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亲水性和疏水性单体辐射共聚物

固定化酵母细胞

陆 兆 新
�江苏省农科院原子能利用研究所

，

藤 村 卓
�日本原子力研究所高崎研究所

，

南京�������

日本高崎�

摘奥 低温�一��℃ �下辐射聚 合亲水性单体经乙基丙烯酸醋 �����和疏水性单体甲基丙烯酸缩水

甘油醋�����的混合物
，
用该聚合物 �������������固定化酵母细胞

。

固定 化酵母具有比游离细胞

高的生产乙醇能力
，

但它们的生产乙醇能力随共聚物的组成而变化
，

其中用 ���������� �����聚

合的 ��������一����固定化酵母的生产乙醇能力最高
，
为�� ��加卜�

，
是 游离细胞的 �倍

。

当单体

浓度为 ���一���时
，

��������
一����能获 得高活性的固定化酵母

。
还 研究了�������������的

物理性质同固定化酵母活性的关系
。
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近年来
，

不少研究者进行了固定化酵母细胞的研究
。

����� ’�等用角叉菜胶固定化酵母细胞
，

其固定化酵母细胞具有较高的活性
，
并且能连续发酵酒精三个月以上

。
�����等���用聚丙烯酸胺

凝胶固定化的酵母细胞能较长时间地发酵生产酒精
。

此外
，
固定化酵母细胞 使用的 载 体有 多孔

玻璃
、

烧结玻璃
、

硅藻土
、

聚乙烯
、

赛璐璐和多孔砖等等
。

日本原子力研究所高崎研究所嘉悦勋应

用低温辐射聚合技术
，
合成了多种高分子材料进行酵母固定化

，
获得了 有较 高活 性的固 定化酵

母 〔 “ 一 “ ’ 。 本试 验 应 用 亲 水 性 单体羚乙基丙烯酸醋�����和疏水性单休甲基丙烯酸缩水甘油醋

�����的辐射共聚物
，
通过吸附增殖法固定化酵母

，
研究了不同组成的辐射共聚物固定化酵母细

胞的效果
，
并讨论了高聚物性质与固定化酵母活性的关系

。

� 材 料 和 方 法

�
�

�徽生物

本试验使用的酵母是��
����������� �������

���坛
。

培养酵 母种子的培养基组成是
� ��葡萄

糖
、
�

�

��蜜塘
、 。 �

��蛋白陈
、 。 �

��酵母 提 取 液 和 �
�

��麦 芽 汁提 取物
。

种子培养是在温度

��℃的振荡器中振荡 �� �进行的
。

固定化酵母 的完 全培养基组成为
�

���葡萄糖
、
��蜜糖

、

�
�

���酵毋提取液
、
�

�

�����
���

、
�

�

������
，
�

�

��������
�
和 �

�

��乳酸��� �
�

��
。

�
�

� 高琪物救体的制备及醉母的固定化

将单体 �������������������������
、
������������������

��������和蒸馏水分别按不 同的

比例混合
，
置于试管中

，
通过振荡器充 分 混合

，
迅速 将试 管放入甲醇

一干冰�一��℃�的 保 温瓶

收稿日期
� ����一��一��
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中
，
用

。 。�� �射线辐照 ��
，
照射剂量为 �� �。 ‘��

。

将辐射聚合的高聚物产物切成约 �一��� �

�一��� 的小块
，

浸入过量的蒸馏水中
，
使之吸 水溶胀

。

约经 ��充分溶胀后
，
用高压锅在 ���℃

下灭菌 �����
。

取 ����
�
已灭过菌的高聚物材料放入三角瓶中

，
加入固定化用培养基

，
并交换二次

，
使载体内

充满培养基
。

然后
，
加入 �� ��培养液和 ���预培 养的种子培养液

，
在有氧条件下于 ��℃振荡

�� �
，
酵母细胞吸附于载体表面并逐渐进入载体内部

，
这样酵母细胞被固定化

。

�
�

� 固定化醉母的活性侧定

经 �� �有氧培养后
，

在无菌条件下
，
用培养基 冲洗固定化酵母三次

，
洗脱游离细胞和乙醇

。

在冲洗后的固定化酵母中加入 �� ��完全 培养基
，
在 ��℃无氧条件下发酵 ��

，
发酵产生的乙醇

量作为固定化酵母的活性指标
。
乙醇的测定用乙醇脱氢酶法 ‘�’ 。

游离细胞活性测定是将培养 �� �的酵 母 无 菌条件下离心���������
，
然后按固定化酵母的

发酵条件测定其乙醇量
。

�
�

� 续体的结构和固定化细胞生长状态的观察

将载体和固定化酵母的载体切片
，
用 ����� �������一��� 相差显微镜观察并摄影

。

�
�

厅 离分子含水且的洲定

充分溶胀的高分子载体在真空冷冻干燥机中干燥到恒重为止
。

水分含量 ‘ ��一 ��

��

又 ����

式中 �
�

为冷冻干燥前载体重量
，
��
为冷冻干燥后载体重量

。

� 结 果 与 分 析

�
�

� 辐射聚合高聚物的机械强度和含水且

固定化细胞的载体需要具有一定 的 机 械强度
。

为了获得适宜机械强度的高聚物载体
， ���

和 ��� 水溶液共混体系在一��℃下�韭行 �射线辐射共聚
，
其共聚物的机械强度和含水量如表 �

所示
。

��������
一��� �水凝胶的机械强度随共混体系中水的多少而变化

，

含水越多
，
聚合后的

高聚物越软
，

反之高聚物就越硬
。

在单 体 浓 度 ���一���制备的高聚物载体具有较好的机械强

度
，
有一定弹性

。
��������

一����在充 分 吸 水 溶胀后的 含水量
，
随聚合前单体浓度���� 和

��� 的和�的增加而减少
。

根据最小二乘法
，
对高分 子 的 含水量 �和单体浓度 � 进行了回归分

析
，
其回归方程为 � 二 ��

�

��� 一 �
�

�����
，
相关系数 �� 一 �

·

������ 这结果说明了单体共混体系

��� �
�

��� �������� ������� ������� ����������� ��� ����� ������ ������

���
，
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中单体浓度越大
，
水的比例越少

，
聚合解冻后高聚物内部的空孔就越少

，
结构越紧密

，
因此机械

强度高
，
吸水性差 � 反之

，

内部空孔多
，
机械强度差

，
吸水性强

，
含水量高

。

�
�

� 酵母的固定化及其活性

图 �可表示出酵母细胞吸附 在 表 面后逐步向载体内部
“
渗入

”
的过程

。

经 �� �有氧培养后
，

酵母细胞已
肠

渗入
”
到载体内部的大部分地方

。

在 �� �固定化后
，
固定化酵母在无 氧 条 件下进行发酵

。

各种固定化酵母的活性由表 �可以

看到
，
用 ��������一����固定化酵 母 生 产 乙酵能力都显著高于游离酵母细胞

。
其中用 ��� �

������� ����合成的 ����� ���一����固定 化酵母的生产乙醇能力约是游离细胞的 �倍
。

�
�

� 固定化醉母培养时间和发醉时间对乙醉转化率的影晌

图 �表明 了固定酵母的培养时间对乙醇转化率的影响
，
固定化酵母不仅具有较高的活性

，
而

且固定化的酵母细胞能不断增殖
，
保持较长的使用寿命

。

图 �表示了固定化酵母的发酵时间对 乙 醇 转化率的影响
。

用 ���������� �����合成的

��������
一��� �固定化酵母在 �� ��� 无氧 发酵 后

，
其葡萄糖转化成乙醇的转化率超过 切�

，

而游离细胞在 �� ��� 发酵后
，
其转化率仅 ���左右

。

���������� ������

被�二三︺�另。﹄

产�产﹄户出尸乙�一弓一‘一匀�尸﹃卜尸���汤﹄。��。幼

��� �
�

������� �������止�������� �� ��� �
。
������ ������������� ���� �� �������

����� ���� ���〔 ����� �� 〔������

����� ����� 界
�，� ����� �������

�
��� ���� ���� ����一����

������� �� ��� ������� ���们。 �������� ����
� �����

����� ����
�
������

� ������� �� ��琳��������� ����� �� ����� �����

�
�

� 高聚物的性质同固定化醉母活性的关系

高聚物含水量同固定化酵母活性的关系如图 �所示
。
随着高聚物含水量增加

，
固定化酵母的

生产 乙醇能力逐渐增加
，
当达到最大值后

，

高聚物含水量进一步增加
，
固定化酵母的活性迅速下

降
。

这是由于单体共混溶液降到 一 ��℃时 ，
在共混溶液中的水结成冰块

，
并从单体溶液中析出

。

单体共混液辐射共聚后
，
在室温下

，

冰块融化
，
在高聚物内部形成了孔洞结构

。

当单体共混溶液

中加的水越多
，

高聚物含水量也越大
，
同时孔洞就越多

，
孔径也越大

，

酵母就容易通过孔洞进入

高分子内部
，

氧气
、

底物和产物的扩散较容易
，
因此单位体积酵母数目增加

，
酵母也具有较高的

活性
，
生产 乙醇能力就较高

。

但是
，
当单体 共 混 溶 液中水的比例进一步增加

，
高聚物含水量更

大
，
导致高聚物的机械强度下降

，

在较大的作用力下易破碎
。

另外
，

由于孔径过大
，
细胞易进入

，

也易泄漏
，

单位体积商聚物内的细胞数将减少
，
因此当高聚物的含水量超过一定值后

，
固定化酵
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��� �
�

���� ������������� ����� ���坛 ���� ��】� ����一���

������� �������� �� ��℃ ����� ������� �������
�� ��� ���

��� ������� �������
，
���������

，
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母的生产乙醇能力反而下降
。

图 �表示了高聚物载体内部结构 和 固 定 化酵母的生长状态
。

图 �� 是由 ��� �������� �

����合成的 ��������一����
，
内部结构非常致密

，
仅有极少量的酵母被固定化

，
因此

，

生产

乙醇能力较低 � 而由 ��� ���合 成的 ��������一����的内部充 满着酵母细胞
，
因此具有较高

的生产 乙醇能力���� 图��表示了由 �� “��合成的 ��������
一����固定化酵 母的生长状态

，

载体孔径较大
，
载体内部零星分 散 着 酵 母群

，

说明了有些酵母已经流失
，
因此生产乙醇能力稍

低
。

因此可认为
，
在低温辐射聚合高聚物固定化酵母细胞时

，

可通过改变
一

单体种类和单体溶液的

浓度
，
来制备适宜于固定化酵母的高聚物材料

，
使之具有较高的固定化酵母活性

。

另外
，
通过吸附增殖法来固定化酵母细胞

，
可避免在载休合成中存在有催化剂

、

交联剂或其

官反应试剂等杂质以及剧烈的化学反应对细胞活性的影响
，
从而可提高固定化酵母的活性

。
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