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芦苇水解液发酵生产γ-聚谷氨酸工艺优化
徐 佳,冯昆鹏,张智强,王颖赛

(雄安创新研究院,河北雄安新区 071700)

摘 要:为了降低γ-聚谷氨酸(γ-PGA)的生产成本,实现芦苇等可再生资源的高值化利用,探索建

立以芦苇水解液为碳源制备γ-PGA的新型发酵过程控制策略的可行性。首先,研究纤维素酶用量

和底物浓度对芦苇水解的影响;其次,采用分段式培养及溶氧反馈补料调控策略,对芦苇水解液发

酵生产γ-PGA进行工艺优化。结果表明,芦苇经预处理后在10
 

FPU/g(底物)酶用量和10%底物

添加量的条件下水解,总糖质量浓度可达(76.64±1.74)g/L;以分段式溶氧反馈-分批补料发酵培

养方式,利用芦苇水解液生产γ-PGA,最终产量可达(46.72±1.18)g/L,生产效率较分批发酵提高

了46.06%。因此,将芦苇水解液用于γ-PGA的分批补料发酵具有产业化可行性,有助于降低商

业化生产的原料成本。
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Abstract:In
 

order
 

to
 

reduce
 

the
 

production
 

cost
 

of
 

γ-polyglutamic
 

acid
 

(γ-PGA)
 

and
 

realize
 

high-value
 

utilization
 

of
 

renewable
 

resources
 

such
 

as
 

reed,
 

the
 

feasibility
 

of
 

establishing
 

a
 

new
 

fermentation
 

process
 

control
 

strategy
 

for
 

the
 

preparation
 

of
 

γ-PGA
 

using
 

reed
 

hydrolysate
 

as
 

carbon
 

source
 

was
 

explored.
 

Firstly,
 

the
 

effects
 

of
 

cellulase
 

dosage
 

and
 

substrate
 

concentration
 

on
 

reed
 

hydrolysis
 

were
 

studied;
 

Secondly,
 

the
 

process
 

of
 

fermentation
 

and
 

production
 

of
 

γ-PGA
 

from
 

reed
 

hydrolysate
 

was
 

optimized
 

by
 

segmented
 

culture
 

and
 

DO
 

feed-back
 

control
 

strategies.
 

The
 

results
 

show
 

that
 

after
 

pretreatment,
 

the
 

total
 

sugar
 

concentration
 

of
 

reed
 

could
 

reach
 

(76.64±1.74)g/L
 

under
 

the
 

condition
 

of
 

10
 

FPU/g
 

(substrate)
 

enzyme
 

dosage
 

and
 

10%
 

substrate
 

addition;
 

the
 

reed
 

hydrolysate
 

was
 

produced
 

γ-PGA
 

by
 

segmented
 

dissolved
 

oxygen
 

feedback-batch
 

feed
 

fermentation
 

culture,
 

and
 

the
 

final
 

yield
 

could
 

reach
 

(46.72±1.18)g/L,
 

with
 

the
 

production
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efficiency
 

increasing
 

by
 

46.06%
 

compared
 

with
 

batch
 

fermentation.
 

The
 

use
 

of
 

reed
 

hydrolysate
 

for
 

batch
 

fermentation
 

of
 

γ-
PGA

 

is
 

industrially
 

feasible,
 

which
 

helps
 

to
 

reduce
 

the
 

raw
 

material
 

cost
 

of
 

its
 

commercial
 

production.
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  芦苇是一种大型多年生禾本植物,在雄安新区白洋淀的湿地环境中广泛生长,其地上部分高度能达到

6
 

m,可通过种子传播或根茎分生繁殖,在短时间内积累大量的生物量[1]。目前,当地将芦苇平衡收割后主

要用于造纸和发电,经济价值较低,导致农户收割积极性不高,弃收的芦苇如不开发利用,将会给白洋淀带来

新的环境污染。纤维素和半纤维素是芦苇秸秆中的主要成分,其总含量在60%以上[2],经过物理和化学预

处理,在纤维素酶的催化作用下,可水解为五碳糖和六碳糖为主的糖液,该水解液可用作微生物发酵的碳源,
制备生物化工、生物材料、生物能源、生物医药等产品[3-4]。

γ-聚谷氨酸(poly-γ-glutamic
 

acid,γ-PGA)是由L 型和D 型谷氨酸单体通过γ-羧基与α-氨基间的γ-酰
胺键聚合而成的一种多肽分子[5],通常由500~5

 

000个谷氨酸单体组成,分子质量在100~1
 

000
 

kD之

间[6]。γ-PGA是一种具有良好水溶性、能被生物降解且不会对环境造成危害的高分子多肽[7],可作为保湿

剂、增效剂、增稠剂、缓释剂、防冻剂、医药载体、高吸水树脂、生物絮凝剂和重金属吸附剂,广泛用于农业、化
妆品、医药、食品等领域[8-9]。

由于γ-PGA生产成本较高,因而阻碍了其广泛应用。葡萄糖和蔗糖是大多数芽孢杆菌工业生产γ-PGA的

常用碳源,近年来人们开始探索利用廉价的可再生资源来生产γ-PGA,如糖蜜、粗甘油、玉米秸秆等[10-12]。李海

军等[13]利用350
 

g/L的甜菜糖蜜作为碳源,发酵64
 

h后聚谷氨酸产量达到45.34
 

g/L。陈鹏程等[14]采用玉米

秸秆水解液,以补料分批发酵的方式,培养54
 

h后得到的γ-PGA产量为25.60
 

g/L。这些成果为将芦苇水解液

作为生产γ-PGA的廉价营养源提供了研究依据,但γ-PGA发酵周期较长、产率不高的问题有待解决。
本研究以芦苇水解糖液为原料制备γ-PGA,设计不同的补料策略,以5

 

L发酵罐上的DO值为反馈参

数,建立发酵工艺优化补料策略,在较短发酵周期内提升菌体生产γ-PGA的能力,实现芦苇秸秆向天然高分

子多聚氨基酸的转化,为利用芦苇等廉价可再生原料发酵生产聚谷氨酸的工业应用提供科学方法。

1 材料、设备和方法

1.1 材料

菌株为雄安创新研究院保藏的枯草芽孢杆菌XII-PBS004;芦苇取自河北雄安新区白洋淀;氢氧化钠、葡
萄糖、酵母粉、蛋白胨、谷氨酸钠等试剂,均为分析纯;纤维素酶(Cellic

 

CTec3,Novozymes)。

1.2 设备

HZQ-X500C恒温摇床,上海一恒科学仪器有限公司提供;BLBIO-5GJ发酵罐,百仑生物科技(江苏)有限公

司提供;UV-1800紫外分光光度计,上海菁华公司提供;SBA-40E生物传感仪,山东省科学院生物研究所提供。

1.3 方法

1.3.1 芦苇水解液制备

1)预处理

将芦苇除尘去杂后晾干并切割至5
 

cm左右的碎段,按照进料浓度25%(质量体积比,下同)加至双螺杆

挤压浸渍机中,控制螺杆转速为150
 

r/min进行处理,挤压后将试样进行碱处理。处理条件:KOH 用量

4%,保温温度90
 

℃,保温时间2
 

h,预处理后将试样水洗至中性进行酶解试验。

2)酶解

将上述预处理芦苇进行酶水解,设计单因素试验,纤维素酶(Cellic
 

CTec
 

3)的用量分别为5,10,15,20
和25

 

FPU/g(底物),底物浓度分别为5%,10%,15%和20%(以预处理后绝干芦苇计),反应时间为48
 

h,酶
解体系用0.05

 

mol/L的柠檬酸缓冲液调节pH值为4.8,在50
 

℃条件下,150
 

r/min水浴恒温振荡处理。
水解结束后煮沸10

 

min,于12
 

000
 

r/min离心10
 

min,取上清液,测定还原糖含量。

1.3.2 培养基配制

1)种子培养基

葡萄糖20
 

g/L,酵母粉5
 

g/L,蛋白胨10
 

g/L,NH4Cl
 

2.5
 

g/L,KH2PO4 2
 

g/L,MgSO4 0.4
 

g/L,pH
 

值

535
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为7.0,于115
 

℃灭菌20
 

min。

2)基础发酵培养基

CaCl2 3
 

g/L,K2HPO44.5
 

g/L,MgSO41.5
 

g/L,NaCl
 

5
 

g/L,玉米浆15
 

g/L,酵母粉5
 

g/L,柠檬酸钠20
 

g/L,NH4Cl
 

17
 

g/L,MnSO4 0.05
 

g/L,FeSO4 0.02
 

g/L,pH值为
 

7.4,于115
 

℃灭菌20
 

min。

1.3.3 种子培养

将枯草芽孢杆菌XII-PBS004的斜面菌种接种于装有50
 

mL种子培养基的500
 

mL三角瓶中,于36.5
 

℃,

200
 

r/min培养12
 

h,得到种子培养液。

1.3.4 分批发酵培养

使用5
 

L搅拌发酵罐进行分批发酵,按5%的接种量将种子液接入发酵罐中进行培养,搅拌转速为

800
 

r/min,通气为8
 

L/min,培养温度恒定为36.5
 

℃,发酵周期为36
 

h。在发酵过程中在0
 

h一次性补加灭

菌后的芦苇水解液(其总还原糖的质量浓度为600
 

g/L)和谷氨酸钠溶液(谷氨酸钠的质量浓度为600
 

g/L),
控制总糖和谷氨酸钠的最终质量浓度均为60

 

g/L。

1.3.5 分段式分批补料发酵培养

使用5
 

L搅拌发酵罐进行分段式分批补料发酵,按5%的接种量将种子液接入发酵罐中进行培养,搅拌

转速为800
 

r/min,通气8
 

L/min,培养温度恒定为36.5
 

℃,发酵周期为36
 

h。在发酵周期0
 

h时连续流加

灭菌后芦苇水解液,用来维持发酵液中的总糖质量浓度分别为60,40,20,10,5
 

g/L,直至发酵结束。在发酵

周期13
 

h开始恒速流加灭菌后谷氨酸钠溶液,控制流加速度为15
 

mL/h,搅拌转速为800
 

r/min,通气为

8
 

L/min,培养温度恒定为36.5
 

℃,发酵周期为36
 

h。

1.3.6 恒定pH值分段式分批补料发酵培养

使用5
 

L搅拌发酵罐进行恒定pH值分段式分批补料发酵,方法同1.3.4,其中的区别为发酵周期0
 

h
时连续流加灭菌后芦苇水解液,维持发酵液中的总糖质量浓度为10

 

g/L直至发酵结束,并用20%磷酸和

20%氢氧化钠维持发酵体系pH值恒定,分别为6.4,6.6,6.8,7.0,7.2,直至发酵结束。

1.3.7 分段式溶氧反馈-分批补料发酵培养

使用5
 

L搅拌发酵罐进行分段式溶氧反馈-分批补料发酵培养,通气为8
 

L/min,培养温度恒定为

36.5
 

℃,pH值恒定为6.8。发酵初始,一次性加入灭菌后芦苇水解液至发酵液中总糖最终质量浓度为10
 

g/L。发酵罐采用溶氧反馈关联转速和补料控制模式,搅拌转速下限设定为200
 

r/min,上限设定为800
 

r/

min。发酵周期0~12
 

h时,溶氧上限设定为40%,下限设定为20%,当溶氧高于40%时开始流加芦苇水解

液,溶氧低于20%时停止流加;发酵周期13~36
 

h时,溶氧上限设定为25%,下限设定为15%,当溶氧高于

25%时开始同步流加芦苇水解液和谷氨酸钠溶液,溶氧低于15%时停止流加。

1.3.8 检测方法

还原糖浓度测定:采用3,5-二硝基水杨酸(DNS)法[15]测定还原糖浓度。
生物量的测定:将发酵液适当稀释后,以基础发酵培养基为空白对照,用可见分光光度计于600

 

nm波

长处测定吸光值,以OD600 反映菌体生长状况[16]。
发酵液中谷氨酸含量测定:使用生物传感分析仪SBA-40E进行测量。

γ-PGA产量的测定:采用十六烷基甲基溴化铵(CTAB)比浊法测定γ-PGA产量,配置不同浓度γ-PGA
标准溶液,制作标准曲线。取5

 

mL发酵液,于12
 

000
 

r/min
 

离心20
 

min。取3
 

mL上清液,加入9
 

mL无水

乙醇使γ-PGA沉淀,并将混合物在4
 

℃下保持过夜后于12
 

000
 

r/min离心20
 

min,弃上清液,将沉淀用

2
 

mL去离子水充分溶解后与2
 

mL
 

CTAB于室温下反应3
 

min,在400
 

nm波长下测定吸光值,代入标准曲

线,计算γ-PGA浓度[17]。

2 结果与分析

2.1 酶用量及底物浓度对芦苇酶解的影响

纤维素酶的用量和底物浓度对木质纤维素类生物质水解影响很大,需考虑在较低的酶负载量下获得较

高的酶解效率。由图1可知,随着酶用量的增加,芦苇纤维水解得到的还原糖增多,但当纤维素酶添加量从

10
 

FPU/g(底物)进一步提升时,增长幅度趋于减缓。这主要是由于酶量过大引起竞争性抑制[18],以及木质

635
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素对酶的无效吸附所导致的。较高的底物浓度虽然可以降低成本,提高水解液总糖浓度,但底物浓度过高

时,反应体系中的游离水将被限制于芦苇中,导致传质困难,影响酶扩散到底物的结合位点上,同时引起水解

液中糖浓度的升高,对水解产生抑制作用。从图2中可以看出,芦苇纤维酶解的最适底物浓度为10%,在10
 

FPU/g(底物)的纤维素酶添加量作用下,水解液中还原糖质量浓度可达(76.64±1.74)g/L。

图1 不同纤维素酶用量对芦苇酶解的影响

Fig.1 Effects
 

of
 

different
 

cellulase
 

dosages
 

on
 

enzymatic
 

hydrolysis
 

of
 

reed
  

图2 不同底物浓度对芦苇酶解的影响

Fig.2 Effects
 

of
 

different
 

substrate
 

concentrations
 

on
 

enzymatic
 

hydrolysis
 

of
 

reed

图3 芦苇水解液分批发酵生产γ-PGA过程中

参数变化情况

Fig.3 Changes
 

of
 

parameters
 

in
 

the
 

process
 

of
 

batch
 

fermen-
tation

 

of
 

reed
 

hydrolysate
 

to
 

produce
 

γ-PGA

2.2 分批发酵培养对菌体生长和γ-PGA产量的影响

利用芦苇水解液对谷氨酸依赖型菌株枯草芽孢

杆菌XII-PBS004进行分批发酵培养36
 

h,γ-PGA产

量达到(32.62±1.22)g/L,生产效率为(0.89±0.03)

g/(L·h)。如图3所示,发酵过程中pH值波动比较

大,不利于菌体生长和γ-PGA的合成[19]。发酵液中

芦苇水解糖和谷氨酸钠随着时间的延长而减少,在菌

体生长的对数期和稳定期消耗较快,发酵终止时仍有

较高残留。芦苇水解液中含有机酸和酚类细胞毒性

抑制物,当发酵液中糖浓度过高时,影响菌体生长和

代谢产物表达。此外,由于谷氨酸钠的初始添加导致

发酵液黏度在菌体对数生长期急剧提升,出现氧转移

限制和混合效率低的问题,阻碍了菌体生物量的增

加。由于分批发酵工艺条件的不适合,致使营养物质

图4 芦苇水解液分段式分批发酵对菌体生长和

γ-PGA产量的影响

Fig.4 Effects
 

of
 

segmented
 

batch
 

fermentation
 

of
 

reed
 

hydrolysate
 

on
 

bacterial
 

growth
 

and
 

γ-PGA
 

yield

和前体物质的利用效率低,菌体生物量和γ-PGA的

产量不高,因而有必要通过调整发酵控制策略,进一

步提高发酵性能。

2.3 分段式分批补料发酵培养对菌体生长和γ-
PGA产量的影响

  基于分批发酵培养中发现的问题,提出分段式

分批补料的培养方式,在菌体生长期通过流加芦苇

水解液维持较低的糖浓度,并以谷氨酸钠恒速补料

的方式在菌体生长稳定期阶段提供γ-PGA合成的前

体物质,考察发酵过程中维持不同水解液糖浓度对

菌体生长和γ-PGA产量的影响。由图4可知,当发

酵液中糖质量浓度维持在10
 

g/L水平时,菌体生物

量OD600 提升了45.76%,γ-PGA 的发酵水平达到

(37.72±0.03)g/L。发酵过程中控制较低的糖浓

735
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度,可使毒性抑制物一开始处于较低的浓度,保证菌株的生长活力,并促进毒性物质在菌株体内被还原成低

毒性物质,提高菌株的耐受性。在适当时间补加谷氨酸钠,除了可以避免前期发酵液黏度较高影响溶氧和传

图5 芦苇水解液恒定pH值分段式分批发酵对

菌体生长和γ-PGA产量的影响

Fig.5 Effects
 

of
 

segmented
 

batch
 

fermentation
 

of
 

reed
 

hydrolysate
 

at
 

constant
 

pH
 

on
 

bacterial
 

growth
 

and
 

γ-PGA
 

yield

质,还可以消除过高谷氨酸浓度对PGA合成酶的抑

制。糖质量浓度控制在5
 

g/L时结果不佳,可能是由

于补料操控难度较大引起发酵液中糖浓度波动过大。

2.4 恒定pH值分段式分批补料发酵培养对γ-PGA
产量的影响

  相关研究表明,中性pH值条件有利于菌株生长

和γ-PGA的合成,pH值显著影响细胞的营养摄取、
酶活性和细胞膜形态,从而影响代谢产物的形成[20]。
如图5所示,维持发酵液pH值为6.8时,获得的最

高菌体生物量和γ-PGA产量表明,该pH值适合菌

体生长并影响其代谢,对γ-PGA的合成与释放有正

向作用。

2.5 分段式溶氧反馈-分批补料发酵培养对γ-PGA
产量的影响

  芦苇水解液制备γ-PGA属于高黏度好氧发酵,
溶氧是该类型发酵过程中一个重要影响因素。本研

 图6 芦苇水解液分段式溶氧反馈-分批补料发酵

生产γ-PGA过程中参数变化情况

Fig.6 Changes
 

of
 

parameters
 

in
 

the
 

process
 

of
 

segmented
 

DO
 

feed-back
 

control
 

of
 

fed-batch
 

fermentation
 

to
 

produce
 

γ-PGA
 

by
 

reed
 

hydrolysate

究提出了分段式DO-stat分批补料发酵控制方法,
基于DO值在线反馈,用以控制搅拌转速以及营养

物质和前体物质的流加速度,当底物过度消耗,DO
值趋于增加时开始自动补料,DO值降低时减缓进料

速率,进而维持恒定的DO水平,并保持氧消耗和供

应之间的平衡。在发酵过程中溶解氧水平直接影响

不同酶的合成,导致细胞代谢的变化。采用分段式

DO-stat分批补料发酵,可以保持较低的底物浓度,
减少反馈抑制,加强糖酵解途径和三羧酸循环途径

在代谢过程中产生的能量[24]。与分批补料发酵相

比,菌 体 最 高 生 物 量 和 γ-PGA 产 量 分 别 提 高

64.32%和43.22%,水解糖液和谷氨酸钠的利用率

得到提升,发酵液中两者的残留大幅降低(见图6)。
本研究与国内外利用木质纤维素水解液发酵生产γ-
PGA的工艺相比,具有发酵周期短、产量高、生产速

率大的优势(见表1)。
表1 利用木质纤维素水解液发酵生产γ-PGA的对比

Tab.1 Comparison
 

of
 

the
 

production
 

of
 

γ-PGA
 

by
 

fermentation
 

of
 

lignocellulosic
 

hydrolysates
碳 源 培养方式 γ-PGA产量/(g·L-1) 发酵周期/h γ-PGA生产速率/(g·L-1·h-1) 参考文献序号

芦苇水解液 分段式DO-stat分批补料 46.72 36 1.33 *
玉米秸秆水解液 分批补料 25.60 54 0.48 [14]
竹粉水解液 分批 35.31 48 0.73 [21]
杨木屑水解液 分批 30.87 52 0.59 [22]
小麦秸秆水解液 分批补料 73.00 90 0.81 [23]

  注:该数据为本研究利用芦苇水解液发酵生产γ-PGA工艺优化后的实验结果。

3 结 论

本文在考察芦苇纤维最佳酶解条件的基础上,对枯草芽孢杆菌利用芦苇水解液发酵生产γ-PGA进行了

研究,优化其发酵工艺条件。
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1)芦苇经双螺杆挤压耦合碱预处理后,在纤维素酶用量为10
 

FPU/g(底物)和10%底物浓度的条件下,
水解后还原糖质量浓度可达(76.64±1.74)g/L,可为菌株发酵生产γ-PGA提供廉价碳源。

2)分段式分批补料培养方式有利于减少底物浓度和水解液中毒性物质对菌体生长的抑制,在发酵周期

13
 

h时开始补料加入谷氨酸钠则有利于降低发酵液前期黏度,提高溶氧及传质,削弱其对γ-PGA合成的抑

制。将发酵过程中的pH值恒定为6.8,能进一步达到促进菌体繁殖、产物积累的双重目的,与分批发酵模

式相比,菌体生物量和γ-PGA产量分别提高56.40%和24.52%。

3)基于溶氧对聚谷氨酸发酵的重要性,设计并优化了分段式溶氧反馈-分批补料发酵调控策略,其比分

批发酵有明显优势,增强了菌株生长水平和γ-PGA代谢及释放能力,最高菌体生物量 OD600 由22.20±
0.88提高至36.48±1.62,发酵36

 

h后γ-PGA的产量可达到(46.72±1.18)g/L,发酵生产效率由(0.89±
0.03)g/(L·h)提升至(1.30±0.03)g/(L·h)。

4)以芦苇水解糖液为原料发酵生产γ-PGA,可为芦苇原料化高效利用、降低γ-PGA生产成本提供一种

新的途径,具有较高的商业化生产价值。
芦苇水解液可作为廉价碳源用于发酵生产γ-PGA。本研究中建立的分段式溶氧反馈-分批补料发酵培

养调控策略,可以有效提高菌体生物量和γ-PGA产量。但对该发酵体系下诸如初始底物浓度等参数的优化

还不全面,后续研究将对其进行深入分析,研究芦苇水解液中葡萄糖与木糖对菌体生长和γ-PGA合成的影

响,从而进一步提高γ-PGA产量,降低生产成本。
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