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摘要 � 乙醇汽油是 目前重点推广的新型可再生能源之一
。

燃料乙醉新生产方法的研究对乙醇汽油的推广具有重要

意义
。

介绍了一种改性 � � 分子筛与海藻酸钙形成复合载体固定化醉母的方法
。

制备的复合载体材料生物负载

量可达 �
�

� � ��
, � �一 ’� 经反复使用 �� �

,

仍具有良好的生物活性
,

并保持了较高的发醉水平 � 应用于批式糖蜜

酒精发酵工艺中
,

可使发酵时间缩短至 �� �
。
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开发生物质能源是我国能源战略的重要组成部

分
,

而燃料乙醇是生物质能源发展的重要方向之

一
。

乙醇的生产方法分为化学合成法和发酵法
,

其

中化学合成法受原油价格高涨的影响
,

受到很大制

约
,

因此燃料乙醇的生产现主要采用发酵法[J]
。

其

中固定化酵母发酵可以提高生产效率
、

降低劳动强

度
、

缩短发酵时间
、

减小反应器体积
、

减少能耗
、

实现连续自动化生产
,

是当今发酵生产乙醇的重要

技术
。

固定化酵母细胞载体材料性能的优劣对乙醉

发酵的速率和产率具有决定性的影响〔2」
,

因此对新

型固定化醉母载体的研究成为燃料乙醇生产研发中

的热点
。

酵母固定化载体主要有海藻酸钙
、

聚乙烯醇
、

聚丙烯酞胺等有机材料
,

活性炭
、

氧化铝
、

分子筛

等无机材料
,

以及改性复合材料等
。

有机固定化材

料一般固定化的酵母密度大
,

但生化稳定性差
、

机

械强度低
,

工业化应用受到一定限制
。

无机固定化

材料具有较好的机械性能
、

通透性和可再生性
,

可
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提高固定化酵母的机械强度
,

增强发酵产物的流通

和传质
,

但仅靠物理或化学吸附作用与微生物进行

结合
,

其作用力较弱
,

微生物易在反复冲洗过程中

脱落
,

从而影响其发酵效果闭
。

将有机材料与无机

材料相复合
,

制备有机
一

无机复合载体
,

即利用有

机材料对酵母细胞好的包埋亲和性能
,

酵母细胞繁

殖速率快
,

可充分发挥无机材料优良的机械性能和

通透性
,

延长了材料的使用寿命
,

能有效提高固定

化酵母发酵生产燃料乙醇的效率[’1
。

笔者将 H Y 分子筛通过硅偶联剂 y
一

氨丙基三

乙氧基硅烷 (A PT E S) 进行孔表面处理
,

使其表面

带有伯氨基反应官能团
,

将它与包埋有酵母的海藻

酸钙凝胶相混合
,

制备 H Y 分子筛改性海藻酸钙

有机
一

无机复合载体固定化醉母
。

对制备的复合载

体固定化酵母进行了 SE M 及细胞包埋量分析
,

考

察了不同材料对固定化酵母的批式发醉性能和稳定

性的影响
,

发现复合载体对酵母具有良好的包埋效

果
,

为燃料乙醇生产提供了一种新型有产业化潜力

的固定化酵母载体
。

1 实验部分

1.1 材料

酿酒干酵母 (安徽安琪酵母有限责任公司产

品)
、

海藻酸钠
、

有机硅偶联剂等高分子聚合物(天

津市博迪化工有限公司产品)
、

H Y 分子筛(南开大

学新催化材料科学研究所产品)
、

甘蔗废糖蜜
、

葡

萄糖
、

蔗糖(云南建水东糖糖业有限公司产品)
,

其

余试剂均为国产分析纯试剂
。

发酵培养 基 组 分为蔗 糖 120 9/1
、

硫 酸钱

10 9/l
、

磷酸二氢钾 25 9/l
、

硫酸镁 5 9/l
、

酵母浸

膏 20 9/l
,

使用 4 m ol/l硫 酸调节 pH 值为 4
.
0 。

将甘蔗废糖蜜稀释到 35
O
B x( 对应总糖质量浓度约

为 17 0 9/l )
,

再加人硫酸按 10 9/l
,

磷酸二 氢钾

25 9/l
,

使用 4 m
ol/l硫酸调节 pH 值为4

.
0 ,

制备

成发酵液
。

以上发酵液体使用前均在 116 ℃蒸汽下灭 菌

20 m in
。

1

.

2 H Y 分子筛改性海旅酸钙固定化醉母的制备

1
.
2
.
1 H ZN 改性 H Y 分子筛(H

ZN H Y )的制备[
5〕

H Y 分子筛
、

A P T E S 和丙 酮 (质量 比为 1
,

2
,

2 0) 在搅拌条件下 110 ℃蒸馏 24 h
。

然后将分子

筛过滤
,

用乙醇和蒸馏水洗涤去除残余的硅
,

再将

A P T E S 改性分子筛在 110 ℃ 下 干燥过夜
,

标为

H ZN H Y 分子筛
。

1

.

2

.

2 改性 H Y 分 子筛海 藻 酸钙复合 载体

(H ZN H Y
一

海藻酸钙复合载体)固定化酵母的制备

称取海藻酸钠 2 9
,

用 100 m l无菌水加热沸腾

至溶解
,

按实验设计加人 1
.
2 9 H ZN H Y 分子筛后

再加人海藻酸钠 2 9
,

搅拌均匀
,

与用蔗糖溶液复

活的酿酒干酵母 1 9 充分混合
,

再加人无菌水定容

至 20 0 m l
,

加人总体积 。
.
01 % 的双环氧乙烷进行

交联
,

继续搅拌至均匀
,

滴人 5 % 抓化钙溶液造

粒
,

固化4 h 后洗涤制得
,

标为 H ZN H Y
一

海藻酸

钙复合载体固定化酵母
。

1

.

3 不同载体固定化酵母批式发醉实验

批式发酵条件为将不同载体固定化酵母各

12 0 m l
,

放人 100 0 m l的柱状发酵罐中
,

加人发酵

液使发酵总体积为 1000 m l, 保持 pH 值为 4
.
0 ,

在 30 ℃下通气发酵
,

直至发酵液中残余搪浓度降

低至稳定为一次发酵结束
。

1

.

4 醉母细胞包埋 ,
、

糖浓度
、

酒摘含t 的测定

酵母细胞包埋量的测定[6j
:
取 5 m l 固定化酵

母放人 5% 的柠檬酸钠溶液中
,

并定容至 50 m l
。

间歇振荡
,

完全溶解后
,

立即稀释
,

经亚甲基蓝染

色后
,

用血球计数板在显微镜下计算总细胞数及细

胞存活率
,

取 3 次的平均值
,

然后计算包埋菌数
。

包埋菌数一 血球计数板计数活细胞数 目X 稀释倍

数/载体体积
。

总糖
、

残糖含量用斐林试剂溶液滴定
,

酒精含

量用蒸馏酒精比重计法测定
。

1

.

5 不 同载体固定化酵母的显徽结构及比表面积

测定

将不 同载体 固定化酵母 样品首先在 50 %
、

80 % 和 10 0% 乙醇中分别浸泡 Z h
,

于 80 ℃下过夜

真空干燥
。

处理后样品表面经离子溅射仪表面喷金

处理
,

使用 Shi m
adzu 55

一

5 5 Q 型扫描电镜观察样品

显微结构
,

电压 200 kV
。

通过低温液氮吸附法测

定处理后样品的比表面积和孔径分布
,

仪器为美国

T ri st ar 3000 型 孔径测试 仪
,

测 定前将样 品在

80℃下真空处理至系统真空度为 0
.
8 Pa 左右

,

然后

以容积法获得 N : 的低温 (77 K )吸附等温线
,

通过

BE T 和 BJ H 法分别计算样品的比表面积和孔径分

布
。

2 结果与讨论

2
.I H:N H Y 、

海旅酸钙
、

H

:

N H Y

一

海旅酸钙复合载

体 固定化酵母性能对比

为了对比不同载体固定化醉母的浓度
,

对其包



增刊 H Y 分子筛改性海藻酸钙复合载体的酵母固定化及在燃料乙醇制备中的应用 129

埋菌数和细胞存活率进行 了测定
,

结果如表 1 所

示
。

从表 1 可以看出
,

复合材料固定化酵母浓度明

显高于 H ZN H Y 分子筛及海藻酸钙固定化酵母浓

度
。

与 H ZN H Y 分子筛相 比
,

H
Z

N H Y

一

海藻酸钙

复合载体酵母存活率也有提高
。

图 1 为复合载体和

海藻酸钙固定化酵母 的 SE M 图
。

从图 1 可以看

出
,

酵母在复合载体内大量增殖
,

其固定化酵母浓

度明显高于纯海藻酸钙中的酵母浓度
。

以上表征都

说明
,

复合载体的固定化酵母浓度均高于单一载体

的固定化酵母浓度
,

这是由于 H ZN H Y 分子筛单

独作为固定化载体时
,

是利用吸附和价键作用使酵

母结合于载体表面
;
海藻酸钙是利用包埋作用使酵

母固定于 载体 内部; 而复合载体 材料
,

结合 了

H :N H Y 分子筛的物理吸附和价键作用及海藻酸钙

的包埋作用
,

既有利于酵母的固定和附着
,

又有利

于物质的传质
,

从而提高了固定化酵母浓度〔”
。

表 1 载体种类对固定化醉母浓度及存活率的影晌
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海旅酸钙
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n
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一

海藻酸钙复合载

体固定化酵母的发酵性能与游离发酵的对比

H ZN H Y
、

海藻酸钙
、

复合载体 3 种固定化酵

母的发酵性能与游离发酵的对 比如图 2 所示
。

由图

2 可以看出
,

H

Z

N H Y

、

海藻酸钙
、

复合载体 3 种

固定化发酵系统分别经过 30
、

20 和 16 h 完成发

酵
,

复合载体固定化酵母的发酵时间最短
。

这是因

为复合载体由 H
ZN H Y 分子筛

、

海藻酸钙复合而

成
,

其既能借助改性分子筛的物理吸附和价键结合

作用
,

又能利用海藻酸钙对酵母 细胞 的包埋作用
,

增加了固定化细胞的浓度
,

且 H ZN H Y 分子筛具

有规则的孔道和大的比表面积
,

利于载体中发酵营

养物质和代谢产物的传质
,

从而提高了体系的发醉

效率
。

表 2 为 载体种类对固定化酵母 比表面积的影

响
。

从表 2 可 以看出
,

海藻酸钙 比表面 积很小
,

H
Z

N H Y 分子筛比表面积较大
,

而 H ZN H Y 海裁

酸钙复合载体的比表面积明显比海藻酸钙的大
,

有

利于发酵营养物质和代谢产物在载体中的传质
。
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3 复合载体固定化醉母细胞生产 乙醉的批式 ,

友发醉

为了研究复合载体在长时间下的使用性能
,

对

复合载体固定化醉母生产乙醇的批式重复发酵过程

进行了研究
,

结果如图 3所示
。

从图 3 可以看出
,

乙醇质量浓度都基本保持在 70 9/l 以上并逐步上

升
,

最终达到了 77 9/l 左右
。

载体内固定化酵母

细胞和游离出的酵母细胞浓度均随发酵进程而不断

升高
,

复合载体固定化酵母可重复使用 60 d
,

并保

持了 95 % 的原始 发 酵活性 (图 3 仅表示 了前

30 d) 困
。

这说明
,

复合载体具有 良好的生物相容

性
,

可长时间保持酵母细胞的生物活性
,

从而可在

燃料乙醇发酵生产过程中重复使用
。

研究了表面改性的 H Y 分子筛
一

海藻酸钙复合

载体固定化酵母用于糖蜜酒精发酵过程
,

并对其进

行了包埋量及 SEM 表征
。

制备的复合载体材料生

物负载量可达 4
.
3 X 10

,
m l

一 ’ ,

应用于批式糖蜜酒

精发酵工艺中
,

可使发酵时间缩短至 16 h
,

经反

复使用 60 d
,

仍具有良好的生物活性
,

并保持了较

高的发酵水平
,

是燃料乙醇工业具有产业化应用前

景的新型酵母固定化载体
。
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