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无机盐对新型固定化酵母蔗汁酒精发酵的影响 
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摘要：以甘蔗作酒精酵母的固定化载体，以蔗汁为发酵培养基进行酒精发酵，通过电镜观察，酒精酵母不仅能吸附在甘蔗外表

面，同时也能较好地吸附在甘蔗内部，比较固定化酵母与游离酵母数，发现固定化酵母数达到 1011个/g，而游离细胞数只有 107个/mL。

通过考察不同浓度的 CaCl2、MgSO4和 KH2PO4对酵母酒精发酵性能的影响，发现 1.0 g/L CaCl2和 1.5 g/L KH2PO4可在最短时间内使

二氧化碳生成速率达到最大值；而 KH2PO4可明显地提高酒精发酵效率。 
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Abstract: The Saccharomyces cerevisiea was immobilized on sugarcane in the absence of physico-chemical external supports and used 

for the alcohol fermentation of sugarcane juice. The distribution of yeast cells in the inner surfaces of sugarcane was confirmed by SEM. A large 

number of yeast cells were found to attach to the inner surfaces of sugarcane, among which the immobilized biocatalyst and the free cells were 

up to 1011 cells/g and 107 cells/mL, respectively. The effects of some inorganic salts, including CaCl2, MgSO4 and KH2PO4, on the immobilized 

yeast catalyzed fermentation were investigated. It was found that 1.0 g/L CaCl2 and 1.5 g/L KH2PO4 could greatly improve the production rate of 

CO2 to the highest value, and KH2PO4 could obviously enhance the efficiency of alcohol fermentation. 

Key words: immobilization yeast; sugarcane juice; inorganic salts; ethanol fermentation 

 

固定化细胞技术作为一种有效的生物工程技术，

通过固定化，可以有效增加细胞浓度，提高细胞在反

应器中的滞留期，是缩短反应周期，简化工艺流程的

重要手段[1]。相对现行使用的聚合类固定化酵母，以

甘蔗为酵母固定化材料更加环保，除了可以反复利用

的优点外，还可以将其回收作为动物饲料。同时，本

试验将蔗汁直接用于酒精发酵，相比淀粉、纤维素等

原料，减少了液化、糖化等步骤，使发酵工艺简化，

大大降低了生产成本，具有广阔的工业应用前景，是

近年来研究的新方向。 
经过多批半连续发酵试验，发现以甘蔗为载体的

固定化酵母具有稳定的发酵性能，发酵液中酒精浓度

在 77 g/L 至 89.76 g/L 之间，发酵效率高达 90.2%~ 
94.2%，以上内容即将另文发表。现有研究表明，Ca2+、

Mg2+和 PO4-在酵母的酒精发酵过程中，有保护细胞膜 
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和促进酒精生产的作用[1,2]，而二氧化碳生成速率在酒

精发酵工艺中具有重要意义，它是细胞生长和酒精等

产物生成的综合指标，故本试验将这几种无机盐作为

研究对象，考察其在新型固定化酵母酒精发酵中，对

二氧化碳生成速率和酒精发酵效率的影响。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
菌种：酿酒酵母 AS2.1189，广州甘蔗糖业研究所

提供。 
甘蔗：粤糖 00236，广州甘蔗糖业研究所湛江甘

蔗研究中心提供。 
种子培养基（YPD）：2%葡萄糖、2%蛋白胨、1%

酵母抽提物。 
发酵培养基（蔗汁）：将甘蔗榨汁，储存于-70 ℃

超低温冰箱，用时将蔗汁在 115 ℃条件下灭菌 20 min。 
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1.2  种子液的制备 
将生长良好的斜面酵母接种至种子培养基中，摇

床培养。培养条件为 30 ℃，150 r/min，12 h。 
1.3  固定化酵母的制备 

将甘蔗去皮，切成 1 cm 小块，分别取 50 g 加入

150 mL YPD 中，115 ℃灭菌 20 min 后，接入已培养

12 h 的游离细胞，接种量为 10%，继续摇床培养 12 h，
培养条件同 1.2。 
1.4  实验方法 
1.4.1  无机盐对二氧化碳生成速率的影响研究 

将 50 g 制备好的固定化酵母接入 150 mL 灭菌后

的蔗汁培养基中，分别添加 0.5 g/L、1.0 g/L、2.0 g/L
和 3.0 g/L 的 CaCl2；0.2 g/L、0.4 g/L、0.6 g/L 和 0.8 g/L
的 MgSO4；0.5 g/L、1.0 g/L、1.5 g/L 和 2.0 g/L 的

KH2PO4，加发酵栓，30 ℃静置发酵 50 h，每隔 2 h 称

重。 
1.4.2  无机盐对酒精发酵效率的影响研究 

分别测定 1.4.1 中各种发酵培养基的初始糖浓度

（g/L）、发酵结束后的残糖浓度（g/L）以及发酵结束

后实际酒精浓度（g/L）。 
1.5  分析方法 
1.5.1  固定化情况：扫描电镜观察。 
1.5.2  二氧化碳生成速率：失重法[3]。 
1.5.3  酒精浓度：酒精计测定[4]。 
1.5.4  糖质量浓度的测定：DNS 法[5]。 
1.5.5  酵母细胞数目的测定  

将 10 g 固定化酵母浸入 90 mL 已灭菌的 1/4 格氏

试剂（Merck，Germany）中，100 r/min 条件下，震荡

30 min，经过梯度稀释，显微镜观察得固定化酵母数。

同样，分别取 1 mL 固定化酵母发酵和游离酵母发酵

结束后的发酵液加于99 mL已灭菌的1/4格氏试剂中，

经过梯度稀释，显微镜观察得发酵液中游离酵母细胞

数[6]。 
1.5.6  发酵效率（%）的计算 

分别测定蔗汁培养基的初始糖浓度（g/L）、发酵

结束后的残糖浓度（g/L）和实际酒精浓度（g/L），按

公式（1）计算发酵速率（%）： 

%100
51.0)(

实际酒精浓度
% ×

×−
=

残糖浓度初始糖浓度
）发酵效率（  

2  结果与讨论 

2.1  固定化酵母制备 
2.1.1  电镜观察固定化酵母内部 

甘蔗内部主要有维管束和薄壁细胞组成。薄壁细

胞分布于维管束之间，排列疏松，有明显的细胞间隙，

而维管束是由纤维细胞组成的维管束鞘和包围在其中

的木质部和韧皮部组成[7]。将制备好的酵母固定化材

料切片观察，得到的电镜照片如图 1 所示。 

 
图1 固定化酵母内截面的电镜照片 

Fig.1 Immobile yeasts observed by SEM. Associations of yeast 

(spherical structures) and vascular bundle can be observed. 

从图 1 可看出，酒精酵母较好地固定在甘蔗维管

束空腔内。这可能是由于木质部在分化成熟过程中有

些导管被压破，而与周围的薄壁细胞分离而形成空腔，

使甘蔗内部具有很大的表面积，有利吸附酵母在其内

部生长繁殖。 
2.1.2  固定化酵母与游离酵母细胞数的比较 

比较固定化酵母与游离酵母细胞数，按 1.5.5 中的

方法，将游离酵母发酵液中细胞数与固定化酵母发酵

7 批后的固定化细胞、游离酵母细胞数相比较，得表 1。 
表1 固定化细胞与游离细胞数的比较 

Table 1 The compare between the content of immobile yeasts 

and free yeast cells 

酵母 游离细胞(个/mL) 固定化细胞/(个/g) 

游离酵母发酵 1~3×108 -- 
固定化酵母发酵 2~4×107 1011~1012 

由表 1 可知，在游离酵母发酵和固定化酵母发酵

中，固定化酵母的数量均远远大于游离细胞数，是其

1000~10000 倍；同时，固定化酵母发酵中，渗漏至发

酵液中的游离细胞数约是直接游离酵母发酵液中细胞

数目的 1/10。说明在没有任何物理化学外力的作用下，

甘蔗块也可以很好地固定酒精酵母细胞，用甘蔗来固

定酒精酵母是可行的。 
2.2  无机盐对二氧化碳生成速率的影响 
2.2.1  CaCl2浓度对二氧化碳生成速率的影响 

在含 50 g 新型固定化酵母的 150 mL 蔗汁发酵培

养基中，分别添加 0、0.5 g/L、1.0 g/L、2.0 g/L 和 3.0 
g/L的CaCl2，以不添加CaCl2的普通蔗汁为对照，30 ℃
静置发酵 50 h，每隔 2 h 测定其失重。以时间为横坐

标，以 dCO2/dt 为纵坐标，得图 2。 
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图2 不同浓度CaCl2对二氧化碳生成速率的影响 

Fig.2 Effects of CaCl2 content on CO2 production rate  

由图 2 可知，1.0 g/L CaCl2对二氧化碳生成速率

有明显的促进作用。在发酵 10 h，dCO2/dt 达到最大

值 0.706 g/h。 
2.2.2  MgSO4浓度对二氧化碳生成速率的影响 

在含 50 g 新型固定化酵母的 150 mL 蔗汁发酵培

养基中，分别添加 0、0.2 g/L、0.4 g/L、0.6 g/L 和 0.8 
g/L 的 MgSO4，以不添加 MgSO4的普通蔗汁为对照，

30 ℃静置发酵 50 h，每隔 2 h 测定其失重。以时间为

横坐标，以 dCO2/dt 为纵坐标，得图 3。 

 
图3 不同浓度MgSO4对二氧化碳生成速率的影响 

Fig.3 Effects of MgSO4 content on CO2 production rate 

由图 3 可知，MgSO4对二氧化碳生成速率的影响

不大。 
2.2.3  KH2PO4浓度对二氧化碳生成速率的影响 

 
图4 不同浓度KH2PO4对二氧化碳生成速率的影响 

Fig.4 Effects of KH2PO4 content on CO2 production rate  

在含 50 g 新型固定化酵母的 150 mL 蔗汁发酵培

养基中，分别添加 0、0.5 g/L、1.0 g/L、1.5 g/L 和 2.0 
g/L 的KH2PO4，以不添加KH2PO4的普通蔗汁为对照，

30 ℃静置发酵 50 h，每隔 2 h 测定其失重。以时间为

横坐标，以 dCO2/dt 为纵坐标，得图 4。 
由图 4 可知，1.5 g/L KH2PO4对二氧化碳生成速

率有明显的促进作用，在发酵 10 h，dCO2/dt 达到最

大值 0.665 g/h。 
2.3  无机盐对新型固定化酵母酒精发酵效率的影响 
2.3.1  CaCl2浓度对固定化酵母酒精发酵效率的影响 

在含 50 g 新型固定化酵母的 150 mL 蔗汁发酵培

养基中，分别添加 0、0.5 g/L、1.0 g/L、2.0 g/L 和 3.0 
g/L的CaCl2，以不添加CaCl2的普通蔗汁为对照，30 ℃
静置发酵 50 h，按 1.5.6 中的方法，得表 2。 

表2 CaCl2浓度对固定化酵母酒精发酵效率的影响 

Table 2 Effects of CaCl2 content on alcohol fermentation 

efficiency of immobilized yeasts 

CaCl2/(g/L) 
初始糖浓度

/(g/L) 
残糖浓度

/(g/L) 
实际酒精浓度

/(g/L) 
发酵效率

/% 

0 172.3 0.23 80.4 91.62 

0.5 172.3 0.19 76.9 87.61 

1.0 172.3 0.23 74.3 84.67 

2.0 172.3 0.15 77.9 88.73 

3.0 172.3 0.21 79.6 90.70 

由表 2 可知，添加 1.0 g/L CaCl2后，发酵速率反

而比空白低，其原因可能是由于发酵过程中，酒精有

挥发，也有可能是在发酵前期 CaCl2 促进了菌体的生

长，而基质大量被消耗，影响了酒精的发酵效率。但

如果是在流加发酵过程中，进行适当的补料，可以使

发酵速率始终处于最大值，从而提高酒精发酵效率。 
2.3.2  MgSO4对固定化酵母酒精发酵效率的影响 

表3 MgSO4对固定化酵母酒精发酵效率的影响 

Table 3 effect of MgSO4 content on alcohol fermentation 

efficiency of immobilized yeasts 

MgSO4浓

度/(g/L) 
初始糖浓

度/(g/L) 
残糖浓

度/(g/L) 
实际酒精

浓度/(g/L)
发酵效

率/% 

0 172.3 0.23 80.4 91.62 

0.2 172.3 0.26 79.5 90.61 

0.4 172.3 0.30 75.3 85.84 

0.6 172.3 0.22 80.1 91.27 

0.8 172.3 0.29 76.7 87.43 

在含 50 g 新型固定化酵母的 150 mL 蔗汁发酵培

养基中，分别添加 0、0.2 g/L、0.4 g/L、0.6 g/L 和 0.8  
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g/L 的 MgSO4，以不添加 MgSO4的普通蔗汁为对照，

30 ℃静置发酵 50 h，按 1.5.6 中的方法，得表 3。 
由表 3 可知，MgSO4对酒精发酵速率没有十分明

显的作用。 
2.3.3  KH2PO4对固定化酵母酒精发酵效率的影响 

在含 50 g 新型固定化酵母的 150 mL 蔗汁发酵培

养基中，分别添加 0、0.5 g/L、1.0 g/L、1.5 g/L 和 2.0 
g/L 的KH2PO4，以不添加KH2PO4的普通蔗汁为对照，

30 ℃静置发酵 50 h，按 1.5.6 中的方法，得表 4。 
表4 KH2PO4对固定化酵母酒精发酵效率的影响 

Table 4 effect of KH2PO4 content on alcohol fermentation 

efficiency of immobilized yeasts 

KH2PO4浓

度/(g/L) 
初始糖浓

度/(g/L) 
残糖浓

度/(g/L) 
实际酒精

浓度/(g/L) 
发酵效

率/% 

0 172.3 0.23 80.4 91.62 

0.5 172.3 0.20 83.0 94.56 

1.0 172.3 0.14 81.7 93.05 

1.5 172.3 0.27 81.4 92.78 

2.0 172.3 0.18 82.7 94.21 

由表 4 可知，添加 KH2PO4后，发酵效率均比空

白高，最高的达到 94.56%，说明 KH2PO4能较好地促

进酒精生产。同时，在 2.2.3 中，KH2PO4亦能很好地

提高酒精发酵速率，两种指标综合考虑，说明 KH2PO4

对新型固定化酵母的蔗汁酒精发酵有明显的促进作

用。 

3  结论 

3.1  扫描电镜照片显示，酒精酵母经过一段时间的培

养，已经包埋在甘蔗维管束空腔内部，成为一种新型

的固定化酵母。同时，比较固定化酵母和游离细胞的

数目，发现固定化酵母的数量达到 1011~1012个，而游

离细胞只有 107个。 

3.2  1.0 g/L CaCl2、1.5 g/L KH2PO4分别对二氧化碳生

成速率有明显的促进作用，而 MgSO4对二氧化碳生成

速率的影响不大；KH2PO4 使新型固定化酵母的酒精

发酵效率有明显的提高，最高可达到 94.56%，而 CaCl2
和 MgSO4的这种效果不明显。如果在发酵速率最大时

适量补加相应物质，或流加发酵培养基，从而实现连

续流加发酵，为工业化乙醇生产提供有力支持。 
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通过数学模型预测法式炸薯条的丙烯酰胺含量 

来自土耳其的一支研究小组开发出了一套能够模拟炸薯条生产过程的数学模型，该模型能够对薯条中丙烯酰

胺的含量进行预估。该模型确定了炸薯条过程中的热量传递参数，并通过糖-天冬酰胺模拟体系得到了丙烯酰胺的

生成与降解的动力学参数，最终能够准确地预测产品中丙烯酰胺的含量，因此可能节省大量的时间、金钱及操作

过程中优化设计的工作量。 
 

（新闻来源：中国食品科技学会） 


