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聚乙烯醇质量浓度对复合载体固定化热带假丝

酵母颗粒强度、形貌与木糖醇发酵的影响

邓立红，蒋建新，姚思宇

(北京林业大学材料科学与技术学院，北京      100083)

摘   要：以聚乙烯醇(PVA)与海藻酸钠这两种载体复合包埋热带假丝酵母细胞，制备成固定化细胞颗粒，研究 PVA
质量浓度对细胞颗粒的磷酸盐耐受性、机械强度与机械稳定性、形貌及木糖醇发酵性能的影响。磷酸盐耐受性实

验结果显示，提高 PVA 质量浓度能有效改善细胞颗粒的磷酸盐耐受性。对细胞颗粒机械强度的分析表明：发酵前

所有的细胞颗粒均有较好的机械强度；但是 PVA 质量浓度偏低时，发酵后颗粒的机械强度大幅度下降；PVA 质量

浓度提高到 60g/L 时，细胞颗粒的机械稳定性较好，发酵后能保持较高的机械强度。扫描电镜分析表明：发酵后

的细胞颗粒表面出现破裂或小孔，致使产生游离细胞，但游离细胞的量并非随颗粒机械强度的增加而减少；PVA
质量浓度变化对细胞在颗粒中的分布、形态和木糖醇发酵性能影响很大；PVA 质量浓度较低时，固定化细胞颗粒

外层细胞密布，颗粒中心也有较多细胞，细胞呈饱满的卵圆形；随 PVA 质量浓度增加，颗粒内部的细胞逐渐减

少；PVA 质量浓度达到 60g/L 以上时，细胞主要分布在颗粒外层，且呈现聚集生长的现象，部分细胞发生变形；

PVA 质量浓度在 40～60g/L 时，获得了较高的木糖醇得率，约 0.6g/g，但是木糖消耗速率较慢。
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Effect of PVA Concentration on Mechanical Strength, Morphology and Xylitol Production of
Immobilized Candida tropicalis
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Abstract ：PVA and sodium alginate were mixed to entrap Candida tropicalis cells. The effect of PVA concentration on phosphate

tolerance, mechanical strength, morphology and xylitol production of the immobilized cell pellets was discussed. The results

indicated that increasing PVA concentration could effectively improve phosphate tolerance of the immobilized cell pellets. All

the cell pellets had good mechanical strength before fermentation, which dramatically decreased at lower PVA concentrations but

showed good stability at the PVA concentration of 60 g/L, even after fermentation. Transmission scanning microscopic observa-

tions showed obvious rupture and holes as well as the resulting free cells on the surface of the immobilized cell pellets. The

amount of free cells did not exhibit a decrease with increasing mechanical strength. Instead, the smallest amount of free cells was

observed when PVA concentration was 50 g/L. Therefore, PVA concentration could greatly affect the distribution, morphology

and xylitol production of Candida tropicalis cells. When PVA concentration was lower, mounting cells could be observed on the

surface and in the center of the pellets in full round or oval shape. Increasing PVA concentration resulted in a decrease of the cell

amount in the center of the pellets. When PVA concentration was higher than 60 g/L, the cells were mainly located in the outer

layer with the aggregation and partially deformed cells in the caves. Xylose consumption and xylitol accumulation were also

significantly affected by PVA concentration. When PVA concentration was in the range of 40－60 g/L, the yield of xylitol from

xylose could reach up to 0.6 g/g in a slow xylose consumption manner.
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国际上对微生物发酵法生产木糖醇的研究有约 40 年

的历史了，但由于成本过高的问题，发酵法一直难以

取代化学法生产木糖醇。近几年来，国内外开始对固

定化细胞木糖醇发酵进行研究，因为固定化细胞能重复

使用，且能实现高密度细胞发酵，具有改善发酵过程、

降低成本的潜力。如 Liu 等[1]分别采用游离细胞、海藻

酸钙固定化细胞和海藻酸钙 - 壳聚糖固定化细胞发酵白杨

木半纤维素水解液，发现固定化细胞消耗木糖比游离细

胞快，木糖醇得率更高。Sarote 等[2]采用乳液膜胶囊包

埋细胞，发现限制性供氧条件下木糖醇得率高于好氧条

件。da Cunha 等[3]采用聚乙烯醇包埋细胞发酵木糖醇，

包埋时采用冷冻固化的方法，研究了冷冻条件对发酵的

影响，结果发现在 PVA 质量浓度为 80g/L，冷冻温度为

－ 2 0℃，冻融循环次数为 5 时，获得了最好的发酵效

果，木糖醇质量浓度为 28.7g/L，基于消耗木糖的木糖

醇得率为 0.49g/g，容积生产速率为 0.24g/(L·h)。Ricardo
等[4]采用海藻酸钠包埋细胞，在气泡柱式反应器中进行木

糖醇发酵，研究了供氧速率与固定化细胞体积分数对发酵

的影响，发现二者的影响都很大，当供氧速率为 1.33vvm，

固定化细胞体积分数为 40% 时，获得了最高的木糖醇转化

率 41%，相应的木糖醇容积生产率为 0.21g/(L·h)。黄

炜等[5-6]对海藻酸钙固定化细胞发酵半纤维素水解液进行

了研究，利用固定化细胞重复进行 10 批次共 30d 发酵，

木糖醇得率平均为 73.7%，达到了理论值的 80%。

在细胞固定化方法中，包埋法操作简便、细胞活

力回收高，是广泛采用的方法。包埋细胞的载体有很

多，其中聚乙烯醇(PVA)和海藻酸钙以低毒安全、使用

简便、成本低廉 [ 7 ]而应用广泛。二者相比较，海藻酸

钙凝胶内部空隙大，传质性能好，但机械强度低，PVA
凝胶则正好相反。基于此认识，宋威等[8]将这二者混合

包埋固定橘青霉细胞进行发酵，结果比单用海藻酸钙固

定化细胞发酵结果好。王雪梅等[9]研究了海藻酸钠及其

与 PVA 的复配载体对镰孢霉菌细胞的固定，发现在海藻

酸钠溶液中加入一定量的 PVA 确实可以提高载体强度。

这一类的研究不少，但是在固定化细胞木糖醇发酵的研

究中，针对载体浓度这一问题的详细研究还未见报道。

本实验采用 PVA 与海藻酸钙复合载体包埋热带假丝酵母

(Candida tropicalis As2.1776)，研究 PVA 质量浓度对

固定化细胞颗粒的强度、形貌及木糖醇发酵的影响，为

提高固定化细胞木糖醇发酵性能提供依据。

1 材料与方法

1.1 菌种与试剂

木糖醇发酵菌株为热带假丝酵母(Candida tropicalis
As2.1776)由中国科学院普通微生物菌种保藏中心提供。

聚乙烯醇(平均聚合度为 1750 ± 50)    北京益利化工

有限公司；海藻酸钠    汕头西陇化工有限公司。

1.2 仪器与设备

S-3400N 扫描电子显微镜     日本 Hitachi 公司；ICS-
300 型离子色谱仪    美国 Dionex 公司。

1.3 方法

1.3.1 菌种斜面培养

培养基组成：葡萄糖 10g/L、木糖 10g/L、酵母膏

10g/L、KH2PO4 5g/L、MgSO4·7H2O 0.2g/L、琼脂

20g/L。试管斜面于 30℃培养 36h 后取出置于 4℃保藏备

用，每两个月转接 1 次。

1.3.2 液体种子培养

培养基组成与去掉琼脂后的斜面培养基相同，

250mL 三角瓶中装入 50mL 培养基，接入一环斜面种子，

于 30℃、转速 200r/min 的摇床中培养 22h 后取出制备固

定化细胞。

1.3.3 固定化细胞颗粒的制备

将一定质量的 PVA 与海藻酸钠配制成复合载体溶

液，灭菌，其中海藻酸钠质量浓度为 2 0 g / L。将液体

种子在 3000r/min 离心 5min，收集菌泥，加入无菌去离

子水，制备成与载体体积比为 1 :1 0 的菌悬液，与载体

混合均匀，通过蠕动泵滴入含 20g/L CaCl2 的饱和硼酸溶

液中，于 4 ℃交联固化 4 h ，取出，弃去交联剂溶液，

用无菌去离子水洗涤细胞颗粒 3 次，加入 5g/L 无菌生理

盐水，4℃保存待接种用，保存时间不超过 7 d。制得

的固定化细胞颗粒粒径约 3 mm。经检测，载体包埋干

细胞量为 5.86g/L。

1.3.4 发酵培养

培养基组成：葡萄糖 10g/L、木糖 100g/L、酵母

膏 10g/L、KH2PO4 1g/L、MgSO4·7H2O 0.2g/L。250mL
三角瓶中装入 100mL 培养基，接入 5g 固定化细胞颗粒，

于 30℃、转速 200r/min 的摇床中培养 96h 后取样检测。

1.3.5 固定化细胞颗粒对磷酸盐耐受力分析

参照文献[10]方法。称取 1g 未发酵过的固定化细胞

颗粒，放入 50mL pH7.0、0.1mol/L 磷酸盐缓冲溶液中，

于 30℃、转速 150r/min 振荡，记录 10min 后细胞颗粒

形态变化情况。

1.3.6 固定化细胞颗粒机械强度与机械稳定性的分析

在两个载玻片之间放 10 个固定化小颗粒，在载玻

片上加砝码，加至有一个小球开始破裂时的砝码的总质

量表示小球的机械强度[11]。通过发酵前后细胞颗粒的机

械强度的变化来衡量其机械稳定性。

1.3.7 固定化细胞扫描电镜分析

将发酵后的固定化细胞颗粒于生理盐水中浸泡

0.5h，放入 25g/L 与 0.2mol/L 的多聚甲醛溶液中固定
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化 2 . 5 h，乙醇梯度脱水后，用乙酸异戊酯替换两次，

每次 0 . 5 h，经超临界 CO 2 干燥后，将颗粒剖开，用扫

描电子显微镜观察颗粒结构及其细胞形态与分布情况。

1.3.8 游离细胞质量浓度测定

发酵结束后，滤去发酵液中的固定化细胞颗粒，

并以无菌去离子水洗涤细胞颗粒两次，合并滤液于

3000r/min 离心 5min 得菌泥，于 100℃干燥 4h 后称质量，

计算发酵体系中游离细胞的质量浓度。

1.3.9 发酵木糖、木糖醇浓度测定

采用 ICS-3000 型离子色谱仪分析发酵液(进样前过

0.23nm 微孔滤膜)中木糖和木糖醇的质量浓度。CarbopacTM

PA20 阴离子色谱柱(4mm × 250mm)；脉冲安培检测器；

AS50自动进样器。实验用水均为电阻率不低于18.3MΩ·cm
的去离子水。为防止淋洗液吸收空气中的 CO2，淋洗液

配制完毕后及实验过程中淋洗液瓶采用42～56kPa的氮气保

护。采用 5mmol/L NaOH 等浓度分离糖分，分离时间

为 20 mi n，流速为 0.4mL/min，柱温为 30℃，然后用

0～75mmol/L NaAc 梯度洗脱，流速为 0.4mL/min。木糖

醇得率为消耗的木糖质量与木糖醇生成质量之比。

2 结果与分析

2.1 PVA质量浓度对固定化细胞颗粒磷酸盐耐受力的影响

培养基中不可避免地会含有磷酸根离子，海藻酸钙

对磷酸盐的耐受性弱，如果仅用海藻酸钙包埋细胞，培

养过程中细胞颗粒会受培养基中磷酸盐的侵蚀，使强度

减弱甚至破裂溶解，这极大地影响了固定化细胞的使用

寿命。为此，有研究采用改性法来增强海藻酸钙对磷

酸盐的耐受性，取得了较好的结果[10]。考虑到 PVA 不

存在对磷酸盐耐受性的问题，本实验对不同 PVA 质量浓

度制备的固定化细胞颗粒进行磷酸盐耐受性检测，结果

如表 1 所示。

由表 1 可见，当细胞颗粒中 PVA 质量浓度很低时，

细胞颗粒的磷酸盐耐受性很差，很快溶解于其中。提

高载体 PVA 的质量浓度能有效提高颗粒的磷酸盐耐受

性，当 PVA 质量浓度提高到大于等于 60g/L 以后，固

定化细胞颗粒的变形程度非常小。

2.2 PVA质量浓度对固定化细胞颗粒发酵前后机械强度

与机械稳定性的影响

固定化细胞颗粒的机械强度直接影响其使用批次，

是制备固定化细胞时需重点考虑的因素之一。本实验对

固定化细胞颗粒发酵前后的机械强度进行了测定，通过

二者的变化来体现 PVA 质量浓度对细胞颗粒机械强度与

发酵的影响。结果发现发酵前所有配比下的颗粒都能承

受 700g 的压力而无破裂，但是变形程度不一致；当 PVA
的质量浓度在 50g/L 及以下时，所有颗粒都被压扁平铺

于载玻片上，撤去压力后完全不能复形；P V A 质量浓

度为 60g/L 时，颗粒也被完全压扁，但撤去压力后能复

形成不规则的颗粒；PVA 质量浓度在 70g/L 以上时，颗

粒不能完全被压扁，撤去外力后基本能恢复原形。与

廖强等[11]制得的固定化细胞颗粒相比，本实验所制得的

固定化细胞颗粒具有更优良的机械强度。发酵后颗粒的

机械强度如表 2 所示。

由表 2 可见，当 PVA 质量浓度低于 60g/L 时，发

酵后颗粒的机械强度较发酵前大幅降低；PVA 质量浓度

大于 6 0 g / L 以后，发酵后的颗粒能保持较高的机械强

度，在砝码质量达到 700g 时也没有出现破裂。结合表

1 结果，可以认为固定化细胞颗粒机械强度的损耗很大

程度上是由于海藻酸钙受到腐蚀溶解导致的。发酵前后

的机械强度对比表明，PVA 质量浓度大于 60g/L 时，才

能有效抵抗木糖醇发酵过程中细胞颗粒机械强度的损

耗。这一点在采用固定化细胞颗粒发酵中显得尤为重

要，只有细胞颗粒能保持较好的机械稳定性而不溶解破

裂，才能够重复使用。

2.3 PVA 质量浓度对固定化细胞颗粒形貌的影响

PVA 质量浓度对颗粒结构、细胞形态与分布影响很

大。发酵后的细胞颗粒表面出现破裂或小孔，导致了

细胞的泄漏。当 PVA 质量浓度低时，表面有很多裂纹。

如图 1 所示，PVA 质量浓度提高到 70g/L 时，表面几乎

没有裂纹，但是出现很多破漏，破漏之处布满细胞，

PVA质量浓度 /(g/L) 变形程度 PVA质量浓度 /(g/L) 变形程度

0 溶解 40 +++
10 溶解 50 ++
20 溶解 60 +
30 ++++ 70 肉眼观察不到变形

表 1 PVA 质量浓度对固定化细胞颗粒耐受磷酸盐的影响

Table 1   Effect of PVA concentration on phosphate tolerance of
immobilized Candida tropicalis cell pellets

注：+ .变形很轻微，+ 越多表示变形越严重。

PVA质量 机械强 PVA 质量
机械强度 /g

浓度 /(g/L) 度 /g 浓度 /(g/L)
0 70 40 94
10 85 50 182
20 87 60 不破裂，但是加砝码 700g 时被压平

30 85 70 不破裂，但是加砝码 700g 时被压平

表 2 不同 PVA 质量浓度制备的固定化细胞颗粒发酵后的机械强度

Table 2   Mechanical strength of immobilized Candida tropicalis cell
pellets prepared under various PVA concentrations
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有些细胞还伸出颗粒表面向外生长，说明破漏是由于细

胞生长对载体造成压力导致的。颗粒表面除了破裂外，

还有与细胞大小一致的孔洞(图 1a)，这应该是包埋在颗

粒表面的细胞脱落下来后留下的。这是发酵液中出现游

离细胞的原因。经过培养后，不同 PVA 质量浓度条件

下颗粒中细胞的形态及分布呈现较大差异。当不含 PVA 或

PVA质量浓度很低时，即PVA质量浓度为0g/L与10g/L时，

细胞在颗粒表层大量分布，中心密度稍有减少，整个

颗粒内细胞绝大部分呈饱满的卵圆形(图 2a、b、c、d)。
随着 PVA 质量浓度进一步上升，颗粒表层细胞仍然大量

分布，但是颗粒内部细胞密度大量减小，直至 PVA 质

量浓度达到 70g/L 时，细胞集中分布在颗粒表层，中心

几乎找不到细胞(图 2e)，说明颗粒内部缺乏营养。不仅

如此，在 PVA 质量浓度达到 60g/L 以上时，细胞在颗

粒表层的分布并不均匀，而出现成堆聚集的现象，细

胞的形态变得不规则，出现凹陷等异常形态(图 2f)。李

海波等[12]采用 PVA- 海藻酸钙复合包埋 Microbacterium
sp. S-4 时也观察到了这种现象，认为是由于菌体的不均

匀生长造成固定化细胞颗粒内部传质过程不连续，增加

了传质阻力，导致整个传质过程在路线上丧失连贯性，

代谢产物不能迅速扩散到颗粒外，从而在菌体表面沉

积，诱发菌体形态改变。

2.4 PVA 质量浓度对发酵体系中游离细胞量的影响

采用固定化细胞发酵时，不可避免地会有细胞泄露

到培养基中，泄漏的细胞经增殖会产生更多游离细胞。

游离细胞与包埋于载体中的固定化细胞相比，生存环境

不一样，因此游离细胞的存在会使培养体系的不均一性

增加，难于使每一个细胞的生产能力都充分体现出来。

故采用固定化细胞发酵应尽可能减少游离细胞的量。本

实验发酵 96h 后发酵液中游离细胞的质量浓度随 PVA 质

量浓度的变化如图 3 所示。

a.发酵前；b.发酵后；PVA 质量浓度为 70g/L。

图 1 固定化细胞颗粒表面发酵前后的破裂与孔洞(× 700)
Fig.1   Ruptures and holes on the surface of immobilized Candida

tropicalis cell pellets (× 700)
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a. PVA 质量浓度为 0g/L，颗粒外层细胞；b. PVA 质

量浓度为 0g/L，颗粒中心细胞；c. PVA 质量浓度为

10g/L，颗粒外层细胞；d. PVA 质量浓度为 10g/L，
颗粒中心细胞；e. PVA 质量浓度为 70g/L，颗粒中

心细胞；f. PVA 质量浓度为 60g/L，颗粒外层细胞。

图 2 PVA 质量浓度对固定化细胞分布与形态的影响

Fig.2   Effect of PVA concentration on the distribution and morphology
of immobilized Candida tropicalis cells

e f

WD10.7nm 10.0kV   ×3.00k  SE 10 μm WD10.3mm 10.0kV   × 3.5k 10 μm

图 3 PVA 质量浓度对发酵体系中游离细胞量的影响

Fig.3   Effect of PVA concentration on the amount of free Candida
tropicalis cells
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由图 3 可见，载体中 PVA 质量浓度较低时，游离

细胞的质量浓度较高。结合细胞颗粒的强度分析结果，

可认为此时细胞的泄露主要是由于细胞颗粒强度不够导

致的。游离细胞的量在 PVA 质量浓度为 5g/L 时达到最

小值，而后随 PVA 质量浓度增加而上升。由前述扫描

电镜分析结果可知，PVA 质量浓度升高时产生细胞聚集

生长现象。因此可推测 PVA 质量浓度达到一定值时，细

胞泄露主要是由于细胞聚集生长对载体造成压力导致破

裂而产生的。由此可知，并非细胞颗粒机械强度越高，

细胞泄露量就越小。
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2.5 PVA 质量浓度对固定化细胞木糖醇发酵的影响

由于发酵体系中同时存在固定化细胞和游离细胞，

受载体传质性能的限制，包埋于载体中的细胞与游离细

胞的生活环境并不一致，因而 PVA 质量浓度不同时，固

定化细胞木糖醇发酵结果差异较大，结果如图 4 所示。

由图 4 可见，固定化细胞发酵时，糖的消耗速率

受细胞量、供氧速率等多方面的影响，本实验中残余

木糖的质量浓度是这些因素综合作用的结果。此外大量

研究表明，木糖醇的积累速率受供氧量影响很大，有氧

或厌氧状态都不利于木糖醇的生产，而限制性供氧有利

于木糖醇得率增加[2,13-14]。在 PVA 质量浓度为 40、50g/L
与 60g/L 时，获得了较高的木糖醇得率，约 0.6g/g。但

在这些质量浓度条件下，与以前采用游离细胞发酵的研

究结果相比 [ 1 5 ]，本实验的木糖醇得率偏低，木糖消耗

较慢，残余木糖质量浓度较大，还需要通过其他发酵

参数的优化，如改变细胞的包埋量、进行分段控制发

酵等，来改善这些问题。P V A 质量浓度增加到 7 0 g / L
时，残余木糖与木糖醇得率均下降，可能是氧气传递

速率太慢导致。可以肯定的是，P V A 质量浓度通过影

响营养物质的传递速率和细胞的生长，最终对木糖醇发

酵产生影响，木糖醇发酵所需的溶氧条件可以通过调节

PVA 质量浓度获得。

3 结  论

以 PVA- 海藻酸钠复合载体制备热带假丝酵母固定

化细胞颗粒时，PVA 的质量浓度极大地影响着细胞颗粒

的耐磷酸盐能力和机械强度。P V A 质量浓度增加，细

胞颗粒耐磷酸盐能力和机械强度都增加。PVA 质量浓度

较低时，细胞颗粒的机械稳定性较差，P V A 质量浓度

提高到 60g/L 以上时，才能有效抵抗发酵过程中细胞颗

粒机械强度的损耗，发酵后仍然维持较高的机械强度。

发酵后的细胞颗粒表面出现破裂或小孔，这导致了

细胞泄漏和游离细胞的产生。当 PVA 质量浓度低时，细

胞颗粒表面有很多裂纹，PVA 质量浓度提高到 70g/L 以

后，细胞颗粒表面几乎没有裂纹，但是出现很多由于细

胞聚集生长所致的破漏。这两种因素综合作用的结果使

得在 PVA 质量浓度为 50g/L 时发酵液游离细胞量最少。

PVA 质量浓度的改变使颗粒中细胞的分布、形态及

木糖醇发酵结果差异明显。P V A 质量浓度较低时，固

定化细胞颗粒表层细胞密布，颗粒中心也有较多细胞，

细胞形态正常。PVA 质量浓度达到 60g/L 时，细胞主要

分布在颗粒外层，而且出现聚集生长的现象，部分细

胞发生变形。PVA 质量浓度为 40、50、60g/L 时能实

现木糖醇发酵的微氧条件，获得了相对高的木糖醇得

率，但此时木糖消耗速率较慢，还需优化其他发酵参

数来改善发酵过程。
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图 4 PVA 质量浓度对固定化细胞木糖醇发酵的影响

Fig.4   Effect of PVV concentration on xylose consumption and xylitol
production
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