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摘要：EPA（全顺式-5、8、11、l4、17-二十碳五烯酸）是一种ω-3多不饱和脂肪酸，具有抗凝血、抗癌、抗炎、防心血管病、降血脂等特殊生理功能。由于鱼油来源受限，市场需求量大，微生物油脂成为研究热点。产油微生物高山被孢霉是生产花生四烯酸（AA；C20:4； ω-6）的工业化菌株，同时也是EPA工业化的潜力菌株。实验室前期通过过表达来源于寄生疫霉的ω-3脱饱和酶PPD17获得了一株可以在常温下积累EPA的重组菌株高山被孢霉CCFM698。前期发酵罐实验结果表明溶氧不足可能是限制高山被孢霉产EPA进一步高效合成的关键因素。为了满足重组菌株产EPA对溶氧的需求，本研究考察不同发酵罐转速，富氧介质添加以及提高氧分压等策略对高山被孢霉生长及产EPA的影响。结果表明，转速为400rpm时能够降低剪切力对菌体生长及产脂的影响，并提高产量；而富氧介质4%正己烷对于提升体系的溶氧有一定的作用，但对于提高EPA产量作用不明显；在此基础上，通过通入富氧空气提高氧分压，控制发酵体系中相对溶氧不低于10%，能够显著提高菌株合成EPA的能力，EPA产量由0.56g/L提升到了1.01g/L，为初始条件的1.82倍。 
关键词：高山被孢霉；EPA；溶氧；发酵优化 
中图分类号：Q81生物技术 
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 Study on supply strategy of dissolved oxygen for EPA produced by Mortierella alpina 
HUANG Mingwang, LU Hengqian, TANG Xin, ZHANG Hao, CHEN Haiqin, CHEN Wei
(Food science School, Jiangnan University, Jiangsu Wuxi, 214100)
Abstract: EPA (cis-5, 8, 11, l4, 17-eicosapentaenoic acid) is a kind of omega-3 series long-chain polyunsaturated fatty acid, which has special physiological functions such as anti-coagulation, anti-cancer, anti-inflammatory, anti-cardiovascular disease and lipid-lowering. Due to limited sources of fish oil and large market demand, microbial oil has become a research hotspot. The Oleaginous microorganism mortierella alpina is an industrial strain producing arachidonic acid (AA; C20:4; ω-6) and is also a potential strain for EPA industrialization. In the early stage of the laboratory, a recombinant strain of Mortierella alpina CCFM698 which can accumulate EPA at room temperature was obtained by overexpressing the omega-3 desaturase PPD17 derived from Phytophthora parasitica. Insufficient dissolved oxygen may be a key factor limiting the further efficient synthesis of EPA from Mortierella alpina. In order to meet the demand of EPA for dissolved oxygen in recombinant strains, this study investigated the effects of different speeds of agitator, oxygen-enriched media addition and added oxygen-enriched air to enhance oxygen partial pressure on the production of EPA. The results showed that the appropriate speed of agitator was 400rpm. The addition of 4% n-hexane, an oxygen-rich medium, had a certain effect on the dissolved oxygen of the fermentation system, but had no obvious effect on the increase of EPA yield. The oxygen-enriched air is maintained at a relative dissolved oxygen level of not less than 10%, and the EPA production is increased from 0.56 g/L to 1.01 g/L, which is 1.82 times the initial condition. 
Key words: Food science; Mortierella alpina; EPA; DO; fermentation optimization
0 引言
EPA（全顺式-5、8、11、l4、17-二十碳五烯酸）在抗炎【1】、抗癌【2】、抗凝血【3】、调节细胞活性因子【4】以及促进神经系统的发育和组织的形成等【5】方面有重要作用。EPA主要来源于深海鱼，由于海洋鱼类资源的有限性、提取工艺的复杂性以及海洋污染等众多缺点，微生物油脂成为研究热点。微生物油脂具有原料丰富、周期短、价格便宜、占地面积小、不受气候影响等优点【6】。其中高山被孢霉油脂含量丰富，是花生四烯酸（Arachidonic acid，C20:4）的工业化生产菌株，经过FDA的安全认证，同时也是EPA工业化的潜力菌株之一【7】。
研究表明，丝状真菌高山被孢霉在生长和产脂阶段均需要消耗大量溶氧用于自身的生长以及脂肪酸的脱饱和作用【8】，适宜的溶氧控制对于提高高山被孢霉长链多不饱和脂肪酸的合成至关重要。而对于发酵过程中溶氧（DO）的控制，增加体系溶氧的常用策略主要包括提高罐压、增加转速、提高氧分压、加入富氧介质等方法【9】。提高转速是微生物发酵过程中提高溶氧最为常用的策略之一，但是由于丝状真菌对剪切力敏感，高转速条件下，过大的剪应力会对菌体造成损伤，进而影响工业菌株目标产物的合成。在适宜转速条件下，通过通入富氧空气来提高溶氧供应，并通过在发酵体系中加入富氧介质用以提高发酵系统对有限氧的利用率，缓解微生物高氧需求的另一重要策略。Pen【10】采用添加4%正己烷增加体系溶氧系数并结合分阶段调控转速的措施显著提高了高山被孢霉（Mortierella alpina ME‐1）发酵生产ARA的产量，相比对照组ARA产量提高50.3%。Jin【11】采用两步法调整体系转速及DO，并在发酵5d，7d分别添加3%和5%的乙醇来促进ARA的积累，最终ARA产量提高1.7倍。
本研究利用重组菌株高山被孢霉（Mortierella alpina CCFM698）在常温下发酵生产EPA，通过分批发酵优化选择出适宜的转速，在此基础上进一步研究添加4%正己烷与通入富氧空气的溶氧供给策略对发酵的影响，其中通入富氧空气大幅度提高了发酵罐（New Brunswick Scientific, USA）中高山被孢霉产EPA的能力，可以作为一种高山被孢霉产EPA的溶氧供给策略。
1 材料与方法
1.1 实验材料
1.1.1 菌株

高山被孢霉CCFM 698，保藏于江南大学国家功能食品与工程技术研究中心菌种保藏库，中国微生物菌种保藏管理委员会普通微生物中心保藏，保藏编号分别为CGMCC No. 11820。
1.1.2 主要仪器

7.5L玻璃发酵罐（New Brunswick Scientific, USA），购自新布朗什维克科学公司；振荡培养箱（型号：ZQZY-70B），购自上海知楚仪器有限公司；分散机（型号：T10B），购自艾卡仪器设备有限公司；冷冻干燥机（型号：79480-30），购自美国LABCONCO公司；氮吹仪（型号：QGC-24T），购自上海泉岛公司；紫外分光光度仪（型号：TCC-240A），购自日本岛津制造所；气相色谱-质谱联用仪（型号：GCMS-QP2010），购自日本岛津公司； 
1.1.3 主要培养基

M. alpina斜面保藏培养基（1 L）：葡萄糖30 g，硝酸钾2 g，酵母萃取物5 g，七水合硫酸镁3 g，磷酸二氢钠1 g，琼脂20 g，蒸馏水定容至1000 mL。
Broth种子培养基（1L）：葡萄糖20 g，硝酸钾10 g，酵母萃取物5 g，七水合硫酸镁0.25g，磷酸二氢钠1 g，蒸馏水定容至1000 mL。

发酵培养基（1L）：葡萄糖50 g，硝酸钾5 g，豆粕20g，七水合硫酸镁0.25 g，磷酸二氢钠2 g，消泡剂1ml，蒸馏水定容至1000 mL。

1.2 实验方法
挑取保藏于斜面培养基中的M. alpina培养物一环，接种于100 mL Broth培养基中，在28°C，200 rpm的条件下振荡培养48 h，待菌体长成白色球状，用分散机打碎后接种1 mL至100 mL Broth培养基中进行传代培养，在28°C和200 rpm的条件下培养36 h，待菌球呈现均匀、放射羽状后，获得M. alpina发酵种子液。将培养36 h的M. alpina种子按10%的接种量接种至7.5 L搅拌型发酵罐中（装液量4 L），在28°C下发酵10天。发酵期间通过火圈无菌取样，用于发酵参数的测定，同时通过补加消泡剂（聚丙二醇 2000）控制发酵过程中泡沫产生的不利影响，使用1 mol/L硫酸和1 mol/L氢氧化钠调pH至6.0。

1.2.1生物量的测定

用量筒量取100 mL发酵液，用200目的标准样筛过滤后，清水洗涤直到滤液澄清透明，获得高山被孢霉湿菌体。将湿菌体置于冷冻干燥机中进行冻干，冻干后称取干菌体重量
1.2.2脂肪酸的测定

将冷冻干燥后的菌体用研钵粉碎成菌粉，粉碎后准确称取50 mg左右于7 mL的玻璃提脂瓶中，用于脂肪酸的提取和检测分析。脂肪酸提取参照文献【12】报道的方法，主要流程为：在7 ml玻璃提脂瓶中加入2 mL 4 M盐酸，置于正负80°C下进行反复冻融破壁（80°C维持1 h，每隔半小时震荡一次后迅速转置负80°C，维持15 min），重复三次待破壁完全后，用微量进样器准确量取100 µL十五烷酸（C15:0）加入7 ml提脂玻璃瓶中，加1ml氯仿和1ml甲醇进行脂肪萃取，重复3次后用进行氮吹，氮吹后加1 mL 10%盐酸甲醇进行甲酯化操作（60℃，3h，每半小时震荡一次），得到的脂肪酸甲酯采用气相色谱-质谱联用仪进行检测【13】。气相色谱柱为Rtx-WAX（30 m × 0.25 mm，φ 0.25 μm），使用的载气为氦气，采用的进样方式为分流进样，色谱柱的升温程序为：初始温度150°C，保持2 min后以5°C/min的速度升温至190°C，最后以16°C/min的速度升至220°C后保持15 min。根据内标采用峰面积归一化法计算总脂和各脂肪酸含量。
2 结果与讨论
2.1 不同转速条件对高山被孢霉产EPA的影响研究
为了选择适宜的转速，在7.5L玻璃罐中共设计了3组分批发酵实验，分别为500 rpm，400 rpm，300 rpm，考察不同转速条件对高山被孢霉产EPA的影响。其中通气量设定0.5 vvm，温度28℃，发酵末期检测数据与发酵过程中溶氧曲线如表1与图1所示。
表1  不同转速条件下发酵末期240h DCW，TFA，EPA产量对比
Table 1 Comparison of fermentation parameters at different speed of agitator on DCW, TFA and EPA production at 240 h
	
	300rpm
	400rpm
	500rpm

	DCW/（g/L）
	18.5±0.5
	22.8±0.5
	22.8±0.5

	TFA/（g/L）
	2.74±0.10
	5.96±0.08
	6.14±0.05

	EPA/（mg/L）
	162.03±10.48
	555.46±6.35
	512.93±8.23


注释：DCW代表菌体生物量；TFA代表总脂肪酸产量。
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图1  不同转速条件下发酵溶氧曲线
Fig1. Dissolved oxygen curves of fermentation process at different speed of agitator
对比细胞生物量（DCW），400rpm与500rpm无明显差异，均22.8 g/L，而300rpm条件下仅18.5 g/L；对比总脂产量（TFA），400rpm与500rpm分别为5.96 g/L、6.14 g/L，而300rpm条件仅2.7 g/L；对比EPA产量，400rpm与500rpm分别为555 mg/L、513 mg/L，300 rpm条件仅162 mg/L。考查发酵过程的溶氧曲线的变化如图1所示，300rpm条件溶氧在第48h后一直为0，说明溶氧供给低于溶氧消耗速度，无法满足发酵过程的溶氧需求；400rpm条件溶氧从48h开始降为0，直到192h后溶氧才开始缓慢上升。500rpm条件下由于转速高溶氧值偏高一点，曲线变化趋势类似。

综合考察各个指标，300rpm转速过低溶氧不足满足不了发酵需求，400rpm与500rpm条件下的产脂性能大致相同，可能是因为500rpm条件转速过高剪应力对菌丝造成损伤，菌体进行自身修复需要消耗能源。因此，适宜的转速条件为400rpm。但是由图1可知400rpm条件下溶氧供给仍满足不了整个发酵过程中的溶氧需求，溶氧低会阻碍菌体的生长及脂质的积累，故有必要采取进一步措施进行溶氧供给。
2.2 添加富氧载体4%正己烷对高山被孢霉产EPA的影响研究
由于在适宜的转速400rpm条件下仍无法满足发酵过程中菌体生长以及脂质积累过程中的溶氧需求，该部分实验研究添加富氧载体4%的正己烷对提高发酵体系的溶氧与产物积累的影响。其中转速设定为400rpm，通气量0.5vvm，温度28℃，其发酵检测数据如图2所示。
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图2  添加4%正己烷策略下发酵过程中DO%，DCW，TFA，EPA曲线
Fig2. The effects of adding 4% n-hexane strategy on DO%, DCW, TFA and EPA production
由图2溶氧曲线可知，加富氧介质4%正己烷后发酵体系的溶氧值略有提高；相比对照组生物量（DCW）22.8 g/L、总脂（TFA）5.96 g/L与EPA产量0.56 g/L，添加4%正己烷策略下发酵末期得到生物量20.5 g/L、总脂4.98 g/L、EPA产量0.40 g/L，结果表明虽然加富氧介质4%正己烷对于提升体系的溶氧有一定的作用，但不利于菌体产脂与积累EPA，可能正己烷对于菌体有毒害作用，不适合高山被孢霉产EPA的发酵体系，与Peng[6]等研究结果不完全一致。
2.3 通入富氧空气对高山被孢霉产EPA的影响研究
由于添加4%正己烷策略不利于菌体产脂与积累EPA，故尝试采用富氧空气策略。该实验部分原理为：由亨利定律可知在亨利系数一定条件下通过提高罐内氧气分压可以提高罐内体系溶解氧的浓度，从而提高体系的溶氧。实验方案为：控制总通气量不超过1vvm，当体系溶氧不足时通入富氧空气，维持体系DO在10%-50%，转速设定为400rpm，温度28℃，使用1mol/L 硫酸和1mol/L 氢氧化钠调PH至6.0。其发酵数据检测如图3所示。
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图3  通入富氧空气策略下发酵过程中DO%，DCW，TFA，EPA曲线
Fig3. The effects of adding oxygen-enriched air strategy on DO%, DCW, TFA and EPA production
由图3溶氧图形可知通入富氧气体可以增加罐内氧分压大幅度提高体系溶氧，可以满足发酵过程中的高溶氧需求。到发酵末期其生物量可达24.5g/L，总脂产量为4.43g/L，EPA产量可达1.01g/L，相比对照组EPA产量提升至1.82倍，Cui等【14】在不改变搅拌转速和通气量的情况下，改变通入反应器中氧的比例，将反应过程中的溶氧从5%提高至330%，结果表明单位面积的菌体生物量随着溶氧的增加而增加，说明溶氧不足会限制菌体的生长。所以通入富氧空气策略可以有效的满足体系的溶氧需求，大幅度提高高山被孢霉产EPA的产量。
2.4 分批发酵不同策略下葡萄糖消耗曲线
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图4  不同溶氧策略条件下发酵罐残糖浓度对比
Fig4. The effects of different dissolved oxygen strategy conditions on residual glucose concentration

由检测的残糖浓度数据可知，通入富氧空气会加快菌体耗糖速率，初始葡萄糖50g/L，到第144h葡萄糖已耗尽；而对照组与添加4%正己烷组到发酵末期仍有20g/L左右葡萄糖没有耗尽。由于高山被孢霉积累脂质的过程是需要消耗碳源的，通入富氧空气策略分批发酵后期葡萄糖不足，阻碍了脂质的进一步生产与积累，同时初始葡萄糖50g/L浓度过高也会导致菌体生长延滞期增长，故可以采用分批补料的方式进一步提高EPA的产量。

3 结论
本文给出了一种满足高山被孢霉产PUFAs过程中高溶氧需求的策略，即采用通入富氧空气控制总通气量为不超过1vvm，维持体系溶氧不低于10%，充分满足菌体生长及脂质积累过程中的高溶氧需求，解决了溶氧阻遏产物积累的问题，对于其他丝状真菌高密度发酵也有一定的参考价值。
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