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细胞固定化与硅橡胶膜渗透汽化分离耦合

连续发酵制造乙醇

丁文武, 伍云涛, 汤晓玉, 蒋 亮, 邹 庆, 杨 芳, 徐 瑶, 肖泽仪

(四川大学化工学院 , 四川 成都 610065)

摘 要 : 将硅橡胶膜( PDMS) 渗透汽化分离与酵母细胞固定床耦合构成连续发酵系统 , 进行了 乙 醇 发 酵 实 验 。

发酵操作连续 进 行 了 378.5 h, 发 酵 液 内 的 乙 醇 质 量 浓 度 最 高 达 到 了 70 g/L, 启 动 PDMS 膜 分 离 后 , 降 低 并 维 持

在50 g/L 左右 ; 实验得到固定化颗粒和发酵液内的最高细胞浓度分别为 1.76×1010 个 /g 和 9.8×108 个 /mL; 乙醇体

积产率 3.67 g/L·h, 为游离连续发酵的 2.1 倍 , 葡萄糖消耗速率 11.05 g/L·h, 为游离连续 发 酵 的 2.5 倍 ; 膜 总 通 量

400～690 g/m2·h, 乙醇通量为 80～190 g/m2·h, 分离因子 2.5～7.2, 下游产品的平均质量浓度 191.57 g/L。
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Continuous Ethanol Fermentation by Cells Immobilization Associated with
Pervaporation by PDMS Membrane

DING Wen-wu, WU Yun-tao, TANG Xiao-yu, JIANG Liang, ZOU Qing, YANG Fang, XU Yao and XIAO Ze-yi

(School of Chemical Engineering, Sichuan University, Chengdu, Sichuan 610065, China)

Abstract: A continuous ethanol fermentation system by immobilized yeast cells associated with prevaporation by PDMS membrane was con-

structed. A continuous fermentation experiment was conducted and 378.5 h continuous fermentation was achieved. The mass concentration of

ethanol in the broth reached up to 70 g/L, and dropped to about 50 g/L after PDMS membrane separation started. The cell density in immobilized

particles and in the broth were up to 1.76×1010 cells/g and 9.8×108 cells/mL respectively. The ethanol productivity rate was 3.67 g/ (L·h) and the

glucose utilization rate was 11.05 g/ (L·h), 2.1 times and 2.5 times of continuous ethanol fermentation by free cells respectively. The total flux

and the ethanol flux of the membrane were 400 g/(m2·h)～690 g/(m2·h) and 80 g/(m2·h)～190 g/(m2·h), while the selectivity varied between

2.5 and 7.2. The average mass concentration of ethanol of the permeate was 191.57 g/L.
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燃料乙醇作为主要的生物能源之一得到了快速的

发展 [1～2 ]。然而, 由于发酵过程中细胞生长的产物抑制问

题[3], 传统的乙醇发酵生产工艺在生产效率、能量效率、

原料转化率方面大受限制, 且环境污染严重。因此, 有必

要发展新的乙醇发酵生产工艺。硅橡胶膜生物反应器封

闭循环连续发酵是正在研发的一种新工艺 [4～5]。由于将

膜渗透汽化与发酵反应器耦合, 实现了产物乙醇的原位

连续分离 , 使发酵液中乙醇浓度维持在较低水平 , 既减

轻了产物的抑制作用, 又得了到高浓度的乙醇溶液, 降

低了后期提纯的能耗, 且单位产品的发酵废液量也大幅

度减少, 有利于环保处理[6～7]。酵母细胞固定化是实现高

密度发酵和提高细胞利用率的又一种新工艺 [8～10]。笔者

尝试把硅橡胶膜生物反应器工艺与细胞固定化工艺结

合起来进行实验, 以探索更好的乙醇发酵生产工艺。

1 材料与方法

1.1 实验材料

1.1.1 微生物

实验所用菌种为湖北安琪酵母股份有限公司生产

的工业用耐高温酿酒活性干酵母 (TH- AADY)。

1.1.2 培养液

CaCl2 0.15 g/L 水 、 酵 母 膏 8.0 g/L 水 、(NH4)2SO4
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1- 空气过滤器;2- 电动搅拌桨;3- 加料槽;4- 储液罐;5- 控温装置;

6- 循环泵;7,8- 转子流量计;9- 酵母细胞固定床;10- 膜组件;

11- 冷凝器;12- 冷阱;13- 干燥器;14- 真空泵

图 1 细胞固定化乙醇发酵- PDMS 膜渗透汽化

分离耦合实验装置

5.0 g/L 水、葡萄糖 100 g/L 水、KH2PO4 1.5 g/L 水、Mg-

SO4·7H2O 0.55 g/L 水。其中, 葡萄糖为工业级, 其他化学

试剂为分析纯。

1.1.3 膜及膜组件

实验采用自制的 PDMS 复合膜, 厚度 128 μm, 其中

硅橡胶活性皮层厚度 8 μm, 多孔支撑层为聚酰胺微孔

膜 , 厚度为 120 μm, 平均孔径 为 0.45 μm, 有 效 面 积 为

0.08 m2; 实验采用矩形平板膜组件, 膜器为板框式结构,

一维平板薄层流道 , 尺寸为 300 mm×300 mm, 其模型溶

液( 5 %乙醇水溶液) 的渗透汽化实验肖泽仪等[11]已报道

说明 , 姜泉 [6]、杨晶 [12]、石尔 [13]等对游离细胞发酵渗透汽

化实验做了研究。

1.2 反应器系统及流程

固定化发酵- 分离耦合系统的装置见图 1。酵母细

胞固定床的体积为 1 L, 储液罐的体积为 5 L, 系统发酵

温度控制在 28±1 ℃。实验开始将配好的培养基放入储

液罐 , 鼓氧 , 开启循环泵使液体通过装有固定颗粒的固

定床, 发酵液的 pH 值用氨水调节, 使其稳定在 4.0±0.5,

下游渗透汽化开启后, 通过加入葡萄糖液或固体葡萄糖

使发酵液体积以及葡萄糖质量浓度基本恒定。当发酵液

中乙醇质量浓度达到一定值时, 发酵与渗透汽化过程耦

合, 发酵液通过循环泵分别以 120 L/h 和 20 L/h 的流量

进入膜上游和固定床。膜下游在真空泵和冷阱的作用

下 , 保持 1.0 kPa 真空度和- 30 ℃, 发酵液在膜器内进行

渗透汽化, 然后在冷阱中冷凝下来。发酵过程采取夜间

无基质加入及产物取出、白天耦合的发酵方式。

间歇发酵实验的培养基和葡萄糖初始质量浓度与

连续发酵相同 , 实验过程中除有少量的取样外 , 并无其

他基质和产物取出, 当基质和产物浓度均稳定不变时,

发酵达到终点。

1.3 固定化酵母细胞的制备

称取一定质量的安琪酵母, 溶解, 在 39 ℃的水浴中

加热使之复活 , 然后将其倒入一定质量的 3 %海藻酸钠

溶液中, 搅拌 30 min, 使其混合均匀。之后, 将混合液滴

入 5 %的 CaCl2 溶液中, 形成固定化颗粒, 再将颗粒放入

5 %的 CaCl2 溶液中使之平衡固定化 , 最后再将颗粒放

入 1 %的 CaCl2 溶液中平衡固定化 24 h。其颗粒密度为

0.98 g/mL。

1.4 分析方法

1.4.1 发酵液中乙醇和葡萄糖的质量浓度以及下游分

离液中乙醇质量分数的测定

取一定体积的发酵液离心去掉细胞后蒸馏, 然后分

别测定馏出液中的乙醇质量分数和蒸馏残液中的葡萄

糖质量分数, 以此分别推算发酵液中的乙醇和葡萄糖质

量 浓 度 。 乙 醇 及 葡 萄 糖 的 质 量 分 数 均 用 密 度 仪

( DMA4500, Anton Paar, Austria) 测定。

1.4.2 发酵液中游离酵母细胞浓度测定

酵母菌细胞经亚甲基蓝染色后直接用血球细胞计

数板通过荧光显微镜 ( BI- 220 ASC MOTIC) 计数 , 计算

出其中细胞总数和活细胞比率, 以个 /mL 发酵液为单位

计量细胞数量。

1.4.3 颗粒中酵母细胞数量的测定

取一定数量的固定化颗粒, 在一定体积的 0.1 mol/L

的柠檬酸三钠中打散 , 染色后 , 用血球细胞计数板通过

荧光显微镜计数, 计算出其中的细胞总数和活细胞的比

率, 以个 /g 胶体为单位计量细胞数量。

1.4.4 PDMS 膜渗透汽化性能的评估计算式

总渗透通量 =W/(At)

乙醇通量 =Wy/(At)

分离因子 =y(1- y)/[x(1- x)]
式中: W———冷凝液的质量(g);

A———膜有效面积(m2 );

t———渗透汽化时间( h);

y———冷凝液的乙醇质量分数 ;

x———发酵罐内乙醇质量分数。

2 结果与分析

2.1 间歇发酵实验结果( 见表 1 和图 2)

经过 50.35 h, 颗粒和发酵液中的细胞浓度分别达

到 2.5×109 个 /g 和 0.48×108 个 /mL, 罐内乙醇质量浓度

达到 28.6 g/L, 此后细胞数目基本保持不变, 乙醇质量浓

度恒定 , 说明发酵达到终点 , 在 50.35 h 的发酵过程中 ,

乙醇的体积产率为 2.25 g/L·h, 葡萄糖 的 消 耗 速 率 为

6.20 g/L·h, 分别是游离间歇发酵的 3 倍和 4 倍 [9], 显示

出固定化细胞的高效率以及巨大的发酵优势。

2.2 连续发酵实验结果
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2.2.1 固定化发酵- 分离耦合系统的发酵性能

系统的发酵性能见图 3 和图 4。由于载体中的细胞

不断向外传递[14], 使发酵液与颗粒中的细胞曲线变化非

常相似。系统连续运行 46 h 后, 颗粒和发酵液中的细胞

迅速达到 1.29×1010 个 /g 和 6.3×108 个 /mL, 大大加快了

糖的消耗和产物的生成, 乙醇质量浓度达到 63.02 g/L,

最高至 69.8 g/L。PDMS 膜启动后, 产物浓度在 48 h 内下

降至 43 g/L, 此后基本保持稳定, 很好地减轻了产物对细

胞的抑制作用, 使细胞浓度能够继续上升并基本稳定下

来。系统连续运行 378.5 h, 至发酵结束时, 系统仍具有很

强的耗糖能力, 活细胞比率保持在 75 %以上。实验所得

产品体积与回收废液体积之比为 1∶2.5, 而传统发酵工艺

的废液处理量至少是产品量的 9 倍[15], 因而本实验大大

减少了废液的处理量, 降低了后期的处理的费用。

实验的计算数据见表 1。从表 1、图 3 和图 4 可看

出, 固定化连续发酵乙醇体积产率为固定化间歇发酵的

1.6 倍 , 是游离连续发酵的 2.1 倍; 固定化连续发酵的葡

萄糖消耗率接近固定化间歇发酵的 2 倍, 是游离连续发

酵的 2.5 倍 , 说明固定化连续发酵的发酵环境要远远好

于间歇发酵和游离连续发酵的环境, 有利于加快发酵速

度, 提高效率。通过渗透汽化作用, 发酵液内乙醇质量浓

度稳定在 48.96 g/L 左右 , 下游渗透液的平均质量浓度

为 191.57 g/L, 与游离连续发酵下游渗透液的平均质量

浓度相当, 浓缩了接近 4 倍。由于本系统的发酵液中乙

醇质量浓度要比游离发酵液中的乙醇质量浓度高出近

10 g/L, 对细胞的抑制作用要强一些 ; 另外 , 由于实验采

用的是耐高温酵母, 最高耐温为 40～42 ℃, 而实验的实

际发酵温度控制在 28 ℃左右, 远远低于酵母的最佳发

酵温度 35 ℃, 酵母的活性和发酵能力都未达到最好状

态; 从而使固定化连续发酵的乙醇得率系数和乙醇转化

率比间歇发酵和游离连续发酵的系数都相对较低。

2.2.2 固定化发酵- 分离耦合系统的分离性能

PDMS 膜渗透通量及分离因子随时间变化曲线见

图 5。两种连续发酵类型渗透汽化系统结果的比较结果

见表 2。

由图 5 中系统的各项分离参数变化曲线可看到, 除

发酵后期略有波动之外 , 系统分离性能基本稳定 ; 实验

将 PDMS 膜渗透汽化分离与酵母细胞固定床发酵耦合,

既具有固定化发酵的优势, 又使发酵液具有游离细胞发

酵液的特性, 有利于产物的分离。除了温度、发酵液中乙

醇浓度等可以影响膜的分离性能外, 发酵液的性质、组

分等也将产生一定的影响。溶液中葡萄糖和水的缔合作
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图 2 间歇发酵各参数随时间变化曲线

 

图 4 糖和乙醇随时间变化曲线

图 3 连续发酵细胞随时间变化曲线
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图 5 PDMS 膜渗透通量及分离因子随时间变化曲线

用会抑制 PDMS 膜对水分子的吸附性, 多糖也会干扰水

的渗透汽化过程而影响膜的渗透通量; 发酵液中适当的

细胞浓度则有利于提高膜的分离性能[5]。PDMS 膜开启

后 , 发酵液内的乙醇质量浓度维持在 45～55 g/L, 大大

减轻了产物的抑制作用; 下游产品的质量分数为 12 %

～32 %, 乙醇通量为 80～190 g/m2·h, 总 通 量 400～

690 g/m2·h, 分离因子 2.5～7.2, 膜在整个实验过程中没

有出现任何污染现象 , 表现出良好的分离性能 , 膜的分

离能力与酵母细胞固定床的发酵能力基本匹配, 系统可

连续稳定地运行。

由表 2 可知, 由于系统的进料温度远远低于游离连

续发酵的进料温度, 从而导致本系统的总渗透通量、乙

醇通量和分离因子都比游离连续发酵的低, 并进一步致

使发酵液中的乙醇质量浓度相应较高; 出现此种现象的

另外一个原因是 , 随着发酵时间的延长 , 固定化颗粒中

的胶体 Ca2+ 与细胞中的 PO4
3- 结合生成 Ca3 (PO4)2

[16], 这

样既会使颗粒软化破裂, 同时也将有部分胶体溶解到溶

液中 , 使得发酵液的成分有所改变 , 而溶解到溶液中的

胶体将会使膜的通量下降。从各表中的数据和图中的曲

线可以看出 , 耦合系统在整个实验过程中是基本稳定

的, 如果将实验条件进一步改善、优化, 消除一些不利因

素, 系统发酵优势将更加明显。

3 结论

3.1 将硅橡胶膜( PDMS) 渗透汽化分离与酵母细胞固

定床发酵耦合, 系统兼有硅橡胶膜生物反应器和细胞固

定化两种工艺的优势。

3.2 实验连续稳定地运行 378.5 h, 得到 12 %～32 %的

下游产品; 乙醇通量为 80～190 g/m2·h, 总通量 400～

690 g/m2·h, 分离因子 2.5～7.2。

3.3 发酵液内的乙醇质量浓度为 45～55 g/L, 大大地减

轻了乙醇对细胞的抑制作用, 固定化颗粒以及发酵液内

的细胞分别达到了 1.76×1010 个 /g 和 9.8×108 个 /mL; 乙

醇 体 积 产 率 和 葡 萄 糖 消 耗 速 率 分 别 为 3.67 g/L·h 和

11.05 g/L·h, 分别是游离连续发酵的 2.1 倍和 2.5 倍。

3.4 实验需要处理的废液量大大减少 , 减轻了对环境

的污染, 降低了后期处理的费用。实验过程中出现的乙

醇转化率、膜通量和分离因子比游离连续发酵低等问题

需要对实验条件进一步改善、优化, 做进一步的研究。
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图 6 乙醇在 1# 柱的 lnVg0- T- 1 图

得水和乙醇的吸附焓变分别为:

ΔHs 水 = - 31.19 kJ/mol。

ΔHs 乙醇 = - 1.93 kJ/mol。

本吸附过程属于放热过程, 降温有利于过程进行。

已知物理吸附的吸附焓变在 16～38 kJ/mol 之间 [11], 由

此, 可推测木薯吸附剂对水的吸附属于物理吸附。

3 结论

采 用 美 国 Hydrosorb1000 水 蒸 汽 吸 附 仪 测 定 了

40～60 目木薯吸附剂的比表面积、水蒸汽在木薯上的

吸附脱附曲线, 用反气相色谱法研究了木薯吸附剂对水

和乙醇的吸附选择性, 得到以下结论:

3.1 40～60 目的木薯吸附剂比表面积为 290.95 m2/g。

水蒸汽在木薯吸附剂上的吸附曲线属于 BET 等温线第

Ⅱ种类型吸附曲线。

3.2 相 对 于 木 薯 吸 附 剂 , Chromosorb WAW DCMS 硅

藻土对水和乙醇的吸附量很小, 可作为木薯吸附剂的稀

释剂, 缩短反气相色谱法的实验时间。

3.3 木薯吸附剂对水的吸附选择性远大于乙醇 , 水和

乙醇的保留时间随温度升高而递减, 且水的保留时间递

减速率更高。温度越低, 越有利于水的吸附, 适宜的吸附

操作温度为 80～90 ℃。

3.4 柱 温 从 80 ℃变 化 到 130 ℃ , 水 的 吸 附 焓 变 为 -

31.19 kJ/mol, 可推测木薯吸附剂对水的吸附属于物理吸

附。

3.5 木薯作为吸附剂使用失效后可作为发酵法制无水

乙醇的原料, 具有良好的工业应用前景。
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第五届广州中国国际食品饮料展将于 7 月召开
本刊讯: 由中华人民共和国商务部批准[ 批文号: 商贸批( 2007) 406 号] , 及中国食品土畜进出口商会续办的“第五届广州中国国际食

品饮料展”将在 2008 年 7 月 5～7 日在广州·中国进出口食品交易会馆( 流花展馆) 隆重举行。

第五届广州中国国际食品饮料展将在前四届的基础上 , 尽力加大对口采购商的邀请 , 扩大展会规模 , 预计展出面积达 20000 平方米 ,

国际标准展位 1200 个。计划分 6 大展区 , 充分展示我国食品工业各分类行业 , 展区划分为: 酒饮展区、粮油综合展区、休闲食品展区、绿色

农产品及有机食品、机械与辅料展区、国际展区。并计划本届展会海外企业参展商邀请规模达 250 个展位以上 , 占展位比例的 20%以上。

联系人: 谭马利 13434286804 联系电话:( 020) 87586791 87584710 传 真:( 020) 87515397
展会网址 : www.interfood.org www.cnfood.org
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