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利 用 海 浮 石 为 载 体 的

固 定 化 酵 母 酒 精 发 酵

金其荣 徐 云 姜锡瑞 诸伯荣

( 无锡轻工业学院 ) (无锡市酒厂 )

一
、

前 言

酶和微生物的固定化是目前生物工程中研究较多的一项技术
。

其 中固定化细胞技术具有

简单易行
,

不需提纯酶
,

菌体在固定化状态下能再增殖生长等优点
,

在发酵工业中具有广泛

的应用前景
。

目前
,

固定化细胞大多数是采用包埋法或利用吸附法
。

所谓包埋法
,

系采用角叉莱胶
、

海藻酸钠
、

琼脂
、

聚丙烯胺凝胶等作为包埋剂
,

将微生物细胞埋藏在包埋剂之中
。

这种方法

操作简便
,

包埋较均匀
,

粒子具有一定强度
。

但是
,

因其形成的粒子机械强度有限
,

限制了

它在工业上的推广和应用
。

而对于单纯的吸附法来说
,

由于吸附力较小
,

在发酵过程中
,

细

胞 i曳漏严重
,

因此
,

应用上也受到限制
。

为了解决这一问题
,

我们利用海浮石 (即珊瑚石 )为

载体
,

先吸附菌体后
,

再用海藻酸钠包埋于海浮石的外层
。

这样
,

既解决了强度问题
,

又减

少了细胞的浪漏
。

海浮石具有多孔性
,

因而有较强的吸附能力
,

也有相当的强度
,

而且
,

来

源丰富
,

价格便宜
,

并且可以回收使用
。

因此
,

海浮石是一种较好的固定化载体材料
。

二
、

材料和设备

1
.

材料和试剂

1) 海浮石 将海浮石粉碎至中3一 s m m (实验室用 )或中8一 10 m m江厂小试用
,

用水洗净

2) 酵母 使用无锡啤酒厂提供的啤酒酵母
,

用水漂洗后
,

10
,
o o 0 y / m in 离心 15 分 钟

,

取沉淀
,

称量后
,

配成 10 %细胞悬液
,

备用

3) 3% 海藻酸钠溶液

4 ) 3% C
a
C I

:
溶液

5) 实验室用发酵糖液 1 5 0 9葡萄糖
, 0

.

59 硫酸按
, 1 9碳酸二氢钾

, 0
.

05 9硫酸镁
,

50 一

I OOp p m焦硫酸钾加水溶解并稀释至 1 0 0 0m l
,

12 0℃灭菌 15 分钟冷却备用

6) 工厂小试用发酵糖液 10
O

B x无菌大米糖化液

7) 0
.

l m ol 1/ 氢氧化钠溶液
8 ) 斐林试剂 甲液

: 3 5 g C u S O ` 一

SH
:
O

, 0
.

0 5 9次甲基蓝
,

加水溶解并稀释至 1 0 0 0m l
。

乙液
: 1 17 9酒石酸钾钠

, 1 26
.

49氢氧化钠
, 9

.

49 亚铁氰化钾
,

加水溶液并稀释 I 0 0 0m l

本文 19 85 年 9 月 2 6 日收到
。
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9)0
.

1 %标准葡萄糖液

2
。

设 备

1)柱 实验室采用带夹套玻璃柱
,

柱长 1 5 0 0 m 直径 c3 m
,

夹套长 12 0 0 m

工厂小试验采用带夹套碳钢柱
,

柱长 I 0 0 0 m 内径 20 c m
,

以及配套贮罐及无菌空

气系统

2) 其它设备 实验室使用 H L
一

1型蠕动泵
,

超级恒温浴
,

灭菌锅
,

显微镜等

三
、

试 验 方 法

1
.

海浮石的处理

将粉碎洗净的海浮石经 8一 10 目筛子过筛
,

弃去细小颗粒
。

较大颗粒置烘箱中
, 2 00 ℃烘

2 小时
,

进行干热灭菌
,

待冷却至室温
,

置于干燥器中保存备用
。

2
.

使用过的海浮石再生

使用过的海浮石
,

用 0
.

5m ol 1/ 磷酸盐溶液泡 4 小时以上
,

用水漂洗
,

使海藻酸钙残渣尽

量除去
。

然后
,

将浮石置烘箱中 15 0℃烘 2 小时
,

除去水分
;
再置马福炉中

,

升温至“ 0℃一

70 0℃
,

维持 15 分钟
,

关闭电源
,

留浮石于炉内
,

缓慢冷却至室温
,

即可重新使用
。

3
.

酵母的固定

在无菌条件下
,

量取与柱体积相等的已处理好的海浮石颗粒
,

置于溶器内
;
将 10 %酵母

悬液倒入浮石颗粒中
,

使酵母悬液完全浸没浮石
,

适当搅拌后
,

静止吸 }:付4 小时以上
。

双层

纱布过滤
,

弃去清液
,

浮石颗粒及剩余少量酵母一并浸入无菌的 3%海藻酸钠溶液中
,

海 藻

酸钠溶液用量以恰好浸没浮石颗粒为限
,

浸泡 15 分钟后
,

立即用单层纱市过滤
,

弃去清液
。

浮石颗粒浸于无菌的 3%氯化钙液中
,

为防止结成大块凝胶
,

应在不断搅拌下
,

即浮石 颗 粒

分批加入氯化钙溶液中
,

放置过夜
,

滤去清液
,

即可装柱进料
。

4
。

发 酵

柱装好后
,

立即用蠕动泵将糖液压入柱内
。

最初可用较大进液量
,

以使糖液尽快进入柱

内
,

并排出空气
。

当柱装满后
,

可调节流速为 60 m l/ h
,

或使糖液留柱时间不小于 12 小 时
,

发酵温度
:

夏季采用室温发酵或通以冷水冷却
,

冬季可用恒温水浴控制温度为 30 ℃
。

工厂小试验采用间歇发酵
,

即用无菌空气将糖液压入柱内
,

至柱装满为止
,

发酵 18 一 24

小时后
,

再将贮藏罐内糖液压入柱内
,

收集排出的发酵液
,

约一个柱体积的三分之一
,

即可

停止进料
,

继续发酵
。

5
。

分析方法

1) 酒精度以蒸馏法测定

2 ) 总酸度以 0
.

l m ol l/ 氢氯化钠滴定后折合成乙酸含量测定

3) 残还原糖以快速定糖法测定

4) 酵母数以血球计数板测定

四
、

试验结果与分析

1
.

海浮石的酵母吸附量测定

称取不同量经 10 , o o o y / m in 离心处理后的酵母
,

配成 20 m l菌体悬浮流
,

分别加入 1 09 处

理过的海浮石
,

结果如表 1
。
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表 1 2 00℃处理的海浮石酵母吸附量测定
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因此酵母可配成 10 %悬液使用
。

2
.

发酵过程中酒精度与酒精转化率的变化

实验室发酵过程中酒精度与酒精转化率见表 2
、

及图 1所示
。

发酵过程中转化率平均为

90 %
,

最高可达 9 8
.

5%
。

发酵在一个月左右时间内酒精产率基本保持恒定
。

图 2 中可见到酒

度变化曲线有两个低谷
,

第一点是 6月 8日
,

由于进料过快
,

使发酵不完全造成
,

此时酒度下

(训乙州吼叮

:
八巴年自荆降

,

而转化率不下

降
。

第 一点是 6 月

24 日
,

由于柱内染

菌而造成的
,

此时
,

酒度及转化率同
,

时下降
,

同时
,

酸

度有所增高
。
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-

一
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图 1 酒度及转化率的变化 (实验室试验 )
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工厂小试的酒精度变化见图 2 ,

由于工厂中操作不稳定
,

总结不太理想
。

但是
,

在二十

多天的试验中
,

多数 日期的酒精产率超过在大罐内发酵同样时间的产率
。

表 2 实验室试验数据
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(续表 2 )
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(续表 3)

酸 度
(g八 0 0 ml )

残 糖
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3
.

酸度

在发酵期间
,

酸度都维持在较低水平
。

其主要原因是
:
海浮石主要成分为碳酸钙

,

发酵

中产生的有机酸与碳酸钙反应生成有机酸钙盐
,

沉积 在浮石的表面
。

但是
,

如果酸度过高
,

浮石将会失去其抑制作用
。

(见 图 3 )
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4
。

酵母浪漏

在一个月的发酵过程中
,

酵母的浅漏数平均为 4 x 1 05 个细胞 /毫升发酵液 (见表 4 )
。

酵

母的浅漏数与发酵进行的程度有关
,

在糖液快速输入
,

发酵强烈进行时
,

酵母浅漏数可达 10
`

个细胞 /毫升发酵液
。

表 4 发酵过程中酵母穿
.

曳漏数

日 期

酵 母 数
(百万细胞 / m l)

1~ 5 5~ 1 0 1 1 0~ 1 5 ! 15~ 2 0 } 2 0 ~ 2 5 } 2 5~ 3 0

5
。

4 5
。

14 } 2
。

4 6 } 2
。

6 3 3
·

3 2 5

】
5

·

5 3 { 3
·
` 5 1

3
·

9 9

6一

5
。

染菌问题

在实验室内及在工厂小试中
,

都发现有染菌现象
,

杂菌主要是杆菌
。

可采取如下办法控

制
。

1) 柱内搪浪采用单向流动
,

加强料液的无菌控制
,

减少污染机会
。

2) 在糖液中加入 50 ~ I OOP p m 焦硫酸钾
,

控制杂菌的生长

这些措施的试验有较好的效果
。

五
、

讨 论

仅用包埋法固定微生物细胞
,

会因其强度和重量不足
,

而在发酵过程中引起如固定化细

胞凝胶颗粒被挤压变形造成培塞
,

或颗粒破碎等问题
。

因此
,

仅用包埋法固定微生物细胞填

装成具有工业生产规模的柱是有一定困难的
。

这一困难可以用在包埋体中填加一定的支持物

加以解决
,

从而有可能使用固定化技术应用于工业化连续生产
。

这种支持物
,

除海浮石外
,

还可以用玻璃
,

陶瓷
,

金属等各种材料
。

包理与吸附法结合固定的酵母
,

由于细胞密度较高
,

因此发酵进行比较强烈
, 一般在糖

液进柱半小时之内即可发酵
,

12小时左右即可发酵完全
。

在炎热的夏天
,

发酵可维持 一个月

以上
,

而在冬天
,

可维持三个月以上
。

海浮石除作为细胞吸附载体及包埋的支持物外
,

在酒精发酵中
,

可以抑制发酵液酸度的

上升
。

另外
,

海浮石可以回收使用
,

固定方法也比较简单
,

这是它的优点
。

对于有机酸及酿

造酒类的发酵
,

由于海浮石能与发酵中产生的有机酸起反应
,

生成有机酸钙盐沉积在海浮石

上
,

会使酸度下降
,

以致酒的口味变差
,

因此要用其它的支持物来代替海浮石
。
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