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摘要摘要 为建立利迪链霉菌（Streptomyces lydicus）A02生产纳他霉素的高产发酵工艺，对其补料分批发酵的主要参数进行了优

化。利用pH值实时监控自动补料摇床辅助优化，筛选出利迪链霉菌A02产纳他霉素的适宜pH值范围，以此为控制点进行30 L
自动发酵罐补料分批发酵实验，通过分析软件发酵之星（Biostar）5.0检测分析主要发酵参数动态趋势曲线与纳他霉素产量的相

关性。结果显示，菌株A02最适于纳他霉素生物合成的发酵过程多参数优化组合为：培养温度30℃，pH值控制在6.25~6.29范
围内，溶氧（DO）为20%~30%，摄氧率（OUR）和CO2释放率（CER）分别为25~15 mmol/(L·h)和20~12 mmol/(L·h)，氨基氮含量

0.20~0.23 g/L，还原糖保持1.5%左右，至88 h后自然下降，至112 h为0.32%；此时纳他霉素质量浓度达最高值，发酵上清液中

为2.02 g/L，发酵液中为6.98 g/L，较不控制pH值的对照分别提高28.66%和69.83%，为较好的发酵终点。通过优化调控主要发

酵参数有效提高了利迪链霉菌A02生产纳他霉素的发酵水平。
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Parameter Optimization for Fed Batch Fermentation of
Streptomyces lydicus A02 to Produce Natamycin

AbstractAbstract In order to improve the fermentation process of natamycin by Streptomyces lydicus A02, the main parameters for the fed
batch fermentation are optimized. The range of suitable pH values is screened by an assisted optimization using a shaker with the
function of automatic feeding to regulate pH values. Then the experiments in 30 L fermentor are carried out by controlling pH values
within the suitable range as the main regulation point. The relationship between the natamycin yields and the fermentation parameters
is obtained through the software Biostar 5.0. It is shown that the optimized parameter combination for the fed batch fermentation of
natamycin by S. lydicus A02 is as follows: The culture temperature is 30℃, the pH value is 6.25-6.29, the DO is 20%-30%, the
OUR is 25-15 mmol/(L·h), the CER is 20-12 mmol/(L·h), the amino-N is 0.20-0.23 g/L, and the reducing sugar remains at about
1.5% in 88 h then drops gradually to 0.32% at 112 h, the end of fermentation, when the natamycin yield is up to 2.02 g/L in the
supernatant and 6.98 g/L in the total fermented broth. It can be concluded that the fermentation level of natamycin by S. lydicus A02
could be increased effectively by the optimization of the main fermentation parameters.
KeywordsKeywords Streptomyces lydicus; natamycin; fermentation parameter; optimizing combination
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利迪链霉菌（Streptomyces lydicus）A02是从京郊森林土壤

中分离筛选的 1株生防菌，对多种果蔬作物病原真菌具有很

强的抑制活性[1,2]，其代谢产物的主要抗菌活性成分为纳他霉

素 [3]。纳他霉素（Natamycin）亦称匹马霉素（Pimaricin），是四
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烯大环内酯类抗真菌天然产物，通过与真菌细胞质膜上的麦

角甾醇结合，破坏膜结构起到抑菌作用[4,5]；其溶解性低，人畜

服入后易于随粪便排出，几乎不被肠胃吸收，因而安全性极

高，对人畜无毒，也无诱变、致畸、致癌作用和过敏反应[6,7]，作

为一种高效、安全的天然生物性食品防腐抗菌剂，已在 30多
个国家广泛应用，近年在果品保鲜及设施果蔬病害防治中也

见诸报道[8,9]。

文献已报道的纳他霉素产生菌有 3种：恰塔努加链霉菌

（S. chattanovgensis）、纳塔尔链霉菌（S. natalensis）、褐黄孢链

霉菌（S. gilvosporeus），在工业生产中常用的生产菌种为后两

种，国内外关于纳他霉素的研究多集中于这两个菌种。利迪

链霉菌A02为本研究组首次发现的纳他霉素新产生菌，对其

进行发酵工艺的优化研究，可以建立全新的利迪链霉菌生产

纳他霉素的发酵工艺，对于扩大纳他霉素的生产途径，丰富

安全、绿色的食品防腐剂及果蔬保鲜和真菌病害防治剂的供

给，保障食品安全具有重要意义。本研究组在前期研究中优

化了其发酵培养基[10]，并通过摇瓶发酵确定了种子培养条件

及其最适接种量。鉴于pH值是微生物生长和产物合成的重

要状态参数，其在发酵过程中的变化会影响各种酶活、基质

利用速率和产物合成速率，可作为代谢活动的综合指标，本

文在前期研究基础上以 pH值的优化为控制点，对其补料分

批发酵过程主要参数的动态变化进行分析与调控，确定其优

化组合，以期为建立高产发酵工艺及其过程放大奠定基础。

1 材料和方法
1.1 供试菌株和培养基

利迪链霉菌A02：由本研究组自北京远郊天然次生林土

壤中分离筛选，已获得发明专利授权，在本室和中国微生物

菌种保藏管理委员会普通微生物中心保藏编号分别为

JZB130002和CGMCC1654。
液体种子培养基（g/L）：可溶性淀粉10.0，葡萄糖20.0，黄

豆饼粉 20.0，蛋白胨 5.0，MgSO4·7H2O 1.0，KH2PO4 0.2，NaCl
4.0，CaCO3 10.0；pH值7.0~7.4。

发酵培养基（g/L）[10]：玉米淀粉 52.7，棉籽精粉 31.7，葡萄

糖 11.7，豆粕粉 10.0，蛋白胨 7.5，MgSO4·7H2O 2.0，KH2PO4

0.4，NaCl 5.0，(NH4)2SO4 2.5，CaCO3 4.0，高温淀粉酶 0.05，pH
值7.0~7.4。
1.2 主要仪器设备

FUS-30L（A）新概念高级自控发酵罐、发酵过程分析软

件发酵之星（Biostar）5.0和SHpH-6型pH可控补料摇床，由国

家生化工程技术研究中心（上海）国强生化工程装备有限公

司生产；PS5100型生物发酵尾气分析仪，由重庆哈特曼测量

仪器有限公司生产；DU-800紫外/可见分光光度计，由美国贝

克曼（BECKMAN）公司生产；3K30型台式高速冷冻离心机，

由德国Sigma公司生产。

1.3 发酵培养方式

摇瓶和发酵罐均采用补料分批发酵的方式，主要通过加

50%葡萄糖溶液补充培养液中的营养供给并控制pH值变化。

1.4 摇瓶发酵在线参数的设置与检测

1.4.1 培养温度

设置 25、28、30、34℃ 4个温度梯度，500 mL摇瓶装 100
mL发酵培养基，按5%（体积分数）接种量接种A02液体种子，

220 r/min振荡培养 192 h，测定不同温度条件下纳他霉素的

产量。

1.4.2 培养液pH值

利用pH值可控摇床通过补料分别控制pH值在5.5、6.0、
6.5、7.0和 7.5共 5个梯度，以不控制 pH值为对照，检测不同

pH值条件对发酵水平的影响。

1.5 发酵罐在线参数的检测与调控

1.5.1 溶氧及相关参数

空气流量初始值按每分钟通量与培养基等体积设定，发

酵过程中根据维持溶氧水平的需要调整；搅拌转速初始值为

200~300 r/min，随着溶氧变化的调整，最高控制在600 r/min；
调节空气流量和搅拌转速，使溶氧控制在20%~40%。

1.5.2 尾气

利用尾气分析仪自动检测记录尾氧、尾碳，并在线计算

摄氧率（OUR）和CO2释放率（CER）的值。

1.5.3 温度和pH值

根据摇瓶发酵的结果择优设定，自动控制和记录。

1.6 离线参数的检测与控制

1.6.1 样品采集与处理

发酵过程中，每12 h采集摇瓶或发酵罐内的发酵液样品

10~50 mL，4000 r/min离心20 min得发酵上清液，4℃保存，用

于离线参数的检测。

1.6.2 培养液中糖含量的测定

采用3,5-二硝基水杨酸法（DNS法）[11]绘制葡萄糖标准曲

线，回归分析后所得回归方程为：y=0.7949x+0.0029，R2=
0.9927。

还原糖的测定：取发酵上清液稀释至还原糖浓度为0.1~
1.0 mg/mL后，取1 mL按上述葡萄糖标准溶液的步骤测定OD
值，根据回归方程计算其浓度。

总糖的测定：取稀释后的发酵液上清液1 mL，加3 mol/L
盐酸1.5 mL，沸水浴20 min水解碳水化合物，冷却至室温后，

加入 3 mol/L NaoH约 1.5 mL中和至微碱性，取该溶液 1 mL
按上述还原糖测定步骤操作。

1.6.3 氨基氮的测定

采用甲醛滴定法[12]测定培养液中的可溶性氨基氮。

1.6.4 菌体浓度的测定

采用菌体离心压缩体积（packed mycelia volume，PMV）计
数法[13]测定。

1.6.5 纳他霉素浓度的测定

采用紫外分光光度法。参照文献[14]，以甲醇为溶剂和

空白对照，绘制标准曲线，回归分析后求得回归方程为：y=
10.229x-0.0894，R2=0.9997。
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发酵上清液中纳他霉素质量浓度的测定：取1 mL发酵上

清液，加入甲醇 29 mL，在震荡器上充分震荡后 10000 r/min
离心 20 min，取上清液在 303 nm处测定其吸收峰值，通过回

归方程计算纳他霉素质量浓度。

发酵液中纳他霉素质量浓度的测定：取1 mL发酵液，加

入9 mL甲醇作为提取剂，充分振荡抽提30 min，4000 r/min离
心 20 min，取 1 mL 上清液按上述步骤测定纳他霉素质量

浓度。

1.7 主要参数曲线的相关性分析

所得离线参数输入分析软件Biostar 5.0，合并在线参数，

形成多参数趋势曲线图。分析各参数变化与纳他霉素产量

相关性，通过多次重复的调控实验，确定优化的参数组合。

1.8 数据统计分析

对比实验的结果利用统计分析软件 SPSS 13.0，选择

Duncan法进行方差分析和多重比较。

2 结果与分析
2.1 摇瓶发酵参数的优化

2.1.1 温度对纳他霉素产量的影响

在4种温度条件下摇瓶发酵96 h后，发酵上清液中纳他

霉素产量的动态变化如表1。由表1可知，发酵120 h时培养

温度 30℃条件下的纳他霉素产量最高；其后，随着发酵时间

的延长，较低温度条件下的产量显示出超越较高温度的趋

势；发酵144 h时28℃下产量最高，168 h时25℃下产量最高，

之后都随温度上升呈下降趋势；34℃高温条件下的纳他霉素

产量始终最低。据此分析，30℃有利于菌株A02提前产素而

缩短发酵周期；144和 168 h时，虽然 28℃和 25℃纳他霉素产

量较高，但对二者及 120 h 30℃条件下的纳他霉素产量进行

差异显著性分析表明，三者无显著性差异，而发酵周期延长

不利于提高生产效率，因此选择30℃作为最适温度进行后续

发酵实验。

2.1.2 pH值对发酵水平的影响

5种pH值梯度处理及不控制pH值对照的主要发酵参数

曲线如图1所示，各pH值条件下纳他霉素最高产量列于表2。

温度

/℃
25
28
30
34

纳他霉素质量浓度/(g·L-1)
96 h

0.8313c

1.0121b

1.0983a

0.7121d

120 h
1.0080c

1.2463b

1.2812a

0.6965d

144 h
1.1848b

1.2773a

1.1985b

0.6687c

168 h
1.2834a

1.2298b

1.1718c

0.6133d

192 h
1.2454a

1.2218a

1.1229b

0.5431c

表1 A02在不同发酵温度下的纳他霉素产量

Table 1 Yield of natamycin produced by strain A02 under
different temperatures

注：各处理均值后的字母表示方差分析结果，同一列内标有不同小写字

母的均值在α=0.05水平上具显著性差异。下同。

图1 控制不同pH值的主要发酵参数动态变化

Fig. 1 Dynamic changes of the main fermentation parameters for A02 at different pH values

（a）不控制pH值（对照） （b）pH=5.5 （c）pH=6.0

（d）pH=6.5 （e）pH=7.0 （f）pH=7.5

21



科技导报 2014，32（12）www.kjdb.org

由图 1和表 2可见，纳他霉素产量高峰出现在发酵 144~
168 h。不控制pH值的对照处理发酵初期pH值由初始的7.0
左右开始下降，至12 h时达最低点5.96，然后开始逐渐反弹，

168 h时 pH值达 7.65，此时上清液中纳他霉素质量浓度达最

高点，为1.63 g/L（图1（a））。控制pH值为5.5时（图1（b）），产

量大幅低于不控制 pH值的对照；其他几种条件下产量均有

一定程度的提高，其中控制pH值6.0左右时（图1（c））产量明

显高于其他处理，168 h时发酵上清液和发酵液中纳他霉素

质量浓度均达最高值，分别为2.04和4.20 g/L，较对照分别提

高 25.15%和 23.17%，此时还原糖含量较低，为 0.57%；pH值

控制在 6.5时（图 1（d）），纳他霉素产量较 pH值 6.0时有所下

降，但仍高于其他处理。因摇瓶内发酵液体积较小，其pH值

的变化对补料过于敏感，发酵过程中 pH值较难准确控制在

同一水平，据此分析纳他霉素发酵的最适 pH值应在 6.0~6.5

之间，可作为后续进一步优化实验的取值范围。

2.2 发酵罐发酵参数分析

2.2.1 不控制pH值的对照发酵参数动态变化

如图 2所示，pH值在接种后 10 h降至最低点 5.91，然后

随还原糖的消耗开始反弹，至 24 h达阶段性高点 7.38，此时

还原糖质量分数达相对低点 1.03%；随后淀粉开始被水解利

用，还原糖含量增加，pH值逐渐下降，至56 h达最低点6.23，
此时还原糖质量分数为 1.6%，菌体浓度为 18%；此后菌体浓

度维持在 18%~20%的水平，还原糖逐渐消耗，pH值小幅反

弹，至 96 h纳他霉素质量浓度达最高点，发酵上清液中为

1.57 g/L，发酵液中总质量浓度为4.11 g/L，此时还原糖质量分

数为 0.36%，pH值为 6.52；此后 pH值大幅反弹，至 112 h达

7.58，发酵上清液和发酵液中纳他霉素质量浓度也分别下降

至1.37和3.87 g/L。

pH值

5.5
6.0
6.5
7.0
7.5
CK

纳他霉素最高产量/(g·L-1)
发酵上清液

0.91d

2.04a

1.80b

1.75bc

1.65bc

1.63c

总发酵液

2.51e

4.20a

3.91b

3.58c

3.57c

3.41d

出现

时间/h
144
168
168
168

144~168
144~168

增产率/%
发酵上清液

-44.17
25.15
10.43
7.36
1.23

总发酵液

-26.39
23.17
14.66
4.99
4.69

表2 控制不同pH值发酵纳他霉素最高产量比较

Fig. 2 Yield comparison of natamycin from fermentations under different pH values

图2 不控制pH值时30 L发酵罐A02纳他霉素补料分批发酵参数曲线

Fig. 2 Dynamic curves of main fermentation parameters for 30 L fed batch fermentation of strain A02 to produce natamycin
with natural change in pH values
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2.2.3 控制pH值6.3的发酵参数动态变化

控制 pH值在 6.3左右的发酵过程参数变化曲线如图 4。
pH值在前期的变化趋势与不控制 pH值的对照类似，至 16 h
达最高点 7.35，通过补料降低 pH值，使 24 h后 pH值始终控

制在 6.25~6.29范围内，氨基氮质量浓度在 0.20~0.23 g/L，还
原糖质量分数控制在1.5%左右，至88 h后使还原糖浓度逐渐

回落；pH值反弹过程中OUR和CER迅速上升，18 h时分别达

最高点 39.75和 34.24 mmol/（L·h），然后略有回落，分别稳定

在25~15 mmol/（L·h）和20~12 mmol/（L·h）之间；相应地溶氧

也在pH值反弹时急骤下降至18.4%的最低点，通过调整搅拌

转速使溶氧稳定在 20%~30%之间；菌体浓度 40 h后稳定在

18%~20%，至 80 h后菌体出现二次生长，96~120 h时菌体浓

度维持在26%~28%，108 h左右停止补料，纳他霉素质量浓度

在 112 h时达最高值，发酵上清液中为 2.02 g/L，发酵液中总

质量浓度为6.98 g/L，此时pH值反弹至6.63，还原糖质量分数

为0.32%，可视为较佳的发酵终点。

图3 控制pH值为6.0时30 L发酵罐A02纳他霉素补料分批发酵参数曲线

Fig. 3 Dynamic curves of main fermentation parameters for 30 L fed batch fermentation of strain A02 to
produce natamycin under pH 6.0

图4 控制pH值为6.3时30 L发酵罐A02纳他霉素补料分批发酵参数曲线

Fig. 4 Dynamic curves of main fermentation parameters for 30 L fed batch fermentation of strain A02 to
produce natamycin under pH 6.3

2.2.2 控制pH值6.0的发酵参数动态变化

接种12 h后通过补料将pH值控制在6.0左右，菌体离心

压缩体积 24 h时达相对高值 20%，进入稳定期，发酵液中纳

他霉素产量也逐渐增加；60 h后菌体出现二次生长，72~132 h
时菌体浓度达24%~28%，此期间纳他霉素总质量浓度在108 h

时达最高值6.16 g/L，此后随着菌体浓度下降而开始回落；还

原糖质量分数在 36~72 h间维持在 2.29%~2.03%范围内，至

108 h时仍在1.54%的较高水平上，说明发酵过程中还原糖供

给过量（图3）。
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此发酵过程各主要参数曲线均在较理想的控制范围内，

发酵上清液和发酵液中纳他霉素产量较不控制pH值的对照

分别提高 28.66%和 69.83%，可作为优化组合进行后续的进

一步优化和放大实验。

3 讨论
关于纳他霉素的发酵工艺，对纳塔尔链霉菌和褐黄孢链

霉菌研究较多[15]，且以摇瓶发酵条件的优化为主[16,17]；魏宝东

等[18]对纳塔尔链霉菌SY-4795的7 L发酵罐发酵条件进行了

优化，获得最适pH值为5.2~5.4，郝晓兵等[19]报道了典型生产

菌株褐黄孢链霉菌ATCC 13326的 10 L发酵罐发酵工艺，采

用了前体添加策略，上述研究均大幅提高了产量。利迪链霉

菌是本研究组近年发现的纳他霉素新产生菌，对其发酵工艺

尚无前人研究报道。本研究根据微生物发酵的原理和方法，

以主要发酵参数的调控为目标，选择对菌株生长和产物合成

等代谢活动具有重大影响和指示作用的 pH值为控制点，通

过 pH值实时监控自动补料摇床的辅助性优化，分析了不同

pH值水平和培养温度对利迪链霉菌A02发酵纳他霉素的影

响，筛选出了适宜的pH值和温度范围；进而利用30 L新概念

全自动高级发酵罐进行补料分批发酵实验，监测分析发酵过

程主要参数的动态变化及其与纳他霉素产量的相关性，优化

了发酵工艺，纳他霉素总产量较不控制 pH值的对照提高了

69.83%。由于微生物发酵是复杂的生化过程，涉及诸多因

素，本研究仅仅是对利迪链霉菌野生型菌株A02发酵纳他霉

素过程的主要物理和化学参数的初步优化，对这些参数之外

的因素，如菌种的生产性能、培养基原料的质量、生物合成代

谢和过程控制、前体添加等对其发酵的影响尚需进一步研

究，因此，该菌的发酵水平还有巨大的上升空间。

根据实验结果，可确定适于利迪链霉菌纳他霉素发酵的

多参数优化组合为：培养温度 28~30℃，接种后 17~20 h补料

控制 pH值；24 h后保持 pH值稳定在 6.2~6.3，搅拌转速 340~
400 r/min，配合适宜通气量控制溶氧为 20%~30%，OUR和

CER分别为25~15 mmol/（L·h）和20~12 mmol/（L·h），氨基氮

质量浓度0.20~0.25 g/L，还原糖保持1.5%左右至88 h后逐渐

下降，至112 h达0.3%左右；菌体浓度自40 h后稳定在18%~
28%；发酵周期104~120 h，发酵水平可达6~7 g/L。此发酵过

程的最适 pH值与文献[18]报道的纳塔尔链霉菌 SY-4795的

最适 pH值相差较大，说明不同的菌种合成同一产物过程中

可能有自己独特的代谢特性。

4 结论
通过对利迪链霉菌A02产纳他霉素发酵过程主要参数

的优化组合，建立了以pH值6.3为主要调控目标的30 L发酵

罐补料分批发酵工艺，发酵液中纳他霉素总质量浓度达6.98
g/L，较不控制 pH值的对照提高 69.83%，为其后续的发酵过

程规模化放大提供了可靠的依据。
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