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摘要!为提高 B?色氨酸发酵水平"在 "(([发酵罐上考察了不同操作条件对大肠杆菌发酵生产 B?色氨酸的影响# 结果表

明不同操作条件对 B?色氨酸发酵有显著影响# 残糖浓度$补料方式$柠檬酸钠添加质量分数$接种量及溶氧量分别控制在

9 HV[$溶氧控制脉冲补料$' HV[$9<及 "(< Y"9<时"发酵效果最好"在 " /

! 罐上进行验证实验"B?色氨酸产量稳定在

C( HV[左右#

关键词!B?色氨酸%柠檬酸钠%溶氧%补料分批发酵
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AA色氨酸是人体内的必需氨基酸之一"还是血清

素的前体"对人和动物的生长发育$新陈代谢起重要

的作用"广泛应用于医药$食品和饲料行业"其工业

化生产方法越来越为研究人员所重视."/

# 早期的

B?色氨酸生产方法主要依靠化学合成和蛋白质水

解"但这些方法由于材料来源有限$周期长$工艺复

杂$杂质多等缺点在 '( 世纪 @( 年代逐渐被淘汰"随

着对微生物法生产色氨酸的研究深入及基因工程的

介入"微生物法已成为目前 B?色氨酸生产的主要方

法.' ?9/

# 目前"国内 B?色氨酸生产工艺研究开展较

晚"产率较低"限制了 B?色氨酸的工业化生产"本文

中采用大肠杆菌的基因工程菌为研究材料"在合作

单位研究的基础上对 B?色氨酸发酵的一些关键控

制点进行优化"并采用 " /

! 发酵罐进行中试放大研

究"确定了 B?色氨酸的最佳生产工艺条件#

#9材料与方法

#:#9材料

菌种=XbZ(8(@"天津科技大学代谢控制发酵研

究室提供#
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#:!9培养方法

摇瓶种子培养!将一支生长良好的活化斜面菌

苔转入装有 C(( /[种子培养基的 9 [三角瓶中"@

层纱布封口"置巡回式摇床&'(( %V/0,'上"!'k振

荡培养至对数生长中后期#

种子罐培养!将摇瓶种子按 '<接种量接入种

子罐"初始转速为 "U( %V/0,"温度为 !'k"自动流加

氨水控制 JZ在 8:("培养至对数生长中后期#

发酵罐培养!按一定接种量将种子罐中培养成

熟的种子接入发酵罐&"(( [或 " /

! 规格'"初始转

速为 "'( %V/0,"温度为 !'k"自动流加液氨控制 JZ

在 8:("流加 U(( HV[的葡萄糖控制残糖质量浓度在
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"( HV[#

#:;9分析方法

菌体干重!"( /[发酵液于 "( ((( %V/0, 下离

心 '( /0,"洗涤后将菌体 "(9k烘干至恒重"分析天

平称重.;/

#

还原糖黏度!用生物传感器 WFB?C(-测定#

B?色氨酸含量!采用高效液相色谱分析系统测

定# 色谱分离条件!BH02+,6-"U&"9( //qC:; //"

!:9

#

/'"流动相 N&(:(!< gZ

'

D̀

C

溶液'pN&甲

醇' i@(p"("流速 " /[V/0,"检测波长 '8U ,/

.;/

#

!9结果与讨论

!:#9残糖浓度对"K色氨酸发酵的影响

发酵培养基初糖质量浓度控制为 9( HV["在葡

萄糖质量浓度降至 '($"9$"( HV[及 9 HV[时流加质

量浓度 U(( HV[葡萄糖液并维持相应浓度"在 "(( [

发酵罐上进行补料分批发酵"考察残糖浓度对 B?色

氨酸发酵的影响"结果如图 " 所示#

",生物量%',B?色氨酸

图 "A残糖浓度对 B?色氨酸发酵的影响

由图 " 可知"残糖质量浓度维持在 "( Y"9 HV[

时生物量最大"'( HV[时生物量最小"这说明残糖

浓度维持在 "( Y"9 HV[时有利于菌体生长"高于此

浓度菌体生长受到抑制"低于此浓度菌体处于半饥

饿状态"生长受限%B?色氨酸产量随残糖浓度的降

低而递增"说明低残糖浓度有利于 B?色氨酸的合

成"这主要是因为 B?色氨酸的生产菌为大肠杆菌构

建的基因工程菌"对葡萄糖浓度较为敏感"当葡萄糖

浓度略偏高时&"( Y"9 HV['"虽然有利于菌体生长"

但会在发酵液中积累乙酸"影响质粒的稳定性"增加

丢失质粒菌株所占比率.;/

"菌体量高但 B?色氨酸产

量偏低"继续提高葡萄糖质量浓度& m'( HV['"菌体

生长也收受抑制"进一步降低了 B?色氨酸的产量"

故应选择 9 HV[为 B?色氨酸发酵控制的残糖质量

浓度#

!:!9补料方式对"K色氨酸发酵的影响

维持残糖质量浓度为 9 HV["采用 B$F$-及 e

C 种方式补料"在 "(( [发酵罐上进行补料分批发

酵"考察补料方式对 B?色氨酸发酵的影响"结果如

表 " 所示#

表 #9补料方式对"K色氨酸发酵的影响

补料方式 生物量VH-[

?"

B?色氨酸质量浓度VH-[

?"

B '9:( '(:C

F !(:! '8:(

- !':9 !(:@

e !9:' !':"

方式B!发酵 "( . 左右当初糖质量浓度降至

9 HV[时开始补料"每 9 . 补料一次%方式 F!发酵

"( .左右当初糖质量浓度降至 9 HV[时开始补料"

每 ' .补料一次%方式-!发酵 "( .左右当初糖质量

浓度降至 9 HV[时开始补料"每 " . 补料一次%方式

e!溶氧控制的葡萄糖脉冲流加.8/

#

由表 " 可知"采用方式 e补料效果最好"这主

要是因为在葡萄糖质量浓度 9 HV[的情况下"菌体

细胞处于亚饥饿状态"生长速率受限"当有葡萄糖补

入时"生产菌的比摄糖速率增加"比摄氧速率也随之

增加"溶氧值相应降低"补料过后"随葡萄糖浓度的

降低"生产菌的比摄糖率下降"溶氧值升高"根据溶

氧值变化进行补料可以保持在整个发酵过程中残糖

质量浓度恒定处于较低水平&9 HV[左右'"满足菌

体生长及产酸需要又不过量"有效防止乙酸等副产

物积累造成的代谢异常"其他 ! 种方式的补料"葡萄

糖浓度波动较大"葡萄糖刚补入时发酵液糖浓度暂

时性过高"如方式 B补料后残糖质量浓度达到 !(

HV[以上"下 " 个补料周期开始前浓度过低"甚至出

现葡萄糖饥饿现象"影响了 B?色氨酸的合成#

!:;9柠檬酸钠对"K色氨酸发酵的影响

连续培养时柠檬酸钠和葡萄糖联合代谢会阻遏

有机酸副产物的生成"抑制丙酮酸激酶的活性"减弱

糖酵解途径.U/

"有利于 B?色氨酸的合成"在发酵培

养基中分别加入质量浓度 ($"$'$! HV[及 9 HV[的

柠檬酸钠"在 "(( [发酵罐上进行补料分批发酵"

AAAAAAA

",生物量%',B?色氨酸

图 'A柠檬酸钠对 B?色氨酸发酵的影响
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考察柠檬酸钠对 B?色氨酸发酵的影响"结果表明

&图 ''柠檬酸钠对菌体生物量的合成影响不明显"

但对 B?色氨酸的合成有一定的促进作用"当柠檬酸

添加量为 ' HV[时"B?色氨酸产量最高#

!:@9接种量对"K色氨酸发酵的影响

接种量是种子质量的重要指标之一"对产物合

成有较大影响# 本实验分别采用 '<$9<$"(<及

"9<&质量分数"下同'的种量接种在 "(( [发酵罐

上进行补料分批发酵"结果如图 !$图 C 所示#

接种量质量分数V<!","9%',9%!,"(%C,'

图 !A接种量对生物量的影响

接种量质量分数V<!","9%',"(%!,9%C,'

图 CA接种量对 B?色氨酸产量的影响

由图 ! 可知"在菌体对数生长期的前期&' Y

U .'"接种量与菌体生成量成正比""9<种量菌体增

殖速度远高于 '<接种量"且较早进入对数生长期"

结合图 C"B?色氨酸的合成时间也早于其他接种量"

这说明较大的接种量可以带入较多的水解酶类"有

利于基质的利用"提前进入产物合成期%进入稳定期

后"'< Y"(<的种量对应的生物量基本一致""9<

的种量生物量最低"在 'U .甚至提前进入菌体衰亡

期"B?色氨酸合成基本终止"这主要是较大的种量

造成菌种前期生长过快"环境条件恶化"特别是溶氧

供需矛盾的恶化造成菌体提前衰老自溶"且前期过

快的生长速度容易造成菌种质粒的分离性丢失"发

酵 C( .时 9<接种量 B?色氨酸产量最高"质量浓度

达到 !C:C HV["其次分别为 "(<种量$'<种量和

"9<种量"其中 "(<种量 B?色氨酸产量和 9<产量

接近"从节约成本和产量最大化的角度考虑"选择

9<种量为 B?色氨酸发酵的最佳接种量#

!:C9溶氧对"K色氨酸发酵的影响

在 B?色氨酸发酵过程中分别维持 9<$"(<$

'(<及 !(<的溶氧"发酵结束后测定 B?色氨酸产

量及菌体生物量"结果如图 9 所示#

",生物量%',B?色氨酸

图 9A接种量对 B?色氨酸发酵的影响

由图 9 可知""(< Y'(<的溶氧 B?色氨酸产量

及生物量均较高"较低或较高的溶氧均不利于 B?色

氨酸的合成"这主要是因为 B?色氨酸生产菌为好氧

菌"较低的溶氧不利于菌体生长进而影响产物合成"

而且在低溶氧条件下容易积累有机酸"影响质粒的

稳定性%但过高的溶氧容易形成新生氧$超氧化物

基$过氧化物基或羟基自由基"破坏细胞组分和带巯

基酶的活性.@/

"并且过高的溶氧必然伴随高速搅拌

及通风带来的剪切力对菌体细胞的伤害"影响 B?色

氨酸的合成# 故 "(< Y'(<为 B?色氨酸发酵的溶

氧范围#

!:Q9验证实验

采用优化实验结果"在 " /

! 罐上进行 C 批发酵

实验"结果如表 ' 所示"发酵周期控制在 C( .内"B?

色氨酸质量浓度稳定在 C( HV[左右"选取第 ! 批发

酵实验数据绘制过程曲线"结果如图 ; 所示"! . 后

AAAAAAA

表 !9# -

; 发酵罐验证实验

发酵批次 生物量VH-[

?"

B?色氨酸质量浓度VH-[

?" 发酵周期V.

" !;:( !U:@ !U

' !U:! C(:' C(

! !@:8 C(:9 C(

C !U:( !@:C !@

",葡萄糖%',生物量%!,B?色氨酸

图 ;A发酵过程曲线
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菌体进入对数生长期"菌体迅速增殖"葡萄糖消耗速

度加快"B?色氨酸在 U . 后以较高的比生产速率合

成"'U .后合成速度放慢"C( . 左右达到最大产量"

继续培养有退酸现象"故以 C( .作为发酵终点#

;9结语

碳源是发酵培养基的重要组分"维持其浓度对

发酵效果影响极大"本研究首先确定了发酵过程中

碳源的维持浓度"并进一步探讨了碳源补料方式对

发酵的影响"发现采用溶氧控制的补料方式"B?色

氨酸产量最高"这也说明了低糖浓度对基因工程菌

质粒稳定性的重要意义%由于柠檬酸钠和葡萄糖联

合代谢会阻遏有机酸副产物的生成"抑制丙酮酸激

酶的活性减弱糖酵解途径"强化 Z#D途径"有利于

B?色氨酸的合成"故在试验中探讨了柠檬酸钠浓度

对 B?色氨酸发酵的影响"发现质量浓度 ' HV[的柠

檬酸钠有利于 B?色氨酸合成"这也和合作单位前期

的研究工作一致%接种量也是微生物发酵控制的重

要指标"直接影响发酵效果和生产成本"试验中发现

9< Y"(<的接种量发酵效果最高"本着控制生产成

本的原则"选择 9<种量为发酵接种量%基因工程菌

一般对氧气需求较高"在低溶氧条件下容易产生乙

酸等副产物"最后研究了溶氧对 B?色氨酸发酵的影

响"确定发酵过程中维持 "(< Y"9<的溶氧即可满

足B?色氨酸生产菌的需要%采用上述优化条件在容

积 "" /

! 罐上进行 C 批发酵实验"B?色氨酸质量浓

度基本稳定在 C( HV[左右"发酵周期控制在 C( .

内"取得较好的实验效果"为后面的工业化生产提供

了参考依据#
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建材工业发展迎来重大转型期

AA建材行业作为涂料$塑料异型材$阻燃剂$保温材料$防
水材料等一系列化工产品重要的应用领域"两者唇齿相依
的关系正在日益深化"相互渗透$融合的范围也在快速延
展# 展望*十二五+"以节能环保等理念为主导的新型化学
建材将大行其道"专家认为"化工行业必须顺应这一潮流"

为绿色环保建材产业的发展提供支撑"同时在不断扩大的
建材新需求$新领域中获得更大的施展空间#

'("( 年"建材工业销售产值&现价'为 !:; 万亿元"同
比增长 !!:!8<# 其中"水泥制造业 8 C89 万元"同比增长
'9:@<%玻璃及制品业为 C @8':8! 亿元"增长 !9:@"<# 总
体来讲"在宏观经济向好趋势的带动下"尤其是 '("( 年中
央抓住当前农村建房快速增长和建筑材料供给充裕的时
机"采取有效措施推动*建材下乡+"建材工业生产及主要
产品产量较快增长"出口额超过金融危机暴发前水平"销售
收入增幅较大"经济效益稳步提升# 在各种利好因素的带
动下"作为建材行业的上游"化工业内的纯碱$石膏块等传
统产品搭上了建材行业这个高速扩张的快车#

迈入*十二五+"建材行业对上游化工产品的市场需求
不仅体现在数量上"还将更加强调产品升级和多元化# 目
前"工业和信息化部已经明确了建材行业*十二五+规划的
总体思路"建材行业将着力推进产品深加工"积极发展节能
环保新型建材"支持企业以质量$品种等为重点"进行技术
改造升级# 工信部原材料司相关负责人表示"我国建材工
业发展的重大转型期已经到来"具体体现在!从传统产业到
新兴产业发展的转变$从分散发展到集中发展的转变$从材

料制造到制品制造的转变$从高碳生产方式到低碳生产方
式的转变$从低端制造到高端制造的转变等#

有专家预测"*十二五+期间"水泥$平板玻璃$陶瓷$烧
结墙体材料等建材基础原材料将难以获得更大的市场发展
空间# 相比之下"住房消费升级$建筑工业化的推进$新兴
产业的发展将成为节能环保建材工业发展的新亮点# 这一
重要转变直接的影响是"上游化工产品将以更多的触角$更
活跃的角色参与其中"既推动$也分享建材工业升级转变的
进程#

涂料是建筑的外衣"据了解"'("( 年国内建筑涂料总
产量是 !9":@ 万6"占涂料总产量的 !;:C<# *十二五+期
间"建筑涂料的应用将不再仅仅体现在简单的装饰防护上"

而是会更加凸显出功能性# 有业内人士认为"涂料生产商
应从以下几个方面来提升我国建筑涂料的品质!一是提高
建筑涂料的性能"二是增加建筑涂料的功能"三是涂料装饰
艺术化"四是最为重要的降低 j̀ -排放量# 徐京生也认
为"防火涂料$防水涂料$粉末涂料等新型特种涂料*十二
五+期间将得到更大的市场空间#

塑料建材已经成为家庭时尚元素的风向标"今后建材
塑料将越来越受到消费者的青睐"可望成为新的消费热点
和新的经济增长点# 随着塑料建材的品种逐步系列化$配
套化和标准化"以及环保节能的要求提高$推广应用的力度
加大"各种塑料建材如塑料管$门窗$高分子防水材料$装饰
装修材料$保温材料及其他塑料建材的需求将有较大幅度
增加# !孔凡涛#
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