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摘要：【目的】对木薯生料发酵生产高浓度燃料乙醇的工艺进行研究，为其工 业 化 生 产 奠 定 基 础。【方 法】首 先 通

过单因素试验确定发酵中主要影响因素的最佳水平，然后利用响应面法对主要 因 素 的 相 互 作 用 进 行 研 究，最 后

对发酵温度进行梯度降温控制，以提高乙醇的产量。【结果】单因素试验确 定 主 要 影 响 因 素 的 最 佳 水 平：颗 粒 淀

粉水解酶用量为０．８ＧＡＵ／ｇ木薯粉，底物浓度为３６％（Ｗ／Ｖ），初始ｐＨ值 为４．２。响 应 面 法 优 化 的 结 果：颗 粒

淀粉水解酶用量为０．８２ＧＡＵ／ｇ木薯粉，底物浓度为３７％（Ｗ／Ｖ），初始ｐＨ值为４．３。对发酵温度进行梯度降

温控制，则可降低醪液残糖，提 高 原 料 转 化 率。在 技 术 集 成 基 础 上，对 木 薯 生 粉 发 酵９６ｈ，醪 液 乙 醇 产 量 可 达

１６．２４％（Ｖ／Ｖ），残还原糖含量为０．２９％（Ｗ／Ｖ），残 总 糖 含 量 为１．８１％（Ｗ／Ｖ）。与 初 始 条 件 相 比，乙 醇 产 量 提

高２５％。【结论】木薯生料发酵生产高浓度 燃 料 乙 醇，在 技 术 集 成 基 础 上 可 降 低 能 耗，节 约 生 产 成 本，具 有 较 好

的工业化应用前景。
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０　引言

　　【研究意义】燃料乙醇是目前世界上生产规模最

大的生物质能源，联合国工业发展组织曾在维也纳乙

醇专题讨论会上指出：“乙醇应该被当做燃料和化工

原料永久的和可供选择的来源”［１］。但以粮食为原料

发展燃料乙醇存在“与人争粮，与粮争地”的问题，严

重影响我国粮食安全［２］，我国《可再生能源中长期发

展规划》明确提出：“不再增加以粮食为原料的燃料乙

醇生产能力，合 理 利 用 非 粮 生 物 质 原 料 生 产 燃 料 乙

醇”，并 提 出２０２０年 实 现 生 物 燃 料 乙 醇 年 利 用 量

１０００万ｔ的 目 标。目 前，我 国 非 粮 燃 料 乙 醇 的 生 产

中，只有木薯燃料乙醇达到规模化生产的程度，全国

产量约６０万ｔ，其中广西约为４０万ｔ。但近几年木薯

价格的涨幅较大，而乙醇价格的涨幅较小，形成较强

的“剪刀效应”［３］，使得企业面临巨大的成本压力，为

此许多企业纷纷停产。目前在木薯原料价格很难降

低的情况下，降低乙醇生产成本是唯一出路。传统的

木薯乙醇生产需要对原料进行蒸煮，尤其是其高压蒸

煮工段 的 能 耗、气 耗 占 整 个 生 产 工 序 能 量 投 入 的

３０％～４０％［４］，并且由此产生的冷却用水量猛增也使

乙醇的生产成本增加。生料发酵则不需要高温蒸煮，
不仅大幅度降低蒸汽和水的消耗，减少因蒸煮造成的

可发酵糖糖分的损失，而且还可以进一步简化工艺，
减少设备的使用，使工作强度大幅下降，降低生产成

本。此外，生料发酵还可以避免料浆粘稠问题，发酵

醪中的糖浓度保持在低水平，适合酵母的生长，发酵

副产物生成量少，淀粉出酒率高，更适合于浓醪发酵。
浓醪发酵在乙醇生产企业提高效益、节约能源、保护

环境等方面都有非常积极的促进作用，是乙醇行业的

发展方向之一。因此，生料浓醪发酵乙醇越来越受到

重视，近期的研究逐渐增多。【前人研究进展】王丽红

等［５］利用响应面法对小麦生料发酵乙醇的条件进行

研究，经 过７２ｈ发 酵 乙 醇 产 量 可 达１２．６％（Ｖ／Ｖ）。
陶磊等［６］对玉米原料生料发酵乙醇的条件进行摸索，

优化酶的用量、底物浓度及液化时间等因素。王年忠

等［７］对陈化小米生料发酵进行中试研究，比较分析发

酵过程中酒度、酸度和糖的变化，所得的数据显示新

粮与陈化小麦 的 淀 粉 出 酒 率 均 达 到５０％以 上，生 料

发酵技术 适 用 于 陈 化 小 麦 乙 醇 生 产。【本 研 究 切 入

点】有关乙醇的生料发酵主要集中在玉米、小麦等粮

食作物，也有 木 薯［８］、甘 薯［９，１０］等 非 粮 原 料 的 研 究 报

道，但乙醇产量均不高。本研究以木薯生料为原料，
在技术集成基础上生产高浓度燃料乙醇。【拟解决的

关键问题】通过单因素试验对木薯生料发酵高浓度燃

料乙醇过程中的关键影响因素进行优化，考虑到各因

素的相互作用，利用响应面法确定各影响因素的最佳

组合水平，最后通过对木薯生料发酵过程中培养温度

的梯度控制，进行一步降低残糖，提高乙醇产量，为木

薯生料乙醇发酵的工业化生产奠定基础。

１　 材料与方法

１．１　材料

　　菌种：酿酒酵母ＧＸＡＳＹ－４９［１１］为本实验室 选 育

得到的耐高温高产菌株；木薯粉：本地产木薯干片，实
验室粉碎后过４０目筛，淀粉含量６７．５６％（Ｗ／Ｗ）。

　　斜面培养基（ＹＰＥＤ，Ｗ／Ｖ）：葡萄糖２％，酵母粉

１％，蛋 白 胨２％，琼 脂２％；种 子 培 养 基（ＹＰＤ，Ｗ／

Ｖ）：葡萄糖２％，酵母粉１％，蛋白胨２％；木薯生淀粉

发酵培养基：木薯粉以一定比例与自来水混合，添加

０．２５％（Ｗ／Ｖ）尿素，０．０４％（Ｗ／Ｖ）硫酸镁。

　　 颗 粒 淀 粉 水 解 酶［１２］：ＧＣ００４，酶 活 力 为 ４４３
ＧＡＵ／ｇ，１ＧＡＵ是由水解生淀粉的酶活力和水解可

溶性糊精的 糖 化 酶 的 活 力 在 规 定 条 件 下 计 算 得 到。
由杰能科段刚博士馈赠。

１．２　菌种发酵［１３］

　　木 薯 粉 与 自 来 水 以 一 定 比 例 调 浆，用６ｍｏｌ／Ｌ
ＨＣｌ调节ｐＨ值，装入２５０ｍＬ三角瓶，装液量为１００
ｍＬ，并加入颗粒淀粉酶、尿素及硫酸镁，３２℃水解４ｈ
后接种 发 酵（接 种 量１０％，Ｖ／Ｖ）。摇 床 转 速 为１００

８３ Ｇｕａｎｇｘｉ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，Ｖｏｌ．２２Ｎｏ．１，Ｆｅｂｒｕａｒｙ　２０１５



ｒ／ｍｉｎ，发酵时间为９６ｈ，测定醪液的残还原糖、残总

糖及乙醇含量。每个条件设置３个平行，结果取平均

值。根据乙醇产量的增加以及生产成本的降低来确

定各因素的最佳的用量。

１．２．１　单因素试验

１．２．１．１　最佳颗粒淀粉酶添加量的确定

　　将 木 薯 粉 浓 度 调 整 为３２％（Ｗ／Ｖ），ｐＨ 值 调 整

为４．５，颗 粒 淀 粉 水 解 酶 ＧＣ００４添 加 量 分 别 为０．６
ＧＡＵ／ｇ木薯粉、０．８ＧＡＵ／ｇ木薯粉、１．０ＧＡＵ／ｇ木

薯粉、１．２ＧＡＵ／ｇ木 薯 粉，进 行 发 酵 实 验，确 定 最 佳

颗粒淀粉酶的添加量。

１．２．１．２　最佳底物浓度的确定

　　将 木 薯 粉 浓 度（Ｗ／Ｖ）分 别 调 整 为３２％，３４％，

３６％，３８％，４０％，颗粒淀粉水解酶ＧＣ００４用量为０．
８ＧＡＵ／ｇ木薯 粉，进 行 发 酵 实 验，确 定 最 佳 底 物 浓

度。

１．２．１．３　最适发酵ｐＨ值确定

　　将 木 薯 粉 浓 度 为 调 整 为３６％（Ｗ／Ｖ），调 节ｐＨ
值分别为３．５，４．０，４．５，５．０，５．５，颗 粒 淀 粉 水 解 酶

ＧＣ００４用 量 为０．８ＧＡＵ／ｇ木 薯 粉，进 行 发 酵 实 验，
确定最佳发酵ｐＨ值。

１．２．２　响应面法优化木薯粉生料高浓度乙醇发酵

　　在 单 因 素 试 验 的 基 础 上，运 用Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ的

中心组合设计原理，对确定的３个显著性影响因子各

取３水平。本项实验安排响应面试验各个因素水平

如表１所示。
表１　响应面分析实验参数水平

Ｔａｂｌｅ　１　Ｆａｃｔｏｒｓ　ａｎｄ　ｌｅｖｅｒｓ　ｏｆ　ｒｅｓｐｏｎｓｅ　ｓｕｒｆａｃｅ　ｃｅｎｔｒａｌ　ｃｏｍｐｏｓ－
ｉｔｅ　ｄｅｓｉｇｎ

Ｖａｒｉａｂｌｅｓ　　　 Ｌｅｖｅｌ
Ｃｏｄｅ 　　Ｆａｃｔｏｒｓ　 Ｌｏｗ（－１）Ｃｅｎｔｅｒ（０）Ｈｉｇｈ（＋１）

Ｘ１ Ｓｕｂｓｔｒａｔｅ　ｃｏｎｃｅｎｔｒａ－
ｔｉｏｎ％（Ｗ／Ｖ） ３４．００　 ３６．００　 ３８．００

Ｘ２ ＳＨＥ＊ｄｏｓａｇｅ
（ＧＡＵ／ｇ　ｓｕｂｓｔｒａｔｅ） ０．６　 ０．８　 １．０

Ｘ３ ｐＨ　Ｖａｌｕｅ　 ４．０　 ４．２　 ４．４

＊ＳＨＥ：ｓｔａｒｃｈ　ｈｙｄｒｏｌｙｚｉｎｇ　ｅｎｚｙｍｅ
１．２．３　发酵过程梯度降温控制
　　为了进一步降低生料发酵残糖含量设置了一下

梯度降温试验。降温方式如表２所示。

１．３　测定方法

　　还原糖浓度的测定：３，５－二硝基水杨酸（ＤＮＳ）比

色法［１４］。

　　总 糖 浓 度 的 测 定：酸 水 解 法［１５］，水 解 后 用 ＤＮＳ
比色法测定还原糖的含量。

　　乙醇浓度的测定：气相色谱法［１６］。

表２　不同梯度降温方式控制发酵温度

Ｔａｂｌｅ　２　Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ　ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ　ｓｔａｇｉｎｇ　ｗａｙｓ

Ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ
ｔｉｍｅ（ｈ）

Ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ（℃）

Ｍｏｄｅｌ　１ Ｍｏｄｅｌ　２ Ｍｏｄｅｌ　３ Ｍｏｄｅｌ　４ Ｍｏｄｅｌ　５
０～２４　 ３２　 ３２　 ３２　 ３２　 ２５
２４～４８　 ３２　 ３０　 ３２　 ３２　 ２５
４８～７２　 ３２　 ３０　 ２５　 ３２　 ２５
７２～９６　 ３２　 ３０　 ２５　 ２５　 ２５

２　结果与分析

２．１　颗粒淀粉水解酶添加量的影响

　　木薯生料发酵时，淀粉中糖的释放完全依靠酶的

作用。酶用量太低，木薯水解速率低，水解效果差，会
影响原料转化率及乙醇产量；而酶用量太高会增加生

产成本。由图１可以看出：颗粒淀粉水解酶用量对乙

醇产量影响显著，当酶用量低于０．８ＧＡＵ／ｇ木薯粉

时，乙醇产量随酶量增加而升高，而残总糖量随酶量

增加而降低；当 酶 用 量 大 于０．８ＧＡＵ／ｇ木 薯 粉 时，

酶量的增加对乙醇产量的影响不大，但会增加乙醇生

产成本。因此，确 定 颗 粒 淀 粉 水 解 酶 的 合 适 用 量 为

０．８ＧＡＵ／ｇ木薯粉。

图１　颗粒淀粉水解酶用量对乙醇发酵的影响

　　Ｆｉｇ．１　Ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｄｏｓａｇｅ　ｏｆ　ｓｔａｒｃｈ　ｈｙｄｒｏｌｙｚｉｎｇ　ｅｎｚｙｍｅ

ｏｎ　ｅｔｈａｎｏｌ　ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ

２．２　底物浓度影响

　　从图２可以看出：木薯粉浓度直接决定着发酵醪

液的总糖浓度，当木薯粉浓度超过３６％（Ｗ／Ｖ），发酵

醪液的残总糖含量很高，原料转化率较低。这是因为

当乙醇浓度高 于５％时，酵 母 出 芽 和 生 长 受 到 抑 制；

当乙醇 浓 度 高 于１５％（Ｖ／Ｖ）时，酵 母 代 谢 受 到 抑

制［１２］。而本试验后期醪液乙醇浓度在１５％（Ｖ／Ｖ）左
右，酵母生长和代谢受到抑制，从而会使发酵时间延

长，残糖含量升高，发酵效率降低，影响原料和发酵设

备的利用率。当木薯粉浓度低于３６％（Ｗ／Ｖ）时，发

酵醪液的总 糖 浓 度 过 低，发 酵 结 束 后 醪 液 乙 醇 含 量

低，增加蒸馏时的能耗和废水的排放量，从而增加乙
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醇的生产和后处理成本。综合考虑到原料的利用率

和乙醇后处理的成本，木薯生料发酵的最适木薯粉浓

度为３６％（Ｗ／Ｖ）。

图２　木薯粉浓度对乙醇发酵的影响

　　Ｆｉｇ．２　Ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｃａｓｓａｖａ　ｆｌｏｗｒ　ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ　ｏｎ　ｅｔｈａ－
ｎｏｌ　ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ

２．３　发酵初始ｐＨ值的影响

　　发酵ｐＨ值对乙醇生料发酵具有重要的影响：第
一，ｐＨ对酵母 菌 的 生 命 活 动 有 显 著 影 响，菌 体 的 生

长、产酶能力、所产酶的活力高低以及营养物质进入

细胞的速度与醪液的ｐＨ值有关；第二，ｐＨ影响颗粒

淀粉水解酶的酶活，从而影响木薯粉水解效果，进一

步影响发酵结果；第三，ｐＨ与杂菌生长有密切关系，
生料发酵过 程 不 经 过 高 温 蒸 煮 工 序，且 发 酵 时 间 较

长，容易染菌，较低ｐＨ能抑制乳酸菌、乙酸菌等杂菌

生长。

　　由图３可以看出：ｐＨ值在４．０～４．４时，发酵醪

的乙醇含量相对较高。ｐＨ值低于４．０时，发酵残糖

含量偏高，这与颗粒淀粉水解酶活性（最 适ｐＨ 值 为

４．３）和菌体的生理状态受到抑制有关；而ｐＨ值高于

４．４时，环境有利于杂菌生长，会产生较多的挥发酸，
导致乙醇产量降低，影响发酵效率。因此，木薯生料

发酵最优的初始ｐＨ值为４．２。

图３　初始ｐＨ值对乙醇发酵的影响

　　Ｆｉｇ．３　Ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｉｎｉｔｉａｌ　ｐＨ　ｖａｌｕｅ　ｏｎ　ｅｔｈａｎｏｌ　ｆｅｒｍｅｎ－
ｔａｔｉｏｎ

２．４　响应面法优化木薯生料高浓度乙醇发酵

　　根据响应面分析试验软件设计了３因素３水平

共１５个实验点进行响应面分析，试验安排及结果见

表３。１５个 试 验 点 分 为 两 类，一 类 是 析 因 点，共１２
个；一类是零点（试验点３，１１，１３）为区域的中心 点。
零点重复３次，用于估计试验的误差。
表３　Ｂｏｘ?Ｂｏｈｎｋｏｎ试验设计和结果

Ｔａｂｌｅ　３　Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ　ｄｅｓｉｇｎ　ｏｆ　Ｂｏｘ?Ｂｏｈｎｋｏｎ　ａｎｄ　ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄ－
ｉｎｇ　ｒｅｓｕｌｔｓ

Ｒｕｎ　 Ｘ１ Ｘ２ Ｘ３ Ｙ ％ （Ｖ／Ｗ）

１　 ０　 １ －１　 １４．１１

２ －１　 ０　 １　 １４．３０

３　 ０　 ０　 ０　 １５．６６

４ －１ －１　 ０　 １４．０３

５　 １　 ０ －１　 １４．３１

６　 １　 １　 ０　 １４．４７

７　 ０ －１ －１　 １３．８２

８ －１　 ０ －１　 １４．２１

９　 １　 ０　 １　 １５．７６

１０　 ０　 １　 １　 １４．９６

１１　 ０　 ０　 ０　 １５．６３

１２ －１　 １　 ０　 １３．７０

１３　 ０　 ０　 ０　 １５．６５

１４　 ０ －１　 １　 １４．３３

１５　 １ －１　 ０　 １４．５１

　　根据表３的 试 验 结 果，以 乙 醇 产 率Ｙ 值 为 响 应

值，对数据进行回归分析，试验因子对响应值的影响

可得到如下方程：Ｙ ＝１５．６５＋０．３５　Ｘ１＋０．０７　Ｘ２＋
０．３６　Ｘ３ ＋０．０７　Ｘ１Ｘ２ ＋０．３４　Ｘ１Ｘ３ ＋０．０８　Ｘ２Ｘ３ －
０．５６　Ｘ１２－０．９０　Ｘ２２－０．４４　Ｘ３２。

　　决定系数Ｒ２ ＝０．９８６１，说明方程的拟合度很好，
可以用该回 归 方 程 代 替 真 实 试 验 点 结 果 进 行 分 析。
回归方程的方差分析还表明，一次项和二次项对响应

值的影响是十分显著的，交互项的影响不明显，试验

因子与响应值之间不是线性关系。

　　对响应面 实 验 进 行 方 差 分 析（表４），结 果 表 明：
“Ｍｏｄｅｌ　Ｐｒｏｂ＞Ｆ”等于０．００３远 小 于０．０５，说 明 模

型是重要的。一般认为，相关系数Ｒ２ 大于０．９，表明

预测值 与 试 验 值 具 有 高 度 相 关 性［１７］。在 这 个 试 验

中，Ｒ２ ＝０．９８６１，表明仅有不到２％的乙醇产量变异

不能由该模型解释。

　　图形能够提供一种形象的观测响应值和试验参

数水平关系的方法。通过上面多元回归方程做响应

曲面，结果见图４。

０４ Ｇｕａｎｇｘｉ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，Ｖｏｌ．２２Ｎｏ．１，Ｆｅｂｒｕａｒｙ　２０１５



　　图４　各因素交互作用对乙醇影响的响应面

　　Ｆｉｇ．４　Ｒｅｓｐｏｎｓｅ　ｓｕｒｆａｃｅ　ｐｌｏｔ　ｓｈｏｗｉｎｇ　ｔｈｅ　ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎａｌ
ｅｆｆｅｃｔｓ　ｏｆ　ｖａｒｉｏｕｓ　ｆａｃｔｏｒｓ　ｏｎ　ｅｔｈａｎｏｌ　ｃｏｎｔｅｎｔ
　　ａ：底物浓度与颗粒 淀 粉 水 解 酶 用 量；ｂ：底 物 浓 度 与 初 始

ｐＨ值；ｃ：颗粒淀粉水解酶用量与初始ｐＨ值

　　ａ：Ｓｕｂｓｔｒａｔｅ　ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ　ａｎｄ　ｓｔａｒｃｈ　ｈｙｄｒｏｌｙｚｉｎｇ　ｅｎ－
ｚｙｍｅ；ｂ：Ｓｕｂｓｔｒａｔｅ　ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ　ａｎｄ　ｐＨ　ｖａｌｕｅ；ｃ：Ｓｔａｒｃｈ　ｈｙ－
ｄｒｏｌｙｚｉｎｇ　ｅｎｚｙｍｅ　ａｎｄ　ｐＨ　ｖａｌｕｅ

表４　Ｂｏｘ?Ｂｏｈｎｋｏｎ试验方差分析结果

Ｔａｂｌｅ　４　Ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　Ｖａｒｉａｎｃｅ　ｏｆ　Ｂｏｘ?Ｂｏｈｎｋｏｎ　ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ

Ｔｅｒｍ　 ＳＳ　 ＤＦ　 ＭＳ　 Ｆ　 Ｐｒ＞Ｆ
ｍｏｄｅｌ　 ６．９３　 ９　 ０．７７０　 １６．８７　 ０．００３１
Ｘ１ ０．９９　 １　 ０．９９　 ２１．６６　 ０．００５６
Ｘ２ ０．０３９　 １　 ０．０３９　 ０．８３　 ０．４０２９
Ｘ３ １．０５０　 １　 １．０５０　 ２３．０４　 ０．００４９

Ｘ１＊Ｘ１ １．１８０　 １　 １．１８０　 ２５．７６　 ０．００３８
Ｘ１＊Ｘ２ ０．０２２　 １　 ０．０２２　 ０．４７　 ０．５２２０
Ｘ１＊Ｘ３ ０．４６０　 １　 ０．４６０　 １０．１６　 ０．０２４３
Ｘ２＊Ｘ２ ３．０１　 １　 ３．０１０　 ６５．８７　 ０．０００５
Ｘ２＊Ｘ３ ０．０２９　 １　 ０．０２９　 ０．６４　 ０．４５８６
Ｘ３＊Ｘ３ ０．７１　 １　 ０．７１０　 １５．６２　 ０．０１０８
Ｌａｃｋ　ｏｆ　ｆｉｔ　 ０．２３　 ３　 ０．０７６　 ３３８．８２　 ０．００２９

　　由响应面的规范分析可知，回归模型存在最大稳

定点。Ｙ的最大估计值为１５．８５，最佳点为Ｘ１＝０．５、

Ｘ２ ＝０．０９、Ｘ３ ＝０．６２，即底物浓度为３７％（Ｗ／Ｖ），
颗粒淀 粉 水 解 酶 添 加 量 为０．８２ＧＡＵ／ｇ木 薯 粉，最

适 初 始 ｐＨ 值 为 ４．３，此 点 醪 液 的 乙 醇 浓 度 为

１５．８５％（Ｖ／Ｖ）。对最佳点进行３次２５０ｍＬ三角瓶

验证试验，测 定 发 酵 过 程 残 还 原 糖 和 乙 醇 浓 度 的 变

化，取平 均 值，其 结 果 见 图５。乙 醇 产 量 平 均 值 为

１５．７８％（Ｖ／Ｖ），残总糖含量为１．６８％（Ｗ／Ｖ），表 明

预测值与验证试验很接近，说明回归方程能够比较真

实地反映各筛选因素对乙醇发酵的影响。

图５　２５０ｍＬ三角瓶发酵试验结果

　　Ｆｉｇ．５　Ｆｒｅｍｅｎｔａｔｉｏｎ　ｒｅｓｕｌｔ　ｏｆ　２５０ｍＬ　ｅｒｌｅｍｅｙｅｒ　ｆｌａｓｋ

２．５　发酵过程梯度降温控制的影响

　　从发酵结果看，发酵结束后醪液残还原糖含量和

残总糖含量偏高，影响木薯生料高浓度乙醇发酵的产

业化前景。许宏贤等［１２］采用降温控制可实现乙醇产

量增加，残糖浓度降低的目的。为了进一步降低生料

发酵残糖含量，我们进行梯度降温试验，发酵结果如

表５。

　　从梯度降温试验结果可以看出：发酵温度与醪液

的残还原糖、残总糖浓度密切相关，残总糖含量随发

酵温度的降温而增加，残还原糖含量与梯度降温的时

间有关。与方式１相比，方式５的培养温度一直为较
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低的温度（２５℃），颗粒淀粉酶的酶活较差，导致木薯

粉被水解的效果较差，残总糖含量较高，乙醇产量较

低；方式２的发酵结果也不尽如人意，可能与发酵２４
ｈ后开始降温，降 温 时 间 太 早，影 响 颗 粒 淀 粉 酶 的 活

性，使木薯粉水解过程延长，从而使发酵时间增加；方
式４采用７２ｈ降温，此时醪液乙醇浓度较高，酵母出

现乙醇中毒症状，生理代谢缓慢，再降低温度对发酵

结果影响不是很大；方式３采用发酵４８ｈ后降温，可
大幅度降低残还原糖含量，原因可能是采取适当的温

度梯度控制策略，使酵母细胞的活力得以长久维持，
增强了酵母 生 产 乙 醇 的 能 力 和 对 乙 醇 的 耐 受 性［１８］。
由此可见，生料发酵过程中，培养温度越高前期木薯

粉水解速率较高，乙醇的生产速率也越高，但酵母衰

老也越早，乙醇抑制作用表现得也越明显；低温发酵

虽然非常有利于发酵后期酒精的生产，但前期产酒速

度较慢，发酵周期偏长。有关温度梯度控制的最优方

式及机理还有待进一步研究。
表５　温度变化对发酵结果的影响

Ｔａｂｌｅ　５Ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ　ｏｎ　ｅｔｈａｎｏｌ　ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ

Ｍｏｄｅｌ
Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ（％）

Ｅｔｈａｎｏｌ
（Ｖ／Ｖ）

Ｒｅｄｕｃｉｎｇ
ｓｕｇａｒｓ（Ｗ／Ｖ）

Ｔｏｔａｌ　ｓｕｇａｒｓ
（Ｗ／Ｖ）

Ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ
ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ（％）

１　 １５．８２　 ０．４４　 １．７０　 ８８．７２
２　 １５．６４　 ０．２０　 ２．１５　 ８７．７２
３　 １６．２４　 ０．２９　 １．８１　 ９１．０８
４　 １６．０１　 ０．４０　 １．７７　 ８９．７９
５　 １４．３３　 ０．１４　 ３．８８　 ８０．３７

３　结论

　　本研究对木薯生料高浓度乙醇发酵的条件进行

了优化，先用单因素试验确定主要影响因素的最优水

平：颗粒 淀 粉 酶 用 量 为０．８ＧＡＵ／ｇ木 薯 粉，底 物 浓

度为３６％（Ｗ／Ｖ），初始ｐＨ值为４．２。再用响应面法

对各主要因 素 的 相 互 作 用 进 行 进 一 步 优 化，优 化 结

果：颗粒淀粉水解酶用量为０．８２ＧＡＵ／ｇ木薯粉，底

物浓度为３７％（Ｗ／Ｖ），初始ｐＨ值为４．３。为进一步

降低醪液残糖含量，提高发酵效率，我们对发酵温度

采用梯度降温控制。在技术集成基础上，对木薯生粉

发酵９６ｈ，醪液乙醇含量 可 达１６．２４％（Ｖ／Ｖ），残 还

原糖 含 量 为０．２９％（Ｗ／Ｖ），残 总 糖 含 量 为１．８１％
（Ｗ／Ｖ）。与 初 始 条 件 相 比，乙 醇 产 量 提 高 了２５％。
因此，木薯生料发酵生产高浓度燃料乙醇，可降低生

产成本，具有较好的工业化应用前景。
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