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摘　要：在摇瓶条件下对赖氨酸发酵的供氧、初糖浓度等进行了研究，并对氮源硫酸铵、营养因素

玉米浆和Ｌ－苏氨酸进行了响应面分析试验，得到最优的摇瓶发酵条件。在此基础上，进行了７Ｌ
自控发酵罐赖氨酸发酵试验。研究结果表明，在７Ｌ发酵罐中发酵６４ｈ左右，积累赖氨酸盐酸盐

可达１６１ｇ／Ｌ，糖酸转化率５８．３％。
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　　Ｌ－赖 氨 酸 是 人 体 和 动 物 所 不 能 合 成 的８种 必

需氨基酸中最重要的一种。目前，９０％以上的Ｌ－赖

氨酸产品用于饲料工业，如豆粕中添加适量的Ｌ－赖

氨酸，可 以 大 大 提 高 蛋 白 质 的 利 用 率，促 进 禽 畜 生

长。由于国内饲料工业惊人的发展速度，Ｌ－赖氨酸

的市场需求与日俱增［１］。目前，国内外赖氨酸生产

均采用发酵法生产，常规育种技术从谷氨酸产生菌

选育的菌种 产 酸 率 约１３％～１５％，发 酵 周 期 约６４

ｈ；用基因工 程 技 术 从 大 肠 杆 菌 改 造 所 得 的 菌 种 产

酸率１５～１８％，发酵周期４０～５０ｈ［２－１１］。国外主要

由日本味之素、韩国希杰、美 国 ＡＤＭ 等 厂 家，国 内

主要生产厂家有吉林大成、安徽丰原等。尽管我国

赖氨酸产量已稳居世界第一，但赖氨酸产生菌和技

术基本上 被 日 本 味 之 素、韩 国 希 杰 等 垄 断。因 此，
很有必要选育 拥 有 自 主 知 识 产 权 的Ｌ－赖 氨 酸 高 产

菌，并采用先进的补料分批发酵工艺提高产酸率和



糖 酸 转 化 率，使 我 国 的 赖 氨 酸 工 业 具 有 国 际 竞 争

力［２，１２］。

１　材料与方法

１．１　试验菌株

Ｌ－赖 氨 酸 高 产 菌 ＸＱ－９（ＡＥＣｈｒ　Ｓｕｃｇ　Ｔｈｒ－

ＳＧｈｒ）［１３］，由黄色短杆菌（Ｂｒｅｂｖｉｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｆｌａｖｕｍ）

ＡＴＣＣ１４０６７选育而来。

１．２　培养基

１．２．１　 完全培养基（ｇ／Ｌ）　葡萄糖５，牛肉膏１０，

蛋白胨１０，ＮａＣｌ　５，琼脂条２０。

１．２．２　 摇 瓶 种 子 培 养 基 （ｇ／Ｌ）　 葡 萄 糖 ２５，
（ＮＨ４）２ＳＯ４５，ＫＨ２ＰＯ４１，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ　０．５，玉米

浆３５～４０，ＣａＣＯ３１０。

１．２．３　摇瓶发酵培养基（ｇ／Ｌ）　葡萄糖１２０～２００，
（ＮＨ４）２ＳＯ４４０～６０，ＫＨ２ＰＯ４１，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ　０．５，

玉米浆５～１５，Ｌ－苏氨酸０．２～０．６，ＣａＣＯ３４０。

完全和种子培养基均以２００ｇ／Ｌ　ＮａＯＨ调ｐＨ
值至７．０～７．２，０．１ＭＰａ压力下灭菌２０ｍｉｎ。发酵

培养 基 以２００ｇ／Ｌ　ＮａＯＨ 调 至ｐＨ 值７．０～７．２，

０．０７Ｍｐａ压力下灭菌８ｍｉｎ。

１．３　培养方法

１．３．１　斜面、平板培养方法　恒温箱温度（３１±１）

℃，培养２４ｈ。

１．３．２　摇 瓶 培 养 方 法　摇 床 为 往 复 摇 床，振 次

（１００±２）次／ｍｉｎ，振幅８ｃｍ，温度（３１±１）℃，种子

装液量５００ｍＬ三角瓶１００ｍＬ，种子培养１２ｈ；发

酵装液量５００ｍＬ三角瓶２５ｍＬ，发酵培养７２ｈ。

１．３．３　７　Ｌ发 酵 罐 培 养 方 法　初 始 装 液 量 为３．６
Ｌ，接种量１０％，初糖约为１２０～１２５ｇ／Ｌ，通气量为

２～３Ｌ／ｍｉｎ，搅 拌 转 速２８０～５００ｒ／ｍｉｎ，以 维 持 相

对溶氧在３０％以上，发酵温度３１℃，流加２５％浓氨

水以控制ｐＨ值在６．７～６．８，中间每隔２～４ｈ检测

残糖浓度，当残糖降至２５ｇ／Ｌ时流加７００ｇ／Ｌ的葡

萄糖，维持残糖在２５～３０ｇ／Ｌ，发酵结束前４～６ｈ
停止流加糖液，整个发酵时间约为６４ｈ。

１．４　分析方法

１．４．１　ｐＨ值　用精密ｐＨ试纸和酸度计测定。

１．４．２　菌体生长　吸取样品菌液０．２ｍＬ到０．２５
ｍｏｌ／Ｌ　ＨＣｌ　５ｍＬ溶液中，摇匀后测定Ａ５６２ｎｍ值。

１．４．３　葡萄糖　采用ＳＢＡ－４０Ｃ生物传感分析仪测

定。

１．４．４　Ｌ－赖氨酸　纸上层析法、酸性茚三酮法［１４］

和氨基酸自动分析仪。

２　结果与讨论

２．１　Ｌ－赖氨酸摇瓶发酵研究

２．１．１　供氧对Ｌ－赖氨酸发酵的影响　Ｌ－赖氨酸属

于天门冬氨酸族氨基酸，其前体草酰乙酸主要由对

氧浓度要求较高的ＴＣＡ循环和磷酸烯醇式丙酮酸

羧化反应提 供。充 分 供 氧，可 使 菌 体 呼 吸 充 足，可

能将有利于提高耗糖和产酸速率，而摇瓶发酵过程

的供氧主要取决于振荡频率和装液量，为此进行了

固定振荡频率（往 复 摇 床９８～１００次／ｍｉｎ）条 件 下

不同装液量的Ｌ－赖氨酸摇瓶发酵试验，结果见表１。
表１　不同装液量对Ｌ－赖氨酸发酵的影响

Ｔａｂ．１　Ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ｍｅｄｉｕｍ　ｖｏｌｕｍｅ　ｏｎ　Ｌ－ｌｙｓｉｎｅ　ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ

装液体积量／ｍＬ　 Ｌ－赖氨酸·ＨＣｌ／（ｇ／Ｌ）

２０　 ８５

２５　 ９７

３０　 ８１

３５　 ７５

　　从表１中可看出，装液量对发酵产酸有一定影

响，当装液量为２５ｍＬ时，产酸最高。从表２中 可

看出，Ｌ－赖氨酸产生菌ＸＱ－９具有较好的耐高糖特

性，当初糖浓度为１８０ｇ／Ｌ时，发酵７２ｈ，产酸可达

９７ｇ／Ｌ，糖酸转化率为５３．８％。

２．１．２　初糖浓度对产酸及糖酸转化率的影响　Ｌ－
赖氨酸发酵 的 耗 糖 量 很 大，如 采 用 一 次 投 糖，势 必

造成初糖过 高 而 导 致 菌 体 生 长 适 应 期 延 长 和 糖 酸

转化率下降，故生产上常采用流加糖发酵法。如果

将初糖浓度 太 低，虽 可 加 快 菌 体 前 期 生 长 速 度，但

由 于 需 要 大 量 补 加 糖 液，补 加 糖 液 浓 度 也 必 须 较

高，这样在生产上会带来许多麻烦。

为了了解赖氨酸产生菌ＸＱ－９的耐高糖 特 性，
并给生产上选择初糖浓度提供参考，有必要考察不

同 初 糖 浓 度 对 菌 体 生 长、产 酸 和 糖 酸 转 化 率 的 影

响。不同初糖浓度下的发酵结果见表２。
表２　不同初糖质量浓度下的Ｌ－赖氨酸发酵结果

Ｔａｂ．２　Ｒｅｓｕｌｔ　ｏｆ　Ｇｌｕｃｏｓｅ　ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ　ｏｎ　ｔｈｅ　ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ　ｏｆ

Ｌ－ｌｙｓｉｎｅ

初糖／

（ｇ／Ｌ）
发酵

时间／ｈ

残糖／

（ｇ／Ｌ）
Ｌ－赖氨酸·ＨＣｌ／

（ｇ／Ｌ）
转化

率／％

１２０　 ５２　 ３　 ６１　 ５０．８

１４０　 ６０　 ５　 ７２　 ５１．４

１６０　 ６５　 ５　 ８３　 ５１．９

１８０　 ７２　 ７　 ９９　 ５５．０

２００　 ８２　 ８　 １０５　 ５２．５
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２．１．３　氮源等营养物质对Ｌ－赖氨酸摇瓶的正交试

验　摇瓶发 酵 采 用 硫 酸 铵 为 赖 氨 酸 发 酵 的 无 机 氮

源；来 源 丰 富、价 格 便 宜 的 玉 米 浆 作 为 赖 氨 酸 发 酵

所需的氨基酸和生长因子；因赖氨酸高产菌为苏氨

酸缺陷型，故在培养基中添加少量的Ｌ－苏氨酸。采

用硫酸铵、玉 米 浆 和 苏 氨 酸 三 因 素 做 响 应 面 实 验，
以Ｌ－赖氨酸·ＨＣｌ产量为响应值，实验设计的因素

及水平见表３。
表３　因素及水平表

Ｔａｂ．３　Ｌｉｓｔ　ｏｆ　ｆａｃｔｏｒｓ　ａｎｄ　ｌｅｖｅｒｓ

水平

因 素

Ｘ１／Ｌ－苏氨酸／

（ｇ／Ｌ）
Ｘ２／硫酸铵／

（ｇ／Ｌ）
Ｘ３／玉米浆／

（ｇ／Ｌ）

－１　 ０．５　 ５０　 ８

０　 ０．６　 ６０　 １０

１　 ０．７　 ７０　 １２

　　用软件Ｄｅｓｉｇｎ　ｅｘｐｅｒｔ　７．１进行实验设计，共进

行１７次实验。１７个 实 验 点 可 分 为 两 类：一 类 是 析

因点，即自变量 取 值 在Ｘ１、Ｘ２和Ｘ３所 构 成 的３维

顶点，共有１２个 析 因 点；一 类 是 零 点，为 响 应 面 区

域的中 心 点，零 点 实 验 重 复５次，用 于 估 计 实 验 误

差，实验结果见表４。
表４　响应面实验设计及实验结果

Ｔａｂ．４　Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ　ｄｅｓｉｇｎ　ａｎｄ　ｒｅｓｕｌｔｓ　ｏｆ　ｒｅｓｐｏｎｓｅ　ｓｕｒｆａｃｅ

实验号 Ｌ－苏氨酸
（Ｘ１）

硫酸铵
（Ｘ２）

玉米浆
（Ｘ３）

Ｌ－赖氨酸·ＨＣｌ／
（ｇ／Ｌ）

１　 ０ －１　 １　 ８７．９

２　 ０　 １　 １　 ８０．６

３ －１　 １　 ０　 ５５．１

４　 １ －１　 ０　 ７３．８

５　 ０　 ０　 ０　 １０２．９

６　 ０ －１ －１　 ９０．５

７ －１ －１　 ０　 ８０．５

８　 ０　 ０　 ０　 １０２．５

９　 ０　 ０　 ０　 １０３．１

１０　 ０　 ０　 ０　 １０３．９

１１　 １　 １　 ０　 ７０．５

１２　 ０　 １ －１　 ６５．０

１３ －１　 ０　 １　 ８２．２

１４ －１　 ０ －１　 ７９．６

１５　 ０　 ０　 ０　 １０２．１

１６　 １　 ０　 １　 ８７．４

１７　 １　 ０ －１　 ７９．６

图１　Ｌ－苏氨酸（Ｘ１）及硫酸铵（Ｘ２）对Ｌ－赖氨酸发酵影

响的响应面图

Ｆｉｇ．１　Ｒｅｓｐｏｎｓｅ　ｓｕｒｆａｃｅ　ｐｌｏｔ　ｏｆ　Ｌ－ｔｈｒｅｏｎｉｎｅ　ａｎｄ（ＮＨ４）２

ＳＯ４ｏｎ　Ｌ－ｌｙｓｉｎｅ　ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ

图２　Ｌ－苏氨酸（Ｘ１）与玉米浆（Ｘ３）对Ｌ－赖氨酸发酵影

响的响应面图

Ｆｉｇ．２　Ｒｅｓｐｏｎｓｅ　ｓｕｒｆａｃｅ　ｐｌｏｔ　ｏｆ　Ｌ－ｔｈｒｅｏｎｉｎｅ　ａｎｄ　ｃｏｒｎ

ｓｔｅｅｐ　ｌｉｑｕｏｒ　ｏｎ　Ｌ－ｌｙｓｉｎｅ　ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ

图３　硫酸铵（Ｘ２）与玉米浆（Ｘ３）对Ｌ－赖氨酸发酵影响

的响应面图

Ｆｉｇ．３　Ｒｅｓｐｏｎｓｅ　ｓｕｒｆａｃｅ　ｐｌｏｔ　ｏｆ（ＮＨ４）２ＳＯ４ａｎｄ　ｃｏｒｎ

ｓｔｅｅｐ　ｌｉｑｕｏｒ　ｏｎ　Ｌ－ｌｙｓｉｎｅ　ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ

　　根据上述实验结果，以Ｌ－赖氨酸·ＨＣｌ的产量

Ｙ 为响应值，利用Ｄｅｓｉｇｎ　Ｅｘｐｅｒｔ７．１软件对表４进

行二次多元回归方程拟合，得到Ｙ 值对３个自变量

Ｘ１、Ｘ２ 和 Ｘ３ 的 二 次 多 项 回 归 方 程：Ｙ＝１０２．９＋

１．７４Ｘ１（７．６９Ｘ２＋２．９３Ｘ３＋５．５３Ｘ１Ｘ２＋１．３０Ｘ１Ｘ３＋

４．５５　Ｘ２Ｘ３（１５．８６　Ｘ１２（１７．０６　Ｘ２２（４．８４　Ｘ３２。回归分

析表明：大于Ｆ值的概率（Ｐｒ＞Ｆ）小于０．０００　１，说

明回 归 方 程 的 显 著 性 极 高；该 方 程 决 定 系 数Ｒ２＝
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０．９９８　１，说明方程的拟合度较 高，可 用 于 分 析 和 预

测 Ｌ－赖 氨 酸·ＨＣｌ产 量。本 设 计 实 验 中 ＣＶ＝
１．１２％，较低，说明该实验操作可信。

通过以上响应面分析得到苏氨酸、硫酸铵和玉

米浆 三 因 素 的 最 佳 质 量 浓 度 分 别 为０．６３、６０和

１０．５ｇ／Ｌ，在此最佳浓度进行 摇 瓶 发 酵７２ｈ，产Ｌ－
赖氨酸·ＨＣｌ可达１０４ｇ／Ｌ，糖酸转化率为５７．３％。

２．２　７Ｌ发酵罐Ｌ－赖氨酸发酵试验

在Ｌ－赖氨酸摇瓶发酵成功的基础上，进行了７
Ｌ实验室发 酵 罐 一 系 列Ｌ－赖 氨 酸 发 酵 试 验。初 始

装液量为３．６Ｌ，初糖浓度约为１２０～１２５ｇ／Ｌ（比摇

瓶 发 酵 初 糖 要 低，这 样 有 利 于 长 菌 和 缩 短 发 酵 周

期），接种量１０％，通气量为２～３Ｌ／ｍｉｎ，搅拌转速

２８０～５００ｒ／ｍｉｎ，以维持相对溶氧百分浓度在３０％
以上，发 酵 温 度３１℃，流 加２５％的 氨 水 以 控 制ｐＨ
在６．７左右，中间每隔２～４ｈ检测残糖浓度，并流

加７００ｇ／Ｌ 的 葡 萄 糖，维 持 残 糖 浓 度 在 ２５～
３０ｇ／Ｌ，发酵结束前４～６ｈ，停止流加糖液，当残糖

降至５～８ｇ／Ｌ时，即发酵结束，整个发酵周期约６４
ｈ。发 酵 结 束 时 产 酸 率 １６１ｇ／Ｌ，糖 酸 转 化 率

５８．３％，达到国内外常规选育Ｌ－赖氨酸产生菌发酵

的较高水平，为今后工业生产奠定了基础。在此条

件下的发酵过程曲线如图４所示。

图４　Ｌ－赖氨酸发酵进程曲线

Ｆｉｇ．４　Ｔｉｍｅ　ｃｏｕｒｓｅ　ｏｆ　Ｌ－ｌｙｓｉｎｅ　ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ　ｉｎ　７Ｌｆｅｒ－
ｍｅｎｔｏｒ
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