
!" 卷 # 期

!$$% 年 & 月

生 物 工 程 学 报

!"#$%&% ’()*$+, (- .#(/%0"$(,(12
’()*!" +(*#

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
,-). !$$%

/0102304：56718 9，!$$%；:110;<04：:;72) !&，!$$%*

=82> ?(7@ ?6> >-;;(7<04 A. <80 B76C<> D7(E <80 +6<2(C6) F0. G120C<2D21 /0>06718 H7(B76E (D I82C6（+(*!$$#J:&"KJ$L）M

" I(770>;(C42CB 6-<8(7 * =0)：LNO#""O#&$NK$L；POE62)：D?A62Q4)-< * 04-* 1C
国家“十五”重点科技攻关项目（+(*!$$#J:&"KJ$L）资助。

稀释速率对高浓度酒精连续发酵过程振荡行为的影响
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摘 要 在一搅拌罐和三段管式反应器组成的组合反应器系统中，使用葡萄糖浓度为 !L$B[R，添加 % B[R 酵母膏和 KB[R 蛋白

胨的底物，在总稀释速率分别为 $M$K!8\ "，$M$!#8\ "，$M$"&8\ "，$M$"!8\ "和 $M$$N8\ "的条件下，考察了稀释速率对高浓度酒精发

酵系统振荡行为的影响。结果表明，振荡行为在特定的稀释速率条件下呈现，进而基于数学上的分岔理论，分析了振荡行为

发生的可能性及对应的稀释速率范围，并与实验结果进行了比较，在此基础上，讨论了振荡行为对酒精发酵过程的影响。
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振荡现象在微生物连续培养过程中是普遍存在

的，文献报道涉及到细菌、真菌、藻类等微生物细

胞［"］。其中酵母细胞培养过程中呈现振荡现象的机

理被认为是细胞的同步生长［!］。白凤武等人在进行

高浓度酒精连续发酵时观测到一种新的振荡行为，

与迄今为止报道的各种酵母细胞培养过程的振荡行

为相比，振荡周期显著延长，从几个小时延长到几

天，振幅提高，提高幅度达到 "$ 倍以上，由此提出高



浓度酒精发酵条件下振荡行为源于反应器内部的高

酒精 浓 度 及 酵 母 细 胞 对 酒 精 浓 度 变 化 反 应 的 延

迟［!］。另有文献报道，振荡行为与溶氧、"#、比生长

速率等环境因素有关［$，%］。根据连续培养与发酵理

论，细胞的比生长速率与稀释速率是直接相关的，在

恒化或稳态条件下，比生长速率等于稀释速率。因

此，改变稀释速率可以很方便地调控比生长速率。

本文在白凤武等人［!］的工作基础上，考察了稀释速

率对高浓度酒精发酵系统振荡行为的影响，以期进

一步发现诱发这种振荡行为的因素，并分析其内在

的机理，为实现其调控提供依据。

! 材料与方法

!"! 菌种

一株普通的酒精发酵酿酒酵母（ !"##$"%&’(#)*
#)%)+,")），由大连理工大学生物工程系保藏。

!"# 培养基

!"#"! 摇瓶生长培养基（&’(）：葡萄糖 !)，酵母膏 %，

蛋白胨 %，*+*,温度下灭菌 +)-./。

!"#"# 间歇发酵培养基（&’(）：葡萄糖 *+)，蛋白胨

%，酵母膏 !，*+*,温度下灭菌 +)-./。

!"#"$ 连续发酵培养基（&’(）：葡萄糖 +0)，酵母膏

%，蛋白胨 !，**),温度下灭菌 *)-./。

!"$ 培养方法

从斜面接数环菌体于含有 *))-( 生长培养基

的 +%)-( 摇瓶中，在旋转式摇床上以 *%) 1’-./、!),
的条件培养 +$2 后，可以向搅拌罐接种，接种量约

*)3。接种后在转速 !))1’-./、!),、"#$4% 和通气

量为 )4*55- 条件下培养，待糖基本上耗竭后，按照

设定的稀释速率流加连续发酵培养基，进行连续发

酵。

!"% 连续发酵

连续发酵在图 * 所示的组合反应器系统中进

行。第一个反应器为一操作状态为 6789 的搅拌

罐，有效体积为 *:0)-(，转速为 !)) 1’-./，温度为

!)4),，"#$4%，通气量为 )4)%55-。6789 后接三段

管式 反 应 器（!$;- < +;-），标 定 有 效 体 积 分 别 为

:$0-(、:$0-( 和 :$)-(，后两段管式反应器因发酵

能力弱，产生的 6=+不足以维持菌体悬浮，在底部通

以 )4))%55- 的微量空气以维持菌体悬浮。管式反

应器组的温度控制在 !)4) > !)4:,。尾气经去离子

水洗涤以回收气体夹带的酒精。实验设定的几组总

稀释 速 率 分 别 为 )4)):2? *、)4)*+ 2? *、)4)*@ 2? *、

)4)+$2? *、)4)!+2? *（ 对 6789，稀 释 速 率 则 为

)4)*!2? *、)4)+:2? *、)4)!@2? *、)4)%+2? *、)4):A2? *）。

图 * 高浓度酒精连续发酵过程

B.&C* D1E;FGG H.I&1I- JE1 2.&2 &1I5.KL ;E/K./MEMG FK2I/EN JF1-F/KIK.E/
*：GMOGK1IKF GKE1I&F KI/P；+："F1.GKINK.; "M-"；!：GK.11FH KI/P JF1-F/KF1；$："# ;E/K1ENN./& M/.K；%：KF-"F1IKM1F ;E/K1ENN./& M/.K；

:：KMOMNI1 JF1-F/KF1G；@：K2F1-EGKIK QIKF1 ./NFK；0：K2F1-EGKIK QIKF1 EMKNFK；A：O1EK2 GKE1I&F KI/P；*)：FR2IMGK &IG QIG2./& KI/P；

**：I.1 JNEQ-FKF1G；*+：I.1 2M-.H.J.F1G；*!：GI-"N./& "E1KGC

%):罗鑫鹏等：稀释速率对高浓度酒精连续发酵过程振荡行为的影响



!"# 分析方法

!"#"! 酒精：取一定量的发酵液离心后，以水按 ! "!
稀释后蒸馏出原有体积的馏分，气相色谱（#$%&’()
*+,-# ./，012 检测器）分析，以正丁醇为内标物，同

时以无水乙醇配成相近浓度的样品，按同样方法蒸

馏，测量蒸馏前后酒精浓度变化，校准酒精的蒸馏损

耗。

!"#"$ 葡萄糖：采用葡萄糖自动分析仪（34#56- 型

生物传感分析仪）分析。

!"#"% 菌体浓度：以单位体积悬浮液中细胞干重表

示；取 678 发酵液离心，并以去离子水洗菌体二遍，

在 +69烘箱中干燥 :;< 至恒重。

$ 数学模型

由物料衡算得出以下模型方程：
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根据不同稀释速率下实验测定的 %@AB 数据，拟

合 %@AB：

%@AB > ? :D-;ED#D C :F:E!+#: ? FE+,# C -E-+

陈丽杰等人在研究高浓度酒精发酵动力学时，

提出如下模型方程［*］：
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在 #"-E-!6<? ! 时，方程（:）和（D）预测的结果

远远高于实验测定的结果，通过重新拟合!-和"-进

行必要的修正，根据实验数据，!- 和"- 的拟合结果

为：

!- > D G !-* #D ? !!*+:6#: C !;!,E:;# ? 6E6*D)?!

"- > ? -E!: )?!

% 理论分析

按微分方程组稳定性理论，周期解对应于振荡

现象，而分岔理论则用于预测微分方程组周期解出

现的可能性，因此参照文献［F，+］，以分岔理论预测

振荡存在的可能性，并设其稳态解为（!H，$H，&H），

则：

! > #，!H >（:+- ? $H）%@AB，&H >"!H A# （;）

在稳态处的 IJHKL% 矩阵为：
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其中!!
!! > -，!"

!! > -

由 =’)（#" ? !）> - 得其特征方程为：
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根据分岔理论，当 =’)（!）> -（等价于 *- > -），

特征方程有一零特征根，方程将出现一个分岔点或

极限点；而当特征方程有一对纯虚根，且其它特征根

均为负实部时，则会发生分岔，同时出现极限环。设

其一对纯虚根为 M %$，代入特征方程可得：

*- > *! *:，$: > *! （F）

当式（F）满足 *- N - 且 *! O#-，则可确定各入

口条件下分岔点的位置，同时式（F）后一项还可确定

分岔点振荡的周期。

& 结果与讨论

&"! 理论分析

由于后续管式反应器受 /3PQ 的振荡行为强制

激发，我们只需考察 /3PQ 的振荡行为，即可确定组

合反应器系统的振荡行为。/3PQ 的稀释率是与比生

长速率相关的，因此可以控制 /3PQ 的稀释速率来表

征比生长速率。计算 # > -E-! <? !以上的稳定性，结

果表明，当 # R -E-;: <? ! 时出现分岔，大于此值则分

岔消失，则表明在 -E-!<? ! R # R -E-;: <? ! 存在振荡

的可能。

令 # > -E-:*<? !，则 $H > !::E+$A8，&H >
FFE-,$A8，!H > :E,,$A8，*! > -E--:F!6，*! O >
-ED!D，其振荡周期约为 :"A$ > !:-E;+< > 6E-:=。

&"$ 实验结果与讨论

在上述理论分析的基础上，我们设定了 6 个不

同的稀释速率，检测残糖浓度、酒精浓度和酵母细胞

*-* *)+,-.- /012,34 05 6+07-8),0409: 生物工程学报 :--6，SK&E:!，TKE;



浓度的变化情况，结果如图 ! 所示。

图 ! "#$% 和第三级管式反应器中发酵参数和稀释率的对应关系

&’()! $*+ ,+-.+/010’2/ 31-1.+0+- 3100+-/4 5+-464 7’860+ -10+4 ,2- 0*+ "#$% 1/7 0*+ 90* 06:681- :’2-+1;02-

由 图 ! 实 验 结 果 可 以 看 出，在 稀 释 速 率 为

<=<>!*? >（对应 "#$% 的稀释速率为 <=<!@*? > ）条件

下，系统呈现明显的振荡行为。"#$% 中残糖浓度、

酒精浓度和酵母细胞浓度振荡幅度分别为 ><A B
>!C(DE、@!=A B FA=A(DE 和 !=< B G=A(DE，后续管式反

应器在 "#$% 振荡的激发下呈伴随性振荡，第三段

管式反应器中的残糖浓度、酒精浓度和酵母细胞浓

度伴随振荡幅度分别为 >A B 99(DE、>><=A B >!!=A(DE
和 !=@ B A=G(DE。与以往的文献报道相比［A，G］，该系

统的振荡具有周期长、振幅大的特点，进一步支持了

文献［9］对高浓度酒精发酵系统振荡行为发生机理

的推断，即高酒精浓度对酵母细胞的抑制及酵母细

胞胞内酶系对这种抑制效应反应的延迟。

高浓度酒精发酵系统的振荡行为出现于特定的

稀释速率或比生长速率条件下，是本研究工作的新

发现，本研究组徐铁军等人［H］在自絮凝性酵母酒精

连续发酵系统也获得了类似的实验结果。两个使用

不同菌株的系统，呈现振荡行为的稀释速率或比生

长速 率 不 同，表 明 振 荡 行 为 可 能 受 菌 株 特 性 影

响［><］。

实验观测稀释速率为 <=<>!*? >条件下的振荡周

期为 @ B F7，与 G=> 中理论分析的预测结果 G=<!7 比

较，有一定的偏差。产生这一偏差的主要原因在于

G=> 中建立的模型过于简单，特别是酵母细胞对外

部环境反应的延迟或时滞，没有在模型中体现出来。

随着人们对胞内代谢途径数学描述的深化和完善，

能够更好地预测高浓度酒精发酵系统振荡行为，并

对其进行人为调控的数学理论和模型，会逐渐发展

起来。

!"# 振荡现象的利弊分析

实验数据表明：尽管 "#$% 内残糖浓度随稀释

速率的增加迅速提高，酒精浓度相应降低，但末级管

式反应器中的残糖浓度和酒精浓度在出现振荡现象

的稀 释 速 率 <=<>!*? > 与 处 于 拟 稳 态 的 稀 释 速 率

<=<<@*? >相 比，却 并 不 遵 循 以 上 规 则。稀 释 速 率

<=<>!*? > 时的残糖平均值为 !A=G(DE，酒精浓度为

>!9=9(DE，而稀释速率为 <=<<@*? > 条件下，终点残糖

为 !C=F (DE，酒精为 >>>=C(DE。其缘由推测可能是由

于稀释速率 <=<<@*? > 时系统处于拟稳态，始终受高

浓度酒精的抑制，因而发酵能力明显减弱，而稀释速

率 <=<>!*? > 下尽管也受高浓度酒精的抑制作用，但

由于存在振荡行为，酵母通过动态平衡调整酶系以

适应振荡下高浓度酒精的冲击，从而有了缓冲与适

应的过程，最终使其耐受酒精的能力从总体上有所

提高。以往人们对振荡现象的认识多停留在不利的

一面，如导致系统操作不稳定，难以预测和控制等，

而忽视了振荡现象如本实验观察到的有利的一面。

最近，振荡行为的这一特点逐渐开始为人们所利用，

如有人以气升环流生物反应器发酵好氧耐渗透酵母

生产甘油时发现，周期性改变通气方向可明显提高

甘油的产量［>>］；另一方面振荡也用于提高基因工程

菌质粒的稳定性［>］。

$ 结论

理论分析及实验数据监测均表明高浓度酒精发

F<@罗鑫鹏等：稀释速率对高浓度酒精连续发酵过程振荡行为的影响



酵系统的振荡行为是在特定稀释速率范围内产生

的，并与酵母细胞的比生长速率相关。一定条件下

振荡行为，有利于酵母细胞在高酒精浓度条件下调

节自身代谢系统，改善活性，提高发酵强度。

致谢 感谢大连理工大学应用数学系孙丽华教授的

指导。

符号说明

!— 酵母细胞的比生长速率!"# $

!%— 酵母细胞的最大比生长速率!"# $

"— 比酒精生成速率!"# $

"%— 最大比酒精生成速率!"# $

!&，!&!— 描述酵母细胞生长与酒精生成的 ’()(* 模型参

数 +（,!-）

!.，!!. —描述酵母细胞生长与酒精生成的底物抑制模型参

数 +（,!-）

"-— 酵母细胞发酵过程中最大酒精耐受浓度 +（,!-）

/012 — 罐式搅拌反应器

134 — 第三级管式反应器

#—特征根

!—单位矩阵

#$5 —#$ 对 $ 的一阶导数

*67 —行列式

!—偏微分

%—底物浓度 +（,!-）

"—产物浓度 +（,!-）

&—生物量浓度 +（,!-）
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科学出版社生命科学编辑部新书推介

《中国林木病原腐朽菌图志》
戴玉成 著 KRRI 年 I 月出版 .03N Z # R4 # R$QKQ$ # $ 定价：KHR>RR

林木病原腐朽菌指的是能够侵染活立木，导致树木根部、干基、心材、边材或整个树干腐朽，并最

终造成树木死亡的一类真菌。本书主要根据作者在过去 $R 余年对我国主要林区实地考察、采样和室

内鉴定的研究结果，系统介绍了我国最主要的林木病原腐朽菌 JR 种，对这些病原腐朽菌的宏观形态特

征、微观性状、生态习性、寄主、腐朽类型、造成的危害及其分布情况进行了详细的描述，同时每种病原

菌都附有该菌的彩色照片及显微结构图，多数种类还附有危害症状照片。

欢迎各界人士邮购科学出版社各类图书（免邮费）。
邮购地址：$RRZ$Z 北京东黄城根北街 $H 号科学出版社科学分社；联系人：阮芯；联系电话：R$RUHQR4QHKK（带传真）

更多精彩图书请登陆网站 "77@：!!^^^> C9P6&B96)B6> B(%> B)，欢迎致电索要书目：R$RUHQR$KIR$

JRH #3.+-9- :0;2+*5 0< /.07-,3+05018 生物工程学报 KRRI，b(CcK$，N(cQ


