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初始条件对高浓度乙醇连续发酵过程的影响及振荡行为

提高发酵效率的机理分析 

申渝 1,2，葛旭萌 2，白凤武 2 
1 重庆工商大学废油资源化技术与装备教育部工程研究中心，重庆 400067 
2 大连理工大学生物科学与工程系，大连 116023 

摘  要: 前期实验在稀释速率为 0.027 h−1 的高浓度乙醇连续发酵过程中，发现了一种长周期、宽振幅的参数振荡现象。

本实验进一步考察了不同稀释速率下的连续发酵过程，发现在稀释速率为 0.04 h−1 条件下，也能出现类似的振荡现象；

在稀释速率为 0.027 h−1 或 0.04 h−1 的条件下，改变系统的初始状态可以得到振荡和稳态两种不同的发酵过程。比较振

荡和稳态过程的实验数据后，发现在稀释速率为 0.04 h−1 的条件下，与稳态过程相比，振荡过程的平均残糖浓度降低了

14.8％，平均乙醇浓度提高了 12.6％，平均设备生产强度提高了 12.3％。进一步分析表明：与稳态过程相比，振荡过程

动力学行为不仅存在滞后，而且在相同残糖和乙醇浓度条件下，所对应的平均比生长速率提高了 53.8％。 

关键词 : 高浓度乙醇连续发酵，振荡，酿酒酵母，发酵效率提高 

Impact of fermentation system initial status on oscillations in  
very high gravity ethanol continuous fermentation process and 
analysis of fermentation efficiency improvement 
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Abstract:  Prior research reported the oscillatory behavior characterized by long period and high amplitude during high gravity 
continuous ethanol fermentations at the dilution rate of 0.027 h−1. In this paper, high gravity continuous ethanol fermentations using 
Saccharomyces cerevisia at different dilution rates were carried out. Similar oscillations were observed when the dilution rate was 
switched to 0.04 h−1. Both oscillatory and steady processes can be achieved at dilution rates of 0.027 or 0.04 h−1, which depends on 
the initial status of the fermentation system. However, compared to steady process at the same dilution rate of 0.04 h−1, the average 
residual sugar concentration was lowered by 14.8% for the oscillatory process, while the average ethanol concentration and 
productivity were increased by 12.6% and 12.3%, respectively. Further investigation revealed that besides the lag time, oscillatory 
processes were different from steady ones in kinetics because a higher specific growth rate can be achieved at the same residual sugar 
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and ethanol concentrations (increased by 53.8% in average). 

Keywords:  very high gravity continuous ethanol fermentation, oscillation, Saccharomyces cerevisia, fermentation efficiency 
improvement 

振荡现象普遍存在于细菌、真菌、藻类等多种

微生物的连续培养过程[1-2]。与稳态操作相比，振荡

行为难以预测和控制，因此通常选取合适的操作条

件加以回避，或开发相应的弱化策略[3]；仅有少量

文献报道了振荡过程中反应器生产能力提高的现

象，对振荡行为的利用则更为罕见[4-5]。 

白凤武等在利用普通酿酒酵母  Saccharomyces 

cerevisia 进行高浓度乙醇连续发酵的实验中，发现

在特定的稀释速率条件下 (0.027 h−1)，会出现一种

特殊的振荡现象[6-10]：振荡周期 (4~7 d) 和振幅 (乙

醇浓度变化达 20~40 g/L) 分别是以往报道的几十和

十几倍。前期研究通过引入权值函数，建立了过程

动态模型；随后利用串联装填填料的管式反应器使

振荡得以弱化，并研究了其弱化机理[8-9]。但仍有以

下两个关键的问题有待解决： 

1) 模拟结果表明，非稳态过程的参数特征强烈

依赖于初始条件，但此前的振荡过程均采用相同的

起始状态，有关初始条件对以上连续发酵过程稳定

性 (及振荡是否产生) 的影响，尚无实验证据。 

2) 前期实验发现总稀释速率为 0.012 h−1 (相对

于第一级反应器的稀释速率为 0.027 h−1) 条件下的

振荡过程发酵效率优于总稀释速率为 0.006 h−1 (相

对于第一级反应器的稀释速率为 0.013 h−1) 条件下

的稳态过程[10]，但这并不能说明振荡过程本质上发

酵效率优于稳态过程。因为，振荡过程中残糖和乙

醇浓度在一定范围内波动，其平均发酵速率实际上

是各时刻发酵速率的平均值，由于发酵动力学的非

线性特征，这一平均值有可能超过在平均残糖和乙

醇浓度条件下的发酵速率，从而造成振荡过程优于

稳态过程的假象。因此，需要对发酵过程的动力学

进行进一步的分析。 

然而，前期实验采用 CSTR 与三级管式反应器

串联的发酵系统，振荡优于稳态的现象出现在末级

反应器，而不是第一级的 CSTR 反应器[10]。由于末

级反应器的发酵受上一级反应器发酵参数的影响，

而上一级反应器的发酵参数并未测量，从而无法比

较振荡与稳态过程的动力学。因此，需要重新进行不

同稀释速率下的连续发酵实验，以获得充分的证据。 

针对以上问题，本实验考察了不同稀释速率下，

高浓度乙醇发酵的稳态和振荡过程，探索了振荡产

生的必要条件；并对稳态和振荡过程的实验数据及

动力学进行了比较和分析。 

1  材料与方法 

1.1  菌种和培养方法 
普通工业酿酒酵母 ATCC4126，大连理工大学

生物工程系保藏。保存及活化方法见文献[7]和[8]。 

1.2  培养基 
一级种子培养基 (g/L)：葡萄糖 30，酵母粉 5，

蛋白胨 3；二级种子培养基 (g/L)：葡萄糖 120，酵

母粉 5，蛋白胨 3；发酵培养基 (g/L)：葡萄糖 280，

酵母粉 5，蛋白胨 3。 

1.3  连续发酵 
连续发酵在一台全自动搅拌式发酵罐中进行，

有效体积为 1500 mL。将活化后的一级种子 (活化

方法详见文献[8])按 10％的比例接入装有二级种子

培养基的发酵罐内，在 pH 4.5、温度 30℃、转速

300 r/min 和通气量 0.05 vvm (无菌空气) 的条件下

培养至残糖浓度小于 1 g/L，然后按照设定的稀释速

率流加发酵培养基进行连续发酵，其他操作条件保

持不变。具体方案如下：1) 连续切换稀释速率，从

0.015 h−1 开始启动连续发酵，运行一定时间以后依

次切换 0.025、0.027、0.04、0.06、0.08 h−1；2) 分

别培养二级种子，按稀释速率 0.02、0.03、0.04、0.06、

0.08 h−1 重新启动连续发酵。 

以上操作方案中，每种条件下的连续发酵至少

维持 4 d 以达到稳态，或至少经历 3 个振荡周期；

然后切换稀释速率，或进行下一批连续发酵。 

1.4  分析方法 
葡萄糖、乙醇和生物量浓度的测定方法参照文

献[9]。 
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2  结果与讨论 

2.1  振荡产生的必要条件 
图 1 给出了 6 种稀释速率下的连续发酵依次切

换的过程中，残糖、乙醇和生物量浓度随时间的变

化情况。由图 1 可见，在稀释率为 0.04 h−1 的条件下

产生了明显的振荡现象，而其他稀释速率条件下，

系统均达到稳态。 

前期实验中，多次采用 0.027 h−1 作为起始稀释

速率，均可产生长周期、宽振幅的振荡[6-8,10]；本实

验中，在经历稀释速率为 0.015 h−1 和 0.025 h−1 的连

续发酵后，再将稀释速率切换至 0.027 h−1，却没有

出现振荡现象。 

然而，当稀释速率由 0.027 h−1 切换至 0.04 h−1

后，这种长周期、宽振幅的振荡再次出现；而随后

进行的起始稀释速率为 0.04 h−1 的连续发酵过程则

达到了稳态 (图 2)。 

由此可见，这种振荡行为的产生不仅依赖于一

定的操作条件 (例如稀释速率)，还依赖于系统的初

始状态。产生振荡的条件具体总结如下：特定稀释

速率，0.027 h−1 或 0.04 h−1；分别对应特定的初始状

态，二级种子培养结束后直接启动高糖连续发酵 

(0.027 h−1)，高糖连续发酵过程中稀释速率从较低切

换到较高值 (0.04 h−1)。 

2.2  稳态与振荡过程的发酵参数比较 
表 1 给出了稀释速率为 0.027 h−1 和 0.04 h−1 的

条件下，稳态和振荡过程的平均发酵参数。在二级

种子培养完成后直接按 0.027 h−1 稀释速率流加发

酵培养基启动连续发酵则产生振荡，而在稀释率逐

级递加的条件下形成稳态；在稀释速率 0.04 h−1 时

却有完全相反的结果，操作条件直接开始于稀释率

0.04 h−1 时，形成稳态，振荡只在稀释率逐级递加的

条件下发生 (图 1)。由表 1 可见，在相同稀释速率

条件下，振荡过程可达到较低的残糖浓度、较高的

乙醇浓度、以及较高的设备生产强度。具体表现为：

在稀释速率为 0.027 h−1 的条件下，平均残糖浓度降

低 3.9％，平均乙醇浓度提高 9.0％，平均设备生产

强度提高 9.1％；在稀释速率为 0.04 h−1 的条件下，平

均残糖浓度降低 14.8％，平均乙醇浓度提高 12.6％，

平均设备生产强度提高 12.3％。 

通常对于稳态的连续发酵过程，随着稀释速率

的降低，系统中的残糖浓度会进一步降低，乙醇浓

度进一步升高 (如图 1 及表 1 所示)。然而，如表 1

所示，振荡过程在相同的稀释速率下，可达到比稳

态过程更低的残糖浓度和更高的乙醇浓度；不仅如

此，与较低稀释速率 (0.027 h−1) 下的稳态过程相

比，较高稀释速率 (0.04 h−1) 下的振荡过程，反而

达到了更低的平均残糖浓度和更高的平均乙醇浓

度。为何振荡过程的平均发酵指标与稳态过程相比

会有如此显著的提高？最初推测：可能是长时间 

(500~600 h) 的连续发酵使菌种的发酵性能有所提高。 

 
图 1  依次切换稀释速率的连续发酵过程中，残糖、乙醇和生物量浓度随时间的变化情况 
Fig. 1  Residual sugar (●), ethanol (□) and biomass (○) concentration vs time during continuous ethanol fermentations at different 
dilution rates. 
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表 1  稀释速率分别为 0.027 h−1 和 0.04 h−1 条件下的稳态和振荡过程发酵参数比较 
Table 1  Comparison of fermentation performance between steady and oscillatory processes at the dilution rate of 0.027 h−1 
and 0.04 h−1 

D (h−1) State Cs (g/L) Cx (g/L) Cp (g/L) Yp/s (g/g) P (g/(L·h)) 

Oscillatory 113.1 3.95 75.1 0.450 2.03 
0.027 

Steady 117.5 5.24 68.88 0.424 1.86 

Oscillatory 111.7 9.27 73.36 0.436 2.93 
0.04 

Steady 128.2 5.84 65.14 0.429 2.61 

 

 
图 2  稀释速率为 0.04 h−1 的稳态连续发酵过程中，残糖、

乙醇和生物量随时间的变化 
Fig. 2  Residual sugar (●), ethanol (□) and biomass (○) 
concentration vs time during continuous ethanol fermentation 
process at a dilution rate of 0.04 h−1. 
 

分析数据发现：图 1 中稀释速率在 0.06 h−1 和

0.08 h−1 下的稳态发酵过程参数，是在系统连续运行

了 900 h 之后得到的。为考察运行时间对菌种发酵性

能的影响，随后进行了起始稀释速率分别为 0.06 h−1

和 0.08 h−1 的连续发酵过程，虽然运行时间仅为 300 h 

(均为稳态，数据未显示)，但与运行时间超过 900 h

的发酵过程 (稀释速率分别为 0.06 h−1 和 0.08 h−1) 

相比，其残糖浓度并无显著差异，未发现菌种的发

酵性能在长时间连续发酵后有明显改变。因此，上

述振荡过程平均发酵指标高于稳态过程的现象，其

原因不在于菌种性能的差异，而在于过程本身。 

2.3  振荡过程与稳态过程的动力学及差异 
对于采用 CSTR 反应器的连续发酵过程，系统的

稀释速率等于细胞的比生长速率；而比生长速率与底

物和产物浓度有关[11-12]，通常表示为 μ = f (Cs, Cp) 的

非线性函数形式。理论上存在同一比生长速率对应

不同残糖和乙醇浓度的可能；而且与稳态过程相比，

振荡过程中的残糖和乙醇浓度在较大范围内波动，由

于非线性函数的均值可能大于其自变量均值的函数

值，因此振荡过程中的平均比生长速率有可能大于

相同平均残糖浓度和平均乙醇浓度条件下稳态过程

的比生长速率。以上两种原因均可能导致更高稀释

速率对应更低残糖浓度和更高乙醇浓度的现象，但

取决于细胞生长动力学的具体形式。为此，本研究

考察了高浓度乙醇连续发酵过程的动力学特征。 

表 2 给出了高浓度乙醇连续发酵过程中，不同稀

释速率下的稳态过程实验数据。由表 2 可见，在残糖

浓度和乙醇浓度为 91.3~167.1 g/L 和 49.9~78.9 g/L 的

范围内 (包括了振荡过程所经历的残糖和乙醇浓度

范围：96~129 g/L 和 65.9~78.6 g/L)，比生长速率与

残糖浓度正相关，与乙醇浓度负相关，未发现同一

比生长速率对应不同残糖浓度和乙醇浓度的现象。 

通过数据分析，发现表 2 中的残糖浓度 (Cs) 与

乙醇浓度 (Cp) 之间具有以下线性关系： 

Cp= –0.394×Cs+116 (R2=0.9931) (1) 
因此，基于表 2 数据的动力学模型可简化为具有

单一自变量的函数形式，具体为： 

μ = 3.58×10–6×Cs
2 + 2.71×10–5×Cs – 2.25×10–2  

(R2 = 0.9792) (2) 
 

表 2  连续发酵稳态过程实验数据 
Table 2  Experimental data of continuous ethanol 
fermentation at steady states 

Cs (g/L) Cp (g/L) D & μ (h−1) 

91.3 78.9 0.015 

103.5 75.3 0.020 

114.6 70.2 0.025 

117.5 68.8 0.027 

120.7 68.7 0.030 

127.6 64.7 0.040 

142.2 61.0 0.060 

167.1 49.9 0.080 
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对于图 1 中稀释速率为 0.04 h−1 的振荡过程，残

糖浓度  (Cs) 与乙醇浓度  (Cp) 之间也具有与方程 

(1) 近似相同的线性关系： 
Cp = –0.391×Cs + 117 (R2 = 0.8614) (3) 
若该振荡过程各时刻的动力学与稳态过程相

同，则各数据点所对应的比生长速率可用公式 (2) 

估算。图 3比较了稀释速率为 0.04 h−1的振荡过程中，

各时刻比生长速率的实测值和由公式 (2) 得到的计

算值。 

 

图 3  稀释速率为 0.04 h−1 的振荡过程中比生长速率实测

值与计算值的比较 
Fig. 3  Comparison of the experimental data (●) with the data 
predicted by model (○) for specific cell growth rates during 
oscillation process at the dilution rate of 0.04 h−1. 

 
由图 3 可见，振荡过程中实际的比生长速率明

显高于按照稳态动力学数据得到的计算值，且存在

时间上的平移。因此，振荡过程各时刻的细胞动力

学与稳态并不相同，对于稀释速率为 0.04 h−1 的振荡

过程，在经历相同的残糖和乙醇浓度条件下，其平

均比生长速率  (0.04 h−1) 比稳态过程  (0.026 h−1) 

提高了 53.8％。 

对于振荡过程与稳态过程动力学差异的报道，

主要涉及细胞对环境胁迫的延迟反应 (滞后)，即细

胞的比生长速率不仅与当前时刻的底物和产物浓度

有关，而且与前面时刻的底物和产物浓度有关，虽

然利用权值函数可模拟这种滞后现象，但比生长速

率的平均值仍与稳态过程相同[13-14]。也有报道表明，

细胞的比生长速率受乙醇浓度升高速率的负面影

响，但其结果是振荡过程的平均比生长速率低于稳

态过程[15-17]。对于实验中振荡过程提高发酵效率和

平均比生长速率的现象，除了利用数学模型来解释

以外，较为合理的解释是：抑制型产物连续发酵过

程中，产物浓度周期性变化给细胞提供了恢复活性

的时间，因此能够在平均产物浓度相同的条件下保

证较高的平均比生长速率；乙醇属于初级代谢产物，

细胞平均比生长速率提高发酵效率也就提高。类似

振荡现象在其他产物抑制型连续发酵过程也有报

道 [13,15,18]，但是由于缺少相应条件下稳态过程的数

据，还不能证明其他过程是否也存在提高平均比生

长速率和发酵效率的现象。 

3  结论 

1) 高浓度乙醇连续发酵过程中的振荡行为的

产生与操作条件和系统的初始状态有关； 

2) 在相同稀释速率下，与稳态过程相比，振荡

过程具有更低的残糖浓度、更高的乙醇浓度和更高

的设备生产强度； 

3) 与稳态过程相比，振荡过程的动力学不仅存

在滞后，而且经历相同残糖和乙醇浓度条件下，振

荡过程的平均比生长速率明显高于稳态过程。 

符  号  说  明 

Cs —— 残糖浓度，g/L； 

P —— 设备生产强度，g/(L·h)； 

Cp —— 乙醇浓度，g/L； 

t —— 时间，h； 

Cx —— 生物量浓度 (干重)，g/L； 

Yp/s —— 产物对底物得率，g/g； 

CSTR —— 连续搅拌式反应器； 

μ —— 比生长速率，h−1； 

D —— 稀释速率，h−1。 
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