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L-色氨酸营养缺陷型高产菌株的发酵工艺研究 

张新武 1, 杨晓明 2, 廉娜娜 2, 黄继红 1* 

(1. 河南省食品工业科学研究所有限公司, 郑州  450053; 2. 孟州市华兴生物化工有限责任公司, 孟州  454750) 

摘  要: 目的  以 L-色氨酸营养缺陷型高产菌 HX22-118为出发菌株, 研究探讨 L-色氨酸补料分批发酵工艺。

方法  通过对 L-色氨酸补料分批发酵工艺中不同初糖浓度、不同补料方式、碳氮源比例、不同 pH值调节方式、

添加 L-苯丙氨酸、L-酪氨酸对发酵的影响进行了研究。结果  通过补料分批发酵工艺能有效地解除了高糖对

菌体生长的抑制, 促进菌体生长产酸, 选择初糖淀粉浓度为 90 g/L, 保持葡萄糖总浓度 160 g/L, 在发酵第

24 h 开始连续流加剩余的糖, 并于发酵第 12 h和 24 h分 2次补加各 50 mg/L的 L-苯丙氨酸、L-酪氨酸, 同时

用氨水与 NaOH控制发酵过程的 pH, 发酵产酸较分批发酵的 33.5 g/L提高 49.5%, 达到 50.1 g/L, 缩短了发酵

周期, 提高了原料利用率。结论  形成一套先进的 L-色氨酸工业化发酵生产工艺技术, 产酸高, 生产运行稳定。 
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Research on fermentation process with L-tryptophan auxotrophic strains 
of high-yield 

ZHANG Xin-Wu1*, YANG Xiao-Ming2, LIAN Na-Na2, HUANG Ji-Hong1 

(1. Henan Province Food Industry Research Institute Co., Ltd, Zhengzhou 450053, China; 
2. Mengzhou Huaxing Biological Chemical Co., Ltd., Mengzhou 454750, China) 

ABSTRACT: Objective  The batch fermentation of L-tryptophan filling material was researched by using 

L-tryptophan auxotroph high-yielding bacteria HX22-118 as a starting strain. Methods  The different initial 

sugar concentration, different ways of filling material, different proportion of carbon and nitrogen sources, 

different pH adjustment methods, as well as the adding of L-phenylalanine and L-tyrosine, on fermentation with 

L-tryptophan as filling material were studied. Results  By covering material batch fermentation process could 

effectively remove the sugar on inhibition of bacteria growth, and promote the growth of bacteria to produce 

acid. The concentration of sugar starch was 90 g/L, the total concentration of glucose was 160 g/L, after a 24 h 

fermentation there began the continuous flow with the rest of the sugar, and in the 12 h fermentation and 24 h 

fermentation points each 50 mg/L of L-phenylalanine and L-tyrosine was added 2 times, and at the same time 

with ammonia and NaOH were added to control the pH. The fermentation promoted the acid fermentation to 

produce the batch fermentation of 33.5 g/L, which was increased by 49.5% to 50.1 g/L, shortening the 

fermentation period, and improving the utilization rate of raw materials. Conclusion  The advanced industrial 

fermentation of L-tryptophan production technology was formed, which could produce acid quite high, with a 

stable production operation. 
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1  引  言 

L-色氨酸是人体和动物生命活动中 8种必需氨

基酸之一, 对人和动物的生长发育、新陈代谢起着

重要的作用, 被称为第二必需氨基酸, 广泛应用于

医药、食品和饲料等方面[1,2]。在工业上, L-色氨酸

的生产方法主要有以下几种: 化学合成法、蛋白质

水解法和微生物发酵法[3-5]。早期的 L-色氨酸的生

产主要采用化学合成法 [6]和蛋白质水解法 [7], 但是

由于这些方法存在着原料来源有限、生产周期长、

工艺复杂、产品成分复杂等缺点逐渐被淘汰。微生

物发酵法有直接发酵法、微生物转化法[8]和酶法。

近年来 , 还出现了将直接发酵法与化学合成法相

结合、直接发酵法与转化法相结合生产 L-色氨酸的

新方法。其中酶促转化法具有终产物积累量高、反

应周期短、分离提纯容易等优点。但是, 酶促反应

法也存在着底物价格高 , 产酸转化率低等问题不

容易规模生产。微生物发酵法是目前工业化生产

L-色氨酸的主要方法[9,10], 采用发酵方法生产 L-色

氨酸的国外厂家主要有: 日本协和发酵, 日本三菱

化学公司, 德国的 Degussa公司, 德国 BASF, 美国

ADM 公司 , 韩国希杰(CJ)发酵以及法国瑞米克斯

公司。日本协和发酵的 Ikeda 等人已经申请专利, 

通过基因工程重组菌来生产 L-色氨酸 , 其菌种产

量达到 35.2 g/L 发酵液(2 L 罐小试), 放大后达到

66 g/L, 为目前行业报道的最高发酵水平 [11]; 国内

L-色氨酸生产近年来刚刚起步, 发展速度较快, 主

要生产企业有: 福建麦丹集团、安徽丰原生物化学

股份有限公司、山东鲁抗医药股份有限公司和江苏

诚意有限公司等。国内企业的 L-色氨酸发酵产酸水

平为 25 g/L左右, 发酵周期平均 68 h左右, 饲料级

产品收率 85%, 医药级产品收率 70%。同其他国家

相比, 我国生产 L-色氨酸技术水平较低, 产量较少, 

其应用主要依赖进口。本研究采用自主选育的 L-

色氨酸营养缺陷型高产菌 HX22-118作为出发菌株, 

研究探讨 L-色氨酸补料分批发酵工艺 , 以期提高

L-色氨酸工业化发酵生产技术水平。 

2  材料与方法 

2.1  材料、试剂与仪器设备 

菌株 : 谷氨酸棒杆菌 HX22 (Corynebacterium 

glutamicum)由河南省孟州市华兴生物化工有限责任

公司保存, 摇瓶发酵产酸能力为 14.9 g/L。 

化学试剂: 硫酸二乙醋(DES): 天津化学试剂六

厂 ; 牛肉膏、蛋白胨: 日本制药株式会社; 琼脂粉

(AR): WAKO 进口分装; 硫酸按(AR): 南开化工厂; 

L-色氨酸(AR)、L-苯丙氨酸、L-酪氨酸(AR): 天津德

宇生物技术公司; 5-氟-DL-色氨酸; 4-氟-DL-苯丙氨

酸: Sigma 公司; 磺胺胍: 浙江巨化集团公司制药厂; 

其他试剂均从当地采购。 

主要仪器与设备: PHS-25 型酸度计, 上海伟业

仪器厂 ; 751G 分光光度计 , 上海分析仪器厂 ; 

OLYMPUS 生物显微镜 , 日本 OLYMPUS 会社 ; 

LxJ64-01 型离心机, 河北省吴桥电机厂; 谷氨酸-葡

萄糖分析仪, 山东科学院生物研究所; 30 L自动控制

发酵罐 (B.BrannB 型 ), 德国贝朗 (Braun)公司 ; 

SHZ-82XIN 型水浴恒温振荡器, 江苏太仓医疗器械

厂; 种子罐 V=1.5 m3、二级种子罐 V=5 m3, 自制; 发

酵罐 V=35 m3, 自制; 空气净化系统, 无锡市宝德金

工程设备厂。 

2.2  培养基 

2.2.1  活化斜面培养基: 葡萄糖 1.0 g/L, 蛋白胨 10.0 

g/L, 牛肉膏 10.0 g/L, 酵母膏 5.0 g/L, NaCl 2.5 g/L, 

琼脂条 20.0 g/L, pH 7.0～7.2 

2.2.2  斜面保藏培养基: 蛋白胨 10.0 g/L, 牛肉膏

10.0 g/L, 酵母膏 5.0 g/L, NaCl 2.5 g/L, 琼脂条 20.0 

g/L, pH7.0～7.2 

2.2.3  基本培养基: 葡萄糖 20.0 g/L, 硫酸铵 10.0 

g/L, 磷酸二氢钾 1.0 g/L, MgSO4 0.4 g/L, FeSO4 0.01 

g/L, MnSO4 0.01 g/L, 生物素 100 μg, VB1 100 μg, 琼

脂粉 20.0 g/L, pH7.0～7.2 

2.2.4  氨基酸补充培养基: 100 mL 液体基本培养基

中添加 L-苯丙氨酸、L-酪氨酸各 10 mg, pH 7.0～7.2 

2.2.5  种子培养基: 玉米淀粉 40.0 g/L, 硫酸铵 4.0 

g/L, 玉米浆 30 mL, 酵母浸膏粉 6.0 g/L, 磷酸二氢钾

1.0 g/L,  MgSO4 0.4 g/L, MnSO4 0.01 g/L, FeSO4 0.01 
g/L, VB1300 μg, VH 200 μg, PH7.0～7.2 

2.2.6  发酵培养基: 玉米淀粉 167.0 g/L, 硫酸铵 42.0 

g/L, Phe 0.15 g/L, Try 0.15 g/L, 豆饼水解液 19 mL, 

玉米浆 22 mL, KH2PO4 1.0 g/L, MgSO4 0.4 g/L, 

MnSO4 0.01 g/L, FeSO4 0.01 g/L, VB1 100 μg, VH 50 
μg, pH7.0～7.2 
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2.3  发酵培养条件 

2.3.1  种子培养方法 

将装有 50 mL种子培养基的 500 mL三角瓶中分

别接入 1环生长良好的斜面培养物, 于 30 ℃、转速

为 260 r/min下培养 20~24 h至对数生长中后期。 

2.3.2  30 L 实验发酵罐发酵培养条件 

装液量为 55％, 接入 5％的种子, 于 30±1℃, 搅

拌转速为 300 r/min、通风量为 0.9 m3/h的条件下发酵

至 72 h(溶氧、温度、pH 值自动显示)。 

2.3.2  5 T 发酵罐发酵条件 

用接种瓶接入培养成熟的种子培养基, 发酵温

度 30±1 ℃, 搅拌转速为 200 r/min、通风量为 100~180 

m3/h, 培养时间 60 h 左右。控制初糖淀粉浓度为 90 

g/L, 采用补料分批发酵工艺。 

2.3.2  30 T 发酵罐发酵条件:  

接入培养成熟的种子培养基 , 控制发酵温度

30±1 ℃, 搅拌转速为 160 r/min、通风量 200-500 m3/h, 

培养时间 60 h左右。控制初糖淀粉浓度为 90 g/L, 采

用补料分批发酵工艺。 

2.4  分析方法 

2.4.1  L-色氨酸的测定方法[12]  

将发酵液 3000 r/min离心 10 min, 上清液稀释适

当倍数, 准确取 1 mL稀释后的发酵液与对二甲氨基

苯甲醛储备溶液 9 mL混合, 移入试管中 60 ℃水浴加

热 15 min, 加入 0.5%亚硝酸钠溶液 0.05 mL, 混匀后

再继续水浴加热 5 min, 取出冷却, 静置 10 min, 以

不含对二甲氨基苯甲醛显色剂的硫酸溶液做样品空

白(以便消除样品自身颜色的干扰), 用 1 cm 比色皿

在 593 nm处测定吸光值。以 L-色氨酸标准溶液配制

标准系列溶液, 同法制备标准曲线, 以标准曲线法定

量求出 L-色氨酸的产量。 

2.4.2  pH 的测定  采用 pH5.5～9.0精密 pH试纸测

定和 pH-25型酸度计。 

2.4.3  葡萄糖的测定[13]  采用 SBA～40A 谷氨酸-葡

萄糖分析仪测定。 

3  结果与讨论 

3.1  L-色氨酸分批发酵研究及过程数据分析 

为了进一步了解选育菌体生长和产酸情况, 采

用上述培养基和培养条件, 在 30L 自动控制发酵罐

进行 L-色氨酸分批发酵试验, 发酵过程中定时取样

分析测定发酵液吸光度、还原糖和 L-色氨酸产量, 取

三瓶测定结果的平均值, 绘制菌株 HX22-118的 L-色

氨酸发酵过程曲线, 结果如下图 1所示。 

由图 1可知, 0～6 h为菌体生长的延滞期, 此时

菌体耗糖速率较慢, 主要用于长菌, 基本不产酸; 6 h

以后细胞生长开始进入对数生长期, 约 48 h 达到最

高点。耗糖速率明显加快, 并开始产 L-色氨酸; 48～

66 h菌体进入稳定期, 在此阶段, 菌体耗糖速率较快, 

色氨酸大量合成, 66～72 h为菌体衰退期, 这时菌体

耗糖速率减慢, 直到发酵结束。 

3.2  L-色氨酸补料分批发酵工艺的研究 

3.2.1  不同初糖浓度对发酵的影响 

由于较高的初始葡萄糖浓度对 L-色氨酸的积累

存在一定的抑制作用[14], 因此可以考虑采用适宜的

葡萄糖流加方案来提高色氨酸的生产水平。由于高糖

存在的底物抑制作用, 会影响菌体的生长, 进而影响 

 

图 1  L-色氨酸分批发酵生长曲线 

Fig. 1   L - tryptophan batch fermentation growth curve 
注: 图中 OD值为用蒸馏水稀释 50倍, 于 620 nm波长下测吸光度。 
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发酵产酸。因此, 在发酵生产特别是氨基酸生产上, 

经常采用低糖流加工艺来减少负面作用。一般, 一定

浓度的初糖使菌体生长良好, 后期补糖主要维持菌

体发酵生产代谢产物。基于此, 考查了不同初糖对补

料分批发酵的影响。维持总糖浓度 160 g/L, 在发酵

24 h后, 一次性补加剩余葡萄糖, 发酵终止后测定色

氨酸产量, 结果如图 2所示。 

 

图 2  不同初糖浓度对色氨酸发酵的影响 

Fig. 2  The influence of different sugar concentrations of 
tryptophan at the beginning of fermentation 

 
图 2从表中可以看到, 在低糖时, 初糖浓度在 90 

g/L L-色氨酸产量最高。 

3.2.2  不同补糖方式对发酵的影响 

保持葡萄糖浓度 160 g/L和初糖浓度(90 g/L)不

变, 试验考察了补糖次数、补糖时间不同对 L-色氨酸

发酵的影响。分 5种方法进行补料方式试验:  

方式 A: 发酵第 12 h一次性补加剩余的糖;  

方式 B: 发酵第 36 h一次性补加剩余的糖;  

方式 C: 间隔 12h于发酵第 24 h、36 h、48 h分

次平均补加剩余的糖;  

方式D: 间隔 6小时于发酵第 24 h开始分 8次平

均补加剩余的糖;  

方式 E: 发酵第 24 h开始连续流加剩余的糖, 发

酵 60 h终止发酵, 取样测色氨酸含量, 实验结果如图

3所示。 

从图 3可知, 补料方式 E效果最好, D、C次之, 

连续流加比分次补料好, 分次补料比一次补料的效

果好, 方式 B又优于方式 A。间隔 6 h补料比间隔 12 

h 补料好, 说明菌体在较低浓度葡萄糖下生长, 不存

在底物葡萄糖对菌体生长和产酸的抑制作用, 有利

于色氨酸的积累。 

3.2.3  补料分批培养中氮的供给对色氨酸发酵的影响 

碳源和氮源之间的相对比例即碳氮比(C/N比)对

于色氨酸的发酵生产有着重要的意义[15,16]。在 5吨罐

的流加发酵培养中, 初糖的浓度为 90 g/L, 发酵 24 h

之后, 随着葡萄糖流加, 氮源逐渐减少, C/N 比失调, 

故考虑在流加葡萄糖的同时, 向发酵培养基中流加

一定的氮源。由于 NH4
+的积累一方面导致丙氨酸的

积累, 从而抑制谷氨酞胺合成酶(GS), 导致色氨酸生

成减少, 另一方面使 HMP途径减弱, TCA循环增强, 

为了近一步提高色氨酸的产量和产率, 在相同的培

养条件下, 初糖为 90 g/L, 24 h后当葡萄糖浓度降为

2%时, 补加葡萄糖, 同时分别用用氨水、NaOH、氨

水与 NaOH 共同三种方式控制发酵过程的 pH, 进行

流加氮源培养试验, 结果见表 1。 

 

图 3  补糖方式对发酵的影响 

Fig. 3  Effect on fermentation of carbohydrate supplement way 

表 1  pH 值不同调节方式的氮源补料分批发酵结果 
Table 1  Different pH adjustment modes on nitrogen 

filling source to batch fermentation 

调节方式 菌体浓度(g/L) L-色氨酸产量(g/L) 

1# 22.5 30.6 

2# 22.89 28.6 

3# 24.1 32.2 

注: 1: 用 Na0H 调节 pH 值; 2: 用氨水调节 pH 值; 3: 用氨水和

Na0H共同调节 pH从表 7中可以看出用氨水和Na0H共同调节 pH

的效果最佳。 

 

3.2.4  分次添加 L-苯丙氨酸、L-酪氨酸对色氨酸发酵

的影响研究 

在葡萄糖间隙定量流加, 用氨水和NaoH共同调

节 pH条件下考查分次添加 L-苯丙氨酸、L-酪氨酸对

色氨酸发酵的效果。L-苯丙氨酸、L-酪氨酸初始添加

量为 200 mg/L, 方式 A于发酵第 12 h一次性补加 L-

苯丙氨酸、L-酪氨酸各 100mg/L; 方式 B于发酵第 12 

h和 24 h分 2次补加各 50 mg/L, 结果如表 2所示。 
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表 2  分次补加苯丙氨酸和酪氨酸对发酵结果的对比影响 
Table 2  Comparison of effects of the fermentation result 

by adding phenylalanine and tyrosine 

方式 菌体浓度(g/L) L-色氨酸产量(g/L) 

方式 A 21.8 32.6 

方式 B 23.1 35.2 
 

从表 2 中可以看出, 分次添加果较好, 产量达

35.2 g/L, 为本研究中最高产量。 

3.2.5  补料分批发酵结果 

为进一步优化补料分批发酵工艺条件, 我们采

用 5吨发酵罐进行补料分批发酵 6批次, 进行各影响

因素综合验证试验。保持葡萄糖浓度 160 g/L, 选择

初糖淀粉浓度为 90 g/L, 在发酵第 24 h开始连续流加

剩余的糖, 并于发酵第 12 h和 24 h分 2次补加各 50 

mg/L的 L-苯丙氨酸、L-酪氨酸; 同时用氨水与 NaOH

控制发酵过程的 pH。发酵过程中定时取样分析测定

发酵液吸光度、残糖和 L-色氨酸产量, 取六批次测定

结果的平均值, 绘制菌株 HX22-118的 L-色氨酸补料

分批发酵过程曲线, 结果如下图 4所示。 

验证结果表明: 通过补料分批发酵工艺能有效

地解除了高糖对菌体生长的抑制, 促进菌体生长产

酸; 随着发酵时间的延长, 发酵产酸逐渐提高, 在发

酵到 60 h时产酸水平最高, 达到 50.1 g/L, 继续培养

产酸水平增长缓慢, 由此可以确定发酵时间为 60 h

左右。与分批发酵相比, 六批次实验结果平均值中发

酵周期减少 6 h, 发酵终了产酸较分批发酵的 33.5 

g/L 提高 49.5%。试验进一步证明, 诱变筛选出的

HX22-118 突变株遗传性状稳定, 配合优化后的补料

分批发酵工艺可明显提高 L-色氨酸产酸水平。 

3.2.6  工业化生产结果统计 

在确定5吨罐发酵最优条件的基础上, 我们进行

了 35 吨发酵罐工业化扩大生产, 已累计生产 L-色氨

酸 70余吨, 现将今年 4月 22日至 5月 10日 9批次

发酵试验结果统计如下, 见表 3所示。 

 

图 4  L-色氨酸分批发酵生长曲线 

Fig. 4  Growth curve of L - tryptophan batch fermentation 

表 3  L-色氨酸工业化发酵结果统计 
Table 3  Statistical results of L - tryptophan industrial fermentation 

批次(g/L) 初糖浓度(h) 发酵周期 终了 pH值(g/L) 残糖(g/L) 产酸量 

20110413 86 58 6.5 3.1 49.2 

20110414 93 68 6.3 2.6 48.8 

20110415 86 55 6.4 3.2 51.0 

20110416 90 57 6.0 2.7 48.0 

20110417 89 58 5.8 2.8 49.7 

20110502 90 58 6.1 2.5 48.5 

20110503 95 68 6.3 3.3 52.0 

20110504 91 55 5.7 2.5 47.9 

20110505 90 59 6.2 2.8 51.0 

平均值 90 59.5 6.2 2.86 49.5 
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从表 3 可以看出, 以选育的 HX22-118 突变株, 

按上述工艺条件应用于工业化发酵, 生产运行稳定, 

结果良好。 

3  结  论 

(1) 以 L-色氨酸营养缺陷型高产菌 HX22-118为

发酵菌株, 通过优化的补料分批发酵工艺, 可明显提

高 L-色氨酸产酸水平。 

(2) 通过对补料分批发酵工艺中不同初糖浓度、

不同补料方式、碳氮源比例、不同 pH值调节方式、

添加 L-苯丙氨酸、L-酪氨酸等对发酵效果的影响研

究。结果表明: 选择初糖淀粉浓度为 90 g/L, 保持葡

萄糖总浓度 160 g/L, 在发酵第 24 h开始连续流加剩

余的糖, 并于发酵第 12 h和 24 h分 2次补加各 50 

mg/L 的 L-苯丙氨酸、L-酪氨酸 , 同时用氨水与

NaOH控制发酵过程的 pH的补料分批发酵工艺, 科

学合理, 产酸效果显著。与分批发酵相比, 发酵周期

减少 6 h, 发酵终了产酸由 33.5 g/L提高到 50.1 g/L, 

提高了 49.5%, 缩短了发酵周期, 提高了原料利用

率; 但与行业报道的最高发酵水平 66 g/L还有一定

距离。 

(3) 35 吨发酵罐的补料分批发酵放大试验结果

表明, 该工艺条件下产酸高, 工业化生产运行稳定。 
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