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摘 要 模拟现有酒精发酵行业普遍采用的多级发酵罐串联系统，建立了一套由三级串联操作的搅拌式发酵罐和两个沉降

罐组成的反 应 器 系 统，以 脱 胚 脱 皮 玉 米 粉 双 酶 法 制 备 的 糖 化 液 为 发 酵 底 物，培 养 基 初 始 还 原 糖 浓 度 为 !!#CUS，添 加

（*VK）!VWXK 8Y"CUS 和 ZV!WXK !Y"CUS，以 #Y#"H>[ 8的恒定稀释速率流加，将自沉降浓缩后的酵母乳先后经活化和不活化两种方

式处理并循环至第一级发酵罐，系统在两种操作条件下分别达到了拟稳态。实验结果表明：活化处理对改善发酵工艺技术指

标方面发挥了显著的作用，发酵终点乙醇浓度达到 8#8CUS，还原糖和残总糖分别在 <Y! 和 HYHCUS 左右，发酵系统的设备生产强

度指标为 "YHHCU（S·>），与无酵母回用的搅拌式反应器系统中自絮凝颗粒酵母乙醇发酵工艺相比，提高了 H#\。
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以生物质资源为原料，发酵法生产的燃料乙醇

作为可再生清洁能源，对于缓解当前石油资源严重

短缺及生态环境恶化的双重危机具有十分重要的意

义。然而，我国传统的乙醇发酵行业整体上处于工

艺技术水平落后、行业经济效益差的状态，严重制约

了燃料乙醇工业的发展。目前，除了开发新技术并



建立产业化示范工程之外，亟需在现有乙醇生产装

置基础上对传统乙醇发酵工艺路线进行技术改造，

以适应国家燃料乙醇产业发展的需要。

与国内外现有乙醇生产普遍采用的带渣发酵工

艺技术路线相比，清液发酵工艺的优势之一体现为：

原料残渣在制糖工段进行分离，不进入发酵系统，这

样就可以实现酵母的回用并联产采出，进而通过增

大发酵罐内部的菌体浓度提高设备生产强度指标，

同时生产酵母副产品提高过程综合经济效益。目

前，国内外的清液发酵工艺所采用的菌株多为游离

酵母，需要使用高速离心机分离发酵液中的酵母以

实现酵母回用及采出，但存在离心机设备投资大、运

行能耗高、设备维护费用昂贵的缺点。与之相比，采

用自絮凝酵母的乙醇发酵过程可以通过酵母絮凝颗

粒的自身沉降很方便地从发酵液中分离酵母，这一

过程不需要能耗和较大的设备投资，从而具有明显

的经济优势［!］。

然而，以往开发的自絮凝酵母乙醇发酵工艺技

术多在悬浮床生物反应器装置中进行，在发酵罐结

构上与我国现有的酒精发酵行业普遍采用的发酵罐

有非常大的差异，无法直接应用于现有工业化装置

的技术改造［" # $］。徐铁军等首次研究了自絮凝颗粒

酵母在一套由三级串联操作的磁力搅拌发酵罐和一

个种 子 罐 组 成 的 发 酵 系 统 中 的 乙 醇 连 续 发 酵 过

程［%］。但在此基础上，能否根据自絮凝颗粒酵母易

于沉降的特点实现酵母回用并可控采出，以达到进

一步提高设备生产强度的目的，尚有待进一步的实

验研究和验证。

本文模拟现有乙醇发酵行业普遍采用的发酵罐

结构，建立了一套由三级串联操作的搅拌式反应器

和两个沉降罐组成的发酵系统，首次研究了该系统

中自絮凝酵母 &’&()! 乙醇连续发酵耦合酵母回用

的工艺过程，并与其它工艺过程的各项技术指标进

行了比较，以期为此工艺技术进一步工程放大及在

现有乙醇发酵行业技术改造中的实际应用奠定基

础。

! 材料和方法

!"! 菌种

自絮凝颗粒酵母菌株 &’&()!，由本实验室构建

和保存。

!"# 主要原材料与试剂

原料：干法脱胚脱皮玉米粉由黑龙江金玉酒精

厂提供。

试剂：!*淀粉酶糖化酶为诺维信公司的商品酶

制剂，磷酸二氢钾由沈阳化学试剂一厂生产。

!"$ 糖化液及培养基

摇瓶种子培养基：葡萄糖 +),-.，酵母粉 +/0$
,-.，蛋白胨 +/),-.，!"!1下灭菌 ")234。

糖化液的制备：糖化液制备在一工作容积 "$.
的搅拌罐中进行，将脱胚脱皮玉米粉与 %)1左右的

温水按 ! 5"/$ 的比例配制成粉浆，并按每公斤玉米

粉 )/%2. 的 比 例 加 入!*淀 粉 酶，升 温 至 0$1 6
7$1，保温液化 !8，然后降温至 %)1 6 %$1，按每公

斤玉米粉 !/"2. 的比例加入糖化酶，保温糖化 !)8
6 !"8 后，过滤得到糖化液。

扩大培养基：将制备的糖化液稀释至还原糖浓

度为 !)),-.，添加（9:;）":’<; 和 =:"’<; 各 "/),-.，

!!$1下灭菌 !$234。

发酵培养基：将制备的糖化液稀释至还原糖浓

度为 ""),-.，添 加（9:; ）":’<; !/$,-.，=:"’<; "/$

,-.，!!$1下灭菌 !$234。

活化 培 养 基：葡 萄 糖 "),-.，（9:; ）":’<; "/$

,-.，=:"’<; "/$,-.，>: "/)，在 !"!1 下灭菌 ")234
（由于工业中对回用酵母常采用酸化处理方法以抑

制杂菌生长，因此本文实验模拟工业化生产将活化

培养基的 >: 调到 "/)）。

!"% 分析方法

乙醇由 ?,3.@4A %07) 气相色谱仪内标法测定，

色谱条件：毛细管柱，氮气为载气，柱温 7)1，采用

氢火焰检测器，以正丁醇为内标物。

葡萄糖浓度用 &B?*$)B 生物传感分析仪进行分

析，还原糖及总糖浓度由斐林反滴定法测定［C］。

生物量的测定采用干重法：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 " 6 +
次，然后置 0$1的恒温箱中烘干至恒重后称重。

!"& 培养及连续发酵

发酵罐接种初期各罐采用各自间歇通气培养，

温度控制在（"0/$ D )/$）1，>: 值控制在 ;/" D )/"，

使用氨水调节。待残糖低于 !,-. 时，开始流加扩大

培养基，当罐内菌体浓度达到 !) 6 !$,-. 干重时，将

发酵罐串联，同时用蠕动泵按照设定的稀释速率把

发酵培养基输送到第一级发酵罐中，并依次溢流进

入第二级和第三级发酵罐。系统保温水逆向按第三

级、第二级、第一级的顺序进入各发酵罐，控制第一

级发酵罐的温度为（+)/$ D )/$）1，第二级发酵罐和

第三级发酵罐的温度保持在 +! 6 +"1。各发酵罐
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的 !" 值控制在 #$% & ’$%。第三级发酵罐中的发酵

液溢流入沉降罐，自絮凝酵母颗粒在沉降罐底部沉

积。

活化(回用：每隔 %#) 用恒流泵将第一级沉降罐

底部的 %’’*+ 酵母泥输入到含有 ,’’*+ 活化培养

基的 -’’’*+ 三角瓶中，在 -,’./*01，%23条件下活

化 2) 后倒入第二级沉降罐，静置 -) 后，关闭发酵培

养基流加泵，用恒流泵将第二级沉降罐中的酵母泥

（约 %’’*+）回流入首级发酵罐，回流完毕后打开发

酵培养基流加泵并通气 -’*01。

直接回用：每隔 %#)，关闭发酵培养基流加泵，

用恒流泵将第一级沉降罐底部的 %’’*+ 酵母泥直

接回流入首级发酵罐，回流完毕后打开发酵培养基

流加泵并通气 -’*01。

!"# 实验装置及工艺流程

本实验自行加工了三个单罐有效容积 -$-+、带

有保温夹套的玻璃发酵罐，及两个有效容积为 -+ 的

锥形底沉降罐。发酵罐内置不锈钢档板，并配置机

械搅 拌 装 置。整 个 实 验 装 置 的 工 艺 流 程 如 图 -
所示。

图 - 自絮凝酵母乙醇连续发酵耦合酵母回用工艺装置图
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$ 结果与讨论

$"! 装置运行状态考察

图 % 所示为生物反应器系统完全进入发酵状态

后，沉降的酵母在活化(回用和直接回用两种工艺操

作条件下，各级反应器中生物量、残还原糖和乙醇浓

度变化情况。

由图 % 可见，在开始酵母回用操作后的 D< 内，

各级反应器中的生物量浓度出现了一定幅度的波

动；但 D< 后，随着酵母回用次数的增加，各级反应器

中的生物量浓度逐渐升高（见图 %=），残还原糖浓度

逐渐下降（见图 %F），乙醇浓度逐渐升高（见图 %9）；

并且变化的趋势逐渐趋于平缓，在第 -’ 天后基本达

到拟稳态。初步分析以上现象的原因为：酵母随发

酵液溢流入沉降罐后未完全沉降，仍有少量酵母细

胞随沉降罐上清液溢流入发酵液储罐；开始阶段酵

母的回用使系统中的生物量浓度由于不断的积累而

逐渐升高，残糖浓度随之下降，乙醇浓度随之升高，

进而导致酵母比生长速率的降低，直到系统中酵母

的生长速率与酵母细胞流出系统的速率平衡，系统

2-2 !"#$%&% ’()*$+, (- .#(/%0"$(,(12 生物工程学报 %’’G，K8A$%%，L8$,



达到拟稳态。

图 ! 生物量、残糖和乙醇浓度的时程变化
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从第 >A 天开始，酵母活化操作被取消，直接回

用沉降浓缩的酵母乳，残余还原糖浓度显著上升，发

酵终点乙醇浓度相应降低，但系统经过一段时间的

自衡调整，各发酵罐内残糖浓度、酒精浓度和自絮凝

颗粒酵母浓度趋于稳定，乙醇浓度等发酵指标均低

于活化回流工艺，这表明活化处理在提高酵母回用

工艺的发酵指标方面发挥了显著的作用。

!"! 发酵工艺指标的考察及比较

将本文实验得到的实验结果与目前工业生产和

文献报道的相关乙醇发酵工艺运行指标进行比较，

结果如表 > 所示。

表 # 几种乙醇发酵工艺方案发酵指标的比较

$%&’( # )*+,%-./*0/ *1 /(2(-%’ 3.11(-(04 (45%0*’ 1(-+(04%4.*0 4(650*’*7.(/
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由表 > 可知，本文实验所采用工艺的发酵终点

乙醇浓度达到 >J>$EF，还原糖和残总糖分别在 ?L!
和 NLN$EF 左右，与其他三种发酵工艺相比，在终点

乙醇浓度及残糖指标基本一致的同时，发酵时间大

幅度缩短，设备生产强度显著提高：与传统的游离酵

母发酵工艺相比，发酵时间缩短了三分之二，设备生

产强度提高了 !LM 倍；与徐铁军等设计的不采用酵

母回用的工艺相比，发酵时间缩短了 K!Q，设备生

产强度提高了 NJQ；与采用悬浮床生物反应器系统

的自絮凝颗粒酵母发酵工艺相比，发酵时间缩短了

!!Q，设备生产强度提高了 ?JQ。

进一步分析表 > 的数据可见，虽然可以通过提

高生物量浓度来达到较高的设备生产强度，但是设

备生产强度的提高并不与生物量浓度的提高成正

比。例如：与游离酵母细胞乙醇发酵过程相比，自絮

凝颗粒酵母乙醇发酵过程生物反应器内酵母细胞密

度提高接近 >J 倍，但设备生产强度只提高 ! 倍。这

说明自絮凝颗粒酵母细胞由游离状态微米尺度自絮

凝形成毫米尺度颗粒后，颗粒体系内扩散的影响也

变得非常严重。与悬浮床反应器相比，搅拌式反应

器内部的剪切速率较高，自絮凝酵母颗粒的粒径较

小，颗粒体系的内扩散影响也相应减小。因此，表 >
中搅拌式反应器虽然在生物量浓度上远低于悬浮床

反应器，但设备生产强度却与之接近，甚至高出悬浮

床反应器系统。

与徐铁军等采用的组合反应器系统相比，本文

实验在乙醇连续发酵过程中省去了种子罐流加培养

的过程，增加了沉降、活化及回流的步骤。表 ! 给出

了这两种工艺过程中培养基中糖的消耗、乙醇生成

及糖醇得率的比较结果。
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表 ! 糖的消耗、乙醇生成及糖醇得率指标与文献［"］的比较
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由表 > 可知，对于采用种子罐的乙醇发酵工艺，

种子培养单元的耗糖量约占总耗糖量的 CK，但糖

醇得率仅为 9?AC，因此使得工艺过程总的糖醇得率

有所下降；而对于本文实验采用的酵母活化L回用乙

醇发酵工艺，活化单元耗糖量仅占总耗糖量的 =K，

因而对工艺过程中总的糖醇得率未产生显著的影

响。

本文实验中沉降罐中分离出的酵母在实验装置

运行期间全部回用，没有酵母产出。在实际的应用

过程中，可根据发酵罐中酵母密度的控制指标，将沉

降罐中的酵母以一定比例采出用于生产酵母副产

品，以增加经济效益，另一部分回用以提高设备生产

强度，并根据市场需求等实际情况，适当调整采出及

回用的比率。另外，本文依靠小型实验装置所开发

的工艺还有待在工业化生产装置上做进一步的验

证，以为此工艺技术在燃料乙醇产业化过程中的实

际应用奠定基础。

9 结论

（=）模拟现有乙醇发酵行业普遍采用的发酵罐

结构，建立了一套由三级串联操作的搅拌式反应器

和两个沉降罐组成的发酵系统，研究了该系统中自

絮凝酵母 7G7M9= 乙醇连续发酵耦合酵母回用的工

艺过程。

（>）系统在副产酵母活化L回用和直接回用两种

条件下均达到了拟稳态，活化处理在提高酵母回用

工艺发酵指标方面发挥了显著的作用。

（A）本文实验建立的多级串联搅拌式反应器系

统中自絮凝颗粒酵母乙醇连续发酵耦合酵母回用工

艺在保证其他发酵指标的前提下，显著提高了设备

生产强度。
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