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补料分批发酵优化土壤杆菌 A02 产可得然胶工艺 

姚博伟 1*, 陶  鹏 2, 常忠义 2, 高红亮 2* 
(1. 宁夏计量质量检验检测研究院, 银川  750200; 2. 华东师范大学生命科学学院, 上海  200241) 

摘  要: 目的  提升土壤杆菌 A02 发酵产可得然胶产量, 对其补料分批发酵工艺进行优化。方法  对土壤杆

菌在 15 L 发酵罐中分批发酵过程进行放料后一次补加碳源、放料后连续补加培养基和放料后一次补加培养基

3 种补料分批发酵工艺, 探究其对可得然胶产量的影响。结果  放料后一次补加碳源效果最差, 连续补加补加培养

基补料工艺效果最好。连续补加培养基和一次补加培养基可得然胶产量分别为 66.69 g/L 和 66.51 g/L, 较一次补

加碳源可得然胶产量(53.69 g/L)分别提高了 23.97%和 24.31%; 生产强度均为 0.69 g/(L·h), 较一次补加碳源

[0.56 g/(L·h)]提高 23.2%。连续补加培养基产胶速率为 0.11 g/(h·g-cell), 较一次补加碳源和一次补加培养基

工艺[0.09 g/(h·g-cell)]提升 22.2%。连续补加培养基和一次补加培养基转化率为 44.31%、40.67%, 分别是和

一次补加碳源培养基(40.59%)的 1.1 倍和 1.0 倍。结论  对比 3 种补料分批发酵工艺, 在发酵中期放料后连续

补加培养基的发酵工艺可得然胶产量、生产强度、比产胶速率和转化率最高, 优于其余两种发酵工艺, 为可得

然胶工业化生产提供了理论支撑。 
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Optimization of fed-batch fermentation process for curdlan production by 
Agrobacterium sp. A02 

YAO Bo-Wei1*, TAO Peng2, CHANG Zhong-Yi2, GAO Hong-Liang2* 
(1. Ningxia Academy of Metrology & Quality Inspection, Yinchuan 750200, China; 2. School of Life Sciences, East China 

Normal University, Shanghai 200241, China) 

ABSTRACT: Objective  To improve the production of curdlan by Agrobacterium sp. A02 during fermentation, and 

optimize the fed-batch fermentation process. Methods  The 3 kinds of fed-batch fermentation processes were 

carried out for Agrobacterium sp. during the batch fermentation process in a 15 L fermenter, including a single 

supplementation of carbon source after discharging the fermentation broth, continuous feeding of the culture medium 

after discharging, and a single supplementation of the culture medium after discharging. The effects of these 

processes on the production of curdlan were investigated. Results  The single supplementation of carbon source 
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after discharging had the worst effect, while the continuous feeding of the culture medium had the best effect. The 

curdlan production obtained by continuous medium supplementation and one-time medium supplementation was 

66.69 g/L and 66.51 g/L respectively. Compared with the curdlan production obtained by one-time carbon source 

supplementation (53.69 g/L), it increased by 23.97% and 24.31% respectively. The production intensity was all 

0.69 g/(L·h), which was 23.2% higher than the one-time carbon source supplementation [0.56 g/(L·h)]. The curdlan 

production rate of continuous medium supplementation was 0.11 g/(h·g-cell), which was 22.2% higher than the 

process of one-time carbon source supplementation and one-time medium supplementation [0.09 g/(h·g-cell)]. The 

conversion rates of continuous medium supplementation and one-time medium supplementation were 44.31% and 

40.67% respectively, which were 1.1 times and 1.0 times that of one-time carbon source supplementation (40.67%). 

Conclusion  By comparing the 3 kinds of fed-batch fermentation processes, the fermentation process of continuous 

feeding of the culture medium after discharging in the middle stage of fermentation has the highest production of 

curdlan, production intensity, specific curdlan production rate and conversion rate, which is superior to the other 2 kinds 

of fermentation processes. This study provides useful information for enhancing the industrial production of curdlan. 
KEY WORDS: Agrobacterium sp.; curdlan; fed-batch fermentation; fermentation process 
 
 

0  引  言 

可得然胶 , 又称为热凝胶多糖 , 它是由根瘤菌

(Rhizobium sp.)[1]、土壤杆菌(Agrobacterium sp.)[2]或粪产碱

杆菌(Alcaligenes faecalis)[3]合成的一种微生物胞外多糖 , 
由 β-1,3-D-葡萄糖苷连接而成[4–5], 由于其加热成胶性、持

水性、无毒性、可降解性等性能受到食品行业和生命医学

等行业的广泛关注[6–8]。 
可得然胶水悬浮液可在不同温度(高温和低温)形成两

种结构不同的凝胶, 分别称为高凝固热不可逆凝胶和低凝

固热可逆凝胶[9]。相较于其他亲水胶体, 可得然胶具有独

特的加热流变性和保水性能, 目前已被美国食品药品监督

管理局(Food and Drug Administration, FDA)于 1995 年[10]、

我国于 2006 年[11]批准作为食品添加剂在工业食品中使用。

可得然胶可作为稳定剂、持水剂、增稠剂、乳化剂等广泛应

用在面制品[12]、肉制品[13]、乳制品[14]、脂肪替代食品[15–16]、

速冻食品[17]、复合食品添加剂中[18–19]。 
国内近年来在微生物发酵产可得然胶方向也报道了

诸多研究成果, 如于婷婷等[20]构建了 exoK 基因缺失菌株, 
并通过耐高糖筛选得到一株高凝胶强度可得然胶生产菌株, 
其凝胶强度较野生菌株提高了 17.6%; 李学朋等[21]通过对

发酵工艺和凝胶制备工艺优化提高可得然胶凝胶强度约

220%; 万婕等[22]通过研究不同类型搅拌桨对可得然胶发

酵影响, 提升可得然胶产量至 58.2 g/L。 
发酵就是指在分批发酵过程中, 以某种方式补加一

定的物料, 但是又不连续放出发酵培养基, 这是介于分批

发酵和连续发酵之间的一种发酵手段[23]。补料方式有很多

种, 根据补料方式的不同, 可以分为连续补料、半连续补

料和周期性补料。按照补料成分划分, 可以分为单组分补

料和多组分补料, 补料一般是在菌体大量生长阶段或者产

物生成阶段[24]。菌体生长阶段, 氮源大量消耗, 初始氮源

无法满足菌体生长需求时, 会根据需要进行选择性补加氮

源[25]。随着产物合成, 发酵液中碳源无法满足产物合成需要, 
需要在适当时候补加碳源, 以满足产物何合成需要[26]。俞晓

芸等[27]通过补料麦芽糖、葡萄糖等, 提升阿卡波糖中试发

酵产量 20.4%。郭建敏等[28]通过补料葡萄糖和硫酸铵, 提
高 γ-聚谷氨酸产量 38%左右。熊华仪等[29]通过优化补料发

酵工艺, 提升乳酸链球菌素效价 67%。 
补料分批发酵的关键是对补料控制方法的优化 [30], 

本研究针对产可得然胶土壤杆菌 A02 分批发酵过程, 在 15 L
发酵罐中探究放料后一次补加碳源、放料后连续补加培养

基和放料后一次补加培养基 3 种补料分批发酵工艺对可得

然胶产量的影响, 为提升可得然胶产量、降低生产成本和

工业化生产提供理论参考。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

土壤杆菌 A02 由华东师范大学生命科学学院微生物

实验室保存。 
蔗糖、酵母粉、牛肉膏、琼脂粉、3,5-二硝基水杨酸

(3,5-dinitrosalicylic acid, DNS)、四水酒石酸钾钠、苯酚、无

水亚硫酸钠、NaCl、NaOH、HCl、KH2PO4、(NH4)2HPO4、

MgSO4·7H2O、CaCO3(分析纯, 国药集团上海试剂有限公

司)。 

1.2  仪器与设备 

R1-250 型低温恒温培养箱、SorvallRC-6plus 型冷冻

离心机(美国 Thermo Fisher Scientific 公司); PB-10 型 pH
计、SQP 型电子天平(精度 0.0001 g)、BIOSTART-C PLUS
型 15 L 发酵罐(德国赛多利斯公司); DKY-Ⅱ型恒温调速回
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转式摇床(上海知楚设备有限公司) ; SW-CJ-2D 超净工作台

(苏州安泰空气技术有限公司); Milli-Q 去离子水发生器(美
国 Millipore公司); UV-2600i型分光光度计(日本岛津公司); 
Cytation1 型 酶 标 仪 ( 美 国 安 捷 伦 科 技 有 限 公 司 ); 
MLS-3781L-PC 高压蒸汽灭菌器(日本松下电器有限公司)。 

1.3  试验方法 

1.3.1  培养基的配制 
种 子 培 养 基 : 蔗 糖 20.0 g/L, KH2PO4 1.5 g/L, 

(NH4)2HPO4 5.0 g/L,  MgSO4·7H2O 1.0 g/L, CaCO3 3.0 g/L, 
调 pH 至 7.0。 

斜面培养基: 采用文献[31]中描述的配方。 
发酵培养基: 蔗糖 100.0 g/L, (NH4)2HPO4 3.0 g/L, 

KH2PO4 2.0 g/L, MgSO4·7H2O 1.0 g/L, 酵母粉 4.5 g/L, 
CaCO3 2.0 g/L, 消泡剂 0.5 g/L, 调 pH 至 7.0。 
1.3.2  土壤杆菌的活化与培养 

从–80 ℃取出土壤杆菌 A02 菌株冻存管, 接种于种子

培养基中(50/250 mL), 250 r/min, 30 ℃振荡培养 20 h 进行

活化。把活化后的菌液在斜面培养基试管上划线, 将试管

斜面放置在 30 ℃培养箱中培养 24 h。用接种环从培养好

的试管斜面上刮取一环接种到种子培养基中(100/500 mL), 
250 r/min, 30 ℃振荡培养 18 h。 
1.3.3  补料分批发酵 

将 1.3.2 中的种子液以 5% (V:V)接种量接入到 15 L 全

自动发酵罐中, 装液量为 9 L, 初始搅拌转速为 500 r/min, 
通气量为 1 vvm, 30 ℃培养 96 h。0~12 h 每隔 3 h 取样一次, 
测定发酵液 OD600 和氨态氮含量, 以监测菌种生长和氨态

氮消耗情况。从 24 h 开始每隔 12 h 取样一次, 测定可得然

胶含量和剩余蔗糖含量。本研究团队前期研究发现, 土壤

杆菌 A02 菌株在分批发酵 48~60 h 时间段产胶强度最高, 
蔗糖消耗速率最快[32], 因此本研究中选择分批发酵 48 h 和

60 h 时作为放料补料时间点。 
1.3.4  放料后一次补加碳源发酵工艺 

在 0~12 h 时间段控制 pH 至 7.0, 12~96 h 时间段控制

pH 至 5.5, 在 60 h 时放料 2 L, 一次补加蔗糖溶液(270 g/L) 
2 L。其他发酵条件同 1.3.3。 
1.3.5  放料后连续补加培养基发酵工艺 

在 0~12 h 时间段控制 pH 至 7.0, 12~96 h 时间段控制

pH 至 5.5, 在 48 h 时放料 2 L, 一次补加蔗糖溶液(270 g/L) 
2 L, 使发酵体系中的蔗糖质量浓度达到 60 g/L 以上。补加

结束后, 以恒定速率补加除去蔗糖和 CaCO3 的发酵培养基

(1.3.1 中所述), 补加速率为 28 mL/h, 补加时间为 36 h。 
1.3.6  放料后一次补加培养基发酵工艺 

在 0~12 h 时间段控制 pH 至 7.0, 12~96 h 时间段控制

pH 至 5.5, 在 48 h 时放料 2 L, 一次补加去除 CaCO3 的发

酵培养基(1.3.1 中所述)2 L, 使发酵体系中的蔗糖质量浓度

达到 60 g/L 以上。 

1.3.7  发酵过程参数测定方法 
菌体生长量的测定: 采用干重法测定[31]。 
发酵液中蔗糖含量的测定: 采用 DNS 法测定[33]。 
可得然胶产量的测定: 参照文献[31]中描述的方法稍

作修改, 准确量取 10 mL 发酵液, 加入 150 mL、1 mol/L 
NaOH 溶液, 200 r/min 摇床振荡 3 h。待可得然胶充分溶解

后, 9000 r/min, 离心 10 min, 取上清液, 将上清液用 6 mol/L 
HCl 溶液调 pH 至中性, 而后将调制中性的混合液 9000 r/min, 
离心10 min, 将沉淀水洗3次, 每次加入水150 mL, 9000 r/min, 
离心 10 min; 沉淀 60 ℃、12 h 烘干后称重, 计算可得然胶

产量。 
发酵液中氨态氮含量的测定: 按照文献[33]所述方法

进行发酵液中氨态氮含量的测定。 

1.4  数据处理 

所有实验均重复 3 次, 使用 Origin 2018 和 Excel 
2010 对数据进行统计、作图, 采用 SPSS 22.0 对数据进行

显著性差异分析, 以 P<0.05 为显著性差异, P<0.01 为极

显著性差异。 

2  结果与分析 

2.1  放料后一次补加碳源对可得然胶发酵的影响 

土壤杆菌 A02 使用一次补加碳源发酵工艺在 15 L 发

酵罐分批发酵产可得然胶过程中, 对发酵液中菌体干重、

蔗糖含量、氨态氮含量、可得然胶产量的动态变化情况进

行检测, 所得结果如图 1 所示。 
 

 
 

图1  放料后一次补加碳源发酵工艺代谢曲线 
Fig.1  Metabolic curves of fermentation process with one-time carbon 

source supplementation after inoculation 
 

可得然胶的分批发酵过程分为两个阶段, 前期为菌

体生长期, 后期为可得然胶合成期, 在分批发酵过程中, 前
期菌体生长消耗氮源, 当氮源耗净时进入产胶期。从图 1 的

发酵代谢曲线可以看出, 0~12 h 时间段菌体快速生长, 菌
体量从 0 h 的 0.7 g/L 增加到 12 h 的 4.1 g/L, 在 24~60 h 时, 
菌体量基本保持稳定, 为 5.5 g/L 左右; 在 60 h 时, 放料 2 L, 
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占总体积的 20%, 而后一次补加 270 g/L 质量浓度的蔗糖溶

液 2 L, 继续发酵。在放料 2 L 后, 菌体干重降低为 4 g/L, 
是因为放料的同时把菌体也放走了一部分。 

0~12 h 时间段氨态氮消耗速度很快, 12 h 后氨态氮也

基本消耗完全, 从最初的 2.3 g/L 下降到 0.1 g/L 左右。在

0~60 h 时间段, 蔗糖消耗迅速, 从最初的 97 g/L 降到了 60 h
的 5.6 g/L, 补加蔗糖后, 蔗糖质量浓度约为 70 g/L, 随后

蔗糖又开始快速消耗。可得然胶在 12 h 后开始合成, 在
12~72 h时间段的合成速率较快, 在 72 h以后开始放缓, 可
能是因为菌体量减少和菌体活性降低的原因。发酵 96 h 时

可得然胶产量达到了 53.69 g/L。 
对发酵期间各时间段发酵效果分析见表 1。可以看出

12~24 h、24~48 h 区间内可得然胶生产强度和比产胶速率均

维持在较高的水平, 分别为 0.75 g/(L·h)、0.13 g/(h·g-cell)
和 1.01 g/(L·h)、0.16 g/(h·g-cell), 但 48 h 后均开始下降, 
发酵 48~96 h时生产强度降到 0.43 g/(L·h), 比产胶速率降

到 0.10 g/(h·g-cell)左右。在 24~96 h 区间内蔗糖消耗速量

先降低后增加, 但可得然胶的合成速率逐渐降低, 转化率

也从 83.27%降到 30.50%。表明该补料方式对可得然胶发

酵没有促进效果。 
 

表 1  一次补加碳源发酵工艺对可得然胶发酵的影响 
Table 1  Effects of one-time carbon source supplementation fermentation process on curdlan fermentation 

发酵 
时间/h 

生物量 
/(g/L) 

可得然胶 
产量/(g/L) 

蔗糖消耗 
量/(g/L) 

可得然胶生产强度 
/[g/(L·h)] 

比产胶 
速率/[g/(h·g-cell)] 

转化率 
/% 

0~12 4.56 0 19.50 0 0 0 

>12~24 5.76 9.00 31.34 0.75 0.13 28.72 

>24~48 6.49 33.15 29.00 1.01 0.16 83.27 

>48~72 4.43 43.40 18.60 0.43 0.10 55.11 

>72~96 3.96 53.69 33.74 0.43 0.11 30.50 
 

2.2  放料后连续补加培养基对可得然胶发酵的影响 

土壤杆菌 A02 使用放料后连续补加培养基发酵工艺

在 15 L 发酵罐分批发酵产可得然胶过程中, 对发酵液中菌

体干重、蔗糖含量、氨态氮含量、可得然胶产量的动态变

化情况进行检测, 所得结果如图 2 所示。 
 

 
 

图2  放料后连续补加培养基发酵工艺代谢曲线 
Fig.2  Metabolic curves of fermentation process with continuous 

medium supplementation after inoculation 
 

由图 2可知, 0~12 h时间段, 菌体快速生长, 伴随着氮

源快速消耗, 在 24~48 h 时间段, 菌体稳定在 5.6 g/L 左

右。48 h 时放料 2 L, 同时一次补加 270 g/L 质量浓度的蔗

糖溶液 2 L, 此后以 28 mL/h 的恒定速率补加不含蔗糖和

CaCO3 的培养基。放料后, 菌体干重为 4.5 g/L 左右, 随着

培养基的补加, 菌体干重开始缓慢增加, 到 96 h 时, 菌体

量增加到了 6.3 g/L 左右。这说明在可得然胶发酵中后期补

加培养基成分可以增加生物量, 达到了菌体二次生长的目

的。发酵 96 h 时可得然胶产量达到了 66.69 g/L。 
对发酵期间各时间段发酵效果分析见表 2。可以看出

12~24 h、24~48 h 区间内可得然胶生产强度和比产胶速率均维

持在较高的水平, 分别为 0.74 g/(L·h)、0.13 g/(h·g-cell) 和
0.96 g/(L·h)、0.17 g/(h·g-cell), 但 48 h 后均开始下降, 发酵

48~72 h 区间内生产强度降到 0.51 g/(L·h), 比产胶速率降至

0.10 g/(h·g-cell)。但在 72~96 h 区间, 生产强度和比产胶速率

分别升至 0.94 g/(L·h)和 0.15 g/(h·g-cell)。在 24~96 h 区间内

蔗糖消耗速量基本不变, 但可得然胶的合成速率先降低后增

加, 转化率也从 57.02%到 58.01%, 在 72~96 h 时间段基本升

至 24~48 h 区间水平, 最终发酵可得然胶产量为 66.69 g/L。
连续补加培养基, 由于一直有新鲜氮源的加入, 菌体活性维

持较好, 在发酵末期还能保持一个较高的生产强度。表明

该补料方式使得发酵末期菌体得以二次生长, 增加了可得

然胶发酵产量, 对可得然胶发酵有一定的促进效果。 

2.3  放料后一次补加培养基对可得然胶发酵的影响 

土壤杆菌 A02 使用放料后一次补加培养基发酵工艺

在 15 L 发酵罐分批发酵产可得然胶过程中, 对发酵液中菌

体干重、蔗糖含量、氨态氮含量、可得然胶产量的动态变化

情况进行检测, 所得结果如图 3 所示。由图 3 可知, 0~12 h
时间段, 菌体快速生长, 伴随着氮源快速消耗, 氮源在 12 h
基本消耗完毕, 菌体量的增加开始放缓, 慢慢进入稳定期, 
菌体干重在 24~48 h 时间段达到了 6.5 g/L。随着碳源的快

速消耗, 在 48 h 时放料 2 L, 补加 2 L 完全培养基, 其中包含

了发酵所需的碳源和其他营养成分。由于补充了新的氮源,  
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表 2  连续补加培养基发酵工艺对可得然胶发酵的影响 
Table 2  Effects of continuous medium supplementation fermentation process on curdlan fermentation 

发酵 
时间/h 

生物量 
/(g/L) 

可得然胶 
产量/(g/L) 

蔗糖消耗 
量/(g/L) 

可得然胶生产强度

/[g/(L·h)] 
比产胶 

速率/[g/(h·g-cell)] 
转化率 

/% 

0~12 4.73 0 14.29 0 0 0 

>12~24 5.83 8.92 16.69 0.74 0.13 53.44 

>24~48 5.71 31.91 40.32 0.96 0.17 57.02 

>48~72 4.96 44.04 39.75 0.51 0.10 30.54 

>72~96 6.38 66.69 39.05 0.94 0.15 58.01 
 

 
 

图3  放料后一次补加培养基发酵工艺代谢曲线 
Fig.3  Metabolic curves of fermentation process with one-time 

medium supplementation after inoculation 
 

菌体量在 48 h 后又开始增加, 到了 96 h, 菌体量达到了

7 g/L 左右。48~72 h 时间段可得然胶的合成速率也出现

了加快 , 可能是补加培养基后 , 菌体浓度增加 , 同时菌

体活性也得到了提高。在 72 h 时, 可得然胶产量达到了

53.64 g/L。72 h 以后, 可得然胶合成速率出现放缓, 这是

随着可得然胶产量的增加, 发酵液传质变差的原因。发酵

96 h 可得然胶的产量达到了 66.51 g/L。 
对发酵期间各时间段发酵效果分析见表 3。可以看出与

一次补加碳源和连续补加培养基补料工艺一致, 12~24 h、
24~48 h 区间内可得然胶生产强度和比产胶速率均维持

在较高的水平, 分别为 0.79 g/(L·h) 、0.14 g/(h·g-cell)
和 1.16 g/(L·h)、0.18 g/(h·g-cell), 但 48 h 后均开始下降, 
发酵 48~72 h 区间内生产强度降到 0.67 g/(L·h), 较连续补

加工艺同时段生产强度[0.51 g/(L·h)]提高了 31.4%, 比产胶

速率则降至 0.10 g/(h·g-cell)。在 72~96 h 区间, 生产强度和

比产胶速率继续下降至 0.54 g/(L·h)和 0.07 g/(h·g-cell)。
但最终发酵可得然胶产量为 66.51 g/L , 这与连续补加培养

基工艺基本一致。在 24~72 h 区间内蔗糖消耗速量基本不

变, 转化率从 63.38%降至 36.85%; 72~96 h 区间内蔗糖消

耗量降至 28.15 g/L, 转化率增加至 45.72%, 可得然胶生产

强度为 0.54 g/(L·h), 低于同阶段连续补加培养基生产强度

[0.94 g/(L·h)], 降低了 74.1%, 转化率和产胶速率也相应低

于同时间段连续补加工艺[58.01%、0.15 g/(h·g-cell)], 但高

于同阶段一次补加碳源发酵工艺的值[30.50%、0.43 g/(L·h)], 
这可能是因为一次补加培养基后, 菌体快速生长, 可得然

胶合成速率升高, 但随着发酵的继续 , 可得然胶的增多, 
发酵环境趋于恶化, 导致菌体活性受到影响, 从而导致发

酵末期生产强度和产胶速率降低。实验结果仍表明该补料

方式对可得然胶发酵具有一定的促进效果。 

2.4  不同发酵工艺对可得然胶发酵的影响 

土壤杆菌 A02 分别使用放料后一次补加碳源、连续补

加培养基、一次补加培养基 3 种发酵工艺在 15 L 发酵罐分

批发酵产可得然胶过程中对发酵液中菌体生物量动态变化

情况进行检测, 所得结果如图 4 所示。 
由图 4 可知, 在 0~24 h 阶段, 菌种快速生长, 菌体量

在 24 h 达到了一个稳定的状态, 在 48 h 以后, 由于放料的

影响, 3 种补料方式都出现了菌体量的下降。一次补加碳源

方式在菌体量出现下降以后, 由于没有新增氮源, 所以菌

体量基本不再变化, 维持在 4 g/L左右; 连续补加培养基方

式在 48 h 以后, 由于发酵体系中有了新的氮源, 菌体量逐

渐增加, 并且在 96 h 时增加到了 6.3 g/L 左右; 一次补加培

养基的发酵罐在得到氮源补充后, 也出现了菌体量的增加, 
96 h 时菌体量增加到了 7.3 g/L 左右。由此证明, 在可得然

胶发酵过程中补加培养基成分能引起菌种的二次生长, 这
对于维持发酵后期菌体量和菌体活力有很大促进意义。 

 

表 3  一次补加培养基发酵工艺对可得然胶发酵的影响 
Table 3  Effects of one-time medium supplementation fermentation process on curdlan fermentation 

发酵 
时间/h 

生物量 
/(g/L) 

可得然胶 
产量/(g/L) 

蔗糖消耗 
量/(g/L) 

可得然胶生产强度

/[g/(L·h)] 
比产胶 

速率/[g/(h·g-cell)] 
转化率 

/% 

0~12 4.63 0 18.01 0 0 0 

>12~24 5.56 9.47 29.64 0.79 0.14 31.95 

>24~48 6.54 37.40 44.07 1.16 0.18 63.38 

>48~72 6.38 53.64 44.07 0.67 0.10 36.85 

>72~96 7.33 66.51 28.15 0.54 0.07 45.72 
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图4  不同补加方式对可得然胶发酵菌体量的影响 
Fig.4  Effects of different supplementation methods on the biomass of 

curdlan fermentation 
 

对 3 种补料发酵工艺发酵结果进行比较(表 4), 放料

后单纯补加蔗糖的发酵工艺 96 h 最终的可得然胶产量为

53.69 g/L, 放料后连续补加培养基和一次补加培养基

96 h 时可得然胶产量一致, 均为 66 g/L 左右 , 分别为

66.69 g/L 和 66.51 g/L, 较单纯补加碳源可得然胶产量分

别提高了 23.97%和 24.31%。从生产强度和比产胶速率来看, 
连续补加培养基和一次补加培养基补料方式生产强度相同, 
均为 0.69 g/(L·h), 较一次补加碳源工艺[0.56 g/(L·h)]提
高 23.2%; 连续补加培养基比产胶速率为 0.11 g/(h·g-cell), 
较一次补加碳源和一次补加培养基工艺[0.09 g/(h·g-cell)]
提升 22.2%。转化率方面 , 连续补加培养基转化率为

44.31%, 一次补加培养基为 40.67%, 分别是一次补加碳源

补料方式(40.59%)的 1.1 倍和 1.0 倍。这表明发酵中期放料

后连续补加培养基方式要优于其他两种发酵工艺。 
 

表 4  不同补料发酵工艺对可得然胶发酵的影响 
Table 4  Effects of different feeding fermentation processes on 

curdlan fermentation 

发酵工艺 
可得然胶 
产量/(g/L)

可得然胶生产 
强度/[g/(L·h)] 

比产胶速率

/[g/(h·g-cell)] 
转化率

/% 
一次补加碳源 53.69 0.56 0.09 40.59
放料后连续补

加补加培养基 
66.51 0.69 0.11 44.31

放料后一次补

加培养基 
66.69 0.69 0.09 40.67

 

3  讨论与结论 

可得然胶作为一种新型微生物胞外多糖, 因其热成

胶性和流变性被用于食品工业和生命医学等行业, 我国目

前暂时无法实现可得然胶完全自主化生产, 究其原因是产

量低、凝胶强度低等瓶颈问题[34]。为提升可得然胶发酵产

量, 众多学者在可得然胶分批发酵优化方面进行了诸多探

索。如刘恩华等[35]探究了不同单一碳源补料发酵工艺对土

壤杆菌发酵产可得然胶的影响, 确定了一种半连续补料发

酵工艺, 其可得然胶产量较连续补料发酵工艺提高 1.69
倍。刘惠等[36]通过在菌体生长期补加氨水, 可得然胶产生

期补加葡萄糖, 可得然胶产量较分批发酵提高 157%。LEE
等[37]通过在土壤杆菌发酵 46 h 时补加尿嘧啶和蔗糖, 其发

酵所得可得然胶产量为 93 g/L, 较分批发酵提升 79%。

PULIGA等[38]在发酵 36 h时通过补加 H2O2, 可得然胶产量

也提高了 15%左右。孙京云等[39]通过连续补料补加葡萄糖

的方式提升可得然胶产量至 33.88 g/L。目前可得然胶补料

分批发酵工艺优化研究集中在补加碳源、微量元素、氨水和

尿嘧啶等, 直接补加完全培养基的研究暂未见相关报道。 
为提升可得然胶产量以满足工业化生产, 本研究探

讨了可得然胶补料分批发酵工艺优化, 比较了发酵中期放

料后一次补加碳源、连续补加培养基、一次补加培养基 3 种

发酵工艺对可得然胶产量的影响。结果表明, 放料后一次补

加和连续补加发酵培养基, 可得然胶产量均为 66.6 g/L 左右, 
较一次补加碳源(53.6 g/L)提高 24%左右。但从生产强度和

产胶速率来看, 在 48~72 h 阶段, 连续补加培养的发酵工

艺的可得然胶生产强度为 0.51 g/(L·h), 而培养基通过一

次补加的方式, 可得然胶的生产强度为 0.67 g/(L·h), 比
连续补加方式提高了 31.4%。在 72~96 h 阶段, 连续补加培养

的发酵工艺的可得然胶生产强度为 0.94 g/(L·h), 而培养基通

过一次补加的方式, 可得然胶的生产强度为 0.54 g/(L·h), 
比连续补加方式降低了 74.1%。造成这种差异可能是一次

补加培养基后, 菌体快速生长, 可得然胶合成速率较高, 
随着发酵的继续, 可得然胶的增多, 发酵环境的恶化, 导
致菌体活性受到影响。而连续补加培养基, 由于一直有新

鲜氮源的加入, 菌体活性维持得较好, 在发酵末期还能保

持一个较高的生产强度。这种差异对于将来可得然胶大规

模发酵来说是非常有意义的, 因为可得然胶的生产强度决

定了发酵时间, 可得然胶合成速率越高, 发酵的时间就可以

越短, 从而最大程度节约成本。整个发酵过程中, 放料后连

续补加培养基和一次补加培养基发酵工艺可得然胶生产强

度均为 0.69 g/(L·h), 比产胶速率分别为 0.11 g/(h·g-cell)
和 0.09 g/(h·g-cell)。转化率方面, 连续补加培养基转化率

为 44.31%, 一次补加培养基为 40.67%, 分别是一次补加碳

源补料方式(40.59%)的 1.1 倍和 1.0 倍。这表明发酵中期放

料后连续补加培养基方式要优于其他两种发酵工艺。与现

有可得然胶分批发酵工艺[32]相比(34 g/L), 连续补加培养基

发酵 96 h 时(66.6 g/L)可得然胶产量提升 95%, 对于提升可

得然胶产量, 降低生产成本具有重要意义, 具有一定的工

业化应用前景。但连续补加培养基工艺操作较一次补加碳

源和培养基工艺更为复杂, 在未来中试放大发酵培养和工
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业化应用中还需进一步优化发酵流程和工艺并验证其长期

稳定性。 
本研究探索性地发现了土壤杆菌 A02 菌株在可得然

胶发酵中后期, 适当补加含有氮源的培养基会有利于可得

然胶的合成。可得然胶属于次级代谢产物, 它的合成是土

壤杆菌在环境恶劣的条件下(氮源限制)的一种自我保护机

制[40], 但是菌体长期处于恶劣环境中, 会出现菌体活力下

降的可能, 所以, 在发酵后期补加适量培养基, 保持菌体

活力, 可能使得菌体可以保持高效合成可得然胶的状态, 
对于了解土壤杆菌 A02在发酵过程中的变化规律具有重要

意义, 为可得然胶进一步放大中试和工业化生产提供理论

支持。 
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