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絮凝酵母 !"!#$%连续培养最适生长条件的研究

王江龙 孜力汗" 白凤武
（大连理工大学生物科学与工程系 大连 ""3$#6）

摘 要：采用均匀设计实验法对气升式内环流生物反应器中絮凝酵母 GHGI$"的高密度培养条件进行了研究，确定
了各因素与目标函数之间的关系，并通过综合调优，获得该菌株的最佳培养条件：温度 6$J；通气量 $@5"!KK:；培养
基组成为：双酶法制备的玉米糖化液，糖浓度为 ##$DLM，添加 ! :MLM玉米浆和 6DLM（0N!）#NHO!；稀释速率控制为

$@$#=B "。在上述条件下进行絮凝酵母的连续培养，培养液中的酵母细胞密度达到了 #$D（P( C）LM以上。
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自絮凝酵母 GHGI$"是发酵生产酒精的良好菌
株。该菌株在培养过程中可以自絮凝形成毫米级大

小的颗粒，在发酵罐中实现自固定化，显著提高了发

酵罐中的酵母细胞密度，缩短了平均发酵时间［" S 6］。

提高发酵终点酒精浓度和发酵温度并尽可能多地回

收酵母是工业化生产追求的目标，因为发酵液中的

高酒精浓度可显著降低精馏操作的能耗和废糟液产

生的总量，提高发酵温度可降低发酵罐运行过程中

的冷却费用，回收酵母进一步加工成高附加值的产

品，可以提高酒精生产过程的综合经济效益。目前

工业化生产中发酵终点的酒精浓度可达到 "#T（! L
!）左右，发酵温度控制在 6#J S 6!J。这样的环境
条件显然不利于酵母细胞的生长，进而影响酒精发

酵的正常进行。因此，设计专门的絮凝酵母种子培

养罐，定量向发酵系统补充新鲜酵母是十分必要的。

均匀设计法是我国数理统计学家方开泰、数学

家王 元将数论与多元统计相结合而建立起来的一

种实验方法［U］，对于多因素多水平试验条件的选择，

可以大大减少试验次数，提高效率。本研究运用此

实验方法对气升式内环流悬浮床生物反应器中絮凝

酵母的培养条件进行优化，其结果可供工业化装置

设计和操作时参考。

% 材料和方法

%&% 原料和试剂
脱皮脱胚玉米粉购自铁岭市玉米综合加工厂；

玉米浆购自安徽丰原生物化学股份有限公司；!4淀
粉酶和糖化酶为 0&K&</:*V公司提供（#$$$$WL:M和
"$$$$$WL:M）。
%&’ 菌株
融合株 GHGI$"，系具有自絮凝能力的栗酒裂殖

酵母（"#$%&’()##$)*)’+,#-( .’+/-）变异株和酒精发酵
性能优良的酿酒酵母（ ")##$)*’+,#-( #-*0-1%(%)-）变异
株的融合株。

%&( 培养基
前期生长培养基：每升含酵母粉 6@2UD，蛋白胨

6D，葡萄糖 6$D，XN!@U，在 $@"YH. 压力下灭菌
6$:;>。斜面培养基：前期生产培养基中加 !$T琼
脂。流加培养用培养基：双酶法制备的玉米糖化液，

添加适量无机盐，在 $@$#UYH.压力下灭菌 6$:;>。
%&) 培养方法
%&)&% 摇瓶培养：将菌种接入装有 "$$:M生长培养
基的 #U$:M锥形瓶中，在 6$J，转速 "U$,L:;> 条件
下进行摇瓶培养。培养 #!=后静置，使酵母颗粒沉
降，倾去上清液，换入新鲜培养基，并分瓶扩大培

养，直至发酵罐接种需要的种子量。

%&)&’ 发酵罐接种及培养：将摇瓶种子和生长培养
基接入自行设计的发酵罐中，在通风条件下进行培

养，发酵罐有效容积 "!$$:M。监测发酵罐中残糖浓
度变化，至残糖约 "DLM时开始进行连续培养，控制
稀释率为 $@$# =B "。

本试验装置的流程如图 "所示。



图 ! 絮凝酵母 "#"$%!连续培养流程图
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!&’ 分析方法
!&’&! 酵母浓度：酵母浓度以单位体积培养液中细
胞干重来表示，取样后置于预先烘干称重的滤纸上

过滤，并用蒸馏水洗涤菌体 8 K 9次，然后置 D>L的
烘箱中烘至恒重后称重。

!&’&( 残糖：由斐林反滴定法测定［@］。
!&’&) 其它各项技术指标的分析检测：均按酒精发
酵行业规定的统一方法进行［@］。

( 结果和讨论

(&! 试验设计
(&!&! 因素与水平的确定：选择影响 !"!#$% 生长
的 >个主要因素作为研究对象，包括温度 C（9GL K
99L）I&%、通气量 MN（9GG.OP."3 K %GGG.OP."3）I&8、

流加糖液浓度 HG（%@G #PO K 89G #PO）I&9、玉米浆添

加量 Q%（;.OPO K %%.OPO）I&;、（R?;）8?&S; 添加量

Q8（%58> #PO K 95G #PO）I&>，采用 D水平的均匀设计。

(&!&( 目标函数的选择：选择酵母培养过程中所能
达到的最大的比生长速率!（A

T %）I’%、限制性底物

糖浓度 H’（#PO）I’8、相应的生物量 U（#PO）I’9，作为

目标监测值。

(&( 均匀设计试验安排和结果
试验安排运用 > 因素 D 水平的均匀设计表 MD

（D>），将影响因素填入表 %中并检测试验结果。

表 ! 均匀设计表 *+（+’）及结果
C-J0* % M3"/(’. ,*+"#3 2-J0* MD（D>）-3, *V7*’".*32-0 ’*+102+

R($ &% &8 &9 &; &> ’% ’8 ’9

% 9G5G ;GG %FG D 95GG G5G8B@> %5; 9@589

8 9G5> @GG 89G %G 85B> G5G%BB> %59 995%>

9 9%5G DGG %DG @ 85>G G5G%DB> %5% 985F9

; 9%5> %GGG 88G ; 858> G5G%BGF %58 9>5D>

> 985G 9GG %BG %% 85GG G5GG@%9 85> 9G5>9

@ 985> >GG 8%G F %5B> G5GGDFG 85F 8B5BG

B 985> BGG %@G B %5>G G5GGD>9 85D 8D5G%

D 995G FGG 8GG > %58> G5GGB8@ 85F 8F5>>

(&) 回归分析
采用中国数学协会的均匀设计软件 MW95G 进

行线性逐步回归分析（见表 8，入选水平 %5G，剔除水
平 %5G）［B］

回归方程如下：

’% X T G589F &% T %5@F Y %GT > &8 Z 95D@ Y %GT >

&9 T 85;8F Y %GT 9 &; Z G589F
’8 X T %5@8B Y %GT 9 &8 T %59@8&> Z >5F@>
’9 X T 85D9B&% T G5>>;&; Z %8>5@9
综合调优结果（加权系数 ’%：%、’8：T %、’9：%）
&% X 9G，&8 X %GGG，&9 X 89G，&; X ;5G，&> X

95G；

’% X G5G8D9D，’8 X G58>GD，’9 X 9D58F>

表 ( 回归分析结果
C-J0* 8 [*+102+ (/ ’*#’*++"(3 -3-04+"+

( ) !* !+ !, -

G5FDFF G5GG%@ G5GGGG G5GGG; G5GGG;
9@5>@FB \ -.
（G5G%GG）X 8D5B%GG

G5FF@8 G5GF9> G5G9>G ;5@GGG ;5@9>G
%B>589D% \ -.
（G5G%GG）X %@5@FGG；

G5F8%8 %5>8@B %%5@>9D @>58FB8 B@5F>%G
%;5GGBB \ -.
（G5G%GG）X %958BGG

(：Q(.70*V )(’’*0-2"(3 )(*//")"*32；)：[*+",1-0 +2-3,-’, ,*]"-2"(3；!*：[*+",I

1-0 ^1-,’-2") +1.；!+：[*#’*++"(3 ^1-,’-2") +1.；!,：C(2-0 ^1-,’-2") +1.；
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!"# 各因素的影响情况
由 !"#$% &及应用软件检验可以看出对!、! ’、"

影响程度的强弱为 "& ( ") ( "* ( "+ ( ",。

!"$ 优化实验
考虑后续发酵的实际情况和调优结果，选择以

下条件做验证试验：（&）培养条件：温度 !：)-.，通
气量 /0：-12&,334（&---456478）；（*）培养基组成：由
于酒精连续发酵过程中，流加糖浓度为 **-965的情
况下，终点酒精浓度可以达到达到 &*:（3）以上。
考虑到絮凝酵母 ;<;=-&酒精连续发酵并联产酵母
工艺工业化生产中简化工序及降低成本的需要，我

们选择絮凝酵母 ;<;=-&连续培养过程流加糖液浓
度 ;- 为 **-965，玉米浆添加量为 ,4565，同时添加
（>?,）*?<@, )1-965。

!"% 验证性实验
在上述絮凝酵母 ;<;=-& 连续培养最适生长条

件优化实验结果的基础上，在絮凝酵母 ;<;=-&酒精
连续发酵并联产酵母的小型实验装置上进行了实验

验证，全部实验装置由一套单级容积规模与种子罐

相同、三级串联的连续发酵系统和一台种子培养罐

组合而成。装置稳定运行 )-A，种子罐每天可采出
酵母 &B9（干重）用于补充后续酒精连续发酵系统，
培养过程酵母细胞的平均比生长速率在 -1-*CDE &左

右，生物量浓度可维持在 *-965以上，保证了后续发
酵装置在规定酵母采出量（以酵母干重计占酒精总

量的 +:，其中 &6)由种子罐补充到发酵系统，*6)在
发酵系统中自产）条件下的稳定运行，这一新工艺的

研究目前尚未见文献报道。

& 结论
（&）通过采用均匀设计法，在试验次数较少的
情况下，得到了较满意的试验结果，经回归分析，获

得了最佳的培养条件。

（*）在优化后的酵母培养条件下运行絮凝酵母
;<;=-&酒精连续发酵并联产酵母实验装置中的种
子罐，培养过程稳定，采出的酵母活性好，保证了后

续发酵装置的稳定运行，为絮凝酵母 ;<;=-&酒精连
续发酵并联产酵母工艺的工业化设计和操作奠定了

良好的基础。
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