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搅拌转速和通气量对灰树花深层发酵培养的影响
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!.*江南大学 生物工程学院工业生物技术教育部重点实验室"江苏 无锡!.#$/%#!*江南大学 生
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摘!要!采用."6搅拌式发酵罐研究灰树花的扩大培养条件!主要考察了搅拌转速和通气量对灰

树花菌丝量"胞外多糖产率"溶氧"菌丝形态以及发酵液粘度的影响*研究结果表明搅拌转速和通

气量能显著影响灰树花的生长!并且通过对灰树花菌丝球的大小"形态以及胞外多糖的分泌影响

发酵液的粘度*并得出较为优化的培养条件为#温度!"7!通气量$8&"99:!搅拌转速1$;$:<=!
装液量%$>%在此条件下!发酵.$?后!灰树花菌丝体最大得率为!!82"@$6!胞外多糖的得率为

.8"!.@$6&
关键词!灰树花#扩大培养#搅拌转速#通气量

中图分类号!A1." 文献标识码!B
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!!丝状真 菌 深 层 发 酵 过 程 中 其 形 态 对 一 些 代 谢

产物的生产有着重要的影响%许多丝状真菌一般以

游离菌丝体或 者 球 状 生 长8 在 扩 大 培 养 中 影 响 菌

丝体生长的因素很多%其中搅拌剪切力等影响较为
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显著!."#特别在搅拌式发酵罐中对剪切力更大8 因

此#一般采用较低的搅拌速度来降低剪切力8 但是

许多大型真菌的培养过程粘度很大#并且对氧需求

也很大!!a/"8 因此需要同时考虑必要的通气量和搅

拌速度8为了满足在培养过程中菌球能紧密生长#
提高传质常数#有必要对真菌发酵过程的操作条件

进行优化$
近年来#药用真菌深层发酵培养得到的菌丝体

和胞外多糖受到广泛的关注#由于它们所具有的各

种生理活性物质#目前更多的研究集中在其药理应

用!#a%"8 此外很多研究集中在药用真菌摇瓶发酵的

影响 因 素#如 培 养 基 配 方 优 化%培 养 条 件 的 选 择 等

方面!&a1"$但是药用真菌的深层发酵的扩大培养目

前还很少有报道$
灰树花&!"#$%&’$"%()%*’’又 名 栗 子 蘑#贝 叶

多孔菌#日本称舞 茸#其 香 味 浓 郁#质 地 脆 嫩#营

养价值高#在民间有悠久的食用历史!2"#中国%日本

以及北美等地 均 有 分 布8 由 于 其 含 有 诸 多 生 物 活

性物质#获得了广泛关注$作者在本实 验 室 前 期 工

作的基础上!.$"#在发酵罐上对不同的转速以及通气

量进行实验#以 考 察 它 对 灰 树 花 深 层 发 酵 的 影 响#
以期得出较佳的操作条件#为灰树花的工业放大生

产提供一定的参考价值$

A!材料与方法

ABA!材料

灰树花&!"#$%&’$"%()%*’ Ê21$.’为 作 者 所

在实验室保藏菌种(6X0T"$型立式圆形压力蒸气灭

菌锅)上海医用核子仪器厂生产(LŶ 0..型转式恒

温调速摇瓶 柜)上 海 新 星 自 动 化 控 制 设 备 厂 生 产(

."6搅拌式发酵罐)德 国 产(T<(SQOQ4.$0/型 生 化

培养箱)广东 省 医 疗 机 械 厂 生 产(&!.分 光 光 度 计)
上海精密科学仪器有限公司生产$

培养基)]bB培养基&成分@*6’)马铃薯!$$#
葡萄糖!$#蛋白胨!#5L!]3#!#V@X3#+&L!3.#
琼脂!$$

种子培养基&成分@*6’)葡萄糖!$#蛋白胨!#

5L!]3#!#V@X3#+&L!3.#麸皮浸汁"$&麸皮浸

汁煮沸/$:<=八层纱布过滤’#\L自然(
发酵培养基&成分@*6’)葡萄糖/$#蛋白胨##

5L!]3###V@X3#+&L!3!#玉 米 浆.8"#\L 自

然$

ABC!测定方法

ABCBA!种子培养!!"$:6摇瓶装液.$$:6#每瓶

用接种铲接种黄豆大小菌丝体.$块$!"7."$;*

:<=培养%?#收集种子液$

ABCBC!AD6扩大培养!发酵罐中装液量%$>#即

.$6#接种.$>#在温度为!"7条件下调节不同的

通气量%搅 拌 转 速#初 始\L 自 然#其 中 相 对 溶 氧

&>’#\L%温度以及空气流速全程检测#间隔一定时

间取样分析$

ABCBE!菌丝体干重和胞外多糖的测定!所取样品

在#7以.$$$$;*:<=离心.$:<=#收集沉淀物#
去离子水洗涤/次#真空干燥箱%$7烘至恒重#所

得即为菌丝体 干 重8 所 得 滤 液 经$8#"!:滤 膜 过

滤#滤液 浓 缩 后#加 入/倍 体 积 无 水 乙 醇#剧 烈 搅

拌##7过夜沉淀#高速离心醇沉液#收集沉淀#真空

干燥箱%$7烘 至 恒 重#所 得 即 为 胞 外 多 糖 含 量$
各测定指标测定两次#取其均值$

发酵参数的计算公式)菌丝体过程平均比生长

速率)+&,a.’c&.*-’&?-*?.’
胞外多糖 过 程 平 均 比 增 加 得 率)/0*1c&.*-’

&?/*?.’

ABCBF!残糖测定!通过 L]64法测定发酵醪中残

糖含量#测 定 条 件)M3‘TBK4O;P(NJ?;OQF&"!:
d."$::’柱(柱温)/$7(流动相e乙腈e水c&$
e/$&’e’’(进样)"!6(以葡萄糖为标准品作标

准曲线#根据样品中葡萄糖的相应峰面积计算出相

应的含量$

ABCBD!菌 丝 体 形 态 学 观 察!采 用 光 学 显 微 镜 观

察#并用数码相机拍摄相应发酵醪图片进行分析$

ABCBG!发 酵 液 粘 度 分 析!发 酵 液 离 心 后 去 上 清

液#采用+b,0.旋 转 黏 度 计#/号 转 子#在%$;*

:<=室温下测定粘度$

C!结果与分析

CBA!搅拌转速对灰树花生长的影响

为了考察搅拌转速对灰树花发酵过程的影响#
菌体生长%胞 外 多 糖 得 率%发 酵 液 还 原 糖 消 耗 以 及

溶氧进行跟踪检测#实验中控制搅拌转速范围为%$
".!$;*:<=#研究结果示于图.$不同的搅拌速度

对灰树花菌丝体量的得率影响显著&见图.&B’’#
其中搅拌转速在%$".$$;*:<=内#随 着 搅 拌 速 度

的增加菌丝体量不断提高8其中搅拌转速为.$$;*

:<=时#灰树花菌丝体量增长最 快#并 且 产 率 最 高#
发酵到第2天菌丝体得率达到!/8"$@*6$但搅拌

转速升高后#菌 丝 体 量 有 所 下 降#可 能 是 由 于 高 搅

拌转速条件下#剪切作用力较大#菌丝易被打断#不

利于菌体生长$
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图A!不同搅拌速度对灰树花生长的影 响!&"#灰 树 花

菌丝 体 干 重!2$H"%!="#灰 树 花 胞 外 多 糖!2$

H"%!,"#发 酵 液 残 糖!2$H"%!*"#相 对 溶 氧

!I"

)-2JA!K-9.<$"(-’.5"(!&"93,.’-&’=-"9&55&!="+,%;

<"’35&,,1&$-*.5!47+"<$"*#,0-"%&!,"*-55"’L.*

":32.% !MN"&&%* !*"$.5-*#&’5#2&$-%!B

$"%()%*’>)OPQA#5-%2&ADH50-$$.*(.$9.%0.$

&0*-((.$.%0&2-0&0-"%$&0.5

!!类似的 生 长 趋 势 也 表 现 在 灰 树 花 胞 外 多 糖 的

得率上!图.!T""#灰 树 花 经 过 近"?的 培 养 适 应

期#开始大量分泌 胞 外 多 糖#在 转 速1$;$:<=下 培

养.$?#灰树花胞外多糖得率达到最大!8!"!@$6#
而其他转速!%$#.$$#.!$;$:<="条 件 下#胞 外 多 糖

的最大产率分别为$8%"/#.8$2##$82/&@$6%
从图.!4"和!b"中可以看到#发酵液中残糖所

消耗的趋势#在 发 酵 前 期!第$"!天"残 糖 量 基 本

保持稳定#随 着 菌 体 快 速 生 长#还 原 糖 消 耗 也 逐 渐

快速增加&溶 氧 的 消 耗 规 律 基 本 相 似#在 快 速 生 长

期溶氧下降迅速#表明此时细胞的摄氧速率明显高

于发酵液中的供氧速率%进入稳定 期 后#溶 氧 一 直

保持在较低的水平#这也可能由于发酵后期大量菌

体生长#需要消耗大量的溶氧%
不同转速条件下#灰树花发酵动力学参数如表

.所示#在1$和.$$;$:<=下取得菌丝体平均生长

速率#分别为$8.$%1%和$8.$&"&$N#而对于胞外

多糖#则在1$;$:<=时产率最大#达到$8$$"2/$N%
表A!不同转速条件下的发酵参数比较

K&=BA!).$9.%0&0-"%R-%.0-,5"(!B$"%()%*’>)OPQA#%*.$

01.*-((.$.%0&2-0&0-"%,"%*-0-"%5

动力学
参数$
!;$:<="

菌丝
体量$
!@$?6"

胞外
多糖$
!@$6"

菌丝体过程
平均比

生长速率$N

胞外多糖
过程平均比
增加得率$N

%$ .18.. $8%"/ $8$2%#& $8$$//$

1$ !$82# .8!"! $8.$%1% $8$$"2/

.$$ !/8& .8$2# $8.$&"& $8$$#"2

.!$ !$8.! $82/& $8$2%"& $8$$##!

CBC!搅拌转速对灰树花菌体形态及发酵液粘度的

影响

实验中发 现 搅 拌 转 速 对 灰 树 花 菌 体 的 生 长 形

态有较大的影响#观测结果见表!%
表C!搅拌转速对灰树花菌体形态的影响

K&=BC!K1.9"$<1"’"2-,&’,1&%2.-%!B$"%()%*’>)OPQA-%
&ADH50-$$.*;0&%R(.$9.%0.$&0*-((.$.%0&2-0&0-"%

$&0.5

搅拌转速$

!;$:<="

菌求直径$

::

丝状体

比例
形态

%$ /8" f 紧密#小球状

1$ !8! f 较紧密#小球状

.$$ .8# ff 松散

.!$ $82 fff 疏松#絮状

!!由表!可以看出低搅拌转速!%$和1$;$:<="
下菌球直径较大#紧密#随着转速的提高#菌球直径

下降并趋于 松 散&同 时 随 着 转 速 的 提 高#丝 状 菌 体

所占比例增大#一般丝状体方式生长时则会引出发

酵前期的粘 度 较 大#不 利 于 营 养 物 质 和 氧 的 溶 解’
传递与均匀分布#从而降低产量8通常发酵液的粘

度与菌体的形态’产率 以 及 胞 外 多 糖 的 浓 度 相 关8
图!显示在发酵过程中#搅拌速度对灰树花发酵液

的粘度的影 响#搅 拌 速 度 在 一 定 范 围!%$".$$;$

:<="内与发酵液最终粘度呈正相关#这主要由于搅

2%!第#期 崔凤杰等!搅拌转速和通气量对灰树花深层发酵培养的影响
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拌的剪切作用在促进菌体生长的同时!加快胞外多

糖的分 泌 的 原 因8 还 可 以 看 出 在 转 速.$$;":<=
下!发酵 第#天 发 酵 液 的 粘 度 急 剧 上 升!表 明 此 时

灰树花培养进入快速生长期#

图C!不同转速对灰树花发酵液粘度的影响

)-2JC!K1.&<<&$.%0L-5,"5-03"(01.(.$9.%0&0-"%=$"01

!B$"%()%*’>)OPQA-%&ADH50-$$.*(.$9.%0.$

#%*.$*-((.$.%0&2-0&0-"%5<..*5

CBE!通气量对灰树花生长的影响

在好氧培养过程中!溶氧浓度是一个非常关键

的控制参数!特别是对丝状真菌发酵的影响尤为明

显!其中通气量对发酵醪的溶氧浓度起到直接的作

用#在转速一定 $1$;":<=%的条件下!考察不同的

通气量对灰树花生长的影响#
在搅拌转速为1$;":<=时!通气量对灰树花生

长以及发酵动力学参数的影响如图!和表/所示!
在通气量 为$8"!$8&"!.8$99:时!最 大 菌 丝 体 量

为.#8".!!$8"#和!.8/1@"6!较 高 的 通 气 量 比 较

有利 于 菌 丝 体 的 生 长&而 最 大 胞 外 多 糖 得 率 为

$82$/!.8/2#和.8!%!@"6!较高或较低的通气量均

不利于胞外多糖的分泌#
对于还原糖的消耗以及发酵过程溶氧的变化!

基本与搅拌 转 速 的 影 响 趋 势 相 一 致!通 气 量 加 大!
发酵液中还原糖消耗的更为彻底!与灰树花菌丝体

及胞外多 糖 得 率 的 增 加 相 对 应&在 通 气 量 较 大$.
99:%的条件下!发酵后期发酵液中的溶氧仍然保持

较高 的 浓 度!因 此 在 较 大 的 通 气 量 下!灰 树 花 菌 体

生长较为充分#

!!!$O%

!!$P%

!!$U%

!!$?%

图E!不同通气量对灰树花生长的影响

!&"#灰树花菌丝体干重!2$H"%!="#灰树花胞外

多糖!2$H"%!,"#发酵液残糖!2$H"%!*"#相对溶

氧!I"

)-2JE!K-9.<$"(-’.5"(!&"93,.’-&’=-"9&55&!="+,%;

<"’35&,,1&$-*.5!47+"<$"*#,0-"%&!,"*-55"’L.*

":32.% !MN"&&%* !*"$.5-*#&’5#2&$-%!B

$"%()%*’>)OPQA#5-%2&ADH50-$$.*(.$9.%0.$

&0*-((.$.%0&.$&0-"%$&0.5

表E!不同通气量条件下的发酵参数比较

K&=BE!).$9.%0&0-"%R-%.0-,5"(!B$"%()%*’>)OPQA#%*.$

01.*-((.$.%0&.$&0-"%,"%*-0-"%5

动力学
参数"
99:

菌丝
体量"
$@"?6%

胞外
多糖"
$@"6%

菌丝体过程
平均比

生长速率"N

胞外多糖
过程平均比
增加得率"N

$8" .#8". $82$/ $8$2&&!% $8$$"&1

$8&" !$8"# .8/2# $8$2&2$& $8$$%".

.8$ !.8/1 .8!"! $8$21.!2 $8$$"%!

CBF!通气量对灰树花菌丝体形态及发酵液粘度的

影响

对于丝状真菌发酵!通气速率对菌丝体形态有

着显著的影响!过高或者过低都有可能使菌丝生长
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会发生异常 变 化!主 要 表 现 在 菌 球 生 长 大 小 不 一!
或者菌丝体碎裂!出现大量菌体碎片"通气量对灰

树花发酵菌丝体形态的影响如图#"#."/$所 示"
从图中可以 看 出!较 低 的 通 气 速 度#$8"99:$可 以

得到 较 好 的 菌 体 形 态!但 是 菌 球 大 小 不 一!而 较 高

的通气量#.99:$则 导 致 菌 球 过 小!并 且 发 酵 液 中

夹杂有异 状 粗 体 菌 丝 的 菌 丝 体"可 以 看 到 通 气 速

度对灰树花菌丝体形态影响显著"

#O$

#P$

#U$

图F!不同通气量对灰树花发酵菌丝体形态的影响

)-2JF!K1.9"$<1"’"2-,&’,1&%2.!&"QBDLL9#!="

QBSDLL9#!,"ABQ LL9 -% !B $"%()%*’

>)OPQA-%&ADH50-$$.*(.$9.%0.$&0*-((.$.%0

&.$&0-"%$&0.5

!!通气量对发酵液粘度的影响如图"所示!由于

在通气量为$8&"99:下灰树花菌丝体和胞外多糖

的得率都相对较高!因此在此条件下发酵液的粘度

最高%较低的通气量#$8"99:$时发酵的粘度最低8
一般通气量 过 大!会 使 大 量 泡 沫 逃 逸!增 加 染 菌 机

会!降低搅拌 罐 装 料 系 数!液 体 蒸 发 多!增 加 粘 度"
因 此 综 合 以 上 研 究 结 果!较 佳 的 通 气 量 为

$8&"99:"

图D!不同通气量对灰树花发酵液粘度的影响

)-2JD!K1.&<<&$.%0L-5,"5-03"(01.(.$9.%0&0-"%=$"01

!B$"%()%*’>)OPQA-%&ADH50-$$.*(.$9.%0.$

#%*.$*-((.$.%0&.$&0-"%5<..*5

E!结!论

通常在通气量一定的情况下!搅拌在发酵过程

中 主 要 起 着 混 合 和 剪 切 作 用!影 响 着 菌 丝 球 的 大

小!包括影响 菌 丝 缠 绕 成 球 或 打 碎 菌 丝 球!发 酵 过

程中搅拌作用对菌丝球尺寸的影响!间接地影响菌

球内氧及底物的消耗!同时对胞外多糖的分泌都有

直接的影响!但 是 由 于 丝 状 真 菌 对 搅 拌 剪 切 敏 感!
过高或过低的搅拌转速使菌丝体量&菌体形态以及

胞外多糖的合成发生一定的变化!进而影响发酵液

的粘度8本实验研究发现!在转速1$和.$$;’:<=
条件下!菌丝 生 长 较 好!胞 外 多 糖 的 得 率 也 相 对 较

高!过高或者过低的转速对菌体的生长不利"
前期实验也发现!通气量的改变对菌体的形态

以及发酵液 的 粘 度 有 着 直 接 的 作 用8在 转 速 固 定

在1$;’:<=条件下!考察了不同通气量对灰树花发

酵过程的影响!结果表明过高的通气量也会导致菌

丝球的大小和形态!并且在一定范围内对发酵液的

粘度呈正相关"
经过对灰树花."6发酵罐扩大培养过程中不

同搅拌速度和通气量的研究!得出较为优化的培养

条件为(温度!"7!通气量$8&"99:!搅拌转速1$
;’:<=!装液量%$>%在此条件下!发酵.$?后!灰

树花菌丝体 最 大 得 率 为!!82"@’6!胞 外 多 糖 的 得

率为.8"!.@’6" !下转第1$页"
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化链的还原途径来实现的!而.!/0丙二醇氧化还原

酶同工酶"1#!在微生物体内可代替.!/0丙二醇氧化

还原酶催化/0羟基丙醛生成.!/0丙二醇!是微生物

转化甘油生 成.!/0丙 二 醇 的 另 一 关 键 酶$作 者 已

经成功地构建 了 利 用 甘 油 转 化 为.!/0丙 二 醇 的 重

组 大 肠 杆 菌,>.$2%:E5WLU04#*P0!"#3&$以"$
G’‘甘油为惟一碳源 的 发 酵 培 养 基!经D4NA诱 导

后.!/0丙 二 醇 产 量 为/17$G’‘(考 虑 到 工 业 化 生

产!利用D4NA诱导的方法成本较高!采用温控载体

:;<=代替原来的:E5WLU载体!温控载体:;<=通

过温度诱导表达!降低了生产成本$另外温控载体

:;<=整个质粒仅为!7/89!有利于增加其拷贝数

和容 量!可 以 插 入 较 大 的 外 源 基 因 片 断!并 且 外 源

蛋白质在大肠杆菌中高效表达后不易形成包含体!
利用温控载体:;<=可以使编码.!/0丙二醇氧化还

原酶同工酶基 因!"#3得 到 高 效 表 达!为 构 建 适 合

工业化生产.!/0丙 二 醇 的 新 型 基 因 工 程 菌 打 下 了

良好的基础$
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