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摘 要： 利用海藻酸钠与 PVA混合载体来固定化酿酒酵母，通过试验测定分析在不同条件下固定化酿酒酵母的
发酵性能、机械强度,并对酿酒酵母固定化制备工艺条件进行优化，以达到提高固定化酿酒酵母发酵效果。结果表
明，2 %的海藻酸钠和 7 %的 PVA混合制成的酿酒酵母固定化颗粒传质性能和颗粒强度较佳；工艺优化最佳方案
为 A1B3C3,即当 CaCl2溶液的浓度为 1 %和硼酸溶液的浓度为 4 %时，分阶段固化时间为在 1 %的 CaCl2溶液中固
化 12 h后转入 4 %的硼酸溶液中再固化 12 h，以其制备的酿酒酵母固定化颗粒发酵甘蔗汁产生的酒精含量最高。
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Abstract: Sodium alginate and PVA were used for S.cerevisiae immobilization. The fermentation performance and mechanical intensity of im-
mobilized S.cerevisiae under different conditions were determined and S.cerevisiae immobilization techniques were optimized to improve the fer-
mentation performance of immobilized S.cerevisiae. The results showed that S.cerevisiae immobilization by 2 % sodium alginate and 7 % PVA
had the best mass transfer performance and strength, and the best technical optimization program was A1B3C3 ( 12 h immobilization in CaCl2 so-
lution (its concentration was 1 %) and then 12 h immobilization in boric acid solution (its concentration was 4 %), sugarcane juice fermented by
such immobilized S.cerevisiae could produce the highest alcohol content).
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固定化细胞技术是近 10 余年生物工程的重点研究
领域之一, 目前固定化细胞已经在工业、 医学、 化学分
析、环境保护、能源开发等 [1～2]方面得到广泛的应用，而
其中固定化酿酒酵母技术是发酵工程中迅速发展起来

的新兴技术，它是利用高度密集的细胞生物量来加快发
酵速度，达到缩短发酵周期、提高生产效率的目的。固定
化所需要的载体各有不同，比如海藻酸钠、PVA、壳聚糖
等，但单一的载体有时固定化效果并不是很好，如单纯
的海藻酸钠载体发酵时易降解、易软化、易上浮[3]。因此，
理想的载体应具备对微生物低毒性，具有多孔性，传质
快、稳定性能好，没有特异性吸附，有适合引入配基的官

能团、不易被微生物降解、强度高、寿命长和价格低廉等
特点[4～5]。
海藻酸钠和 PVA都是较为理想的固定化载体。 许

多实验研究表明[6～7]，在固定化发酵方面，分别以海藻酸
钠和 PVA作为载体固定化酿酒酵母后产酒率有明显的
提高。也有不少实验研究利用混合载体来固定化酿酒酵
母 [7]，其中有 PVA-海藻酸盐、海藻酸钠-麸皮、PVA-明
胶等。 本实验研究利用海藻酸钠与 PVA混合载体来固
定化酿酒酵母， 通过试验确定海藻酸钠与 PVA 最佳的
混合配比，固定化酿酒酵母制备的工艺条件优化，以期
在甘蔗汁发酵生产乙醇的规模化生产中应用。
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1 材料与方法

1.1 材料
1.1.1 菌种
酿酒酵母 4608-3， 福建师范大学生命科学学院微

生物组保存。
1.1.2 甘蔗汁
甘蔗外购，经榨汁机压榨得甘蔗汁调整为 20 莓Bix。

1.1.3 麦芽汁
啤酒厂 18 莓Bix头号麦芽汁加水配成 10 莓Bix麦芽汁

备用。
1.1.4 试剂
海藻酸钠、 聚乙烯醇 （PVA）、CaCl2 （AR）、 硼酸

（AR）、琼脂、酵母提取物、 NH4Cl（AR）、KH2PO3（AR）、
MgSO4（AR）、蒽酮试剂、乙醇(色谱纯)、正丙醇(色谱纯)。
1.1.5 培养基
斜面培养基：10 莓Bix的麦芽汁 100 %，琼脂 2.5 %。
液体培养基：10 莓Bix的麦芽汁。
发酵培养基： 酵母提取物 0.05 %、NH4Cl 0.1 %、

KH2PO3 0.1 %、MgSO4 0.06 %、20 莓Bix甘蔗清汁 100 %。
1.2 方法
1.2.1 菌悬液制备
用接种环从经过 24 h 活化培养的酿酒酵母菌斜面

培养基中挑取 1 环至液体培养基中，将接种好的液体培
养基放置在 28℃、180 r/min 的恒温摇床中培养 8 h 备
用。
1.2.2 酵母固定化
用蒸馏水配制海藻酸钠和 PVA一定浓度配比的固

定化载体溶液，高压灭菌后待其温度降至室温时，将菌
悬液按一定配比注入载体溶液中，充分混匀后，用 10#
针头吸取菌悬液和载体溶液的混合体，再将其滴入经灭
菌的凝固剂溶液中制粒固化 24 h， 待固定化结束后，用
无菌蒸馏水洗涤 2～3 次，再转入发酵培养基中，先置于
28℃，180 r/min 条件下摇瓶培养 8 h，再置于 28℃条件
下进行发酵。
1.2.3 固定化酵母发酵
酿酒酵母固定化结束后， 用无菌蒸馏水洗涤 2～3

次，再转入发酵。 用 500 mL三角瓶装入 200 mL发酵培
养基，固定化颗粒 50 mL，先置于 28℃、180 r/min 条件
下摇瓶培养 8 h，再静置发酵 48 h，结束。 测定成熟发酵
醪的残糖、酒精度。
1.2.4 固定化颗粒性能测定
1.2.4.1 颗粒强度
挑选 50 个颗粒均匀的固定化小球， 加水 100 mL，

220 r/min 摇床振荡 24 h 后，观察颗粒破损情况，以此来

描述颗粒的强度。
1.2.4.2 颗粒传质性能
在若干小烧杯中加入等量的经稀释的蓝墨水，再称

取相同质量的不同配比的固定化颗粒，放入烧杯中放置
24 h，取出固定化颗粒冲洗后，切开颗粒观测其内部染
色程度，以此来评价颗粒的传质性能。
1.2.5 总糖量的测定
采用蒽酮比色法[8]。 制取标准曲线 ，取 7 支干燥洁

净的试管，编号后每管加入葡萄糖标准液和水后立即混
匀，迅速置于冰浴中，待各管都加入蒽酮试剂后，同时置
于沸水浴中，准确加热 7 min，立即取出置于冰浴中迅速
冷却。 待各管溶液达室温后，用 1 cm 厚度的比色皿，以
第 1 管为空白，迅速利用分光光度计测其余各管的吸光
值。然后，以第 2管～第 7管溶液含糖量（μg）为横坐标，
吸光度（A620 nm）为纵坐标，画出含糖量与 A620 nm值的相关

标准曲线，总糖测定标准曲线见图 1。

从标准曲线图 1 中可得出， 线性回归方程为 Y＝-
0.023＋4.191X，则总糖含量为 Y′＝Y× 100 μg/mL。
测定样品的含糖量，取 4 支试管按照制作标准曲线

相同的步骤，将 2～4管测出的 A620nm平均值，根据 A620 nm

平均值从标准曲线上查出相应的含糖量（μg），再换算成
100 g样品中总糖的含量。
1.2.6 酒精度的测定（气相色谱法）
1.2.6.1 乙醇标准溶液
用 5 个 100 mL 的容量瓶分别吸取色谱纯乙醇

2.00 mL、3.00 mL、3.50 mL、4.00 mL 和 4.50 mL，再分别
加水定容至 100 mL。
1.2.6.2 色谱柱与色谱条件

2 m 色谱柱 ；Chronosorb 103,60～80 目 ；200 ℃柱
温；240℃气化室和检测器温度；40 mL/min 载气流量；
40 mL/min 氢气流量；500 mL/min 空气流量。 并将乙醇
洗脱时间控制在 1 min，正丙醇在 1.5 min左右。
1.2.6.3 工作曲线的绘制
分别吸取不同浓度的乙醇标准溶液各 10 mL 于 5

图 1 总糖测定标准曲线
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个 10 mL容量瓶中，分别加入正丙醇 0.50 mL，混匀。 在
上述色谱条件下，进样 0.3 μL，以标样和内标峰面积的
比值，对应酒精度绘制工作曲线。
1.2.6.4 试样的测定
吸取试样 10 mL 于 5 个 10 mL 容量瓶中， 再分别

加入正丙醇 0.50 mL， 混匀。 在上述色谱条件下， 进样
0.3 μL。 查工作曲线，计算试样的酒精度（%vol）。

2 结果与分析

2.1 海藻酸钠浓度对固定化颗粒制作的影响（表 1）

表 1 表明，随着海藻酸钠浓度的增加，载体浓度增
加使载体凝胶对细胞的封闭程度增强，影响了物质在凝
胶颗粒内部的扩散，影响了酿酒酵母的颗粒内细胞的生
长和发酵性能； 小球状颗粒制作成型好但制作难度增
加。 而海藻酸钠浓度太低 ，又会使凝胶的封闭性能差，
被固定化细胞易泄漏引起固定化颗粒功能失效。综合共
固定化载体强度和共固定化细胞的生长及发酵性能，海
藻酸钠浓度一般以 1 %～2 %为宜。
2.2 不同配比对固定化颗粒性能的影响
有文献指出[9]，海藻酸钠与 PVA均为良好的固定化

制备材料，将其二者结合制备的固定化颗粒可提高其固
定化效果。 在考虑固定化颗粒制作条件、 海藻酸钠与
PVA混合液量太多不易操作， 海藻酸钠与 PVA混合液
量总量定为 9 %。本实验采取了海藻酸钠∶PVA为 1∶8、2∶
7、3∶6、4∶5 4 组不同配比的海藻酸钠与 PVA 混合液，并
对其所制备的固定化颗粒进行性能检测，从中得出制备
效果较好的配比方案。 其实验结果见表 2。

经上述实验证明， 海藻酸钠与 PVA 不同的配比对
固定化颗粒的效果有明显的影响，其中 2 %的海藻酸钠
与 7 %的 PVA 和 3 %的海藻酸钠与 6 %的 PVA 混合，
制备起固定化颗粒较为容易，所得到的颗粒外观形状较
理想，且经传质性能的检测，其通透性较佳；但是，在颗
粒强度的测试中，3 %的海藻酸钠与 6 %的 PVA 混合所
制备的固定化颗粒破损程度大于 2 %的海藻酸钠与 7 %
的 PVA 混合所制备的固定化颗粒。 所以决定选取 2 %
的海藻酸钠与 7 %的 PVA 混合来作为固定化载体对酿
酒酵母进行固定化。
2.3 海藻酸钠-PVA固定化条件的优化
海藻酸钠需在 CaCl2中固化， 而 PVA 则需要在硼

酸中固化，其中 CaCl2和硼酸的浓度以及固化时间的长
短对形成的固定化颗粒性能有很大影响。 因此，本实验
对海藻酸钠-PVA混合载体以不同浓度的 CaCl2溶液和
硼酸溶液、CaCl2、 硼酸分步固化时间作为主要影响因
素，通过正交实验确定最佳工艺条件的固定化颗粒制作
方案。 正交设计为三因素三水平试验（见表 3），其正交
试验结果见表 4，方差分析见表 5。

由表 4、表 5 数据可知，实验结果得出的最佳方案
为 A1B3C3， 即当 CaCl2溶液的浓度为 1 %和硼酸溶液的
浓度为 4 %， 分阶段固化时间为在 1 %的 CaCl2溶液中
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图 2 氯化钙浓度与酒精关系

图 4 固定化方案与酒精关系

图 3 硼酸浓度与酒精关系

固化 12 h后转入 4 %的硼酸溶液中再固化 12 h。 CaCl2、
硼酸分步固化时间所产生的酒精度影响最大，是主要因
素，CaCl2影响次之。各因素与产酒精度的相关性结果见
图 2～图 4。

3 结论

3.1 本实验以酿酒酵母为固定化对象，海藻酸钠-PVA
混合体为载体。 海藻酸钠-PVA混合载体的较好配比组
合为 2 %海藻酸钠∶7 %PVA， 所制成的固定化颗粒的颗
粒强度和传质性能效果较佳， 并且固定化颗粒容易制
作。
3.2 根据正交实验结果得出， 工艺制备条件的最佳组
合为 A1B3C3，即当 CaCl2溶液的浓度为 1 %和硼酸溶液
的浓度为 4 %，分阶段固化时间为在 1 %的 CaCl2溶液
中固化 12 h 后转入 4 %的硼酸溶液中再固化 12 h。 由
其方案所制备的酿酒酵母固定化颗粒发酵试验结果：
20 莓Bix 甘蔗汁产生的酒精度为 8.9 %。 其中 C 因素
（CaCl2、硼酸分步固化时间）对产生的酒精度影响最大，
是主要因素，CaCl2浓度的影响次之。
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