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固定化酵母细胞发酵生产酒精的研究

王 连 阳

华侨大学化工与生化工程系
,

泉州

摘要 研究以活性炭为载体的吸附法制备固定化酵母增殖细胞 从糖蜜发酵生成酒精的实验结

果表明 对于高浓度底物抑制
、

产物抑制和温度变化的耐受程度
,

固定化细胞系统明显优于游离细

胞
,

且其表观动力学常数明显受到扩散影响 在固定化细胞系统的连续发酵过程中
,

当稀释度为
一 ’

时
,

酒精的最大生产能力为
· 一 , · 一 ’

关键词 酿酒酵母
,

固定化
,

酒精

分类号

年代以来
,

世界性能源危机
,

人们对再生性资源增加兴趣 〔
, ,

” 近几年
,

国外已开始利用

汽油加酒精作为汽车燃料 〔 , ,

酒精的供应远远不能满足市场的需要 因此
,

改革酒精生产的传

统发酵工艺势在必行 用固定化的增殖细胞实现连续发酵
,

是酒精生产的发展方向〔
,

,

。 固定化

细胞的活性和稳定性
,

在很大程度上受到制备方法和载体的制约 包埋法制备的固定化细胞
,

整体结构较膨松
,

在长时间的操作过程中
,

机械稳定性不够理想 吸附法有操作简单
、

价格便

宜
、

细胞的酶活不受操作的影响
、

机构稳定性较好等优点 为此
,

本文选用活性炭为载体的吸附

法制备固定化细胞 在研究固定化细胞制备方案的基础上
,

比较固定化细胞与游离细胞酒精发

酵的一些动力学性质 在实验室条件下进行连续发酵
,

并求知连续过程各参数的关系

材料和方法

材料

菌种为酿酒酵母古巴
一 ,

福建仙游糖厂提供 糖蜜为甘蔗废糖蜜
,

福建泉州糖厂提供 活性

炭为上海活性炭厂出品 其它有关化学药品
,

均为 或

固定化

载体预处理 〔 , 活性炭经过筛
,

选取适当直径 一 的颗粒
,

用水洗 次再

加适量蒸馏水煮沸
少
烘干后即可备用 固定化增殖细胞制备 量取一定量预处理过

的载体
,

加入适量种子培养基
,

一起灭菌后接种一定量的酵母细胞悬浊液
,

置于 ℃下培养
,

使细胞边生长边被吸附于载体上 经 之后
,

倾去种子培养液
,

加入增殖培养基
,

增殖一定

时间
,

倾去增殖液
,

加入一定比例的试剂处理
,

用生理盐水洗涤 次
,

即得到固定化酵母增殖细

, 本文
一 一

收到
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胞 在常规无菌条件下操作

培养基

斜面培养基 在麦芽汁中
,

加入琼脂 一 种子培养基 糖蜜为 一 总

还原糖汁
, 、

为
,

浓
‘
为

,

用 自来水配制
,

增殖培养基

葡萄糖为
,

酵母膏为
,

蛋白脉为
, ‘

为 。一
, ‘

为
,

为
,

‘ ·

为
,

混合配制 发酵培养基 糖蜜 一 总还原糖计
,

自来水配

制
, ·

实验

分批培养 量取 固定化增殖细胞
,

接进装有 已灭菌的发酵培养基的三

角瓶中
,

摇匀后在 ℃静态培养 游离细胞也在相应条件下培养 连续培养 量取一

定体积的固定化细胞
,

装入置于恒温系统的玻璃柱反应器中 柱高
,

内径 柱

中心有控制液面的溢流管
,

上部和底部装有磁填料和玻璃丝
,

顶端用纱布包裹着 待恒温后调

节电子蠕动泵
,

输入发酵培养基并控制流速 当流入体积大于反应器中固定化细胞体积的

倍以上
,

过程趋向稳定则可取样分析 动力学尹数测定方法 采用微分反应系统‘ 〕
,

将

固定化细胞装入微分反应器
,

恒温之后
,

由输液泵输入 含一定浓度的葡萄糖培养

基
,

并调节流速让其循环流动 每 取样 次
,

分析其中葡萄糖浓度
,

共取样 次 含不

同浓度的葡萄糖培养基按相同方法进行实验 反应速度以在反应初始线性区内
,

每升固定化

细胞每小时消耗葡萄糖的克数表示

分析

糖与酒精的浓度和 值 按前报告方法‘ 〕进行 细胞数 可用血球计数板法测

定 固定化细胞机械强度 取一定量的固定化细胞
,

加入定量水
,

定时和定转速搅拌后
,

测

定透光率并作相对比较

结果与讨论

吸附法制备固定化细胞

按正交设计法
,

安排多因素实验并结合单变护方法
,

获得较合适的制备万案 即在菌种和

载体 活性炭 等因素不变的前提下
,

加入活性炭的种子培养基 酵母悬浊液的接种种

量与载体投入量要求适当配 比 固定化细胞增殖时间为 化学试剂的处理必须量小时间

短 其中化学试剂处理是显著因素

根据上述条件制备的固定化细胞
,

能比较完整地保留细胞的天然环境和存活状态
,

固定在

载体上的细胞密度较大且能很好地繁殖
,

为糖分解代谢生成酒精提供充分的微环境 此外
,

固

定化细胞的机械强度较好 在静态条件下其实验结果 发酵液洒精浓度 为 。
· 一‘ ,

对酒精的生产能力 为
· 一 ‘ · 一 ‘ ,

发酵效率 帕为

高浓度糖的抑制程度

选用初糖 还原糖 浓度
· 一‘ 为

, ,

一,

和 的 种发酵培养基
,

分别进行固定化细胞和游离细胞的静态培养 实验结果如图 所示 曲线 表示固定化细胞
,

曲线 表示游离细胞 由图可见
,

发酵活性 , 因酒精生产属生长关联型
,

故可用底物消耗速
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度即反应速度
,

表示其活性 随葡萄糖浓度的增加而增大
,

但当糖浓度为
· · 一‘ ,

游离

细胞发酵活性开始下降
,

而固定化细胞活性继续

增至糖浓度达
· 一‘ ,

方受到过量底物的抑

制 可见
,

固定化细胞在耐受底物抑制方面明显

优于游离细胞
·

当糖浓度超过
· 一 ‘后

,

固

定化细胞的发酵活性就渐渐明显高于游离细胞

这是由于载体上的细胞密度较大
,

加快了反应速

度
,

并且固定化细胞与发酵液之间产生固
一

液界面

效应而有利于底物 或产物 的传递 经进一步探

讨认为
,

酵母细胞被固定在载体中局限的小空间
,

相互制约着的细胞在受压抑下增殖
,

发生形态和

生理上的变化
,

导致葡萄糖磷酸化的速度和糖摄

取速度加快 〔卜
, , 这种变化

,

可能是固定化细胞耐

受高浓度糖和提高发酵活性的主要原因

产物抑制的程度

配制含酒精浓度
· 一‘ 。 , ,

和

的发酵培养基 其它组份不变
,

分别加入固

定化细胞和相应的游离细胞进行静态发酵
,

其结

果如图 所示 曲线 表示固定化细胞
,

曲线 表

示游离细胞 随着加入培养基的酒精含量增加
,

固定化细胞与游离细胞受到抑制的程度均增大
,

相对活性 减小 当酒精含量为
· 一 ‘ ,

游

离细胞受到抑制
,

而固定化细胞直至酒精含量达
· 一‘方受到完全抑制 据报道 〔 〕

,

海藻酸

钙包埋法制备的固定化细胞
,

在酒精含量为
· 一‘时

,

也受到完全抑淑 显然
,

如工业上采用

固定化细胞发酵
,

可以得到较高浓度的终产物

,

下
·

闷
·

的妇川

飞而

一

图 固定化细胞与游离细胞耐受底物抑制程度

才
诬

︵次︶
‘阅

一

不范
· 一

图 产物抑制的相对比较

固定化细胞的热稳定性

固定化细胞 放入生理盐水 与游离细胞在各种温度下放置 后
,

分别加入发酵培养基
,

在 ℃静置培养
,

其实验结果见附表所示 可以看到
,

在相同条件下
,

固定化细胞 比游离细胞

耐热 换句话说
,

短时间的温度变化 一 ℃ 对固定化细胞发酵活性没有明显的影响
,

这一

点与细胞被固定在非可溶性载体上有关系

附表 不同预处理温度 对发酵的影响

℃

固定化细胞

游离细胞
· 一 ’
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固定化细胞的表观动力学常数

从不同粒径 和 的固定化细胞实验
,

获得表观反应速度 与糖浓

度 关系的一系列数据
,

按 方程

的
一

双倒数法进行线性回

归并求知表观动力学常数
,

其结果表示在

图 曲线 与曲线 分别表示粒径为

与 的固定化细胞 固定化细

胞粒径为 时
,

表观最大反应速度
,

一
· · 一‘ · 一‘ ,

表观饱和常数
,

凡 一
· · 一‘ 当固定化细胞粒径为

,

则
。二

,
· 一 ’ · 一‘ ,

尺
。

一
· · 一 ,

由此可见
,

粒径较大的固定

化细胞
,

发酵过程中内扩散阻力影响较大

。

一今吧

固定化细胞连续发酵 图 固定化细胞不同粒径的
一

图

量 取 粒径 为 的 固定化细胞 装入 玻璃柱 反 应器 培养 基初 糖 浓 度 为

甲

闷

助、、
, 口

︵次︶卜

﹃执月了﹄卜

曰

卜卜﹃口尸工工

翔之

· 一‘
·

在 ℃进行连续发酵
,

其结

果描绘于图 曲线 表示生产能力
,

曲线

表示酒精浓度
,

曲线 表示发酵效率
,

曲线

表示残糖浓度
‘

〕 由图可以看到
,

随

着稀释度 增大
,

料液中糖等营养源与细

胞床层接触时间减少
,

导致酒精浓度和转

化效率 动降低
,

而残糖浓度升高 在稀释

度为 一‘时
,

生产能力 按稳态法计

算 出现一个峰值为
· 一 ‘ · 一 ‘

在游离细胞连续发酵 中
,

如稀释度等

于细胞最大的 比生长速度 沁
二

酿酒酵母
产 二

一 一‘ ,

反应器中的细胞将被洗 出
,

连续过程无法继续
, 、

而固定化

细胞系统不会出现这种现象 〔 〕 本文在固

城

二之认
厂

乙三

下闷
·

的认

万万

图 连续发酵中稀释度对其它参数的影响

定化细胞连续发酵中
,

比 产 大 倍左右
,

仍获得较高的生产能力 这是由于料液粘度较低

和液固界面保持较高浓度的营养组份
,

以致不断改善连续流动过程的传递特性 〔 〕 固定化细胞

装在填充柱中的连续发酵
,

生成的酒精不断流出而减小产物抑制
,

并且减小发酵设备的容积和

减轻后处理的负担

结论

吸附法 活性炭为载体 制备的固定化细胞
,

活性高
、

机械稳定性好
、

操作简便和费用较

低
,

是一种有效的固定化方法 固定化酵母增殖细胞在耐受高浓度底物
、

产物和温度变化方面
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明显优于游离细胞

固定化酵母增殖细胞的表观动力学常数受内扩散的影响
, 。

的值随着固定化细胞粒

径的增加而增大
,

而
二

则相反

从连续发酵过程得到稀释度与诸参数关系的数据是很有意义的
,

可供参考

在连续过程中
,

流速较大时有部分细胞脱落现象
,

若细胞生长弥补不了细胞的流失
,

可

通入增殖培养基予以恢复原来的活性 流出液中残糖浓度较高
,

可采用多柱串连的操作
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