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黄原胶是由野生黄单胞菌以碳水化合物为主要底物，经发酵产生的 种酸性胞外杂多糖[口，其分子
的基本构成为D 葡萄糖、D 甘露糖、D 葡萄糖醒酸、乙酸以及丙酬酸r2]。 其中前三者的比率接近
3:3:2[3J。

黄原肢的分子结构如下:

[qzoDJ 

D 甘，曾糖 Me，Na，K，1/2Cø 

从其分子结构[，]可以看出，主链与纤维章基本相间，其显著差别仅在于三糖侧链在无点葡萄糖单位
之间交替出现。 每两个经曲目 1，4 -D-糖昔键连接而成的葡萄糖分于上，含有一条由一个D-葡萄
糖醒酸连接两个D 甘露糖组成的侧链，上面连接有乙酷基和丙酣酸盐。
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l 菌种改良

1.1 突变菌株

菌棒的筛选是主酵过程的第一步，能否选取具膏优良生产性能的菌株，是盎酵过程成败的关键因素
之一。传统的菌株筛选方法，多采用某些物理化学因于如紫外线、化学诱变剂等处理菌株，使其 DNA双
螺旋结构受到损伤或破耳，如DNA链的断裂、脱瞟峙等，致使其某些正常功能受到影响。 这种筛选方法
没有明确的方向性，革稳定性大，目的菌棒产生的几率较小。 而且诱变后的菌株，由于上面叙及的一些
变化，可能会造成基因缺陷，如乙酷化酶I、E和转移酶V缺陷等，由此类菌株所生产出的黄原肢的分于
侧链中，内部的甘露糖是经过乙耽化修饰的，而外部的甘露糖分子是经过乙耽化和丙酬酸化修饰的，但
此种胶体的粘度、稳定性、盐搭性和耐温性都有所提高[5J。 而且杨国平等[6J通过试验发现，经过诱查处
理后，可以使一些产包基因受到抑制或根本不能表达，从而能够使产品的白度得到较好的改善，产品的
质量也因此而提高。

1.2 基因工程菌

基因工程是近10余年来发展起来的一种比较先进的现代生物技术，具有一定的方向性，它可将所
需的目的基因通过 定的方式导人圭体菌，然后筛选目的基因能够表达的菌株。 到目前为止，已有许多
黄原段生产菌悻是通过诱变或基因工程技术所获得。 这些菌株中，大都扩大了碳源种类，不仅能以葡萄
糖作为碳源，也可以庶糖或乳糖作为碳源[7410Pollod等[10]将与黄原胶的分泌和乙酷基、丙翻酸、多罪
体等的合成有关的12 个基因(gumBCDEFGlU JKLM)导入平同种属的黄原股生产菌株中，所产黄原胶的
特性和原先的基本相同。 这就意峰着，如果将目的基因导人不同的菌株，就可能生产出功能特性类似的
产品，因此使菌株的选择范围更加广泛。 Chou等[lIJ曾研究过9明 D基因，认为其与色素合成有关，由此
可以设想，能否果用适当的方法将其切除，以获得元色黄原胶o X>mA和皿nB基因与UDP 葡萄糖和
GDP-甘露糖的合成有关[12J 这两者均为黄原肢侧链的组成部分，其吉量的高低，必然晕响黄原胶分子
量的大小，而分于量的大小卫与黄原肢的流体力学、粘度等特性紧密相关。 其它还有一些基因也有人作
过研究，如与黄单胞菌的胞外酶且多糖的合成有关的结构基因与调控基因等[ι而 在此不 赘述。
但由此我们可以了解，诱查和基因工程是←个复杂但极富发展前景的研究领域。

2 发酵过程代谢调控

2.1 发酵方式的选择

微生物培养的基本类型有三种，即分批培养、分批补料培养和连续培养。 对于~个具体的发酵工艺
柬说，应选择哪一种类型，是由所用微生物的代谢特点以及最佳工艺条件决定的。M皿ulloh等[17J在研
究不同的葡菌糖添加方式对黄原胶产量的影响时，采用了补料分批发酵。 Oh等[18J也对扑料分批发酵
作过一些研究，其实验结果也证实此种发酵方式是较为理想的。 此外，通过研究细胞生长速率的变化，
探讨连续和分批主酵过程中的动力学，结果表明，连续发酵中，黄原肢的代谢不圭稀辑率的直在响，时分批
培养，当稀释率为O.OO-O.lIh时，代谢变化和生长速率成直线关系，超出此范围，葡萄糖会积累，黄原
胶产量也会下降，表明有底物抑制现象[19J。

分批培养时，整个发酵过程的底物浓度去随着时间的进行而逐渐减少。连续培养时，由于整个发酵
过程中底物浓度基本保持平变，所以，一般情况下，不会出现底物缺乏的现象，这是对菌体生长有利的一
面，而另 方面则有可能引发底物抑制，导致最终产率的下降。 而补料分批培养就可以解决这个矛盾。
官可以依据不同生长阶段细胞生长特性的平同来决定添加何种物质以及添加量等，力束营造 个适于
细胞生茸的最适生理环境。

2.2 培养基组分的影响

2.2.1 基本组分
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任何发酵过程所用的培养基，都具有 般微生物生长所需要的最基本成分，即破源、氧源、水分、做
量元章等，有的还需要维生章，需氧菌则需供应氧气。 通过试验发现，碳源在黄原胶发酵过程中属于量
著性因子。 黄原胶蛊酵所使用的碳源，多为价廉易得的玉米糖辈。但也有研究表明，在比例适当的培莽
基组成中，带糖糖蜜、乳糖糖蜜均可成为良好的碳源[W-23J。 如果这方面的技术广泛用于工业生产，则
可以充分利用有关工业下脚料，不失为废物利用的 条有效途径。

黄单胞杆菌最易直接利用的碳源是葡萄糖，但其成本太高，工业化生产时多作为中间补加的碳源。
近年来的研究发现，高糖发酵可以大大提高黄原胶的产量[6]。 用25%的l1f.糖，在空气与培弄基之比为
302的情况下，所得黄原胶的最高产量可达70.5g1L[221。 在使用葡萄糖作碳源时，有一点值得注意:用
3%的葡萄糖异构化产物取代葡萄糖，黄原胶的产量可提高约34%[μ]。企多的研究结果均表明，提高碳
氮比，可以提高碳源的转化事，从而提高黄原胶的产量[22，25J。 发酵过程中常用的氨源多为钱盐、豆饼
粉、棉于粉、花生饼粉等，但使用洒精直酵时作为副产品的液体玉米韭恼物作为氮源和微量元素的来源，
发现其葡萄糖的转化率可达60%以上国]0 有许多试验发现，有机氨源和无机氮源结合，对茧原胶的告
成更为有利，但不同的菌株之间会存在差异。

微量元素类，尤其一些盘属离子，如Na>、K+ ，I\'时+、ci+等离于对黄原肢的某些特性如分子量、稳
定性及分层现象、生长速度等有重要影响。 它们有的是某些酶类的激活剂，如Mi>、N.>、K>等则是细
胞膜上 Na>、K>泵的组成成分，这些军类可以协助某些细胞中的大分子物质的转运。 所以，添加的离子
种类和适当浓度，必然会促进黄原胶的生产。 此外，为了调节发酵液的pH值而常用的缓冲盐类，如磷
酸盐、拧撵酸盐、多噩瞬酸盐、镀盐等会影响黄原肢的产量和发酵液的粘度等特性。

野生黄单胞菌是好氧菌，因此，盎酵过程中必须不断通氧。 就通人的氧气质量看，纯氧可以有效提
高产量约40%[叫。 通过研究发现，溶氧分压以及氧气转移速率的高低合影响黄原胶的产量与质量，不
仅如此，当溶氧分压占总压力的比例大于40%后，黄原胶分手中的丙酣酸吉量虽然比溶氧分压为10%
时大，但继续增大时变化非常小[组，29]。 氧气的转移速率以及溶氧状况，不仅会影响黄原胶的产量和质
量，还会影响其分子量的大小[剧。 此外，氧气的通人必须根据盎酵情况适时调整，因为不同的发酵阶
段，菌株对氧气的需要量不同。
2，2，2 特殊组分

许多研究发现，有些物质可以对黄原胶的发酵生产起促进作用，类似于促生长因于。目前巳发现的
此类物质有有机酸、表面活性剂等。 其中有机酸中最重要的是拧攘酸。 在实验中发现，拧橡酸的添加量
增加，可以提高细胞的生任速率和产物的合成速串[30，31]。拧橡酸虽然能够促进细胞发育，但其提高生
产能力仅是在通氧受限的情况下成立，一且通氧率较高，则黄原胶的产量不会得到提高[划。 研究盎现，
添加不植黄单胞菌代谢的有机酸，如异丁酸，同样可以提高黄原胶的产量，井且可以减少量酵液中的杂
质吉量，减轻了后提取工艺的负担归纳]。 发酵工业常用的表面活性剂有吐温40、吐温剧、口即e、Triton X 

1∞等。 关于其促进作用机制，现在较为 致的认识，认为是由于其加入而降低了细胞膜的表面张
力，影响了细胞膜的正常告成，从而使菌体细胞膜的通透性增大，即其结构变得松散，大分于物质的透过
率增大，使得胞内产生的多种酶类可以进入发酵液，因此底物的转化率增加，从而提高了黄原胶的产量。
它们的用量较小，一般在几个微克到几十个微克之间，但它们的作用巨大，加入表面活性剂后的黄原胶
产量可以增加45%左右，而且在添加表面活性剂的发酵掖中，黄单胞菌的菌体变小，发醇液粘度增
大[，，]。

3 新型生物反应器的影响

3.1 发酵罐

黄原胶发酵过程中需要什么样的反应器，要综合考虑多种因素，如发酵掖的性质、搅拌辈的形状、通
气状况、能量消耗等等。 由于黄原胶溶液的粘度较大，并且发酵过程中需要充足的氧气，所以，有些反应
器就不适合用于生产。 而空气提升式反应器由于能有效解决黄原胶盎酵中的通气和搅拌所带来的热量
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问题，减少了能源消耗，所以较为适合连续培养。 配备有硫化床的塔式反应器，由于其气泡转移系数较
高，在分批发酵中也有应用。 用泵式静态温告循环反应器能够增加氧气在高粘度发酵液中的传递速率，
从而可以提高贯原肢的产量[36J。

3.2 搅拌浆形式

选择的反应器要让其充分发挥作用，还必须辅以合适的搅拌辈。 通过实验证实，困盘涡轮式搅拌辈
由于能快速破碎气泡，而其本身不会被气泡淹没，所以在发酵工业上使用较为合适[:>7]。 由于黄原胶发
酵掖的特睛性质，用普通的搅拌辈如圆盘涡轮式搅拌荣、叶片涡轮式搅拌靠等一般难以达到要求，但它
们耗能小。 近年束，为了适应高粘度和高通气率的发酵工艺的需要，许多研究人员设计了 些新型的搅
拌靠[拖到o 虽然大部分由普通型式改进而束，但却具有普通型式不可比拟的优越性。 还有一些搅拌辈
来用亘古型式，即将两种具有不同优点的搅拌最结合在一起，如螺旋(上部) 涡轮式(下端)搅拌罪。 其
中有两种类型， 种是上下通过 根轴推动，另 种则是分别运行，互不干扰c 当上端的螺旋式搅拌辈
逆向旋转时，发酵液粘度和产品质量优于顺时针旋转[罚。 现在黄原胶芷酵所常用的栅式和窗式搅拌
桨，也属于复合形式。 所谓的栅式，实际是在搅拌铀的中间用栅形框，然后单独或同时在上面或下面配
以一个或多个圆盘涡轮式搅拌嘘。 而窗式则类似于船用搅拌辈的一种演化形式。

4 细胞固定化和酶法合成

4.1 细胞固定化
通过细胞的固定化，可以进行黄原肢的发酵生产。 固定化时来用的载体有多种，但常用且效果较好

的多为罪酶塑料和纤维类物质。 据文献[40J报导，噩醋塑料作载体，葡萄糖转化率可达589毛，而对照组
只有359毛，井且用粟亚安酣塑料做载体，以马钟薯为底物时，产量可达到glL。 实验证实，用棉花做细胞
载体生产黄原胶比用果醋的吸附效率高30% _40%[41]。

4.2 酶法合成

黄原肢的告戚，基于诸多酶的协同作用。 Suthe由时[削认为是己糖激酶、磷酸葡萄糖变位酶、葡萄糖
转移酶、甘露糖转移酶以及C55←Lipid- pp磷酸化酶等约口种酶类。 我们可以在适当的时机添加适宜
的物质，使细胞内的酶充分溶出，以有效分解底物，告成终产物。 关于这方面的工作，目前主要通过表面
活性剂来实现。 此外，基于酶类在黄原胶的主酵生产中起关键作用，而非菌体本身，同时，菌体的存在卫
会给搅拌和后续的提取工艺带来一定的因难，也难免会影响产品的质量，因此，黄原胶的发酵还有一种
两步法，即在主要酶类的产生时间结束后(基本在指数生长后期)，果用榕菌酶(一般在中后期，大约发酵
24h)作用于菌体细胞壁的肤噩糖，将细胞壁部分溶解，从而使其内部的酶类释出，克分作用于底物，提高
底物的转化事。 而由于细胞壁的溶解，卫可以减轻后续提取工艺，可谓一举两得之法。

在两步法中，可以在前期降低碳氮比，以减缓产物的合成，从而促进菌体的生长，以便告成更多的酶
类，而在第二步中则加大碳氮比，使第 步告成的酶类有足够的底物以产生思可能多的肢体。 通过此途
径，不仅可以告成更多前黄原肢，而且可以将菌体提前除去，简化了后续工艺。 所以，这是一种值得探讨
和研究的新方法。

基于上述的论述，我们也可以来用其它方法控制黄原肢的生物合成。 黄单胞菌利用基质合成黄原
胶的过程中，各种酶类的变化必然有一定的规律性，即出现的先后顺序以及数量的变化。 由此，我们可
以利用电泳图谱凝胶成惶分析系统来对整个发酵过程中出现的各种酶类定性定量。 最终确定在黄原胶
的生物告成中到底是哪些酶类起关键性作用。 明确以后，我们就可以甫发酵过程进行控制，使其向有利
于产物告成的方向进行。 关于这方面的工作，目前国内外报道的较少。



1期 胡德亮等 黄原胶生物合成的研究进展 63 

5 展望

5.1 丙酣酸

丙商酸是黄原胶分于侧链中的→个组成部分。 它的存在，可以赋予黄原胶许多优良的性能。在国
标及FDA中，它都是检测黄原胶质量的 项重要指标。 黄原胶分子中的丙酣酸吉量合影响其分于的空
间排列，从而引起黄原胶榕液的粘度、耐温性和分于量的变化[43，44J。 此外，丙酬酸还是黄原胶告成水平
的一个重要标志，其吉量的高低，间接的显示出黄原胶合成的情况以及发酵条件的控制情况。 但是丙酣
酸的确切作用还不清楚，许多这方面的实验还仅仅处于探索阶段。 如果将其作用机制研究清楚，那么，
黄原肢在不同发酵条件下引起的粘度、分于量的变化等现象必然舍得到更合理的解释，也会有利于其主
酵过程的调控。

5.2 元色黄原胶

脱色是黄厚、胶在实际生产时需要解决的 个技术问题。 在后道提取工艺中，生产f家要花费大量
的财力和精力来进行脱色，而且，现有的脱色工艺一般都用漂白剂，如食品工业常用的还原性漂白剂，如
亚硫酸盐、亚硫酸氢盐及其与其它物质的复合物，氧化性漂白剂如过氧化氢等。 这其中存在几个问题

是黄原肢的黄色是由ß-胡萝←章引起的，而还原性漂白剂对立不起漂白作用;二是氧化性漂白剂或
多或少会对黄原肢的某些特性产生影响。 要解决这些问题，最根本的方法便是利用基因工程于段，找出
编码R胡萝卡章的基因，并将其切除，然后再将所得到的基因工程菌培养、筛选，以求得到理想的菌
株。这方面已有人着于进行研究。 利用基因工程茵生产无色黄原胶， 必将是黄原肢生产中的 个广阔
的发展领域。

5.3 黄原胶合成途径中主要的酶类

既然黄原胶的发酵生产是由酶类起作用，那么就有可能在研究清楚其生产逮径中的酶类以及为各
种酶类编码的基因后，将起关键作用的酶类基因加以诱变或重组，以期增加该酶的产量，从而也能提高
黄原肢的产量。 目前，国内外的研究人员巳着于这方面的工作。 由于菌种诱变与选育的复杂性以及
些技术方面的原因，所以成功者为数甚少。 但是，这方面的工作具有重要的实用价值，因此，关于黄原胶
的酶类调控基因的研究还有待深入。
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