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溶氧控制和 � � 控制在赖氨酸分批

发酵过程中的应用

宫 衡 伦世仪

�发酵科学与工程 系 �

摘要 研究了溶氧和 � � 值 对赖氛酸产生 菌 �� �� 发酵的 影响
,

结合发酵过程的动

力学分析
,

得 出 了分批发酵操作的溶氧和 � � 控制模 式
。

结果表明 两种撞制都使

发酵水平得到 提 高
,

但以溶氧控制更有效
,

在溶氧控制模式下
,

发酵的转化 率从

��
�

� �提高到 ��
�

� �
�

关键词 赖氮酸 � 分批发酵
� 过程 控制 � 溶氧 � � �

� 前 言

赖氨酸是人体和动物所必需的氨基酸
,

在许多粮食原料中
,

赖氨酸相对缺乏
,

因此赖氨

酸在食品
、

饲料和医药中得到广泛的应用
,

目前赖氨酸已成为第二大发酵产氨基酸产品 �� 
。

我 国赖 氨酸 发酵 的研 究始 于 � 。年 子七末川
,

目前 发酵 产酸 已达 � �
,

然而总转化率仅 为

�
�

�� 川
,

这 同国外先进水平 曾
、

转化率 。
�

� 相 比差距很大
,

由于发酵转化率太低
,

成本过高
,

使得国内赖氨酸的需求大量依赖于进口
〔‘� 。 提高初始糖浓度和选育解除反馈抑制的高产菌

株
,

可以提高发酵单位
,

但提高发酵过程的转化率非常困难
,

它必须有 目的地控制基质的消

耗较多的转化为 目标产物
,

这就要求对发酵过 程进行控制
。

由此
,

作者对赖氨酸发酵过程

�包括分批 与流加发酵 �的优 化控制进行 了较 为全面的研究
。

研 究菌 株选 用黄色短杆 菌

� � � �
,

对于 � � � 的糖
,

�� � 发酵产酸为 � �
�

在发酵过程优化控制的研究中
,

分批发酵占有重要的地位
�

一方面流加控制发酵是建

立在分批发酵过程研究的基础之上
� 另一方面分批发酵过程中的一些可变参数如溶氧

、

� �
、

温度本身就可作为控制手段
。

本文着重讨论 了溶氧和 �� 对赖氨酸分批发酵过程的影响
,

并

在此基础上进行了分批发酵过程的优化控制
。
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溶氧控制和 �� 控制在赖氨酸分批发酵过 程中的应 用 � � �

� 材料与方法

�
�

� 菌种

工
� 一

赖氨 酸产 生 株黄 色短 杆 菌 �� � � � �� � � � �
� �。� ���

� � � � �� � � ��� �
一 ,

� � � ‘
,

� � �
� , � � � � ,

� � ��
,

� �� � �� � 由作者在 � � �� 川的基础上获得
。

� � 培养基

�� 斜面培养基 �� � 葡萄糖 �
,

牛肉膏 �
�

�
,

酵母膏 �
�

�
,

� ��� �
�

�
,

琼脂 �
�

。
,

�� �
�

��

� � 种子培养基 �� � 葡萄糖 �
,

�� ��
�

�
� � ��

� �
�

�
,

� � � ��
� �

�

�
,

玉米浆 �
�

� � � � �
、

·

� �
�
� �

�

� �
,

豆饼水解液 �
�

�
,

� �� ��
� �

�

�
,

� � �
�

�
�

� � 发酵培养基 �� � 葡萄糖 � �
,

�� ��礴 � � ��
‘ �

�

�
,

� � � ��
� �

�

�
,

� � ��
� ·

� �诬
�
� �

�

��
,

玉米浆 �
�

�
,

豆饼水解液 �
�

�
,

泡敌 �
�

��
,

� � �
�

��

� � 发酵设备

瑞士 �� �� � �
,

� �� 实验用 自控发酵罐
,

发酵液溶氧 自动指示
,

温度 自动控制
,

� � 自

动控制
。

� � 培养条件

斜面活化 � ��
�

种子在 �� 一 �� � 下振荡培养 �� 一 � ��
�

�� � 的发酵罐中装液量 � � �
,

接

种量 ��  
,

温度为 ��
’

�
,

通风 比 � � ��� �
,

罐压 �
�

�� 义 �少��
,

流加氨水控制所需的 �� 值
,

搅拌转速根据所需的要求定
。

� � 分析方法

�� 菌体干重 光密度法 �� � �� � �
,

所得的光密度值与吸光度
一

干重曲线对 照
,

计算出

菌体浓度
。

�� 葡萄糖浓度川 �
,

�
一

二硝基水杨酸法
。

�� 赖氨酸浓度川 酸性苟三酮 比色法
。

� 结果与讨论

�
�

� 溶氧对发酵的影响

氧在反应器 中参与菌体的生长
、

产物的形成和维持细胞的代谢
。

发酵开始时产物的积

累很低
,

氧的消耗主要是 由于菌体的生长
,

随着发酵的进行
,

细胞浓度逐渐达到饱和时
,

氧

的消耗主要是 由于产物的形成和细胞的维持代谢
。

当 ��
�

为 � ��
�

��
’

时
,

反应器中的溶氧

在 �一 �� � 内下降很快
,

此时对应着菌体的
一

人量生成
,

�� 一 � �卜、氧的消耗有一个最大值
,

这

时菌体仍有生长而产物已开始大量形成
,

随后反应器中的溶氧开始升高
� 当 � �� 减少时

,

发

酵 初期 � �一 � � � �溶氧很快下降
,

但在以 后很 长的一段时间内反应 器中的溶 氧都处于一个

较低的水平
,

并与 � �� 有一对应关系
,

如图 �
�

实验 中通过改变搅拌转速控制 不同的 �� 
� 仁体积溶氧系数 �值

,

从而达到控制 反应器 中

的溶氧水平
。

发现过高
、

过低的溶氧对发酵均不利
� 当溶氧很低时 �� ��

、
一 � �  

�

�卜
一
’
�对发酵

尤为不利
,

表现为菌浓下降
、

产酸降低
、

发酵时问延长
�

�� � , 在 � ��� 一 � � � �
‘

之间
,

发酵较佳
,

产酸为 � � � ��
一

左右
,

试验结果 见表 �
�
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�性,�,����一�心�八�

��� !∀##
� � �

�

�

� � �
�

�

� � �
�

�

� � �
�

�

� �
�

��

� �
�

� �

�
�

�

� � �
�

�

� � �
�

�

� � �
�

�

� �  
!

�

�  
!
∀#

∃ �
!
 %

∃
!
 

∃
!
%

&
!
�

图 2 为发酵过程的菌体生长 曲线
,

在不同的溶氧水平下 (除非 Kl
a很低)

,

菌体的生长量

2O

15

()�匀

�曰\汉�创径长连

2O
时间 ( h )

40 60
时间 ( h )

8O 10门

图 1 不同 K la 值反应器中溶解氧的变化 图 2 不同 Kl
a
值菌体生长的变化

一
。

一 K la = 8 25
.
Zh 一 1 一 + 一 K l

a
一 5 3 1

.
s h 一

1 一 几 一 K la = 825
.
Zh 一 1 一 + 一 K la= 531

.
sh 一 1

一
,

一 K la = 40 6
.
Zh 一 l

一 D 一 K la一 2 9 5
.
1 1
1一 1 一

,

一 K l
a = 406

.
Zh 一 1 一 D 一 K l

a= 295
.
lh 一 1

都能达到一个相 同的饱和值
,

但菌体 的生长速度是不一样的
,

结果发现当 Kl
a一 531

.
8h

一 ’

时
,

菌体的生长 比速最大
,

过高的 Kl
a 反而对菌体的生长有抑制作用(图 3)

.

图 4 为不同溶氧条件下产物形成 比速 Q 随时间的变化关系
,

从图 4 可以看出 K la 为

0.}2

0.】C

上 0
.
0乏

瑕 0
.
06

纽

鲜
。
.
。。

比

浪
忆 0

·

02

翩月日|叫翩J耐
.1叫

认伙伙(j几()

�"石�瑙纽半洲长注

I(J Z() 3(户 4 0 5 () 6 () 7 0 8 ()

日
·

士间 (h )

。

一而一飞犷一丽 40 加 60

日寸I油1 ( h )

70 8 () 9 ()

图 3 不同 K la 值菌体的比生长速率 图 4 不同 K la 值产物比生成速率的变化

一 . 一 K la ~ 295
.11厂

l
一十 一 K la = 4 0 6

.
Z h 一

’

一-
、

一 K la = 295
.
lh 一 1

一 + 一 K la= 406
.
Zh 一 1

一
,

一 K l
a = 53 1

.
sh 一 l 一 口一 K la = 8 2 5

.
Z h 一

’

一
,

一 K la ~ 531
.
81厂

l
一 D 一 K la= 825

.
Zh 一 1

4 0 6

.

Z h
一 ’

时
,

产物的生成比速最大
。

结合溶氧对菌体生长的影响来看
,

溶氧过低不但菌体 的
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生长最不利
,

而且此时产物的形成 比速也最小
,

所以对发酵影响最大
;
对于产物形成最适的

K la 值和对于菌体生长最适的 K la 值是不一样的
,

因此对于 K la 恒定的操作不能 同时使得

菌体生长和产物形成处于最适的环境中
。

2. 2 p H 值对发酵的影响

pH 对许多酶的催化过程和许 多细胞之 间的特性传递过程有很大的影响
,

p H 值的变化

能改变体系的酶环境和营养物质的代谢流
,

使得诱导物和生长因子在活性和非活性之间变

化
。

结果表 明 pH 值对赖氨酸的发酵影响很大
:
当 pH 7

.
0 时产酸最高

,

p H 值偏高或偏底
,

产

酸均降低
;
菌体的生长量 只在 pH g

.
o 才发现有降低

,

而当 pH 值为 6
.
0 时菌体的生长量还有

提高
,

见表 2.

表 2 Pl l 对发酵的影响

pH 初糖(g /I ) 菌浓 (g /I ) 产酸 (g /I ) 发酵时间(h ) 残糖 (g/I )

6.0 150
.
8 17

.
80 48

.
35 62 8

.
0

7.0 149.3 17
.
74 50

.
2 6 62 4.9

150
.
2 !1 63 42

.
30

进一步研究发现 pH 值同时影响了菌体的生长 比速和产物的形成 比速
,

偏低的 pH 值对

菌体的生长是有利的
,

实验范围内 pH 6
.
o 时菌体的生长 比速最高

;产物形成 比速 在 pH 7
.
o

时最大(图 5
、

6 )

.

丫 0
.
1()

石
o· 0 8

喜
。

·

%

霉
。

·

0 4

忆 0.02

�一二�叫兰出洲长性

K la= 53 1

{I
、

士!、小 h

pH 菌体比生长速率的变化

10 15 20 25 加 35 4D 45 5() 55 60

时间 ( h )

图 5 不同
·

一 pH 一 6
.
0

图 6 不同 pH 产物比生成速率的变化

一 十一 pH 一 8
.
0 一

关

一 pH 一 7
.
0 一

·

一 p H 一 6
.
0 一 + 一 pH 一 8

.
0 一

关

一 pH 一 7
.
0

2
.
3 发酵过程的溶氧与 pH 控制

2
.
3
.
1 发酵过程 的动力 学分析 图 7 为 pH 7

.
O ,

Kl

a 为 53 1
.
sh ‘

的动力学分析
。

从图 7 中

可 以看出菌体的生长比速 产开始表现出极大
,

随后明显下降
;
产物生成 比速 Q 开始随 产 的变

化而有一定的降低
,

但当 产很低时
,

Q 仍很大
,

符合 G A D E N 二类发酵
:
它在发酵前期有较高

的生长活力
,

以生长为主
,

中后期有较高产物形成活力
,

以产物形成为主
,

产物的形成和菌

体的生长仅有一定程度的相关性
。

发酵开始时伴随着菌体的生长细胞同时分泌出赖氨酸
; 另一方面生长好的细胞仍有赖

氨酸合成酶系的活 力
,

进一步催化底物合成赖氨酸
,

赖氨酸的形成动力学可以描述为
:

Q = af
,

+ f

:
( l )
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图 7 赖氨酸发酵过程的动力学分析

一
.
一 C E l l

一
十

一
I Y S

.

H C I

式中
:
Q 为赖氨酸的生成 比速

:a 为

相关系数 ;f
;
为菌体生长动力学 产 的

函数表达式
,

与各影响因子如基质浓

度
、

产物浓度
、

溶氧水平
、

p H 有关
;
九

的实质为活性细胞催化底 物合成 赖

氨酸的酶反应动力学
,

也是各影响因

子如基质浓度
、

产物浓度
、

溶氧水平
、

p H 的函数
。

当发酵处于中
、

后期时
,

厂
,

~
O

,

式 (l) 可以简化为
:

Q = f
: (2 )

2
.
3
.
2 分批发 酵过程的 控制 发

酵过程中较多地合成产物
,

是分批发

酵过程控制的 目的
。

由于产物 的形

成速度不但和 Q 有关
、

还和菌体浓度有关
,

结合式(1) 分析
,

我们可以看 出
:
首先必须使得菌

体在较佳的环境得到生长
,

即控制条件
,

使 f
,

取最大值
:
随即必须控制条件使得菌体在较佳

的环境 中最大限度的合成底物
,

即控制条件
,

使 f
:
取最大值

。

往往某一影响因素满足 f
,

和 九

的最佳值是不一样的
,

这就必须对发酵过程进行分段控制
。

前面 的研究结果说明溶氧
、

p H 对菌体生长和产物形成的影响是不一样的
:
以溶 氧而

言
.
K la一 531

.
8 h

一
’

对菌体生长有利
、

Kl

a

一 406
.
2h

’

对产物的形成有利 ;以 p H 而言
,

p H -

6

.

0 对菌体生长有利
、

p H 一 7
.
0 对产物的形成有利

。

从发酵过程来看进行到 24 h 后
,

菌体基

本长好
,

因此选定溶氧和 pH 的控制模式为
:

赖氨酸发酵的溶氧控制模式

O一 24h K l
a
一 53 1

.
8 11 ‘

2 4 h 后 K la = 4 06
.
2}、

一 ’

赖氨酸发酵的 pH 控制模式

O一 24h PH 一 6
.
0 24h 后 PH 一 7

.
0

从表 3 可以出
,

在优化的控制模式下赖氨酸的发酵水平得到了提高
。

表 3 控制方式对发酵的影响

控制方式 初糖 (g /I ) 菌浓 馆/I
一

) 产酸 (g月 ) 发酵时问(h) 残搪(g /1 ) 转化率 (% )

方式
一

1 4 9

.

3 1 7

.

7 4 5 0

.

2 6 6 2 4

.

8
8

3 3

.

6

方 式二 147
.
3 17

.
73 56

.
12 62 4.0 38

.1

方式三 152
.
1 17

.
66 51

.
12 5 6 4

.
1 33.6

方式四 14 9
.
5 1 7

.
6 9 5 2

.
0 9 5 8 3

,

5 3 4

.

8

方式一 溶氧
、

p
H 恒定 ( K l

a = 531
.
sh 一 ’,

p
H 一 7

.
0 )

方式二 溶氧分段控制

方式三 pH 分段控制

方式四 溶氧结合 pH 分段控制(o一 24 h K l
a
= 5 3 2

.
8
.
2h 一

’
p H = 6

.
0

,

2
4

h 后 K la= 406
.
2h一 ’

p H 一 7
.
0 )

2
.
3
.
3 溶氧控制与 pH 控制的 比较 在两种控制方式下

,

赖氨酸的发酵水平都得到了提

高
,

但是两种控制所得到的结果是不一样的
:
溶氧控制方式提高了发酵过程的转化率

,

从表
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3 中可 以看出同方式一相 比发酵的转化率从 33
.
6% 提高到 38

.
1写 ;pH 控制方式缩短了发

酵周期提高了发酵的生产强度
。

这与 pH 和溶氧各 自对菌体生长和产物形成调节的特异性

与敏感性有关
,

对于赖氨酸发酵两种控制中以溶氧控制为好
。

进一步实验发现
,

当同时使用

溶氧和 pH 分段控制
,

所得的结果不很理想 (见表 3)
,

说 明这两种控制方式的结合
,

控制效果

并不简单地表现出加合性
。

3 结 论

1) 在赖氨酸发酵过程中溶氧和 pH 值同时影响了菌体的生长和产物的合成
,

但最适

生长和最适产酸的溶氧水平和 p H 值是不一样的
。

2) 通过发酵过程的动力学分析
,

得 出了分批操作过程的溶氧和 pH 控制模式
,

结 果

表明两种控制模式都提高了赖氨酸的发酵水平
。

比较发现对于赖氨酸发酵 以溶氧作为控

制手段最有效
,

提高了发酵过程的转化率
。
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