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摘 要 以7#苹果酒酵母为试验材料。系统研究了3种固定化载体海藻酸钙、海藻酸钙一聚乙烯醇和海藻酸钙

一壳聚糖固定苹果酒酵母后的物理性能和发酵性能，包括固定化载体的机械强度、通透性，显微结构和固定化酵

母的酒精发酵能力、发酵苹果酒理化指标、酒精发酵稳定性，结果表明海藻酸钙一壳聚糖具有良好的机械强度

(34．32 g／mm2)和通透性(O．1209)，固定化后苹果酒酵母发酵力强，初始发酵的苹果酒酒质好，原酒酒精度达

9．8％，残糖和酸度分别仅为2．75 g／L、2．77 g／L，且固定化酵母发酵性能稳定，在连续发酵13批次时，原酒酒精

度仍维持在9．1％以上。
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苹果酒是利用苹果加工酿制的低度发酵酒，为世

界第二大果酒，它具有营养价值高、糖分低、酒度低等

优势[1]。苹果酒传统酿造工艺采用分批式发酵。缺

点是生产费时、费力，终产品质量不稳定。随着科技

水平地不断发展，现代苹果酒酿造工艺尝试连续化生

产技术[2]。苹果酒连续化发酵是将活性酵母细胞固

定在多层生化反应器上进行生产，此方法优点是酵母

长期保持高活力，发酵周期明显缩短，终产品风味易

于控制。苹果酒连续化生产的关键就在于苹果酒酵

母的固定化技术，而固定化技术的关键在于优良载体

的选择。如果开发一种能长期保持酵母活力且适合

连续化生产的载体，那必将极大地推动苹果酒产业的

快速发展，带来巨大的经济效益和社会效益。

海藻酸钙、海藻酸钙一聚乙烯醇和海藻酸钙一壳

聚糖(ACA)是3种常用于固定化酶和微生物的载

体，但它们应用于固定化酿酒酵母发酵生产苹果酒目

前还未见有报道，本试验在前期实验的基础上[3]，研

究了这3种固定化载体的物理性能和发酵性能，结果

表明载体海藻酸钙一壳聚糖是一种适用于苹果酒酵

母连续发酵的良好载体，具有工业化的应用前景。

相色谱仪(Trace GC Ultra)、扫描电子显微镜(JSM

一6360LV，Japan)、10 mL注射器、0～150 mm游标

卡尺、自制正方形塑料小盒(1 cm×1 cm×1 cm)、50

g天平砝码、秒表。

1．2 菌 种

7#酿酒酵母：由中国食品发酵工业研究院工业

微生物菌种保藏中心提供。

1．3培养基

浓缩苹果汁：由陕西恒兴果汁厂提供，含总糖

720．0 g／L，还原糖605．0 g／L，总酸25．0 g／L。

完全培养基：酵母膏1％，蛋白胨2％，葡萄糖

2％，琼脂1％～2％。

苹果汁液体培养基：将浓缩苹果汁调节到含糖量

114．0 g／L，酸度为5．0 g／L(以苹果酸计)，加入

K2 HP04 0．1 g／L，MgS04·7H20 0．1 g／L，121℃灭

菌30 min。

苹果汁发酵醪：将浓缩苹果汁稀释到含糖量

160．0 g／L，酸度为5．0 g／L(以苹果酸计)，121℃灭

菌30 min。

1 试验材料
2 试验方法

1．1主要试剂与仪器

海藻酸钠、壳聚糖(相对分子质量3．3×105～

4．6×105)、聚乙烯醇，均为化学纯试剂。

紫外分光光度计(UV一1700，SHIMADZU)、气
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2．1 固定化酵母的制备

2．1．1 海藻酸钙固定化酵母的制备

将酵母接入苹果汁液态培养基中，28℃培养l

天，离心收集菌体，无菌水洗涤2次。称取2．5 g湿

茵体移入5 mL双蒸水中，加入5 mL 40 g／L灭菌后

的海藻酸钠溶液中，充分混匀后用10 mL注射器注

入20 mL 0．05 mol／L CaCl。溶液中，形成均匀的颗

  



粒后移入20～22℃水浴中，放置1 h。再倾去溶液加

入100 mL无蘸水狰洗1次，重颏加入50 mL 0。05

mol／L CaCl2溶液，4"C放鬣12 h，倾去CaClz溶液，

向三角瓶中加入苹果汁发酵醪，在20℃下发酵，测定

发酵惶麓。

2．1．2海藻酸钙一聚乙烯醇田定化酵母的制备

将10％的聚乙烯醇溶液与1％的海藻酸钠及菌

悬滚(阍2。l。1)混匀后，漓入0．5 mol／L CaClz溶渡，

充分反应，滤出洗净，得到球状固定化细胞颗粒，备

用。

2．1。3海藻酸锈一壳聚耱鬻定纯酵母鳃稠备¨j

将5 mL 1．5％海藻酸钠与5 mL菌悬液混合于

10 mL注射器中，然后注射人1．5％CaCl2溶液中，形

成海藻酸钙徽球，去捧上涛滚，用l。5％CaCl。溶渡洗

涤固化1 h，再与0．1％壳聚糖的l％冰醋酸溶液充分

混合进行成膜反应，15 rain后用0．15％的海藻酸钠

溶滚处理徽狡囊裘蟊5 rain，再餍0。055 mol／L的柠

檬酸钠溶液浸泡10 rain，滤去处理液，用双蒸水洗涤

2次，加无菌水备用。

全文中将游离簿母、海藻酸钙露宠亿酵母、海藻

酸钙一聚乙烯醇阑定化酵母和海藻酸钙一壳聚糖固定

化酵母分别编号为A、B、C和D。

2。2 豳定纯载体物瑾性缝的测定方法

2．2．1 固定化栽体机械强度的测定穷法[5]

采用按压法，以固定化载体的正瓣所能承受的最

大压力来表征辊械强度。随撬取制褥的固定纯载体

3个置于自制正方形小盒内，均匀分布，上面盏上轻

的玻璃片。往轻玻璃片上姗509砝码，计时60 s，用

O～150 mm游标卡尺分别测量施纛前后的载体直

径，然后计算其熬值d。则单个固定化载体的机械强

度为：Pi=50／d2，矗=[(Dl+D。+D。)／3]一[(破+

d。+d。>／3]，(蠢，、d：、d。为施压后固定化载体的直

径，D，、D。、D。为施压前固定化载体的直径)。如此测

量3缌取平均值即为此时豳定讫载体的平均槐槭强

度P(g／mm2)，P一(Pl+P2+P3)／3。

2．2．2 固定化栽体通透性的测定方法L4j

隧撬取固定纯载体颗粒30个放手无蓖的150

mL三角瓶内，加入0．8 mg／mL的标准葡萄糖溶液

100 mL浸泡，放乎28℃恒温培养箱保温24 h，再用

DNS法测定浸滚藏磊葡萄糖溶液浓发(检测波长为

483 rim)[8】，浸泡前后的2次葡萄糖溶液浓度慈即可

反映该固定化载体的通透性。差值越大表明通透性

越好，塔同样处理的空自露定化载体滤过液终对照，

以消除背景干扰。

2。3苹累灞理祀援椽的测定方法

2．3．1 苹幕酒中的总糖和还原糖

GB／T15038—1994费林试剂法。

2。3．2总竣

GB／T15038—1994酸碱滴定法。

2．3．3 乙醇

气攘色谱法，柱澡200"C，气化室襄检测器温度

240℃，载气流量(氮气)40 mL／min，氢气流量40

mL／min，交气流量500 mL／min。

3 结果鸯分析

3．1三种载体的物理性能比较

簿于连续纯生产的霞定纯酿灌酵母应其有较强

的机械强度，这样才能在生产苹果酒的过程中承受连

续流动发酵液的剪切力，满足连续化生产的要求，但

楚载俸的强度常常是以牺牲载体的逶透健势代俊酶，

而载体的通透性如果太低就会严重影响酵母发酵，因

此考察载体的物理性能应把强度和通透性2者兼顾。

蠢表l霹麓，海藻酸钙载俸戆枧械强度最火，海藻酸

钙一壳聚糖的强度略低，海藻酸钙一聚乙烯醇的强度

摄低，在制备过程中也发现海藻酸钙、海藻酸钙一壳

聚糖懿成球性很好，弼海藻酸钙一聚乙烯酵不易成

球，即使成球，球体较软，易碎。在通透性方面，海藻

酸钙一壳聚糖的通透性明显优予其他2种载体，海藻

黢钙一聚乙烯醇昀通透性要优予海藻酸锈载俸。扶

试验结果综合考虑认为，海藻酸钙一壳聚糖表现出的

物理性能比其他2种更适于苹果酒的连续化生产。

袭1不霹耱母载体赣臻性能兜较

3．2三种阉定化载侏的表面扫描电镜照嚣

观察分析不同载体表面的电镜照片可以发现，海

藻酸钙膜表面交联的比较紧密，组织形态壤不规则的

块状，交织态不暖显，这一结构将有助于抵抗外界压

力，但同时这种紧密的结构也可能会影响小分子自南

的穿过载体，从而影响包埋后微生物的生长和代谢。

海藻酸钙～聚乙烯醇膜表嚣交联呈乎西状，网格清

晰、规则，但网格之间的连接比较单薄，丽海藻酸钙一

壳聚糖膜的表面交联辍较为规则的立体结构，膜表面

分布着较鸯致密的小孔，魏纛纹路的交织裘骥徽菠囊
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膜具有三维的空间结构，这一结构有助于它保持好的

机械强度和通透性。

通过观察和分析不同载体的显微结构，发现了它

们在形成微胶囊膜结构上的差异，为进一步研究改善

载体的物理性能和发酵性能提供了依据。

海藻酸钙表面十j描电镜|茔| 海藻酸钙一聚乙烯醇表面扫描 海藻酸钙一壳聚糖表面手J描
(×13(xJ) 电镜图(x 2I肌’) 电镜图(X 2200)

图1 不同载体材料表面扫描电镜图

3．3三种载体固定化酵母的发酵性能比较

3．3．1 三种载体固定化酵母的发酵酒精实验

将7#酵母分别用海藻酸钙、海藻酸钙一聚乙烯

醇和海藻酸钙一壳聚糖3种载体固定化，按5％的比

例接种到苹果汁增殖培养基中，30℃摇床培养2d，滤

去培养基，接入苹果汁发酵醪，20℃静止发酵，同时以

游离酵母为对照。发酵过程中每天测定其酒精度。
12
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A：游离态酵母；B：海藻酸钙为载体；C：

海藻酸钙一聚乙烯醇为载体；D：海藻酸钙一壳聚糖载体

图2不同同定化酵母和游离酵母的发酵酒精实验

由图2知。酵母B、C和D发酵苹果酒的最大酒

精度均高于游离酵母A所达到的最大酒精度8．3％。

B、D载体固定化的酵母生产酒精能力较强，最大酒

精度分别达到9．8、10，且能在一定时间内维持很强

的发酵力。C载体固定化酵母发酵时有部分珠体上

浮，并有软化破裂现象，乙醇生产能力也低于B和D

口J。由于D载体内为液态环境，其传质效果要比内

部为凝胶状的B和C固定化载体好得多，所以D的

酒精发酵效率较B和C高。

3．3．2三种载体固定化酵母酿制苹果酒发酵实验

取1000 mL三角瓶，加入800 mL苹果汁(糖度

160 g／L)，按5％的接种量接入固定化酵母(经增殖

培养的固定化酵母)，在20℃下发酵。发酵至第12
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天过滤掉固定化颗粒，再陈酿10天后，测定苹果酒的

理化指标。

表2三种载体固定化酵母对发酵苹果酒理化指标的影响

酒精度的高低可反映出酵母降糖和发酵生产酒

精的能力。苹果酒的残糖量影响苹果酒的口感和风

味，是酿酒工业中控制生产和决定工艺的重要参数。

总酸是苹果酒中很重要的呈味物质，也是苹果酒感官

指标的重要体现；总酸过高或过低，都会对酒质产生

不良的影响呻]。由表2可知，海藻酸钙一壳聚糖载体

固定的酵母D发酵的原酒酒精度最高，达到9．8，且

其酸度仅为2．77 g／L适中；酵母B发酵耗糖能力次

之，其原酒的酒精度达9．5；酵母C发酵力弱，残糖较

高，酒精度低，酸度也偏低。

3．3．3三种载体固定化酵母的发酵酒精稳定性能比

较

固定化酵母是为了实现连续化生产的需要，减少

倒罐等生产步骤，尽量避免杂菌的污染，因此固定化

载体的优劣还需通过多批次发酵实验考察其发酵酒

精的稳定性，以及抗杂菌污染的能力[9]。将酵母A、

B、C和D按5％比例接种到苹果汁增殖培养基中，

28℃摇床培养48 h，滤去培养基，接入苹果汁发酵醪

20℃静止发酵，发酵结束后测定其最终酒精度，再将

酒液滤出，更换新的与上一批相同的苹果汁发酵醪，

如此反复直至载体基本破裂或载体内酵母发酵力基

本丧失，记录各批次酒精最终生成量。同时以它的游

  



离酵毋为对照。

塞3三耪载霉对多裁次发藓试验纛蹇溪壤度

f％。质量百分院}的影晌

酸钙一壳聚糖具有鼠好的通透性(0．1209)和机械强

度(34。32 g／ram2)，剥瘸该载体豳定化后苹果酒酵母

发酵力强，初步发酵的苹果酒酒质好，且多批次发酵

性能稳定。因此，海藻酸钙一壳聚糖是一种较好的固

定纯苹果酒酵母载搭，将具有广阔的工照化应惩翦

景。
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Screening of Better Carriers to Immobilize Cider Yeast

Bai Xuelianl，Zhang Huawei2，Yue Tianlil

1(College of Food Science and Engineering。Northwest A8LF University，Yangling 712100，China)

2(School of Pharmacy，Zhejiang University of Technology，Hangzhou 310014，China)

ABSTRACT In our continuous study on screening of superior carriers to immobilize cider yeast 7#。three

kinds of material were selected。including alginate-Ca，PVA-alginate-Ca and chitosan—alginate-Ca(ACA)．

The physical and fermentative properties of these immobilized carriers were systematically investigated。The

results were shown that cider yeast immobilized by ACA has better mechanical intensity(34。329／mm2)，pen—

etrability(0．1295)and continuous fermentation capability．The alcoholicity of primary cider can achieve at

9．8％．The content of residual sugar and acid are 2．759／L，2．779／L，respectively．It was suggested that

ACA is a superior carrier to immobilize cider yeast and would have potential applicability in cider production．

Key words cider yeast，immobilized carrier，chitosan·alginate-Ca(ACA)
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