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好氧发酵法生产甘油的

转化率和生产强度

杨海麟　　诸葛健

(无锡轻工大学生物工程学院, 无锡 214036)

摘要　设计了小型玻璃连续发酵反应器, 考察了甘油发酵的生产强度和转化率变

化规律。结果表明: 转化率随发酵时间的延长趋于一定值。对甘油发酵过程作碳源

衡算, 求得理论转化率 Y P = 1. 57;甘油浓度对发酵时间作图是一条“S”形曲线,生

产强度随发酵时间有一峰值的变化。采用了高密发酵来提高发酵生产强度,结果表

明:菌体浓度为11%～12%发酵液发酵60 h 甘油浓度达到108. 9 g/ L , 生产强度为

1. 81 g / ( L h) , 80 h 甘油浓度为142 g / L ,生产强度为1. 77 g / ( L h ) . 发酵结束转

化率达到52% .
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0　前　　言
甘油是重要的工业原料,广泛应用在炸药、医药、食品、化工等国民生产各领域中。无锡

轻工大学开发利用甘油酵母 Candida glycerolgenesis Zhuge
[ 1]
发酵法生产甘油, 并实现工

业化大生产, 为解决甘油紧缺开拓了新的途径。提高发酵的生产强度和转化率是实现工业化

经济效益的关键因素, 对生产强度和转化率的研究, 也就是对发酵动力学和发酵代谢机理的

研究。夏友坤提出了甘油发酵的动力学图形为“S”的数学模型, 并指出理论转化率为

76. 7% [ 2] . 笔者在对甘油发酵过程作营养物质与产物之间碳源衡算的基础上,探求理论转

化率,并提出了提高甘油发酵生产强度的有效措施。

1　材料与方法
1. 1　菌种

产甘油假丝酵母 Candid a gly cer olgenesi s Zhuge WL2002-5
[ 3]系耐高渗透压酵母, 无锡

轻工大学甘油中心提供。

1. 2　培养基

甘油发酵斜面、种子和摇瓶培养基组成:按文献[ 2]制备。



1. 3　培养方法

斜面菌种→活化→接种一环至250 mL 三角瓶中, 33 ℃上摇床做种子培养→以10%的

接种量接种于装发酵培养基三角瓶中, 33 ℃摇床发酵。

1. 4　分析方法

甘油含量的测定按文献[ 4]方法;总糖、还原糖的测定按文献[ 5]方法;磷的测定按文献

[ 6]方法;传氧速率的测定: 亚硫酸盐法; 酵母量的测定有2种方法: 第1种以每10 mL 发酵液

经3 000 r/ min, 5 min 离心后计;第2种以吸取3 mL 发酵液经10 000 r/ min 高速离心5 min,

洗涤3次,然后80℃干燥24 h,称重。

1. 5　发酵设备

小型玻璃连续发酵反应器:自制[ 7] ,实验中采用0. 45 m , 25 mm 的滤纸来截留菌体,

先用种子培养基培养菌体24 h;然后连续流加高浓度分析纯葡萄糖,使反应器内糖浓维持在

5%～10%,反应每4 h 取样一次;高密发酵在20 L 不锈钢发酵罐中进行。

2　结果与讨论
2. 1　甘油发酵过程的生产强度和转化率

生产强度和转化率是衡量发酵好坏的

两个重要指标,其定义为:

生产强度= 发酵产生的甘油量( g/ L )
发酵时间( h)

转 化 率=
发酵产生的甘油量( g / L )
发酵耗糖量( g/ L )

小型连续发酵甘油浓度,生产强度和转

化率变化见图1.

图1　小型连续发酵甘油浓度、生产强度和转化率变化曲线

由图1可知:转化率随着发酵的进行不断上升而趋于一定值; 生产强度则随着发酵时间

的延续有一个峰值的变化, 在60～90 h生产强度最高,而后为下降的趋势。

2. 2　甘油发酵的转化率的研究与计算

2. 2. 1　微生物反应过程中碳源的衡算　大部分的发酵过程都是以糖作为碳源。在微生物反

应过程中碳源主要消耗于:

1) 满足于微生物菌体生长的需要, 用 ( S ) G 表示;

2) 维持微生物生存的消耗(如菌体的运动和营养物质的摄取和代谢产物排泄等主动运

输的耗能) ,可( S) M 用表示;
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3) 生成代谢产物的消耗, 可用( S ) P 表示。

根据发酵中营养物质( S )、菌体( X )、产物( P) 作碳源的衡算则有:

　　　　　 - S = ( - S ) G + ( - S) M + ( - S) P ( 1)

或者:　　　　 -
ds
dt = ( -

ds
dt )

G + ( -
ds
dt )

M + ( -
ds
dt )

P ( 2)

在反应中,转化率是很关键的指标,公式( 2) 以转化率表示为:

　　　　　 - ds
dt

= 1
Y G

( - dx
dt

) + mx + 1
Y G

( - dp
dt

) ( 3)

式中: m: 碳源维持常数 mol/ ( g h)

Y G :菌体理论得率,

Y G =
生成菌体质量

用于同化为菌体碳源消耗
=

dx
( - ds) G

Y P :产物理论得率

Y P =
生成代谢产物的摩尔数

用于异化为代谢产物的碳源消耗
=

dp
( - ds) P

则营养物质的消耗比速

　　　　　 =
1
Y G

+ m +
1
Y P

QP ( 4)

在产甘油阶段,菌体处于稳定期,微生物菌体生长比速　 ≈ 0

即　　　　　　 = m + 1
Y P

QP ( 5)

图2　 -QP 曲线

2. 2. 2　Y P的求解　由式( 5)可知该式为一

直线方程, 处理甘油发酵实验数据作 -QP

图,见图 2. 该直线在纵坐标的截距为 m, 其

斜率为
1
Y P

. 计算中选取的实验点都是在发

酵 36 h后( ≈ 0) 测得的。

由图2得:

　　m = 2× 10- 4 mol/ ( g h)

　　Y P = 1. 57(相当理论转化率的

80. 3% )

2. 2. 3　 甘油发酵转化率的讨论 　以上是

从微生物生化反应过程的质量衡算推出的甘油发酵理论转化率, 实际发酵中体现的转化率

为表观转化率:

　　　　　Y P/ S =
产生甘油的质量
发酵所耗的糖源质量

× 100%

由于Y P /S考虑了发酵中所有糖源的消耗,其中包括长菌体所耗糖源、维持代谢所耗糖源

和副产物产生所消耗的糖量,所以Y P / S < Y P .

产甘油阶段的转化率, 因为此时 ≈0,耗糖只用于维持细胞代谢和产生甘油两部分,所

以此段时间的转化率更能清楚体现产甘油耗糖占所有耗糖的比重。

若取Y P = 1. 57,由式( 5) 得: Y P/ S =
QP × 92
× 180

=
1. 57( - 2× 10- 4 ) × 92

× 180
( 6)

在 24～ 78 h内,取 = 7. 71× 10- 4mol/ ( g h) 得 Y P /S = 59. 3%

以上计算的转化率59. 3%为理论转化率的73. 8%左右, 相当于夏友坤论文
[ 2]
转化率的
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78. 6% ,这已是较高的水平,因为即便在实验室摇瓶实验中,甘油对耗糖的转化率很少突破

60%, 这也说明甘油发酵在转化

率方面的开发潜力并不大。若考

虑在长菌体阶段, 由于葡萄糖消

耗主要用于长菌体,而甘油产量

较少, 因此整个甘油发酵的转化

率是达不到这样高的水平, 见

表1.

表1　表观转化率在发酵中的变化

发酵过程 耗糖比速 用于 YP/ S =
QP

发酵开始阶段
1
YG

+ m
QP
→ 0

随着发酵的进行

1
YG

数值不断下降

m +
1
Y P

QP数值不断上升

QP 不断上升

发酵时间延续 m +
1
YP

QP
QP
上升并趋于一定值

　　式( 6) 可进一步变形为:

　　　　　Y P/ S = ( Y P -
m × YP

) ×
92
180
× 100% ( 7)

式( 7) 表明提高发酵转化率应控制好培养条件以使m 尽可能小;良好的发酵,耗糖比速

较快,往往在 72～ 80 h 内完成。

通过流加碳源,延长发酵时间也可以提高转化率。但长时间的发酵则会降低发酵生产强

度。

2. 3　甘油发酵的生产强度

图 3　甘油发酵过程中的生产强度

甘油发酵既要考虑转化率,又要兼顾生

产强度。作甘油浓度 - 发酵时间的曲线, 见

图 3.图 3通过原点、相交于曲线的直线, 其

斜率系曲线上该点的平均生产强度, 即:

　　　　　平均生产强度 P
- =

C
t

图上两直线所夹的发酵部分(相对应的

发酵时间是 T 1～ T 2) 具有较高的平均生产

强度。

发酵曲线呈“S”型, 在发酵中部, 存在

一拐点, 拐点附近(相对应的发酵时间为 t 1

～ t 2) 甘油发酵的生产强度最高,而在曲线其他部分的切线斜率较小。因此,提高甘油生产强

度的可行方案有以下 2种:

1) 菌浓的增加提高生产强度。由于生产强度只关系到甘油浓度与发酵时间两个变量,

而单位菌体产生甘油的能力在一定的培养条件下较为恒定,故提高菌浓相应的增加了发酵

液中甘油的浓度, 生产强度也随之上升。但菌浓的增加要受通风量的限制。

2) 流加发酵提高生产强度。由图上可知, 在时间 t1～ t2内发酵强度最高, t2以外发酵强

度由于酵母胞内蛋白酶的分解破坏作用,甘油产率开始下降。由实验可知, t1～ t 2为发酵 30

～ 50 h之间, 为细胞生长的平稳期,此时比生长速率近似等于零。因此, 通过补充带适量营

养源的培养基,维持菌体繁殖,既能保证菌体的活力,又能保证足够的菌浓。但流加发酵存在

发酵液残糖高,发酵转化率相对低等缺点。
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2. 4　高生产强度的甘油发酵

高生产强度的发酵可以由高菌浓发酵实现,而增加菌浓, 无疑要加重对发酵培养基的负

担,其中影响最大的为发酵罐的通风量和发酵底物的浓度。

2. 4. 1　高菌浓发酵的菌量控制　在对甘油发酵培养基的研究过程中发现磷量、酵母浓度和

通风量三者是统一的: 正常发酵培养中,磷是菌体生长的限制性底物,磷量决定了酵母浓度,

而单位浓度的酵母在发酵中有一最适通风量 [ 8]。本实验在20 L 小型标准不锈钢通用发酵罐

中进行,尽管此种罐有较宽的通风范围, 考虑高转速的机械搅拌对酵母生长的负作用, 以及

高密度酵母培养细胞间对营养物的竞争作用,选定菌浓为10%～12%(普通摇瓶实验菌浓为

5%～6%) ,通风比 1 1,搅拌转速600 r / min,此时亚硫酸盐法测得 K La值为420 h
- 1. 做摇瓶

实验得培养菌体培养基为: 玉米浆10～13 g/ L , 尿素2～4 g / L .

2. 4. 2　葡萄糖的流加　研究葡萄糖对甘油

发酵的影响[ 7]可知, 低浓度的葡萄糖加速甘

油酵母的生长繁殖; 而高浓度的糖不利于甘

油的产生,有利的糖浓应控制在小于20%.

采用的葡萄糖流加方案见表2.

表2　高密发酵葡萄糖流加方案

发酵时间
/ h

流加糖浓/ ( g/ ( l h) )
(以发酵罐体积计)

营养源的补加%

磷量　　　尿素

0～24 　　　　100 　　1. 2 　　0. 3

24～72 + 150 0 0

72～120 + 150 0 0

2. 4. 3　高密发酵小试实验数据　见图4,图5.

图4　菌浓8%～9%发酵液的高密发酵

图4中发酵补加葡萄糖浓为70%

～80% ,高浓度的糖对发酵液稀释较

少, 所以菌浓变化不大, 发酵前期无需

补加营养源; 菌浓控制在8%～9%发

酵液,其发酵最终转化率为48. 8%;生

产强度并无明显提高。为此, 实验 B

菌浓提高至11%～12%发酵液; 另外

考虑工业化生产所用糖液为双酶法制

得, 其浓度一般不高于500 g / L . 而添

加低浓度的糖液对发酵有稀释作用,

所以添加浓度为500 g/ ( L h)的糖液

图5　菌浓11%～12%发酵液的高密发酵

同时补加营养源, 营养源的添加量依发

酵罐内菌体量而定,以维持较高浓度的

菌体浓度。

由图5看出: 菌体浓度为11%～

12%发酵液的发酵其生产强度可明显

提高,发酵60 h 甘油浓度达到108. 9 g/

L , 生产强度为1. 81 g / ( L h ) ; 80 h 甘

油浓度为142 g/ L , 生产强度为1. 77 g/

( L h) . 发酵结束转化率达到52%.
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Studies on Glycerol Productivity and Yield

in Aerobic Fermentation Process

Yang Hailin　　Zhuge Jian

( S chool of Bioen gineering, Wuxi University of Light Indus try ,Wuxi, 214036)

Abstract　Product ivity and yield are tw o important criter ia for fermentat ion. Designed the

small-scale glass continue fermenter and invest ig ated the regulat ions of gly cerin product iv-

ity and yield, the experiments resul ts show that yield w ould approach to a constant w ith

the fermentat ion ex tent . By calculat ing in acco rdance w ith the carbohydrate balance be-

tw een the nutrients and products, w e can obtain the theo ry yield to 1. 57. The curve of

gly cerol concentrat ion to time likes "S" shape w ith a productivity peak. High-yeast-density

fermentation is the effect ive methods to increase the product ivity. T he sat isf ied results, 60

h, product ivity up to 1. 81 g / ( L h) and 80 h down to 1. 77 g / ( L h) , can be obtained

when the yeast density is up to 11%～12% . T he yield is st ill 52%.

Key words　glycerol fermentat ion; product iv ity ; yield; high-g lycer ol-producing species of

Candida sp . ; Candida gly cerolgenesis Zhuge sp .
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