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氮源优化及新型补糖工艺
提高红霉素效价研究

陈　勇，李　静

（青岛农业大学 食品科学与工程学院，山东 青岛　２６６１０９）

摘　要：在总氮相等条件下优化了红霉素工业发酵培养基的速效氮源和迟效氮源比例，同时尝试性
地引入羽毛蛋白胨作为新型速效氮源。实验结果表明，迟效氮源与速效氮源比值为３．９时，即羽毛
蛋白胨浓度为６ｇ／Ｌ、黄豆饼粉为３３ｇ／Ｌ时，红霉素效价最高为１１０５９Ｕ／ｍＬ。与玉米浆相比，羽毛
蛋白胨具有质量稳定的特点，从而可避免玉米浆质量不稳定引起的红霉素效价波动。采用优化后

的培养基，比较了传统ｐＨ反馈补糖工艺和ｐＨ结合呼吸熵（ＲＱ）反馈补糖工艺。结果表明，ｐＨ结
合ＲＱ反馈补糖工艺下的红霉素效价达到１１９１５Ｕ／ｍＬ，比传统 ｐＨ反馈补糖工艺的效价提高了
７．７％，而新补糖工艺下的补糖总量降低了４０％。
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　　红霉素是１４元大环内酯类广谱抗生素。由于
其对军团肺炎和支原体肺炎具有独特疗效，因此被

列为治疗这些疾病的首选药物。目前，一系列新型

红霉素衍生物（如阿奇霉素、克拉霉素、罗红霉素和

泰利霉素）的不断出现，使红霉素原料药的市场需

求猛增［１］。因此，通过培养基和发酵过程工艺优化

提高红霉素效价对增加企业经济效益具有重要

意义。　　
上世纪９０年代，红霉素发酵培养基的主要成份

为淀粉和黄豆饼粉［２］。范代娣等在初始培养基中

添加葡萄糖并确定了葡萄糖和淀粉的比例为２．６４∶１
时红霉素的效价最高［３］。王晓磊等首次用玉米粉

水解物作为碳源并成功放大至３０ｔ发酵罐规模，使
红霉素发酵效价提高了 ５．８％，综合成本降低了
２６．０％［４］。刘晓宏等从降低生产成本的角度出发，

采用廉价的生物氮素替代部分黄豆饼粉，在生产罐

规模使发酵总亿提高了７．７５％［５］。邹祥等在初始
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培养基中添加玉米浆促进了菌体的前期生长，最终

红霉素效价提高了２２．２％［６］。２００５年，Ｍｉｎａｓ报道
红霉素发酵的产量已达到１０～１３ｇ／Ｌ［７］。然而，在
这些文献中，鲜有关注速效氮源和迟效氮源比例对

发酵过程的影响。速效氮源主要以较易吸收的蛋白

质降解产物形式存在，如酵母浸出物和玉米浆。而

迟效氮源主要以大分子蛋白质形式存在如黄豆饼粉

和花生饼粉。在生产中，常通过控制速效氮源和迟

效氮源的比例，来控制菌体生长期和代谢产物形成

期的协调，达到提高产量的目的。在红霉素发酵过

程中，迟效氮源对发酵中后期维持菌体的代谢及菌

丝形态具有重要的作用，而速效氮源消耗后造成的

氮饥饿诱导细胞合成四磷酸鸟苷（ＰＰＧＰＰ），ＰＰＧＰＰ
进而诱导抗生素合成途径相关酶基因的表达［８］。

因此，本文在总氮相等条件下优化速效氮源和迟效

氮源的比例，同时引入新型氮源羽毛蛋白胨替代质

量不稳定的玉米浆，以解决工业生产中玉米浆质量

不稳定造成的红霉素效价波动问题。

优化发酵过程是提高红霉素效价的重要手段。

２００２年范代娣等报道发酵前期和发酵中期的最优
ｐＨ为６．８０［９］。２００３年Ｅｌｍａｈｄｉ等通过全过程控制
发酵ｐＨ为７．０，实现了红霉素 Ａ纯度的提高［１０］。

庄英萍等发现，通过控制补糖速率来胁迫菌体利用

黄豆饼粉是红霉素高产稳产的必要条件［１１］。邹祥

等报道称依据ｐＨ补糖工艺明显优于依据残糖的补
糖工艺［１２］。但依据 ｐＨ补糖工艺造成了补糖速率
高，且较多的糖生成了ＣＯ２而非红霉素，因此可以通
过改进补糖工艺来降低补糖量。随着尾气质谱在工

业发酵中的应用，摄氧率、二氧化碳释放速率和呼吸

熵（ＲＱ）可以作为补料的新指标。由于在红霉素合成
期，葡萄糖经生物氧化为ＣＯ２并产生能量时的呼吸熵
接近１．０，而葡萄糖经中间代谢物流向合成红霉素时
的呼吸熵小于１．０。因此，本文考察了ｐＨ结合ＲＱ的
反馈补糖工艺与传统ｐＨ反馈补糖工艺的优劣。
１　材料与方法
１．１　 材料与试剂

菌种（ＳａｃｃｈａｒｏｐｏｌｙａｐｏｒａｅｒｙｔｈｒａｅａＺＬ１００４）：本
实验保存；黄豆饼粉：宜都市明远实业有限公司；玉

米浆：华北制药康欣公司；羽毛蛋白胨：上海汇合生

物科技有限公司。

１．２　仪器与设备
ＦＵＳ－５０（Ａ）多参数全自动发酵罐（配有梅特

勒溶氧电极和 ｐＨ电极、自主研发 ｂｉｏｓｔａｒ在线数据
采集软件）：上海国强生化装备有限公司；７２２型可
见光分光光度计：上海天普仪器有限公司；ＴＤＬ－８０
－２Ｂ台式离心机：上海安亭仪器科学仪器厂。

１．３　方法
用接种铲挖取新鲜试管斜面（１ｃｍ×１ｃｍ）接

种到装有５０ｍＬ培养基的５００ｍＬ种子摇瓶中，在
３４℃、２２０ｒ／ｍｉｎ条件下培养４８ｈ。摇瓶种子转接
至含８Ｌ培养基的１５Ｌ种子罐（接种量１０％），３４
℃培养４０ｈ，通过手动改变搅拌转速和通气量使种
子罐培养过程溶氧维持在４０％左右。将种子罐的
培养液全部转接至装有３０Ｌ发酵培养基的５０Ｌ发
酵罐，３４℃培养１９０ｈ，通过手动改变搅拌转速和通
气量使发酵罐的发酵过程溶氧维持在 ３０％左右。
种子罐培养基：淀粉３０ｇ／Ｌ、黄豆饼粉３０ｇ／Ｌ、玉米
浆１０ｇ／Ｌ、ＣａＣＯ３５．０ｇ／Ｌ、消泡剂１．２５ｍＬ／Ｌ；５０Ｌ
发酵罐初始培养基：淀粉３５ｇ／Ｌ、糊精 ５ｇ／Ｌ、硫酸铵
３．０ｇ／Ｌ、ＮａＣｌ２．０ｇ／Ｌ、ＣａＣＯ３７．０ｇ／Ｌ和消泡剂 １．９
ｍＬ／Ｌ，黄豆饼粉、玉米浆和羽毛蛋白胨浓度见表１。
１．３．１　迟效氮源与速效氮源比值优化

表１为设计的５种发酵培养基的配方（其它成
份相同），发酵过程采用 ｐＨ反馈补糖工艺，即补糖
控制发酵液ｐＨ在６．９～７．０范围内。通过比较５种
培养基下的菌体浓度（ＰＭＶ）、总糖浓度、氨基氮浓
度和红霉素效价的时间变化曲线，考察迟效氮源和

速效氮源比例对发酵的影响。

表１　总氮大体相当原则下调整黄豆饼粉、玉米浆

和羽毛蛋白胨的比例

培养基

名称

黄豆饼粉

／（ｇ／Ｌ）
玉米浆

／（ｇ／Ｌ）
羽毛蛋白

胨／（ｇ／Ｌ）
迟效氮源

／速效氮源
１ ２０ １８ ７ １．２
２ ２５ １３ ５ ２．０
３ ３０ ５ ５ ３．３
４ ３３ ０ ６ ３．９
５ ４０ ０ ３ ９．３

１．３．２　ｐＨ反馈补糖工艺和 ｐＨ结合 ＲＱ的反馈补
糖工艺比较

发酵约３０ｈ后，ｐＨ升高至６．９，此时补加３００
ｇ／Ｌ的葡萄糖溶液。ｐＨ反馈补糖工艺为：补糖控制
发酵液ｐＨ在６．９～７．０范围内。ｐＨ结合 ＲＱ反馈
补糖工艺为：ｐＨ超过７．１０时，采用 ｐＨ反馈补糖使
ｐＨ降低至７．１０；当 ｐＨ低于６．８时，停止补糖。当
ｐＨ在６．８～７．１０的范围内时，每间隔３０ｍｉｎ调节一
次补糖速率，每次补糖速率降幅为１０ｇ糖溶液／ｈ，
直至ＲＱ在０．７５左右。
１．３．３　分析方法

菌体浓度测定方法：取１０ｍＬ发酵液，３５００ｒ／
ｍｉｎ转速下离心１５ｍｉｎ，沉淀物体积即为菌体浓度
（ＰＭＶ）。

化学效价、总糖、还原糖、氨基氮含量测定方法

参考相应文献［１３］。
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在线参数测定：由 ＦＵＳ－５０（Ａ）多参数全自动
发酵罐（国强生化装备有限公司）自动检测 ｐＨ、溶
氧、罐压等参数。

尾气测定采用尾气质谱 ＭＡＸ３００－ＬＧ分析仪
（美国Ｅｘｔｒｅｌ），并通过 ｂｉｏｓｔａｒ在线数据采集软件在
线计算摄氧率（ＯＵＲ）、二氧化碳释放速率（ＣＥＲ）、
呼吸熵（ＲＱ）。
２　结果与分析
２．１　迟效氮源和速效氮源的比例优化

由图１ａ可知，培养基１～４条件下的ＰＭＶ在４０
ｈ前快速增加到较高水平，而培养基５的速效氮源
过低（３ｇ／Ｌ羽毛蛋白胨）引起菌体生长速率低，从
而使ＰＭＶ在８０ｈ达到与其它培养基下的菌体浓度
相当的水平。这表明较高速效氮源浓度是获得较高

菌体浓度的关键。发酵后期，黄豆饼粉浓度较低的

培养基（培养基１～２）其ＰＭＶ值相应较低。２５～３３
ｇ／Ｌ的黄豆饼粉对维持发酵后期的菌体浓度具有重
要的作用。图１ｂ和图１ｃ表明在培养基２～４条件
下，总糖和氨基氮分别在４０ｈ和３０ｈ降至较低水
平。氨基氮的消耗造成氮饥饿，从而启动红霉素合

成。培养基２～４条件下较早氮饥饿对应于较高的
红霉素起始效价（３５ｈ约２０００Ｕ／ｍＬ）。与之相比，
培养基１下的较高速效氮源浓度延缓了总糖的利
用，推迟了补糖起始时间（图１ｂ）。而培养基５下的
较低速效氮源引起菌体生长速率下降，进而降低了

总糖和氨基氮的消耗速率，这也是培养基１和培养
基５条件下红霉素起始效价过低的原因（图 １ｄ）。
由图１ｄ可知，总氮相等条件下，迟效氮源和速效氮
源的比例对红霉素效价有较明显的影响。当迟效氮

源和速效氮源比值为２．０、３．３和３．９时，红霉素效
价高于其比值为１．２和９．３时的红霉素效价。当迟
效氮源和速效氮源比值为３．９时，发酵１９０ｈ的红
霉素效价最高（１１０５９Ｕ／ｍＬ）。为了用羽毛蛋白胨
替代玉米浆，首先尝试玉米浆浓度由 １３ｇ／Ｌ降至
５ｇ／Ｌ。图１ｄ显示玉米浆浓度的降低没有明显影响
红霉素效价。进一步将玉米浆浓度由５ｇ／Ｌ降至０，
同时增加黄豆饼粉和羽毛蛋白胨的浓度。该培养基

调整使红霉素效价由１０６５９Ｕ／ｍＬ（培养基３）提高
至１１０５９Ｕ／ｍＬ（培养基４），增幅为４％。这表明羽
毛蛋白胨可以作为一种新型速效氮源用于红霉素工

业发酵培养基。由于羽毛蛋白胨质量稳定，所以用

羽毛蛋白胨替代玉米浆可避免工业生产中玉米浆质

量不稳定造成的红霉素效价波动。综合考虑，选取

黄豆饼粉浓度３３ｇ／Ｌ、羽毛蛋白胨浓度６ｇ／Ｌ（迟效
氮源与速效氮源比为３．９）的培养基配方继续优化
发酵过程补糖工艺。

图１　不同培养基下的菌体浓度（ａ）、总糖（ｂ）、

氨基氮（ｃ）和红霉素效价（ｄ）的时间曲线

２．２　 ｐＨ反馈补糖工艺和ｐＨ结合 ＲＱ的反馈补糖
工艺比较

目前，工业红霉素发酵中采用 ｐＨ反馈补糖工
艺。由图２和图３可知，在３０ｈ前新培养基条件下
氨基氮浓度快速降低，菌体浓度迅速增加。这表明

菌体主要利用速效氮源合成菌体。菌体处于生长时

的ＲＱ接近于１。当羽毛蛋白胨被利用后，菌体开始
利用还原度较高的黄豆饼粉，从而引起 ＲＱ略有下
降。总糖浓度在４０ｈ降低至最低水平，菌体被迫利
用黄豆饼粉作为碳源，进而引起 ｐＨ的迅速升高。
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ｐＨ超过６．９便开启 ｐＨ反馈补糖工艺控制 ｐＨ在
６．９～７．０范围内。由图２可知，在４０～７０ｈｐＨ反馈
补糖工艺的葡萄糖补加速率由０．２ｇ／（Ｌ·ｈ）快速
增加至１．０ｇ／（Ｌ·ｈ）。与之相比，ｐＨ－ＲＱ反馈补糖
工艺中依据ＲＱ值确定补糖速率，从而使补糖速率
维持在较低的水平。在此阶段，菌体的中心代谢旺

盛，补入较多葡萄糖会使葡萄糖经中心代谢转化为

ＣＯ２。新补糖工艺依据ＲＱ限制葡萄糖补加速率，进
而促使菌体由中心代谢途径转向红霉素的合成代谢

途径。图２中补糖曲线表明，新补糖工艺下的补糖
速率始终低于原补糖工艺。从计算得出的补糖总量

来看，新补糖工艺下的补糖总量仅６９ｇ／Ｌ，而原补糖
工艺下的补糖总量为１１５ｇ／Ｌ。新补糖工艺下补糖
量比原工艺下的补糖量降低了４０％。

图２　两种补糖工艺下的补糖曲线和ＲＱ过程曲线

图３　两种补糖工艺下菌体浓度、总糖、氨基氮和效价的比较

由图３可知，补糖工艺的调整并没有对菌体浓
度曲线和底物（氨基氮和总糖）消耗曲线造成较大

的影响。在新补糖工艺下，放罐时红霉素效价为

１１９１５Ｕ／ｍＬ，这比ｐＨ反馈补糖工艺下的红霉素效
价提高了７．７％。在新补糖工艺下，５０～１２０ｈ内补
糖速率非常低，此阶段较低的补糖速率有利于胁迫

菌体利用培养基中的豆油和正丙醇，进而合成更多

的红霉素前体，有利于红霉素的合成。新补糖工艺

下１２０ｈ前的低补糖量引起后期 ｐＨ值超过７．１０，
相应的补糖速率也增加。新补糖工艺发酵后期的较

高补糖速率可以避免菌体早衰，进而维持了较高的红

霉素合成速率。综合分析表明，新补糖工艺可以使菌

体始终处于红霉素合成的较佳生理状态，增加红霉素

的效价，降低补糖量，因而优于原始的补糖工艺。

３　结论
本文先从迟效氮源和速效氮源之比的角度优化

红霉素工业培养基，新培养基中的迟效氮源和速效

氮源比值为３．９，即黄豆饼粉浓度为３３ｇ／Ｌ、羽毛蛋
白胨浓度为６ｇ／Ｌ。之后研究了ｐＨ结合ＲＱ的新补
糖工艺。与原补糖工艺相比，新补糖工艺下的红霉

素效价提高了７．７％，而补糖总量降低了４０％。本
研究结果表明，通过优化迟效氮源和速效氮源之比

使羽毛蛋白胨完全替换掉工业培养基中的玉米浆，

提高了红霉素发酵效价，同时证明了ｐＨ结合ＲＱ补
糖工艺优于 ｐＨ反馈补糖工艺，为工业生产优化培
养基和发酵过程提供参考。
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