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鼠李糖脂分批武发酵动力学模型
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摘要i根据3．7 I。瑞士Bioengineer KLF2000型发酵罐分批发酵的实验数据，利用GraphPad

Prism软件对假单胞茵BS一03产鼠李糖脂生物表面活性剂的发酵动力学模型进行非线性拟合，说

明Logistic模型和L-P模型能较好的描述假单胞茵BS-03发酵过程中的茵体生长、鼠李糖脂合成

和限制性基质的消耗动力学。
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Abstract：Base on the experimental data of batch fermentation in 3．7L Biodngineer KLF2000

fermentation reactor，the non—line fit was employed to model the kinetics of fermentation by

software GraphPad Prism．It showed that the logistic and L_P equations can be used to describe the

kinetics of cell growth，rhamnolipid production and consumption of limied material during the process．
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利用微生物发酵技术制备的生物表面活性剂

(包括糖脂、磷脂、脂肽及脂多糖等)具有低毒和生

物可降解性，使其在食品、环境生物修复和农业领

域有着广阔的应用前景[1]。其中研究最多的是由

微生物分泌到胞外的糖脂类生物表面活性剂，如由

铜绿假单胞菌产的鼠李糖脂[2]。然而目前鼠李糖

脂的研究主要集中在菌种筛选和发酵条件优化以

提高产量，对于产鼠李糖脂的发酵动力学研究报道

较少口]。作者在对自筛选的假单胞菌BS-03产鼠李

糖脂发酵培养条件优化的基础上H_6]，进一步对其发

酵动力学进行探讨，为工业化应用研究奠定基础。

1材料与方法

1．1 菌种

假单胞菌(Pseudomonas sp．)BS-03分离自南

京炼油厂采集的油污中，由南京理工大学生物工程
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研究所保存。

1．2发酵培养基

质量分数(％)：甘油6，尿素0．2，Na2 HP04

0．11，KH2 P04 0．09，MgS04·7H2 O，CaCl2·2H20

0．002。

1．3发酵装置

采用瑞士产全自动原位灭菌3．7 L Bioengineer

KLF2000型玻璃发酵罐(搅拌通气式)进行动力学

测定，工作体积为2．5 L，罐高32 cm，内径11 cm。

通气量用转子流量计测量。转速、溶氧进行手动、

自动调节，整个发酵过程的控制参数由Biologic控

制软件进行实时记录。

1．4测定方法

1．4．1 生物量测定 结合浊度法和细胞干重法来

测定细胞浓度。根据菌悬液在620 nm处测定吸光

值。以吸光值与菌体干重的关系曲线，将吸光度值

转化为菌体干重。

1．4．2糖脂含量的测定参照文献[5]进行。

1．4．3表面张力的测定 采用吊环法测定表面张

力，仪器为DT一102型全自动界面张力仪(博山同业

分析仪器厂产品)。

1．4．4 pH值的测定采用PHS一25C型数字酸度

计测定。

1．4．5甘油含量的测定参照文献E6]进行。

1．4．6尿素含量的测定参照文献[7]进行。

1．5动力学模型拟合

采用GraphPad Prism软件对细胞生长动力

学、产物合成动力学及限制性基质消耗动力学模型

进行拟合，从而确定各动力学参数。

2结果与讨论

2．1 3．7 L发酵罐中分批式发酵产生物表面活性

剂的过程 一

虽然该菌株采用植物油作为碳源时，糖脂产量

最高，但烃类发酵过程涉及的两相乳化及界面传递

现象十分复杂，因而选用水溶性底物甘油(产量仅

次于植物油)来研究生物表面活性剂合成的动力学

模型。整个发酵过程中定时取样测定表面张力、糖

脂产量、细胞干重、pH值、溶氧量、尿素、甘油含量，

结果见图1。
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图1 甘油为碳源的发酵过程

Fig．1 The fermentation process of rhamnolipid production based on glycal as sole carbon source

图1表明：发酵过程中表面张力在最初的5～6 h)，甘油含量仍在逐步减少一直延续至发酵结束，

h内就可将发酵液起始表面张力从52．6 mN／m降 在此期间，发酵液中糖脂产量呈快速增长趋势，在

至30．0 mN／m左右，并且在此后的发酵过程中表45 h后达到最大值，同时发酵液中细胞浓度达到最

面张力基本保持在30．0 mN／m左右。溶氧量随着 大值正是在发酵体系中氮源耗尽时。

菌体的生长而降低，降至71．2％后又有小幅度的上 2．2菌体生长动力学

升。发酵过程中5～17 h之间pH值随着糖脂的生Logistic方程能很好地反映分批发酵过程中菌

成而逐渐降低，当pH降至7后基本维持不变，说明 体浓度的增加对自身生长的抑制作用，这种抑制作

微碱性的发酵液环境适合菌体产生大量的生物表 用在分批发酵中是普遍存在的。该方程是一个典

面活性剂。发酵液中氮含量几近耗尽时(发酵30 型的S型曲线，用于拟合分批发酵中菌体的生长过

，
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程具有广泛的适用性，因此选用它来描述糖脂发酵

过程中菌体的生长情况。

面dX一趟(1一套) (1)

Logistic方程可积分为代数方程，积分后变为：

x一 墨!茎竺!：!
： (2)

X。一X。+X。∥m‘

用GraphPad Prism软件按式(2)进行非线性拟

合得到以下结果X。=2．317 g／L，X。一34．05

g／L，／1。一0．149 2 h～。因此将参数代入式(2)即可

得到菌体干重随时间变化的函数为：

x一磊鬻篆e‰ ㈣
31．73+2．32“““‘

图2即是用Logistic方程来模拟3．7 L发酵罐

中假单胞菌菌体干重随时间的变化过程。该模型

方程对实验数据拟合的R2—0．990 3。由图2．2拟

合的结果可知，式(3)的计算值与试验数据非常吻

合。因此Logistic方程能够很好地描述假单胞菌分

批式发酵生产鼠李糖脂时菌体的生长情况。
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图2 Logistic模型拟合菌体生长曲线

Fig．2 Time course of dried biomass

2．3糖脂合成动力学

Iuedeking和Piret总结出下式来描述产物形

成与细胞生长的关系(以下简称L—P模型)

TdP一口掣+Ⅸ (4)_一口—-T‘丑' ＼t，

d￡tlt
’

当口-Ts 0，口一0时，产物形成为生长耦联型；当口≠

0，卢≠0时，产物形成为部分生长耦联型；当口一0，p

≠0时，产物的形成与细胞生长无关。将式(1)和式

(2)代入到式(4)并积分可得式(5)。

P—P。+幽ln
∥m

X。一Xo+Xoe”m‘

(5)
卢铆

将菌体生长动力学模型拟合得到的参数X。=
，

2．317 g／L，X。一34．05 g／L，／z。一0．1‘49 2 h～。代

入到式(5)中可得式(6)为：P—Po+212．7口一丽毒赫+228．2肿必毡警 (6)

因此可以依据式(6)将糖脂的产出建立起函数

关系，从而可以利用此关系模拟出糖脂的产出过

程。根据式(6)对3．7 L搅拌型发酵罐中的分批式发

酵的产糖脂实验数据进行非线性拟合可得到如下

结果为a一19．54 mg／L，卢一4．91 mg／(L·h)，

P。一一0．573 g／L。该方程对实验数值拟合的相关

系数R2=0．989 9。将这些数值代入式(6)可得到产

物随时间变化的函数为：

P一40．98一药_两j兰}洒+31．73+2．317e⋯⋯‘¨2·n型≮拦 ㈣

该模型对实验数据的拟合见图3。由图可知，该

模型对于实验数据的拟合较为理想，大致可以反映

出实际的糖脂的产出过程。虽然该模型并不能真正

反映出发酵到后阶段糖脂产出的变化情况(此时实

验测得的糖脂量已基本稳定，而该模型的预测值却

难以反映出)，但从此拟合结果口一19．54 mg／L，

B一4．91 rag／(L·h)，可以大致判断出该糖脂的发

酵属于Gaden发酵的第二种类型，即产物形成与生

长部分耦联。
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图3 L-P模型拟合严椐腊曲线

Fig．3 Time course of production of gylcolipid

2．4限制性基质(尿素)的消耗动力学

发酵过程中，根据物料平衡，限制性基质(尿

素)消耗主要有3个方面：1)细胞生长的消耗，用以

合成新的细胞；2)细胞维持基本生命活动的消耗；

3)用于合成代谢产物的消耗。因此底物消耗可用

如下动力学模型表示：

～誓一去·警+优x+去·萼c8，q*十Ⅲ^十+l^J
d￡y：／；d￡。⋯⋯y。／；d￡ ⋯

将产物合成的动力学模型式(4)代人式(8)，可得式

(9)：
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一訾一c去-+l-彘，·警+q I一一l●一—十一d￡ 、一／。。y砒7 出’

(m+乒)x (9)

对式(9)积分得式(10)：

s。一s一‘去+亨≥)·(x—X0)+

(仇+彘)鲁．1n卜瓦Xo·(1-eumt)](10)
令：

古+乒一k1 (11)
、z?s j、‰|s

l ⋯。

(m+最)鲁钆 (12)

因此上式简化为：

S。一S—kl·(X—X。)+

愚：ln[-1一争·(1一P“m‘)] (13)

用GraphPad Prism软件按式(13)拟合3．7 L

发酵罐中假单胞菌的利用限制性氮源一尿素的基

质消耗的变化过程，如图4所示。

拟合结果为R2=0．991 2，k。=0．067，k2—

0．072，因此将参数代入式(13)即可得到限制性基

质一尿素的消耗模型：

S=So一0．067·(X—X。)一
V

0．072·ln[1一争·(1一e0’H92‘)] (14)

从图4中可看出，模型拟合值与实验数据较吻

合，说明可以用该模型来描述糖脂发酵过程中尿素

的消耗规律。
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图4尿素基质消耗过程

Fig．4 Time course of urea consumption

语

甘油发酵动力学研究结果表明：Logistic方程

能很好地反映分批发酵过程中菌体的生长情况。

L-P模型能较好的描述产物形成与细胞生长的关

系，得到糖脂的合成与发酵体系中的细胞积累量相

关，即属于半生长耦联型动力学关系，但该模型并

不能真正反映出发酵到后阶段糖脂产出的变化情

况。尿素作为限制性氮源，在消耗完后仍可大量合

成糖脂表面活性剂。

符号说明tX：菌体量(g·lJl)，XM：最大菌体量(g·

13"1)，XO：起始茵体量(g·L-1)，触：最大比生长速率(h。1)，

P：糖脂的产量(g·L1)，P。：糖脂的起始量(g·L-1)，a：生

长耦联系数(g·L-1)，p：非生长耦联系数(g·L-1·h-1)，S：

尿素的含量(g·L。1)，S。：尿素的起始量(g·L1)，E¨用

于菌体生长的得率常数，y矶：用于产物积累的得率常数，

m。：微生物生命活动的维持常数。
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