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应用热冲击处理技术提高发酵甘油的产率
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摘 要 当甘油发酵进入细胞指数生长期的中段时，对发酵体系在5&6下进行大约#%789的热冲击处理，这种处

理可以显著提高发酵甘油的产率，但对细胞生长和残糖消耗的影响不大。
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对于微生物发酵过程，恒温培养并不一定是实

际过程的最佳温控模式，比如热冲击酵母（340%5%6
5#&#+%）在比其常规发酵温度高出!%!$%6的温度下

经受一段时间的刺激后，胞内海藻糖的含量显著增

加［!!#］。<=>8?［5］的研究还发现，细胞内积累的某些

溶质如海藻糖或甘油对耐受外界的刺激极为重要，

热冲击能提高细胞对盐渗透压的耐受能力。由于甘

油发酵是在高渗透压环境中进行，因此可望通过热

冲击来增加细胞在高渗环境下的代谢活力，提高发

酵甘油的产量。:(?@8A(［&］在对多种酿酒酵母的实

验中发现，热冲击可使胞内#0磷酸甘油脱氢酶的活

性提高!&B!$&B，并导致副产物甘油的含量增

加，由 此 可 通 过 热 冲 击 来 改 善 酒 的 风 味。虽 然

:(?@8A(的研究是针对酿酒而言，但对耐高渗酵母发

酵生产甘油仍有着很重要的启示作用。

为此，本文考察了热冲击在耐高渗酵母发酵生

产甘油过程中的可行性，确定了热冲击操作的温度

及其进行的最佳时机和最佳持续时间。另外，本文

还在!&<气升式反应器上对热冲击的放大进行了

初步研究。

! 材料与方法

!"! 材料

!"!"! 实验菌种：耐高渗酵母菌C2,0D0%&（!+$6
7#7+8*)&%#）。

!"!"# 培养基：种子培养基组成为：葡萄糖!%B，

玉米浆%E#B，尿素%E#B；发酵培养基组成为：葡萄

糖$%B !#%B，玉 米 浆 %E$B !%E$&B，尿 素

%E$&B，初始FG值均为5E%!5E&。

!"# 方法

!*#*! 实验操作：在摇瓶实验中，种子先培养$5
@，按!%B接种量接入发酵摇瓶中，开始进行常规发

酵，温度控制在#&6H!6。待发酵进行4!#$@，

图! 可变温操作的!&<气升式反应器简图

I8J*! :@=!&<-8A)8KLA=-ML(A>8L@-
7N)L80L=7F=A-LNA=M(9LA())89J?.?L=7

基本处于细胞指数生长期内时进行热冲击操作。在

摇瓶中热冲击的具体步骤为：先将待热冲击的摇瓶

从摇床中取出，放入"%!1%6的恒温水浴中快速升



温约!!"#$%，使发酵液温度接近&’!(’)；再将

摇瓶置于&’!(’)的恒温水浴振荡器中，维持规定

的热冲击时间。最后将摇瓶转入普通摇床中继续进

行常规发酵，直至结束。

!(*气升式反应器上的放大实验：种子经摇瓶

（"&+）、!*气升式反应器（!"+）二级培养后，以,-
的接种量接入!(*气升式反应器中，发酵!"!!.+
后开始进行热冲击，之后再恢复到常规发酵。图!
即为本文实验中!(*气升式反应器的结构简图。

进行热冲击时，反应器夹套先通以.’!/’)的

热水［!］；待反应器温度显示接近&()时，改通&()
的热水［"］；维持规定的时间后，再改通冷自来水冷

却［0］；最后待发酵温度基本降至0()时通0()恒温

水［&］，恢复常规发酵。

!"#"# 分析方法：采用血球计数板计数法确定细

胞浓度，用菲林定糖法测定葡萄糖浓度，用高碘酸氧

化法分析甘油浓度［/］。同时考虑到发酵过程中因

蒸发造成的体积变化，本文将以发酵初始体积为基

准对所得浓度进行修正，以利于比较分析。

# 结果与讨论

#"! 热冲击的最佳条件

对于热冲击操作而言，最关键的因素为热冲击

的温度，另外还必须确定热冲击的进行时机以及持

续时间。为此本文按正交表*1（0&）组织了一组三

水平的正交实验，并与无热冲击的普通发酵作对照。

由于热冲击的温度必须在细胞能够正常生长的范围

之内［.］，一般不超过常规发酵温度"’)，因此温度

水平分别选择&’)、&()、(’)。另外，将热冲击的

操作控制在细胞活性较高的指数生长期内，且冲击

时间 一 般 不 超 过"+，以 免 细 胞 受 热 过 度 而 损

伤［!!(］。对于摇瓶中的甘油发酵，细胞生长一般在

发酵约0’!0.+后达到或接近静止期，为此热冲击

进行时机的水平选为,+、!.+、0’+，分别处于细胞

指数生长的前期、中期和晚期；热冲击持续时间的水

平分别选择为!(#$%、0’#$%、.’#$%。实验组织及

1.+后的发酵结果如表!所示；正交实验的因子分

析如表"所示。

表! 热冲击的进行时机与持续时间的正交实验结果（序号!!$）及其与常规发酵结果（序号!%）的比较

&’()*! +,-.’/01,2,345*302’)/*16)41(*47**245*,/45,8,2’)*9.*/0-*2470455*’4:15,;<
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（!），（"）9%I（0）6?B6?=?%77+?:?J?:=3;7+?367+383%9:;9<736=

实验中，初始细胞、葡萄糖浓度分别为’K/&L
!’,<?::=／#*、".K!-。由表!可以看到，与普通发

酵相比，大多数的热冲击方式均使得甘油产率有不

同程度的提高，这说明热冲击对提高甘油产率是行

之有效的。由表"中对因子水平的分析可知，热冲

击的最佳温度为&()，最佳进行时机为指数生长期

中段的第!.+，最佳持续时间为0’#$%。对发酵最

终甘油浓度的方差分析和显著性分析结果表明，热

冲击的进行时机对发酵结果影响最大。

#"# 热冲击对甘油发酵过程的影响

为进一步考察热冲击作用对甘油发酵过程的影

响，在摇瓶上组织了三组平行对照实验。按照"K!
节正交实验的结果，热冲击操作的温度为&()，在

发酵的第!.+进行，并持续0’#$%。实验结果如图

0所示（图中所有数据点均取自三组平行实验的平

均值）。

可见，在该条件下的热冲击对细胞生长及残糖

消耗影响不大，但能使甘油产量随着发酵过程的进
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行逐 步 增 加，发 酵!"#后，最 终 甘 油 浓 度 增 加

$%&"’。

表! 基于最终甘油浓度的正交因子分析

"#$%&! ’(#%)*+*,-./&,0./,1,(#%-#2.,0*$#*&3,(
-+(#%1%)2&0,%2,(2&(.0#.+,(

()*+,- !／. /+)-++012 34-)+0,5+012 6--,-
!／$ 789$: ;8<!" 78=<; 78!!=
"／$ ;8<<% ;8%;! ;8:=: ;8::<
#／$ ;8::; 78$!: 78!;% 78=7"

>)-0)5*2，/0 :8%$$: <87:== :8<:;7 :8:79<
>0（/0／?0） :8<<"; :89:7$ :8:;%9 :8:%$"
(0 78!7$ %!8==" %8%$"

@-,10525*2+2A+ !!

!，")5B#-2C-2A25++#2A41,??05)DEDF*2-,D*,5*25+-)+0,5,?

D2G2D（<），（%）)5B（$）-2AC2*+0G2DF，

!!H2C-2A25+A(0"(:8:;（%，%），)5B(:8<:（%，%）I!8::，(:8:;（%，

%）I<!8::，(:8:<（%，%）I!!8:<8

!45 热冲击在67J气升式反应器上的放大

热冲击提高甘油产率在摇瓶实验中已得以证

实，为探索该方法在工业应用中的可行性，又进一步

在<;J气升式反应器上进行了放大实验。在前面

的摇瓶正交实验的方差分析中，发现热冲击的进行

时机对发酵结果影响最大；在摇瓶发酵中，热冲击

图% 热冲击作用对甘油发酵过程的影响

(0E8% 6??2*+A,?#2)+A#,*K+-2)+125+,5C-,*2AA,?
EDF*2-,D?2-125+)+0,5（$<）L0+##2)+A#,*K+-2)+125+，

（$%）L0+#,4+#2)+A#,*K+-2)+125+

的最佳进行时机为发酵的第<"#。但根据以前的

经验，在<;J气升式反应器上的甘油发酵中，由于

溶氧传质好于摇瓶，细胞生长一般在发酵%7#左右

达到或接近静止期，相比摇瓶发酵，其速度明显加

快，因此在<;J气升式反应器上的甘油发酵中，热

冲击操作的进行时机有可能提前。为此本文组织了

两组对比实验，热冲击操作分别在发酵<%#和<"#
后进行。实验结果如图$（M）和（N）所示。

（M） （N）

图$ <;J气升式反应器上有$:105热冲击（$<）与无热冲击（$%）的对比实验

(0E8$ O,1C)-)+0G2?2-125+)+0,505<;J)0-D0?+-2)*+,-P2+L225L0+#（$<）)5BL0+#,4+
Q2)+A#,*K+-2)+125+（$%）?,-$:105，)5B+#2A+)-++012,?+#2#2)+A#,*K+-2)+125+L2-2<%#（M），<"#（N），-2AC2*+0G2DF

可见，当然冲击操作选在发酵<%#后进行时，

此时发酵处于细胞指数生长期的中段，计算放大实

验的结果与上面摇瓶实验结果相类似：热冲击对细

胞生长和残糖消耗几乎没有影响，但发酵"!&;#后，

甘油对总糖转化率增加%%&$’。而当热冲击操作

选在发酵<"#后进行时，此时发酵处于细胞指数生

长期的后段，放大实验对甘油产出的增加并不十分

明显。

5 结 论

应用适度的热冲击技术能显著提高发酵甘油的

产率，但对细胞生长和残糖消耗的影响不大；热冲击

的最佳温度为7;.，最佳持续时间为$:105，并且

在细胞指数生长期的中段进行时效果最好。

;=$$期 谢东明等：应用热冲击处理技术提高发酵甘油的产率
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