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摘 � 要: 利用一株具有转化油酸进行羟基化的短小芽孢杆菌( Bacil lus p um ilus )突变株 M-F641

发酵生产具有重要功能的 �-羟基脂肪酸。以细胞生长、NADPH 生成及油酸转化产物为测定指

标, 研究了培养基的最佳碳源及其发酵工艺条件;在单因素实验的基础上,采用响应面分析法, 以

油酸转化率作为指标,优化了发酵工艺条件,并对优化后的发酵条件进行了验证。结果表明, 最佳

碳源为葡萄糖,其最佳初始质量浓度为 20 g / L ,最佳发酵条件为:温度 30 � 、pH 7� 4、装液量 60

mL/ 250 mL。在此条件下油酸转化率为 74� 58% , �-羟基脂肪酸产率达 22� 3%。在优化的发酵条
件下羟基脂肪酸生产效率得到了显著的提高。
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Abstract:A mutated str ain of Bacillus pum ilus M-F641 w as used for pr oduct ion of �-hydroxy fat ty

acids( �-HFA ) by bio-conversion of oleic acid. The opt imum carbon source of the medium and

fermentation condit ions w er e invest igated for the cell gr ow th, NADPH content and conversion

yield of oleic acid as index . On the basis of single factor experiment, the opt imal fermentat ion

condition w as obtained by response surface methodolog y, using the oleic acid conversion rate as

index . Fur ther exper iment w as conducted under the optimal culture condition. The opt imum

conditions w er e listed as follow s: the gluco se concentrat ion 20 g / L , the environmental condit ions

w er e 30 � , pH 7. 4 and 60 mL in 250mL flask, respect ively. Under the opt imum condit ions,

oleic acid tr ansformation yield w as achiev ed at 74. 58% , and the rat io of �-HFA with to tal oleic

acid w as 22. 3% . �-HFA pr oduct ion yield w as signif icant ly impr oved under the opt imized

fermentation condit ions.



Key words: �-hydroxy fat ty acid, Baci l lus pumilus M-F641, fermentation condit ion, response
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� � 羟基脂肪酸是指脂肪酸分子中长链碳位具有

单个或多个羟基的一类有机羧酸
[ 1]
。羟基脂肪酸

可广泛应用于金属润滑剂、防锈剂、表面活性剂、洗

涤剂及食品抑菌剂等方面 [ 2- 7]。尤其是 �-1、�-2和

�-3-羟基脂肪酸因其羟基位置较靠近首位甲基碳

端, 不但反应性质活泼, 更重要的是作为单体在合

成高分子聚合物时提供最长的单体分子碳链, 是当

今绿色聚合物材料研究开发中最理想的单体成分

之一[ 4] 。目前,国内外有关微生物转化生成羟基脂

肪酸的报道主要集中在菌种的筛选方面 [ 2- 8] , 而关

于发酵条件对菌株发酵影响的报道极少 [ 9- 10]。

作者在前期研究基础上[ 11] , 利用一株脂肪酸羟

基化突变株 BP M-F641, 研究了羟基脂肪酸发酵生

产的理化参数(温度、pH、溶氧水平)的影响及其发

酵特性, 在单因素影响的实验基础上, 进一步通过

响应面分析法优化发酵条件, 并进行发酵验证, 得

到了最佳的发酵工艺条件, 提高了油酸的转化效

率。

1 � 材料与方法

1� 1 � 材料与设备
1� 1� 1 � 菌株和培养基 � 短小芽孢杆菌突变株 M-

F641,由作者所在实验室保藏。

种子培养基采用 LB培养基;斜面培养基在 LB

培养基中加入质量分数 2% ~ 5%的琼脂粉;发酵培

养基在种子培养基的基础上加入 0� 2 g/ dL Mn-
SO 4 ,底物油酸在发酵后期(稳定生长期)约 30 h 左

右加入[ 9]。

1� 1� 2 � 仪器与试剂 � 仪器: 可见分光光度计, 北京
普析通用仪器设备责任有限公司产品; Agilent

7890气相色谱仪, 安捷伦公司产品; pH� S-25 型数
显 pH 计, 上海精科仪器厂产品。

试剂:曲拉通 X-100( Triton X-100) , 油酸均为

化学纯,国药集团化学试剂有限公司产品; 葡萄糖,

乙醚,棕榈酸,无水硫酸钠, 浓硫酸, 甲醇等均为分

析纯,国药集团化学试剂有限公司产品; 正己烷(色

谱纯) ,天津市化学试剂研究所; NADPH , 色谱纯,

上海润成生物技术有限公司产品。

1� 2 � 菌种培养及发酵方法
将保藏于 4 � 冰箱的试验菌接入斜面培养基

中进行活化,于 30 � 静置过夜培养(约 24 h 左右) ;

将活化好的斜面菌种挑取 2环接入种子培养基(装

液量 30 mL/ 250 mL 锥形瓶) , 30 � 摇床转速 150

r/ m in 培养至 20 h,作为种子液。将种子液以体积

分数 4%的接种量接入不同的发酵培养基中进行相

关分析和测定。

1� 3 � 分析方法
1� 3� 1 � 细胞生物量的测定 � 种子、发酵培养基中
细胞生物量的测定采用分光光度法, 在 560 nm 处

测定其光密度 [ 12]。

1� 3� 2 � NADPH 标准曲线的建立及胞内 NADPH

含量测定 � NADPH 标准曲线的建立根据文献报
道方法[ 13] , 用缓冲液 ( 0� 1 mol / L T ris-HCl pH
8� 0、0� 01 mol/ L EDTA、体积分数 0� 05% ( V/ V)
Tr iton X-100)将 NADPH 配成 0� 02~ 0� 1 mmo l/ L
不同浓度范围溶液,于 37 � 孵育 5 m in 后用紫外分

光光度计在 340 nm 处测其吸收波长, 求得 NAD-

PH 浓度与吸光度之间的关系, 得到回归方程 Y =

5� 658 6X+ 0� 014 2, 相关系数 R
2= 0� 995 8, t检验

回归显著。

短小芽孢杆菌胞内 NADPH 含量的测定:取新

鲜发酵培养的短小芽孢杆菌发酵液2 mL,于10 000

r/ m in 下离心 10 m in, 得短小芽孢杆菌湿菌体。按

1 g �4 mL 加入标准磷酸缓冲液 PBS( 0� 02 mol/ L,
pH 7� 5)。然后再加入液氮进行冰浴超声波细胞破
碎(工作 5 s,间隙 5 s,工作 90次) ,在处理后的细胞

破碎液中加入 10 mL 缓冲液( 0� 1 mol/ L T ris-HCl
pH8� 0, 0� 01mo l/ L EDT A, 体 积 分 数 0� 05%
Tr iton-X100)并再一次离心( 4 � 12 000 r/ min, 离

心 30 min)。取离心后的上清液并加入 1 mL 4 �

0� 04 mol/ L NaOH 于暗处 37 � 水浴锅中保温 5

min后立即取出用分光光度计进行 NADPH 的测

定[ 14] , 并由标准曲线求出 NADPH 的含量。

1� 3� 3 � 发酵液中羟基脂肪酸分析及含量测定 � 取
发酵液 50 mL, 用 9 mo l/ L 的浓硫酸酸化至 pH 2� 0
并加入 50 mL 乙醚,同时加入棕榈酸 20 mg 作为内

标, 通过分液漏斗过滤取上清液旋转蒸发去乙醚,

得到发酵产物。脂肪酸甲酯化采用 H 2 SO4-甲醇水

浴法。

�-羟基脂肪酸的鉴定按文献
[ 8]
报道的 GC-M S

方法; HP7890GC;质谱仪 HP5970。�-羟基脂肪酸

含量的测定采用内标法, GC分析操作条件如下: 以
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FID检测器进行检测;色谱柱条件: DB-WAX(毛细

管柱) ,进样量为 1 �L, 进样口温度 250 � , 检测器

温度 275 � ,采用程序升温法, 起始温度为 80 � ,
保持 5 min,然后以 20 � / min升至 200 � ,在此温

度下保持 23 m in,再以10 � / min升到 250 � ,保持

5 min。载气: N 2 (纯度 99� 99%) , 流速为 1 mL/

min, 分流比 1�50。V ( H 2 ) �V ( O2 ) �V ( N 2 ) = 40

�450�30。脂肪酸的转化率与 �-羟基脂肪酸的得

率由以下公式表示
[ 9]
。

转化率( % ) = �-羟基脂肪酸生成质量
消耗油酸质量

� 100%

得率( %) =
�-羟基脂肪酸生成质量
油酸添加总质量

� 100%

1� 3� 4 � 单因素实验 � 将种子液以体积分数 4%的

接种量接入发酵培养基中,并将底物油酸在发酵后

期(约 30 h 左右)加入培养基中, 研究装液量、培养

温度和 pH 对 BP M-F641生长以及油酸转化率的

影响。

1� 3� 5 � 响应面分析实验 � 依据装液量、温度、pH
值等单因素对油酸转化发酵工艺条件的影响, 并根

据 Box-Behnken中心组合实验设计原理, 以 A (装

液量)、B(温度)和 C( pH )为自变量, 以油酸转化率

为响应值,设计了3因素3水平的响应面分析实验;

实验因素和水平设计见表 1。
表 1 � 响应面实验因素水平表

Tab. 1 � Factors and levels of RSM

水平
因 素

装液量 A / mL 温度 B/ � pH 值 C

- 1 30 28 7. 2

0 50 30 7. 4

1 70 32 7. 6

2 � 结果与讨论

2� 1 � 摇瓶培养条件下细胞生长曲线的测定
为研究 BP M-F641在摇瓶培养条件下,碳源种

类及其浓度对菌株生长的影响情况, 通过测定 A 值

得到发酵过程生长曲线, 其结果如图 1所示, 由结

果可知 BP M-F641在培养至 6 h 左右开始进入对

数生长期,在 20~ 30 h 时处于稳定期, 30 h以后开

始进入衰亡期。

2� 2 � 碳源种类对菌体生长及油酸转化率的影响
由于微生物对不同碳源的代谢能力不相同, 不

同的碳源对菌体的生长和产物的合成会有很大影

响,足量的微生物细胞是获得高油酸转化率的必要

条件。因此,选择合适的碳源对微生物生长和发酵

图 1 � BP M- F641 的细胞生长曲线

Fig. 1 � Cell growth curve of BP M-F641

积累目标代谢产物是十分有用的。分别选择质量

浓度为 20 g/ L 的葡萄糖、麦芽糖、果糖和可溶性淀

粉作为碳源,考察了不同碳源对 BP M-F641细胞生

物量以及转化油酸生成 �-羟基脂肪酸产量的影响,

其结果如表 2。

表 2 � 碳源种类对菌体生长和 �-羟基脂肪酸产量的影响

Tab. 2 � Effects of carbon source on the bacteria growth and

�- HFA production

碳源 A 560 nm
�-羟基脂肪酸
得率/ %

油酸
转化率/ %

葡萄糖 1. 226 19. 7 71. 1

果糖 0. 680 11. 1 58. 0

麦芽糖 0. 618 14. 2 64. 3

可溶性淀粉 0. 345 8. 87 43. 7

� � 由表 2结果可知,以葡萄糖、果糖、麦芽糖和可

溶性淀粉分别作为碳源的培养基中, BPM-F641的

最大细胞生物量( A 值)分别为 1� 226、0� 680、0� 618
和 0� 345, 可以看出在以葡萄糖作为碳源的培养基
中菌株生长最好,此时油酸的转化率也达到最大为

71� 1%。这可能与葡萄糖的性质有关, 因为葡萄糖
是最易为微生物所利用的碳源,它可以加速微生物

的生长,另外, 细胞色素 P450单氧酶系在羟基化油

酸生成 �-羟基脂肪酸的过程中需要 NADPH 的参

与, 而菌体在消耗葡萄糖的过程中正好能提供充足

的 NADPH 来满足其需要;其它的碳源可能不易为

短小芽孢杆菌所利用,油酸的转化率也较低。

2� 3 � 初始葡萄糖质量浓度对菌体生长及油酸转化
率的影响

由 2� 2结果可知,葡萄糖是 BP M-F641生长最

佳碳源,进一步采用不同的葡萄糖初始质量浓度来

考察其初始质量浓度对 BP M-F641细胞生物量及

转化油酸生产 �-羟基脂肪酸产量的影响, 结果如

表 3。
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表 3� 葡萄糖初始质量浓度对菌体生长和 �-羟基脂肪酸产

量的影响

Tab. 3 � Effects of glucose concentration on the bacteria

growth and �-HFA production

初始葡萄糖
质量浓度/
( g / L )

A 560 nm
�-羟基脂肪酸
得率/ %

油酸
转化率/ %

10 0� 786 11� 5 58� 4

20 1� 212 21� 5 73� 2

30 0� 831 15� 8 65� 7

40 0� 766 10� 4 48� 4

� � 由表 3结果可知,在初始葡萄糖质量浓度为 20

g/ L 的培养基中, BP M-F641 有最大的细胞生物

量,此时的 A 值为 1� 212, 并且在此培养条件下, �-
羟基脂肪酸得率和油酸转化率也都达到最大分别

为21� 5%和73� 2% ;当初始葡萄糖质量质量浓度为
40 g/ L 时,可能由于渗透压增大, 不利于提高氧的

传递速度,对菌体生长不利, 羟基化反应也受阻遏;

当初始葡萄糖浓度过低( 10 g / L )时,葡萄糖消耗迅

速, 同样不利于菌体的大量生长, 也影响到油酸的

转化率。

2� 4 � 培养温度对菌体生长及油酸转化率的影响
采用不同的培养温度( 28、30、32、34 � )来考

察温度对 BP M-F641细胞生长及 �-羟基脂肪酸转

化率的影响,结果如表 4。

表 4 � 培养温度对 �-羟基脂肪酸产量影响

Tab. 4� Ef fects of temperature on the bacteria growth and�-

HFA production

培养
温度/ � A 560 nm

�-羟基脂肪酸
得率/ %

油酸
转化率/ %

28 1� 105 12� 4 63� 0

30 1� 232 18� 5 69� 4

32 0� 763 15� 7 67� 8

34 0� 658 12� 3 62� 9

� � 由表 4结果可知, 当培养温度由 28 � 提高至
30 � 时候, 菌体的最大 A 值也由 1� 105 增加至
1� 232,但随着培养温度的进一步上升, 此时的 A 值

开始逐渐减小; 同时随着温度的上升, �-羟基脂肪酸

得率和油酸转化率先提高后呈下降趋势, 因此, 采

用 30 � 的培养温度有利于菌体的生长, 在此温度下

�-羟基脂肪酸得率和油酸转化率也分别达到最大值

为 18� 5%和 69� 4%。
2� 5 � 培养基初始 pH值对菌体生长及油酸转化率

的影响

初始 pH 值影响菌体对基质的利用速率和细胞

结构状态,以致影响菌体生长速度和代谢产物的变

化。检测不同初始 pH 值( 7� 2、7� 4、7� 6、8� 0)条件
下 BP M-F641的生长情况以及转化油酸生成 �-羟

基脂肪酸转化率的影响,其结果如表 5。

表 5� 培养基初始 pH值对 �-羟基脂肪酸产量影响

Tab. 5 � Effects of the initial pH on �-HFA production

初始
pH 值

A 560 nm
�-羟基脂肪酸
得率/ %

油酸
转化率/ %

7� 2 1� 102 12� 8 63� 8

7� 4 1� 234 19� 3 70� 2

7� 6 0� 773 16� 5 68� 4

8� 0 0� 747 11� 2 57� 9

� � 由表 5结果可知,在初始pH 由 7� 2上升至 7� 4
的过程中, BP M-F641菌体生物量增加, 在 pH 为

7� 4时细胞生长良好, 此时菌体有最大 A 值为

1� 234,并且 �-羟基脂肪酸得率和油酸转化率也达
到最大值, 分别为 19� 3%和 70� 2%, 但随着 pH 的

不断增大,细胞最大 A 值和油酸转化率都呈现下降

趋势,这可能是 pH 值的增加对菌体的生长和相关

酶的活性产生了比较明显的抑制作用, 从而对油酸

的转化率产生较大的影响。

2� 6 � 装液量对菌种转化油酸生成 �-羟基脂肪酸得
率的影响

利用 BP M-F641生产 �-羟基脂肪酸过程中溶

氧是一个重要的条件, 作者通过装液量来调节摇瓶

发酵中的溶氧量, 考察了溶氧条件对细胞生长、

NADPH 生成及目标产物生成的影响。摇瓶( 250

mL)装液量分别为30、50、70、90 mL, 按相同的实验

条件,测定 BP M-F641生物量、辅酶 NADPH 含量

以及转化油酸生成 �-羟基脂肪酸转化率的影响, 实

验结果如表 6。

表 6 � 装液量对细胞生长 NADPH 含量及 �-羟基脂肪酸产

量的影响

Tab. 6 � Ef fects of the medium size on cell growth, NADPH

content and �- HFA production

装液量/

mL
A 560 nm

NADPH

浓度/
( mmol/ L)

�-羟基脂肪酸
得率/ %

油酸

转化
率/ %

30 1� 346 0� 016 1 13� 1 65� 0

50 1� 166 0� 026 8 20� 1 71� 5

70 0� 748 0� 017 0 11� 4 58� 5

90 0� 536 0� 014 6 9� 58 42� 4

� � 由表 6结果可知,当装液量由 30 mL 增大至 90

mL 时,细胞的最大生物量 A 值逐渐减小,从最初的

1� 346降至 0� 536, 这可能是因为随着装液量的增
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加,溶氧量逐渐减小。虽然在 30 mL 装液量细胞有

最大生物量, 但从实际工业化生产的角度来考虑,

减小装液量显然是不经济的, 综合考虑, 选定以

50mL 装液量进行发酵实验。而且在此装液量下,

�-羟基脂肪酸得率和油酸转化率也有最大值, 分别

是 20� 1%和 71� 5%。
根据对测定的 NADPH 浓度变化规律进行分

析可知, 在以葡萄糖为底物进行发酵的过程中,

NADPH 的生成主要在 HMP 途径的氧化阶段, 需

要经过葡萄糖脱氢酶、6-磷酸葡萄糖脱氢酶和 6-磷

酸葡萄糖酸脱氢酶等 3种脱氢酶的催化反应 [ 18] , 从

这个角度出发, NADPH 的生成应该在高溶氧水平

进行,实验结果与该观点基本一致。

2� 7 � 响应面分析实验结果
2� 7� 1 � 回归方程的建立与分析 � 响应面分析的结
果见表 7, 采用 Design-Exper t 7� 0� 0 T rial 软件的
ANOVA 程序, 进行二次回归分析, 计算出上述方

程各项系数并进行方差分析(见表 7-表 9) , 得到油

酸转化率 Y 对装液量、温度以及 pH 的标准回归方

程为:

Y= 73� 50+ 5� 28A + 1� 50B - 0� 079C+ 1� 93A B-

0� 030A C- 2� 06BC- 6� 83A 2- 7� 85B2- 6� 59C2

式中, Y 为油酸转化率的预测值, A、B、C 为上述 3

个自变量的编码值。

表 7 � 响应面设计方案和实验结果

Tab. 7� Design program and experimental results of RSM

序号 装液量 温度 pH Y / %

1 - 1 1 0 53. 21

2 1 0 - 1 65. 62

3 - 1 - 1 0 54. 08

4 - 1 0 - 1 54. 8

5 0 - 1 1 59. 59

6 0 0 0 73. 11

7 0 0 0 73. 52

8 0 0 0 73. 87

9 1 - 1 0 60. 58

10 0 - 1 - 1 55. 52

11 0 1 1 58. 47

12 0 1 - 1 62. 65

13 1 1 0 67. 42

14 - 1 0 1 54. 6

15 1 0 1 65. 3

表 8 � 回归方程系数显著性检验表

Tab. 8 � Significance test of regression equation module

变异来源 平方和 自由度 均方 F 值 P 值

模型 758. 94 9 84. 33 1 073. 88 < 0. 000 1 极显著

A 222. 92 1 222. 92 2 838. 86 < 0. 000 1

B 17. 94 1 17. 94 228. 46 < 0. 000 1

C 0. 050 1 0. 050 0. 63 0. 462 7

A* B 14. 86 1 14. 86 189. 25 < 0. 000 1

A* C 3. 600E- 3 1 3. 600E- 3 0. 046 0. 838 9

B* C 17. 02 1 17. 02 216. 69 < 0. 000 1

A 2 172. 12 1 172. 12 2 191. 86 < 0. 000 1

B2 227. 53 1 227. 53 2 897. 54 < 0. 000 1

C2 160. 47 1 160. 47 2 043. 57 < 0. 000 1

残差 0. 39 5 0. 079

失拟残差 0. 10 3 0. 034 0. 24 0. 865 2 不显著

纯误差 0. 29 2 0. 14

总和 759. 33 14

� � 从表 8的方差分析可以看出, 所得回归方程极

显著 ( P < 0� 000 1) , 且失拟检验不显著 ( P =

0� 865 2) ,说明此回归模型理想, 可信度较高。用方
程 Y拟合 3个因素与油酸转化率之间的关系是可

行的。模型校正系数( A dj R-Squar ed)为 0� 998 6,

说明该模型能解释 99� 86%的油酸转化率变化。模
型精密度( Adeq Precision)为 89� 100> 4, 说明实验
精度很 高。Pr ed R-Squar ed = 0� 997 0 与 Adj

R-Squared= 0� 998 6值较接近, 说明实验预测值在
可信区间内。综合以上分析得知: 该模型与实际情
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况拟合较好,可用于预测油酸转化率的变化情况。

回归方程的一次项 A 和 B均对油酸转化率有

极显著影响, C 对油酸转化率有显著影响, 3个因素

的影响顺序依次是 A > B> C。此外, 二次项 A
2、B2

和 C
2以及交互项中的 A * B、B * C 对油酸转化率

也有显著的影响,这表明各个实验因素对转化率的

影响呈二次关系,且 3个因素之间存在交互作用。

2� 7� 2 � 培养因素间交互作用分析与发酵条件的优
化 � 在模型中分别固定装液量 ( A , mL )、温度

( B, � )及 pH ( C, pH 值)中的一个因素在 0水平,

得到另外两个因素交互作用对油酸转化率( Y )的子

模型, 并根据模型分别绘制三维曲面图及等高线

图,见图 2~ 4。

图 2 � 油酸转化率(Y)的响应曲面和等高线图 f (A, B)

Fig. 2� Response surface and contour of the bioconversion Y of

oleic acid f(A, B)

� � 图 2是装液量为零水平时, 温度与 pH 交互影

响油酸转化率的曲面图及等高线图,从图中可以直

观地看出培养温度与 pH 交互作用显著; 图 3 是温

度为零水平时, 装液量与 pH 交互影响油酸转化率

的曲面图及等高线图。可以直观地看出装液量与

pH 交互作用显著;图 4是 pH 为零水平时, 装液量

与温度交互影响油酸转化率的曲面图及等高线图,

可以直观地看出装液量与温度交互作用显著。

� � 综上所述, 由二次多项回归方程得出 3个因素

的最佳值为装液量 58� 2 mL/ 250 mL、温度 30� 3
� , pH 7� 4, 油酸转化率的预测值为 74� 69%。
2� 7� 3 � 验证实验 � 采用上述优化后的发酵工艺条
件, 选用装液量为 60 mL(近似值) / 250 mL,温度 30

� , pH 值 7� 4进行发酵验证实验,测得油酸转化率
为 74� 58%与预测值( 74� 69%)接近,说明该实验模
型可操作性高。

图 3 � 油酸转化率( Y)的响应曲面和等高线图 f(A, C)

Fig. 3 � Response surface and contour of the bioconversion Y of

oleic acid f( A, C)
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图 4 � 油酸转化率(Y)的响应曲面和等高线图 f(B, C)

Fig. 4 � Response surface and contour of the bioconver-

sion Y of oleic acid f( B, C)

3 � 结 � 语

通过单因素实验和响应面优化分析,得出短小

芽孢杆菌转化油酸生成 �-羟基脂肪酸的最佳碳源

是葡萄糖, 其最佳初始质量浓度为 20 g/ L ;最佳发

酵条件是: 反应温度 30 � 、pH 值 7� 4, 装液量 60

mL,在优化工艺条件下进行的验证实验,油酸的转

化率高达 74� 58%; 验证实验所得的油酸转化率数
值与预测值接近,从而证实了回归方程的有效性。
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