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摘要 为了充分利用纤维素酶固态发酵的优势 提出了纤维素酶气相双动态固态发酵的方式 研究结果表明 在优

化条件下最佳压力脉冲范围 !脉冲频率及气体内循环速率 发酵温度得到较好地控制 1高的填料层中最

大温度梯度为 1 ε  以汽爆秸秆为底物 发酵水活度得到较好的保持 动态培养发酵周期比静态发酵

周期缩短了  酶活1比静态酶活1提高了 倍 压力脉动固态培养的料层上中下

微生物生长状况均匀一致 且疏松 而静态固态发酵的料层中部几乎没有菌体生长 利用气相双动态固态发酵可

为纤维素酶大规模生产奠定基础 
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  纤维素是地球上最丰富的可再生资源 占

陆地生态系统生物量的   纤维素这一巨大

资源的充分利用对解决环境污染 !能源危机及

食品短缺具有重大现实意义 世界各国都将天

然纤维素资源的微生物转化作为 世纪的重

要战略性课题≈ 纤维素酶的研究 !开发及利用

是纤维素资源综合利用的关键 采用液体发酵

法可大规模的生产纤维素酶 但是存在着产酶

水平低 !生产成本高 !价格昂贵等问题 限制了

纤维素酶在工业上的应用 采用固态发酵来生

产纤维素酶则具有更多的优点 如固态发酵中

可选用任何天然的或纤维废弃物 纤维素酶固

态发酵的产量是一般液态发酵的产量的  ∗ 

倍 所以固态发酵可以很大程度上降低生产成

本 但固态发酵的规模化生产并未迅速普及 主

要因为固态发酵一些培养参数传热 !传质及水

活度等难以控制≈ ∗  在传统的固态发酵中 

加强传质 !传热的手段就是机械翻动 即气相不

动 固相连续翻动 其翻动的目的就是使颗粒混

合 加速反应颗粒间或气体分子间的接触频率 

使料层间的气体由分子扩散变为对流扩散 但
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对发酵过程中的微生物反应而言 过多的翻动

对生长不利 使菌丝体断裂 翻动引起的剪切力

对菌体往往有伤害 翻动固体物料除设备机械

密封困难 能耗高 结构复杂 引起染菌等问题

外 还有 个致命的缺陷 其一是粘湿物料与机

械耙及四壁接触 且接触压力大 死角不可避

免 无法清洗彻底 几乎不可能达到严格意义上

的纯种培养 其二 翻动唯一的正面作用是使发

酵料层内的气相传质由分子扩散变为对流扩

散 但培养基不可能像干物料那样 不易结团 

所以机械搅拌达到单颗粒混合尺度 即团块内

部的大量颗粒不受机械翻动的影响 因此变分

子扩散为对流扩散的有效性十分有限≈ ∗  为

此 本文提出纤维素酶气相双动态气体内循环

及气体压力脉冲固态发酵动态培养的研究 

本文主要研究气相双动态对纤维素酶固态发酵

温度 !发酵基质水活度 α !丝状真菌生长及其

产酶的影响 

1  材料与方法

111  实验装置

周期性气相双动态固态发酵罐 其主

要由不锈钢体 !磁力耦合系统及压力控制系统

组成≈ 如图 所示 气体脉冲压力变化如图 

所示 罐体气相压力脉动通过无菌空气的冲压

与泻压实现 一个周期时间由冲压时间随罐体

大小而变 一般由气源能力而定 峰压稳定时

间τ 一般为 1人为设定 泻压时间要

求尽可能短 压降速度要快 使固体培养基潮湿

颗粒间的气体发生突然膨胀而使料层发生松

动及谷压稳定时间τ 随微生物代谢阶段而

变 人为设定段组成 罐体始终处于正压状

态 气体内循环速度根据微生物不同的代谢阶

段通过变速马达人为设定 

环境扫描电镜由中国科学院过程工程研究

所多相反应开放实验室提供≈ 

112  菌种

斜卧青霉 Πενιχιλλιυ µ δεχυ µ βενσ 

菌种移接在  麸皮浸汁斜面上≈ 

113  固态产酶培养基

汽爆秸秆≈麸皮Β 固液比 Β1 营

养盐含 1    ≥  1   ≥ 

1  ° 

1变速马达  1 循环风扇  1 空气挡板  1 发酵罐体

  1 浅盘内含温度探针  1 压力表  1 电池阀  

1 手柄  1 继电器与温度记录仪  1 观察孔  1 过滤器

图 1  气相双动态固态发酵装置示意图

ƒ  ×2

∏

图 2  周期性气体压力脉冲示意图

ƒ  ×∏∏ 

114  培养方法

在由不锈钢网做成的浅盘 1 ≅

1 ≅ 1中装大约 1固态培养基

以干料计 灭菌后 接孢子悬浮液 气相双动

态固态培养 或 天 及在静态培养 天 

115  酶活测定方法≈

在固态发酵曲加入 倍的 1的乙酸

缓冲溶液 在室温下浸泡 于 离

心 取上清液用  型分光光度计在

处测 ⁄值 以测定酶活 
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116  温度测定方法

不同料层的温度通过探针在线测定 在基

质中每间隔  的床层高度放置一个温度探

针 

117  水活度 α测定方法
≈

首先取  ∗ 个康威皿 分别在每个康威皿

的外室放一种不同的盐如 ≤ 并加入少量

水 使之成为饱和溶液 然后在康威皿的内室中

放入被测样品 用玻璃板将康威皿盖好 放入

 ε 的恒温箱内 利用样品水分变化与对应盐

的水活度制图 内插得到所测样品的水活度 

2  结果与讨论

2 1  气体脉冲压力变化范围的优化

气体脉冲压力上限的影响  本文所指

压力为表压 常压被定义为 1  °压力的下

限设定为  点 1  ° 上限变化范围为

1 ∗ 1  °从传热 !传质观点出发 压力

范围越大越利于传热 !传质 如图 所示 但是

当上限大于 1  °时 在气相泻压过程中基

质内部的气体膨胀 开始破坏菌丝体 导致酶活

下降 如图  所以气体脉冲压力变化范围存在

一个临界点即 1  °

  ∗      ∗      ∗  

  ∗      ∗      ∗  

气体脉冲周期为   气体内循环速率为 1

图 3  压力变化范围对传热的影响

ƒ  ∞∏∏

∏ 

∏  1

  气体脉冲压力下限的影响  压力变化

范围维持 1  °下限变化从 1  °到

1  °如图 所示 从图 可看出 随着压

力下限的升高 酶活不断降低 可能是微生物适

于自然状态下生长1  ° 所以低压维持

在 1  °且其维持时间 τ相对较长 从上述

研究可得出结论 气体脉冲压力变化最佳范围

1  °∗ 1  °

周期为  内循环速率为 1

图 4  气体压力变化范围对微生物产酶的影响

ƒ  ∞∏

∏∏    °

  ∗      ∗      ∗  

  ∗      ∗  

压力变化范围为    °周期为  

内循环速率为 1

图 5  不同的压力下限对微生物产酶的影响

ƒ  ∞∏ ∏

∏ 

∏   

2 2  气体脉冲压力周期的优化

气体压力脉冲的目的除避免机械搅拌的缺

陷外 主要是为了提高传质 !传热速率 降低温

度 !及 ≤  浓度梯度 在微生物代谢活跃阶

段 较高频率的压力脉冲才能满足微生物所需

大量 及热传的要求 但如果频率较高 对罐

体性能及能耗要求较高 所以在最小温度 !浓度

梯度与最大的脉冲频率之间存在一个折中值 
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由于很难预测微生物代谢活跃阶段的开始 所

以根据温度探针指示基质温度反应微生物的

代谢状况 见图 来优化气体压力脉动周期

图  

 ∗    ∗    ∗    ∗ 

 ∗    ∗    ∗    ∗ 

图 6  气体压力脉冲示意图

ƒ  ×∏ ∏

2 3  气体内循环速率的优化

气体内循环的目的是使气相始终处在对流

扩散状态 它对传热的影响相对气体脉冲来讲

较小见图  内循环速率变化也应与微生物

的代谢状况相对应 随着微生物代谢活动的加

剧 气体内循环速率也应增加 但风速太大 填

料层表面基质将被吹起 风速可以通过马达转

速及风扇功率估计 优化后的气体内循环速率

如图 所示 

 ∗    ∗    ∗    ∗    ∗ 

图 7  气体内循环速率示意图

ƒ  ×∏ 

2 4  气相双动态对温度的影响

动态培养与传统静态培养温度变化比

较  从图 可看出 基质底物温度变化与微

生物生长曲线一致 包括滞后期 !对数期及稳定

期伴随温度下降 气体脉冲与内循环不可分

割 共同影响传热的效果 传统的静态培养中 

底物最高温度达到  ε 散热较慢 发酵所积

累的大量热大大限制中温微生物的生长 而气

相双动态大大提高传热效果 散热快 有利于产

酶微生物的生长 

图 8  动态培养与传统的静态培养底物

温度变化的比较(床层高度为 6χµ )

ƒ  × ∏∏



优化条件下气体双动态固态发酵基质

温度变化  从图 可看出 不同床层高度的料

温梯度很小最大的梯度为 1 ε  有文

献报道 在一个床层高度 1传统静态发酵

中 最大温度梯度可达  ε ≈ 及在一个强

制通风的填料床式发酵中 温度梯度为

1 ε ≈ 与其比较 可得出结论 气相双

动态固态发酵是一个降低温度梯度 !控温较好

的选择 

图 9  在优化条件下 ,不同床层高度基质温度变化

ƒ  ×∏

∏∏ 

2 5  气相双动态中水活度 α的变化

由于固态发酵最大的特点是无游离水 因

而底物含水量的变化 必然会对微生物的生长

 环   境   科   学 卷



及代谢能力产生重要影响≈ α 表示微生物

对水的可利用性 所以微生物能否在底物上生

长取决于该基质的水活度 α 它与底物的含水

量有关≈ 在固态发酵移热过程中 水分蒸发

冷却约占移热的   ≈ 随着移热速率的增

加 必然会导致基质湿度的减小 改变 α 的大

小 由于水分的含量与基质的物理特性有关 所

以人们通常选择吸水性能较强的固体物做底物

如纸浆等 采用汽爆技术可使秸秆中的半纤

维素和木质素部分降解 以此汽爆秸秆做为底

物 不仅是微生物的营养物和膨松剂 !纤维素酶

的诱导物≈ ∗  而且此底物结合水的能力较强

图  从图 可看出 在湿度相当大的范围

内 水活度保持相当高 从以前的研究得知 斜卧

青霉产酶最佳水活度在 1 ∗ 1≈ 所以

在水活度降到临界值之前 水分可被大量蒸发 

从图 看出 在气相双动态发酵系统中 水活度

保持相当好 在酶活达到最佳时图  水活度

为 1 其原因除了汽爆秸秆有较强的结合水

能力外 还在于本发酵系统为密闭系统 

图 10  汽爆秸杆水含量与水活度的关系

ƒ  ×  2¬

  √

图 11  在优化条件下 ,气相双动态固态

发酵过程中水活度的变化

ƒ  × √ ∏

∏∏ 

2 6  气相双动态对微生物生长及产酶的影响

2 6 1  优化条件下动态培养与静态培养的微

生物生长比较

从浅盘中间料层1及顶部1

料层取出代表性样品 在环境扫描电镜下观察

微生物及基质的微观形态变化照片略 

从照片比较动态与静态培养相对应微生物

及底物微观形态可看出 ≠ 动态培养的微生物

在较短的时间内就进入迅速生长期 发酵料层

内外菌丝体十分丰满 菌丝体密集程度远大于

静态培养对应料层的微生物菌丝体的密集程

度 且动态培养料层之间的微生物菌丝体状况

变化不大 在第 天就出现大量的孢子 与其生

长状态相对应在发酵第  天孢子量大而又密

集 而静态培养料层之间微生物菌丝体生长状

况变化较大 在第 天继续生长与繁殖 在第 

天零落出现一些孢子  观察底物的微观形态

可以发现 动态培养中底物内外均被充分利用 

且纤维较疏松 被微生物分解吸收较快 说明压

力脉动迅速加压与泻压有利于改善底物致密程

度 不但供  充足 还为菌丝体的大量的繁殖

提供空间 所以加速了微生物对底物的分解吸

收 而静态培养中底物被分解的量较小 

2 6 2  优化条件下动态培养与静态培养酶活

比较

图 表示动态与静态培养发酵过程中滤

纸酶活ƒ°的变化 动态培养酶活在发酵 

微生物已开始产生大量孢子就达到高峰 其

平均酶活为 1而静态培养发酵周期

约为  孢子零落出现 其平均酶活为

1

3  结论

气相双动态固态发酵方式除了可以避

免机械搅拌破坏微生物的生长外 温度 得到较

好的控制 在优化条件下 1高的填料层中

最大温度梯度为 1 ε  

本系统利用汽爆秸秆为底物基质 在

优化条件下水活度得到较好控制 促进了微生

物的生长 

扫描电镜观察表明 动态发酵的料层中
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图 12  不同料层酶活的变化

ƒ  ×

微生物生长状况均匀一致 且疏松 微生物在较

短的时间内就进入迅速生长期 其菌落致密 微

生物菌丝体极其丰满 而静态培养微生物菌丝

体量相对较少 

气相双动态培养在第 天开始产生孢

子 其产酶达到最高峰1 而静态发

酵在第  天才出现少量的孢子 产酶达

1
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