L 左右波动, 纳他霉素产量随装液

量的增加表现为先增加后减少的趋势;当装液量为

50 mL 时, 溶解氧水平维持在 30% ~ 35%左右, 达

到最高值。

图 1 � 不同装液量对菌体干重和纳他霉素产量的影响

Fig. 1 � Effect of loading capacity on strain dry weight

and yield of Natamycin

3� 2 � 自动罐分批发酵工艺参数的确定
3� 2� 1 � 搅拌转速和空气流量对菌体干重和纳他霉
素产量的综合影响 � 根据摇瓶发酵结果,从搅拌转

速和空气流量两个方面同时控制溶氧在 30% ~

35% ,使搅拌转速不超过 400 r/ m in, 空气流量随时

调整(不超过 8 L/ m in) , 结果见图 2。在对数生长

期,空气流量最高达 6 L/ m in,可满足要求。进入稳

定期后,空气流量和搅拌速度均下降, 最终分别维

持在 3 L/ min 和 300 r/ min, 结果纳他霉素产量同

摇瓶发酵相当。

3� 2� 2 � 消泡剂的应用效果 � 发酵过程中泡沫会带
来许多不利因素,为确定聚醚类消泡剂对菌体生长

和纳他霉素合成有无影响, 在摇瓶发酵条件下将未

添加消泡剂和添加了聚醚消泡剂的摇瓶进行比较,

结果见图 3。应用聚醚类消泡剂菌体干重达到

11� 01 g/ L ,比对照( 11� 26 g / L )减少了 0� 25 g/ L ;

产量达到 2� 10 g/ L, 比对照减少 0� 03 g / L ;消泡剂

的添加对菌体生长和纳他霉素合成均无影响。7 L

自动罐可通过泡沫液位检测电极自动控制消泡剂

的添加,维持发酵的正常进行。
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图 2� 搅拌速度和空气流量对纳他霉素产量的影响

Fig. 2� Effect of stirring rotation speed and airf low on yield of Natamycin

图 3 � 摇瓶发酵聚醚类消泡剂对菌体干重和产量的影

响

Fig. 3 � Effect of polyether on strain dry weight and yield

of Natamycin in shaking flask

3� 2� 3 � 7 L 自动罐分批发酵 � 在控制发酵过程的

搅拌转速、通气流量等前提下,进行7 L 自动罐分批

发酵试验,发酵过程中葡萄糖、pH 值、菌体干重和

纳他霉素产量等参数的变化见图 4。

� � 如图 4所示,发酵过程中存在两个典型的生理

阶段,即菌体生长阶段和代谢产物合成阶段。在菌

体生长阶段, 发酵液中碳源质量浓度迅速下降, pH

值也下降较快, 生物量迅速增加, 并伴随极少量纳

他霉素的产生。当发酵液中葡萄糖质量浓度消耗

到 1 g/ dL 以下时,菌体生长速度减慢,纳他霉素开

始大量合成,即由菌体生长阶段转变为次级代谢产

物合成阶段, 此阶段产生的纳他霉素约占总量的

80% ~ 90%。但随着糖质量浓度的不断降低, 菌体

逐渐衰老甚至自溶, pH 值上升。因碳源的供给不

足,不能继续合成纳他霉素, 在分批发酵中,纳他霉

素产量为 3� 01 g/ L。

图 4 � 7 L自动发酵罐分批发酵代谢曲线

Fig. 4 � Metabolism curve of fermentation in batches in 7L automatic fermenter
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3� 3 � 控制 pH值的 7 L自动罐间歇补料分批发酵

试验结果

3� 3� 1 � 发酵液中葡萄糖适宜质量浓度的确定 � 由
表 1可知, 当葡萄糖质量浓度降至 3 g/ dL 和 2� 5
g/ dL时补糖,由于时间过早,发酵液中葡萄糖质量

浓度过高, 导致抗生素产量的增加; 而维持 1� 5 g/

dL 的糖质量浓度又不能满足纳他霉素大量合成的

需要, 纳他霉素的产率最低; 当还原糖质量浓度降

至 2 g / dL时,补糖并维持糖质量浓度可延长抗生素

分泌期,使纳他霉素以最大的生产速率不断合成。

表 1� 发酵液中葡萄糖适宜质量浓度的选择结果

Tab. 1� Optimal glucose concentration in fermentation solution

维持葡萄糖
质量浓度/
( g/ dL)

相应开始
补糖
时间/ h

葡萄糖
总流加量/
( g/ L )

菌体
干重/
( g/ L)

纳他霉素
产量/
( g / L )

3. 0 30 60 12. 96 3. 12

2. 5 37 45 12. 66 3. 86

2. 0 42 30 12. 31 4. 93

1. 5 46 20 12. 12 2. 87

3� 3� 2 � 补糖指标控制 � 以发酵液中葡萄糖水平作
为补糖指标, 发酵液初始葡萄糖质量浓度为 4

g/ dL, 当葡萄糖质量浓度降至 2 g/ dL 时开始补糖,

平均每隔 6 h补糖一次, 葡糖糖的流加量控制在发

酵液糖质量浓度约为 2 g/ dL , 菌体浓度基本不变,

使产生菌的代谢趋于大量合成纳他霉素。从 84 h

停止补糖后,葡萄糖消耗速度减缓, 菌体量开始下

降,此时流加停止。在整个发酵过程中, 葡萄糖总

流加量为 40 g/ L。

3� 3� 3 � 补糖对 pH 值的影响 � 如图 5所示, 在菌体

生长阶段( 24~ 60 h) , 由于葡萄糖代谢用于菌体增

值,产生的有机酸使 pH 值下降较快,两条曲线的趋

势基本相同。在抗生素分泌期( 60~ 84 h) , 分批发

酵 pH 值随着葡萄糖的分解产酸不断下降, 最低时

可降至 4� 7,直到发酵后期, 随着碳源的耗尽, 菌体

分解培养基中的蛋白质, 利用氨基酸作为能源和碳

源,导致 pH 值上升。而间歇补料分批发酵, 由于碳

源的间歇补入, 菌体很快大量合成纳他霉素, 而不

会由于分解葡萄糖产酸使 pH 值下降较多, 此时发

酵液中的 pH 值基本维持在 5� 2~ 5� 4,说明该 pH

值范围适合纳他霉素的生产。84 h 补糖停止, pH

值下降,但随着碳源的耗尽,又呈现后期 pH 值上升

的趋势。

图 5 � 分批发酵和间歇补料分批发酵中 pH值的变化

Fig. 5 � The comparison of pH change between fermenta-

tion in batches and by interval adding glucose

3� 3� 4 � 搅拌转速和空气流速控制 � 搅拌转速和空
气流速的控制与自动罐分批发酵相似。发酵起始

搅拌转速 200 r/ min, 控制空气流量 2 L/ m in; 菌体

生长阶段,为满足菌体生长所需的氧浓度, 转速最

高时达 400 r/ min, 空气流速 8 L/ min, 维持溶解氧

水平不低于 30%, 最终获得较高的生物量。抗生素

分泌期,由于碳源的间歇补入, 对溶解氧水平有一

定的影响。一般在补糖后产生菌的需氧量略有增

加。此阶段菌体浓度略有增加, 纳他霉素大量合

成,维持溶解氧水平在 30% ~ 35%。

3� 3� 5 � 控制 pH 值的 7 L 自动罐间歇补料分批发

酵 � 如图 6所示, 菌体生长曲线呈现 S形。在发酵

24~ 60 h,干重增长最快,为对数生长期。60 h以后

缓慢上升了一段时间后即停止生长, 直至结束。纳

他霉素产量从开始到 36 h缓慢增长, 从 36~ 108 h

呈直线上升,这是纳他霉素主要产生和积累阶段,

108 h后不再上升。由此, 将补料分批发酵周期延

长至 120 h, 使发酵液中葡萄糖基本耗尽。纳他霉

素产量达到 5� 32 g/ L , 发酵罐的生产力从分批发酵

的 0� 002 9 g / ( L � h)提高到 0� 006 3 g / ( L � h) , 设

备利用率和纳他霉素产量均有所提高。

4 � 结 � 语

以 7 L 自动罐分批发酵各参数为依据, 确定了

控制 pH 值的 7 L 自动罐间歇补料分批发酵的试验

结果。从搅拌转速和空气流量两个方面同时控制

溶氧在 30% ~ 35%,并加入聚醚做消泡剂。葡萄糖

的流加量控制在维持发酵液糖质量浓度约为 2

g/ dL ,发酵周期 120 h。通过添加碱液控制发酵过

程的 pH 在 5� 2~ 5� 4,从而获得更高的纳他霉素产
量。此发酵生产工艺中纳他霉素产量达 5� 32 g/ L ,

发酵罐的生产力从分批发酵的 0� 002 9 g / ( L � h)

提高到 0� 006 3 g / ( L � h)。
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图 6� 间歇补料分批发酵和控制 pH间歇补料分批发酵菌体干重及纳他霉素产量的比较

Fig. 6� The comparison of strain dry weight and yield of Natamycin between fermentation in batches by interval adding

glucose and pH controlled condition
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