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Abstract: The immobilized yeast cells of better mechanical structure and mass transfer can be made by the 
mixture of PVA and sodium alginate. The better immobilization conditions were as follows：PVA7%, so-
dium alginate1.2%, microbial cells 2g/10ml, immobilization time 24h. The reflection of the immobilized balls 
can reach to 70h and the product of ATP can reach to297.1 mg/l. The immobilized balls can be used for en-
ergy-matter ATP regeneration system. 
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摘  要：利用海藻酸钠-聚乙烯醇混合胶体固定化酿酒酵母可制备出机械强度高，传质效果好的凝胶颗

粒，其最佳的固定化条件为：聚乙烯醇浓度 7%，海藻酸钠浓度 1.2%，菌体添加量 2g/10ml，固定化时

间 24h 。固定化小球能连续反应 70h 以上，ATP 产量达 297.1  mg/L，可用作 ATP 能量物质的再生体

系。 

关键词：固定化；海藻酸钠；聚乙烯醇；三磷酸腺苷 
 

1 引言 

    机体能量的来源是食物。食物被消化后，营

养成分进入细胞转化为各类有机物。动物细胞再通

过呼吸作用将贮藏在有机物中的能量释放出来，除

了一部分转化为热能外，其余的贮存在 ATP 中。  

    因此，人和动物的各项生命活动所需要的能量

均来自 ATP。 

利用酵母糖酵解一分子葡萄糖可使二分子 ADP

磷酸化的特性，并应用固定化技术将酵母细胞固定化，

便可成为能反复使用的 ATP 再生体系。这种固定化酵

母是带有 ATP 再生的多酶体系的综合应用，它可以用

于 S－腺苷甲硫氨酸，辅酶 A，胞二磷胆碱[1]，谷胱甘

肽[2]，三磷酸腺苷[3]等需要 ATP 供给能量的各种生物

合成反应。 

聚乙烯醇（PVA）作为一种新型的微生物固定化

载体，具有强度高，化学稳定性好，抗微生物分解性

能强，对微生物无毒，价格低廉等一系列优点，是一

种具有较大潜力的细胞固定化材料，近年来获得了较

为广泛的应用[4]。但其与固定剂硼酸发生化学反应时

形成凝胶的速度较慢，滴下时间相差不大的两液滴相

碰时会粘在一起，并逐步溶合成一团，使 PVA 凝胶成

球困难。若将海藻酸钠加入 PVA 凝胶中可使颗粒制备

时不易凝集，易于操作，并有效地改善了原本紧密的

网格结构，提高了疏松度，降低了传质阻力。故本研

究采用 PVA－海藻酸钠混合载体进行实验，综合利用

两种载体材料各自的优势进行细胞的固定化，制备出

机械强度高，传质效果好，ATP 产率高的球状固定化

酵母颗粒，为 ATP 再生体系的制备奠定基础。 

 

2 材料和方法 资助信息：武汉科技大学 2009-2010 创新基金项目 
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2.1 材料 

    菌种：酿酒酵母，由武汉科技大学化工学院生物

工程系菌种保藏室提供。 

    培养基：斜面培养基（g/L）：葡萄糖：20；蛋白

胨：10；酵母膏：10；琼脂：20 液体培养基（g/L）：

葡萄糖：20；蛋白胨：10；酵母膏：10 

载体材料及固化剂：海藻酸钠（化学级），上海

化学试剂站分装；聚乙烯醇（PVA）(化学级)，平均

聚合度为 1750±50，国际集团化学试剂有限公司；氯

化钾（分析纯），天津化学试剂一厂；硼酸（分析纯），

重庆川江化学试剂厂；ATP 标准品（分析纯），美国

Amresco 公司进口分装。 

主要仪器：恒温摇床 HQ-45B （中国科

学院武汉科学仪器厂）；恒温培养箱 303-2 
（上海市崇明实验仪器厂）；电热手提蒸汽消

毒器 YXQ.SG41.280 （上海医用核子仪器厂） 

2.2 方法 

2.2.1 固定化细胞制备方法 

将一环成熟的斜面种子接种于 30ml 液体培养基

中，28℃，120r/min 振荡培养 24h，培养液装于无菌

离心管中，3000r/min 离心 10min，然后用无菌生理盐

水洗涤，再次离心，得到湿酵母细胞。 

取一定体积已溶解的 PVA，再向其中加入一定量

的海藻酸钠后灭菌冷却，加入一定体积的酵母菌悬液，

混匀后用 10mL 注射器（带有 10#针头）滴入经灭菌

的 50mL（250 mL 三角瓶中）固定剂溶液（饱和硼酸

+2%CaCl2）中进行成型（直径为 3mm 的珠状颗粒），

于 4℃硬化处理 24h。 

2.2.2 固定化细胞性能测定 

1）ATP 生产能力测定 

在 100ml 三角烧瓶中，加入 10g 固定化酵母和

10ml 底 物 溶 液 （ 其 中 含 葡 萄 糖 400mmol/L ，

K2HPO4-KH2PO4 缓 冲 液 100mmol/L ， 硫 酸 镁

10mmol/L）,28℃振荡反应 2h，转速为 120r/min。将

标准的 ATP 样品用 100mmol/L 的 K2HPO4-KH2PO4缓

冲液配制成不同浓度，在 254nm 处测定吸收值，绘制

标准曲线。用电泳法对反应液中的 ATP 进行分离[5]，

用紫外分光光度法测定含量。 

2）拉伸强度测定[6] 

    将固定化小球一端固定，另一端施加一定拉力，

直至小球断裂为止，以此拉力值来衡量小球的拉伸强

度；每种配比各取三十个小球进行测量，取其平均值

作为此配比下小球的拉伸强度。 

3）弹性的测定[7] 

以一定压力弹压固定化小球 10s，用游标卡尺测

量其形变回复前后小球直径，以此比值来衡量小球的

弹性；每种配比各取三十个小球进行测量，取其平均

值作为此配比下小球的弹性。 

2.2.3 固定化细胞条件优化 

1） 海藻酸钠、PVA 浓度配比 

本试验采用 PVA 作为主要载体，海藻酸钠作为

辅助载体进行实验。PVA 浓度过高，颗粒网格结构紧

密，传质阻力大，不利于 ATP 产物的释放；若海藻酸

钠浓度过高，颗粒强度下降，不利于固定化颗粒的连

续反应。 

2）酵母添加量 

酵母添加量是影响固定化细胞颗粒综合性能的

又一重要指标。添加量过少，载体中酵母细胞填充不

足，不仅浪费原料，且会增大反应所需的颗粒数量；

若添加量过多会造成酵母细胞泄露，影响小球的强度。 
3） 固定化时间 

固定化时间是胶体与固定剂反应形成凝胶的时

间。固定化时间越长，小球硬化程度越强，传质阻力

越大，不利于 ATP 产量的提高；若固定化时间太短，

小球强度不够，反应过程中会有颗粒破损现象，不利

于固定化颗粒地连续反应。 

3 结果与分析 

3.1 ATP 标准曲线的绘制 

如图 3.1，ATP 标准曲线方程为：y=0.0582x，相

关度 R2为 0.9965，式中 x 表示不同浓度的 ATP 标准

溶液在 254nm 处的吸光度，y 表示其相应的浓度。 
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Figure 1 standard curve of ATP  
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图 1 ATP 标准曲线 

3.2 固定化条件对固定化细胞的影响 

3.2.1 不同载体对固定化细胞的影响 

Table 1. The comparison of immobilization regular carries 
表 1. 各种固定化载体比较 

载体             6%PVA     1%海藻酸钠    6%PVA+1%海

藻酸钠 

 

固定剂            饱和硼酸     2%CaCl2       饱和硼酸

+2%CaCl2 

成球性能           差          好               较好 

拉伸强度/N        90.2        46.5                81.8 

弹性               0.6         0.4                0.8 

ATP 产量（mg/l）  18.85        30.43              26.74 

注：成球性能表示凝胶溶液用针管滴入固定剂中时形成固定

化小球颗粒的能力。 

  其它固定化条件为：酵母添加量 2g/10ml，固定化时间

24h。 
由表 1 可以看出，当以 6%PVA 为载体时，接连

滴入的凝胶颗粒容易凝集，不易于操作；颗粒表层凝

胶网格结构较紧密，传质效果差导致 ATP 产量低。而

以 1%海藻酸钠为载体时，凝胶滴入固定剂中能够很快

成球，颗粒之间无凝集现象，有利于固定化小球颗粒

的制备；凝胶颗粒网格孔隙大，传质阻力小，ATP 容

易释放出来，但凝胶颗粒强度差，较脆，不利于固定

化反应。当海藻酸钠加入 PVA 凝胶溶液后，制备的颗

粒强度无较大改变，但 ATP 产量有所提高；并且海藻

酸钠的填充使颗粒制备时不易凝集，易于操作，说明

海藻酸钠的添加使固定化颗粒的综合性能有所提高。 

 

3.2.2 海藻酸钠、PVA 浓度配比的影响 

 

两种载体浓度的配比是影响固定化小球颗粒各

项性能的主要因素，现以小球的强度及 ATP 产量作为

主要指标，其它参数为辅助指标来衡量固定化小球的

综合性能。 

 
Table2.The influence of sodium alginate and PVA concentration 

表 2.不同海藻酸钠、PVA 配比的影响 

PVA/%      6     6      6     6     2      4     7  

9 

海藻酸钠/% 0.5  1.2    1.8   2.0   1.2    1.2   1.2   1.2 

拉 伸  

83.

2 

强度/N   

成球      差

性能   

弹性     0.6

ATPmg/l  

20.2 

81.8

 

较

好 

 

0.8 

26.7

80.0

 

较

差 

 

0.8 

28.1

/ 

 

差 
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51.4 

 

好 

 

0.4 

28.6 

64.5 

 

好 

 

0.6 

27.3 

89 

 

一

般 

0.8

26 

92 

 

较

差 

0.6 

21 

 

注：固定化小球其余固定化条件为：固定剂 2%CaCl2+饱

和硼酸，菌体添加量为 2g/10ml，硬化时间 24h。/ 表示

参数未检测。 

由表 2 可以看出，影响固定化颗粒拉伸强度的主

要影响因素为 PVA 的浓度，随着 PVA 浓度的增加，

载体强度有所提高，但与此同时会使载体网格结构紧

密,使传质阻力增加，导致 ATP 的释放困难；而且当

PVA 浓度>9%时，胶液粘度过大，影响成球性，故 PVA

的浓度最好取 7%左右。海藻酸钠的浓度对固定化颗粒

的强度影响不大，但若海藻酸钠浓度过低，混合胶体

滴入成型剂时，由于 PVA 与硼酸反应较慢，导致成球

性能差；而当海藻酸钠浓度太高时，胶液在 45℃时粘

度太大，成型困难，故取其浓度为 1.2%。 

3.2.3 酵母添加量的影响 

 
Table3. The influence of the quantity of yeast cells 

表 3 酵母添加量的影响 

酵母添加量    1           2            3             4 

（g/10ml） 

拉伸强度/N    92.4       89.6       61.2           54.5 

弹性           0.8       0.8         0.6            0.4 

成球性能       好        好         一般             差 

ATP(mg/l)     20.58     26.61       30.08          40.10 

注：其它固定化条件为：PVA 浓度 7%，海藻酸钠浓度 1.2%，

硬化时间 24h。 

 

酵母添加量对固定化小球颗粒性能及 ATP 产量

的影响见表 3。随着湿菌体添加量的增加，固定化细

胞的机械强度有所降低，当添加量达到 4g/10ml 时，

固定化颗粒的强度、弹性极差，而且菌体泄漏增加，

不适合作为 ATP 再生体系的载体。根据 ATP 产量及

固定化小球颗粒各项性能综合考虑，选择湿酵母的添

加量为 2g/10ml。 
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3.2.4 固定化时间的影响 
Table4. The influence of immobilized time 

表 4 固定化时间的影响 

固定化时间/h 8         16         24        36          48 

拉伸 

强度/N     54.6       71.3       89.5      93.6         102.9 

弹性        0.4       0.6         0.8       0.6          0.6 

ATPmg/l    32.15     28.69       26.11     21.32        18.43 

注：其它固定化条件为：PVA 浓度 7%，海藻酸钠 1.2%。 

由表 4 可以看出，随着固定化时间的延长，固定

化细胞的机械强度有所增加，但固定化时间过长会使

颗粒的凝胶网格结构紧密，导致 ATP 产量降低，故固

定化时间取 24h 为宜。 

综上所述，确定海藻酸阿－PVA 固定化酵母制备

ATP 再生体系的最佳条件为：PVA 浓度为 7%，海藻

酸钠浓度为 1.2%，菌体添加量为 2g/10ml，固定化时

间为 24h 。 

3.3 固定化细胞合成 ATP 能力测定 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 2 standard curve of yeast cell producing ATP 

图 2 固定化酵母 ATP 生产能力曲线 

 

将上述最佳条件下制备的固定化小球颗粒置于反

应液中进行反应，随着时间的增加，ATP 产量逐渐提

高，至反应达到 70h 后，ATP 增长速率逐渐下降，此

时需重新添加营养物质以满足固定化酵母细胞的生长

需求。反应过程中固定化细胞颗粒没有破损现象，反

应液经镜检发现，几乎无游离的酵母细胞，说明固定

化颗粒并没有细胞泄露的情况。故此固定化酵母细胞

颗粒可用作 ATP 再生体系，并能够连续提供 ATP。 

 

3.4 固定化 ATP 再生体系与游离酵母体系比较 

 

3.4.1 葡萄糖浓度的变化 
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Figure 3 Changes of glucose in immobilized yeast system and disso-
ciated yeast system 

图 3 固定化酵母与游离酵母葡萄糖的变化 

    共固定化凝胶颗粒与游离酵母细胞进行 ATP 再

生反应时反应液中葡萄糖浓度的变化见图 3。由上图

可见，共固定化凝胶颗粒及游离酵母反应液在约 3h

左右葡萄糖均消耗完毕。共固定化凝胶颗粒在 3h 之后

反应液中几乎检测不到还原糖；而游离酵母 3h 之后还

原糖的含量反而有所增加，推测可能是由于酵母细胞

缺乏营养导致自溶，胞内还原糖释放到反应液中引起

还原糖含量的增加。游离酵母的自溶将对 ATP 再生体

系中目的产物的分离提纯造成困难。 
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3.4.2 ATP 生成量的变化 
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Figure4 Changes of ATP in immobilized yeast system and dissoci-

ated yeast system 

图 4 固定化酵母与游离酵母 ATP 含量的变化 

共固定化凝胶颗粒与游离酵母细胞进行 ATP 再

生反应时反应液中 ATP 生成量的变化见图 4。共固定

化凝胶颗粒与游离酵母在 3h 之前 ATP 的产量均有较

大的增长，3h 之后，由于葡萄糖的耗尽，ATP 在细胞

内 ATP 酶的作用下迅速分解，含量呈下降趋势。整个

反应过程中，游离酵母反应体系中 ATP 的含量均略高
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于固定化酵母细胞反应体系，可能是因为共固定化凝

胶颗粒传质效果要差于游离酵母。由图还可以看出，

ATP 维持最大值的时间很短，易回返。因此要获得

ATP，反应必须在很短的时间内中止。应用共固定化

凝胶颗粒可以使反应的固液迅速分离，避免 ATP 的降

解。而应用游离细胞时，因固液分离耗时较长，造成

ATP 的大量回返。 

3.4.3 磷酸盐含量的变化 

酵母细胞利用葡萄糖和腺苷生成 ATP，必须消耗

磷酸盐。共固定化凝胶颗粒与游离酵母进行 ATP 再生

反应时反应液中磷酸盐含量的变化见图 5。 

 

 

 

 

 

 
Figure 5 Changes of PO4

3- in immobilized yeast system and dissoci-
ated yeast system 

图 5 固定化酵母与游离酵母反应体系中 PO43-浓度的变化 

    由图可知，共固定化凝胶颗粒与游离酵母从开始

反应到反应 3h 时，磷酸盐的浓度均呈下降趋势，而且

游离酵母磷酸盐的消耗量略高于固定化酵母细胞，可

能是由于游离酵母与反应液接触较为充分，对磷酸盐

的利用较为完全。当 3h 之后，共固定化凝胶颗粒反应

液磷酸盐浓度几乎不变，可能是由于葡萄糖在 3h 已经

消耗完毕，糖酵解途径终止的原因。而游离酵母磷酸

盐浓度在 3h 之后呈上升趋势，可能是由于 ATP 在细

胞内 ATP 酶的作用下迅速分解成 ADP、AMP 而使反

应液中无机磷的含量逐渐升高。 

4 总结 

4.1 固定化载体选择 

    以 PVA 为主载体，添加海藻酸钠作为辅助载体

后，固定化颗粒综合性能有所提高。 

4.2 固定化条件优化 

     确定固定化酿酒酵母凝胶颗粒最佳制备条件为：

PVA 浓度 7%，海藻酸钠浓度 1.2%，菌体添加量

2g/10ml，固定化时间 24h 。 

4.3 固定化细胞产 ATP 
在添加葡萄糖，磷酸盐，硫酸镁的反应液中，固

定化小球能够连续反应达 70h 以上，ATP 产量达

297.1mg/L，可用作 ATP 再生体系来廉价生产一些需

要 ATP 能量物质供给的生物活性物质合成过程。 

4.4 固定化 ATP 再生体系与游离酵母体系比较 

    虽然共固定化凝胶颗粒在传质方面不如游离酵

母，但由于其自身所具备的特性(如固液分离操作容

易、抗污染能力强、可连续使用等)使其更适合作为

ATP 再生反应体系。 
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