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研究简报                                                              

絮凝颗粒粒度分布对自絮凝酵母 SPSC01乙醇耐受能力
的影响 

雷娟娟, 赵心清, 薛闯, 葛旭萌, 白凤武 
生物科学与工程系, 大连理工大学, 大连 116023 

摘  要: 利用激光聚焦反射式颗粒测量系统, 通过调节不同的搅拌速率, 得到了分批补料培养条件下粒度分布不同的

四个絮凝酵母 SPSC01 颗粒群体, 进而对絮凝颗粒群体分布对乙醇耐受性进行了系统研究。经过 6 h、20%乙醇的冲击, 

颗粒粒度为 100、200、300 和 400 μm 的自絮凝酵母 SPSC01 的存活率分别为 3.5%、26.7%、48.8%和 37.6%。这表明不

同粒度分布的絮凝颗粒群体乙醇耐受性具有明显差别, 在一定粒度范围内乙醇耐受性达到最高, 乙醇耐受性最高的酵

母群体的乙醇得率系数 85.5%, 比乙醇耐性最低的颗粒群体提高了 7.2%。粒度为 100、200 和 300 μm 的自絮凝酵母颗

粒群体总麦角固醇、游离麦角固醇及海藻糖含量与粒度大小成正相关, 但在粒度为 400 μm 的絮凝颗粒群体中总麦角固

醇、游离麦角固醇及海藻糖含量呈下降趋势, 与其乙醇耐性低于 300 μm 絮凝颗粒的结果相一致。对细胞膜透性的研究

表明, 颗粒粒度为 300 μm 的絮凝酵母颗粒细胞膜通透性(P′)最低, 分别仅为颗粒粒度为 100 μm 和 200 μm 颗粒群体的

43%和 52%, 表明粒度分布不同的絮凝颗粒群体乙醇耐性的差别与细胞膜透性密切相关。 

关键词 : 自絮凝酵母颗粒 , 粒度分布 , 在线检测 , 乙醇耐性  

Influence of Floc Size Distribution on the Ethanol Tolerance of 
a Self-flocculating Yeast Strain SPSC01 
Juanjuan Lei, Xinqing Zhao, Chuang Xue, Xumeng GE, and Fengwu Bai 

Department of Bioscience and Bioengineering, Dalian University of Technology, Dalian 116023, China  

Abstract: Ethanol tolerance of self-flocculating yeast SPSC01 was studied in a 3-L bioreactor under fed-batch culture. Yeast floc 
populations with the average sizes around 100, 200, 300, and 400 μm were obtained by adjusting the mechanical stirring rates of the 
fermentation system. When subjected to 20% (V/V) ethanol shock for 6 h at 30°C, the remained cell viability was 3.5%、26.7%、

48.8% and 37.6% for the aforementioned four floc populations, respectively. The highest ethanol yield 85.5% was achieved for the 
300 μm flocs, 7.2% higher than that of the 100 μm flocs. The amounts of trehalose and ergosterol (including free ergosterol and total 
ergosterol) were positively correlated with the average size distributions from 100 to 300 μm. However, in the 400 μm flocs, the con-
tent of trehalose and ergosterol decreased, which coincided with its reduced ethanol tolerance compared to that of the 300 μm flocs. 
Furthermore, when subjected to 15% (V/V) ethanol shock at 30°C, the equilibrium nucleotide concentration and plasma membrane 
permeability coefficient(P′) of the 300 μm flocs accounted for only 43% and 52% respectively of those of the 100 μm and 200 μm 
populations. The effect of floc size distribution on the ethanol tolerance of the self-flocculating yeast strain SPSC01 was closely re-
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lated to plasma membrane permeability. An optimal floc size distribution with the highest ethanol tolerance and ethanol production 
level could be obtained by controlling mechanical stirring speed of the bioreactor, which provides basis for the process optimization 
of fuel ethanol production using this self-flocculating strain. 

Key words: self-flocculating yeast, floc size distribution, on-line monitoring, ethanol tolerance 

燃料乙醇作为可再生的清洁能源, 不仅能缓解

当前石油资源短缺的情况, 而且能减缓石油基液体

燃料大量消费导致生态环境的不断恶化, 因此在世

界范围内正在得到越来越广泛的应用。由于高浓度

的乙醇对酵母菌的生长、发酵和存活都具有毒害作

用, 酵母菌乙醇耐性的提高对于乙醇发酵, 尤其是

超高浓度乙醇发酵技术具有重要的意义。 

酵母菌的絮凝特性最早被应用于啤酒酿造以利

于在后期工序中加速啤酒澄清、避免因菌体自溶而

引起的啤酒风味损害[1,2]。利用这种微生物菌体自絮

凝形成的颗粒作为一种固定化手段, 是细胞固定化

技术中新的概念[3,4]。这种固定化细胞技术具有方法

简单、无附加成本、反应器中菌体浓度高、酵母连

续使用寿命长、设备生产能力高、发酵时间短等明

显的技术和经济上的优势, 大大减少分离过程的能

耗,展示了良好的工业化应用前景[5]。近期在对燃料

乙醇工程中使用的自絮凝酵母SPSC01 的研究中我

们发现, 与游离状态的细胞相比, 絮凝酵母的乙醇

耐受性明显提高 [6] , 并发现, 絮凝酵母菌株细胞膜 

氨基酸组成, 棕榈酸含量和质膜 ATP 酶的激活与乙 

醇耐性有密切关系[7−9], 当絮凝酵母SPSC01 变为游 

离态时, 菌体的乙醇耐性急剧下降, 变得与酿酒酵 

母变异株的水平相当, 细胞膜透性的降低与乙醇耐 

性的提高相一致[6]。可见, 絮凝颗粒群体特征的改变 

是酵母菌乙醇耐性提高的原因。大量研究发现, 除 

了细胞膜脂肪酸 [10]和质膜ATP酶[11]外, 酵母菌的乙 
醇耐性还可能与麦角固醇(胆固醇)[12,13]、海藻糖 [12] 

等多种成分有关。然而, 迄今为止, 有关酵母自絮凝 
形成颗粒这一细胞群体形态改变对菌体内这些生化 
成分的改变还没有研究。 

本课题组建立了自絮凝酵母颗粒粒度分布的在 
线测量和定量表征方法[14], 为研究反应器中自絮凝 
酵母细胞群体结构与乙醇耐性之间的关系奠定了重 
要基础。本论文通过调整反应器的机械搅拌速率 ,  
利用在线粒度监测系统, 对分批补料发酵过程中自 

絮凝酵母 SPSC01 的颗粒大小及分布与乙醇耐受性

的关系进行了定量研究, 并考察了絮凝颗粒不同大

小的群体麦角固醇和海藻糖含量的差别, 以及不同

粒度分布的颗粒体系在高浓度乙醇冲击下细胞膜透

性的变化, 为进一步通过控制絮凝酵母粒度提高发

酵终点的乙醇浓度奠定了理论基础。 

1  材料与方法 

1.1  菌种 
自絮凝颗粒酵母 SPSC01, 由本实验室保存。 

1.2  培养基 
摇瓶生长培养基 (g·L−1)：葡萄糖 30, 酵母粉 4,  

蛋白胨 3, pH自然, 自来水配制。 
发酵培养基 (g·L−1)：葡萄糖 125, 酵母粉 5, 蛋

白胨 4, pH自然, 自来水配制。 
补料培养基 (g·L−1)：葡萄糖 600, 酵母粉 15, 蛋

白胨 12, pH自然, 自来水配制。 

1.3  摇瓶培养 
取一环新鲜斜面活化的菌体接入装有 100 mL 

生长培养基的 250 mL 摇瓶中, 在旋转式摇床上 150 
r·min−1、30℃培养 24 h后, 静置沉降酵母颗粒, 倾去
上清液, 换入新鲜生长培养基继续培养 24 h, 所获得
的絮凝酵母作为种子培养物进行补料分批发酵。 

1.4  补料分批发酵  
在装料工作体积为 3 L的发酵罐中先加入 2 L的

发酵培养基, 然后接入絮凝酵母摇瓶培养物, 使菌
体浓度达到 3(dw)g·L−1, 发酵 12 h后开始补料, 补料
流速为 35 mL·h−1, 整个发酵过程中不通气。 

1.5  分析方法  
1.5.1  发酵参数测定 

乙醇浓度采用气相色谱分析(Agilent 6890A GC , 

FID 检测器);菌体浓度以单位体积发酵液中细胞干

重来表示 ;葡萄糖的分析采用葡萄糖自动分析仪

(SBA250 型生物传感分析仪)。 

1.5.2  FBRM测量方法 

使用美国 Laser-Tech 公司的新型颗粒在线检测

系统--聚焦光束反射测量与分析系统(Focused Beam 
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Reflectance Measurement, FBRM), 在线检测整个发

酵过程中絮凝颗粒群体的粒度分布。 

1.5.3  菌体乙醇耐受性的测定 

收获发酵终点的酵母菌体 ,用无菌去离子水洗

涤两次, 于 30°C在 20%(V/V)乙醇浓度下进行冲击实

验, 定期取样检测残余活细胞数目, 菌体的乙醇耐

性以存活率(Viability)表示。 

1.6  胞内总麦角固醇和游离麦角固醇含量的测

定[15, 16] 

总麦角固醇和游离麦角固醇按参考文献[15]的

实验方法提取后, 根据文献[16]的比色法进行定量。 

1.7  海藻糖含量的测定[17] 

海藻糖的提取及定量根据参考文献[17]的实验

方法。  

1.8  胞外核苷酸浓度和细胞膜透性系数(P′)的测定 

将收获的菌体用去离子水反复洗涤直至上清液

在 260 nm处的吸收值近似为零。将菌体转入

15%(V/V)乙醇缓冲液(配置于 0.1 mmol·L−1 柠檬酸钠 

pH5.0解絮缓冲液)中, 并将其置于 100 r/min缓速转

动的摇床(30°C)上, 定期分别检测溶液在 260 nm和

280 nm处的吸收值直至二者均达到平衡值。某一时

刻胞外核苷酸浓度由下式计算 [18]： Nucleotide 

=(11.87×A260 –10.40×A280)×100/9, 核苷酸浓度以

每mL溶液含磷的μg数表示。细胞膜透性系数(P’)由

下式求得： 
0ln( ) ln( ) (1 / )( / ) 'e e e e i e iC C C C V V A V P∞ ∞− = − − + t  

其中 , t表示时间 (h), Ce表示胞外核苷酸浓度

(mol·cm−3), A表示细胞膜总表面积(cm2), Vi表示胞内

液体总体积(cm3), Ve表示胞外液体总体积(cm3), Ce
0

和Ce
∞分别表示t = 0和t = ∞时的Ce。 

1.9  统计学分析 
所有的实验结果均来自两批独立的补料分批发

酵, 为避免取样的偏差, 每批发酵取 3 个样品进行

参数的测定, 每次测定取 3 次测量的平均值。所得

到的实验数据均使用 SPSS13.0处理, 得到平均值和

方差。 

2  实验结果 

2.1  不同颗粒大小及分布的 SPSC01 絮凝颗粒群

体乙醇耐性的比较 
分批补料发酵过程中通过调节反应器的搅拌速

率得到了粒度分布不同的四个颗粒体系, 在发酵过

程中通过 FBRM系统在线监测平均粒度的分布, 得到

不同颗粒体系在 60 h发酵过程中每 5 min的粒度大小

的平均值(mean±SD), 分别为 96±91μm、205±87 μm、

295±90 μm和 403±98 μm, 在下文中分别称为 100 μm, 

200 μm, 300 μm 和 400 μm颗粒体系。 

图 1 给出了不同颗粒体系的乙醇耐受性差异, 可

见经过 6 h、 20%的乙醇冲击, 平均粒度为 100 μm、

200 μm、300 μm和 400 μm的絮凝颗粒体系存活率分

别为 3.5%、26.7%、48.8%和 37.6%, 这表明自絮凝酵

母 SPSC01 的乙醇耐受性与其颗粒粒度的分布密切相

关, 即在一定的颗粒大小(本文中小于 300 μm范围内)

的颗粒群体中, 颗粒粒度越大其乙醇耐受性越高。 
 

 

图 1  不同颗粒体系的 SPSC0120%酒精冲击下的存活率 
Fig. 1  Viability of the floc populations subjected to 

20%(V/V) ethanol shock at 30℃ 
The average sizeDistribution of the floc populations were: ◆, 

100 μm; ▲, 200 μm; ■, 300 μm; and ×, 400 μm 

 
表 1进一步比较了这几组颗粒群体的发酵性能, 

可见平均粒度为 100 μm、200 μm、300 μm和 400 μm 

的颗粒体系, 乙醇得率分别为 78.3%、81.1%、85.5%  
 

表 1  不同颗粒体系的分批补料发酵的性能比较 
Table 1  Ethanol fed-batch fermentation results of different  

floc populations 

Floc 
size/μm

Biomass DCW 
/(g·L−1) 

Ethanol con. 
/(g·L−1) 

Ethanol yield, 
YE/S

* /% 

100 10.78 113.0 78.3 

200 10.03 117.2 81.2 

300 10.07 123.4 85.5 

400 10.32 118.8 82.3 

*Ethanol yield 
/ 100

0.511( )E S
input remained

EY
S S

=
−

× , E, mass of ethanol; S, 

mass of glucose. 
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和 82.3%, 乙醇耐性最高的酵母群体的乙醇产量较
耐性最低的提高了 10 g·L−1, 乙醇得率比乙醇耐性最
低的颗粒提高了 7.2%, 这说明在一定的絮凝颗粒粒
度范围内, 絮凝粒度的增大, 不仅能提高菌体对高
浓度乙醇的耐性, 也提高了发酵终点的乙醇浓度。
但是大于一定的颗粒大小范围后, 乙醇耐性和发酵
终点的乙醇浓度没有进一步升高反而出现下降, 这
可能与粒度太大导致的传质阻力影响了营养物质的

运输有关。 

2.2  不同颗粒大小及分布的 SPSC01 絮凝颗粒群

体麦角固醇含量的比较 
不同颗粒群体细胞内总麦角固醇和游离麦角固醇

的含量如表 2所示。颗粒粒度为 100 μm、200 μm、300 
μm的自絮凝酵母细胞膜总麦角固醇和游离麦角固醇
的含量(mg·g−1)分别为 2.25、3.11、4.02和 0.41、0.92、
1.76, 与颗粒平均粒度成正相关, 但当颗粒超过 300 
μm的时候, 其总麦角固醇和游离麦角固醇的含量出现
略微下降, 分别为 3.61 mg·g−1和 1.38 mg·g−1。 
 
表 2  不同颗粒体系的 SPSC01 细胞膜总麦角固醇和游 

离麦角固醇含量的比较 
Table 2 Total ergosterol and free ergosterol of different  

floc populations 

Amount [mean±SD (median; range)] of 
Floc size 

/μm Total ergosterol 
/(mg·g−1)(DCW) 

Free ergosterol 
/(mg·g−1)(DCW) 

100 2.25±0.04(2.25; 0.14) 0.41±0.020(0.41; 0.07)

200 3.11±0.03(3.13; 0.09) 0.92±0.023(0.92; 0.08)

300 4.02±0.03(4.02; 0.09) 1.76±0.06(2.00; 0.20) 

400 3.61±0.031(3.65; 0.13) 1.38±0.05(1.40; 0.20) 
 

2.3  不同颗粒大小及分布的 SPSC01 颗粒群体细

胞膜透性系数(P′)的差异 
从以上的实验数据可以看出, 颗粒大小及分布

不同的絮凝酵母 SPSC01的乙醇耐性存在很明显的差
别, 而且不同的颗粒体系麦角固醇含量也存在明显
差别。由于麦角固醇含量与细胞膜的流动性和透性密

切相关, 因此本文进一步考察了不同颗粒体系细胞
膜的通透性。图 2是不同颗粒粒度大小的 SPSC01在
30°C 15%(V/V)乙醇冲击下的胞内核苷酸泄漏导致的
的胞外核苷酸浓度随时间的变化图, 乙醇耐性能力
强的颗粒体系胞外核苷酸浓度的泄漏速度低。 

表 3列出了不同颗粒群体在 30°C, 15%(V/V)乙醇
冲击下细胞膜透性系数(P′)的区别。从表 3 看出, 在
一定的颗粒粒度大小(300 μm 范围内)及分布的条件

下, 颗粒粒度小的菌体的细胞膜透性系数 P′比较大。
这说明, 颗粒粒度的增大导致的菌体乙醇耐性的提
高是与其在乙醇冲击下的较低的细胞膜透性系数密

切相关的。 
 

 

图 2  不同颗粒体系的 SPSC01在 15% (V/V) 酒精冲击下

胞外核苷酸浓度的差异 
Fig. 2  Intracellular nucleotide secretion of different floc popu- 
lations subjected to 15%(V/V) ethanol shock treatment at 30°C 

The floc populations with average size ditributions were repre 
sented as: ◆, 100 μm; ▲, 200 μm; ■, 300 μm,;and ×, 400 μm 

 
表 3  不同颗粒体系的 SPSC01 于 30℃在 15%(v/v) 酒精

冲击下细胞膜透性系数的差异 
Table 3  Plasma membrane permeability coefficient (P′)of 

different floc populations subjected to 15%(V/V) ethanol  
shock at 30℃ 

Floc size / μm P′/(cm·h−1) 

100 3.5×10−7

200 2.9×10−7

300 1.5×10−7

400 2.0×10−7

 
2.4  不同颗粒体系细胞内海藻糖含量的比较 

不同絮凝颗粒体系胞内海藻糖含量如表 4 所
示。从表 4 看出：随着SPSC01 颗粒粒度由 100 μm
提高到 300 μm, 胞内的海藻糖含量也从 136 mg·g−1

增加到 275 mg·g−1, 粒度在 300 μm 内的海藻糖含量
与颗粒粒度成正相关, 但当平均颗粒达到 400 μm的
时候, 胞内海藻糖含量略有下降。 

 

表 4  不同颗粒体系的 SPSC01 的胞内海藻糖含量的比较 
Table 4  Trehalose of different floc populations 

Amount [mean±SD (median; range)] of 
trehalose Floc size/μm 

(mg·g-1 of SPSC01 dry mass) 

100 136.7±0.44(136.5; 1.50) 

200 215.5±0.77(215.4; 2.67) 

300 275.4±0.91(275.4; 3.15) 

400 238.3±0.87( 238.3; 2.98) 
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3 讨论 

麦角固醇是酵母菌细胞膜的重要组成成分, 细

胞中的麦角固醇以游离态及结合态两种形式存在 , 

游离的麦角固醇主要存在酵母细胞的细胞膜上, 能

影响细胞膜上蛋白的活性, 稳定细胞膜磷脂和蛋白

质, 增加细胞膜的坚固性, 从而影响物质的运送及

细胞膜的流动性[15], 而细胞膜的流动性是与其乙醇

耐性相关的。不同酵母中麦角固醇对乙醇耐性的影

响存在差别, 有的酵母菌种中麦角固醇与乙醇耐性

未发现相关性[19]。结果表明, 不同粒度分布的絮凝

酵母SPSC01颗粒乙醇耐受性存在明显的差别, 而且

不同的絮凝酵母群体胞内总麦角固醇和游离麦角固

醇含量存在明显差别, 尤其是游离麦角固醇的含量

相差很大, 乙醇耐性最高的 300 μm颗粒游离麦角固

醇含量大约是耐性最弱的 100 μm颗粒的 4 倍左右

(表 2), 显示了耐性强的颗粒内部存在相对较强的麦

角固醇的合成活性。对不同粒度颗粒的细胞膜透性

研究表明, 乙醇耐性最强的颗粒在高浓度乙醇冲击

下细胞膜的透性最低(表 3)。 

很多研究证明海藻糖可作为细胞在多种胁迫

(包括乙醇冲击和热冲击等)条件下的保护剂。海藻糖

能通过与细胞膜磷脂极性磷酸基团结合而稳定细胞

膜, 同时海藻糖含量的增加可抑制由乙醇诱导的细

胞内含物的泄漏从而提高菌体的耐乙醇性能, 从而

能保护菌体免受乙醇冲击的伤害[20]。本文的研究结

果表明, 絮凝酵母颗粒不同大小的群体海藻糖的合

成活性也有所不同, 尤其是乙醇耐性最强的 300 μm

的颗粒和耐性最弱的 100 μm的颗粒相比差别很大

(表 4)。 

絮凝酵母SPSC01 在一定颗粒范围内(在本实验

条件下为 300 μm)乙醇耐性最佳, 因此调节絮凝颗

粒的大小分布对提高乙醇的耐性和乙醇产量很重

要。本文的结果为进一步工程调控絮凝酵母粒度分

布在合适的范围打下良好的理论基础。这种在乙醇

发酵过程中发现的酵母菌的群体特征对乙醇耐性的

影响及胞内生化成分的变化也提示了微生物群体特

征的研究和控制的重要性。微生物群体的颗粒大小

在活性污泥对毒性物质的敏感度研究中也有研究[21], 

类似的, 最近在微胶囊固定化细胞的研究中也发现, 

与游离细胞相比, 固定在微胶囊中的微生物群体对

渗透胁的抗性增强 [22], 本文的研究结果揭示, 微生

物聚集的颗粒大小不同, 其群体的生理生化特性和

群体的功能也有很大差别, 并为相关的微生物群体

的培养特征研究提供了新的思路。 

4  结论   

(1) 不同颗粒大小及分布的融合株 SPSC01 絮

凝颗粒体系乙醇耐受能力有明显的差别。絮凝颗粒

在一定的范围内乙醇耐受性最强。. 

(2) 颗粒粒度的变化伴随着融合株 SPSC01 细
胞内总麦角固醇和游离麦角固醇含量的变化, 并在
一定的粒度范围内成正相关。游离麦角固醇的含量

变化显著于总麦角固醇的含量。 
(3) 融合株SPSC01颗粒粒度的增大对菌体乙醇

耐性的提高与降低其在高浓度乙醇冲击下的细胞膜

透性系数′密切相关。 

(4) 絮凝颗粒粒度的变化伴随着融合株 SPSC01

胞内海藻糖含量的变化, 胞内海藻糖含量的差别在

乙醇耐性最强和最弱的颗粒中表现很明显。 

符号说明： 

A — 细胞膜总表面积 cm2,  

Ce — 胞外核苷酸浓度, mol·cm−3

Ce
0 — t = 0时的Ce, mol·cm−3,  

Ce
∞— t = ∞时的Ce, mol·cm−3 

P′ — 细胞膜透性系数,  

t — 时间, h 

Ve — 胞外液体总体积cm3,  

Vi — 胞内液体总体积cm3

YE/S
* — 酒精得率, % 
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