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摘要:在原位合成拟薄水铝石中加入酵母和海藻酸钠,搅拌并冷冻后制备固定化酵母,以甘蔗废糖蜜生产乙醇。通过复合

材料固定化酵母增殖机理发现,固定化酵母数达 4. 1  109个 /mL, 批式发酵中 14 h消耗了 90. 5%的总糖; 40 d连续流动

中,稀释率为 0. 100 h- 1时,最大载体乙醇产率为 52. 0 g /( L! h)。 SEM表征表明,该固定化酵母细胞密度高,孔道结构丰

富,利于细胞的繁殖生长和物质传送。乙醇发酵过程彻底,速率快, 残糖水平低,原料利用率和发酵醪乙醇质量浓度均超

过传统工艺。

关键词:拟薄水铝石; 海藻酸铝;固定化酵母;甘蔗废糖蜜; 燃料乙醇;复合载体

中图分类号: TQ 920. 6� � � 文献标识码: A� � � 文章编号: 1005�9954( 2009) 12�0047�04

Immobilization yeast of Al alginate�based pseudo�boehm ite
for ethanol production
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Abstract: A new k ind of carrier for the imm ob ilizat ion yeast to produce ethano l from sugar cane mo lasses w as m ade

by in�situ synthetic pseudo�boehm ite ( ��A lOOH ) m ixed w ith yeast and Na alg inate. The results show that the

com posite carrier has a b io logy capac ity of 4. 1  10
9

n /mL. 90. 5% of total sugar w as consum ed after 14 h in the

batch ferm entat ion. The m ax imum carrier ethanol product iv ity o f 52. 0 g / ( L! h) appeared at the dilut ion rate of

0. 100 h
- 1

in the 40 d cont inuous flow alcoho l ferm entation. The scann ing e lectron m icroscopy ( SEM ) of the

carriers reveals that the com posite carrier is much m ore porous than ��A lOOH and Ca alg inate, wh ich facilitates the

transm ission o f substrates and products betw een carriers and m edium. The experim ents show that the com posite

carrier of A l alg inate�based ��A lOOH has h igher carrier ethano l productiv ity, low er residua l sugar concentrat ion

than the tradit iona l techno logy, and can get higher conversion ratio o fm ateria l and ethano lm ass concentration.

Key words: pseudo�boehm ite; A l a lg inate; mi m obilization yeas;t sugar cane mo lasses; fuel ethano;l com posite carrier

� � 开发生物质能源是我国能源发展战略的重要组
成部分,而燃料乙醇是生物质能源发展的重要方向

之一
[ 1]
。各种乙醇发酵方法中, 固定化酵母乙醇发

酵具有可缩短发酵时间、减小反应器体积、实现连续

自动化生产等优点,是当今乙醇生产已运用的重要

技术
[ 2]

,其中固定化载体材料性能的优劣, 对固定

化乙醇发酵的速度和产率具有重要影响
[ 3]
。近年

来国内外对酵母固定化材料进行了广泛研究
[ 4�6]

,已

报道的固定化载体包括壳聚糖、桔子皮、废弃谷壳、

海藻酸钙 �丝瓜复合凝胶等材料。
拟薄水铝石 (化学式简写为 ��A lOOH )是一种

含有 1� 2个水分子的有孔半结晶状氢氧化铝, 为结

晶 ��氧化铝的前驱体。因其具备的纳米级孔道和
巨大比表面积而在催化、吸附及分离方面有较大的

应用价值
[ 7]

, 在生物技术领域里, 其孔径较大且对

细胞无毒性,使其应用于固定体积较大的微生物细

胞成为可能。以拟薄水铝石为增强体掺入海藻酸钠

基体形成复合材料, 既具备海藻酸盐对酵母细胞良

好的包埋性、亲和性及生物负载量大的特点,又具有

拟薄水铝石优良的机械性能和通透性, 对提高固定

化酵母发酵生产乙醇的效率非常有利
[ 8]
。复合材

料的相关研究还未见文献报道。



本文以拟薄水铝石改性海藻酸铝为固定化酵母

材料研究甘蔗废糖蜜乙醇发酵, 发现该载体机械强

度高、酵母负载量大、性能稳定, 为燃料乙醇工业提

供一种新型有产业化应用前景的酵母固定化材料。

1� 实验材料与方法
1. 1� 实验材料
酿酒干酵母,广东丹宝利酵母有限公司;海藻酸

钠、氯化铝,天津市博迪化工有限公司; 糖蜜,云南建

水东糖糖业有限公司; 其余试剂均为国产分析纯

试剂。

发酵液是将甘蔗废糖蜜稀释到 35∀Bx (对应总

糖质量浓度约为 170 g /L ), 其余营养盐添加量见文

献 [ 9]。

1. 2� 拟薄水铝石改性海藻酸铝复合材料固定化酵
母 (复合固定化酵母 )的制备

80 # 搅拌条件下, 在 100 m L浓度为 0. 5 m o l/L

的氯化铝溶液中逐步滴加浓度为 4 mo l /L的 N aOH

溶液,并控制成胶最终 pH值为 7. 0, 搅拌均匀后静

置 30 m in,得到乳白色凝胶, 待冷却后再加入蔗糖培

养基复苏酿酒酵母 1 g。将海藻酸钠 4 g用 100 mL

无菌水溶解后,缓慢加入上述凝胶中,并及时搅拌均

匀, - 5 # 冷冻 4 h后于室温解冻,使用无菌水浸泡

冲洗后用质量分数 1%的 AgNO 3检测冲洗液至无白

色沉淀出现,得乳白色凝胶固体,即形成原位合成拟

薄水铝石改性海藻酸铝复合材料固定化酵母, 4 #
下保存备用。

1. 3� 固定化酵母的批式及连续发酵
批式发酵条件为将 120 mL不同载体固定化酵

母,放入 1. 5 L柱状发酵罐中, 加入 1. 1节中培养基

使发酵总体积为 1 L,保持 pH = 4. 0,在 30 # 下连续
或间隔 2 h通入无菌空气 3� 20 m in发酵,至培养基

中残糖质量浓度降低至稳定为一次培养结束, 定时

取样测定发酵效果。

连续发酵条件为 10 L填充床反应器, 将复合固

定化酵母放入反应器中, 使载体空体积率为 12%,

使用 1. 1节中发酵液以不同的流速连续发酵, 连续

或间隔 1 h通入无菌空气 10� 30 m in, 开始时稀释

率为 0. 063 h
- 1

,待反应器建立起稳定状态后, 改变

发酵液稀释率,定时取样测定发酵效果。

1. 4� 酵母细胞数以及糖与酒精质量浓度的测定
酵母细胞数的测定如文献 [ 10]所述。其中糖

醇转化率  为

 =
!

( !0 - !r )  0. 518 3
( 1)

式中: !为乙醇质量浓度, g /L; !0 为糖初始质量浓

度, g /L; !r为残糖质量浓度, g /L; 0. 518 3为糖醇理

论转化系数。总糖、残糖质量浓度用斐林试剂溶液

滴定,酒精质量浓度用蒸馏酒精密度计法。

1. 5� 载体显微结构及其包埋酵母的增殖特征测定
复合固定化酵母分别在质量分数为 50%, 80%

和 100%乙醇中处理,室温干燥 12 h, 样品表面再经

离子溅射仪表面喷金处理后, 使用 Sh im adzu SS�550

型扫描电镜进行样品的显微形态观察, 电压为

200 kV。

2� 结果与讨论
2. 1� 不同载体固定化酵母的生长增殖情况对比
对拟薄水铝石、海藻酸铝、复合固定化酵母按

1. 2节及文献 [ 8]制备增殖培养 80 h后测定固定化

酵母数。复合固定化酵母数为 4. 1  10
9
个 /mL,而

纯拟薄水铝石仅为 4. 0  10
7
个 /mL, 纯海藻酸钙为

2. 4  10
9
个 /mL。上述 3种材料 SEM图见图 1。

图 1� 不同载体材料固定化酵母细胞的 SEM 照片

Fig. 1� SEM mi ages of mi mob ilized yeast embedded by d ifferent carriers

!48! 化学工程 � 2009年第 37卷第 12期



从图 1中看出, 酵母在复合材料表面及内部大

量增殖,固定化酵母数量明显较高, 与纯拟薄水铝

石、海藻酸铝载体相比, 复合材料与酵母有更好的兼

容性,结构更为通透, 这可能是由于其结合了静电 /

价键与包埋的双重作用
[ 11 ]

,既发挥了海藻酸盐包埋

对酵母负载的稳定性和牢固性, 同时拟薄水铝石的

改性,又有助于改善复合材料的通透性,有利于细胞

的繁殖生长和物质传送, 为提高发酵效率和产率奠

定了基础。

为进一步研究固定化材料对酵母生长和繁殖的

影响,将复合固定化酵母与游离酵母的生长增殖进

行对比,如图 2。

从图 2( a)中可以看出,复合固定化酵母生长停

滞期为 18 h, 对数生长期为 42 h, 比生长速率为

0. 39 h
- 1

, 而培 养基 游离酵 母比 生长速 率达

0. 73 h
- 1

,这是培养基游离酵母自身增殖与固定化酵

母增殖后释放部分酵母到培养基中累加作用的结

果
[ 12]
。而固定化酵母对数生长期比培养基中游离酵

母的对数生长期延长了几乎 1倍 ( 42 h相对于 21 h)。

图 2� 复合材料、固定化酵母体系 (载体 +培养基 )及游离

酵母体系内酵母的增殖曲线

Fig. 2� Grow th cu rves for cells in mi mob ilized yeast system and free cells

在图 2( b)中发现,固定化体系 (载体 +培养基 )

存在较长的生长停滞期和对数生长期 (分别为 18 h

和 36 h比游离体系的 6 h和 18 h),酵母总数也高于

游离体系 ( 6. 9  10
8
个 /mL比 1. 5  10

8
个 /mL), 这

是延长的生长时间和较高的比生长速率共同作用的

结果
[ 13]
。固定化酵母增殖释放到培养基酵母与游离

酵母比生长速率基本相同,说明固定化对酵母生理学

特征没有负面影响,仍保持原有生理活性
[ 14]
。

2. 2� 复合固定化酵母与游离酵母批式发酵性能
图 3对比了复合固定化酵母与游离酵母 (酵母

数 1. 6  10
8
个 /mL,接种量 12% )的发酵性能。

图 3� 复合固定化酵母与游离酵母发酵性能

Fig. 3� Ferm entat ion results b etw een immob ilized yeast em bedded

by compos ite carrier and free yeast system

游离酵母体系 42 h内消耗了 79. 0%总糖 (质量

浓度 172 g /L) , 乙醇质量浓度 70. 4 g /L, 糖醇转化

率 94. 3 %;复合固定化酵母 14 h消耗了 90. 5 %总

糖 (质量浓度 165 g /L ) ,乙醇质量浓度 77. 4 g /L,载

体乙醇产率 46. 1 g / ( L! h), 糖醇转化率 98. 3 % ,

复合固定化酵母发酵具有明显优势。对比 2. 1节中

固定化体系和游离酵母数分别为 6. 9  10
8
个 /m L

和 1. 5  10
8
个 /mL, 复合固定化酵母与增殖游离出

酵母的共同发酵应是固定化体系具有明显优势的重

要原因
[ 8]
。

2. 3� 复合固定化酵母连续流动发酵制备乙醇

复合固定化酵母连续流动发酵情况如图 4。随

着稀释率升高,乙醇产率不断升高,乙醇质量浓度则

不断下降。当稀释率为 0. 100 h
- 1
时,载体乙醇产率

最大,为 52. 0 g / ( L! h)。材料在 40 d系统运行中
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没有破损,发酵达到稳定状态后,稀释率变化对乙醇

质量浓度影响较小,说明发酵体系有较好的操作稳

定性
[ 12]
。

图 4� 复合材料连续流动发酵实验结果

F ig. 4� Cont inuous ethano l ferm entation in an f ixed�bed reactor w ith

immob ilized yeast em bedded by com pos ite carrier

3� 结论

( 1)采用原位合成拟薄水铝石改性海藻酸钠复

合材料制备固定化酵母, 与海藻酸铝固定化酵母相

比, 酵母包埋量提高。

( 2)通过研究复合固定化酵母增殖机理, 发现

酵母固定化后对数生长期延长,但比生长速率相同,

仍保持原有生理活性。

( 3)将复合固定化酵母应用于甘蔗废糖蜜生产

乙醇, 40 d连续流动发酵实验中, 当稀释率为

0. 100 h
- 1
时,最大载体乙醇产率达 52. 0 g / ( L! h),

发酵过程彻底,速率快, 残糖水平低, 原料利用率和

发酵醪乙醇质量浓度均超过游离发酵工艺, 为燃料

乙醇工业提供一种新型有产业化应用前景的酵母固

定化材料。
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