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摘  要 : 葡萄糖酸氧化杆菌可将葡萄糖转化为 5-酮基-D-葡萄糖酸 (5-KGA)，而 5-KGA 是重要食品添加剂 L(+)-酒

石酸的合成前体。为提高 5-KGA 产量及其对葡萄糖的转化率，对 5-KGA 发酵生产的工艺条件进行优化。在摇瓶水

平最适的培养基和培养条件下，5-KGA 最高产量为 19.7 g/L，较优化前提高 43.8%。在 5 L 发酵罐上控制恒定 pH

值 5.5、溶氧浓度 15%条件下，5-KGA 产量达到 46.0 g/L，较摇瓶最高产量提高 1.3 倍，应用葡萄糖流加工艺，5-KGA

最高产量达到 75.5 g/L，转化率超过 70%，与已见报道的最高水平相比提高了 32.0%，为实现微生物发酵生产 5-KGA、

进而合成 L(+)-酒石酸的工业化提供了切实有效的途径。 
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Abstract:  Gluconobacter oxydans converts glucose to gluconic acid and subsequently to 5-keto-D-gluconic acid (5-KGA), a 
precursor of industrially important L(+)-tartaric acid. To increase the yield of 5-KGA, fermentation conditions of 5-KGA 
production was optimized. Under the optimum medium and culture conditions in the shake flask, the highest 5-KGA 
production reached 19.7 g/L, increased by 43.8% after optimization. In a 5-L bioreactor, the pH was controlled at 5.5 and 
dissolved oxygen (DO) at 15%, 5-KGA production reached 46.0 g/L, raised at least 1.3 times than in the shake flask. Glucose 
feeding fermentation process was further developed, and the highest 5-KGA production of 75.5 g/L with 70% of yield was 
obtained, 32.0% higher than the highest reported value. Therefore, this newly developed fermentation process provided a 
practical and effective alternative for the commercial production of 5-KGA, and further of L(+)-tartaric acid. 

Keywords:  5-keto-D-gluconic acid, L(+)-tartaric acid, conditions optimization, process regulation, glucose feeding fermentation 

生物育种与工艺优化 



李博义 等/5-酮基-D-葡萄糖酸发酵生产的工艺条件优化 

cjb@im.ac.cn 

1487

 

L(+)-酒石酸是一种重要的食品添加剂，主要

作为饮料、糖果及果酱等食品的酸味剂，亦可用

作防腐剂和稳定剂。目前 L(+)-酒石酸的主要生产

方法是以石油化工产品顺丁烯二酸酐为原料，化

学合成为顺式环氧琥珀酸，再利用顺式环氧化物水

解酶将其水解为 L(+)-酒石酸[1]。为了应对将来石油

价格上涨所带来的生产成本攀升，一种以葡萄糖为

原料的生物发酵-化学合成联用生产 L(+)-酒石酸的

技术受到了业界的重点关注[2-3]，其中利用微生物

发酵葡萄糖生产 L(+)-酒石酸合成前体——5-酮基- 

D-葡萄糖酸 (5-KGA) 是该技术路线的核心。 

迄今，已见报道的用于发酵葡萄糖生产

5-KGA 的 菌 株 唯 有 葡 萄 糖 酸 氧 化 杆 菌

Gluconobacter oxydans[4]，研究内容主要集中在野

生菌种的分子生物学改造。2004 年，Herrmann 等

将 gno 基因在 G. oxydans ATCC 621H 中过表达，

5-KGA 的产量提高 20%[5]。2005 年，Elfari 等将

ga2dh 基因敲除，得到工程菌 G. oxydans MF1，该

菌株不会生成副产物 2-KGA，5-KGA 的产量达到

22.7 g/L[6]。2006 年，Merfort 等将 gdh 基因和 ga5dh

基因分别在 MF1 中过表达，结果 5-KGA 产量为

44.6 g/L[7]。Merfort 等又利用不同的启动子将

ga5dh 基因在 MF1 中过表达，5-KGA 的最高产量

达到 57.2 g/L[8]。 

在工业生物技术领域，除菌种改造外，对微生

物发酵过程的有效调控也是提升菌株生产性能的重

要途径。目前，对 5-KGA 发酵生产过程的调控技术

鲜有报道[9]。本文以葡萄糖酸氧化杆菌为对象，对

5-KGA 发酵生产的工艺条件进行优化，使其累积量

获得大幅提升，为微生物发酵生产 5-KGA、进而生

产 L(+)-酒石酸的工业化提供试验基础和技术参数。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  菌种 

G. oxydans CGMCC 1.637 购自中国普通微生

物菌种保藏管理中心。 

1.1.2  初始培养基及培养条件 

种子培养基：甘油 15 g/L，酵母抽提物 10 g/L，

蛋白胨 10 g/L，初始 pH 6.8[10]。 

发酵培养基：葡萄糖 25 g/L，玉米浆 7.5 g/L，

初始 pH 5.0[6]。 

培养条件：温度 30 ℃，摇床转速 220 r/min，

发酵周期 48 h。 

1.2  方法 
1.2.1  摇瓶发酵条件优化 

以 5-KGA 产量为指标，采用单因子试验对培

养基组分和培养条件进行优化，得到 5-KGA 生产

的最佳摇瓶发酵条件。 

1.2.2  发酵罐发酵工艺调控 

依据摇瓶优化得到的发酵条件，以 5-KGA 产

量为指标，分别通过流加 NaOH 和 H2SO4 控制 pH，

串级转速控制溶氧，流加控制补糖速率，在装液  

3 L 培养基的 5 L 发酵罐中优化 5-KGA 生产的工

艺条件。 

1.2.3  5-KGA 的产量和转化率 

HPLC 测定 5-KGA 产量：色谱柱：Lichrospher 

NH2，流动相：0.015 mol/L 磷酸二氢铵，pH 3.3，

柱温 30 ℃，流速：1 mL/min，波长：200 nm。 

转化率 (Yield)=5-KGA 产量 (mol/L)/总糖浓

度 (mol/L)。 

2  结果与讨论 

2.1  摇瓶发酵条件优化 
2.1.1  初糖浓度的考察 

采用不同初糖浓度的发酵培养基，测定了发

酵结束后发酵液中残余葡萄糖浓度、OD600、

5-KGA 浓度[11]，结果如表 1 所示。5-KGA 产量随

初糖浓度升高而提高，但初糖浓度 100 g/L 时，发

酵结束残糖 18 g/L，转化率较初糖浓度 50 g/L 时

低 29.5%。另外高浓度葡萄糖对菌体生长有抑制作

用，因此选择 50 g/L 作为发酵试验的最适初糖浓度。 
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表 1  初糖浓度对 5-KGA 发酵的影响 
Table 1  Effect of initial glucose concentration on 
5-KGA fermentation 

Initial 
glucose (g/L) 

Residual 
glucose (g/L) 

OD600 
5-KGA 
(g/L) 

Yield 
(%) 

25 0 2.18 6.5 24.1 

50 0 1.73 13.7 25.4 

100 18 1.18 19.3 17.9 

 

2.1.2  氮源及其浓度的考察 

在最适初糖 50 g/L 的条件下，选择 3 个浓度

水平 (5、10、20 g/L) 的 3 种氮源 (玉米浆、酵母

抽提物、蛋白胨) 进行考察[12]。结果氮源为玉米

浆时，最有利于 5-KGA 生成，其浓度为 5 g/L 时，

5-KGA 产量最高 (15.7 g/L)，转化率为 29.1%。因

此选择 5 g/L 玉米浆作为发酵生产的最适氮源。 

2.1.3  发酵条件的优化 

在最适初糖 50 g/L，最适氮源玉米浆 5 g/L 的

条件下，采用单因子试验依次对温度、种龄、接

种量、装液量等条件进行优化[13]，综合考察菌体

生长情况和 5-KGA 生产水平。最终确定最适温度

30 ℃、种龄 12 h、接种量 5%，装液量 20%。 

使用优化后的培养基，在优化后的发酵条件

下进行试验，发酵过程的葡萄糖消耗、菌体生长

和 5-KGA 生成情况如图 1 所示。葡萄糖在 22 h 消

耗完全，平均耗糖速率 2.27 g/(L·h)，菌体在 0–26 h

为对数生长期，之后进入稳定期。由于葡萄糖第

一步被转化为葡萄糖酸 (GA)，GA 进一步转化为

5-KGA，因此当糖耗结束时，5-KGA 的合成并未 

 

 
 
图 1  5-KGA 摇瓶发酵过程曲线 
Fig. 1  Time course of 5-KGA fermentation in shake flask. 

停止。32 h 菌体生长稳定期结束，5-KGA 产量达

到最高值，菌体开始二次生长，5-KGA 减少，可

能为生长所利用。综上所述，经过摇瓶优化，

5-KGA 最高产量 19.7 g/L，转化率 36.6%，较优化

前水平 (13.7 g/L) 提高 43.8%。 

2.2  发酵罐发酵工艺调控 
2.2.1  pH 值对 5-KGA 发酵的影响 

在摇瓶发酵过程中，氧化生成的葡萄糖酸等使

发酵液 pH 值不断降低，因此，在 5 L 发酵罐上分

批发酵，发酵过程中维持不同的 pH 值，考察 pH

值对 5-KGA 发酵的影响，结果见图 2。菌体在酸性

环境中生长较差，在偏碱性环境中 (pH 值 6.5–7.5) 

生长较好。5-KGA 产量对 pH 的变化非常敏感，偏

酸或偏碱都不利于其生成，可能在酸性条件下葡萄

糖酸-5-脱氢酶的活性受到抑制，在碱性条件下生成

的 5-KGA 又被菌体生长利用[14-15]。当 pH 值控制为

5.5 时，5-KGA 产量最高 (43.9 g/L)，转化率 81.5%，

因此选择 pH 值 5.5 为最适生产的 pH 条件。 

2.2.2  溶氧 (DO) 对 5-KGA 发酵的影响 

在摇瓶发酵过程中，菌体生长使溶氧水平动态

变化，因此，在发酵罐上控制 pH 值 5.5 的前提下，

考察溶氧水平对 5-KGA 发酵的影响，结果见图 3。

溶氧由 5%提高至 15%时，5-KGA 产量及菌体生长

量均呈线性递增。继续提高溶氧浓度，菌体生长情

况无明显变化，供氧超过 30%时生长量降低；5-KGA

产量在溶氧浓度 15%时达到最高值 (46.0 g/L)，超过

此浓度即呈现负相关。说明只有提供适宜的溶氧， 

 

 
 

图 2  pH 值对 5-KGA 发酵的影响 
Fig. 2  Effect of pH value on 5-KGA fermentation. 
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图 3  溶氧对 5-KGA 发酵的影响 
Fig. 3  Effect of dissolved oxygen on 5-KGA fermentation. 
 

菌体生长和产酸才能取得较好的效果。供氧充足，

菌体可保持较快的生长速率，有利于产酸和糖酸转

化；溶氧过低时，菌体生长受限，但过高的溶氧会

破坏细胞组分，抑制酶的活性[14-15]，故选择 15％溶

氧浓度为 5-KGA 发酵的最佳溶氧条件。 

2.2.3  流加补糖策略的确定与实施 

在发酵罐上控制 pH 值 5.5，溶氧 15%的条件下，

发酵过程曲线如图 4 所示。糖耗速率 4.54 g/(L·h)，

较摇瓶发酵提高了 1 倍，菌体对数生长期及 5-KGA

快速积累时间均较摇瓶发酵明显缩短，5-KGA 的合

成呈现生长关联型，最高产量为 46.0 g/L，转化率为

85.4%，较摇瓶优化后水平 (19.7 g/L) 提高了 133.5%。 

在分批发酵中若糖量过多会抑制细胞生长，

解决这个问题可在发酵过程中补糖，补糖的作用

是及时供给菌合成产物的需要[11]。为进一步提高

5-KGA 的产量，在菌体对数生长的初期和末期，

采用不同的流加速率补糖 50 g/L，考察不同的补

糖策略对 5-KGA 发酵的影响，结果如表 2 所示。 
 

 
 

图 4  5-KGA 发酵罐中分批发酵过程曲线 
Fig. 4  Time course of 5-KGA batch fermentation in 
bioreactor. 

表 2  补糖策略对 5-KGA 发酵的影响 
Table 2  Effect of glucose feeding strategy on 5-KGA 
fermentation 

Feeding time (h)
Feeding rate 

(g/(L·h)) 
OD600 5-KGA (g/L)

0–10 10.0 3.98 53.9 

4–12 6.25 4.02 73.3 

4–9 10.0 4.00 59.4 

10 50.0 4.11 52.5 

10–18 6.25 4.39 63.8 

10–15 10.0 4.19 75.5 

 

在 10 h 直接补糖 50 g/L 得到的 5-KGA 产量

最低，而流加补糖可提高葡萄糖的利用率，其中

在 10−15 h 以速率 10.0 g/(L·h)流加得到的 5-KGA

产量最高，因此为最佳补糖策略。通过流加补糖延

长了菌体对数生长期及 5-KGA 积累时间，流加期间

葡萄糖的消耗速率与补糖速率基本一致，菌体比生

长速率恒定，最终得到 5-KGA 最高产量为 75.5 g/L，

较补糖前最高产量 (46.0 g/L) 提高了 64.1%。 

3  结论 

本文对 G. oxydans CGMCC 1.637 发酵生产

5-KGA 的工艺条件进行了优化，确定初糖为 50 g/L，

玉米浆为 5 g/L，温度 30 ℃，接种量 5%，装液量 20%，

种龄 12 h，发酵周期 48 h。在此最适条件下，5-KGA

摇瓶发酵最高产量为19.7 g/L，较优化前提高43.8%。 

本文对 5 L 发酵罐生产 5-KGA 的 pH 值和溶

氧控制条件进行考察，发现 pH 对 5-KGA 的产量

影响显著，得到在 pH 值 5.5，溶氧浓度 15%条件

下，5-KGA 产量为 46.0 g/L，较摇瓶发酵最高水平

提高了 1.3 倍。通过流加补糖试验，5-KGA 的最

高产量达到 75.5 g/L，比目前报道的最高产量 

(57.2 g/L) 提高了 32.0%，转化率超过 70%，证明

此菌株具有一定的工业化生产 5-KGA 的潜力。 
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