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摘　要　对黑曲霉 ( Aspergillus niger ND313)液态发酵生产植酸酶的发酵过程和发酵动力学进行了研究。在摇瓶

试验得到基本发酵工艺参数的基础上 ,应用 10 L 生物反应器进行放大试验取得了较好的结果 ,其最大菌体量 (干

重)达到 1119 g·100 mL - 1 ,酶活力达到 316 u·mL - 1。试验通过分批补料手段控制比生长速率的变化 ,得到了描述

发酵过程的动力学模型并回归了模型参数。利用数学计算软件对试验数据与模型进行拟合 ,结果证明所建立的动

力学模型能较好地反映并预测植酸酶的发酵过程。
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Abstract 　Bas ed on the primary fermentation p arameters obtained from flake cultures , the law of growth and

metabolism of Asp . niger ND313 and the fermentation kinetic models were s tudied in an auto control bioreactor. The

fermentation in bioreactor was s uccessfully p erformed with a maximal biomass concentration ( dry mass ) of 1119 g·

100 mL - 1 and a maximal enzyme activity of 316μ·mL - 1 . Then the kinetic formula of cell growth rate , phytas e produc2
tion rate and glucos e cons umption rate were inferred by controling the sp ecific biomass growth rate . The res ults of

mathematic fitting between model calculated values and exp erimental values proved the validity and rationality of the

kinetic models .
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　　来源于微生物的植酸酶 ( Phytase , EC. 3 . 1 . 3 .

8)能催化植酸 ,使其水解为各级磷酸肌醇、肌醇和正

磷酸盐的混合物。人们在研究中发现 ,植酸带负电

荷 ,具有强大的螯合能力 ,能降低蛋白质的吸收利

用 ,影响微量元素的吸收以及消化酶的活性。

对于植酸酶的应用效果 ,国内外进行了大量的

饲养和消化试验 ,结果表明 ,植酸酶完全可替代畜禽

日粮中的全部或部分磷酸氢钙 ,并不影响其生产性

能。植酸酶的应用可提高饲料利用率 ,减少畜禽粪

便中磷的排泄量 ,缓解磷对环境特别是对水体的污

染 ,对我国农业的可持续发展和环境保护具有重大

意义[1 ,2 ]。

目前国内植酸酶的研究已经取得一系列进展 ,

但多集中于产酶菌种选育、生理功能和发酵工艺条

件等方面 ,有关发酵动力学研究的报道很少[2 ]。笔

者以试验室筛选诱变后得到的植酸酶高产菌株黑曲

霉 ( Aspergill us niger ND313)作为供试菌株 ,应用

10 L 自动控制生物反应器进行放大试验 ,并对黑曲

霉液态发酵过程及其动力学进行了研究探讨。
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1　试验材料与方法

1)供试菌株。

黑曲霉 ( Asp. niger ND313) ,由本试验室筛选

诱变得到。

2)培养基。

a. 斜面培养基为麦芽汁2琼脂固体培养基。
b. 植酸酶液态发酵的基本培养基。液化淀粉

5 % (取玉米淀粉 ,加入适量水 ,加热煮沸 ,加入为干

淀粉质量 1 %的α2淀粉酶 ,70 ℃反应数小时 ,冷却加

水至所需量) ,硫酸铵 5 % (质量分数 ,下同) ,氯化钾

0105 % ,硫酸镁 0105 % ,硫酸亚铁 0101 % ,调节 p H

至 515。

3)种子制备。

从斜面培养基上挑取几环霉菌孢子 ,置于 200

mL 生理盐水中 ,加玻璃珠于 30 ℃水浴振荡 ,制成

孢子悬液 ,镜检使孢子浓度达到 107 个·mL - 1 ,取悬

液按 2 %接种量接种发酵培养基。

4)发酵条件。

a. 批次发酵条件。使用镇江东方生工公司生

产的 10 L 型自动控制生物反应器进行批次发酵。

反应器容积 10 L , 2 层 4 平直叶搅拌 ,四挡板 ,发酵

培养基装料系数 017 ,接种量 2 % ,调整初始 p H为

515 ,控制培养温度 30 ℃,搅拌转速 150 r·min - 1 ,通

气比1∶2 (每 min ,下同) 。

在发酵过程中 ,由发酵控制系统自动记录 p H、

DO值的变化趋势 ,同时每隔 6 h取样测定发酵液总

糖量 S ,g·100 mL - 1 ;菌体生物量 X , g·100 mL - 1 ;

植酸酶相对活力 P(以最高酶活力为 100 ,换算为相

对酶活力) , %。

b. 分批补料发酵。发酵条件同批次发酵试验 ,

在发酵过程中用浓度为 20 %的液化淀粉液 (添加无

机盐同基本培养基 ,并调整 p H为 515)进行流加补

料 ,控制基质浓度 ,补料过程中实时监测发酵液总糖

量 S ,菌体生物量 X ,酶活力 P的变化 ,作为控制发

酵过程的依据。

5)发酵过程参数检测。

a. 发酵液总糖量。取发酵液 20 mL ,使用滤纸

过滤 ,并用蒸馏水冲洗滤出物 ,回收 2次过滤的滤液

定容 ,取一定量滤液 ,采用蒽酮法在 640 nm处比色

测定总糖量[3 ]。

b. 菌体生物量。取发酵液 20 mL ,用已烘干称

重的滤纸过滤 ,并用蒸馏水冲洗滤出物 2次 ,将滤纸

连同滤出物于 80 ℃烘干至恒重 ,前后滤纸质量的差

值即为发酵液中的菌体生物量 (g·100 mL - 1) [4 ]。

c. 植酸酶活力。采用钒2钼酸铵法测定[5 ]。

2　试验结果与分析

211　生物反应器放大试验

在前期工作中 ,已经通过摇瓶试验初步摸索出

黑曲霉产植酸酶的液态发酵参数 ,在此基础上使用

10 L 生物反应器进行了摸索性的放大试验。其中

发酵培养基配比、培养温度、起始 p H均采用摇瓶试

验得到的参数 ,搅拌速率、通气量等控制参数则通过

反应器批次发酵试验确定。试验测定了反应器批次

发酵的最大菌体量和最大植酸酶活力 ,数据证明

10 L生物反应器上的放大试验取得了较好的结果。发

酵液中最大菌体量 (干重)高于摇瓶试验结果 0179 g·

100 mL - 1 ,达到 1119 g·100 mL - 1 ;最高酶活力达到

316 u·mL - 1 ,略低于摇瓶试验的 318 u·mL - 1。

图 1　基质消耗、菌体生长和产酶与发酵时间的关系

Fig. 1　The relationship between glucose cons. ,

biomass conc. and enzyme act .

212　黑曲霉生长及代谢规律

为了弄清黑曲霉在液态发酵培养基上的生长规

律和代谢规律 ,采用批次发酵试验进行研究 ,结果见

图 1。可以看出 ,黑曲霉的细胞生长曲线存在迟滞

期、平缓期、对数期、衰减期等几个期段 ,在发酵中后

期细胞出现二次生长 ,生长速率再次加快 ,然后细胞

生长又趋于平缓直至衰减。糖减曲线与细胞生长曲

线呈反向变化 ,又根据前期摇瓶试验的结果 (另文发

表) ,可假设发酵液中的碳源是黑曲霉生长的限制性

基质。从图 1中还可以看出 ,酶活力的增长趋势明

显滞后于细胞生长的增长趋势 ,酶活力的快速增长

出现于细胞生长的对数生长末期 ,并随着细胞的衰

亡期继续保持快速增长 ,因此预测黑曲霉产植酸酶

的发酵过程属于部分相关模型 ,即 Gaden 提出的

Ⅱ型发酵。
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213　发酵过程溶解氧和 pH的变化规律

用智能发酵系统记录的发酵过程 DO 值和 p H

的数据作图。图 2示出发酵过程中 p H ,DO值和比

生长速率的变化曲线。可以看出 ,随着霉菌细胞进

入对数生长期 (比生长速率最大) ,发酵液 DO 值急

剧降低 ;随着细胞生长趋势的变缓 ,DO值降低趋势

随之变缓 ;当细胞生长进入衰亡期 ,在产酶活力增加

的同时 ,DO值趋于平稳 ,甚至有所回升。由上述现

象可以推断 ,黑曲霉的生长是典型的耗氧过程 ,而在

产植酸酶高峰的发酵后期 ,伴随着代谢产物植酸酶

的大量生成 ,霉菌细胞呼吸作用趋缓 ,需氧减少。如

果在发酵前期采用较高的通气比 (2∶3)和搅拌速率

(200 r·min - 1) ,则有可能提高黑曲霉的生长速率和

生长量 ;在发酵后期采用较低通气比 (1∶2)和搅拌速

率 (150 r·min - 1) ,则有可能减少对菌丝体的剪切破

坏 ,同时提高酶活力。

图 2　发酵过程中 pH,DO值和比生长速率的变化曲线

Fig. 2　The relationship between p H ,DO value and

specific growth rate

从图 2中看出 p H呈下降的趋势 ,且在细胞生

长的旺盛期 ,即比生长速率最大的时期 ,p H下降最

快 ,这说明在菌体细胞生长的同时 ,黑曲霉大量产

酸 ;而在产酶高峰期 p H下降趋缓 ,说明其代谢产酸

量减少。由于黑曲霉产植酸酶的代谢机理十分复

杂 ,如何预测和控制发酵过程 p H的变化 ,有待于更

深入的研究和探讨。

214　细胞生长动力学

Verhulst2Pearl提出的 Logistic方程是目前应用

较为普遍的方程之一 ,多用于单细胞菌的生长动力

学[4 ]。由于黑曲霉是多细胞生长 ,且存在 12 h的生

长迟滞期 ,根据 212 中得到的细胞生长曲线及碳源

是黑曲霉生长限制性基质的假设 ,采用修正后的

Logistic方程来描述黑曲霉细胞生长动力学 ,其基本

形式为

d X/ d t = K·(1 - X/ X m)·X (1)

将式 (1)积分可得

ln[ ( X/ ( X m - X) ] =

K·t - ln ( X m/ X0 - 1) (2)

式中 : X0———初始菌体生物量 , X0 = 01223 g·

100 mL - 1 ;

X m———最大菌体生物量 , Xm = 1119 g·

100 mL - 1。

采用最小二乘法应用数学计算软件对模型参数

进行非线性回归 ,得到 K = 01067 1。于是得到迟滞

期 (即 t = 0～12 h的阶段)和迟滞期后 ( t ≥12 h)细

胞生长的动力学方程

X ( t) = 01223{ exp[01067 1 ( t - 12) ]}

　　 1 -
01223{ 1 - exp [01067 1 ( t - 12) ]}

1119
( t≥12)

X ( t) = 01223 ( t < 12)

(3)

215　产植酸酶动力学

根据黑曲霉产植酸酶的发酵过程属于部分相关

模型 , 即 Gaden 提出的 Ⅱ型发酵的假设 , 采用

Luedeking2Piret 方程描述产酶速率和细胞生长速率

的关系 :

d P/ d t =α(d X/ d t) +β·X (4)

将式 (4)从 0～ t 积分后得到

P( t) = P0 +α·[ X ( t) - X0 ] +β·

{ ( X m/ K)·ln{ 1 - ( X0/ X m)·

[1 - exp ( K·t) ]} } (5)

式中 : P0———起始酶活力 , % ;

α———生长相关产物生成因数 ;

β———生长无关产物生成因数。

采用最小二乘法应用数学计算软件对模型参数

进行非线性回归 ,得到

α= 14174 ,β= 5192

考虑细胞生长迟滞期的影响 ,最终得到产酶动力学

方程

P( t) = 14174[ X ( t - 12) - 01223 ] +

　　　105120ln{ 1 - 01187{ 1 -

　　　exp [01067 1·( t - 12) ]} } ( t ≥12)

P ( t) = 0 ( t < 12)

(6)

216　基质消耗动力学

分别以酶活力 P对基质 (总糖) S , P对菌体生

物量 X , X 对 S 进行线性回归处理 ,得率系数见

表 1。
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表 1　得率系数表

Table 1　Yield coefficient

参　数 Y P/ S Y P/ X Y X/ S

得率系数 27129 10116 01262

线性度 R2 01938 01925 01975

　　考虑到基质的消耗分为菌体生长消耗、产物合

成消耗和菌体维持消耗 3 部分 ,其消耗速率可描

述为

-
d S
d t

=
d X
d t
· 1

Y X/ S
+

d P
d t
· 1

Y P/ S
+ m sX (7)

式中 ms为维持常数。

根据式 (1)和 (4) ,将式 (7)经过适当变形得到

-
d S
d t

=
β

Y P/ S
+ ms X +

1
Y X/ S

+
α

Y P/ S

d X
d t

(8)

令

b1 =
β

Y P/ S
+ ms 　b2 =

1
Y X/ S

+
α

Y P/ S

当菌体细胞生长速率μ恒定 ,即菌体生长处于稳态

时 ,式 (8)中第 1个括号内的参数项

b1 = - [ (d S / d t) / X ]μ= c (9)

离散化处理后

b1≈ - [ (ΔS /Δt) / X ]

对式 (9)以 0～ t 做定积分得到

S ( t) - S (0) = - [ X ( t) - X (0) ] b2 -

Xm

K
ln 1 -

X0 - X0·exp ( K·t)
Xm

b1 (10)

将试验测得的一系列 S , X 以及前面得到的

K = 01067 1代入式 (10) ,并进行线性回归处理 ,得到

b1 = 01015 4 , b2 = 2143

考虑到细胞生长迟滞期的存在 ,最后得到基质消耗

的动力学方程为

S ( t) = 5152 - 2143[ X ( t - 12) - 01223 ] - 01257·

　　ln 1 -
01233{ 1 - exp[01067 1·( t - 12) ]}

1119
( t ≥12)

S ( t) = 5152 ( t < 12)

(11)

217　试验值与动力学模型拟合曲线

利用 MatLab数学软件将本文中得到的动力学

方程与试验数据进行拟合 ,得到拟合曲线 (图 3) 。

可以看出 ,试验值与动力学模型曲线拟合较好 ,证明

本文中得到的数学模型能较好地解释黑曲霉液态发

酵生产植酸酶的发酵过程。其中产酶动力学和基质

消耗动力学模型曲线与试验值最大拟合误差分别为

917 %和 713 %。对于细胞生长动力学 ,虽然总体上

模型曲线与试验值拟合较好 ,但在个别区域误差较

大 (最大误差为 1817 %) ,讨论其原因认为是黑曲霉

在 72 h后出现二次生长现象所致。

图 3　试验数据与动力学模型的拟合曲线

Fig. 3　Fitting curves between experiment values and kinetics models
　

3　结　论

通过对黑曲霉 ( Asp . niger ND313)液态发酵生

产植酸酶的发酵过程和动力学的研究 ,得到了以下

结果 :

1)黑曲霉液态发酵摇瓶试验的结果在 10 L 生

物反应器上的放大试验取得了较好的结果 ,最大菌

体生物量 (干重)达到 1119 g·100 mL - 1 ,最高酶活

力达到 316 u·mL - 1。

2)发酵液中的碳源是黑曲霉生长的限制性基

质 ;植酸酶活力的增长趋势明显滞后于细胞生长的

增长趋势 ,其发酵过程属于部分相关模型 ,即 Gaden

提出的Ⅱ型发酵。

3)通气量和搅拌速率的控制对于黑曲霉生长和

产酶有很大影响。

4)鉴于发酵过程细胞生长迟滞期的存在 ,对动

力学模型进行分段处理可以取得较好效果。

5)本文中建立的发酵动力学模型与试验数据拟

合结果较好 ,能在一定程度上预测发酵过程。

(下转第 60页)
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图 3　不同 CO2 循环量下萃取率与萃取时间的关系

Fig. 3　The relationship betweent extraction rate and time

under different quantity of cycling CO2

3　结　论

1)在设计的试验条件下萃取压力对萃取率的影

响大于萃取温度的影响。

2)在 43 ℃和 48 ℃萃取温度下小麦胚芽油的萃

取率高于 38 ℃和 53 ℃的萃取率 ,所以超临界 CO2

萃取小麦胚芽油的理想萃取温度应在 43～48 ℃范

围内。

3)在 20～30 MPa 萃取压力范围内 ,萃取压力

对萃取率影响非常明显 ,随萃取压力的升高萃取率

逐渐增大 , 在操作费用与安全等其他条件许可的情

　　

况下应尽可能增大萃取压力。

4) CO2循环量也是影响小麦胚芽油萃取率的一

个重要的外部因素 ,尤其在较低循环量下影响非常

明显。为此 ,在萃取小麦胚芽油时 ,要合理的选择

CO2循环量。
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