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滤液全回流在细菌酒精连续发酵中的试验

石贵阳!!陶 飞!!蔡宇杰!!张 梁!!方亚叶!!徐 柔!!章克昌

!江南大学 生物工程学院"江苏 无锡!#%$"2#

摘!要!研究了用酒精滤液代替原来的工艺用水进行细菌酒精连续发酵试验的可行性"建立了单

级无回流连续 发 酵 系 统!在 稀 释 率 为$)"678#时!酒 精 产 量 为2%)$9#:!发 酵 强 度 达 到!!)%
9#$:%7&"考察了回流比分别为$)6!#)$!稀释率为$)"!$)"6!$)%78#时!滤液回流对连续发酵系

统的影响)结果表明’进行一定时间的酒糟滤液全回流的连续回流发酵是可行的!但最大稀释率不

宜大于$)"678#!此时连续发酵的生产强度为!!)#9#$:%7&!酒精产量为2")#9#:)
关键词!运动发酵单胞菌$酒精连续发酵$酒糟废液回流$自絮凝

中图分类号!;5.!$)2! 文献标识码!<

7$"048.919’.+%04.:"%0+%#"#/;04&%"’<.$=.%0&0+"%>1
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!!用固定 化 细 胞 来 实 现 酒 精 连 续 发 酵 是 当 今 酒

精发酵工艺的重要研究方 向 之 一(#!"))某 些 微 生 物

自身 有 很 强 的 絮 凝 能 力%可 形 成 颗 粒%与 传 统 的 各

种载体固定化细胞方法相比%这种新的固定化细胞

方法%具有简单*无附加费用的突出优点%可以降低

酒精生产成本%提高生产效率)
酒糟滤液 全 回 流 是 解 决 酒 精 发 酵 工 业 环 境 污

染问题的途 径 之 一)然 而%传 统 的 淀 粉 质 原 料 酒 精
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发酵工艺均为游离细胞带渣发酵!使得精馏废液含

有大量 糟 渣 和 细 胞!其 化 学 吸 氧 量"GDW#一 般 为

%$$$$Z9$:左右%%&!难以在固定化细胞连续发酵

中实现直接循环)以细菌自絮凝形成的颗粒作为细

胞固定化方法!发酵过程实现了清液发酵!减少了菌

体的洗出!其化学吸氧量可以降低到#$$$$Z9$:左

右%%&!有可 能 以 较 大 的 比 例 甚 至’全 回 流(直 接 使

用!这样既解决了废液污染问题!又节省了成本)
作者以酒糟滤液代替原工艺用水!对运动发酵

单胞菌酒精连续全回流发酵系统进行了试验)通过

不同回流比和稀释率的连续发酵试验!研究了滤液

全回流对连 续 发 酵 过 程 中 的 各 项 工 艺 技 术 指 标 产

生的影响!进而探讨了全回流絮凝细菌连续发酵的

可行性)

D!材料与方法

DED!菌种

!"#$#$%&’#$()*)’<;GG"#0!#!由江南大学

生物工程学院生物资源研究室保藏)
DEF!培养基

D)F)D!种子培养基!组分"9$:#)葡萄糖#$$!蛋白

胨#$!酵母膏#6)[>2)$)
D)F)F!清液培养基!组分"9$:#)葡萄糖#6$!蛋白

胨6!酵母膏6)[>%)6!自来水配料)
D)F)G!酒糟培养基!组分"9$:#)葡萄糖#6$!蛋白

胨6!酵母膏6)[>%)6!酒糟滤液配料)
DEG!絮凝细胞颗粒培养方法

D)G)D!间歇培养! 将试管斜面保存的菌种在无菌

条件下接入装有#$$Z:生长培养基的!6$Z:锥

形瓶中!在温度为"$^的培养箱中静置厌氧培养)
!%7后倾去上清液!换入新鲜培养基)然后每天换#
次新鲜培养基!直至形成细菌絮凝颗粒)
D)G)F!连 续 培 养!在 连 续 反 应 器 中!接 入 颗 粒 细

菌!当发酵液有大量的气泡时!启动连续发酵!根据

试验改变操作条件!直至连续稳态的建立)
DEH!分析方法

酒精质量浓 度*菌 体 浓 度*还 原 糖 质 量 浓 度 和

絮凝 颗 粒 透 射 电 镜 的 测 定 按 文 献 %"&)[> 用

[>=/";G精密数显酸度计"上海天达仪器厂制造#
测定)

F!结果与讨论

FED!自絮凝细胞颗粒的描述

图#为电 镜 下 的 自 絮 凝 细 胞 颗 粒)可 以 看 出!
细胞虽然密集凝聚在一起形成颗粒!但细胞之间的

空隙较大!这对于营养底物向颗粒内部细胞的扩散

和颗粒内部 细 胞 产 生 的 代 谢 产 物 向 外 部 扩 散 是 非

常 有 利 的!与 通 常 的 各 种 载 体 固 定 化 细 胞 过 程 相

比!细胞自 絮 凝 形 成 颗 粒 的 内 扩 散 阻 力 是 很 小 的!
这为连续稳态发酵系统的建立奠定了基础)

图D!絮凝细胞透射电镜图

<+3ED!I4.J4"0""(?;K"(/.’(@(’"99#’&0+"%!+#$()*)’

FEF!无回流单级连续发酵系统的建立

从图!可知!当稀释率在$)#!$)"678#时!反

应器的各项指标差别不大!酒精质量浓度为269$:
左右!残还原糖质量浓度为.9$:左右)其中当稀释

率在$)"678#时!发酵强度达到!!)%9$":+7#!但
是当稀释率再增大时!虽然反应器的发酵强度继续

上升!但流 出 液 中 残 还 原 糖 质 量 浓 度 上 升 到!2)3
9$:!酒精质量浓度降为60)!9$:)因此在单级连续

发酵时!稀释率不宜大于$)"678#)

图F!单级连续稳态发酵

<+3EF!:"%0+%#"#/.04&%"’(.$=.%0&0+"%&06+((.$.%0

6+’#0+"%$&0.

FEG!单级回流连续发酵

F)G)D!回流比对酒糟回流连续发酵系统的影响!
图"!6为回流比""#分别是$!$)6!#)$"回流酒糟

液$!6$_!#$$_#!稀释率为$)#678#时!絮凝细胞

连续发酵过程中残还原糖质量浓度*酒精质量浓度

的变化情况)
!!由图"!6的结果可以看出!运行一段时间后!
各组试验均 能 达 到 拟 稳 态!即 酒 精 质 量 浓 度*残 余

还原糖质量浓度随时间变化很小!仅在一定范围内
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波动!只 是 随 着 循 环 比 的 变 化"达 到 稳 态 的 时 间 也

有些变化"无废液循环的对照试验在%Y后就能稳

定"循环比为$)6的需要3Y"而循环比为#)$的#全
回流$则需更长时间"#$Y后才能平衡)

图G!无废液循环时单级连续稳态发酵结果

<+3EG!:"%0+%#"#/.04&%"’(.$=.%0&0+"%C+04"#0>$"04

$.919’.

图H!回流比为LEM时单级连续稳态发酵结果

<+3EH!:"%0+%#"#/.04&%"’(.$=.%0&0+"%C+04$.919’.$&@

0+""(LEM

图M!回流比为D时单级连续稳态发酵结果

<+3EM!:"%0+%#"#/.04&%"’(.$=.%0&0+"%C+04$.919’.$&@

0+""(DEL

F)G)F!稀释率对全回流连续发酵的影响!由稀释

率为$)#678#的回流试验可知"回流连续发酵在经

过一 定 时 间 的 平 衡 后"能 达 到 拟 稳 态)为 了 更 进 一

步了解连续反应系统在回流发酵中的生产潜力"考

察了不同稀释率对回流连续发酵系统的影响%见图

2&)
当回流连续发酵在稀释率为$)"78#时稳定后

%$!3Y&"增 加 回 流 培 养 基 的 流 量"使 稀 释 率 升 到

$)"6%3!!$Y&和$)%%!$!"2Y&"在这"个稀释率

下"酒精发酵的指 标 测 定 结 果 见 图2)由 图2可 知"
稀释率的增加导致残还原糖质量浓度升高"酒精质

量浓度降低)当稀释率增加到$)%78#时"残还原糖

质量浓度为!3)#9’:)可以认为"过高的稀释率导

致反应器内 产 生 大 量GD!"造 成 培 养 液 滑 溜"反 应

器内的絮凝颗粒也有部分冲出现象"降低了反应器

的综合生产能力)

图N!稀释率对回流连续发酵系统的影响

<+3EN!;((.90"(6+’#0+"%$&0."%9"%0+%#"#/(.$=.%0&0+"%

C+04>$"04$.919’.

FEH!拟稳态时工艺技术指标的比较

F)H)D!不同回流比时工艺指标的比较!从表#可

以看出"在$)#678#的 稀 释 率 下"随 着 循 环 比 的 增

大"发酵液中酒精质量浓度和反应器的发酵强度等

指标都有所降低"说明废液循环利用对发酵工艺有

抑制作用!而且这种抑制作用随着循环比增大而加

强"但酒精对 底 物 还 原 糖 的 得 率 系 数 变 化 不 大"稍

高于无回流试验的结果)
表D! 不同回流比时工艺指标的比较

I&>ED!O.$("$=&%9.+%6.*&06+((.$.%0$.919’.$&0+"

酒精发酵指标
回流比

!‘$!‘$+6 !‘#

流出液中酒精质量浓度’%9’:& 20)% 23)2 26)0

流出液中还原糖质量浓度’%9’:& !)0 %)3 0)6

初始还原糖质量浓度’%9’:& #%6)0#%")# #".)2

酒精对还原糖的得率系数’%9’9& $)%2.$)%3! $)%3#

发酵强度’%9’%:(7&& #$)!2#$)#% .)03

F)H)F!不同稀释率时工艺指标的比较!不同稀释

率时工艺指标的比较见表!)
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表F!不同稀释率时工艺指标的比较

I&>EF!O.$("$=&%9.+%6.*&06+((.$.%06+’#0+"%$&0.

回流方式 酒精发酵指标
稀释率!"78##

,‘$)",‘$)"6 ,‘$)%
流出液中酒精

质量浓度!"9!:# 26)6 2%)# 60)!

无回流
连续发酵

流出液中还原糖
质量浓度!"9!:# .)! #!)" !2)3

发酵强度!
"9!":$7## #.)2 !!)% !")"

流出液中酒精
质量浓度!"9!:# 26). 2")# 63)"

回流
连续发酵

流出液中还原糖
质量浓度!"9!:# 0)! #%)$ !3)#

发酵强度!
"9!":$7## #.)0 !!)# !!).

!!从表!可知%在稀释率为$)"78#时%残还原糖

质量浓度为0)!9!:%酒精质量浓度为26).9!:&当
稀释率提高为$)"678#时%残还原糖质量浓度为#%
9!:%酒精 质 量 浓 度 为2")#9!:&当 稀 释 率 提 高 为

$)%78#时%残还原糖质量浓度升高为!3)#9!:)酒

精质量 浓 度 为63)$9!:%与 稀 释 率 为$)"78#的 相

比减少了#")6_)因 此 在 回 流 连 续 发 酵 中%稀 释 率

不宜超过$)"678#%此时连续反应器的生产强度为

!!)#9!":$7#)

G!结!论

##建立了单级无回流连续发酵系统%在稀释率

为$)"678#时%发酵强度达到!!)%9!":$7#%酒精

产量为2%)$9!:%残还原糖质量浓度为#!)%9!:)
稀释率继续增大时%反应器的酒精生产性能下降)
!#在回流比为$)6和#)$时%虽然酒糟滤液对

酒精发酵有一定的抑制作用%但经过一定时间的平

衡后%连续发酵系统可以达到拟稳态)
"#不同稀释率的单级回流连续发酵试验表明’

高稀 释 率 时%反 应 器 内 的 絮 凝 颗 粒 被 洗 出%影 响 回

流发酵的性能)最 大 稀 释 率 不 宜 大 于$)"678#%此

时连续发酵的生产强度为!!)#9!":$7#%酒精质

量浓度为2")#9!:)
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