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ε 聚赖氨酸发酵培养基的优化
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摘要：为了提高链霉菌菌株Ｃ１ 的ε－聚赖氨酸产量，以ε－聚赖氨酸产量为指标，在正交试验基础上，

采用响应面法对ε－聚赖氨酸发酵培养基进行优化。结果表明，ε－聚赖氨酸发酵培养基的最佳配方

为：葡萄糖２３．０ｇ／Ｌ、牛肉膏４ｇ／Ｌ、蛋白胨８ｇ／Ｌ、柠檬酸氢二铵１．８４ｇ／Ｌ、ｐＨ值４．０。在此条件

下ε－聚赖氨酸产量为０．８６ｇ／Ｌ，与模型预期产量０．８０ｇ／Ｌ接近，达到预期效果，模型可用。
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　　ε－聚赖氨酸是由２５～３５个Ｌ－型赖氨酸单体通过

α－羧基和ε－氨基连接而成的单一型氨基酸聚合物，其
首先在日本被发现［１］。该物质具有抗菌谱广、水溶性
强、耐高温和易被人体降解的特性，同时拥有良好的
安全性和生物可降解性，被广泛应用于食品和药物领
域［２－５］。目前，ε－聚赖氨酸已被多个国家广泛应用，日
本已实现工业化［６］，而我国的ε－聚赖氨酸生产仅处于
实验室向生产过渡的初级阶段。因此，提高ε－聚赖氨
酸产量具有重要的现实意义［７］。

ε－聚赖氨酸产生菌主要是链霉菌，自然界筛选
出的野生菌ε－聚赖氨酸产量普遍不高［８］，为了克服
这一障碍，孙湘婷等［９］在单因素分析的基础上通过
正交试验优化了产ε－聚赖氨酸白色链霉菌２１３的发
酵培养基；张建国等［１０］通过响应面法优化了产

ε－聚赖氨酸白色链霉菌ＫＤ－１１的发酵培养基。本研
究以实验室从土壤中筛选的产ε－聚赖氨酸链霉菌

Ｃ１ 为出发菌株，综合考虑碳源、氮源、无机盐、温度
以及ｐＨ值的影响，运用正交试验和响应面法对产

ε－聚赖氨酸的发酵培养基进行优化，以期为其工业
化生产提供理论依据。

１　材料和方法

１．１　试验菌株及发酵培养基
菌株Ｃ１，从广西北海市海边土壤中筛选得到的

链霉菌菌株。发酵培养基：葡萄糖２５ｇ／Ｌ、牛肉膏

２ｇ／Ｌ、蛋白胨７ｇ／Ｌ、柠檬酸氢二铵２ｇ／Ｌ、ＭｇＳＯ４·

７Ｈ２Ｏ　０．５ｇ／Ｌ、ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ　０．０２ｇ／Ｌ、ＺｎＳＯ４·

７Ｈ２Ｏ　０．０４ｇ／Ｌ，ｐＨ值６．０。
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１．２　试验方法

１．２．１　Ｃ１ 菌株的发酵培养及ε－聚赖氨酸产量测定　
将Ｃ１ 菌液按１０％接种量接种到发酵培养基中，在２８
℃、１８０ｒ／ｍｉｎ条件下恒温培养７ｄ。取培养好的发酵
液于８　０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，收集上清液加入等体
积１ｍｍｏｌ／Ｌ的甲基橙，振荡１ｈ。混合物于１０　０００
ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，采用分光光度计在４６５ｎｍ处测

ＯＤ值进行产量分析［１１］。

１．２．２　Ｃ１ 菌株发酵培养基配方的正交试验　对发
酵培养基中的葡萄糖、牛肉膏、蛋白胨、柠檬酸氢二铵
质量浓度及ｐＨ值进行五因素四水平的Ｌ１６（４５）正交
试验设计（表１），优化培养基配方。

　表１　正交试验因素与水平 ｇ／Ｌ　

水平

因素

葡萄糖质
量浓度
（Ａ）

牛肉膏质
量浓度
（Ｂ）

蛋白胨质
量浓度
（Ｃ）

柠檬酸氢二
铵质量浓度
（Ｄ）

ｐＨ
（Ｅ）

１　 ２０　 １　 ６　 １．０　 ４

２　 ２５　 ２　 ７　 １．５　 ５

３　 ３０　 ３　 ８　 ２．０　 ６

４　 ３５　 ４　 ９　 ２．５　 ７

１．２．３　Ｃ１ 菌株发酵培养基配方的响应面试验　在
正交试验结果的基础上，选取对ε－聚赖氨酸产量影响
较大的３个因素（葡萄糖质量浓度、柠檬酸氢二铵质
量浓度和ｐＨ值）根据Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ中心组合试验设
计原理，进行三因素三水平的响应面分析试验［１２］（试
验设计见表２），以确定最适培养基配方，并对其进行
验证。

表２　Ｃ１ 菌株发酵培养基配方的响应面
试验设计 ｇ／Ｌ　

水平
因素

葡萄糖质量浓度
（Ｆ）

柠檬酸氢二铵质量
浓度（Ｇ） ｐＨ（Ｈ）

－１　 ２３　 １．５　 ４

０　 ２５　 ２．０　 ５

１　 ２７　 ２．５　 ６

２　结果与分析

２．１　Ｃ１ 菌株发酵培养基配方的正交试验结果
从极差分析结果（表３）可以看出，５个因素对

ε－聚赖氨酸产量的影响程度为：葡萄糖质量浓度＞柠
檬酸氢二铵质量浓度＞ｐＨ值＞牛肉膏质量浓度＞蛋
白胨质量浓度。优化的培养基配方为葡萄糖２５ｇ／Ｌ、
牛肉膏４ｇ／Ｌ、蛋白胨８ｇ／Ｌ、柠檬酸氢二铵２ｇ／Ｌ、

ｐＨ值５。

表３　Ｃ１ 菌株发酵培养基配方的正交试验结果

试验号
因素

Ａ　 Ｂ　 Ｃ　 Ｄ　 Ｅ
产量／
（ｇ／Ｌ）

１　 １　 １　 １　 １　 １　 ０．６３
２　 １　 ２　 ２　 ２　 ２　 ０．６９
３　 １　 ３　 ３　 ３　 ３　 ０．７１
４　 １　 ４　 ４　 ４　 ４　 ０．７３
５　 ２　 １　 ２　 ３　 ４　 ０．７９
６　 ２　 ２　 １　 ４　 ３　 ０．７３
７　 ２　 ３　 ４　 １　 ２　 ０．７９
８　 ２　 ４　 ３　 ２　 １　 ０．７９
９　 ３　 １　 ３　 ４　 ２　 ０．８０
１０　 ３　 ２　 ４　 ３　 １　 ０．７５
１１　 ３　 ３　 １　 ２　 ４　 ０．５８
１２　 ３　 ４　 ２　 １　 ３　 ０．６３
１３　 ４　 １　 ４　 ２　 ３　 ０．６１
１４　 ４　 ２　 ３　 １　 ４　 ０．５６
１５　 ４　 ３　 ２　 ４　 １　 ０．７２
１６　 ４　 ４　 １　 ３　 ２　 ０．７８
ｋ１ ０．６９０　 ０．７０７　 ０．６８０　 ０．６５２　 ０．７２２
ｋ２ ０．７７５　 ０．６８２　 ０．７０８　 ０．６６７　 ０．７６５
ｋ３ ０．６９０　 ０．７００　 ０．７１５　 ０．７５８　 ０．６７０
ｋ４ ０．６６７　 ０．７３２　 ０．７２０　 ０．７４５　 ０．６６５
Ｒ　 ０．１０８　 ０．０５０　 ０．０４０　 ０．１０６　 ０．１００

２．２　Ｃ１ 菌株发酵培养基配方的响应面试验结果

２．２．１　响应面试验设计及结果　在正交试验结果的
基础上，选择对ε－聚赖氨酸产量影响较大的３个因素
葡萄糖质量浓度、柠檬酸氢二铵质量浓度和ｐＨ值进
行三因素三水平的响应面分析试验，试验结果见
表４。将表４中数据进行多元回归拟合，得到表示ε－聚
赖氨酸产量与各因素间关系的二次多项式回归方程：

Ｙ＝－１．２６８　８１＋０．１３１　２Ｆ＋０．６３９Ｇ－０．０１　Ｈ－
０．００２　５ＦＧ＋０．００５ＦＨ＋０．０３ＧＨ－０．００３　１９Ｆ２ －
０．１９１Ｇ２－０．０２０　２５　Ｈ２。

表４　Ｃ１ 菌株发酵培养基配方的响应面试验结果

试验号
因素

Ｆ　 Ｇ　 Ｈ
产量／
（ｇ／Ｌ）

１ －１ －１　 ０　 ０．７２
２　 １ －１　 ０　 ０．７１
３ －１　 １　 ０　 ０．７３
４　 １　 １　 ０　 ０．７１
５ －１　 ０ －１　 ０．８１
６　 １　 ０ －１　 ０．７４
７ －１　 ０　 １　 ０．７３
８　 １　 ０　 １　 ０．７０
９　 ０ －１ －１　 ０．７９
１０　 ０　 １ －１　 ０．６８
１１　 ０ －１　 １　 ０．７１
１２　 ０　 １　 １　 ０．６６
１３　 ０　 ０　 ０　 ０．７８
１４　 ０　 ０　 ０　 ０．８
１５　 ０　 ０　 ０　 ０．７６
１６　 ０　 ０　 ０　 ０．７７
１７　 ０　 ０　 ０　 ０．７８
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　　对回归方程进行方差分析，结果见表５。从模型的
方差分析可知，该回归模型显著（Ｐ＝０．０４５　８＜０．０５）；
失拟性检验结果不显著（Ｐ＝０．０５１　４＞０．０５）（表５）。

Ｒ２＝０．９３０　４，说明该模型与数据拟合程度较好，试验误
差较小。可以用该模型分析与预测ε－聚赖氨酸产量与
葡萄糖质量浓度、柠檬酸氢二铵质量浓度和ｐＨ值之间
的关系。回归方程的方差分析结果表明二次项

Ｇ２ 对ε－聚赖氨酸产量影响极显著，ｐＨ 值对ε－聚赖
氨酸产量影响显著。

表５　回归模型方差分析结果

变异来源 ＳＳ　 ｄｆ　 ＭＳ　 Ｆ值 Ｐ值

模型 ０．０２５　２４５　 ９　 ０．００２　８０５　３．８０８　９２３　０．０４５　８
Ｆ　 ０．００２　１１３　 １　 ０．００２　１１３　２．８６８　５７４　０．１３４　２
Ｇ　 ０．００２　８１３　 １　 ０．００２　８１３　３．８１９　１０８　０．０９１　６
Ｈ　 ０．００６　０５　 １　 ０．００６　０５　８．２１５　３２５　０．０２４　１
ＦＧ　 ０．０００　０２５　 １　 ０．００００２５　０．０３３　９４８　０．８５９　０
ＦＨ　 ０．０００　４　 １　 ０．０００　４　 ０．５４３　１６２　０．４８５　１
ＧＨ ０．０００　９　 １　 ０．０００　９　 １．２２２　１１４　０．３０５　５

Ｆ２　 ０．０００　６８４　 １　 ０．０００　６８４　０．９２９　４５　 ０．３６７　１

Ｇ２　 ０．００９　６　 １　 ０．００９　６　１３．０３６　２４　 ０．００８　６

Ｈ２　 ０．００１　７２７　 １　 ０．００１　７２７　２．３４４　５３　 ０．１６９　６
残差 ０．００５　１５５　 ７　 ０．０００　７３６
失拟项 ０．００４　２７５　 ３　 ０．００１　４２５　６．４７７　２７３　０．０５１　４
净误差 ０．０００　８８　 ４　 ０．０００　２２
总和 ０．０３０　４　 １６

２．２．２　培养基配方的响应曲面分析　为了直观的
考察几个影响因子的交互作用对ε－聚赖氨酸产量的
影响，固定１个因素在编码的０水平上，研究另２个
因素间的交互作用。由图１可以看出，在葡萄糖质
量浓度一定时，随着柠檬酸氢二铵质量浓度的增加，

ε－聚赖氨酸产量先逐渐增加后下降。说明柠檬酸氢
二铵质量浓度过高对ε－聚赖氨酸产量反而有抑制作
用。当柠檬酸氢二铵质量浓度一定时，随着葡萄糖
质量浓度的增加，响应面变化趋势较平缓，ε－聚赖氨
酸产量变化较小。
由图２可以看出，在葡萄糖质量浓度一定时，随

图１　葡萄糖质量浓度和柠檬酸氢二铵质量浓度对
ε－聚赖氨酸产量的影响

着ｐＨ值的逐渐增大，ε－聚赖氨酸产量逐渐下降，且
下降趋势较显著。说明ｐＨ值过高对ε－聚赖氨酸产
量有抑制作用。当ｐＨ 值一定时，随着葡萄糖质量
浓度的增加ε－聚赖氨酸产量随之增加，但当葡萄糖
质量浓度过大时ε－聚赖氨酸产量开始明显下降。

图２　葡萄糖质量浓度和ｐＨ值对ε－聚
赖氨酸产量的影响

　　由图３可以看出，在ｐＨ值一定时，随着柠檬酸
氢二铵质量浓度的增加ε－聚赖氨酸产量呈先增加后
下降的趋势。当柠檬酸氢二铵质量浓度一定时，随
着ｐＨ值的增大ε－聚赖氨酸产量前期较平稳后期开
始明显下降。

图３　柠檬酸氢二铵质量浓度和ｐＨ值对ε－聚
赖氨酸产量的影

２．２．３　响应面法优化试验结果及验证试验　根据
回归方程计算出各个因素的最佳水平分别为葡萄糖

２３．０ｇ／Ｌ、柠檬酸氢二铵１．８４ｇ／Ｌ、ｐＨ值４．０，根据
回归方程计算预期ε－聚赖氨酸产量为０．８０ｇ／Ｌ。
为了验证模型的准确性，对上述优化结果按上

述发酵条件进行４次平行试验，试验结果较一致，

ε－聚赖氨酸产量平均为０．８６ｇ／Ｌ，略大于模型方程
预期产量０．８０ｇ／Ｌ。表明上述试验模型准确可靠。

３　结论

本研究以ε－聚赖氨酸产生菌Ｃ１ 为出发菌株，通
过正交试验与响应面分析法，确定培养基组分对ε－
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聚赖氨酸产量影响的主次顺序为：葡萄糖质量浓度

＞柠檬酸氢二铵质量浓度＞ｐＨ值＞牛肉膏质量浓度

＞蛋白胨质量浓度，其中葡萄糖、柠檬酸氢二铵质量
浓度及ｐＨ值对ε－聚赖氨酸产量影响较大，ｐＨ值对

ε－聚赖氨酸产量的影响达到显著水平。ε－聚赖氨酸的
最佳发酵培养基配方为葡萄糖２３．０ｇ／Ｌ、牛肉膏

４ｇ／Ｌ、蛋白胨８ｇ／Ｌ、柠檬酸氢二铵１．８４ｇ／Ｌ、ｐＨ值

４．０。在此条件下，ε－聚赖氨酸产量达０．８６ｇ／Ｌ，比模
型预期产量（０．８０ｇ／Ｌ）高０．０６ｇ／Ｌ，达到预期效果，
模型可用。采用响应面法优化得到的条件参数准确、
可靠，具有很好的参考价值。

参考文献：

［１］　Ｓｈｉｍａ　Ｓ，Ｓａｋａｉ　Ｈ．Ｐｏｌｙｌｙｓｉｎｅ　ｐｒｏｄｕｃｅｄ　ｂｙ　Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙ－

ｃｅｓ［Ｊ］．Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ　ａｎｄ　Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，１９７７，４１
（９）：１８０７－１８０９．

［２］　Ｃｈａｎｇ　Ｓ　Ｓ，Ｌｕ　Ｗ　Ｙ　Ｗ，Ｐａｒｋ　Ｓ　Ｈ，ｅｔ　ａｌ．Ｃｏｎｔｒｏｌ　ｏｆ

ｆｏｏｄｂｏｒｎｅ　ｐａｔｈｏｇｅｎｓ　ｏｎ　ｒｅａｄｙ－ｔｏ－ｅａｔ　ｒｏａｓｔ　ｂｅｅｆ　ｓｌｕｒｒｙ

ｂｙε－ｐｏｌｙｌｙｓｉｎｅ［Ｊ］．Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ　Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｆｏｏｄ　Ｍｉ－

ｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ，２０１０，１４１（３）：２３６－２４１．

［３］　Ｈｉｒａｋｉ　Ｊ，Ｉｃｈｉｋａｗａ　Ｔ，Ｎｉｎｏｍｉｙａ　Ｓ，ｅｔ　ａｌ．Ｕｓｅ　ｏｆ　ＡＤＭＥ

ｓｔｕｄｉｅｓ　ｔｏ　ｃｏｎｆｉｒｍ　ｔｈｅ　ｓａｆｅｔｙ　ｏｆε－ｐｏｌｙｌｙｓｉｎｅ　ａｓ　ａ　ｐｒｅ－

ｓｅｒｖａｔｉｖｅ　ｉｎ　ｆｏｏｄ［Ｊ］．Ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ　Ｔｏｘｉｃｏｌｏｇｙ　ａｎｄ　Ｐｈａｒ－

ｍａｃｏｌｏｇｙ，２００３，３７（２）：３２８－３４０．

［４］　李昆仑，李江阔，张鹏，等．ε－聚赖氨酸在食品中应用的

研究进展［Ｊ］．保鲜与加工，２０１０，１０（１）：１１－１５．

［５］　Ｏｔｓｕｋａ　Ｎ，Ｋｕｗａｈａｒａ　Ｙ，Ｍａｎａｂｅ　Ｋ．Ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆε－ｐｏｌｙ－ｌｙ－

ｓｉｎｅ　ｏｎ　ｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｂｏｉｌｅｄ　ｎｏｏｄｌｅｓ［Ｊ］．Ｎｉｐｐｏｎ

Ｓｈｏｋｕｈｉｎ　Ｋｏｇｙｏ　Ｇａｋｋａｉｓｈｉ，１９９２，３９（４）：３４４－３４７．

［６］　Ｓｈｕｋｌａ　Ｓ　Ｃ，Ｓｉｎｇｈ　Ａ，Ｐａｎｄｅｙ　Ａ　Ｋ，ｅｔ　ａｌ．Ｒｅｖｉｅｗ　ｏｎ

ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ　ａｎｄ　ｍｅｄｉｃａｌ　ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ　ｏｆε－ｐｏｌｙｌｙｓｉｎ［Ｊ］．

Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ　Ｊｏｕｒｎａｌ，２０１２，１５（６５）：７０－８１．

［７］　Ｊｕｎｇ　Ｙ　Ｊ，Ｍｉｎ　Ｋ　Ｊ，Ｙｏｏｎ　Ｋ　Ｓ．Ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ　ｏｆ　ａｃｉｄ－

ｓｔｒｅｓｓｅｄ　Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ　ｔｙｐｈｉｍｕｒｉｕｍｉｎ　ｂｒｏｔｈ　ａｎｄ　ｃｈｉｃｋｅｎ

ｐａｔｔｉｅｓ　ｔｏ　ｓｕｂｓｅｑｕｅｎｔ　ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌ　ｓｔｒｅｓｓ　ｗｉｔｈε－ｐｏｌｙｌ－

ｙｓｉｎｅ　ａｎｄ　ｃｏｍｂｉｎｅｄ　ｐｏｔａｓｓｉｕｍ　ｌａｃｔａｔｅ　ａｎｄ　ｓｏｄｉｕｍ　ｄｉａｃ－

ｅｔａｔｅ［Ｊ］．Ｆｏｏｄ　Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ，２００９，２６（５）：４６７－４７４．

［８］　Ｃｈｅｎ　Ｘ，Ｔａｎｇ　Ｌ，Ｌｉ　Ｓ，ｅｔ　ａｌ．Ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｍｅｄｉｕｍ　ｆｏｒ

ｅｎｈａｎｃｅｍｅｎｔ　ｏｆε－ｐｏｌｙ－Ｌ－ｌｙｓｉｎｅ　ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ　ｂｙ　Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙ－

ｃｅｓ　ｓｐ．Ｍ－Ｚ１８ｗｉｔｈ　ｇｌｙｃｅｒｏｌ　ａｓ　ｃａｒｂｏｎ　ｓｏｕｒｃｅ［Ｊ］．Ｂｉｏｒｅ－

ｓｏｕｒｃｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，２０１１，１０２（２）：１７２７－１７３２．

［９］　孙湘婷，李洪亮．ε－聚赖氨酸的发酵培养基优化［Ｊ］．赣

南医学院学报，２０１３，３３（１）：８－１０．

［１０］　张建国，陈晓明，熊双丽．响应面分析优化ε－聚赖氨酸

发酵培养基［Ｊ］．食品与机械，２０１０，２６（４）：１９－２２．

［１１］　陈雄，章莹，袁金凤，等．ε－聚赖氨酸高产菌株的筛选

及其发酵工艺的初步研究［Ｊ］．微生物学通报，２００７，

３４（４）：７３１－７３５．

［１２］　Ｇｕｒｋｏｋ　Ｓ，Ｃｅｋｍｅｃｅｌｉｏｇｌｕ　Ｄ，Ｏｇｅｌ　Ｚ　Ｂ．Ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ　ｏｆ

ｃｕｌｔｕｒｅ　ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ　ｆｏｒ　Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ　ｓｏｊａｅ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇ　ａｎ

Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ　ｆｕｍｉｇａｔｕｓ α－ｇａｌａｃｔｏｓｉｄａｓｅ［Ｊ］．Ｂｉｏｒｅ－

ｓｏｕｒｃｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，２０１１，１０２（７）：４９２５－４９２９．

５９１　第５期 刘翠翠等：ε－聚赖氨酸发酵培养基的优化


