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摘 要： 采用 *+, 固定化酿酒酵母、产香酵母和醋酸菌双轮发酵海带酿造海藻酒。对游离细胞

与固定化细胞的分批发酵和连续发酵产酒的动力学进行研究，并建立相应的发酵动力学方程。实

验结果表明，酿酒酵母和产香酵母菌种量的最佳配比为 -.&，发酵温度 !" /，固定化细胞分批发

酵和连续发酵凝胶粒的充填系数分别为 "0!# 和 "0#，游离混合细胞的发酵时间为 1 2，固定化细

胞连续发酵稀释速率 "0&! 3 4，其发酵时间为 "0# 2 左右。经 &5" 2 连续发酵实验，*+, 固定化细胞

粒子的机械强度良好。
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<3:"1)2"： !"##$"%&’(#)* :;<;=>?>@; and !+,%"-%.* immobilized with PVA as carrier were used to produce seaweed health

wine by double bottom fermentation. Through the study of batch fermentation and continuous fermentation of free cells

and immobilized cells，the corresponding fermentation kinetic equation was set up. The experimental results suggested that

the optimal fermentation conditions were as follows： the optimal ratio of !"##$"%&’(#)* #)%)/0*0") and !"##$%&’(#)* ,"1
-%".* for inoculation as 4.1； fermentation temperature at 20 /； packing ratio of the gel particles for batch fermentation

and continuous fermentation were 0.25 and 0.5 respectively； 7 d fermentation time for free cells and the dilution rate for

continuous fermentation as 0.12 3 h with fermentation time about 0.5 d. The mechanical strength of the immobilized cell

particles remained in good conditions after 160 d continuous fermentation. （Tran. by YUE Yang）

=(% *&1$:：immobilized fermentation；seaweed health wine；fermentation kinetics；immobilized cells

海藻中淀粉质含量达 !# A，蛋白质含量为 &! AB
#" A，含有各种常量和微量元素，特别富含维生素C,，

D&，D!，D5，D&!，EF、烟酸、叶酸和胡萝卜素。海藻所含的微

量元素和各种维生素的量远超过陆地植物 G&H，海藻具有

极高的营养和保健功效，可用于生产独具特色的保健

醋、酒和饮料，但长期以来未能被有效利用，造成极大的

资源浪费。

固定化微生物可以进行高密度增殖培养，提高反应

器单位体积的生物转化速率，延长发酵细胞的寿命，增

加稳定性，利于实现连续化生产，利于产物分离等。采用

固定化’ 共固定化细胞生产酒精、啤酒、果酒及食醋等

的研究十分盛行G!，)，-H。但是采用 *+, 为载体的固定化细

胞多菌种双轮发酵技术生产海藻保健酒的研究，国内外

鲜为报道。本研究以海藻为原料，采用酸水解酶水解法

制取海藻汁，然后以固定化酿酒酵母和产香酵母进行间

歇和连续发酵海藻酒。

& 材料与方法

&0& 菌种

酿酒酵母 C!+#)%)/0*0")F&!I，&#I，!8I 和产香酵母 C!+
,%"-%".*F %I 均由本校生物工程研究所提供。

&0! 原材料及设备

海带C2"’0."%0" 3"4&.0#"F 购于杭州海产品市场；聚

乙烯醇C*+,$&!-’日本进口分装F；海藻酸钠购于华东医

药股份有限公司；水解用酶购于无锡酶制剂生物工程有
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限公司；食用酒精由杭州酒厂购入。固定化连续发酵反

应器为自制的玻璃柱式反应器*.)# /01$2 /0-。
$)% 实验方法

$)%)$ 海藻汁的制取

海带经 2" 3烘干后磨成 2"4$"" 目细粉。海藻粉加

入水高压蒸煮后冷却至 .# 3 ，添加水解用酶，于 .# 3
水浴保温 !. 5，酶水解后调 67 为 !4%，然后加温至 8#
3维持 942 5，最后 !""" : ; 0<= 离心，清液部分即为海藻

汁。调兑糖度和酸碱度后用于发酵。

$)%)! 固定化细胞的制备

酿酒酵母和产香酵母分别经种子培养后，取两种酵

母的种子液以一定比例与一定量的含 ")& >海藻酸钠的

& >的聚乙烯醇溶液混合均匀，用注 射 器 滴 入 含 $ >
?@?,! 的 # >硼酸液中，制成直径为 % 00 的颗粒，浸泡 .
5，滤出固定化颗粒，用生理盐水洗涤 % 遍。

$)%)% 固定化活细胞的增殖

将固定化细胞粒子用无菌水浸洗数次，加入同体积

的增殖培养基，于 %" 3，$&" : ; 0<= 通气振荡培养 $2 5。

$)%). 固定化细胞海藻酒发酵

!间歇发酵：用三角瓶，固定化细胞颗粒装填量为

")!# A ; 0B*发酵液-，$24!" 3发酵。"连续发酵：应用玻

璃柱式反应器，容积为 !2" 0B。7CDE.，固定化凝胶粒装

填系数取 ")#，稀释率为 ")$! ; 5，发酵温度为 $24!" 3。

$). 分析测定方法

海藻汁和发酵液中的总糖和还原糖的测定采用改

进的 B@=FGHI=(= 法J#K；酵母细胞浓度采用血球记数板测

定 J&K；酒精浓度采用比色法和蒸馏法测定；氨基酸采用

$!$ LMNN 分析仪分析*酒液经活性炭脱色，蒸干后用 #
>磺基水杨酸和 67!)! 缓冲液溶解上机-； 香味成分采

用气相色谱分析仪分析：条件#，色谱柱为长 ! 0，$%
00 的玻璃柱，担体为上海试剂厂 $"$ 白色担体*."4&"
目-，固定液为 & >DHOP，检测器温度 !%" 3，柱温 $8#
3 ，’! ." 0B ; 0<=，N<: $). QA ; /0! ；7!$). QA ; /0!，衰减

$"!1.；条件%，色谱柱为长 ! 0，$% 00 的玻璃柱，OD1
$"!*天津产-，柱温 $.# 3，汽化室温度 $2" 3 ，检测温

度 $2" 3， 检测器温度 $&" 3， 载气为 ’! %" 0B ; 0<=，

N<: %"" 0B ; 0<=，7! %" 0B ; 0<=，进样量为 ! &B，根据保

留时间与各标样对比定性，内标法定量；矿质元素，使用

日立 $2"G2" 型原子吸收分光光度计：吸取一定量样品，

加酸酸化，根据各元素的检测限适当稀释，上机测定。

! 结果与讨论

!)$ 海藻汁的制取

海藻汁液的制取过程中，分别以酸水解和酶、酸水

解相结合法处理海藻制得汁液，并测量其氨基酸和矿质

元素含量，结果见表 $，表 !。

表 $，表 ! 的实验结果表明，采用酶、酸水解相结合

法制备的海藻汁其氨基酸含量高于单独酸水解处理海

藻制取的汁液。

!)! 发酵菌种的筛选与菌种混合配比量发酵试验

分别使用酿酒酵母 $!R，$#R，!8R % 种菌株与产香酵

母 2R 以 %C$ 的比例混合后进行游离细胞海藻酒发酵实

验，结果见图 $。

由图 $ 可知，酿酒酵母 $!R 菌株与产香酵母 2R 混合

组产酒速率慢；酿酒酵母 $#R 菌株与产香酵母 2R 混合组

发酵速度最快，但所得的酒精醪液风味不如另外 ! 组；

相比之下，酿酒酵母 !8R 菌株与产香酵母 2R 混合组发酵

速率适中，且所得的酒精醪液风味极好，所以在以后的

发酵实验中均使用酿酒酵母 !8R 与产香酵母 2R 混合组。

¡ 2  ¡¢£¤¥¦§¨©ª«¬ 
¡¢£¤¥¦§¨©ª (mg/L) 

¡¢ ¡¢ ¡¢ 
(¡)* (0) 

¡¢ 
(¡)* (0) 

¡ 18.02 18.03 ¡ 12.03 12.02 
¡ 0.56 0.562 ¡ 1.02 1.02 
¡ 216 16 ¡ 8.22 8.21 
¡ 20 19.8 ¡ 2.27 2.26 
¡¢*¡.¡¢£¤¥¦§ ;  0.¡¢£¤¥ 

 

注：%，9 号曲线示 !8R 和 2R 酵母糖耗和产酒曲线；

&，! 号曲线示 $!R 和 2R 酵母产酒和糖耗曲线；

#，! 号曲线示 $#R 和 2R 酵母产酒和糖耗曲线。

图 $ 游离细胞海藻酒发酵试验

¡ 1  ¡¢£¤¥¦§¨©ª«¬®¯°±²³ (mg/L) 
¡¢ ¡¢ ¡¢ 

(¡) (0) 
¡¢ 

(¡) (0) 
¡¢£¤¥ 34.7 32.4 ¡¢£ 17.1 17.2 
¡¢£ 15 11 ¡¢£¤ 21.2 19.9 
¡¢£ 14 8.9 ¡¢£ 21.1 22.2 
¡¢£ 55.6 45.2 ¡¢£ 12.3 9.6 
¡¢£ 17.4 10.9 ¡¢£¤ 15.2 13.8 
¡¢£ 19.7 16.7 ¡¢£ 16.5 14.3 
¡¢£¤ 8.4 6.5 ¡¢£ 13.7 11.2 
¡¢£ 23.3 22.1 ¡¢£ 17.1 13.6 
¡¢£ 17.3 17.1    
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注：! 号曲线为酒精浓度曲线；" 号曲线为糖耗曲线；

# 号曲线为菌体浓度曲线；$ 号曲线为 %& 曲线。

图 # 游离混合细胞分批发酵培养试验

为了考察两种酵母以不同菌种量配比发酵对酒精

醪液成分品质的影响，进行了酿酒酵母’产香酵母为 (’
)，#’(，!’(，"’(，$’( 的不同菌种量配比的发酵实验，结果

见表 !。

由表 ! 看出，当酿酒酵母与产香酵母菌种量混合比

例为 "’( 时，发酵的酒精醪液中其醇类和酯类的含量均

较高，具有浓郁的酒香气。所以，在以后的发酵试验中，

酿酒酵母与产香酵母的混合配比量均采用 "’( 的比例。

#*! 游离混合细胞分批发酵动力学

海藻汁经调兑后，进行游离混合细胞分批发酵，结

果见图 #。对于底物抑制及酒精非竞争性抑制双重作用

的酒精发酵，其反应速率为 +,+-.(/0 1 0-2·3 1 .43535
3 1 462 。应用差分法处理实验结果，可以导出游离混合

细胞分批发酵的底物消耗和酒精生产动力学模型：

/73 1 78 , #*9$!.(/0 1 ()!*#2·3 1 .!)*(95353# 1 #"*9$2
70 1 78 , )*:9:.(/0 1 ()!*#2·3 1 .!)*(95353# 1 #"*9$2

#*" 固定化细胞分批发酵

在固定化细胞的增殖试验中，实验结果表明，增殖

时间以 (:;#" < 为宜，此时酵母细胞数量仍在增加，出

芽率维持在 (# =以上。

本研究进行了发酵温度对固定化分批发酵过程的

影响试验，酒精的发酵温度控制为 (! >，#) >和 #$ >，

其结果见图 !。在 #) >下，以不同的固定化细胞凝胶粒

子添加量进行分批发酵实验，结果见表 "。

由实验结果可知，#$ >下 #: < 左右酒精发酵完毕，

但所得酒香味较淡，而 #) >下经 !9 < 产酒已接近最高

值，并且酒精醪液具有浓郁的香味。

由表 " 可看出，当发酵温度为 #)>，固定化细胞粒

子装填量为 #$ =;!$ =.6 1 ?2时，发酵的酒精醪液醇类、

酯类等香气成分含量较高。如忽略固定化载体内部传质

阻力的影响，并考虑由于海藻汁发酵液初糖浓度较低，

对固定化细胞的糖抑制也忽略，采用与游离混合细胞相

似的方法，就可导出海藻酒固定化分批发酵动力学模

型：

/73 1 78 ,#*$!.(/0 1 ()(*92·3 1 .!9*!$532
70 1 78 ,)*:@.(/ 0 1 ()(*92·3 1 .!9*!$532

#*$ 固定化细胞连续发酵海藻酒

本研究应用玻璃柱式反应器固定化连续发酵反应

系统，首先进行固定化增殖酵母凝胶粒装填量对发酵效

果影响的试验。结果表明，装填系数为 )*$ 时，所得酒精

醪液的酒度适中，酒的香味浓郁。改变发酵稀释速率进

行固定化酵母细胞连续发酵试验，结果见图 "。

由图 " 可看出，稀释速率以 A,)*(# 1 < 为佳，此时酒

度较高，且酒精醪液中残糖较低，反应器的生产能力也

达到一定水平。再进一步提高稀释速率，虽然产酒能力

增加，但酒度下降残糖升高，故稀释率取 )*(# 1 < 为宜。

在上述发酵条件下，当系统建立稳定态后，进行了
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图 ! 发酵温度对产酒和耗糖的影响
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¡ 3 ¡¢£¤¥¦§¨©ª«¬® 
¡¢£¤¥¦§¨    (mg/L) 

¡¢£ ¡¢ 
1¡0 2¡1 3¡1 4¡1 5¡1 

¡¢ 4.2 16.8 14.6 12.4 8.9 
¡¢ 0.31 1.25 1.1 1.23 0.47 
¡¢£ 28.98 49.76 48.86 48.03 38.92 
¡¢£ 9.15 20.6 19.4 20.3 15.7 
¡¢£¤ 1.64 3.12 3.56 4.47 4.12 
¡¢£¤ 21.02 53.66 56.63 60.47 53.08 
¡¢ 26.9 25.6 26.6 26.8 27.4 
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¡ 4 ¡ 20¡¢£¤¥¦§¨©ª 
¡¢£¤¥¦§¨    (mg/L) 
¡¢£¤¥¦§(%) ¡¢ 

15 25 35 45 
¡¢ 12.4 12.5 12.4 12.3 
¡¢ 1.27 1.26 1.27 1.16 
¡¢£ 48.01 47.03 46.01 45.6 
¡¢£ 20.2 20.3 20.2 19.1 
¡¢£¤ 4.39 4.48 4.45 4.33 
¡¢£¤ 61.12 60.45 61.16 58.83 
¡¢(g/L) 23.3 25.6 27.6 32.5 
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注：! 号曲线为酒精浓度曲线；. 号曲线为酒精产率曲线；

% 号曲线为残糖曲线；# 号曲线为酵母浓度曲线。

图 . 稀释率对发酵结果的影响

连续发酵动力学的研究，导出了酒精醪液产量和酒液酒

精度以及反应器有效容积 / 的关系式：

0 1 .)!#.2$"3!·/ 4 ｛.)!.# ,5 6$"$)7 4 *$"$)738"-9
:,56%!)# 4 *%!)#38"-9

采用固定化酿酒酵母和产香酵母双菌种连续发酵

工艺发酵海藻汁，酿造的酒精醪液其酒液不仅所含氨基

酸和矿质元素十分丰富，而且含有多种醇类和酯类，其

含 量 为 ：丙 醇 $")! ;< 4 =，异 丁 醇 $$)& ;< 4 =，戊 醇 $)$!
;< 4 =，异戊醇 %>)!$ ;< 4 =，乙酸乙酯 %)"? ;< 4 =，乳酸乙

酯 #$).& ;< 4 =。这些醇类和酯类相互混合作用使海藻酒

产生浓郁的酒香气。

% 讨论

采用 8/@ 固定酿酒酵母和产香酵母的细胞固定化

技术发酵海藻，酿制海藻保健酒是可行的。本实验结果

表明，采用固定化工艺，酵母活力回收率可达 >.). A，在

固定化细胞增殖过程中，增殖时间以 $?B!. C 为宜，此

间酵母数量仍在不断增加，出芽率维持在 $! A以上。由

酿酒酵母和产香酵母游离细胞混合发酵实验可知，由于

添加产香酵母使酒液香气大为增加，可提高酒精醪液

质量。但 ! 种菌种数量的配比对酒的风味及质量的影

响很大。在本实验条件下 ! 种菌种的菌量最佳配比为

.D$。在游离细胞的分批发酵过程中不易控制稳定的多

菌种配比量，造成产品质量的波动。应用固定化连续发

酵工艺不但可以维持比较稳定的菌种配比量，并且可

实现连续化生产，其发酵时间由游离细胞发酵的 7 E 缩

短为 ")# E 左右，且其产香成分的醇类和酯类的含量接

近游离混合细胞发酵酒精醪液中的含量。由此可见，采

用固定化双菌种的工艺发酵酒精醪液质量稳定，生产

效率高。采用固定化双菌种的工艺发酵海藻酒产酒工

段，在较低温度下进行发酵，有利于醇、醛、酯类等香气

成分的形成，对于提高酒精醪液的品质极为有利。本实

验条件下，采用 !" F合适。从海藻酒的成分分析可以看

出，其所含氨基酸和矿质元素无论种类还是数量都十分

丰富，尤其含有碘和海藻多糖*未列出-具有重要医疗保

键功效。本实验经连续发酵 $&" E 后，检查固定化细胞

粒子，未发现有破损，而且 8/@ 固定化细胞粒子的机械

强度仍良好。
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