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多级串联悬浮床反应器系统中自絮凝颗粒酵母乙醇连续发酵耦合废糟

液直接全循环使用的研究
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摘 要 在一套四级串联悬浮床生物反应器系统中，以双酶法制备的玉米粉糖化液为底物，进行了废糟液全循环条件下自絮

凝颗粒酵母乙醇连续发酵的实验研究。在实验中，每隔 % 4 将从末级反应器收集到的发酵液集中精馏处理，得到的废糟液直

接用于玉米粉调浆制糖。系统连续运行了 "!$4，共进行了 !# 批次实验，数据分析表明系统达到了平衡状态。在平均发酵时间

为 !$< 条件下，发酵终点乙醇浓度平均为 ""V&W（<X<），残还原糖浓度平均为 &VYCXQ，装置运行平稳。这些工作为自絮凝颗粒

酵母乙醇发酵耦合废糟液直接全循环使用、实现污染物源头减废、清洁生产奠定了理论和实验基础。
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目前，国内外淀粉质原料乙醇发酵技术所能达

到的终点乙醇浓度一般在 !!"（! #!）左右，精馏过

程产生的大量废糟液，一般需要采用多效蒸发装置

处理，设备投资大、运行能耗高的问题非常突出，严

重影响了这一新能源产业的发展。因此，研究开发

新的废糟液处理技术，降低废糟液处理的设备投资

和运行能耗，具有十分重要的意义。

废糟液直接全循环使用是最简洁经济的技术手

段，它不增加设备投资，不产生运行费用。尽管很早

就有这方面的探索性研究工作报道［! $ %］，然而均没

有在工业化生产装置上得以实施。其主要原因在

于：一方面目前普遍采用的带渣发酵的技术使得原

料中的蛋白、脂肪、纤维等副产品在精馏操作中易与

发酵残糖及酵母细胞代谢副产物等发生反应，产生

对酵母细胞生长和乙醇发酵具有强烈抑制作用的有

害副产物；另一方面，大量游离酵母细胞无法与糟渣

分离，进入后续精馏工段后，酵母细胞自溶释放大量

蛋白、脂肪、核酸等生物大分子，严重干扰废糟液的

直接循环使用。因此，实现乙醇发酵耦合废糟液直

接全循环使用的理论和技术基础在于从工艺技术和

工程上分别消除来自酵母细胞和原料的这些不利影

响。

自絮凝颗粒酵母乙醇连续发酵是一种与传统乙

醇发酵工艺完全不同的新技术［& $ ’］，已经建立了万

吨级规模的产业化示范工程装置，成为国家“十五”

燃料乙醇产业发展的关键支撑技术。这一新工艺不

仅其发酵本身的技术指标优于现有乙醇发酵工艺，

而且其对原料进行前处理分离残渣实现清液发酵及

酵母细胞以自絮凝颗粒的形态在发酵罐中实现完全

固定化的特点，保证了原料残渣和酵母细胞均不进

入后续精馏工段。数据分析表明，从粗馏塔排出塔

釜液 的 ()* 指 标，可 以 由 现 有 乙 醇 发 酵 工 艺 的

&+ +++,-#.左右，降低到 /+ +++,-#. 左右，总量削减

0+"，为乙醇发酵耦合废糟液直接全循环使用创造

了十分有利的条件。

本文在一套四级悬浮床反应器串联组成的小型

发酵装置上，对自絮凝颗粒酵母乙醇发酵耦合废糟

糟液直接全循环使用的工艺过程进行了实验研究。

! 材料与方法

!"! 菌种

自絮 凝 颗 粒 酵 母（ "#"$+!）是 粟 酒 裂 殖 酵 母

（ "%&’()*+%%&+,+)-.%/* 0)-1/ ）变 异 株 和 酿 酒 酵 母

（"+%%&+,)-.%/* %/,/2’*’+/）变异株通过原生质体融合

而得到的融合株。该菌株具有两亲株的优点，乙醇

发酵性能优良且具有良好自絮凝特性，大连理工大

学生物工程系保藏。

!"# 主要原辅材料与试剂

脱皮脱坯玉米粉由黑龙江金玉公司赠送；液化

酶和 糖 化 酶 由 诺 维 信 公 司 赠 送；（12）/ 23)% 和

42/3)%均为沈阳化学试剂厂产品。

!"$ 种子培养基

酵母粉 %-#.，蛋白胨 5-#.，葡萄糖分别为 5+ 和

!++-#.，于 !/!6温度条件下灭菌 /+,78，分别用于

5+6下摇瓶种子培养和发酵罐接种。

!"% 发酵培养基

发酵液乙醇蒸馏后得到的废糟液全部用来配制

粉浆，该废糟液与工业上燃料乙醇双塔精馏条件下

粗馏塔排出的塔釜液组成基本相同。使用自来水补

充系统水分损耗，保证工艺要求的粉浆配制料水比，

粉浆温度调节到 && 9 0+6时按照每克原料 !&: 加入

!;淀粉酶，升温到 <&6左右，液化 <+,78，然后冷却至

0&6，用 2/ =)% 调节 >2 为 %?& 左 右，按 每 克 原 料

!&+: 加入糖化酶液化，糖化 !/@，*A 值可以达到 <+
以上，过滤后得到糖化液，还原糖浓度调节到 //+
-#.，添加 !?&-#.（12% ）/ 23)% 和 +?&-#. 42/ 3)%，于

!+&6 温度条件下灭菌 !&,78，供后续发酵使用。

!"& 培养方法

!"&"! 摇瓶培养：/&+,. 锥形瓶装入 !++,. 种子培

养基并接种，于 5+6、!&+B#,78 条件下置于摇床恒温

培养。/%@ 后弃去上清液，更换培养基，并根据反应

器接种要求的种子量分瓶扩大培养。

!"&"# 反应器扩大培养：装入葡萄糖浓度为 !++-#.
的种子培养基，控制温度于 5+6，按约 !+"的接种

量接种，接种后以 +?+&CC, 的速率通入无菌空气，间

歇培养至葡萄糖浓度降低至 !-#. 以下后，开始流加

培养，酵母细胞浓度达到 5+-#. 以上，即可开始流加

发酵培养基，进入发酵阶段。

!"&"$ 乙醇连续发酵：酵母培养结束后，将各发酵

罐串联起来，开始向第一级发酵罐连续流加发酵培

养基。工艺条件为：基于反应器总有效容积的稀释

率为 +?+&@$ !，各反应器通气量为 +?+5DCC,，>2 值

%?/ 9 %?&，温度控制在 5+ 9 5/6，酵母密度控制在 5+
9 0+-#.，超过 0+-#. 时，则适量采出酵母悬浮液。

!"’ 分析方法

葡萄糖含量用 =EF 生物传感分析仪（山东省生

物科学研究所）分析；二硝基水杨酸法测定还原糖；
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乙醇使用国家标准乙醇计，比重法测定；生物量由干

重法测定。

!"# 实验工艺方案流程及发酵装置

从图 ! 可以看出，尽管整个系统没有向外排放

废糟液，但在向外输送糖化醪过滤得到滤渣的同时

会有少量废糟液随滤渣离开系统，形成一个高沸点

副产物出口。随废糟液循环使用时间的延长，系统

积累的高沸点副产物浓度逐渐提高，随滤渣离开系

统的高沸点副产物量随之增大，最终系统副产物积

累和离开会达到平衡。若在系统达到平衡条件下，

这些高沸点副产物对自絮凝颗粒酵母生长和乙醇发

酵没有明显抑制效应，则该工艺方案就是可行的。

图 ! 乙醇连续发酵耦合废液直接全循环使用工艺流程

"#$%! &’()#(*’*+ ,)-.(’/ 0,12,().)#’( 3’*4/#($ 5#)- 5.+), 6#+)#//.$, 3’24/,), 1,373/,

图 8 自絮凝酵母酒精连续发酵四级串联悬浮床生物

反应器装置流程图

"#$%8 &’()#(*’*+ ,)-.(’/ 0,12,().)#’( *+#($ +,/090/’33*/.)#($
7,.+) .(6 . :#’1,.3)’1 +7+),2 3’24’+,6 ’0 0’*19+).$,

+*+4,(6,69:,6 :#’1,.3)’1+ #( +,1#,+
!：.#1 3’241,++’1；8：.#1 0#/),1+ .(6 0/’52,),1+；;：:1’)- +)’1.$, ).(<；=：

>,() -’/,；?：4,1#+)./)#3 4*24；@：2,6#*2 +)’1.$, ).(<；A：.22’(#. 5.),1

+)’1.$, ).(<；B：4C .(6 ),24,1.)*1, 3’()1’//,1+；D：4C .(6 ),24,1.)*1,

41’:,+； !E：+*+4,(6,69:,6 :#’1,.3)’1+； !!：)-,12’5.),1 #(/,)； !8：

)-,12’5.),1 ’*)/,) %

乙醇连续发酵实验在单级有效容积 !8EE2F、四

级串联的悬浮床反应器系统中进行。原糖浓度为

88E$GF 的糖化液从第一级发酵罐进入反应系统，依

靠位差自行溢流至最后一级发酵罐。将每隔 ? 天收

集到的发酵液蒸馏，得到的废糟液用于玉米粉调浆

制备糖化液，实验装置及流程如图 8 所示。

$ 结果与讨论

$"! 废糟液全循环条件下各级反应器发酵指标的

考察

图 8 所示为生物反应器系统完全进入发酵状态

后，连续运行 !8E6 反应器中残糖和乙醇浓度变化情

况，结果如图 ; 所示。

实验结果表明，糟液直接全循环使用并没有导

致各发酵罐中乙醇浓度的明显降低。残还原糖浓度

如图 ; 所示，由于部分非优先利用的还原性糖积累

而逐渐升高，在 = 个循环周期后开始达到平衡点，并

围绕平衡点上下一定范围内波动。这部分还原糖将

会随废糟液的循环而重新进入发酵系统被利用。各

反应器从前至后乙醇浓度平均值为 BHAI、!!H8I、

!!H?I和 !!HAI（ ! G!），残还原糖浓度的平均值为

E;@ "#$%&’& ()*+%,- ). /$)0&1#%)-)23 生物工程学报 8EE?，J’/H8!，K’H=



图 ! 酒精（!）和残还原糖（"）随时间的变化（" 和 #$分别代表酒精和残还原糖）

%&’(! )*+,-./（!）,-0 $12&03,/ $1034&-’ 23’,$（"）51$232 $3--&-’ *&61（" ,-0 #$ 7.$ 1*+,-./ ,-0 $12&03,/

$1034&-’ 23’,$，$12814*&51/9）
,：*+1 :2* ;&.$1,4*.$；;：*+1 <-0 ;&.$1,4*.$；4：*+1 !$0 ;&.$1,4*.$；0：*+1 =*+ ;&.$1,4*.$ (

图 = 氮，磷随时间的变化（>?，>@，"?，"@ 分别代表总氮，无机氮，总磷和无机磷含量）

%&’(= A12&03,/ >（*.*,/，>? ,-0 &-.$’,-&4，>@）,-0 "（*.*,/，"? ,-0 &-.$’,-&4 "@）51$232 $3--&-’ *&61
（296;./ #，$，% ,-0 " 7.$ *+1 :2*，<-0，!$0 ,-0 =*+ ;&.$1,4*.$ $12814*&51/9）

BCDC、:=D!、EDF 和 ED< ’·GH :，没有呈现高沸点副产

物抑制现象。从图 ! 的实验数据还可以看出，第一

级发酵罐中乙醇浓度和残还原糖浓度波动幅度比较

大，呈现一定程度的振荡行为，但随后各级发酵罐中

这种波动现象逐渐减弱，第四级发酵罐基本上能够

完全弱化前面发酵罐中的振荡，达到准稳态。

酵母细胞乙醇连续发酵过程中的不稳定现象及

振荡行为，在游离酵母细胞体系已经见诸报道［F］，在

四级串联的小型搅拌式生物反应器系统中也观察到

了类似的现象［:I］，但诱发这种不稳定现象的机理还

没有阐明。我们的四级串联悬浮床反应器系统在

IDIB+H :稀释速率下，第一级反应器中也观察到了类

似的振荡行为，但在后续反应器中很快被弱化，表明

酵母细胞自絮凝产生的固定化效果对弱化振荡行为

有明显作用。

装置运行第 EB J KB 天时，出现的残还原糖浓度

异常升高和乙醇浓度降低，是装置供电故障导致系

统不稳定所致。
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!"! 废糟液全循环条件下系统 # 和 $ 积累情况的

考察

! 和 " 这两种重要营养元素浓度的变化，一方

面能够在一定程度上反映酵母细胞代谢状态，另一

方面还可以反映废糟液中物质的积累情况，有助于

合理调整发酵培养基中无机盐添加量。装置运行过

程中，我们每天监测各发酵罐中无机氮、总氮、无机

磷和总磷浓度的变化情况。图 # 为进入发酵状态后

以上参数的变化。

图 #（$）和（%）所示的各发酵罐中总氮和无机氮

浓度的检测结果显示，装置完全进入发酵状态的前

&’ 天，总氮和无机氮浓度均呈逐渐降低趋势。分析

其原因在于：酵母细胞生长和发酵过程副产的有机

酸会使用以调节 () 值的氨水大量消耗，同时也引

入了大量氮源。有机酸及其阴离子和 !)*
# 随着废

糟液循环过程在发酵系统中积累，经过 # 个循环周

期后，发酵液的 () 缓冲性体现出来，发酵过程 ()
值自身达到稳定不再引入氨水进行调节，氮浓度趋

于稳定。无机氮浓度在 &’+ 以后趋于平衡，各发酵

罐中平衡浓度差别不大，均为 ’,-./0 左右。然而，

图 #（%）所示总氮的波动幅度较大，表明系统中自絮

凝颗粒酵母细胞的生长、衰老、死亡、自溶及从各发

酵罐中采出多余酵母这些影响生物量浓度和状态的

因素之间达到平衡所需时间是比较长的，约 & 个月

以后，系统总氮浓度也趋于平衡稳定，各发酵罐中平

衡浓度差别也不大，均为 &,-./0 左右。

图 #（1）和（+）所示装置运行期间各发酵罐中磷

的监测情况表明，虽然装置运行 #’+ 以后总磷和无

机磷的浓度也逐渐趋于平衡稳定，平衡浓度分别为

2,-./0 和 3,’./0 左右，各发酵罐之间差异不大。无

机磷与总磷差别不大说明磷源作为酵母细胞合成物

质在发酵过程当中被利用量非常小，图中体现的主

要是无机磷随废糟液循环的积累效应。图中平衡浓

度较高，表明装置运行达到平衡点时，培养基中添加

的磷酸盐已经过量。因此，在废糟液直接全循环使

用时，培养基中添加的磷酸盐量应相应降低，以降低

辅助原料消耗，减少浪费。

% 结论

实验装置的 4&’+ 连续稳定运行表明：装置运行

达到平衡状态后积累的副产物没有对乙醇发酵过程

产生明显的不利影响，自絮凝颗粒酵母乙醇连续发

酵耦合废糟液直接全循环使用的工艺方案在技术上

是可行的，为这一新的乙醇发酵技术实现污染物源

头减废、清洁生产奠定了良好基础。对系统 ! 和 "
积累情况的监测表明，废糟液直接全循环使用导致

发酵液中残留无机盐积累，从提高生产过程经济性

角度考虑，发酵培养基中无机盐添加量应适当降低。
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