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摘!要!对一株产高质量浓度酒精的酿酒酵母的间歇发酵动力学进行了初步研究)分别对基质"产
物和菌体对时间的变化!所得回归方程显示!$个状态参量与时间呈对数关系#而后采用比生长速

率"某一时段的菌体浓度"某一时段的葡萄糖质量浓度"某一时段的酒精质量浓度来描述整个发酵

过程中菌体"基质和产物之间的关系!通过二次曲面回归得到了间歇发酵动力学数学模型!与传统

的 4’5’6模型和7’89:;9<模型相比!该模型对试验数据拟合和预测性能较好)最后!用=9>?(@A优

化方法对间歇发酵动力学进行动态模拟!得到很好的拟合结果)将得到的模型参数用于预测初糖

质量浓度为!3)08$67的间歇发酵!预测结果也较好)因此!该模型可用来预测高初糖质量浓度下

间歇发酵过程)
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8.1A"$6/!@;NQ5’(H@S>@5;Q;9’5"X95@;9<:"!"##$"%&’(#)*#)%)+,*,")">’6@(

!!始于!#世纪0#年代的#能源危机$%使人们开

始认识到%廉 价 的 原 油 是 会 用 枯 竭 的)利 用 可 再 生

资源&如粮食 或 植 物 纤 维’发 酵 生 产 酒 精 作 为 生 物

能源来 代 替 或 部 分 代 替 汽 油 被 提 到 了 议 事 日 程

上(%))在发酵法 生 产 酒 精 中%获 得 高 酒 精 含 量 一 直

是追求的目标%这一方面是由于高质量浓度酒精可

以大大节约 能 耗%降 低 成 本"另 一 方 面 是 由 于 提 高

发 酵 液 中 的 酒 精 质 量 浓 度%可 明 显 降 低 废 水 的 排

放%并为最终实现酒精生产的清洁工艺提供前提条

件)目前%以淀粉质原料作为发酵底物%美国的酒精

工厂生产的最 终 酒 精 质 量 浓 度 可 达 到%!8*67%而

我国大部分的酒精厂则在.!%#8*67之间(!))作者

所在实验室 筛 选 到 一 株 能 够 在 高 基 质 质 量 浓 度 下

发酵产生高质量浓度酒精的酿酒酵母%在基质质量

浓度为$#8*67条件下%最终发酵酒精质量浓度可

高达%"8*67以上%具有进行高质量浓度酒精发酵

的潜力)
目前国内 外 学 者 对 高 质 量 浓 度 酒 精 发 酵 进 行

了一定的研究("!%#)%但是在高初始基质质量浓度和

高质量浓度 产 物 条 件 下 相 关 动 力 学 的 研 究 还 未 见

报道)作者通过研究该酒精高产菌株的间歇发酵特

性%建立了高基质质量浓度和高酒精质量浓度条件

下的数学模型%为高质量浓度酒精发酵优化提供理

论依据)

B!材料与方法

BCB!材料

B)B)B!菌种!酿酒酵母=-!##!%由江南大学生物

工程学院下游工程实验室保藏)
B)B)D!培养基

%’种子培养基!组分&8*67’!葡萄糖%#%酵母膏

.)1%*M32(%)$%48=O3+0M!O#)%%2Q2(!#)#")
#)#.4[Q下灭菌%1>95)

!’发酵培养基!组分&8*67’!葡萄糖$##%酵母

膏1%*M32(%)1%48=O3#)"1%PM![O3%)1%P2(
%)!)#)#.4[Q下灭菌$#>95)
BCD!培养方法

B)D)B!种子培养!接一环生长良好的斜面酵母至

!1#>7种 子 培 养 基 中%摇 床 培 养)培 养 条 件 为!.
\%%##S*>95条件下培养!3N)
B)D)D!间歇发酵!以%#]接种量将种子接入发酵

培养基中%在%#7发酵罐中于$#\保温发酵)

BCE!分析方法

B)E)B!酒精质量浓度! 准确量取%##>7发酵液

加入1##>7圆底烧瓶中%再加入1#>7水后置于

蒸馏装 置 上%用%##>7容 量 瓶 收 集 馏 出 液%定 容

至%##>7%混匀后倒入%##>7量筒中%用 酒 精 计

&标温!#\’测 酒 精 度&以 下 缘 为 准’%同 时 测 定 温

度%然后换算成!#\时酒精度&酒精相对密度以#)
0.,计算’($))
B)E)D!菌体质量浓度!干重法(3))
B)E)E!葡萄糖质量浓度测定! I*=法(1))

D!结果与讨论

DCB!菌体生长!基质消耗和产物生成动力学

接种初期%由 于 高 基 质 质 量 浓 度 的 抑 制 作 用%
酵母生长缓慢%迟滞期较长%约为%!N"当延迟期过

后%酵母进入对数生长期%生长逐渐加快)由于酒精

的不断生成%酵母逐渐处于基质和产物的双重抑制

作用下%随着基质的消耗%酵母的 生 长 逐 渐 由 基 质

抑制为主变 为 产 物 抑 制 占 主 导)在 发 酵 后 期%由 于

所生成高质量浓度酒精的抑制作用%菌体死亡率大

大上升%同时 由 于 菌 体 自 溶 等 原 因%菌 体 质 量 浓 度

呈逐渐下 降 的 趋 势)从 比 生 长 速 率 的 趋 势 也 可 看

出%当发酵进入0!N后%菌体比生长速率达到了负

值%说 明 此 时 由 于 酒 精&酒 精 质 量 浓 度 达%!$).$0

8*7’对菌体的抑制使菌体的死亡速率非常高%生长

则很少)
从表%可 以 看 出%在 发 酵 的 前%!N%由 于 高 质

量浓度的基 质 影 响%微 生 物 处 在 生 长 延 迟 期%耗 糖

缓慢"从%!N开始%随着微生物生长 速 率 的 增 加%
耗糖速率也迅速上升%降糖速率加大"3.N后%由于

酒精的抑制效应%降糖速率下降%直至发酵结束)酒

精质量浓度 在 酵 母 生 长 初 期%缓 慢 增 加%随 着 菌 体

量的不断增 加%酒 精 质 量 浓 度 也 逐 渐 上 升%在 发 酵

后期%基质消耗殆尽%菌体大量死亡%酒精质量浓度

不再上升%并有下降的趋势)
!!对数据进行拟合%得到酒精质量浓度与时间的

对数关系模型!

#/&-’̂ _$)3,#.%!‘1)#%.3",(8-
.! #̂),""$
#=&-’̂ 103)3..$!_!..)!%,!(8-
.!^#),.01
#[&-’̂ _%1$)%1.‘%"!)0%!(8-

#% 无!锡!轻!工!大!学!学!报!!!!!!!!!!!第!!卷!
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.! #̂),,#.
其中!#/为菌体质量浓度"#=为残糖质量浓度"#[为

酒精质量浓度"-为发酵时间)
表B!菌体质量浓度!残糖质量浓度和酒精质量浓度与

发酵时间的关系

F&?CB!F+>.9"#$/./"(?+">&//9"%9.%0$&0+"%"3’#9"/.9"%G

9.%0$&0+"%&%6.04&%"’9"%9.%0$&0+"%

发酵
时间#
N

菌体质量
浓度#
$8#7%

比生长
速率#
N_%

残糖质量
浓度#
$8#7%

酒精质量
浓度#
$8#7%

# #),, # $#.). #

" %)%" #)#!1% $#")" #).

%! %)33 #)#$"# !,,)0 .)"

%. %),# #)#31, !1%)! !!).

!3 !)1" #)#3.. %03)% 30)$

$# $)3! #)#3"! %1.). "1)3

$" 3)$" #)#3#" %!")1 0")1

3! 1)$, #)#$1# %##)3 .3)3

3. 1)," #)#%", .1)! ,0)#

13 ")$! #)##,0 ",)! %#3)%

"# ")03 #)#%#0 1!)$ %%$)"

0! ")11 _#)##!3 !")" %!$).

.3 ")%1 _#)##1! ,)% %$%)0

," 1)", _#)##"3 3)3 %$.).

%#. 1)!1 _#)##"0 !). %$3),

!!根据对菌体质量浓度&产物生成和基质消耗随

时间变化的 分 析’可 以 发 现 菌 体 质 量 浓 度&产 物 生

成和基质消耗的变化规律均可用对数模型来描述)
DCD!高质量浓度基质和高质量浓度产物条件下基

质!产物和生物量的关系

前面已分别对基质&产物和菌体量随时间的变

化 规 律 进 行 了 初 步 研 究’但 是 在 微 生 物 发 酵 过 程

中’基质&产 物 和 菌 体 量 是$个 相 互 关 联 相 互 影 响

的状态参数’因而对$个状态参数之间的内在联系

进行了研究)
4’5’6模型描述 了 单 一 限 制 性 基 质 质 量 浓 度

和微生物生 长 之 间 的 关 系(%%)’=)D9RQ给 出 了 在 酒

精发 酵 过 程 中 的 产 物 抑 制 动 力 学(%!))分 别 采 用

4’5’6模型和7’89:;9<模 型 对 所 得 数 据 进 行 模 拟

$4’5’6模型和7’89:;9<模型中的参数均用最小二

乘法求 取%’如 图%所 示)4’5’6模 型$模 型 参 数

!>QA #̂)#$#1$和/: %̂0).!.%和7’89:;9<模型$模
型参数!>QA$/%̂ #)%3$$’#/>^")03%对该株酵母

的动力学描述均存在较大的偏差’不能反映实际发

酵 过 程’主 要 原 因 是 由 于 同 时 存 在 基 质 和 产 物 抑

制’导致两类模型失真)

4’5’6模型模拟

7’89:;9<模型模拟

图B!H"%"6模型模拟和2"3+/0+9模型模拟

=+3CB!7+>#’&0+"%$./#’0"(H"%"6&%62"3+/0+9>"6.’/

!!因此’采用比生长速率#最大比生长速率&对应

于某一时段的平均葡萄糖质量浓度#初始葡萄糖质

量浓度&对 应 于 某 一 时 段 的 平 均 酒 精 质 量 浓 度#最

大酒精质量浓度来描述这一发酵过程中菌体&基质

和产物之间的关系’通过 4DB7DT进行 二 次 曲 面

回归得 到 二 次 曲 面 方 程)由 表%可 知’最 大 比 生 长

速率取%.!!3N的均值$#)30$1%’由于发酵后期比

生长速率为 负 值’因 而 未 列 入 回 归 范 围’回 归 方 程

的适用范围 为 酵 母 生 长 的 延 迟 期&对 数 期&稳 定 期

$比生长速率大于#%)最大 酒 精 质 量 浓 度 采 用 取 值

范围内的最大值’见表!)

!!在,,]的 置 信 区 间 下 进 行 回 归’回 归 方 程 如

下!

!$-%
!>QA

0%"011"2$3%110#:
$-%
#:#

2!001.3#?
$-%
#?>QA

3

!!."1"1#:
$-%
#:#

#?$-%
#?>QA

3%0311!$#:
$-%
#:#

%!3

!%%3130$#?
$-%
#?>QA

%!

#?$-%
#?>QA

0!1"#"12!1.30.0#A
$-%
#A>QA

231"!3"#:
$-%
#:#

3

!$1%$1#:
$-%
#:#

#A$-%
#A>QA

3%1!!#"$#A
$-%
#A>QA

%!3

!%1,!0"$#:
$-%
#:#

%!
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#:!-"
#:#

0%1#!,!2#13%#$.#A
!-"
#A>QA

2#1.$0%%#?
!-"
#?>QA

2

!$10,$"#?
!-"
#?>QA

#A!-"
#A>QA

3%1,.$,!#A
!-"
#A>QA

"!3

!!1#%"3!#?
!-"
#?>QA

"!

式中#!!-"$!>QA为 比 生 长 速 率 和 最 大 比 生 长 速 率

!N_%"%#A!-"$#A>QA为-时 刻 的 平 均 菌 体 质 量 浓 度 和

最大菌体质量浓度!8&7"%#:!-"$#:#为-时刻的平均

基质质量 浓 度 和 初 始 基 质 质 量 浓 度!8&7"%#?!-"$

#?>QA为-时刻的平均产物质量浓度和最大产物质量

浓度!8&7")
表D!比生长速率!平均残糖质量浓度与平均酒精质量浓度

F&?CD!7I.9+(+93$"A04$&0."&-.$&3.3’#9"/.9"%9.%0$&0+"%"

&-.$&3..04&%"’9"%9.%0$&0+"%

平均
葡萄糖

质量
浓度&
!8&7"

平均
酒精
质量

浓度&
!8&7"

比生长
速率&
N_%

平均
葡萄糖

质量浓度&
初始

葡萄糖
质量浓度

平均酒精
质量浓度&

最大
酒精

质量浓度

比生长
速率&
最大

比生长
速率

$#0)0 #)3 #)#!1% #),," #)##$" #)1$3
$#$)! 3)0 #)#$" #),.! #)#3$ #)0""
!01)1 %1)0 #)#31, #).,! #)%33 #),00
!%!)0 $1)% #)#3.. #)".. #)$!! %)#$,
%"")1 1")3 #)#3"! #)1$, #)1%. #),.$
%3!)" 0%)# #)#3#" #)3"! #)"1! #)."3
%%$)3 .#)3 #)#$1# #)$"0 #)0$, #)031
,!). ,#)0 #)#%", #)$## #).$$ #)$1,
00)! %##)1 #)##,0 #)!1# #),!$ #)!#"
"#). %#.). #)#%#0 #)%,0 % #)!!0

!!从图!及图3可见$该组方程能较好地拟合试

验所得数据)另 外$应 用 所 得 的 回 归 模 型 于 初 糖 质

量浓度为!3)08&67时进行间歇发酵$并与相应的

实测数据进行比较$结果见图$)在发酵的初期$菌

体增殖模型 的 预 测 性 能 较 好$而 到 后 期$偏 差 逐 渐

偏大$预测效 果 并 不 十 分 理 想$但 是 对 残 糖 质 量 浓

度和酒精质量浓度!见图1"的预测均较好)

图D!二次曲面模型拟合菌体生长#初始葡萄糖质量浓度EJ

3$62%

=+3CD!K./#’0"(L#&6$&0+9/#$(&9.>"6.’#/I.9+(+93$"A04

$&0."EJ3$62+%+0+&’3’#9"/.%

图E!二次曲 面 模 型 预 测 菌 体 生 长#初 始 葡 萄 糖 质 量 浓 度

DMCN3$62%

=+3CE!</0+>&0.6$./#’0"(L#&6$&0+9/#$(&9.>"6.’#/I.9+(+9

3$"A04$&0."DMCN3$62+%+0+&’3’#9"/.%

图M!二次曲面模型拟合酒精生成和基质消耗#初始葡萄糖

质量浓度EJ3$62%

=+3CM!K./#’0"(L#&6$&0+9/#$(&9.>"6.’#.04&%"’("$>&0+"%

&%6/#?/0$&0.9"%/#>I0+"%"EJ3$62+%+0+&’3’#9"/.

9"%9.%0$&0+"%%

图O!二次曲面模型预测酒精生成和基质消耗#初始葡萄糖

质量浓度DMCN3$62%

=+3CO!</0+>&0.6$./#’0"(L#&6$&0+9/#$(&9.>"6.’#.04&%"’

("$>&0+"%&%6/#?/0$&0.9"%/#>I0+"%"DMCN3$62+%+G

0+&’3’#9"/.9"%9.%0$&0+"%%

DCE!非构造动力学模型描述间歇发酵过程

根据 D9RQ’%!(和 4’:@S’%$(所 提 出 的 动 力 学 模

型$结合考虑基质抑制效应’%3($提出如下非构造动

力学模型对发酵过程进行模拟和预测)在指定初始

质量浓度条件下$利用aK58@-PK;;Q法求解微分方
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程!以下列目标函数为评价指标!用=9>?(@A法对非

构造动力学模型中的%%个参数进行优化求解)

!!646- 0!42/64!!4
"##04#

!!6!6-02
!
5/$=

42
"+3"#
5[$=

4!!!"##0!#

!!666-0
"+3"#4!!6"##06#

!!!0 !>QA!
7

"%3 6/[
#"/!3!73!

!7

/8
#

!!+0 +#!7

"%3 6
/9[
#"/!3!73!

!7

/8
#

!!+!5/$=!5[$=分别表示比增殖速率%比产物生成速

率%菌 体 对 基 质 得 率 和 产 物 对 基 质 得 率1"表 示

7@K6@X958-[9S@;比 产 物 生 成 速 度 式 中 的 非 耦 联

参数1
目标函数&

:0 "424>#!3"!2!>#!3"626>#! " 最小

其中4!4>!!!!>!6!6> 分 别 表 示 菌 体 质 量 浓 度%
基质质量浓度和酒精质量浓度的计算值和实测值1

通过=9>?(@A法优化得到如下具有物理意义的

动力学参数&!>QA #̂)3$0"N
_%!+# %̂)!.N_%!5/$=

#̂)#38$8!5[$=^#)..8$8!/[b̂ !038$7!7^
%)%!/F 3̂).%c%#3!/[ $̂)1"8$7!" #̂)#13N-%!

/=^!1#!/6^#)##1N_%)用 初 糖 质 量 浓 度 为$#
8$67的数据对模型参数进行拟合!并将得到的模型

参数用于预测初糖质量浓度为!3)08$67的间歇发

酵)结果发现!拟合和预 测 结 果 均 较 好"见 图"!0#)
采用 4DB7DT")#内 含 的 aK58@-PK;;Q和=9>-
?(@A软件计算包进行计算)

图P!非构造模型拟合酒精生成和基质消耗!初糖质量浓度

为EJ3"62#

=+3CP!K./#’0"(#%/0$#90.6>"6.’!.04&%"’("$>&0+"%&%6/#?G

/0$&0.9"%/#>I0+"%$EJ3"62+%+0+&’3’#9"/.9"%9.%0$&G

0+"%#

图N!非构造模型拟合酒精生成和基质消耗!初糖质量浓度

为DMCN3"62#

=+3CN!K./#’0"(#%/0$#90.6>"6.’!.04&%"’("$>&0+"%&%6/#?G

/0$&0.9"%/#>I0+"%$DMCN3"62+%+0+&’3’#9"/.9"%9.%G

0$&0+"%#

E!结!论

%#通过建立-2!"-#!-2#="-#和-2#["-#回归

模型!可以直观地看到发酵过程中$个重要发酵过

程参数随时间的变化规律)由于同时存在的基质抑

制和产物抑制!用传统的 4’5’6模型和7’89:;9<模

型已不能很好地反映该株酵母的发酵特性!而结合

比生长速率%葡 萄 糖 质 量 浓 度%酒 精 质 量 浓 度 等 实

测发酵过程参数!采用二次曲面回归所得模型方程

能与实测数据较好地拟合!模型中的交互项反映了

同时存在的基质抑制和产物抑制)
!#利用=9>?(@A优 化 法 得 到 的 具 有 物 理 意 义

的 动 力 学 模 型 可 以 较 好 地 拟 合 和 预 测 高 初 始 基 质

质量浓度的间歇操作发酵过程)利用该模型可以直

观地预测发酵过程时间曲线!从而对间歇发酵过程

的控制和操作具有一定的指导意义)
$#建立的非构造动力学模型 对 基 质 质 量 浓 度

和产物质量浓度的拟合和预测较好!而对菌体质量

浓度的拟合和预测精度不好!这一点与二次曲面回

归的结果相 似)但 是!本 研 究 的 主 要 目 的 在 于 预 测

产物的生成过程和基质的消耗过程!因此虽然对菌

体质量浓度的拟合和预测精度不好!但并不影响研

究 目 标)模 型 参 数 中5[$=的 值 为#)..!与 理 论 值

"#)1%#相差较大!这是由于采用=9>?(@A法 进 行 多

参数优化时的多峰性所致!计算得到的优化参数很

大程度上取 决 于 所 给 定 的 参 数 的 初 始 值)因 此!这

种方法得到 的 解 为 局 优 解!而 不 是 整 体 最 优 解)为

得到整体最优解!需要使用遗传算法等全局优化计

算方法)
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