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[摘要 ]  以树干毕赤酵母为发酵菌株, 木糖为发酵底物,通过限制性供氧发酵木糖制备乙醇. 结果表明,搅拌转

速和通风量是影响传氧系数的重要变量.搅拌转速对传氧系数的影响大于通风量. 在 275~ 350 r /m in内搅拌转

速的改变可引起传氧系数的显著改变. 在通风量为 21 0 L /L# h, 通过改变搅拌转速调节供氧量, 当搅拌转速为

350 r /m in时发酵效果最佳, 木糖利用率为 911 7% , 乙醇浓度达 1413 g /L. 当通风量为 310 L /L# h,搅拌转速为

300r /m in时, 木糖利用率和乙醇浓度均达到最大值, 分别为 961 3%和 151 0 g /L.
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Abstrac t: Ferm enta tion o f xy lose to ethano lw as investiga ted w ith P ichia stip itis by lim ited prov id ing oxygen. The results

showed that the speed of stirring and a ir ra tew as m ain factor fo r oxygen transfer ra te. E ffect o f stirr ing speed on oxygen

transfer rate w asm ore than tha t of a ir ra te. The change o f stirr ing speed led to g reat change o f a ir rate between 275 and

350 round per m inute. T o contro l oxygen transfer rate by the change o f stirring speed when a ir ra tew as 210 L /L# h. It

w as the best e ffect of stirring speed at 350 r /m in. The rate o f consum ed xy losew as 911 7% . The concentration of ethano l

reached 1413 g /L. W hen a ir rate was 31 0 L /L# h and stirring speed w as 300 r/m in, the rate of consum ed xy lose and

stirring speed both reached max im um values which w ere 9613% , 1510 g /L respec tive ly.
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  木糖发酵需要限制供氧 [ 1- 4]
,由于氧可作为终端电子受体来缓解木糖代谢起始两步的部分氧化还原

失衡.在低比氧气利用速率下,电子转移系统不能够重新氧化呼吸和发酵产生的全部 NADH,导致细胞内

的 NADH水平上升,使得 NAD
+
-木糖醇脱氢酶活性下降,最终导致木糖醇的积累.一般来讲,木糖发酵的

最佳溶解氧张力 DOT ( dissolved oxygen tention)很低,难以用溶氧电极测出.因此, 可通过氧传递速率 OTR

( oxygen transfer rate) 来表达木糖发酵中的需氧量, 但这只能表示这一发酵罐整体的耗氧规律. 而酵母的

耗氧是与细胞密度有关的,因而比氧气消耗速率 (呼吸强度 )是更重要的发酵参数. 木糖发酵制备乙醇的

菌种较多
[ 5- 8]

,本文以树干毕赤酵母为发酵菌株,木糖为发酵底物, 通过限制性供氧来提高糖利用率及乙

醇得率,为工业化高糖浓度分批添料发酵制备乙醇的生产工艺提供理论基础.

1 材料与方法

111 菌种

  树干毕赤酵母 (P ichia stip itis) P2, 能够同步发酵戊糖和己糖,由南京林业大学生物化工研究所通过对
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来源于美国标准菌库藏菌种 P ichia stip itis CBS 5776长期的定向驯化和诱变所得,在抗抑制物和戊糖发酵

能力上均优越于其出发酵菌种.

112 培养基及培养条件 (单位 g /L)

菌种培养基:木糖 2010,蛋白胨 510,酵母汁 310, pH值 510;增殖培养基: 木糖 3010, 葡萄糖 3010,蛋白
胨 310,酵母浸膏 215, CaC l2 0125, M gSO 4 0125, KH 2PO4 215, pH 值 510; 发酵培养基: 木糖 4510, C aC l2

0125, M gSO4 0125, KH2 PO 4 215, ( NH 4 ) 2 SO4 0157, pH值 510.
113 分析测定

11311 还原糖测定

  采用 3, 5-二硝基水杨酸 ( DNS)法测定
[ 9]

.

11312 酵母浓度测定法

取适当稀释的含酵母发酵液,采用比浊法 ( 620 nm )测定
[ 10]

.

11313 乙醇含量

采用高效液相色谱 (HPLC )法测定乙醇含量. 方法如下:测定样品先经 10 000 r /m in离心 5m in, 上清

液经 0122 Lm的滤膜过滤,再用于 HPLC分析,采用外标法测定.

HPLC操作条件: Ag ilent 1100色谱仪,色谱柱为 B io-Rad Am inexHPX-87H ( 718 @300mm),

洗脱液为 01005mo l/L H 2 SO4,流速 016mL /m in.柱温 55e , 进样量 10LL.示差折光检测器.

11314 溶氧系数 KL A的测定

M ettler To ledo溶氧电极在线测定发酵液溶解氧浓度,动态法
[ 11]
测定发酵罐的溶氧系数. 在稳定发酵

状态下,液相中溶解氧浓度的变化与氧从气相向液相传递的速率及酵母细胞吸氧速率有关.即

dCL

dt
= K LA(C

*
- CL ) - rx,

方程重排得:

CL = C
*

-
1

K LA
rx +

dCL

dt
,

式中: CL为溶解氧浓度 (mmo lO2 /L ); C
*
为传质界面氧平衡浓度 (mmo lO2 /L ); K LA为传氧系数 ( h

- 1
); r为

比耗氧速率 ( mm o lO2 /g# h) ; x为酵母浓度 ( g /L ) .

动态法求溶氧系数的方法是在发酵稳定的情况下, 停止输入空气,此时式 (1)中 K LA(C
*

- CL ) = 0.

式 ( 1)变为:
dCL

dt
= - rx.

这段时间 C L与 t呈线性关系,根据 CL与 t的关系求出斜率 - rx. 求得 rx后, 以 rx +
dCL

dt
为横坐标, CL

为纵坐标,作图为一直线, 直线斜率为 -
1

K LA
, 从而求出传氧系数 K LA.

2 结果与分析

211 不同操作条件下发酵罐的传氧性能

  生化反应的重要操作之一是寻求一个使氧的供应与微生物对氧的需要能达到动态最优匹配的

K LA(传氧系数 )值,以期得到理想的 OTR (氧传递速率 ). K LA是通风量和搅拌转速的函数,对于发酵罐发

酵来说,影响溶氧的操作变量主要是通气量和搅拌转速.

本实验采用 10 L发酵罐,在底物木糖浓度为 4510 g /L, 酵母浓度约为 810 g /L,温度为 35e 时测定了

通风和搅拌对传氧系数的影响.在 210 L /L# h的通风量下测定了搅拌转速对传氧系数的影响, 结果如图

1A所示;在 300 r/m in的搅拌转速下测定了通风量对传氧系数的影响, 结果如图 1B所示.

由图 1A可知,随着搅拌转速的增加,相应传氧系数随之增大,在 275~ 350 r /m in,增大的速率较快.搅

拌转速为 300 r/m in时传氧系数为 17815 h
- 1
, 搅拌转速为 350 r/m in时传氧系数增加为 29915 h

- 1
,搅拌转

速只增加了 50 r /m in,而传氧系数却增加了约 7010%.搅拌转速增加到 350 r/m in以上时, 传氧系数随搅拌
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转速增大的趋势变缓.搅拌转速从 350 r/m in增加到 400 r /m in,

传氧系数只增加了约 1810%.

图 1B中,在通风量分别为 210、215、3. 0、315、410 L /L# h时,对应的传氧系数分别为 17815、21614、
27813、32615、34314 h

- 1
表现为随着通风量的增大,传氧系数相应增加,其中通风量从 215 L /L# h增加到

310 L /L# h时, 传氧系数增加最大, 310 L /L# h以上时增加不明显.通风量由 210 L /L# h增加到 410 L /L

# h,增加了一倍,传氧系数增加了约 9210% .

由以上可知,搅拌转速和通风量是影响传氧系数的重要变量.搅拌转速对传氧系数的影响大于通风

量.在 275~ 350 r /m in内搅拌转速的改变可引起传氧系数的显著改变.

212 搅拌转速对木糖发酵的影响

搅拌转速能明显改变传氧性能和溶氧水平, 进而影响戊糖发酵的效果. 本实验在底物木糖浓度为

4510 g /L, 初始酵母浓度约为 1210 g /L, 发酵温度 35e , 通风量 2. 0 L /L# h下, 研究了搅拌转速对木糖发

酵的影响,结果如图 2和图 3所示.

从图 2和图 3可以看出,从 250~ 350 r /m in,随着搅拌转速的增加,残糖浓度逐渐降低,乙醇浓度逐渐

增加. 在搅拌转速为 350 r /m in时,乙醇浓度最高,达 1413 g /L,其平均乙醇生产速率达到 016 g /L# h,乙醇

得率达到理论得率的 7513%; 残糖浓度仅有 317g /L,木糖利用率达 9117%, 平均木糖利用速率达 117 g /L

# h.在搅拌转速为 300 r /m in时,乙醇浓度为 1310 g /L,比 350 r /m in时降低了 818%; 乙醇得率达到理论得

率的 7717% ,比 350 r/m in时略高; 残糖浓度为 816 g /L, 木糖利用率达 80198% , 比 350 r /m in时降低了

1017%. 在搅拌转速下降为 250 r /m in时,木糖利用率急剧下降, 只有 5416% ,残糖浓度高达 2014 g /L;乙醇

浓度仅有 8111 g /L,比 350 r /m in时降低了 4313%;其乙醇得率达到理论得率的 7117% ,比 350 r/m in时低

316%.因此, 搅拌转速低于 350 r /m in时,因溶解氧不能充分被溶解利用, 且木糖发酵时是兼厌氧发酵过

程,对氧需求更为敏感,故搅拌转速 350 r /m in是一个分界点.
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而当搅拌转速从 350 r/m in升高到 400 r /m in时,则出现了相反的趋势.搅拌转速为 400 r /m in时,乙醇

浓度为 1214 g /L,比 350 r/m in时降低了约 1310%;乙醇得率达到理论得率的 6914%,比 350 r /m in时低约

610%;残糖浓度为 612 g /L,木糖利用率达 8613%, 比 350 r/m in时降低了 514%.

这可能是搅拌转速过高时,超过了木糖发酵时酵母对氧的需求,乙醇浓度为 1214 g /L,比 350 r /m in时

降低了约 1310% .

因此,在通风量为 210 L /L# h,通过改变搅拌转速调节供氧量,当搅拌转速为 350 r/m in时发酵效果最

佳,木糖利用率为 9117% ,乙醇浓度达 1413 g /L.

213 通风量对木糖发酵的影响

通风量也能通过改变发酵罐的传氧性能和溶氧水平,进而影响木糖发酵的效果. 本实验在底物木糖浓

度为 4510 g /L,初始酵母浓度为 1210 g /L,搅拌转速为 300 r /m in,发酵温度 35e 下,研究了通风量对木糖

发酵的影响,结果如图 4和图 5所示.

从图 4和图 5可以看出,当通风量从 210 L /L# h增加到 310 L /L# h时,残糖浓度逐渐降低,乙醇浓度

逐渐增加,在通风量为 310 L /L# h时乙醇浓度为 1510 g /L, 达到最大值, 其平均乙醇生产速率达 016 g /L

# h,乙醇得率达到理论得率的 7514%; 残糖浓度仅有 117 g /L, 木糖利用率达 9613%, 平均木糖利用速率

达 118 g /L# h.在通风量为 215L /L# h时,乙醇浓度为 1411 g /L,比 310 L /L# h时降低了 614% ;乙醇得率

达到理论得率的 7811%,比 310 L /L# h时略高; 残糖浓度为 518 g /L, 木糖利用率达 8710% ,比 310 L /L# h

时降低了 913% .在通风量下降为 210 L /L# h时,木糖利用率下降到 8111% ,残糖浓度达 815 g /L;乙醇浓

度仅有 1216 g /L,比 310 L /L# h时降低了 1610%.

当通风量从 310 L /L# h升高到 315 L /L# h时,乙醇浓度降低到 1310 g /L, 比 310 L /L# h时降低了

1317%;乙醇得率达到理论得率的 7014%, 比 310 L /L# h时低约 5%;残糖浓度为 510 g /L,木糖利用率达

8910%, 比 310 L /L# h时降低了约 710%.

可见,在搅拌转速为 300 r /m in,通过改变通风量调节供氧量,最佳的通风量为 310 L /L# h, 此条件下

的木糖利用率和乙醇浓度达到最高, 分别为 9613%和 1510 g /L.

通风量对溶氧水平的影响如图 6所示. 从图 6

可以看出, 通风量对溶氧水平的影响要小于搅拌转

速.当通风量为 210 L /L# h时, DOT (溶解氧张力 )

时而掉零,时而在 0~ 5%之间波动; 215 L /L# h时,

主发酵期的 DOT主要在 3%左右波动, 波动的幅度

较大; 310 L /L# h时, DOT水平要略高于 215 L /L# h

时的 DOT, 大约在 4~ 9%之间波动. 315 L /L# h时,

DOT水平进一步升高, 大约在 10 ~ 15%之间波动.

因通风量为 310 L /L# h,此条件下的木糖利用率和

乙醇浓度达到最高, 分别为 9613%和 1510 g /L. 故

310 L /L# h时, DOT在 4 ~ 9% 之间溶解氧最适合,

即最有利于木糖发酵制备乙醇.
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3 结论

( 1) 搅拌转速和通风量是影响传氧系数的重要

变量. 搅拌转速对传氧系数的影响大于通风量.结果表明, 在 275~ 350 r/m in内搅拌转速的改变可引起传

氧系数的显著改变.

( 2) 在通风量为 210 L /L# h, 通过改变搅拌转速调节供氧量,当搅拌转速为 350 r/m in时发酵效果最

佳,木糖利用率为 9117% ,乙醇浓度达 1413 g /L.

( 3)当通风量为 310 L /L# h,搅拌转速为 300 r /m in时, 传氧系数为 29915 h
- 1
, DOT在 4~ 9%之间溶

解氧最适合,即最有利于木糖发酵制备乙醇.此条件下的木糖利用率和乙醇浓度达到最高,分别为 9613%
和 1510 g /L.
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