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前言 

本文件按照GB/T 1.1—2020《标准化工作导则  第1部分：标准化文件的结构和起草规则》的规定

起草。 

请注意本文件的某些内容可能涉及专利。本文件的发布机构不承担识别专利的责任。 

本文件由四川省有机肥料产业发展促进会提出并归口。 

本文件起草单位：XXX。 

本文件主要起草人：XXX。 

本文件及其所代替文件的历次版本发布情况为： 

—— 本次为首次发布。 
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超高分子量聚谷氨酸发酵工艺规程 

1 范围 

本标准规定了超高分子量聚谷氨酸发酵生产中所涉及的生产环境、生产车间、菌种、发酵扩培、后

处理、包装、储运及质量检验等技术环节作出要求。 

本标准适用于以淀粉、淀粉糖、蔗糖、葡萄糖、糖蜜、甘油等为主要原料经微生物发酵生产超高分

子量的聚谷氨酸。 

2 规范性引用文件 

下列文件中的内容通过文中的规范性引用而构成本文件必不可少的条款。其中，注日期的引用文件，

仅该日期对应的版本适用于本文件；不注日期的引用文件，其最新版本（包括所有的修改单）适用于本

文件。 

GB 3095  环境空气质量标准 

GB 3838  地表水质量标准 

3 术语和定义 

下列术语和定义适用于本文件。  

3.1  

聚谷氨酸  polyglutamic acid 

聚谷氨酸（也称γ-聚谷氨酸，γ-PGA），是由 D-谷氨酸和 L-谷氨酸按照不同比例组成的，通过

α-氨基和γ-羧基之间的γ-酰胺键连接形成的一类聚合氨基酸。 

3.2  

溶解氧（DO） dissolved oxygen 

溶解在水中的空气中的分子态氧称为溶解氧，水中的溶解氧的含量与空气中氧的分压、水的温度都

有密切关系，在发酵聚谷氨酸时所测值为溶解在发酵液中的分子态的氧被菌体消耗利用后的剩余含量。 

3.3  

耗氧速率（OUR） oxygen uptake rate 

指生物和微生物进行呼吸作用所消耗氧气的速度。 

3.4  

比好氧速率（qO2） specific oxygen uptake rate 

单位重量的细胞(干重)在单位时间内所消耗的氧气,mmol O2/(g·h)。 

4 生产环境及生产车间要求 

4.1 生产环境要求 

a) 生产设施满足产品需要并符合安全、环保、消防等条件要求。 
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b) 厂区空气质量达到大气环境质量标准GB 3095-1996中的II类标准。 

c) 发酵用水达到地表水质量标准GB 3838-2002中的III类水质标准，冷却水及其他用水达到标  

准中的IV类水质要求。 

4.2 生产车间要求 

a) 发酵车间应建立单独的消毒杀菌间，人员进发酵车间前应进行消毒杀菌； 

b) 菌种的储藏间、无菌操作间与生产车间相对隔离。 

c) 发酵车间与浓缩等后处理车间相对隔离，有可以灭菌的传输管道。 

d) 建立定期用消毒剂进行生产设备和环境消毒的车间环境卫生制度。 

e) 建立定期对生产设备设施进行检查检修的车间安全制度。 

4.3 库房 

满足（原料/成品）存放需要的场所要求密闭、通风、干燥、避免阳光直射。 

4.4 仪器设备 

4.4.1 生产设备 

主要生产设备有液体种子罐、液体发酵罐、补料罐、冷水机、配料机、空压机、蒸汽锅炉、压滤设

备、蒸发浓缩设备等。 

4.4.2 主要分析检测设备： 

主要分析检测设备有高效液相色谱仪、尾气分析仪、恒温摇床、恒温培养箱、高压蒸汽灭菌锅、紫

外分光光度计、生物质传感分析仪、天平等。 

5 生产技术流程 

聚谷氨酸发酵生产的一般技术环节为：菌种→活化→种子扩培→发酵培养→后处理→包装→产品

质量检验→出厂。流程图见附录A。 

5.1 菌种 

5.1.1 原种 

原种是生产用菌种的母种，对菌种的要求如下：                                 

a) 有菌种鉴定报告； 

b) 有菌种的企业编号、来源等信息。 

5.1.2 菌种的保存和管理 

菌种常见保存方式见表1。 

表1 常见菌种保存方式 

保藏方式 一般存放条件 一般保存期限 

冻干管保藏 冰箱或室温 5 年以上 

石蜡油保藏 4℃冰箱 1 年以上 

甘油管保藏 -18℃或更低温度 1 年以上 
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常规斜面保藏 4℃冰箱 2 个月—12 个月 

a) 采用合适的多种方式保存菌种，确保无杂菌污染，菌种不退化。应选用一种以上适宜方法保

藏。 

b) 分类存放，定期检查； 

c) 建立菌种档案，记录菌种使用及保藏等信息。 

5.1.3 菌种质量控制 

在生产之前，应用平皿划线和摇瓶发酵对菌株进行检查，确认菌株纯度和发酵性能没有发生退

化。出现污染或退化的菌种不能作为生产用菌种，需进行5.1.4或5.1.5操作。 

5.1.4 菌种的纯化 

当菌种不纯时，需进行纯化。可采用平皿划线分离法或稀释涂布法得到纯菌种，再对分离纯化的

菌种进行发酵性能验证，验证合格的菌种方可用于后续发酵生产。 

5.1.5 菌种复壮 

当菌种发生下列现象之一，应进行菌种复壮。 

a) 菌体形态或菌落形态发生变化； 

b) 代谢活性降低，发酵周期改变； 

c) 重要功能性物质的产生能力下降； 

d) 其他重要特性的退化或丧失。 

菌种复壮的方法：通过功能平皿多次选育或接回原分离培养基传代培养，重新分离该菌种。 

5.2 发酵扩培 

5.2.1 种子扩培 

原菌种应连续转接活化至生长旺盛后才能应用。 

种子扩培过程包括试管斜面菌种、摇瓶（或茄瓶斜面）、种子罐扩培三个阶段，操作过程要保证

菌种不被污染、菌种生长旺盛。种子罐扩培根据发酵体系选择对应多级种子培养。 

5.2.2 培养基 

培养基重要原料满足一定的质量要求，包括成分、含量、有效期以及生产厂家等。对新使用的发

酵原料需经过摇瓶试验及发酵罐小试后方可用于规模发酵生产。 

5.2.2.1 种子培养基 

种子培养基要保证菌种的生长延滞期短，生长旺盛。原料应使用易被菌体吸收利用的碳、氮源，

且氮源比较较高，营养丰富完全，有一定的pH缓冲能力。当有多级种子时，种子培养基应逐步向发酵

培养基转换，即逐步用发酵培养基的成分替代部分种子培养基，以减少后期因为培养基差异过大菌种

的适应期。 

5.2.2.2 发酵培养基 

发酵培养基主要是淀粉、淀粉糖、蔗糖、葡萄糖、糖蜜、甘油等为主要碳源、味精为发酵底物、

柠檬酸为发酵诱导物、及适量的金属盐离子组成。发酵组分含量要求接种后菌株能生长旺盛，快速进

入聚谷氨酸代谢途径。 



T/SOFlDPA XXXX—2023 

4 

5.2.3 灭菌 

常用的灭菌方式见附录C。 

5.2.3.1 发酵罐空消 

a) 在装料前需要对发酵罐清洗、空消，空消前需要取出发酵罐pH、溶氧电极。 

b) 空消灭菌温度121℃～125℃（压力0.103 MPa～0.168 MPa），0.5h～1.0h。 

c) 空消结束降温后装上pH、溶氧电极。 

5.2.3.2 培养基实消 

a) 液体培养基、补料罐（消泡剂）、管道、发酵设备及空气过滤系统灭菌温度为121℃～125℃

（压力0.103 MPa～0.16 8MPa），0.5h～1.0h。液体培养基装料量为50%～70%发酵罐容积

（需计算种子液体积和灭菌增加体积）。 

b) 在使用葡萄糖、糖蜜等为原料时（谷氨酸与糖在高温灭菌时会产生美拉德反应），应采用分

开灭菌的方式对葡萄糖或糖蜜进行灭菌，灭菌完成后再加入已灭菌的剩余发酵培养基组分

中。 

c) 培养基灭菌后按照5.2.4进行检查。若灭菌不彻底，培养基不能使用。 

5.2.4 灭菌效果检查 

采用显微镜染色观察法或发酵管试验法检验培养基的灭菌效果。 

5.2.4.1 染色观察法 

a) 对待检测培养基无菌操作取样，在洁净的载玻片上涂片、染色、镜检。 

b) 若镜检发现有菌体，即可认为灭菌不彻底，需进行5.2.4.2操作，无活菌体后培养基可用于接

种发酵生产使用。 

c) 若未发现菌体，初步认为灭菌彻底，培养基可以使用。在必要时，需进行5.2.4.2操作，进一

步确认培养基灭菌是否彻底。 

5.2.4.2 发酵管试验法 

用无菌操作技术将1 mL待检测培养基加入5 mL已灭菌肉汤培养基中，重复三次。置于37℃培养，24 

h后培养基无浑浊、镜检无菌体即可认为灭菌彻底。反之，即可判定培养基灭菌不彻底。 

5.2.5 无菌空气 

发酵生产中所通入的无菌空气采用过滤除菌设备制得，空气过滤系统应采用二级以上过滤。对制得

的无菌空气按如下步骤检验合格后可用于发酵生产。 

用无菌操作技术，向装有200 mL无菌肉汤培养基的三角瓶中通入待检测的过滤空气10min～15min。

三角瓶置于37℃摇床150r/min培养，24h后培养基无浑浊、镜检无菌体即判定合格。 

5.3 发酵控制 

5.3.1 接种量的要求 

a) 摇瓶种子转向种子发酵罐培养的接种量为1%～10%。 

b) 在多级发酵生产阶段，对生长繁殖快的菌种（代时＜3h），从一级转向下一级发酵的接种量

为5%～10%；对生长繁殖较慢的菌种（代时＞6h），接种量不低于10%。 
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c) 最后一级种子接入发酵培养基的接种量为5%～10%。 

5.3.2 培养温度 

发酵温度应控制在33℃～37℃，在发酵过程中，可根据不同聚谷氨酸生产菌株的生长代谢特性在

不同的发酵时期采用不同的发酵温度。 

5.3.3 供氧 

采用的供氧方式是向培养基中连续补充无菌空气，并与搅拌相配合，供氧量根据聚谷氨酸发酵菌

株在发酵不同时期供氧需求差异，采取不同的供氧量。 

5.3.4 发酵pH 

发酵初始pH值为7.0～7.5，发酵过程通过补加氢氧化钠溶液或柠檬酸溶液使pH值维持在6.0～7.5

范围内。 

5.3.5 消泡 

发酵过程中，当聚谷氨酸开始合成时，发酵液中会出现大量泡沫，此时需要流加消泡剂进行消泡

处理，消泡剂应选择对菌体生长和聚谷氨酸合成没有影响的产品。 

5.3.6 发酵过程控制 

聚谷氨酸发酵为好氧生物过程，供氧水平对菌体生长和γ-PGA合成至关重要。在机械搅拌发酵罐

中，供氧水平受搅拌桨尺寸、搅拌速率、通气量、气体分布方式、氧气分压、发酵液流变特性等多个

因素的影响，特别是发酵液黏度增加，会造成通气的气泡直径变大、气液交换面积减少、气泡停留时

间缩短，因此氧传递速率降低、出现溶氧限制。本调控的核心在于控制发酵液中菌体的数量，在相同

溶氧的条件下提高了单位菌体的比好氧速率（qO2），从而减少或解除发酵过程的溶氧限制，主要通过

以下调控措施实现： 

a) 发酵初期维持发酵罐转速和通气量在一个相对较低的水平，发酵初期只是菌体的增殖，不会

进入聚谷氨酸发酵合成途径，通过供氧和搅拌的调控，限制菌体过量繁殖。 

b) 当发酵液开始起泡后，表明菌株开始进入聚谷氨酸发酵代谢途径，此时适当增加搅拌转速和

通气量以提高发酵液中的溶氧保证发酵供氧需求。 

c) 发酵过程中应对发酵液连续取样，采用生物质传感分析仪测定发酵液中的糖和谷氨酸底物残

留，并根据测定结果进行补料，使谷氨酸浓度维持在10 g/L以上，糖浓度维持在20 g/L以

上。 

d) 通过实时测定发酵液菌体含量（通过建立菌体的细胞干重和600 nm处吸光值（OD600）之间相

互关联曲线，以此来进菌体密度的快速测定）、发酵罐尾气数据、进气数据、装样量计算菌

体的比好氧速率（qO2）。 

e) 发酵液起泡进入代谢途径后，通过对空气通气量和搅拌速率的调控，使单位菌体的比好氧速

率（qO2）始终维持在20 mmol～30 mmol O2/(g·h)，以减少发酵液的溶氧限制。 

f) 发酵过程通过流加氢氧化钠或柠檬酸对发酵液pH进行调控，使其控制在6.0～7.5范围内。 

5.3.7 发酵终点判 

下列参数为发酵终点判定依据： 

a) 监测发酵液中的葡萄糖、谷氨酸、发酵液OD值、pH值、溶解氧浓度及发酵液粘度等理化参

数； 
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b) 监测发酵过程中好氧速率、CO2产生率、呼吸商、氧传递系数等发酵代谢特征参数。 

c) 发酵液中聚谷氨酸产量、发酵液颜色、形态、气味等指标。 

5.4 后处理 

后处理过程可分为发酵液直接分装；发酵液除菌、分装；发酵液除菌、浓缩、分装三种类型。 

5.4.1 发酵液直接分装 

对于发酵液直接分装的产品剂型，可根据产品要求进行包装。 

5.4.2 发酵液除菌、分装 

对于产品有除菌要求的，应采取以下步骤进行除菌处理： 

a) 在发酵结束后采用高压蒸汽对发酵液进行121℃～125℃高温灭菌20min（压力0.103 MPa～

0.168 MPa）。 

b) 灭菌结束后通过压滤等处理去除聚谷氨酸发酵液中的菌体。  

c) 除菌后的发酵液再根据产品要求进行包装。 

5.4.3 发酵液除菌、浓缩、分装 

对发酵液中聚谷氨酸浓度有较高要求，且发酵液中聚谷氨酸浓度不能达到要求时需要进行以下步

骤进行发酵液浓缩处理： 

a) 进行5.4.2发酵液除菌处理操作，去除发酵液中的菌体。 

b) 根据发酵液中聚谷氨酸浓度和产品要求聚谷氨酸浓度进行计算浓缩倍数，采用蒸发浓缩，使

产品中聚谷氨酸浓度满足要求。 

c) 浓缩后的产品根据产品要求进行包装。 

5.4.4 建立生产档案 

每批产品的生产、检验结果应存档记录，包括检验项目、检验结果、检验人、批准人、检验日期

等信息。 

5.5 产品质量跟踪 

定期检查产品质量，并对产品建立应用档案，跟踪产品的应用情况。 
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附 录 A  

（资料性） 

 

图1 超高分子量聚谷氨酸发酵生产工艺流程示意  
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附  录  B 

（规范性） 

聚谷氨酸分子量及含量的测定 高效液相色谱法 

B.1  原理 

以硫酸钠溶液为流动相，以不同含量的聚谷氨酸标准溶液紫外吸收值为检测对象，利用高效液相色

谱法测定聚谷氨酸的含量；以不同分子质量的葡聚糖标准品溶液作为参照，通过检测聚谷氨酸在示差折

光检测器下的出峰时间，利用高效液相色谱法测定聚谷氨酸的分子质量。 

B.2  试剂或材料 

B.2.1  试剂、溶液和水：本方法采用符合 GB/T 6682 中的一级水、色谱纯无水硫酸钠，其余试剂、溶

液，在未注明规格和配置方法时，均应符合 HG/T 2843 的规定。 

B.2.2  流动相硫酸钠溶液（0.3 mol/L）：称取 42.6 g（精确至 0.0001 g）无水硫酸钠溶解并定容至

1 L,用乙酸调节 pH至 4.0，用孔径 0.22 μm微孔滤膜过滤，超声波脱气 15min。 

B.2.3  聚谷氨酸标准贮备液(10.0 mg/mL ):称取聚谷氨酸标准品（含量（以干基计））≥99.0%）1.0 

g（精确至 0.0001 g),用流动相溶解并定容至 100 mL，4℃储存条件下有效期 1周。 

B.2.4  聚谷氨酸标准工作液(1.0 mg/mL)：取 10 mL聚谷氨酸标准贮备液于 100 mL容量瓶中，用流动

相定容至 100 mL，获得聚谷氨酸标准工作液（1.0 mg/mL)，此标准工作液使用前制备。 

B.2.5  葡聚糖标准品：色谱纯，分子质量为 5900 Da、22800 Da、47300 Da、112000 Da、244000 Da、

670900 Da、1194000 Da、2693000 Da。 

B.2.6  葡聚糖标准溶液：以葡聚糖标准品为分子质量标准品，分别取 8种不同分子质量色谱纯葡聚糖

标准品各 0.05 g，溶解转移至 50 mL容量瓶中定容。 

B.3  仪器设备 

B.3.1  一般实验室仪器和设备。 

B.3.2  高效液相色谱仪：配有紫外检测器、视差折光检测器。 

B.4  色谱参考条件 

B.4.1  检测温度：35 ℃。 

B.4.2  紫外检测器：检测波长：210 nm；视差折光检测器。 

B.4.3  流速：0.5 mL/min。  

B.4.4  进样量：50 μL。 

B.4.5  色谱柱：凝胶色谱柱（7.8 mm×300 mm，或达到同等效果及规格的凝胶色谱柱）。 

B.5  试验步骤 

B.5.1  标准工作曲线的绘制 

聚谷氨酸含量标准曲线：分别准确移取 0.0 mL、50 mL、10.0 mL、15.0 mL、20.0 mL、25.0 mL聚

谷氨酸标准工作液稀释液至 25 mL容量瓶中并定容，配成 0.00 mg/mL、0.20 mg /mL、0.40 mg/mL、

0.60 mg/mL、1.00 mg/mL溶液，溶液经 0.22 μm微孔滤膜过滤，打开色谱仪，并调至工作状态，待基

线平稳后，依次将上述聚谷氨酸溶液注入色谱柱中，进样量为 50 μL，记录峰面积。以标准溶液中聚

谷氨酸浓度为横坐标，峰面积为纵坐标绘制标准曲线。 
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分子质量标准曲线：将 8个不同分子量的葡聚糖标准品溶液分别经 0.22 μm微孔滤膜过滤，打开

视差折光检测器，并调至工作状态，待基线平稳后，依次将上述样品注入色谱柱中，进样量为 50 μL，

采用视差折光检测器的方法测定出峰时间，以葡聚糖标准品出峰时间为横坐标，其分子质量为纵坐标绘

制分子量标准曲线。   

B.5.2  试样溶液制备 

称取 1 g聚谷氨酸样品（精确到 0.0001 g），用流动相溶解并定容至 100 mL，配好的试样经 0.22 

μm 滤膜过滤。 

B.5.3  试样测定 

聚谷氨酸含量测定：取以上试样经0.22 μm微孔滤膜过滤两次。打开色谱仪，并调至工作状态，待

基线平稳后，进样量为50 μL，进行高效液相色谱检测，以聚谷氨酸出峰时间峰形一致的完整峰（参考

标品峰形）记录峰面积，并根据标准曲线计算得到试样中聚谷氨酸的浓度。 

聚谷氨酸分子量测定：进样量为50 μL，进行试样检测，记录出峰时间（以峰值为准），并根据分

子量标准曲线计算得到试样中聚谷氨酸的分子质量。 

注：每次检测结束，用流动相继续冲洗色谱柱至少30min，待基线平稳后方可进行下次检测。  

B.5.4  结果的表述和计算 

以质量分数表示的聚谷氨酸含量ω按公式（B.1）计算： 

ω =
𝜌×100

𝑚×10−3
.......................................（B.1） 

式中： 

ω——样品中聚谷氨酸的含量，单位为毫克每千克（ mg/kg )； 

𝜌——根据标准曲线计算的试样中聚谷氨酸的浓度，单位为毫克每毫升（mg/mL)； 

100——聚谷氨酸样品溶解的体积，单位为毫升（mL)； 

𝑚——称取的聚谷氨酸的质量，单位为克（g）； 

10−3——克与千克之间的换算系数。 

计算结果表示的小数点后一位，取平行测定结果的算术平均值作为测定结果。 

B.5.5  精密度 

平行测定结果的相对相差应不大于15%。 

不同实验室测定结果的相对相差应不大于30%。 

注：相对相差为两个平行测定结果的相对差值与两个平行测定结果的平均值之比，以百分数（%）表示。 

 

_________________________________ 

 

 


