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自絮凝酵母高浓度重复批次乙醇发酵 

李凡, 葛旭萌, 李宁, 白凤武 
大连理工大学生物科学与工程系, 大连 116023 

摘  要: 利用发酵性能优良的自絮凝酵母 Saccharomyces cerevisiae flo, 研究开发了重复批次高浓度乙醇发酵系统, 以

节省下游加工过程的能耗。在终点乙醇浓度达到 120 g/L 左右的条件下, 发酵系统的乙醇生产强度达到 8.2 g/(L·h)。然

而实验中发现, 随着发酵批次的增多, 自絮凝酵母沉降性能逐渐下降, 从发酵液中沉降分离所需时间相应延长, 导致发

酵液中高浓度乙醇对酵母的毒害作用加剧, 影响其发酵活性和发酵系统运行的稳定性，发酵装置运行 11 个批次后无法

继续运行。实验结果表明，絮凝能力下降导致的酵母絮凝颗粒尺度减小是其沉降性能下降的主要原因。进一步研究发

现, 酵母的絮凝能力通过再培养可以恢复。在此基础上对发酵系统操作进行改进, 每批发酵结束后可控采出一定比例菌

体, 调节系统的酵母细胞密度和乙醇生产强度以刺激酵母增殖, 保持其絮凝能力。在达到相同发酵终点乙醇浓度条件下, 

虽然发酵系统的乙醇生产强度降低到 4.0 g/(L·h)，但运行 10 d 后絮凝颗粒酵母尺度趋于稳定，继续运行 14 d, 未发现絮

凝颗粒酵母尺度继续下降的现象，系统可以稳定运行。 
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Consecutive very-high-gravity batch ethanol fermentation 
with self-flocculation yeast 

Fan Li, Xumeng Ge, Ning Li, and Fengwu Bai 
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Abstract:  In order to save energy consumption for the downstream processes, consecutive very-high-gravity batch fermentation 
was developed for ethanol production with the self-flocculating yeast Saccharomyces cerevisiae flo. The fermentation system 
exhibited a high ethanol productivity of 8.2 g/(L·h) with average ethanol concentration around 120 g/L. However, deterioration of the 
sedimentation performance of yeast flocs was observed as the consecutive fermentation process was prolonged, which significantly 
extended the time required for yeast flocs to separate from fermentation broth, and exaggerated the inhibition of high ethanol 
concentration on the yeast flocs, making them quickly lost viability and the fermentation system interrupted after 11 consecutive 
batches. Experimental results illustrated that decrease of the size of yeast flocs was the main reason, which could be prevented by 
stimulating the propagation of the yeast flocs. Thus, yeast was purged from the fermentation system at the end of each batch, and the 
concentration of yeast flocs within the fermentor was maintained at a relatively low level to stimulate their propagation. Although the 
ethanol productivity was decreased to 4.0 g/(L·h), the size of yeast flocs was stabilized after 10 consecutive batches and maintained 
for another 14 batches without further decrease, indicating the fermentation system could be operated reliably. 
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高浓度(Very high gravity, VHG)乙醇发酵, 是

指发酵基质的糖浓度在 250 g/L以上, 发酵终点乙醇

浓度大于 15%(V/V), 即 120 g/L的发酵过程。该工艺

不仅直接节省发酵液精馏操作能耗, 而且还可以减

少精馏产生废糟液及发酵系统物料流总量, 进而节

省采用多效蒸发技术处理废糟液及发酵系统物料流

加热与冷却操作的能耗, 是乙醇发酵行业和燃料乙

醇生产节能的重要研究和发展方向[1-2]。虽然 VHG

发酵可以通过采用同步糖化发酵 (Simultaneous 

saccharification and fermentation, SSF)[3]或流加 VHG

培养基补料的方式有效减轻底物抑制效应 [4], 但系

统中逐渐积累的高浓度乙醇产生的产物抑制, 却无

法采用经济上可行的方法避免, 如耦合膜渗透蒸发

虽然可以从系统中分离乙醇, 减轻产物抑制效应[5], 

但真空系统的能耗、膜组件自身的成本、粗原料对

膜的污染等诸多技术经济问题, 使其难以被工业界

接受。严重的产物抑制, 导致发酵速率显著降低, 发

酵时间大大延长, 甚至出现残糖浓度很高, 发酵却

过早停止的现象(Stuck fermentation)[6]。 

在研究酵母细胞乙醇抑制机理的基础上, 构建

乙醇耐受性好的工程菌株, 无疑是VHG乙醇发酵的

重要研究方向, 但迄今为止尚未取得预期进展。添

加氨基酸、维生素等营养组分, 虽然能够在一定程

度上提高酵母细胞在 VHG 发酵条件下的活性及乙

醇耐受性[7-9], 但这些营养组分对乙醇这样大宗低值

发酵产品生产来说价格昂贵。提高 VHG发酵系统酵

母细胞浓度, 可以提高发酵速率, 缩短酵母细胞历

经高浓度乙醇抑制的时间, 减轻高浓度乙醇对酵母

细胞的损伤, 保持其高发酵活性。基于这一思想, 本

课题组利用自行选育的乙醇发酵性能优良的自絮凝

酵母在发酵后易于从发酵液中自沉降分离, 使发酵

系统维持高细胞密度和高发酵活性的特点, 研究开

发了重复批次 VHG乙醇发酵技术(Consecutive VHG 

batch ethanol fermentation)。 

本研究对自絮凝酵母 VHG 条件下的重复批次

乙醇发酵系统性能进行了考察, 研究了实验运行过

程中随着重复发酵批次的增加, 自絮凝酵母沉降性

能逐渐衰退, 从发酵液中自沉降分离所需时间延长, 

酵母细胞受高浓度乙醇抑制损伤增加, 发酵活性逐

渐降低的现象, 针对絮凝能力衰退的菌体其絮凝能

力可以通过培养增殖得以恢复的特点, 对发酵操作

方式进行改进, 可控采出部分酵母, 使发酵系统的

酵母得以自我更新, 维持其絮凝性能, 实现了重复

批次高浓度乙醇发酵系统的持续稳定运行。 

1  材料和方法 

1.1  材料 
1.1.1  菌种 

自絮凝颗粒酵母 Saccharomyces cereviae flo, 由

大连理工大学生物科学与工程系保藏。 

1.1.2  培养基和缓冲液 

斜面培养基  (g/L): 葡萄糖  20, 酵母粉  4, 蛋

白胨 3, 琼脂 15, 4oC保藏。 

种子培养基  (g/L): 葡萄糖  30, 酵母粉  5, 蛋

白胨 5, 121oC灭菌 15 min。 

扩大培养基  (g/L): 葡萄糖  100, 酵母粉  5,  

蛋白胨 5, 121oC灭菌 15 min。 

发酵培养基 I (g/L): 葡萄糖 320, 酵母粉 6.75, 

蛋白胨 8.5, 110oC灭菌 15 min。 

发酵培养基 II (g/L): 葡萄糖 255, 酵母粉 5.25, 

蛋白胨 6.75, 115oC灭菌 15 min。 

解絮缓冲液 (mol/L): 醋酸钠 0.05, EDTA二钠 

0.02。 

絮凝缓冲液  (mol/L): 醋酸钠  0.05, 氯化钙 

0.01。 

醋酸钠缓冲液 (mol/L): 醋酸钠 0.05。 

1.2  培养和发酵 
1.2.1  摇瓶种子初级培养 

自斜面上接一环菌体于含有 100 mL 种子培养

基的 250 mL 摇瓶中, 在摇床上以 150 r/min、30℃

的条件培养 24 h。 

1.2.2  发酵罐种子扩大培养 

摇瓶酵母种子培养液静置沉降 1 min, 弃去上清

液, 将酵母接入含有 0.4 L 扩大培养基的发酵罐中
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进行间歇扩大培养; 待葡萄糖浓度降至 1 g/L 以下

时 , 切换为流加培养。其培养条件为 : 温度 30°C, 

pH 4.5, 搅拌速率 300 r/min, 通气量 0.5 vvm。控制

流加速率使残糖浓度维持在 1 g/L以下, 共加入 1 L

扩大培养基。 

1.2.3  高浓度乙醇对酵母细胞活性的影响 

扩大培养结束后, 暂停通气和搅拌, 自絮凝酵

母沉降至罐底, 抽出 0.6 L上层清液(保留 500 mL含

菌体发酵液); 开启通气和搅拌, 同时流加发酵培养

基 I, 每 30 min取样 1 mL测定残糖, 并调节流加速

率, 使残糖浓度维持在 1 g/L左右, 而乙醇浓度逐渐

上升。当乙醇浓度达到 120 g/L后, 停止流加和通气。

从流加发酵开始, 每隔 4 h取样 4 mL以测定各发酵

参数及菌体存活率。 

1.2.4  重复批次 VHG发酵 

扩大培养结束后, 停止通气和搅拌 1 min, 使自

絮凝酵母沉降, 然后抽出 1.1 L上层清液, 恢复搅拌

和通气, 随即用蠕动泵在 25 min内补加 1 L发酵培

养基 I, 使系统从低乙醇浓度的扩大培养状态 , 迅

速进入 VHG发酵状态, 待葡萄糖浓度降至 1 g/L以

下时, 认为发酵达到终点。对于第 2 批及之后的各

批次间歇发酵, 均在前一批发酵结束后停止通气和

搅拌 , 使自絮凝酵母沉降 , 抽出上层清液 , 保留

400 mL 菌体被浓集的发酵液, 补加 1.4 L发酵培养

基 II, 进行 10批如此的重复批次发酵。发酵条件控

制如下: 温度 30°C, pH 4.5, 搅拌速率 150 r/min, 

通气量 0.05 vvm。 

1.3  絮凝酵母不同粒径分布体系的沉降性能 
1.3.1  不同颗粒大小分布絮凝酵母的制备 

收集扩大培养的絮凝酵母菌体, 经去离子水洗

涤 2次后离心, 称取 4份等量湿重的菌体, 每份 70 g, 

悬浮于含有解絮缓冲液的刻度烧杯中 , 定容至  

300 mL, 磁力搅拌使菌体分散成游离体系。分别在

各烧杯中加入 0.005、0.0157、0.0324、0.0495 mol/L 

CaCl2 溶液 100 mL, 定容 450 mL并调节 pH为 4.70, 

得到不同颗粒分布的絮凝酵母体系, 利用激光聚焦

反 射 测 量 技 术 (Focused beam reflectance 

measurement, FBRM)测定絮凝酵母的颗粒分布 [10], 

定量考察其对沉降性能的影响。 

1.3.2  不同颗粒分布絮凝酵母表观粘度与沉降性能

的考察 

从各样品烧杯中, 取出 25 mL 菌体悬浮液, 采

用 NDJ-1 旋转粘度计测量表观粘度, 测量方法参考

文献[11]; 停止搅拌后, 将刻度烧杯中菌悬液转移至

500 mL量筒中, 测量菌体出现界面时体积及沉降时

间, 表征其沉降性能。 

1.4  发酵过程酵母絮凝特征的研究 
收集第 1批次和第 14批次发酵终点的絮凝酵母

样品, 去离子水洗涤 2次后, 离心收集菌体, 各称取

70 g湿重的菌体, 用 EDTA解絮凝缓冲液洗涤 2次, 

离心收集菌体, 再用醋酸钠缓冲液洗涤 2 次, 离心

后悬浮于含有醋酸钠缓冲液的刻度烧杯中, 定容至

450 mL, 分别加入 0.0495 g 过量无水 CaCl2
[12]使菌

体恢复絮凝并调节 pH为 4.70, 消除发酵后环境条件

差异对菌体絮凝及沉降性能影响, 考察发酵过程菌

体絮凝能力的变化。 

收集第 14 批次发酵终点的絮凝酵母悬浮液   

2 mL, 将其接种至含有 100 mL 种子培养基的摇瓶

中, 在摇床上以 150 r/min、30oC的条件培养 24 h后, 

收集摇瓶中菌体, 测量菌体絮凝及沉降性能, 考察

其絮凝性能恢复情况。 

1.5  改进的重复批次 VHG 发酵 
实验方法同 1.2.4, 絮凝酵母经过扩大培养并切

换至VHG发酵后, 在每批次发酵终点菌体沉降之前

抽出一定体积菌体悬浮液, 以此调节发酵罐内生物

量浓度, 使每批次发酵时间及终点生物量浓度保持

稳定。其余操作条件均与上述相同。 

1.6  分析方法 
1.6.1  发酵参数、自絮凝颗粒酵母粒径分布及酵母

活性的测定 

在每批次终点取 2份各 4 mL发酵液样品进行发

酵参数的测量。乙醇浓度、葡萄糖浓度、生物量的

分析、每批次发酵终点中利用 FBRM在线监测及罐

外测定酵母粒径分布的实验方法均参考文献[13]。 

去离子水洗涤酵母样品后, 用 0.2 mol/L 柠檬

酸钠溶液解絮并适当稀释, 采用 0.2%亚甲基蓝溶液

染色, 显微镜下直接计数测定酵母细胞总数和未着

色的活细胞数, 计算活细胞比率, 所有样品均测量 2
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次, 每份样品测量细胞数均大于 500个。 

1.6.2  发酵液上清液粘度及絮凝酵母悬浮液表观粘

度的测定 

在每批次发酵终点, 抽取 25 mL 絮凝酵母悬浮

液测量表观粘度, 待酵母沉降后, 抽取 25 mL 发酵

上清液测量其表观粘度, 所有样品测量 3 次。测量

方法均参考文献[11]。 

1.6.3  发酵上清液密度及酵母表观密度的测定 

在每批次发酵终点酵母沉降后, 取 100 mL发酵

液, 利用比重计室温下测量上清液密度, 并进行温

度补偿校正。酵母表观密度测量参考文献[14]进行, 

即取一定体积酵母悬浮液样品称重, 5000 r/min离心

分离菌体与发酵液后, 室温下测量发酵液体积与质

量, 利用质量体积差量法计算酵母表观密度, 每个

样品取 3份平行样。 

1.6.4  沉降性能测量 

在每批次发酵至终点后, 停止搅拌, 酵母菌体

开始沉降, 从沉降开始计时, 至菌体界面沉降至罐

体某一体积刻度处停止计时, 所用时间即为沉降时

间, 对应体积为沉降体积, 每份样品测量 2次。 

1.6.5  絮凝值的测量 

酵母细胞絮凝值  (Flocculence) 的测定 , 根据

酵母悬浮液在试管内经过特定时间沉降后, 取液面

下方某固定刻度处测量 OD 值 A, 并与解絮后游离

酵母 OD 值 B 进行比较, 定义 %100)1( ×−=
B
AF , 具

体方法参见文献[15], 所有样品均测量 2次。 

2  结果与讨论 

2.1  高浓度乙醇对酵母活性的影响 

    尽管酵母细胞自絮凝形成颗粒后乙醇耐受性得

以改善[16], 但高浓度乙醇对其毒害作用仍然十分突

出。如图 1所示, 当乙醇浓度由 45 g/L上升至 85 g/L

时, 其存活率由 74%下降至 48%; 随着乙醇浓度的

进一步上升, 酵母细胞的乙醇耐受性提高, 存活率

下降趋势变缓, 并维持在 50%左右。在乙醇浓度上

升至 120 g/L后 (图 1中虚线右侧), 酵母细胞在该乙

醇浓度下停留 4 h, 其存活率仍维持在 50%左右; 之

后随着时间的延长, 存活率迅速下降, 停留 11 h后

 

图 1  乙醇浓度对酵母细胞活性的影响 
Fig. 1  Effect of ethanol concentration on yeast viability. 
 
存活率下降至 30%。因此, 只要在一定的时间(如 2 h)

内完成酵母细胞与高乙醇浓度发酵液的分离, 即可

在酵母细胞大量死亡前, 将其回用至发酵初始阶段, 

以提高发酵罐的设备生产强度。 

2.2  重复批次发酵耦合絮凝沉降工艺的运行效果 
在考察高浓度乙醇对酵母活性影响的基础上 ,

设计了耦合酵母絮凝沉降的重复批次发酵工艺, 进

行 VHG乙醇发酵, 实验结果如表 1所示。可见每批

发酵终点的残糖浓度均低于 1 g/L, 乙醇浓度在    

120 g/L左右, 乙醇得率在 0.46左右, 生物量浓度大

于 20 g/L, 并随着批次的增加逐渐增加, 从而使每

批发酵时间由 14 h逐渐减少至 8 h, 发酵罐的乙醇设

备生产强度指标从 6 g/(L·h) 相应增加至 11 g/(L·h)。 

与游离酵母发酵过程相比, 絮凝酵母的优势在

于发酵初始阶段可富集较高的生物量浓度, 从而显

著提高发酵速率, 缩短发酵时间[17-18]。对于 VHG发

酵而言, 则可避免酵母经受长时间高浓度乙醇的毒

害, 且在发酵结束时, 可以利用菌体自絮凝沉降的

特性, 使高乙醇浓度的发酵液与菌体快速分离。与

文献中报道的利用游离酵母进行批次或连续 VHG

发酵, 设备生产强度指标仅为 1~2 g/(L·h)相 比[19-20], 

在终点乙醇浓度基本相同的条件下, 本实验采用的

重复批次发酵方式 , 平均设备生产强度可以达到

8.2 g/(L·h)。 

然而 ,  在实验中发现 ,  随着发酵批次的增多 , 

菌体的沉降性能逐渐下降, 达到同一沉降体积所需

的时间由初期的 0.3 min 增至约 25 min。而且, 随 
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表 1  凝酵母 S. cerevisiae flo 高浓度乙醇重复批次发酵实验结果 
Table 1  Results of the consecutive VHG batch fermentation with the self-flocculating yeast S. cerevisiae flo 

Batoh No. t (h) t s (m) S f (g/L) P f (g/L) X f (g/L) V s (L) q (g/(L·h)) Y (g/g) Viability (%) 
1 14.00 0.3 0.28 120 31.2 0.30 6.07 0.445 97.85 
2 12.75 0.8 0.90 115 24.0 0.40 7.18 0.464 95.52 
3 13.50 1.3 0.88 119 29.8 0.40 6.87 0.466 95.85 
4 11.67 2.0 0.19 122 31.5 0.40 7.97 0.472 94.46 
5 10.25 3.1 0.55 122 32.3 0.45 9.03 0.473 94.77 
6 9.33 4.3 0.33 119 34.8 0.40 9.84 0.451 93.87 
7 8.25 6.7 0.23 118 34.7 0.42 10.95 0.462 91.50 
8 8.00 9.6 0.75 120 30.9 0.42 11.35 0.469 86.70 
9 8.80 13.4 0.75 120 32.4 0.40 10.62 0.461 84.87 
10 7.72 18.5 0.44 120 35.3 0.50 10.58 0.463 78.35 
11 8.00 24.6 0.20 120 38.5 0.50 11.89 0.470 74.85 

 

着发酵批次的增加, 菌体活性逐渐下降。由于发酵

终点菌体处于高乙醇浓度和营养匮乏的胁迫条件下, 

沉降时间的增加, 势必会延长高浓度乙醇对酵母毒

害作用的时间, 使菌体活力受到损失。因此当酵母

沉降比较困难时, 采出部分菌体以降低系统酵母浓

度, 改善沉降性能(第 7和 8批次), 同时适当增加酵

母的沉降体积, 以减少沉降时间, 降低乙醇对酵母

的毒害作用, 这些措施虽然能够维持这一系统的发

酵性能, 但是菌体的沉降性能仍在继续衰退。因此, 

有必要对絮凝酵母沉降性能下降的原因进行分析。 

2.3  重复批次 VHG 发酵过程中絮凝酵母沉降性

能变化的定性考察 

基于上述分析, 首先定性考察了重复批次 VHG

发酵过程中絮凝酵母沉降性能的变化 , 结果如图 2

所示。可见在第一个批次结束和最后一个批次结

束时 , 絮凝酵母的沉降性能发生了明显变化 , 由

自由沉降转变为干扰沉降 , 界面位置随批次的增

多而提高。  

颗粒酵母自由沉降行为一般可由 Stokes 公式描

述, 影响颗粒沉降性能的因素包括: 粒径、液相表观

粘度、颗粒和液相的密度[21-22]。为此, 在另一组重

复批次发酵实验中, 对总共 14个批次每批发酵终点

絮凝酵母粒径、悬浮液粘度、酵母与发酵液密度进

行了测量, 定量分析絮凝酵母沉降性能改变的主要

因素, 实验结果如表 2所示。 

可见发酵过程中 ,  伴随生物量浓度逐渐增加 , 

悬浮液表观粘度由发酵初 14 mPa·s 逐渐增大到  

114 mPa·s*, 这种变化规律与本课题组之前报道的

结果一致[12]。进一步观察发现, 随着发酵过程的延 

 

图 2  重复批次发酵过程中酵母菌体沉降特征的定性考察 
Fig. 2  Sedimentation of the yeast flocs during the consecutive 
VHG batch fermentation. (a) Sampling at the end of the 1st 
batch fermentation. (b) Sampling at the end of the last batch 
fermentation. 
 
续, 当终点生物量维持在 42~44 g/L时, 悬浮液表观

粘度急剧下降至 69 mPa·s。整个发酵过程中, 上清液

的粘度基本保持不变, 发酵液密度和菌体密度基本

没有太大改变, 这也与文献报道相符合[14,22], 表明 
                
* 由于粘度计量程限制, 当粘度超过 50 mPa·s 时, 需要更换转子，

剪切速率改变, 第 10批发酵终点表观粘度因而发生阶跃变化。 



1334    ISSN1000-3061  CN11-1998/Q              Chin J Biotech            September 25, 2009  Vol.25  No.9 

  

Journals.im.ac.cn 

表 2  发酵过程中絮凝酵母沉降性能相关参数的测定结果 
Table 2  Parameters affecting sedimentation of the yeast flocs during the consecutive VHG batch fermentation 

Batch No. t 
s (m) X f (g/L) V s (L) μp (mPa·s) μ0 (mPa·s) ρ0 (g/cm3) ρc (g/cm3) M (μm) 

1 0.3 31.43 0.40 14.18 3.00 0.991 1.047 313 
2 0.9 32.18 0.40 18.35 3.00 0.991  302 
3 1.4 32.20 0.40 19.22 3.00 0.990  295 

4 3.1 34.33 0.40 23.70 3.00 0.991  273 

5 4.1 33.88 0.40 29.42 3.50 0.991  268 

6 5.6 38.23 0.40 30.93 3.00 0.991 1.041 259 

7 7.0 37.98 0.40 33.75 3.00 0.992  238 
8 10.3 38.43 0.40 36.18 3.00 0.992  193 
9 15.7 42.68 0.40 44.97 3.25 0.992  178  

10 22.3 44.25 0.40 99.90 3.50 0.992  146 

11 13.8 43.31 0.50 114.82 3.25 0.992  127 
12 16.2 43.21 0.50 99.93 3.25 0.993  112 
13 20.5 42.26 0.50 84.78 3.25 0.992  102 
14 26.8 42.05 0.50 69.24 3.75 0.992 1.042 96 

 

密度不是影响菌体沉降的主要因素。但随着发酵的

进行, FBRM监测到的菌体粒径逐渐减小, 从发酵初

期 313 μm 减少至 96 μm, 并且在发酵中后期下降较

快, 菌体的动态颗粒粒径不断下降, 表明酵母菌体

絮凝能力不断降低。 

从悬浮液粘度、酵母颗粒粒径、酵母和发酵液

密度的测量结果可以初步推测, 酵母絮凝能力的下

降导致颗粒粒径的减小, 可能是菌体沉降性能下降

的主要原因。 

2.4  絮凝酵母颗粒粒径对沉降性能影响的研究 
为了验证絮凝酵母颗粒粒径减小对沉降性能的

影响, 使用扩大培养结束发酵开始之前的絮凝酵母, 

以消除不同批次发酵条件的影响, 按照 1.3.1节的实

验方法制备了平均粒径依次为 93、160、211 和   

280 μm 的絮凝酵母颗粒体系, 在相同条件下, 测量

了菌体的沉降时间、界面形成时的体积和表观粘度

等, 结果如图 3所示。 

可见当絮凝酵母平均粒径为 93 μm 时 , 沉降

时间为 1530 s, 但平均粒径增加到 280 μm 时 , 沉

降时间迅速下降到 238 s, 同时沉降界面的体积由

256 mL 逐渐减小到至 91 mL, 这与发酵罐中观察

到的实验现象基本一致 , 即粒径越大 ,  沉降性能

越好。实验结果还显示出表观粘度随着颗粒粒径

的增大逐渐增大 ,  由于生物量浓度相同 ,  不同

颗粒体系表观粘度的增大 ,  表明菌体微观作用   

力即絮凝作用力的增强。进而利用 ASBC(American 

 

图 3  絮凝酵母粒径对沉降性能及表观粘度的影响 
Fig. 3  Effects of the yeast floc size on sedimentation and 
interface development and the apparent viscosity of the slurry. 

 
society of brewing chemists)酵母絮凝检测方法[15,23], 

对不同颗粒体系的絮凝值进行了测量 , 结果如图

4 所示 , 各颗粒体系的絮凝值均大于 80%, 且颗粒

粒径越大 , 絮凝值越大 , 即使在沉降性能很差的

体系 , 如 93 μm体系中 , 絮凝值仍较高 , 即游离酵

母的比例仍很少。可以推测 , 重复批次发酵过程中

絮凝酵母絮凝能力的衰退 , 不是从絮凝退化为非

絮凝 , 而是酵母颗粒之间结合能力的下降 , 颗粒

变小而且松散。  

2.5  发酵过程初期、末期以及重新培养后絮凝酵

母的对比 
按照 1.4节的实验方法, 利用 FBRM考察了第 1
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和第 14 批次发酵结束后絮凝酵母的粒径及沉降性

能, 结果如图 5 所示。钙离子是絮凝酵母形成颗粒

的必要前提 , 相同生物量浓度的样品经过处理后 , 

在确保钙离子过量及其他相同条件下, 第 1 批次发

酵结束后酵母体系平均颗粒粒径大 , 沉降时间短 , 

界面体积小, 并且表观粘度较第 14批次终点酵母体

系大, 说明这一阶段絮凝酵母的沉降性能优越, 菌

体颗粒之间作用力即絮凝能力强。 

菌体絮凝能力降低导致颗粒分布向小尺度方向

推移。本实验室也发现在种子罐培养过程中发生游

离细胞替换絮凝细胞的现象, 其原因在于游离酵母

比生长速率高于大尺度的絮凝颗粒酵母。因此开发 

 

图 4  不同粒径酵母体系的絮凝值 
Fig. 4  Flocculence of the yeast flocs with different size 
distributions. 

 

图 5  重复批次发酵过程初期、末期及重新培养的酵母絮

凝及沉降性能 
Fig. 5  Sedimentation of yeast flocs and interface development 
and apparent viscosity of the slurry. a: yeast sampling at the end 
of the 1st batch; b and c: yeast sampling at the end of the 14th 
batch without and with re-cultivation treatment. 

高浓度重复批次发酵工艺, 防止菌体絮凝能力持续

衰退是解决问题的关键。 

鉴于酵母絮凝能力衰退是发酵过程环境因素对

酵母细胞施加的各种影响所致, 对絮凝性能衰退的

菌体进行再培养, 解除其所受压力, 则有可能恢复

其絮凝能力, 为此将表 2中第 14批次发酵后的菌体

取出, 按照 1.2.1 的培养条件进行恢复性培养, 并与

未进行恢复性培养的菌体比较, 发现酵母的絮凝能

力和沉降性能均得以恢复, 达到了第 1 批次发酵结

束时的状态, 表明刺激生长可以补偿酵母絮凝能力

的衰退。然而对于重复批次发酵系统, 若每一批次

发酵结束后, 都对菌体进行絮凝恢复性培养, 将增

加工艺操作的复杂程度 , 从工业应用的角度来看 , 

是不可取的。针对重复批次这样的发酵系统, 在每

批发酵结束后, 可以通过采出一定量的酵母, 适当

降低发酵罐中酵母细胞浓度, 进而减轻乙醇生产强

度过高对菌体产生的胁迫 , 来刺激酵母细胞生长 , 

维持其絮凝性能。 

2.6  重复批次发酵工艺的改进 
针对表 1 所示发酵系统为了追求高生物量浓度

而未及时采出酵母导致酵母生长缓慢, 絮凝性能持

续衰退的问题, 对工艺操作方案进行改进, 在每批

次发酵结束后采出部分酵母菌体, 待酵母沉降并移

除上清液后加入新培养基, 继续进行下一批次发酵, 

实验持续运行 24个批次, 结果如图 6所示。可见, 在

保证终点乙醇浓度维持在 120 g/L 左右及残糖小于 

1 g/L的条件下, 每批次发酵结束后抽出 800 mL菌

体悬浮液, 经过前 5 个批次的调整后, 每批次发酵 

 

图 6  改进后的重复批次发酵实验结果 
Fig. 6  Results of the modified consecutive VHG batch 
fermentation system. 
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时间可以维持在 24 h左右, 生产强度为 4.0 g/(L·h), 

每批次发酵过程中, 酵母菌体通过自我增殖, 可维

持终点生物量浓度在 16~18 g/L。酵母颗粒粒径自第

一批次发酵后呈现下降趋势, 经过约 10个批次后酵

母平均粒径稳定在 100 μm 左右, 且对应沉降体积

为 400 mL的沉降时间也趋于稳定, 为 30 s左右, 其

中第 16 批次发酵时间延长及其他参数波动是意外

供电故障扰动所致, 但系统很快恢复稳定。 

絮凝基因的表达产物絮凝蛋白是酿酒酵母具备

絮凝能力的内在条件[24], 絮凝基因的转录水平、转

录后的修饰、絮凝蛋白在细胞壁上的空间分布、细

胞壁表面甘露糖残基的含量及分布, 都会影响到絮

凝蛋白与其配基甘露糖残基的正确结合, 从而影响

絮凝能力[25-26]。游离酿酒酵母中絮凝基因处于沉默

状态[27], 因此絮凝基因作为酵母生理代谢非必需基

因 , 其表达水平可能因外界环境胁迫受到抑制 [15], 

这也可能是酵母对于环境压力做出的一种应答。目

前在转录水平上已证实 S. cerevisiae flo絮凝基因的

转录水平与絮凝性能密切相关, 更深入的工作正在

进行中。下一步工作应当分析乙醇浓度及发酵速率对

絮凝酵母絮凝基因的转录、絮凝蛋白的修饰及转运过

程的影响, 以解释发酵工艺条件与酵母生理变化尤

其是絮凝性能之间更详尽的关系, 进而从理论上为

絮凝酵母菌种改良及工业化应用提供指导依据。 

3  结论 

1) 利用自絮凝酵母 S. cerevisiae flo进行高浓度

乙醇发酵, 研究了重复批次发酵工艺的可行性, 该

工艺与传统的批次发酵及连续发酵工艺相比, 具有

较大技术优势。 

2) 在自絮凝酵母重复批次乙醇发酵实验中, 随

着发酵过程的进行, 酵母沉降性能逐渐衰退, 而且

在发酵后期衰退比较严重。 

3) 酵母颗粒粒径的减小是造成其沉降性能衰

退的主要原因 , 模拟实验也表明 , 颗粒越大 , 自絮

凝酵母沉降越迅速, 自絮凝酵母粒径的大小反映酵

母絮凝能力的强弱。 

4) 絮凝性能的衰退可以通过调控发酵系统酵

母细胞浓度和乙醇生产强度, 依靠菌体自我更新来

补偿, 使这一高浓度乙醇发酵系统稳定运行。 

符  号  说  明 

M —— FBRM 测量得到的酵母细胞平均粒径, 
μm; 

Pf —— 重复批次发酵每批次发酵终点乙醇浓

度, g/L; 

q —— 生产强度, g/(L·h); 

Sf —— 重复批次发酵每批次发酵终点残葡萄

糖浓度, g/L; 

t —— 发酵时间, h; 

ts —— 沉降时间, m; 

Vs —— 重复批次发酵每批次发酵终点沉降体

积, L; 

Xf —— 重复批次发酵每批次发酵终点生物量

浓度, g/L; 

Y —— 乙醇得率, g/g; 

ρo —— 发酵液沉降后上清液表观密度, g/cm3; 

ρc —— 酵母细胞表观密度, g/cm3; 

μp —— 发酵液表观粘度, mPa·s; 

μ0 —— 发酵液沉降后上清夜表观粘度, mPa·s。 

下  角  标 

c —— 酵母细胞; 

f —— 发酵终点; 

o —— 上清液; 

p —— 酵母悬浮液; 

s —— 沉降。 
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