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研究论文 初始生物素含量波动时谷氨酸发酵关键酶系的

酶活变化模式
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摘要$谷氨酸发酵培养基中的生物素初始含量会随玉米浆来源%批次的不同出现波动"进而影响谷氨酸发酵性

能和稳定性&本文研究分析了谷氨酸发酵中"初始生物素含量正常'不当"特别是初始含量不当%采取补救措施

条件下的丙酮酸%异柠檬酸和
!

<

酮戊二酸代谢节点处关键酶的活性变化&生物素匮乏时"催化主代谢途径的关

键酶活性均被弱化"特别是
!

<

酮戊二酸脱氢酶完全失活"能量代谢主要靠乙醛酸循环维持&当发现生物素匮乏

并补加生物素后"中心代谢途径关键酶(((丙酮酸脱氢酶的活性恢复到正常水平"

=,>

重新成为主要供能途

径&生物素过量时"丙酮酸羧化酶和谷氨酸脱氢酶活性基本不变"而其他关键酶均被激活&当发现生物素过量

并添加吐温
;*

后"丙酮酸脱氢酶和异柠檬酸脱氢酶依旧保持很高活性"而
!

<

酮戊二酸脱氢酶和异柠檬酸裂解酶

的活性则下降到正常水平&采用上述补救措施可以挽救因初始生物素匮乏或过量所引起的错误发酵"终酸浓度

均可恢复到对照 !生物素亚适量#水平 !

#?

"

@*

A

)

B

C+

#&另外"对生物素初始含量和吐温添加进行复合式调

控"终酸浓度可进一步提高"达到
@#

A

)

B

C+

"比对照提高
@'@D
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关键词$代谢分析*谷氨酸发酵*酶学分析*生物素*吐温
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在谷氨酸发酵中"培养基中的初始生物素含量

直接影响菌体生长和谷氨酸积累"控制生物素亚适

量是谷氨酸发酵的优化操作模式之一.

+

/

&生物素主

要来源于培养基中的玉米浆&不同来源%不同生产

批次的玉米浆中生物素含量存在波动"容易引起谷

氨酸生产的不稳定&一般认为"初始生物素过量

时"向培养基中适度添加表面活性剂或青霉素可以

增加细胞通透性%强制细胞转型.

)<"

/

"降低
!

<

酮戊

二酸脱氢酶活性"弱化
=,>

循环"使得主要代谢

碳流大量导向
!

<

酮戊二酸
$

谷氨酸的积累方向.

;<!

/

&

而当初始生物素匮乏时"理论上适度添加生物素以

刺激细胞继续生长"可使发酵恢复正常&生物素除

影响细胞生长%细胞膜完整性%细胞形态转型%谷

氨酸分泌等.

#

/外"还会对发酵过程的关键酶系产生

影响&另外"谷氨酸发酵属于生长非偶联型发酵&

理论上"可以利用 ,两阶段-型优化操作模式.

@

/

"

通过复合调控初始生物素含量和表面活性剂吐温的

添加"实现谷氨酸高效生产$在细胞生长期通过生

物素过量来提高细胞浓度*而在产酸期通过添加表

面活性剂"促进谷氨酸的分泌和胞外积累%提高细

胞的利用效率&本文研究比对初始生物素含量不当

以及采取补救措施后谷氨酸发酵关键酶系的变化模

式"可为了解谷氨酸发酵代谢机理和关键酶的作

用"及时排除因初始生物素含量不当所引起的发酵

故障%稳定发酵性能"为谷氨酸发酵的优化控制提

供一定的理论依据和实用参考&
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实验材料与方法

JKJ

!

菌株

谷氨酸棒杆菌
>'(

#

,"&%3)"(0.?@1.)%?03.?

/

E++;

"本实验室保藏菌株&

JKL

!

培养基

种子培养基%发酵培养基 !玉米浆量根据实验

需要添加#%流加培养基见文献.

E

/&

JKM

!

发酵和培养条件

种子培养条件$

")̂

"

))*2

)

KG3

C+培养
@N

&

罐发酵条件$实验在
?B

发酵罐 !上海保兴公

司产#中进行&初始装液量
"B

"接种量
@D

!体

积#"自动流加
)?D

!质量#氨水控制
9

X

于

#'*

"

#')

"发酵周期
";

"

"!N

&控制温度于
")̂

%

溶氧浓度约
)*D

%通风量
+'""PPK

&溶氧%

9

X

%

氨耗和糖耗等发酵数据均可在线测量.

E

/

&

JKN

!

分析方法

+';'+

!

菌体浓度!谷氨酸!葡萄糖浓度的测定
!

见文献.

E

/&

+';')

!

酶活性测定
!

样品预处理及粗酶液获取见

文献.

E

/&丙酮酸脱氢酶 !

[ZX

#%丙酮酸羧化酶

!

[,

#%异柠檬酸脱氢酶 !

-,ZX

#%异柠檬酸裂解

酶 !

-,B

#%

!

<

酮戊二酸脱氢酶 !

UZX,

#和谷氨酸

脱氢酶 !

_ZX

#的酶活测定采用文献所报道的方

法.

+*<+?

/

"并根据实际情况对各反应物浓度进行了

调整&本文中所涉及酶活均为总酶活"即单位体积

发酵液的酶活 .

`

)!

K&M2%JN

#

C+

/&

+';'"

!

摄 氧 速 率 "

Ù Y

#和
,U

)

释 放 速 率

"

,.Y

#的计算
!

根据尾气分析仪 !

Ba8)***>

"

韩国
BUa>/

产#测得的
,U

)

和
U

)

分压值"按文

献报道的公式.

+!

/在线计算
Ù Y

和
,.Y

&

)

!

结果与讨论

本研究中"对照 !生物素亚适量#发酵培养基

初始玉米浆添加量为
+?

A

)

B

C+

"相应的生物素含

)

ABCD

)

!

第
#

期
! !

曹艳等$初始生物素含量波动时谷氨酸发酵关键酶系的酶活变化模式



图
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不同初始生物素含量和操作条件下的发酵参数变化
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量约为
+)

$

A

)

B

C+

"谷氨酸最终浓度可达
#*

"

@*

A

)

B

C+

&在对照的基础上"额外添加微量纯生物

素 !

+*

$

A

)

B

C+

#或降低玉米浆的使用量 !

?

A

)

B

C+

#刻意造成生物素过量或匮乏&

LKJ

!

不同初始生物素含量下发酵参数的变化

不同初始生物素含量条件下的菌体浓度%谷氨

酸浓度%

Ù Y

和
,.Y

变化曲线如图
+

所示&对照

条件下"发酵在
+*N

后进入稳定期*初始生物素

过量时"发酵
+*N

细胞继续生长"最大菌浓度达

到对照的
)')

倍"稳态
Ù Y

和
,.Y

分别为对照

条件下相应值的
"';

倍和
;')

倍"但谷氨酸没有任

何积累*初始生物素匮乏时"细胞生长缓慢"最大

菌浓度只有对照条件下的一半&稳态
Ù Y

和
,.Y

大约为对照条件下的
+

'

"

和
+

'

)

"最终谷氨酸浓度

为对照值的
!!')D

&

如果初始生物素过量"利用在线测量的
Ù Y

和
,.Y

数据可在发酵
+*

"

++N

时判别出该故障的

出现&这时"加入
?

A

)

B

C+的吐温
;*

进行补救"

Ù Y

%

,.Y

迅速下降"谷氨酸开始积累"

+!N

后

发酵进入稳定期"终酸浓度恢复到对照水平&如果

初始生物素匮乏"发酵前
@N

的
Ù Y

和
,.Y

明显

低于对照"进而判别出该故障的出现&补加
!

$

A

)

B

C+纯生物素后"

Ù Y

%

,.Y

立即开始回升&

细胞也开始重新生长"终酸浓度也恢复到与对照相

当的水平&因此"通过添加表面活性剂或补加生物

素"可以对初始生物素过量和匮乏的 ,错误-发酵
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进行补救&

LKL

!

不同初始生物素含量条件下的谷氨酸发酵

主要关键酶的活性变化

!!

谷氨酸发酵的代谢途径"主要包括糖酵解途径

!

.8[

#%

,U

)

固定反应%三羧酸 !

=,>

#循环和

乙醛酸循环 !参见图
;>

"各生物酶和代谢产物的

缩略符号参见图
;

图注#&理想的谷氨酸合成途径

是$草酰乙酸靠
,U

)

固定反应补给"

!

<

酮戊二酸

大部分进入谷氨酸合成途径&

=,>

和乙醛酸循环

适度弱化"满足谷氨酸发酵能量运转正常即可&发

酵条件不同"催化不同代谢途径的酶活性也不同"

为此"对初始生物素含量正常%匮乏和过量条件

下"产酸前%中%后期 !发酵
+;

%

))

%

"*N

#各

关键酶活性进行了分析比较&

)')'+

!

生物素匮乏及补加生物素后主要关键酶的

活性变化
!

初始生物素匮乏及初始生物素匮乏但在

发酵
@N

补加
!

$

A

)

B

C+纯生物素条件下"各关键

酶活性的变化如图
)

所示&

对照条件下"除催化乙醛酸循环的
-,B

活性

呈上升趋势外"其余酶活性变化都不大&产酸后

期"

UZX,

失活"能量物质 !

(>ZX

#需要依靠

乙醛酸循环得到&初始生物素匮乏条件下"整个产

酸期内
-,B

被激活且一直呈增加的趋势"

[,

活性

变化不大"而其他所有关键酶均被弱化"这时乙醛

酸循 环 替 代
=,>

为 整 个 发 酵 系 统 提 供 能 量

!

(>ZX

#"有限的碳代谢流几乎完全走向谷氨酸

的合成"造成终酸浓度低 !

?"

A

)

B

C+

#但糖酸转

化率高"比对照提高
++'?D

以上&初期生物素匮

乏"但发酵
@N

后补加生物素时"

[ZX

活性恢复到

对照水平"

-,B

活性明显降低"

[,

变化不大"而

其他关键酶的活性全部得到强化"

=,>

重新成为

谷氨酸发酵过程的主要供能途径"发酵代谢体系基

本恢复正常&

)')')

!

生物素过量及添加吐温
;*

后主要关键酶的

活性变化
!

图
"

显示了初始生物素过量及初始生物

素过量但发酵
+*

"

++N

添加吐温
;*

条件下"产酸

期各关键酶活性的变化情况&初始生物素过量时"

除
[,

和
_ZX

基本不变外"所有其他关键酶均被

激活&特别是与能量供给相关的酶 !

UZX,

和

-,B

#活性提升尤为显著"整个产酸期内
UZX,

活性可以达到对照的
)

"

"

倍&同时"

[ZX

和
-,<

ZX

的活性高于对照"

_ZX

的活性也与对照基本

持平"但谷氨酸却没有任何积累&原因可能有
"

个$

%

UZX,

活性过高"导致
!

<

酮戊二酸节点处

的绝大部分碳流走向
=,>

循环"大量释放
,U

)

.参见图
+

!

O

#/*

&

_ZX

酶活的高低并不能完全决

定
!

<

酮戊二酸能否向谷氨酸转化"还需要辅酶

(>Z[X

"在
(>ZX

大量生成%电子呼吸链高度活

图
)

!

生物素初期匮乏及初期匮乏但中途补加生物素条件下谷氨酸发酵关键酶的活性变化
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图
"

!

生物素初期过量及初期过量但中途添加吐温
;*

条件下谷氨酸发酵关键酶的活性变化
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跃的条件下"还原态的
(>Z[X

有可能被氧化成

(>Z[

"导致其对谷氨酸转化能力的丧失*

'

生物

素过量导致细胞无法正常转型%细胞膜通透性差"

谷氨酸无法分泌到胞外&初期生物素过量%发酵途

中适量添加吐温
;*

后"

[ZX

和
-,ZX

的活性依旧

很高"

UZX,

和
-,B

的活性下降或接近到对照水

平"整个酶系的运转状态优于对照&发酵恢复正

常"谷氨酸生成积累迅速&

)')'"

!

谷氨酸发酵最优操作条件的探讨
!

图
;

总

括了不同条件下谷氨酸发酵主要关键酶活性变化的

基本规律&一般认为模式
>

!生物素亚适量#是标

准或次优的操作模式"而模式
]

则是最为理想的

操作模式&

理想操作条件下"整体酶系的运作具有以下特

征$催化谷氨酸合成主途径的
[ZX

%

-,ZX

和

_ZX

活性高*而催化供能途径的
UZX,

和
-,B

活性较低"满足能量正常运转即可"在避免能量无

效循环的同时还减少了
,U

)

的释放%增加糖酸转

化率*催化
,U

)

固定反应的
[,

活性高"有利于提

高糖酸转化率&如图
;

所示"实际可行的操作模式

!

>

"

.

#中"

.

模式"即初期生物素过量
b

中途添

加吐温
;*

与理想模式
]

最为接近"只是与供能途

径 !

=,>

%乙醛酸循环#关联的酶
UZX,

和
-,B

无法得到弱化"与
,U

)

回补途径关联的酶
[,

无法

得到强化&在此条件下"虽然供能效率和糖酸转化

率无法提高"但谷氨酸的合成速度和最终浓度却有

可能得到提高&谷氨酸发酵是典型的生长非偶联型

发酵"谷氨酸生成积累在细胞生长停止后开始&如

果利用初期生物素过量的手段在发酵前期大量积累

细胞"适度延迟吐温
;*

的添入时间"降低产酸期

的溶解氧浓度%增强
_ZX

活性.

+#

/

"进一步提高谷

氨酸浓度是完全可能的&

图
?

是初始生物素过量%在不同时刻添加吐温

;*

时的发酵曲线&相比于对照"发酵
+"N

添加吐

温
;*

条件下的最大菌体浓度提高了
?*D

"最终谷

氨酸浓度更是达到
@#

A

)

B

C+

"比对照和
+*'?N

添

加吐温的发酵提高
@'#?D

以上&表
+

总括了不同

初始生物素含量及实施相应补救措施条件下的最大

菌体浓度%最终谷氨酸浓度%

,U

)

释放量及糖酸

转化率&

"

!

结
!

论

!

+

#玉米浆的来源%批次不同会引起生物素含

量的波动"导致谷氨酸发酵结果不稳定&利用在线

测量数据可在发酵初期判断出生物素的含量 !正

常'过量'匮乏#状况"进而采取措施使 ,错误-发

酵恢复正常&本文通过研究探讨初始生物素含量正

常'过量'匮乏以及发酵途中采取相应补救措施条件
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图
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生物素含量波动条件下谷氨酸发酵主要代谢途径的变化
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图
?

!

初始生物素过量%不同吐温
;*

添加时间条件下的发酵曲线
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下的谷氨酸发酵关键酶系的活性变化规律"明确了

生物素过量'匮乏条件下谷氨酸无法正常积累的代

谢酶学机理"解释了采取补救措施后发酵恢复正常

的原因&

!

)

#通过使用复合调控初始生物素含量和吐温

添加的 ,两段-式操作模式"并适度迟延吐温添加

时间"最终谷氨酸浓度比对照 !生物素亚适量#提

高
@'@D

以上&
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