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双液相发酵系统中氧传递机理的研究

李小明 包志泉

(无锡轻工大学 ) (天津轻工业学 院 )

摘要 以一 种液 态烷烃为油相
,

将其引入青霉素发酵过程 以提高氧的传递
。

通 过

摇瓶和罐 发酵对该双液相 系统的发酵过程进行 了研 究
,

实验结果表明
,

油 相 分数

为 2 %时
,

发酵休系中的传氧能力得到 了最大程度的提 高并最终 导致 了青 霉素产

量的提 高
。

通过对休积传氧来数及油 相与水相物理化学性质的研 究
,

对 油相 引入

后
,

发酵能力提高的现象作 了初 步的解释
,

并提 出 了双液 相 系统 中氧 从 气泡传递

到微 生物细胞的宏观模型
。

主题词 双液相 ; 发酵 ; 供氧来统 ; 模型建立
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1

0 前 言

通风发酵过程中
,

氧的传递通常是一个关键 因素
,

传氧限制的结果造 成细胞生长速度

减慢
,

并 由此导致低细胞浓度和低产量
。

解除氧的限制作用可 以通过调节适当的通风
、

转速

及设计合理的反应器来达到
,

这方面的工作已得 到了深入的研究
。

近年来进一步提高传氧

能力的构想可以分为以下两类川
:

第一类是在发酵液中引入一种能产生氧气的物质
,

这种

技术包括化学方法和物 理方法
,

如加入过氧化氢或加入一种能产生氧气 的藻类
;
第二类为

双液相发酵 系统
,

即在发酵体系中加入 一种新 的液相
,

该液相一般具有较高的溶氧能力
,

并且与发酵液互不混溶
。

此类方法的共同优点在于无需增加通风和搅拌即可提 高传氧
。

本

文对双液相体系中的传氧现象作了初步的探讨
。

1 材料及方法

1
.

1 材料

D F m 6 型 自控玻璃发酵罐 (上海制药机械四厂 )
,

液态烷烃
:

主要为 12 一 14 碳直链烷烃

混合物
,

菌种
:

产黄青霉 3
.

5 4 6 ( p e n i e i l li u m C h r y s o g e n u m )
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L Z 实验方法

1
.

2
.

1 摇瓶发酵 产黄青霉经斜面活化后
,

转接一环至装有 50 ml 发酵培养基的 2 50 ml 三

角瓶中
,

摇瓶培养
。

转速 Z OO r / m in
,

温度 25 C
.

每批 次发酵中有 含油相 分数 为 0 %
,

1 %
,

2 %
,

5 %
,

10 %平行若干组
。

1
.

2
.

2 罐发酵 采用流加方式
,

初糖浓度为 3 2 9 / L
,

发酵至 9 6 h 时流加碳源至还 原糖浓度

达到 28 一 3 09 l/
.

发酵罐的装液量为 2 0 0 0一 3 0 0 Oml
,

罐发酵的操作条 件为
:

al t m
,

搅拌速度

6 0 0 ~ ] 0 0 0 r

/ m i n ,

通风量 I V V M
,

p H 维持在 6
.

5
,

温度 2 5 C
.

1
.

2
.

3 分析方法 还原糖浓度测定根据斐林试剂法
,

青霉素浓度测定用比色法川
,

体 积

传氧系数的测定采用亚硫酸盐法
,

细胞疏 水性根据接触角 及表面
、

界面张力 测定结果 判

定
[ 3 ] 。

1
.

2
.

4 菌休干重的 浏定 发酵样品经过滤洗涤后
,

滤渣于 80 C烘箱中烘干至恒重
,

称重
,

每次平行做两个样品
。

2 实验结果与讨论

2
.

1 油相加人提高氧传递的初步实验证据

2
.

1
.

1 摇瓶发 酵 进行摇瓶发酵的主要是

为 了下面两个 目的
:

一是在 2 50 m l 三 角瓶

中
,

装液量 s o m l 时 比较容易达到溶氧限制
,

这便于观察油相的加入是否有利 于传氧能

力的提高
,

其二则是三角瓶培养便于研究不

同油相体积分数对发酵的 影响
。

摇瓶发酵

的结果 如图 1 所示
,

从图中可以看出
,

油相

的引入使得菌体的 生长速度及还原糖的消

耗速度明显加快
,

青霉素的生成则没有表现

出明显的变 化
。

而油相分数由 2 %增至 5 %

及 1。%时
,

发酵性能并无进一步的提高
。

2
.

1
.

2 堆发酵 以添加 2 %油相和不添加

油 相作两轮 发酵对照
,

结果如图 2
,

图 3 所

不
。

对 比图 2
,

图 3 可以看出油相的加入有

1 6

l 4

` 0

1又
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、

口 3 0
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霍
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姐
振
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图 l 摇瓶发酵在不同油相分数时
.

菌体

浓度
、

还原糖浓度的变化
一 - ·

一 O写葡萄糖 一 + 一 1%葡萄糖

油 一
,

一 2 %葡萄糖 一口一 5 %葡萄糖

相 一 x 一 O写菌体浓度 一一 1% 菌体浓度

一▲一 2写菌体浓度 一 口一 5 %菌体浓度

利于菌体的生长
,

并最终使青霉素的 产量得到了提高 (提高约 40 % )
.

由此我们可以得出初

步 的结论
:

油相的引入 有利于青霉素发酵过程中氧的传递
,

并最终导致产青霉素能力的提

高
,

当然油 相的加入时机及如何同整个青霉素发酵全过程匹配尚有待于进一步的研究
。

2
.

2 细胞疏水性及体积传氧系数的测定

油滴对细胞表面接触 角的测定结果如 图 4 所示
:

20 m in 内
,

接触角的变化 都是小于

g O C 的
,

这表明细胞表面是疏油亲水的
。

油水表面及界面张力的测定结果列在表 1 中
,

油滴在水表面的铺展系数 S p ( S p le a d in g

e o e f f i e i e n t ) 由下式确定
:
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菌体浓度
( g/ L)

25 叮

—
一一 一

斗一 , 添加新鲜 培荞基

青霉素 葡萄糖

( g / L )

菌体浓度
又g / L )

一翁一2相
! l
一
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ù

加油:-\一添添
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3。
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图 2

一
二本

一 ,
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一」 O
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时间 ( h )

未加油相的青霉素发醉情况

一
,

一 葡萄糖 一合一

图 3

菌体

4 8 甘b 1 4 4 1 9 2 2 4 0

时间 ( h )

加 2 %油相时的青霉素发酵情况

一 口一 青霉素

表 l 油水表面性质及溶氧能力 ( la t m
,

25 C )

S
,
一 “ w 。 一 份。 ; + 氏 , ) 表 面张力 油水界面张力 溶氧能力

。 w。 ; :

气
、

水表面张力 ( 20一 S
N / e n、 ) ( 10一 S

N /
e

m ) ( n l g /I )

。 ; x ; :

气
、

油表面张力 油 2 4
.

7 5 1
.

4 3 9
.

6 8

口 、。w :

油
、

水表面张力 水 7 2
.

1 8
.

48

根据表中的数据计算得到油对水的铺展系数 S p - 一 4
.

0
.

从物理化学的角度考虑
,

为

满足表面自由能最低
,

当 S p > o 时
,

油铺展于水的表面
,

形成一层薄的油膜
; 当 S p < 0 时

,

油

在水的表面不铺展
,

而形成一个晶状液滴
。

通气搅拌 系统 中
,

这种具有负铺 展系数的油相

引入时
,

被打散的细小油滴将附着在气液界面上
,

形成一个气泡和油滴的复合体
。

不同油相分数加入时对体积传氧系数的影响如图 5
,

油相分数为 2 % 时
,

体 积传氧系数

达到最大值
。

...

\\\
火火\ 一一

「「 一一

口口口
(书à.ō吕/三昭

翻硬娜

时间 ( m in ) 油相分数 ( % )

图 4 2 5 C时油滴在细胞表面的接触角变化 图 S 不同油相分数时的体积传氧系数

2
.

3 双液相发酵体系氧传递机理讨论

根据下面的传质速率公式
,

氧的传递取决于体积传氧系数 K la 及饱和溶氧

N
( ) ,

= K l a X ( C
’

一 C ) ( l )

浓度 C
’ .

油相的引入使得发酵体系中传氧能力得到了提高可以从下面几方面来 考虑
。

首

先
,

油相的作用相当于一种表面活性剂
,

油相的存在降低 了气泡膜的 表面张力
,

因而使得气
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泡的直径明显的减小
,

这一现象是在实验过程中可以通 过肉眼观察得到的
。

气泡直径的减

小
,

导致了在相同通气量的条件下
,

气液接 触面积相应增加
,

体积传氧系数及传氧速率也随

之增加
。

对青霉素发酵而言
,

油相的加入同时也使得产黄青霉的大菌丝团数显著减少
,

菌丝

团内的质量传递 效率相应得以提高
,

这也是油相加入后改变了细胞表面的絮凝性而使得细

胞能 得 以相对分散生长的结果
。

另一方面
,

由于油相的溶氧能力比水高出许多
,

油 相引入

后
,

系统的总饱和溶氧浓度得 以提高
,

C高
. :
一 C二 + 奴端 ( 2 )

C 品
a l

总饱和溶氧浓度
; C二 水相饱和溶氧浓度

C 占 油相饱和溶氧浓度
; 中 油相分数

( 2) 式可以推出的结论是
,

油相分数越高
,

总的饱和溶氧浓度越高
,

对传氧 也越有利
。

然而当

油相分数高出一定值时
,

对 K al 值会产生一定的影响
。

这种 影响与油相在气液界面的作用

有关
,

由油相本身性质决定
。

根据油相在水相中的铺展系数
,

可将油相分为两类
:

具有正铺展系数的油 相
,

在水溶液

的 表面能 自动铺展开来
,

形成一层油膜
,

通气搅拌时
,

油相被分 散乳化
,

由于油水的互相排

斥
,

最终油相集中在气液界面上
,

并形成一个覆盖 气泡的油膜
。

从流体力学的角度考虑
,

油

膜 显然是存在于水边界层内的
,

油相 对氧较高的溶解能力
,

使得氧穿过水边界层及油膜的

能 力增强
,

从而有利于传 质
。

对于具有负铺展系数的油相
,

其在水溶液表面不铺展
,

通气搅

拌时
,

油相 以细小分散的油滴存在于溶液中
,

并逐渐集中于气液界面上
。

与具有正铺展系

数的油相不同的是
,

前者是以膜的形式存在
,

且存在于水边界层内
,

而后者是 以液滴的形式

存在
,

这样一方面氧透过水边界层进入油相
,

其相对速度超过水 相
,

另一方面从油滴再到水

的 传递过程需要克服新的界面阻力
,

因此氧传递 的 效率取决与二者之 间的综合平衡
。

进一

步可以推断
:

对于具有正铺展系数的油 相
,

传氧能力随着油相分数的增加而提高
; 而具有负

铺 展系数的油相
,

其情况 相对复杂
,

但一般情况仍是可以预见的
,

即随着油相分数的增加
,

体 积传氧系 数在达到某一最大值后开始下降
,

并又可能低于水溶液的体积传氧系数
。

鉴于

此
,

油相的选择至关重要
,

具有较强溶氧能力和正铺展系数的油相应优先考虑
。

对于含有气
、

液
、

油和微生物的四相系统
,

微生物吸收氧的途径 ( 图 6 ) 有下面几种可

能
:

① 气泡
一

水
一

细胞
,

② 气泡
一

细胞
,

③ 气泡
一

油相
一

细胞
,

① 气泡
一

油相
一

水
一

细胞
,

⑤

气泡
一

水
一

油相
一

水
一

细胞
。

根据接触 角的测定 结果
,

本实验所用的微生物 (产黄青霉 ) 是疏

油 的
,

另外
,

考虑到微生物直接 吸附于气泡上
,

气泡膜的稳定性
,

途径 ② 和 ③ 是可以排除

的
。

对于途径 ⑤
.

油 相显然是起了一个中间贮存体的作用
,

它先从发酵液中吸收氧
,

然后再

释放到 发酵液中供微生物利用
。

这种情况 只有 当对发酵液的供氧速度高于微生物对氧 的

利用速度时才会发生
,

然而
,

大多数通风发酵体系中
.

发酵的中
、

后期甚至 前期
,

都是供氧不

足的
,

因此
,

途径 ⑤ 也是可以排除的
。

对于途径 ① 和 ①
,

当油相分数还不足以覆盖全部的气泡时
,

它 们是共存的
,

当油相 分

数达到一定值时
,

则主要的传递途径为①
,

图 7 简要地表达了双液相 发酵体 系中
,

氧从气泡

到微生物传递的宏观模型
。

其中
:

N
:

= K I ( ) ·

( C ; 一 C ( )
)

· a ,
N

:
= K I 、 ) w ·

( C (
; 一 C w )

· a Z

N
3
一 K lw

·

( C奋一 C w )
· a 3

微生物对氧的总吸收速度为
:

N
() 2

一 N
;
一 N

Z
+ N

3
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C 月

细胞

油相

Nl

必卜

气相N 3

N4

凸00
水

旬
二

图56 2C 微生物吸收氧途径示意图 图7 氧传递宏观模型

对该模型进行较为精确的理论计算是一件较为复杂的工作
,

还有待于进一 步的探讨
。
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