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研究论文 谷氨酸棒杆菌合成生物絮凝剂分批

发酵过程的动力学模拟

安仲涛, 李清彪, 何  宁, 陈仁彬, 江新德, 杨  坤
(厦门大学化学化工学院化学工程与生物工程系, 福建 厦门 361005)

摘要: 对谷氨酸棒杆菌生产生物絮凝剂的分批发酵过程进行了动力学研究。以 Logist ic方程来描述菌体生长过

程, 并对 Gaden生长相关模型进行了修正, 加入时间修正因子, 建立了产物生成动力学模型, 同时还提出了关

于葡萄糖和尿素的两个非线性基质消耗动力学模型。利用软件 Origin 81 0 对实验数据进行拟合, 结果显示各模

型均能较好地描述谷氨酸棒杆菌合成生物絮凝剂的分批发酵过程。
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Kine tic models for bioflocculant fe rmentation from
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Abstract: Kinet ic models were developed for the batch fermentation of bioflocculant from Corynebacterium

glutamicum1Logistic equat ion and t ime2corrected modified Gaden. s growth2associated model wer e used to

describe the cel l gr owth and the bioflocculant synthesis, respectively1Two kinetic models in the format of

non2linear equations were pr oposed to predict the consumpt ion of glucose and urea1Curve fit tings for the

above models by using exper imental data were performed with the software Origin 81 01T he results showed

that the four models pr oposed in the wor k could well char acterize the batch culture of C1 glutamicum in

bioflocculant product ion.
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引  言

生物絮凝剂是利用生物技术, 通过微生物发酵

获得的一种高效、新型水处理剂。不同于无机和有

机合成高分子絮凝剂, 利用大规模的微生物培养可

以实现生物絮凝剂的高效生产[ 1]。生物絮凝剂以其

安全、可降解、无二次污染的独特性能正在成为环

保生物新材料的一个重要研究方向。
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当前对生物絮凝剂的研究仍停留在初级阶段,

主要集中在产生菌的筛选, 生物絮凝剂的结构、性

质、絮凝机理以及应用等方面。Shih 等[ 2] 对

Baci llus l ichenif ormis CCRC 12826以柠檬酸、谷



氨酸、甘油为碳源生产的胞外生物絮凝剂的性质进

行了详细的分析; Lu 等[ 3] 研究了 Enter obacter

aer ogenes W223生产的生物絮凝剂 WF21的分子组

成, 并将其应用于澄清天然碱泥; Fujita 等[ 4] 对

Citr obacter sp1T KF04利用乙酸、丙酸生产生物絮

凝剂的特性进行了研究。

生物絮凝剂发酵过程动力学模型也已有一些报

道, 如康建雄等[ 5]和崔玉海[ 6]都采用 Logist ic方程

和 Luedeking2Piret 方程, 并对碳源消耗进行分析,

建立了出芽短梗霉菌体生长、生物絮凝剂普鲁兰合

成和底物消耗动力学模型, 3 个动力学方程可以较

好地反映出芽短梗霉在菌体生长、普鲁兰多糖合成

及玉米淀粉水解物消耗的特征; 刘占英等
[ 7]
采用

Logist ic 方程和 Luedeking2Pir et 方程对盲肠肠球

菌生产生物絮凝剂的发酵过程进行了模拟。尽管这

些模型都能较好地模拟絮凝剂的发酵过程, 但是模

型中涉及的菌体、产物以及碳源的初始浓度均为模

型拟合得出的结果, 因此, 并不适合直接用于发酵

过程的预测模拟。

许多文献也对谷氨酸棒杆菌发酵过程的数学模

拟进行了报道, 但这些模型大都是针对氨基酸合成

发酵过程。Zhang 等[ 8]提出了一组经验性、非线

性、时间依赖型的动力学模型描述谷氨酸发酵过程

中分阶段的菌体生长、底物消耗和产物生成;

Khan等
[ 9]
测定了底物 (葡萄糖) 对谷氨酸棒杆菌

生长限制/抑制的浓度范围, 通过修饰 Monod. s 方

程对发酵过程中谷氨酸对菌体生长产生的抑制情况

进行描述; Bona 等
[ 10]
利用修饰的 Logistic 方程对

生物素限制情况下谷氨酸棒杆菌菌体生长进行模拟

比较; Gayen等[ 11]提出唯象模型描述不同起始糖

浓度下发酵过程的不同阶段中谷氨酸棒状杆菌菌体

生长和赖氨酸生产; Yang等
[ 12]
基于关键代谢节点

的物质平衡方程, 建立了数学模型描述谷氨酸棒杆

菌胞内赖氨酸的合成过程。

可见, 无论絮凝剂的生物合成, 还是谷氨酸棒

杆菌发酵过程, 目前所用的菌体生长模型都为经典

的经验模型, 如 Monod方程和 Logist ic方程或其

修饰形式, 产物生成模型大多使用 Luedeking2

Piret方程和 Gaden生长相关/非生长相关模型。经

典的经验模型将细胞视为单组分, 不考虑细胞成分

的复杂性, 并忽略环境变化对细胞组成的影响, 以

速率方程的形式表达控制体内各种物质的转化, 因

此, 经典的数学模型往往能够广泛地应用于微生物

的发酵过程, 并且可以根据需要进行修饰, 实现对

某一具体发酵过程更好地描述, 具有极大的适用性

和灵活性。本论文即利用经典的数学模型模拟谷氨

酸棒杆菌合成一种新型生物絮凝剂的分批发酵过

程, 探求絮凝剂发酵过程规律, 以期为其后续的生

产过程预测和控制提供指导。

本研究所用生物絮凝剂产生菌谷氨酸棒杆菌由

本课题组自筛得到[ 13] , 在前期工作中对该菌合成

絮凝剂的培养条件及基本代谢特征已进行了系统研

究
[ 1 4217]

, 该菌合成的絮凝剂是一种蛋白聚糖类新

型絮凝剂, 絮凝效率高, 适用范围广, 显示出潜在

的产业化价值[ 15]。

1  实验材料与方法

11 1  实验材料

11 11 1  菌种  实验所用菌种是谷氨酸棒杆菌, 现

保 藏 于 中 国 典 型 培 养 物 保 藏 中 心, 编 号

CCTCC M201005。

11 11 2  培养基  斜面培养基 ( g # L - 1 ) : 葡萄糖

5, 酵母膏 1, 牛肉膏 1, 胰蛋白胨 2, 琼脂 15, 硫

酸亚铁微量, pH 71 2。

种子培养基 ( g # L- 1 ) : 葡萄糖 10, 酵母膏

01 5, 尿素 01 5, 磷酸二氢钾 01 1, 磷酸氢二钾

01 1, 氯化钠 01 1, 硫酸镁 01 2, pH 81 0。

发酵培养基 ( g # L
- 1

) : 葡萄糖 10, 酵母膏

1, 尿素 1, 磷酸二氢钾 01 1, 磷酸氢二钾 01 1, 氯

化钠 01 1, 硫酸镁 01 2, pH 81 0。

11 2  实验方法

11 21 1  培养条件  斜面种子培养: 于新鲜斜面取

一环菌, 接入斜面 (划线) , 28 e , 恒温培养箱培

养约 16 h后, 4 e 冰箱保存。

摇瓶种子培养: 于斜面取两环菌, 接入种子培

养基 ( 100 ml/ 250 ml 锥形瓶 ) , 28 e , 150 r #

min - 1振荡培养 16 h。

小罐分批培养: 将培养 16 h的种子液以5%的

接种量接入装有 2 L发酵液的 3 L发酵罐中, 通气

量 1 L # L - 1 # min- 1 , 搅拌转速 100 r # min- 1 , 温

度 28 e , 初始 pH 81 0。溶氧与pH 在线自动检测,

在发酵过程中不作调整。

11 21 2  菌体生长量测定  干重法 ( dr y cell

weight, DCW)。

11 21 3  葡萄糖检测  DNS比色法
[ 18]
。

11 21 4  尿素残余量检测  对二甲氨基苯甲醛
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( PDAB) 比色法[ 19]。

11 21 5  产物活性测定  高岭土活性测定法[ 20221] ,

以 F1R1 ( flocculat ing rate, U # ml
- 1

) 表示。

2  结果与讨论

21 1  谷氨酸棒杆菌分批发酵生成生物絮凝剂的过

程曲线

  谷氨酸棒杆菌 CCT CC M201005合成生物絮凝

剂的分批发酵过程曲线如图 1所示。

图 1 谷氨酸棒杆菌分批发酵生物絮凝剂过程曲线

F ig1 1 Time courses of batch fermentat ion of

bioflocculant by C1 glutamicum

w DCW; u urea; o glucose; m F1 R1 ; ) ) ) pO2

 

由图 1可见, 谷氨酸棒杆菌合成生物絮凝剂的

发酵过程中, 葡萄糖初始浓度为 10 g # L
- 1
时, 已

经不成为限制菌体生长的营养因素 (发酵结束葡萄

糖残留浓度> 41 5 g # L
- 1

)。作者进一步尝试将初

始葡萄糖浓度提高到 100 g # L
- 1

, 谷氨酸棒杆菌

的生长开始受到明显的抑制 ( DCW < 01 67 g #

L
- 1

)。因此在本论文中讨论谷氨酸棒杆菌分批发

酵生产生物絮凝剂的动力学模型时, 不考虑葡萄糖

受限和底物抑制的影响。

21 2  菌体生长模型的建立

作者分别尝试利用 Logist ic方程[ 22]、Gompertz

方程[ 7]和 Richards方程[ 23]对谷氨酸棒杆菌菌体生

长过程进行描述, 结果表明 3个方程都能达到很好

的拟合效果, 相关系数 R 2 分别为 01 9698、01 9739

和 01 9733。考虑到 Logist ic 方程中的参数少, 并

且都有明确的物理意义[ 7] , 所以选择 Logist ic方程

作为谷氨酸棒杆菌合成蛋白聚糖类生物絮凝剂发酵

过程的菌体生长模型。

Logist ic方程为
dCX

dt
= LmCX 1 -

CX

CX,max
( 1)

积分得

CX =
CX, 0 exp(Lm t)

1 -
CX,0

CX,max
[ 1 - exp(Lm t) ]

( 2)

对以上动力学方程结合多批实验数据用 Origin

81 0软件进行非线性拟合, 求得 Logistic 方程中的

参数: Lm = 01 351 h- 1 , CX, max = 11 027 g # L- 1 ,

R2 = 01 9698, CX, 0的数值为菌体初浓度的实验测定

值。以 CX, 0= 01 013 g # L- 1利用 Logist ic 模型通过

Origin 81 0软件进行菌体生长的模拟并与实验结果

进行比较, 结果如图 2所示。

图 2 Logistic方程模拟谷氨酸棒杆菌菌体生长曲线

F ig1 2 Exper imental data and simulat ion

of biomass concent ration wit h Logistic equation

in batch cult ur e of C1 g lutamicum
 

由图 2可见, 该模型的模拟结果与实验结果能

够较好吻合。

21 3  产物生成模型的建立

由图 1可见, 生物絮凝剂的合成过程与菌体的

生长过程基本偶联, 故采用 Gaden[ 24 ]提出的生长

相关模型来模拟产物的生成。Gaden生长相关模型

动力学方程可用产物生成速率与菌体生长速率的关

联式表示

rP = YP/ XrX = YP/ X
dCX

dt
( 3)

将式 ( 3) 积分并将式 ( 2) 求得的参数结果代

入, 得产物生成量方程

CP =
CX, 0YP/ Xexp( 01 351t)

1-
CX, 0

11 027
[ 1- exp(01 351t) ]

+ CP, 0 ( 4)

以该模型对谷氨酸棒杆菌的絮凝剂合成过程进

行拟合 (R
2
= 01 7815, 图略) , 结果表明, 该模型

虽然在发酵的前 12 h 拟合效果较好, 但发酵后期

拟合效果较差, 因此, 需对模型进行修饰。

由图 1可见, 接种后的一段时间内菌体表现为

生长, 产生絮凝剂量微小, 把这段时间称为产物生
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成相对菌体生长的延迟期[ 25] , 式 ( 3) 引入时间修

正因子 td 修饰为

rP = YP/ X
dCX

d t - td
( 5)

将式 ( 5) 积分并将式 ( 2) 求得的参数结果代

入, 得产物生成方程

CP = YP/ X
CX, 0 exp[01 351( t - td ) ]

1 -
CX,0

11 027
{1 - exp[ 01 351( t - td ) ] }

-
CX, 0 exp(- 01 351td)

1 -
CX,0

11 027
[1 - exp( - 01 351td ) ]

+ CP, 0 ( 6)

  结合多批实验数据对式 ( 6) 用 Origin 81 0 进

行非线性拟合, 求得: YP/ X = 681 076 U # g - 1 ,

td= 41 328 h, R2 = 01 9071。CX, 0、CP, 0的数值分别

为细胞初始浓度和初始产物活性的实验测定值。以

CX, 0 = 01 013 g # L
- 1

, CP, 0= 01 767 U # ml
- 1
利用加

入时间修饰因子 t d 后的 Gaden 生长相关模型通过

Or igin 81 0软件进行产物合成过程曲线模拟, 并与

实验结果进行比较, 结果如图 3所示。

图 3  修正的 Gaden 相关模型模拟生物絮凝剂合成曲线

F ig1 3  Experimental data and simulation

of bioflocculant production with modified

Gaden. s growth2associated model in

batch culture of C1 glutamicum
 

由图 3 可见, 加入时间修正因子 t d 修饰后,

Gaden生长相关模型能够较好地描述絮凝剂的分批

发酵过程。

作者曾尝试采用 Luedeking2Piret 方程来对絮

凝剂的整个发酵过程进行模拟 (图略) , 虽然初期

阶段 ( < 16 h) 模拟效果有所提高 (R2= 01 9326) ,

但进入对数期, 即生物絮凝剂的大量积累期后,

Luedeking2Piret方程的模拟效果很差。因此, 最

终选择修正的 Gaden 生长相关模型用以描述谷氨

酸棒杆菌分批发酵合成生物絮凝剂过程。

21 4  底物消耗模型

葡萄糖与尿素是絮凝剂合成过程中两种重要的

营养因子, 建立它们的消耗模型对节约能源与经济

最优化都有很大意义。

21 41 1  葡萄糖消耗动力学模型  底物中葡萄糖的

消耗可近似分为三部分: 一部分用于菌体的自身生

长, 一部分用于产物合成, 一部分用于菌体的维持

代谢[ 26]。方程形式为

dCS

dt
=

1
YX/ S

dCX

dt
+

1
YP/S

dCP

dt
+ mC X ( 7)

对式 ( 7 ) 积分并进行拟合, 结果显示 m =

- 01 0385 g # g - 1 # s- 1 , 忽略该项, 于是得到式

( 7) 的积分简化式

CS =
1

YX/ S
CX +

1
YP/ S

CP + CS,0 ( 8)

结合多批实验数据对式 ( 8) 进行拟合, 得到:

YX/ S= - 11 379 g # g- 1 , YP/ S = - 171 502 U # g- 1 ,

R2 = 01 8831。CS, 0的数值为葡萄糖初始浓度的实验

测定值, 以 CX, 0= 01 013 g # L - 1 , CS, 0= 91 246 g #

L - 1对式 ( 8) 利用 Origin 81 0软件进行葡萄糖消

耗的模拟并与实验结果进行比较, 结果见图 4。

图 4 葡萄糖消耗模型模拟曲线与实验结果

Fig1 4 Exper imental data and simulation

of glucose consumption in batch cultur e

of C1 glutamicum
 

由图 4可见, 葡萄糖消耗动力学模型能很好地

描述谷氨酸棒杆菌合成生物絮凝剂发酵过程中葡萄

糖的消耗。28 h 后模拟曲线趋于平稳, 说明菌体

生长进入稳定期、产物含量趋于平稳后, 菌体基本

不再消耗葡萄糖。

21 41 2  尿素消耗动力学模型  前期的研究结果表

明, 谷氨酸棒杆菌CCT CC M201005合成的生物絮

凝剂主要活性成分是聚半乳糖醛酸
[ 14]

, 据此推测

尿素的消耗可能主要用于菌体的生长过程。
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尿素消耗模型可表示为

dCU

dt
=

1
YX/ U

dCX

dt
( 9)

积分得

CU =
1

YX/ U
CX + CU, 0 ( 10)

结合多批实验数据对式 ( 10) 用 Or igin 81 0进

行非线性拟合, 结果得到: YX/ U = - 11 472 g #

g- 1 , R2= 01 9670。CU, 0的数值为尿素初浓度实验

测定值。以CU, 0= 11 031 g # L - 1 , CX, 0= 01 013 g #

L- 1利用式 ( 10) 对尿素消耗进行模拟, 模拟结果

如图 5所示。

图 5  尿素消耗模型模拟曲线与实验结果

F ig1 5  Experimental data and simulation

of ur ea consumption in batch cultur e

of C1 glutamicum
 

由图 5可见, 以式 ( 10) 对谷氨酸棒杆菌合成

生物絮凝剂发酵过程中尿素消耗过程进行模拟, 与

实验数据能够很好地吻合, 表明该模型能够很好地

描述尿素消耗过程, 同时证实了尿素的消耗主要用

于菌体的生长过程。

3  结  论

本研究在利用 Origin 81 0软件进行多批数据非

线性拟合过程中, 以实验测定的菌体、碳源、氮源

初始浓度和初始产物活性值为相应的参数计算起始

值, 其他参数 ( Lm, CX, max , YP/ X, td , YX/ S, YP/ S,

YX/ U) 设置为共享, 进而对实验数据进行拟合, 求

得了实验控制条件下 Lm , CX, max , YP/ X, t d , YX/ S,

YP/ S, YX/ U的最优拟合值, 分别建立了 Logistic 方

程、修正的 Gaden 生长相关模型、葡萄糖消耗模

型和尿素消耗模型, 并根据 CX, 0 , CS, 0 , CU, 0 , CP, 0

等初始条件对发酵过程进行了模拟。结果表明, 4

个模型都能够较好地模拟 C1 g lutamicum合成蛋白

聚糖类生物絮凝剂的分批发酵过程。

本研究采用的参数属性设置方式使该模型可以

在实验控制条件下预测不同初始接种条件下的絮凝

剂分批发酵过程。分别以初始菌浓为 01 01、01 02、

01 03、 01 04、 01 05、 01 06、 01 07、 01 08、 01 09、

01 1 g # L - 1对絮凝剂的分批发酵过程进行模拟预

测, 发现初始菌浓增大能够缩短菌体生长的延迟期

和达到最大菌量的时间, 使产物合成周期缩短。初

始菌浓在 01 01~ 01 03 g # L- 1时对产物合成的影响

最为明显, 当初始菌浓提高到 01 06 g # L - 1以上时

对絮凝剂的合成周期不再有显著影响。这一预测结

果可以实现通过改变接种条件控制絮凝剂的合成过

程, 缩短发酵周期, 降低絮凝剂的生产成本, 对于

谷氨酸棒杆菌合成生物絮凝剂的发酵过程具有重要

的指导意义。

符  号  说  明

CP ) ) ) 产物絮凝活性, U # ml - 1

CP,0 ) ) ) 产物絮凝初始活性, U # ml - 1

CS ) ) ) 葡萄糖浓度, g # L- 1

CS,0 ) ) ) 葡萄糖初始浓度, g # L- 1

CU ) ) ) 尿素浓度, g # L- 1

CU,0 ) ) ) 尿素初始浓度, g # L- 1

CX ) ) ) 菌体浓度, g # L- 1

CX, m ) ) ) 最大菌体浓度, g # L- 1

CX,0 ) ) ) 菌体初始浓度, g # L- 1

m ) ) ) 细胞的维持系数, g # g- 1 # s - 1

r P ) ) ) 产物活性生成速率, g # ml- 1 # h - 1

rX ) ) ) 菌体生成速率, g # ml- 1 # h - 1

t ) ) ) 发酵时间, h

YP/ S ) ) ) 相对于葡萄糖的产物活性得率系数, U # g- 1

YP/X ) ) ) 相对于菌体的产物活性得率系数, U # g - 1

YX/ S ) ) ) 相对于葡萄糖的菌体得率系数, g # g- 1

YX/ U ) ) ) 相对于尿素的菌体得率系数, g # g- 1

L) ) ) 菌体比生长速率, h - 1

Lm ) ) ) 最大菌体比生长速率, h - 1
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