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研究论文 产甘油假丝酵母细胞回用对甘油生产的影响
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摘要：研究了产甘油假丝酵母细胞回用生产甘油的反复分批发酵。实验结果表明：第一级发酵培养基 ＫＨ２ＰＯ４

浓度为０．４ｇ·Ｌ
－１，回用培养基的最适ＫＨ２ＰＯ４ 浓度为０．１ｇ·Ｌ

－１，当上一批次发酵液中葡萄糖浓度降至１０

ｇ·Ｌ
－１以下时，酵母细胞不经洗涤即可回用；经过１５个批次的反复分批发酵过程，甘油的平均产量、平均得率

和平均生产能力分别达到１３８．６９ｇ·Ｌ
－１、６０．１７％和２．３１ｇ·Ｌ

－１·ｈ－１，分别比第一级发酵结果增加了

１５．７４％、１５．４８％和３９．１６％；但回用至第１５次时，菌体出现严重衰退，因此回用周期以１２～１４次为宜。
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引　言

甘油是一种重要的轻化工原料，广泛应用于化

妆品、牙膏、烟草、香精、水性油墨、印染纺织、

涂料、合成树脂、皮革、造纸、制药、食品和国防

等各个领域的１７００多种产品
［１］。在我国，由于受

合成洗涤剂的冲击，肥皂行业日渐萎缩，甘油产量

大幅下降。因此，利用耐高渗酵母发酵生产甘油的

产业化前景看好［２３］。耐高渗透压酵母犆犪狀犱犻犱犪

犵犾狔犮犲狉犻狀狅犵犲狀犲狊发酵生产甘油具有高产量、高得率

　　犚犲犮犲犻狏犲犱犱犪狋犲：２００５－１１－３０．

犆狅狉狉犲狊狆狅狀犱犻狀犵犪狌狋犺狅狉：Ｐｒｏｆ．ＺＨＵＧＥＪｉａｎ．犈－犿犪犻犾：ｊｚｈｕｇｅ＠

ｓｏｈｕ．ｃｏｍ

犉狅狌狀犱犪狋犻狅狀犻狋犲犿：ｓｕｐｐｏｒｔｅｄ ｂｙｔｈｅ Ｎａｔｉｏｎａｌ ＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅ

ＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＣｈｉｎａ（３０５７０１４２）；ＪｉａｎｇｓｕＰｒｏｖｉｎｃｉａｌＹｏｕｔｈＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃａｎｄ

ＴｅｃｈｎｏｌｏｇｉｃａｌＩｎｎｏｖａｔｉｏｎＦｏｕｎｄａｔｉｏｎ（ＡｃａｄｅｍｉｃＬｅａｄｅｒｓ）（ＢＫ２００６５０４）．

　

和高回收率等优点，在我国得到了较好的工业化应

用［３４］。但是，耐高渗透压酵母生产甘油的方法主



要集中在传统的分批发酵法。为了提高甘油的生产

能力，降低生产成本，国内外一些研究者对反复分

批发酵工艺［５］、连续发酵工艺［６７］和固定化发酵工

艺［８９］生产甘油进行了深入研究，但结果都并不十

分理想。作者在研究贫磷、适磷和富磷培养基中相

互转接对犆．犵犾狔犮犲狉犻狀狅犵犲狀犲狊胞内甘油和磷代谢的影

响时发现，当在富磷培养基中培养一定时间后再离

心收集菌体转接入新鲜的贫磷培养基中继续发酵，

结果胞外甘油和胞内甘油的浓度均显著增加，而且

发酵时间有所缩短。因此，本文提出了酵母细胞回

用的反复分批发酵策略，并对其回用时机的选择、

回用培养基中磷浓度的确定、回用细胞的处理方式

及其多次回用的反复分批发酵过程进行了详细

研究。

１　材料和方法

１１　菌株和培养基

菌株：犆犪狀犱犻犱犪犵犾狔犮犲狉犻狀狅犵犲狀犲狊由江南大学发

酵甘油研究设计中心提供。

种子培养基 （ｇ·Ｌ
－１）：葡萄糖１００，尿素２，

玉米浆８；自然ｐＨ值。

合成发酵培养基 （ｇ·Ｌ
－１）：葡萄糖２２０～

２５０，尿素２，ＫＨ２ＰＯ４０～１．６，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ

０．５，ＣａＣｌ２０．１，微量元素溶液１ｍｌ·Ｌ
－１；ｐＨ值

不调。贫磷、适磷和富磷培养基分别记作 （－Ｐ）、

（±Ｐ）和 （＋Ｐ），对应的 ＫＨ２ＰＯ４ 浓度分别为

０．１、０．４和１．６ｇ·Ｌ
－１。

微量元素溶液 （ｇ·Ｌ
－１）：ＫＩ０．２，ＺｎＳＯ４·

７Ｈ２Ｏ０．９，Ｎａ２Ｓ０．３，ＳｎＣｌ２ ０．１，ＮｉＣｌ０．０５，

ＮａＢｒ０．０５，ＭｎＳＯ４·Ｈ２Ｏ２．５，ＣｕＳＯ４·５Ｈ２Ｏ

０．１５，Ｃｏ （ＮＯ３）２·６Ｈ２Ｏ０．０１，ＮａＢ４Ｏ７·１０Ｈ２Ｏ

０．６，（ＮＨ４）６Ｍｏ２Ｏ２４·９Ｈ２Ｏ０．０２，Ａｌ２（ＳＯ４）３０．１，

ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ５．５６，Ｎａ２·ＥＤＴＡ·２Ｈ２Ｏ７．４６。

１２　发酵方法

种子培养：从刚转接培养好的新鲜斜面上挑取

一环菌株，接入５００ｍｌ摇瓶中 （种子培养基装液

量为５０ｍｌ），于往复式摇床上３２℃振荡培养１９ｈ

（振幅１０ｃｍ，振动频率１１０次·ｍｉｎ－１）。

分批发酵：按５％ （体积）的接种量将种子液

接入装有６０ｍｌ（±Ｐ）培养基的５００ｍｌ摇瓶中进

行第一级发酵，发酵条件同种子培养。

酵母细胞回用：当上一次发酵结束时，将发酵

液在３０００ｒ·ｍｉｎ－１下无菌离心１５ｍｉｎ后倒出上清

液，菌体用无菌生理盐水洗涤后离心或不经洗涤全

部转接入新鲜的回用发酵培养基中，再按种子培养

条件于摇床上发酵。

１３　测定方法

甘油的测定：采用高碘酸钠变色酸法
［１０］，细

胞经超声破壁后测定胞内甘油含量。

葡萄糖测定：采用安装固定化葡萄糖氧化酶酶

膜的生物传感仪［３］。

生物量的测定：取等量的两份发酵液，一份由

烘干法测得菌体干重 （ＤＣＷ），另一份稀释成一定

的浓度于６３０ｎｍ下测定吸光值 （ＯＤ值），得到标

准曲线为ＤＣＷ＝３．８７４８ＯＤ （犚＝０．９９６）。再以相

同方法测得样品的ＯＤ值，按标准曲线计算出菌体

干重。

２　结果与讨论

２１　犆犵犾狔犮犲狉犻狀狅犵犲狀犲狊细胞回用策略的提出

本 研 究 室 研 究 表 明， 磷 浓 度 对

犆．犵犾狔犮犲狉犻狀狅犵犲狀犲狊发酵生产甘油影响极大
［３，１１］，本

文对此将做进一步的研究。将分别在贫磷 （－Ｐ）、

适磷 （±Ｐ）和富磷 （＋Ｐ）３种限磷培养基中发酵

１４、３８ｈ的犆．犵犾狔犮犲狉犻狀狅犵犲狀犲狊细胞经无菌离心处

理后，全部细胞相应地转接入新鲜的上述３种限磷

培养基中继续发酵，发酵结果见表１ （表中从上到

下依次编号为１～１２个实验组）。由表１可以看出：

（１）在第１４ｈ进行转接时，转接后的发酵时间相

应要长些，这是因为第１４ｈ时细胞正处于对数生

长期中期，菌体量相对较少；（２）转接后培养基中

磷浓度越高，发酵时间也越短，这是由于过量的磷

酸盐可以强化ＥＭＰ途径，从而促进菌体生长、加

速葡萄糖消耗和缩短发酵时间；（３）当转接前培养

基相同时，转接后培养基中磷浓度越低，则甘油产

量和得率越高，其中以第７组和第８组实验的结果

最好，甘油得率高达６０．９２％和６１．３８％，比 （±Ｐ）

培养基分批发酵结果 （甘油得率为５０．６２％）分别

提高１７．１５％和１８．０４％，生产强度分别为２．０３和

２．２３ｇ·Ｌ
－１·ｈ－１，这为酵母细胞回用提供了重要

依据，本文将对此进行深入研究；（４）在１２组实

验中，第９组和第１０组实验特殊，前者甘油产量

显著高于后者，这是由于第３８ｈ转接时菌体量多，

胞内积累的磷富余，从而转接后磷过量不利于甘油

的合成；（５）由于胞外甘油缘于胞内甘油的渗出，

因此两者之间表现为正相关性。
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表１　不同转接方式下的胞外甘油产量和胞内甘油含量
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ｏｆｔｈｅｆｉｒｓｔ

ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ

Ｒｅｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ

ｍｅｄｉｕｍ

Ｐａｒａｍｅｔｅｒｓｏｆｒｅｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ

Ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ

ｔｉｍｅ①／ｈ

ＤＣＷ

／ｇ·Ｌ－１
Ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ

ｇｌｙｃｅｒｏｌ／ｇ·Ｌ－１
Ｙｉｅｌｄ②

／％

Ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｇｌｙｃｅｒｏｌ

／ｍｇ·（ｇＤＣＷ）－１

１４ （－Ｐ） （＋Ｐ） ７４ １６．９４ ９５．５５ ４２．４７ ７０．７７

３８ （－Ｐ） （＋Ｐ） ５８ １６．８２ ９６．９６ ４３．１０ ７３．７５

１４ （－Ｐ） （±Ｐ） ８２ １６．８９ １１５．８０ ５０．３５ ８０．４５

３８ （－Ｐ） （±Ｐ） ７４ １５．９４ １１４．８２ ５２．１９ ７８．５３

１４ （±Ｐ） （＋Ｐ） ４２ ２３．５１ ７０．１９ ３３．４２ ４３．２７

３８ （±Ｐ） （＋Ｐ） ３４ ２０．９３ ６０．９２ ２９．９６ ３８．４３

１４ （±Ｐ） （－Ｐ） ７２ １８．２８ １４６．２０ ６０．９２ １２５．２７

３８ （±Ｐ） （－Ｐ） ６６ １８．６５ １４７．３２ ６１．３８ １２９．３０

１４ （＋Ｐ） （－Ｐ） ６６ １９．４５ １２３．８１ ５３．８３ １０７．３３

３８ （＋Ｐ） （－Ｐ） ４２ ２０．５８ ７７．７１ ３３．７９ ８９．５６

１４ （＋Ｐ） （±Ｐ） ４２ ２１．８２ ６５．４８ ３２．７４ ７６．８７

３８ （＋Ｐ） （±Ｐ） ３４ １９．６５ ６５．５５ ３２．７７ ７４．９６

　　①ｃｕｌｔｕｒｅｔｉｍｅａｆｔｅｒｒｅｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ；

②ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｇｌｙｃｅｒｏｌｏｎｉｎｉｔｉａｌｇｌｕｃｏｓｅ．

Ｎｏｔｅ：Ｔｈｅｄａｔａｒｅｐｒｅｓｅｎｔｔｈｅｍｅａｎｏｆｔｈｒｅｅｒｅｐｌｉｃａｔｅｄｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ．

２２　酵母细胞回用时机的选择

从表 １ 可 知，当 犆．犵犾狔犮犲狉犻狀狅犵犲狀犲狊 细 胞 由

（±Ｐ）培养基经无菌离心回用至 （－Ｐ）培养基中

继续发酵时，甘油的产量和得率显著增加。为了保

证上一批次发酵液中甘油的后处理和下一批次回用

细胞具有较高的发酵活力，必须选择细胞回用的适

宜时机。为此，分别在 （±Ｐ）培养基中的第一级

发酵进行至１４、３８、５６和７０ｈ时离心收集菌体，

再转接入 （－Ｐ）培养基中继续发酵，实验结果见

表２。由表２可知，当酵母细胞回用到 （－Ｐ）培

养基中，并继续发酵至葡萄糖含量少于１０ｇ·Ｌ
－１

（７０ｈ）时，４个实验组甘油的产量和得率基本没

有发生变化，这说明当第一次发酵进行至第７０ｈ时

生产菌株仍能维持很高的发酵活力，而此时发酵液中

葡萄糖浓度仅为７ｇ·Ｌ
－１。因此，确定当上一批

表２　酵母回用时机的选择

犜犪犫犾犲２　犆犺狅犻犮犲狅犳狉犲犻狀狅犮狌犾犪狋犲犱狅狆狆狅狉狋狌狀犻狋狔

Ｒｅｕｓｅ

ｏｐｐｏｒｔｕｎｉｔｙ
Ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ

Ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｔｉｍｅ／ｈ

４８ ５６ ６４ ７０

ｔｈｅ１４ｔｈｈｏｕｒ ｇｌｙｃｅｒｏｌ／ｇ·Ｌ－１ ９３．５３１０８．９０１３２．７５ １３９．１５

ｙｉｅｌｄ／％ ４０．６６ ４７．３５ ５７．７２ ６０．５０

ｔｈｅ３８ｔｈｈｏｕｒ ｇｌｙｃｅｒｏｌ／ｇ·Ｌ－１ ９３．０２１１４．０３１３６．４４ １４１．０５

ｙｉｅｌｄ／％ ４０．４４ ４９．５８ ５９．３２ ６１．３３

ｔｈｅ５６ｔｈｈｏｕｒ ｇｌｙｃｅｒｏｌ／ｇ·Ｌ－１ １００．１３１１７．４２１３７．９２ １４２．４１

ｙｉｅｌｄ／％ ４３．５４ ５１．０５ ５９．９６ ６１．９２

ｔｈｅ７０ｔｈｈｏｕｒ ｇｌｙｃｅｒｏｌ／ｇ·Ｌ－１ １１０．２２１２０．８１１４１．６５ １４４．６１

ｙｉｅｌｄ／％ ４７．９２ ５２．５２ ６１．５８ ６２．８４

次发酵液中残余葡萄糖浓度低于１０ｇ·Ｌ
－１时，离

心收集菌体，再进行下一批次发酵。

２３　回用培养基中磷浓度的确定

由表１可知，酵母细胞回用培养基的磷浓度对

反复分批发酵法生产甘油的影响很大。那么，进一

步改变回用培养基中 ＫＨ２ＰＯ４ 的含量，是否仍能

提高酵母细胞反复分批发酵的甘油产量呢？本研究

仍以 （±Ｐ）培 养 基 进 行 第 一 级 发 酵，选 用

ＫＨ２ＰＯ４ 浓度分别为０、０．１、０．２、０．４和０．８ｇ·

Ｌ－１的限磷培养基进行反复分批发酵 （细胞只回用

１次），实验结果见表３。从表３可以看出，随着回

用培养基中磷浓度增加，酵母细胞回用后的发酵时

间逐渐缩短；当回用培养基中初始 ＫＨ２ＰＯ４ 浓度

高于０．１ｇ·Ｌ
－１时，甘油的产量呈下降趋势。考

虑到酵母细胞在多次回用的反复分批发酵过程中，

细胞的动态更新需要限量补充各种营养因子，因

此选用ＫＨ２ＰＯ４ 浓度为０．１ｇ·Ｌ
－１的贫磷 （－Ｐ）

培养基用于 犆．犵犾狔犮犲狉犻狀狅犵犲狀犲狊反复分批发酵的

研究。

２４　回用细胞处理方式对发酵结果的影响

已有的研究认为［１２］，由于反复分批发酵过程

中代谢副产物的积累对细胞生长和甘油生成均有抑

制作用，如果回用的细胞不经洗涤，则反复分批发

酵的发酵性能与普通分批发酵没有差别。因此，本

文进一步探讨了在酵母细胞多次回用的反复分批发

酵过程中菌体洗涤与否对甘油生产的影响，结果见
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表３　酵母细胞回用培养基中磷酸二氢钾浓度的确定

犜犪犫犾犲３　犇犲狋犲狉犿犻狀犪狋犻狅狀狅犳犓犎２犘犗４犮狅狀犮犲狀狋狉犪狋犻狅狀

犪狋狉犲犻狀狅犮狌犾犪狋犻狅狀犿犲犱犻狌犿

Ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ

ＫＨ２ＰＯ４ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｉｎｒｅｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ

ｍｅｄｉｕｍ／ｇ·Ｌ－１

０ ０．１ ０．２ ０．４ ０．８

ｉｎｉｔｉａｌｇｌｕｃｏｓｅ／ｇ·Ｌ－１ ２４５ ２４５ ２４５ ２４５ ２４５

ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｔｉｍｅ／ｈ ７２ ６６ ６０ ５４ ４８

ｒｅｓｉｄｕａｌｇｌｕｃｏｓｅ／ｇ·Ｌ－１ ２．５ ２．０ ２．０ １．５ ２．５

ＤＣＷ／ｇ·Ｌ－１ １６．０７ １６．５１ １８．４２ ２２．９９ ２７．８

ｇｌｙｃｅｒｏｌ／ｇ·Ｌ－１ １４７．１３１５０．３２１３０．９８ ９１．３４ ７７．９３

ｙｉｅｌｄ／％ ６０．０５ ６１．３５ ５３．４６ ３７．２８ ３１．８１

ｐｒｏｄｕｃｔｉｖｉｔｙ／ｇ·Ｌ－１·ｈ－１ ２．０４ ２．２８ ２．１８ １．６９ １．６２

表４。由表４可以看出，菌体洗涤与否对细胞回用

６次的反复分批发酵结果影响不大，甚至回用细胞

不经洗涤时甘油的产量指标要略高些。由于在

犆．犵犾狔犮犲狉犻狀狅犵犲狀犲狊的分批发酵过程中，甘油生成与

菌体生长是部分耦联的关系，尽管在发酵后期代谢

副产物的形成极少，但对数生长期形成的副产物在

发酵后期仍有较高的积累量，而发酵后期甘油却呈

缓慢增加趋势［１１］，这说明代谢副产物的积累对甘

油合成没有产生明显的抑制作用。而且，菌体不经

洗涤回用有利于保持酵母细胞在上一批次发酵中甘

油合成微环境的相对稳定；相反，菌体经多次反复

洗涤和离心后再回用，势必增加细胞的损伤程度和

污染机会，破坏细胞原有甘油合成的微环境。

２５　酵母细胞多次回用的发酵过程

在上述确定的酵母细胞回用条件的基础上，以

相同条件对犆．犵犾狔犮犲狉犻狀狅犵犲狀犲狊细胞回用１５个周期，

发酵结果见图１。由图１可看出，当酵母细胞回用

至第６次时，菌体干重达到最大为２１．４９ｇ·Ｌ
－１，

表４　回用细胞处理方式对发酵结果的影响

犜犪犫犾犲４　犈犳犳犲犮狋狅犳狉犲犮狔犮犾犲犿犲狋犺狅犱狅狀犳犲狉犿犲狀狋犪狋犻狅狀狉犲狊狌犾狋狊

Ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ　　　
Ｃｙｃｌｅｓｏｆｒｅｕｓｅｄｃｅｌｌｓ

０ １ ２ ３ ４ ５ ６

ｗａｓｈｅｄ ｇｌｙｃｅｒｏｌ／ｇ·Ｌ－１ １１５．２２ １３５．０５ １３４．５４ １３３．８５ １３２．６８ １３５．０５ １３３．４４

ｙｉｅｌｄ／％ ５２．３７ ６１．３８ ６１．１６ ６０．８４ ６０．３１ ６１．３８ ６０．６５

Δ犢①／％ １７．２１ １６．７７ １６．１６ １５．１５ １７．２１ １５．８１

ｐｒｏｄｕｃｔｉｖｉｔｙ／ｇ·Ｌ－１·ｈ－１ １．６５ ２．２５ ２．２４ ２．２３ ２．２１ ２．２５ ２．２２

ｕｎｗａｓｈｅｄ ｇｌｙｃｅｒｏｌ／ｇ·Ｌ－１ １１６．４８ １３６．３１ １３９．８３ １４０．１６ １４１．１１ １４１．８７ １４０．６３

ｙｉｅｌｄ／％ ５２．９５ ６１．９６ ６３．４２ ６３．７１ ６４．１４ ６４．４８ ６３．９２

Δ犢①／％ １７．１７ １９．９６ ２０．５１ ２１．１４ ２１．７９ ２０．７３

ｐｒｏｄｕｃｔｉｖｉｔｙ／ｇ·Ｌ－１·ｈ－１ １．６６ ２．２７ ２．３３ ２．３４ ２．３５ ２．３６ ２．３４

　　①Ｉｔｉｓｔｈｅｒａｔｅｏｆｇｌｙｃｅｒｏｌｉｍｐｒｏｖｅｍｅｎｔａｓｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｆｉｒｓｔｂａｔｃｈｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ．

图１　产甘油假丝酵母反复分批发酵过程

Ｆｉｇ．１　Ｔｉｍｅｃｏｕｒｓｅｓｏｆｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｂｙｒｅｕｓｉｎｇｃｅｌｌｓｏｆ犆犪狀犱犻犱犪犵犾狔犮犲狉犻狀狅犵犲狀犲狊
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比回用前提高了４１．０１％，然后有所下降并维持在

１９ｇ·Ｌ
－１左右；在每个反复分批发酵周期中，葡

萄糖消耗速率在回用后的前１２ｈ内迅速增加；甘

油的产量、得率和生产能力从第１个回用周期开始

增加，并稳定在较高的水平；与第一级发酵结果

（甘 油 产 量 和 得 率 分 别 为 １１９．８３ ｇ· Ｌ
－１、

５２．１０％）相比，当回用周期达到１５次时，甘油的

平均产量、平均得率和平均增长率分别为１３８．６９

ｇ·Ｌ
－１、６０．１７％ 和 １５．４８％，平均生产能力为

２．３１ｇ·Ｌ
－１·ｈ－１，增加了３９．１６％。因此，这１５

个周期的反复分批发酵结果证明，所确定的酵母细

胞回用条件是比较合理的。但是，在实验中也发

现，当细胞回用至第１３次时，菌体开始出现衰退

现象，到第１５次时逐渐凝聚成黄色土样小菌团，

从而导致其甘油合成能力减弱，最后３次回用的甘

油产量仅增加了１１．７９％、１０．７３％和８．６４％。综

合以上因素，犆．犵犾狔犮犲狉犻狀狅犵犲狀犲狊反复分批发酵的细

胞回用周期以１２～１４次为好。

３　结　论

本文研究了贫磷、适磷和富磷培养基中相互转

接对犆．犵犾狔犮犲狉犻狀狅犵犲狀犲狊甘油生产的影响，当酵母细

胞在适磷 （±Ｐ）培养基中发酵一定时间后，经无

菌离心转接入贫磷 （－Ｐ）培养基中继续发酵，甘

油产量显著提高。在此基础上，提出了酵母细胞回

用的反复分批发酵策略，并确定了反复分批发酵过

程中细胞回用的条件，即：第一批发酵的培养基为

适磷培养基 （ＫＨ２ＰＯ４ 浓度为０．４ｇ·Ｌ
－１），反复

分批 发 酵 阶 段 的 回 用 培 养 基 为 贫 磷 培 养 基

（ＫＨ２ＰＯ４ 浓度为０．１ｇ·Ｌ
－１）；当上一批次发酵

液中葡萄糖浓度降至１０ｇ·Ｌ
－１以下时，将酵母细

胞无菌离心后不经洗涤全部转接入贫磷培养基中继

续下一批次的发酵。经过１５个细胞回用周期的反

复分批发酵过程，甘油的平均产量、平均得率和平

均生产能力分别达到１３８．６９ｇ·Ｌ
－１、６０．１７％和

２．３１ｇ·Ｌ
－１·ｈ－１，分别增加了１５．７４％、１５．４８

％和３９．１６％。当酵母细胞回用到第１５个周期时，

菌体出现严重衰退，因此犆．犵犾狔犮犲狉犻狀狅犵犲狀犲狊反复分

批发酵的细胞回用周期以１２～１４次为好。
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