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　　摘要：对黑曲霉发酵生产葡萄糖酸钠的发酵过程进行研究，并通过在线参数分析，发现在线生理参数摄氧率
（ＯＵＲ）和呼吸熵（ＲＱ）可以用来表征发酵过程中底物葡萄糖消耗速率和得率的高低。基于此发现，将在线生理参数
摄氧率（ＯＵＲ）和呼吸熵（ＲＱ）成功用于葡萄糖酸钠发酵动力学特性表征和分析，得到了葡萄糖酸钠发酵过程中葡萄
糖消耗率和得率及葡萄糖酸生成的动力学方程，并对方程参数进行最优参数估计和非线性拟合。通过计算值与试验

数据的比较，发现试验值和计算值可以很好地拟合。该模型可以很好地应用于葡萄糖酸钠发酵工艺优化预测及后续

放大过程。
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　　葡萄糖酸钠是一种具有咸苦味、无腐蚀性、无挥发性、无
毒、温和的有机酸钠盐［１］。近年来，由于其在食品、饲料、医

药及建筑等行业的广泛应用［２－６］，葡萄糖酸钠越来越受到人

们的关注。统计数字表明，葡萄糖酸钠的市场需求量在逐年

递增［７－８］。目前工业上多采用黑曲霉发酵法生产葡萄糖酸

钠。黑曲霉代谢合成葡萄糖酸钠的代谢过程可以简化如图１
表示［９］。其反应方程式可以简化如下：

Ｃ６Ｈ１２Ｏ６＋
１
２Ｏ２→Ｃ６Ｈ１２Ｏ７；

Ｃ６Ｈ１２Ｏ７＋ＮａＯＨ→Ｃ６Ｈ１２Ｏ６Ｎａ。
　　在此发酵过程中，氧气不仅仅用于菌体生长和维持菌体
的基本代谢，还作为生成葡萄糖酸反应的基本底物之一。因

此发酵过程中的摄氧率（ＯＵＲ）是非常重要的生理参数之一。
用数学模型研究发酵动力学可以很好地揭示发酵过程中菌体

生长、底物消耗和产物形成的规律，在预测微生物发酵过程和

指导工艺优化方面起着很重要的作用［１０］；但是传统的葡萄糖

酸发酵动力学在预测和进行工艺优化时面临较大的局限性，

如产物和菌体量难以较快离线测定。本研究基于发酵过程中

过程质谱仪检测分析尾气成分及经 Ｂｉｏｓｔａｒ软件采集计算所
得的ＯＵＲ、ＣＥＲ等生理参数，对黑曲霉发酵法生产葡萄糖酸
钠的过程进行在线参数分析，建立底物消耗动力学、产物生成

动力学及得率的动力学方程。该模型可以很好地描述黑曲霉

发酵生产葡萄糖酸的过程，可为工艺优化及自动化控制软件

设计提供较好的参考。

１　材料与方法

１．１　菌种
黑曲霉（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｎｉｇｅｒ），由山东福洋生物科技有限公

司实验室提供。

１．２　培养基组成
斜面孢子培养基：葡萄糖 ６０ｇ／Ｌ、尿素 ２ｇ／Ｌ、ＫＨ２ＰＯ４

１３ｇ／Ｌ、ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．０２ｇ／Ｌ、玉米浆１ｇ／Ｌ、ＣａＣＯ３５ｇ／Ｌ、
琼脂２ｇ／Ｌ，调ｐＨ值至６．５～７．０，在０．１ＭＰａ、１２１℃条件下
灭菌３０ｍｉｎ。控制培养温度和湿度，温度３５℃，湿度４０％，
培养周期３６～４８ｈ。

种子培养基：葡萄糖 ３００ｇ／Ｌ、（ＮＨ４）２ＨＰＯ４ １ｇ／Ｌ、
ＫＨ２ＰＯ４１ｇ／Ｌ、ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．０２ｇ／Ｌ、玉米浆３０ｇ／Ｌ。
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发酵培养基：葡萄糖 ３００ｇ／Ｌ、（ＮＨ４）２ＨＰＯ４ ２ｇ／Ｌ、
ＫＨ２ＰＯ４２ｇ／Ｌ、ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．０２ｇ／Ｌ、玉米浆２０ｇ／Ｌ。
１．３　分析检测方法

菌浓度的测定：取５０ｍＬ发酵液，微孔滤膜（０．８μｍ，上
海迪清过滤技术有限公司）过滤，去离子水冲洗菌丝体５次，
８０℃ 烘干至质量恒定，电子天平称质量。
　　葡萄糖的检测：取发酵液过滤所得清液，稀释到适当浓
度，用菲林法［１１］滴定。

　　葡萄糖酸钠的检测：取发酵液所得清液，稀释适当倍数，
ＨＰＬＣ（ＨＰ１１００，安捷伦）测定，流动相为 ３ｍｏｌ／Ｌ甲醇 －
０．２５ｍｏｌ／Ｌ磷酸溶液（１∶１），流速１ｍＬ／ｍｉｎ，柱温２８℃，每
次进样２０μＬ。
　　ｐＨ值与溶氧（ＤＯ）的测定：ｐＨ值、ＤＯ均用梅特勒电极
测定。

　　发酵过程尾气的采集：采用 Ｅｘｔｒｅｌ过程质谱 ＭＡＸ３００－
ＬＧ对发酵过程中的进气和尾气进行实时在线采集分析，该质
谱仪能够精确测定发酵过程尾气中的氩气、氮气、二氧化碳和

氧气等相对分子质量在３００以内的可挥发性气体。在使用之
前用标准气体对仪器的响应度进行标定［１２－１３］。

摄氧率（ＯＵＲ）和二氧化碳的生成速率（ＣＥＲ）测定［１４］：

ＯＵＲ和ＣＥＲ通过对发酵尾气的分析数据计算得到。以进气
和尾气中惰性气体Ｎ２维持恒定建立平衡方程，求得 ＯＵＲ和
ＣＥＲ的计算公式如下：

ＯＵＲ＝
Ｆｉｎ
Ｖ［ＣＯ２，ｉｎ －

Ｃｉｎｅｒｔｉｎ×ＣＯ２，ｉｎ
１－（ＣＯ２，ｏｕｔ＋ＣＣＯ２，ｏｕｔ

］× ２７３
２７３＋Ｔｉｎ

×

１
１＋ｈ×Ｐｉｎ×１×１０

－５；　

　　ＣＥＲ＝
Ｆｉｎ
Ｖ［

Ｃｉｎｅｒｔｉｎ×ＣＣＯ２，ｉｎ
１－（ＣＯ２，ｏｕｔ＋ＣＣＯ２，ｏｕｔ）

－ＣＣＯ２，ｉｎ］×
２７３

２７３＋Ｔｉｎ
×

１
１＋ｈ×Ｐｉｎ×１×１０

－５；

　　ＲＱ＝ＣＥＲＯＵＲ。

式中：Ｆｉｎ为通气速率；Ｖ是发酵液体积；Ｃｉｎｅｒｔｉｎ、ＣＯ２，ｉｎ、ＣＣＯ２，ｉｎ分
别是进气中惰性气体、氧气及二氧化碳的体积分数；ＣＯ２，ｏｕｔ、
ＣＣＯ２，ｏｕｔ分别是出气中氧气及二氧化碳的体积分数；Ｐｉｎ为进气的
绝对压强；Ｔｉｎ是进气温度；ｈ为进气的相对湿度；ＲＱ为呼吸熵。
１．４　培养方法
　　种子的培养：在无菌条件下，将孢子培养基斜面上的孢子
用去离子水洗下，接入５Ｌ发酵罐（装液量３Ｌ）的种子生长培
养基中，在３７℃、通风量３００Ｌ／ｈ、ｐＨ值用１０ｍｏｌ／Ｌ氢氧化
钠调节维持在５．８的条件下培养１８～２０小时。
　　分批发酵培养：将制备好的种子培养液在无菌条件下按
接种量１０％转入 ５Ｌ发酵罐（装液量 ３Ｌ）中，温度维持在
３７℃，通风量３００Ｌ／ｈ并保持一定搅拌转速，ｐＨ值用１０ｍｏｌ／Ｌ
氢氧化钠调节维持在５．８的条件下培养至残糖降至１０ｇ／Ｌ以
下时，发酵结束。

２　结果与分析

２．１　黑曲霉发酵过程在线参数分析
　　为了了解黑曲霉发酵葡萄糖酸钠过程中，在线生理参数
ＯＵＲ、ＣＥＲ伴随残糖浓度、葡萄糖酸浓度变化而波动的规律，

进行了不同搅拌转速条件下的３组分批发酵试验，结果见图
２、图３和图４。试验组１：维持恒定转速２５０ｒ／ｍｉｎ；试验组２：
维持恒定转速３５０ｒ／ｍｉｎ；试验组３：维持恒定转速４５０ｒ／ｍｉｎ。

　　在通气量、温度、压力都一定的情况下，可以通过提高转速
改善供氧，了解发酵过程中底物葡萄糖浓度、产物葡萄糖酸钠

浓度和在线生理参数 ＯＵＲ、ＣＥＲ及 ＲＱ在发酵过程中的变化
规律。从图２可以看出，黑曲霉经过短暂延滞期后进入对数生
长期，葡萄糖消耗速率和葡萄糖酸钠生成速率都逐渐加快并达

到较稳定值。随着发酵的进行，ＯＵＲ逐渐增大并在对数生长
期结束的时候逐渐达到一个稳定值，ＣＥＲ在对数生长期结束
时达到最大值，然后缓慢降低。从图２可以看出，随着发酵搅
拌转速提高，供氧能力增强［１５］，底物葡萄糖消耗速率和产物葡

萄糖酸钠生成速率明显增大。而从图 ３和图 ４可以看出，
２５０ｒ／ｍｉｎ试验组ＯＵＲ和ＣＥＲ最高分别在２８．５ｍｍｏｌ／（ｈ·Ｌ）
和３．１ｍｍｏｌ／（ｈ·Ｌ）左右，３５０ｒ／ｍｉｎ试验组 ＯＵＲ和 ＣＥＲ最
高分别在 ３７．６ｍｍｏｌ／（ｈ·Ｌ）和 ３．６ｍｍｏｌ／（ｈ·Ｌ）左右，
４５０ｒ／ｍｉｎ试验组ＯＵＲ和ＣＥＲ最高分别在４５．２ｍｍｏｌ／（ｈ·Ｌ）
和４．２ｍｍｏｌ／（ｈ·Ｌ）左右，同时第３组试验ＯＵＲ和ＣＥＲ增长
速率明显快于前２组试验。供氧能力提升导致耗糖速率和产
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酸速率的升高与ＯＵＲ的增长有一致性。与此同时，供氧的改
变并未导致３组试验发酵末期ＣＥＲ有太大的差异，这主要是
因为ＣＥＲ受菌浓度和菌体自身代谢所影响，发酵末期菌体增
长基本停止，ＣＥＲ仅仅受菌体维持代谢强度影响。而３组试验
最高菌浓度分别为４．７８、４．９６、４．８２ｇ／Ｌ，差别非常小。从试验
稳定期计算所得的ＲＱ看，第１组试验稳定期ＲＱ为０．１左右，
第２组试验稳定期ＲＱ为０．０８左右，第３组试验稳定期ＲＱ为
０．０６左右。３组试验稳定期间的产物得率分别为 ７８．９％、
８４３％和８８．６％。即ＲＱ降低的同时伴随着底物转化为产物
的得率在升高。同时 ＯＵＲ和ＲＱ的变化是在一定范围内的，
黑曲霉发酵法生产葡萄糖酸钠的实际发酵过程中，ＯＵＲ一般
为０～８０ｍｍｏｌ／（ｈ·Ｌ），ＲＱ一般为０．０４～０．２。
２．２　基于在线参数的宏观动力学的建立
２．２．１　底物消耗动力学　发酵过程中，底物消耗主要用于以
下３个方面：一是菌体的生长消耗，二是用于产物的合成，三
是用于菌体基本生命活动的维持。因此传统的底物消耗动力

学模型可以用如下方程来表示［１６］：

－ｄＳｄｔ＝
１
ＹＸ／Ｓ
×ｄＸｄｔ＋

１
ＹＰ／Ｓ
×ｄＰｄｔ＋ｍＸ。 （３）

式中：Ｓ为葡萄糖质量浓度（ｇ／Ｌ）；ｔ为时间（ｈ）；ＹＸ／Ｓ为葡萄糖
用于菌体生长的得率常数；Ｘ为菌体浓度（ｇ／Ｌ）；ＹＰ／Ｓ为葡萄
糖用于产物积累的得率常数；Ｐ为葡萄糖酸钠浓度（ｇ／Ｌ）；ｍ
为维持常数。该方程虽然可以较好地描述葡萄糖酸钠的发酵

过程，但在实际发酵过程中，由于产物得率和菌体维持所用底

物消耗并不为常数，得率和维持系数会随着发酵条件的改变

而改变。而且该方程用到的物理量如菌浓度 Ｘ难以快速检
测，因此该方程在指导工艺优化的过程中作用十分有限。经

过上述分析我们知道底物消耗和摄氧率（ＯＵＲ）有密切的关
系，我们提出如下经验公式来描述黑曲霉发酵生产葡萄糖酸

钠过程中底物的消耗：

－ｄＳｄｔ＝ｋＯＵＲ＋ｈ（８≤ＯＵＲ≤８０）。

即ＯＵＲ在８～８０范围内，耗糖速率和ＯＵＲ接近于线性关系，
实际发酵过程中，ＯＵＲ也在这个范围内，为了进一步缩小方
程造成的计算误差，用如下二次项方程代替线性方程，可以取

得更精确的计算值。

－ｄＳｄｔ＝αＯＵＲ
２＋βＯＵＲ＋λ。 （４）

式中：Ｓ为葡萄糖浓度（ｍｍｏｌ／Ｌ），ＯＵＲ为摄氧率（ｍｍｏｌ／Ｌ），
α、β、λ均为为常数。
２．２．２　ＲＱ与得率的相关性分析　如上所述，底物葡萄糖一
部分用于产物葡萄糖酸钠的合成，一部分用于菌体的生成，一

部分用于菌体维持，葡萄糖生成葡萄糖酸是一个不生成 ＣＯ２
的过程，也就是说是一个 ＲＱ为０的反应过程。菌体量的增
加和菌体的维持伴随着ＣＯ２的释放，葡萄糖酸钠发酵过程中
的ＲＱ是葡萄糖３个代谢去向的共同结果，呼吸熵ＲＱ就可以
在一定程度上表征得率的高低。可以用如下方程来描述发酵

过程中ＲＱ和得率的关系：
Ｙｉｅｌｄ＝δＲＱ２＋γＲＱ＋（０．０５≤ＲＱ≤０．１８）。 （５）

式中，δ、γ、φ均为常数。
２．２．３　产物生成动力学　传统发酵动力学认为，黑曲霉生产

葡萄糖酸钠是一个生长偶联型，用如下方程来描述［１７］：

ｄＰ
ｄｔ＝α

ｄＸ
ｄｔ＋βＸ。 （６）

式中：Ｐ为葡萄糖酸钠浓度（ｇ／Ｌ）；α、β为动力学参数；αｄＸｄｔ为

与菌体生长率相关的产物形成率；βＸ为非伴随菌体生长的产
物形成率。该模型与传统底物消耗动力学模型类似，在实际

过程中也存在α、β为变量，菌浓度难以快速测定导致无法快
速了解发酵过程产物生成的情况。因此根据式（６）又可进行
如下描述：

ｄＰ
ｄｔ＝Ｙｉｅｌｄ×

ｄＳ
ｄｔ。 （７）

将式（４）、式（５）带入式（７）得，发酵过程中葡萄糖酸钠生成
动力学方程如下：

ｄＰ
ｄｔ＝（αＯＵＲ

２＋βＯＵＲ＋γ）（δＲＱ２＋γＲＱ＋）。 （８）

式中，Ｐ为葡萄糖酸钠浓度（ｍｍｏｌ／Ｌ）。
２．２．４　模型参数的求解　根据实际测得的数据，应用 Ｏｒｉｇｉｎ
软件，采用通用全局优化算法，根据不同批次分批发酵的ＯＵＲ
和分别对应底物消耗速率曲线和得率与ＲＱ相关性曲线进行
非线性曲线拟合，得到拟合曲线，并得到参数最优估计值（表１）。

根据表１数据，得到黑曲霉发酵产葡萄糖酸钠过程中动力

学模型分别为：底物消耗动力学模型：－ｄＳｄｔ＝－０．０９９４ＯＵＲ
２＋

２．８３０９ＯＵＲ－１０．８９３５；发酵过程中得率模型：Ｙｉｅｌｄ＝
－６．０９３２ＲＱ２－１．６０３３ＲＱ＋１．０１６１（０．０４≤ＲＱ≤０．２）；产物

合成动力学模型：
ｄＰ
ｄｔ＝（－０．００９４ＯＵＲ

２ ＋２．８３０９ＯＵＲ－

１０．８９３５）（－６．０９３２ＲＱ２－１．６０３３ＲＱ＋１．０１６１）。
表１　葡萄糖酸钠发酵动力学模型参数估计

参数 α β λ δ γ φ
估计值 －０．００９４ ２．８３０９ －１０．８９３５ －６．０９３２ －１．６０３３ １．０１６１

　　图５为不同ＯＵＲ下的分批发酵过程中底物消耗曲线，图
６为不同ＲＱ下得率变化曲线，其相关系数分别为０．９９４８、
０９９０８。可见这２个模型能很好地描述葡萄糖酸钠发酵过
程中的底物消耗、产物生成得率情况。

２．２．５　发酵动力学模型误差检验　为了验证模型的准确性，
在相同的培养基条件下进行分批发酵的重复试验，转速设为

４５０ｒ／ｍｉｎ，通气量为３００Ｌ／ｈ，对分批发酵试验过程中底物消
耗速率和产物生成速率的实际测量值和模型计算值进行比

较，结果见表２。
　　从表２可以看出，０ｈ种子刚接入发酵培养基内，由于处
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在延滞期的初始阶段，ＯＵＲ和 ＣＥＲ值都很低，此时葡萄糖消
耗速率和葡萄糖酸钠产物生成速率都非常低，难以有效测出，

同时经过模型计算所得耗糖速率和产物生成速率为负值。这

主要是因为此时的ＯＵＲ已经不在模型的适用范围之内所致，
但这并不妨碍该模型的实用性，因为在用黑曲霉发酵产葡萄

糖酸钠的实际过程中，除了延滞期的初始阶段会有较低水平

的ＯＵＲ外，其他阶段的ＯＵＲ水平都在该模型使用范围之内。
除了０ｈ的数据误差较大外，发酵周期内的其他时间葡萄糖
消耗速率和葡萄糖酸钠合成速率的实际测量值与模型计算值

误差都保持在１０％以内。

表２　动力学模型误差检验

发酵

时间

（ｈ）
ＯＵＲ ＣＥＲ

葡萄糖消耗速率

试验值

［ｇ／（Ｌ·ｈ）］
计算值

［ｇ／（Ｌ·ｈ）］
误差

（％）

葡萄糖酸钠生成速率

试验值

［ｇ／（Ｌ·ｈ）］
计算值

［ｇ／（Ｌ·ｈ）］
误差

（％）

得率

试验值

［ｇ／（Ｌ·ｈ）］
计算值

［ｇ／（Ｌ·ｈ）］
误差

（％）

０ ０．８２ ０．１４ －１．２５ －０．８６ ５６．４３
４ ５．８７ ０．９４ １．１２ ０．９７ １５．２ ０．６２ ０．７１ １２．７ ５８．２８ ６０．３６ ３．４
８ １８．５６ ２．５９ ６．５４ ６．９１ ５．４ ５．２０ ５．６３ ７．６ ６５．６７ ６７．２２ ２．３
１２ ３３．８８ ３．３８ １２．５６ １３．３６ ６．０ １１．８９ １２．８６ ７．５ ７８．１６ ７９．４８ １．７
１６ ４６．４９ ４．６５ １８．８２ １８．０７ ４．１ １８．１５ １７．４ ４．３ ７９．６２ ７９．４８ ０．２
２０ ４５．０２ ３．６１ １８．５８ １７．５５ ４．２ １８．６９ １８．０４ ３．６ ８３．０８ ８４．８８ ２．１
２４ ４４．２８ ３．１６ １８．１４ １７．６４ ２．８ １８．１５ １８．６８ ２．８ ８５．３４ ８７．４０ ２．４
２８ ４４．９６ ２．９２ １７．２１ １７．５３ １．８ １８．２０ １８．８１ ３．２ ８７．３４ ８８．６１ １．４
３０ ４３．２１ ２．８１ １５．９８ １６．９０ ５．４ １６．８６ １８．１４ ７．１ ８７．１２ ８８．６１ １．７

　　注：表格空白表示未测

３　结论与讨论

　　微生物发酵是一个非常复杂的过程，菌体的生长，底物的
消耗和产物的生成往往受多种因素的影响。通过将黑曲霉分

批发酵葡萄糖酸钠过程尾气分析所得的 ＯＵＲ、ＣＥＲ及 ＲＱ等
在线参数与发酵过程相关联，本研究认为 ＯＵＲ越高，其发酵
过程耗糖速率就越高，发酵周期相应越短；ＲＱ越低，发酵过
程得率就会越高。并根据此种关联，提出了底物消耗速率、得

率及产物生成速率与在线参数 ＲＱ、ＯＵＲ相关的数学模型。
相比于传统的底物消耗模型和产物生成模型，该模型在实际

发酵过程中可以很好地描述底物的消耗、发酵过程中得率的

高低及产物生成速率而不用去考虑菌体量的多少。该模型优

点在于方程变量可以通过计算机迅速得到，从而为发酵过程

中工艺的优化提供有实际意义的指导。
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