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热凝胶（R?2B):D）是一种直链结构的!3!，E3葡聚糖，由

3,0+,#1%$%& -+%0+,#& 4+* * 526(1%$%& 发酵生产而来，是一种新型

的微生物胞外多糖［!］，其分子量在 #% 万左右。热凝胶在中

性条件下不溶于水，但能溶于碱溶液中。加热含有热凝胶的

水浊液可形成两种类型的凝胶，一种是弹性较低的类似琼脂

的可逆胶；另外一种是凝胶强度大、弹性好的热不可逆胶。

由于热凝胶具有独特的热成胶性能，在食品工业，特别是高

温制作的食品领域具有广阔的应用前景。热凝胶的胶体可

以包容和控制药物的扩散，所以可以用来作为药物传递的多

聚物［$］，热凝胶的硫酸盐（RSF,），可以用于抗病毒剂，以防

止一些人类至今不能攻克的病毒的感染［E］。!&&8 年，美国的

9FQ 批准热凝胶作为一种食品添加剂应用，为热凝胶开辟了

更为广阔的应用前景。

作者曾报道过，通过对本实验室保藏的一株粪产碱杆菌

TU3R!$（3,0+,#1%$%& -+%0+,#& 4+* * 526(1%$%&）进行了研究，确定

了其最佳发酵培养基组成及发酵工艺条件，并进行了 !# V
自动机械搅拌罐的放大实验［4］。本实验室正与相关企业合

作在对这一产品进行中试研究，并准备使之工业化。而要产

业化，必须使之在价格上比其它类似产品有竞争力，所以提

高生产强度和糖转化率以降低生产成本是很重要的。

在热凝胶生产中，影响热凝胶生产强度和糖转化率的因

素很多，.O 就是其中一个最重要的因素之一。在摇瓶实验

中，.O 控制主要是靠调初始 .O 和在培养体系中加缓冲盐类

来进行的。细胞的最适生长 .O 与最适发酵 .O 是往往不一

样的，而通过前面的这种方法控制 .O 进行发酵，不可能使

体系一直处于一个最佳的 .O 状态。在这篇文章中，作者把

整个热凝胶发酵过程分成两个阶段，即菌体生长期和热凝胶

合成期，在 !# V 的自动控制发酵罐上用酸碱流加控制两个

阶段的 .O，研究了 .O 对菌体生长和热凝胶生产的影响。

# 材料与方法

#$# 材料

#$#$# 菌 种：粪 产 碱 杆 菌 TU3R!$（ 3,0+,#1%$%& -+%0+,#& 4+* *
526(1%$%&），作者所在研究室保藏。

#$#$% 斜面培养基（>WV）：葡萄糖 4%，酵母膏 #，R:RXE !%，琼

脂 $%，.O 5Y%。

#$#$& 种子培养基（>WV）：葡萄糖 $%，酵母膏 !%，.O 5Y%。

#$#$’ 发酵培养基（>WV）：葡萄糖 #%，酵母膏 !Y%，+O4R) !Y!，

无机盐离子，.O 5Y%。

#$% 培养条件

#$%$# 一级种子培养：将一环活化好的斜面种子接入装有

8% 0V 种子培养基的 $#% 0V 三角瓶中，于 E% Z，$%% 2W0=D 摇

床培养 !5 [ !" J。

#$%$% 二级种子培养：将 # 0V 一级种子接入装有 !%% 0V 种

子培养基的 #%% 0V 三角瓶中，于 E% Z，$%% 2W0=D 培养 !" J。

#$%$& !#V 发酵罐培养：将 #%% 0V 二级种子，接入装有 & V
发酵培养基的 !# V 的 6=(H/:/ R!%3E 自动控制发酵罐，E% Z培

养。在细胞生长期用 4 0()WV +:XO 控制 .O 至 5Y%，在氮源消

耗殆尽，细胞生长结束后，用 E 0()WV OR) 调 .O 至一定值，并

保持恒定。搅拌转速为 4%% 2W0=D，通气量为 %Y# VW（V·0=D）。

#$& 分析方法

#$&$# 热凝胶产量测定：# 0V 发酵液，于 5%%% 2W0=D 离心 $%
0=D，向离心得到的沉淀中添加 $ 0()WV +:XO !% 0V，搅拌静

置 ! J，使热凝胶充分溶解，离心，取上清液，用 E 0()WV OR) 调

.O 至中性，得到凝胶。离心，向沉淀中加蒸馏水洗涤、离心

若干次，在 "# Z烘干至恒重，称重，计算产量。

#$&$% 细胞浓度的测定：按 !YEY! 的方法，向提取热凝胶后

得到的沉淀中添加 ! 0()WV OR) !% 0V，振荡离心，沉淀再用蒸

馏水洗涤若干次，在 "# Z烘干至恒重，称量。

#$&$& 葡萄糖浓度测定：E，#3二硝基水杨酸法（F+, 法）［#］。



!"#"$ 氯化铵浓度测定：改良的靛酚蓝!次氯酸钠分光光度

法。

!"#"% "#$ %（溶解氧百分浓度）测定：&’()*+* ,-.!/ 自动发酵

罐自带溶氧电极测定，通气量为 012 34（3·5’6），罐内压力为

.，搅拌转速 0.. 745’6，稳定 -. 5’6 后调百分比。

& 结果与讨论

&"! 热凝胶发酵过程分析

图 - 是 -2 3 自动控制发酵罐进行热凝胶发酵过程曲线

图，其 "8 控制跟摇瓶实验一样是靠培养液中的磷酸盐和

,+,#/ 缓冲自然下降来调节的。从图中可见，热凝胶发酵菌

体生长和热凝胶合成是非偶联的，整个发酵过程可以分成两

个阶段：前 -. 9 是菌体生长期，-. 9 后氯化铵被消耗殆尽，热

凝胶开始合成，至发酵结束是热凝胶合成期（简称产胶期）。

在菌体生长期，氯化铵作为氮源迅速被利用，菌体快速生长，

"#$ %直线下降，由于铵离子作为氮源被菌体利用而释放出

质子以及发酵过程中产生有机酸，培养液中的 "8 也迅速下

降。-. 9 左右，氯化铵被消耗殆尽，菌体质量浓度达到最大

值，"#$ %和 "8 降至最低点，菌体生长结束。此后进入热凝

胶合成期，由于在这一时期内菌体对氧气的需求低于生长

期，"#$ %开始上升并保持在 :. %左右，"8 在磷酸盐缓冲作

用以及 ,+,#/ 调节作用下稳定在 21; < 21= 之间。-$. 9 左右

作为底物的葡萄糖被消耗殆尽，菌体的代谢受到限制，"#$ %
迅速回升，此时可判断为发酵结束。

图 - 热凝胶发酵过程
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&"& ’( 控制对热凝胶发酵的影响

作者已研究了不同起始 "8 值对热凝胶发酵的影响［:］，

发现低起始 "8 值和高起始 "8 值均不利于热凝胶合成，当起

始 "8 值为 :1. 时热凝胶产量最高，产胶期发酵液的 "8 值一

般维持在 210 < ;1. 之间。而当起始 "8 值低于 ;12 时，产胶

期（发酵后期）发酵液的 "8 值降得较低，在 21. < 21/ 左右，

热凝胶产量很低，"8 值降得更低的，热凝胶不再合成；而起

始 "8 值高于 :12 时，产胶期发酵液的 "8 值较高，在 ;1. 以

上，随着 "8 值的升高，热凝胶产量逐渐降低，而残糖浓度增

加。

发酵过程中，培养液的 "8 值影响菌体对基质的利用速

度、细胞结构以及细胞内各种酶的活性从而影响菌体的生长

和产物的合成。由于发酵是多酶复合反应系统，各酶的最适

"8 值也不相同，因此同一菌体，其生长最适 "8 值很有可能

与产物合成的最适 "8 是不一样的［;］。3+IE(7H 等报道［:］，热

凝胶生产菌 !"#$"%&’(’) *$’#$"%) +$, @ -./0&’(’) 的生长最佳 "8
在 :1. 左右，而 "8 值在 21: < ;1$ 之间比较适合热凝胶合成。

作者也发现起始 "8 值 :1. 时菌体生长较好；产胶期 "8 维持

在 210 < ;1. 之间时，能得到较高的热凝胶产量。但是作者同

时也发现由于发酵过程中 "8 波动较大的，产量及产率也不

是很稳定。作者把热凝胶发酵过程分成菌体生长期和产胶

期两个阶段，两个阶段 "8 值分别控制，这样就可以分别研究

"8 变化对菌体生长及热凝胶合成的影响了。在 -23 的 &@
&7+G6 &’()*+* ,-.!/ 自动控制发酵罐上，先在菌体长期用 0
5(F43 J+#8 把培养液的 "8 值恒定控制在 :1.，等氮源氯化铵

消耗殆尽，溶氧开始回升后，再用 / 5(F43 8,F 把发酵液的 "8
值降到某一值（;1$、21=、21;、21/），并控制恒定，以考察 "8 控

制对菌体生长和热凝胶合成的影响。

&"&"! "8 控制对菌体生长的影响：图 $ 是分两阶段 "8 控制

下热凝胶发酵过程曲线，图 - 和图 $ 比较可以发现，菌体生

长期的 "8 恒定控制在 :1. 情况下，碳氮源的消耗及菌体的

生长情况与只调起始 "8 :1. 的情况基本上没有什么区别，

菌体生长期都在 -. 9 左右结束，菌体质量浓度都为 $1$ ?43
左右（见表 $）。这可能是因为在 "8 自然下降的条件下，由于

培养基中磷酸盐和 ,+,#/ 的缓冲作用以及氯化铵浓度不大，

铵离子被利用完后引起的 "8 下降幅度不是很大，对菌体生

长影响不大。虽然在本实验的氮源浓度下，两种 "8 控制方

式下菌体都能很好的生长，但是作者在研究氮源浓度对热凝

2/;2 期 王 磊等："8 控制对热凝胶发酵的影响



胶发酵的过程发现（见表 !），当把培养基中氯化铵浓度增加

到 !"# $%& 以上时，产胶期发酵液中就开始有氯化铵残留，最

终 ’( 值也比较低，虽然有热凝胶生成，但产量很小；当氯化

铵浓度增加到 )"* $%& 时，发酵后期 ’( 降到 +"*，热凝胶不再

合成。分析可能就是因为大量铵离子被利用后引起 ’( 下降

幅度较大，而在较低 ’( 条件下菌体生长受到抑制，虽然培养

液中还有铵离子存在，但菌体已不再生长，并开始合成热凝

胶，但是由于铵离子存在以及较低的 ’( 值下，热凝胶合成已

受抑制。为了进一步提高热凝胶的生产强度，就不得不考虑

在培养基中增加氮源浓度以增加菌体浓度来提高热凝胶的

生产强度。在这样的情况下，菌体生长期进行 ’( 控制是非

常有必要的了。

图 ) 两阶段 ’( 控制条件下热凝胶发酵过程

,-$.) /01 23450 ’678-91 78 5199 $67:40 3;< 5=6<93; ’67<=54-7; =;<16 4:7>?43$1 ’( 57;467991< 57;<-4-7;

表 ! 不同氯化铵浓度对热凝胶发酵的影响

"#$%& ! ’((&)* +( ,-./% %&0&% +1 )234%#1 (&35&1*#*6+1

@(+A9%（$%&） A=6<93;%（$%&） /16B-;39 ’(

!"! )) #"C

!"# !D #"E

!"F C +"G

)"* E +"*

78787 ’( 控制对热凝胶合成的影响：表 ) 比较了控制不同

产胶期 ’( 条件下热凝胶生产的各项指标。可以看出，两阶

段 ’( 控制条件下，热凝胶产量、热凝胶生产强度以及 !’ 和

"H %I 比 ’( 自然下降的都要有不同程度的提高，在控制产胶

期 ’( #"G 的情况下比 ’( 自然下降的分别提高了 )E"+ J、

*C"! J、*C"! J和 )F"# J。在两阶段 ’( 控制的热凝胶发酵

中，考察产胶 ’( 范围（G") K #"*）内，’( 变化对产胶期各项指

标的影响。如图 ! 可发现：随着产胶期 ’( 值的下降，葡萄糖

消耗速率和 LI 也逐渐增大，这说明产胶 ’( 范围内，热凝胶

生产菌在低的 ’( 值条件下利用葡萄糖能力要比高 ’( 值条

件下大。热凝胶生产强度、!’ 以及 "H %I 在 ’( #"G 处出现最

大值，可能 #"G 是菌体合成热凝胶的酶系的最适 ’( 值，最适

合热凝胶的合成，所以 !’ 和 "H %I 都比其它 ’( 值下要高。

热凝胶生产菌 #$%&$’()*)+ ,&)%&$’+ -&. . /012()*)+ 除了产热凝胶

外，同时还能合成另外两种非热凝胶型的水溶性多糖 M 和

N［C］，在 ’( 大于 #"G 的条件下，菌体利用葡萄糖的能力相对

较低，所以热凝胶合成也较慢；而在 ’( 小于 #"G 的条件下，

虽然菌体利用葡萄糖的能力随着 ’( 的下降而增大，但是相

对较低的 ’( 条件容易使代谢途径向合成另外两种非热凝胶

型的水溶性多糖偏移，降低了菌体合成热凝胶的能力。

表 7 不同 9- 控制条件对热凝胶发酵结果的影响
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从上面的研究结果可知，把热凝胶发酵过程分成两个阶

段，菌体生长期 !" 恒定控制在 #$%，热凝胶合成期 !" 恒定在

&$’ 可以得到最大的热凝胶产量、生产强度及转化率。实验

证明热凝胶的两阶段 !" 控制发酵不但可行，而且比 !" 自然

下降的效果显著，还为后面进一步对热凝胶产量、热凝胶生

产强度的研究提供新的方式和可能。当我们在两阶段 !" 控

制条件下，把氯化铵浓度提高到 ($’ )*+，培养 ,% -，热凝胶产

量 ./ )*+，热凝胶生产强度达到 /0, 1)*（+·-），!! 为 ((% 1)*
（+·-·)），生产强度得到很大提高。为了提高热凝胶产量及

其生产强度，国外研究者也作了很多研究，他们有的研究通

风和搅拌速率对热凝胶生产的影响，通过改进搅拌桨等方法

把 !! 从原来的 #. 1)*（+·-·)）提高至 (%% 1)*（+·-·)）［2］；有

的研究者通过分批添加尿嘧啶和葡萄糖把热凝胶产量提高

到 2/ )*+［(%］。但是为了降低生产成本，更好地工业化，还有

很多的工作需要我们去做。
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