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摘要：以黄浆水与木薯粉混合同步糖化发酵高浓度乙醇，应用Ｐｌａｃｋｅｔｔ－Ｂｕｒｍａｎ设计对底物浓度、尿素、糖化酶、

液化酶、ＭｇＳＯ４、ｐＨ值、ＣａＣｌ２、ＫＨ２ＰＯ４８个因素进行２水平１２次试验，研究发酵的最佳条件。结果发现，底物

浓度、尿素、糖化酶和ＫＨ２ＰＯ４ 的添加量是影响发酵的重要因素，最佳发酵条件是底物浓度３８％、尿素０．１５％、

糖化酶１．４５ＡＧＵ／ｇ、ＫＨ２ＰＯ４０．０７％。在最佳发酵条件下，乙醇浓度达到１７．２１％ （Ｖ／Ｖ）。
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　　能源和环境是当今社会发展面临的突出问题。
面对石油资源日益枯竭的现状，以发酵法生产燃料乙
醇是解决能源及环境问题，实现经济可持续发展的最

有效途径［１，２］。不同的发酵法，产生的乙醇质量浓度
不同。高浓度乙醇发酵是指糖化醪中含有３０％或更
高的可溶性固形物进行的发酵。高浓度发酵终点产
物乙醇的浓度高，后续精馏操作能耗低；废糟液量，处
理的能耗低；从液化、糖化到发酵的物料流量都少，相
关的加热与冷却负荷低，因此，多年来高浓度乙醇发
酵一直是各国研究的重点领域［３～６］。

　　黄浆水是淀粉生产过程中产生的大量高浓度有
机废水。按照目前的生产工艺，每生产１ｔ淀粉会排
出１５～２０ｔ黄浆水。黄浆水ｐＨ值４．２左右，含可溶
性 物 质 ６％ 左 右，ＣＯＤｃｒ１００００ ～ ２５０００ｍｇ／Ｌ，
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ＤＯＤ５５０００～１００００ｍｇ／Ｌ，固 体 悬 浮 物 １５００～
２５００ｍｇ／Ｌ，是淀粉生产中处理难度最大的废水。黄
浆水排入江河要消耗大量的溶解氧，如果不经治理直
接排放，会对环境造成严重污染［７，８］。韩小龙等［９］将
黄浆水与工厂一般添加的尿素或硫酸铵作为氮源培

养酵母并进行酒精发酵实验的对比，发现用黄浆水培
养的酵母进行酒精发酵时原料出酒率比尿素和硫酸

铵的都高。本文针对广西特色资源，结合能源和环保
两大主题，以木薯粉与黄浆水的混合物为原料，采用
同步糖化发酵模式发酵高浓度乙醇，研究发酵的最佳
条件，为实现木薯黄浆水资源化利用，解决污水排放
问题，节省自来水用量，降低木薯乙醇生产成本提供
参考。

１　材料与方法

１．１　材料

　　酿酒酵母ＧＸＡＳＹ－４９为本实验选育。木薯粉含
淀粉７０．２６％，为广西明阳淀粉化工股份有限公司生
产。黄浆水取自广西明阳淀粉化工股份有限公司废
水池。液化酶为诺维信公司生产的耐高温淀粉酶

Ｌｉｑｕｏｚｙｍｅ　Ｓｕｐｒａ，标准酶活１３５ＫＮＵ／ｇ。糖化酶为

Ｄｅｘｔｒｏｚｙｍｅ　ＤＸ 诺维信公司生产，标准酶活 ５００
ＡＧＵ／ｍｌ。

　　种子培养基：葡萄糖６０ｇ／Ｌ，蛋白胨２０ｇ／Ｌ，酵母
粉１０ｇ／Ｌ。发酵培养基：黄浆水与木薯粉以设定比例
混合，加入液化酶，迅速加热到９０～９５℃，液化３０～
６０ｍｉｎ，降温到３２℃，调整ｐＨ值，加入适量糖化酶和
所需营养物质，接种发酵［３］。

１．２　方法

　　采用数理统计软件 ＤＸ７．０中的Ｐｌａｃｋｅｔｔ－Ｂｕｒ－
ｍａｎ［１２］和正交试验方法设计实验和分析数据。根据
前期单因素实验的结果和文献［３，１３］，选用实验次数
为１２的设计，对底物浓度、尿素、糖化酶、液化酶、

ＭｇＳＯ４、ｐＨ值、ＣａＣｌ２、ＫＨ２ＰＯ４ 等８个因素进行考
察，并余留３个空白项以估计实验误差。每个因素取

２个水平，以发酵醪液乙醇体积浓度（％，Ｖ／Ｖ）的平
均值为响应值Ｙ，每组实验设置３个平行，结果取平
均值。Ｐｌａｃｋｅｔｔ－Ｂｕｒｍａｎ 实验因素及水平如表 １
所示。

　　还原糖测定采用３，５－二硝基水杨酸比色法［１０］。
总糖是酸水解后采用还原糖测定。乙醇浓度采用气
相色谱法［１１］测定。蛋白质含量采用ＮａｎｏＤｒｏｐ微量
分光光度计测定。

２　结果与分析

２．１　黄浆水理化性质及成分

　　对黄浆水进行理化性质及成分测定，结果发现黄
浆水ｐＨ值４．２６，还原糖０．３３ｇ／Ｌ，总糖４．０６ｇ／Ｌ，固
体悬浮物１．８ｇ／Ｌ，淀粉３．６９ｇ／Ｌ，蛋白质１．２９ｇ／Ｌ。
黄浆水的ｐＨ值较低，可以满足乙醇发酵在酸性环境
中进行的要求，虽然碳源含量较低，但是含有丰富的
氮源，可以用于乙醇发酵。用黄浆水取代自来水与木
薯粉混合发酵乙醇，充分利用了黄浆水中营养成分，
变废为宝。
表１　Ｐｌａｃｋｅｔｔ?Ｂｕｒｍａｎ实验因素及水平

Ｔａｂｌｅ　１　Ｆａｃｔｏｒｓ　ａｎｄ　ｌｅｖｅｌｓ　ｏｆ　Ｐｌａｃｋｅｔｔ?Ｂｕｒｍａｎ　ｄｅｓｉｇｎ

编号
Ｃｏｄｅ

因素Ｆａｃｔｏｒ
水平Ｌｅｖｅｌ

－１ ＋１

Ｘ１ 底物Ｓｕｂｓｔｒａｔｅ（％，ｍ／ｍ） ３２　 ３４

Ｘ２ ＣＯ（ＮＨ２）２（％，ｍ／ｍ） ０．１５　 ０．３

Ｘ３
液 化 酶 Ｌｉｑｕｏｚｙｍｅ （ＫＮＵ／ｇ　ｓｕｂ－
ｓｔａｎｃｅ） ０．１０　 ０．２０

Ｘ４ ＭｇＳＯ４（％，ｍ／ｍ） ０．０５　 ０．１

Ｘ５
糖化 酶 Ｄｅｘｔｒｏｚｙｍｅ （ＡＧＵ／ｇ　ｓｕｂ－
ｓｔａｎｃｅ） ０．７８　 １．４７

Ｘ６ ｐＨ值ｐＨ　ｖａｌｕｅ　 ４．５　 ５．０

Ｘ７ ＣａＣｌ２（％，ｍ／ｍ） ３０　 ３５

Ｘ８ ＫＨ２ＰＯ４（％，ｍ／ｍ） ０．０５　 ０．１

２．２　影响发酵的重要因素

　　通过Ｐｌａｃｋｅｔｔ－Ｂｕｒｍａｎ实验设计矩阵（表２），并
对其进行统计分析（表３）。“Ｐｒｏｂ＞Ｆ”小于０．０５，
表明因素是重要的；“Ｍｏｄｅｌ　Ｐｒｏｂ＞Ｆ”等于０．００３８，
表明模型是重要的。根据表４的分析结果，我们选择
“Ｐｒｏｂ＞Ｆ”小于０．１的４个因素Ｘ１、Ｘ２、Ｘ５、Ｘ８，即
底物浓度、尿素、糖化酶和磷酸二氢钾添加量为影响
乙醇发酵的重要因素。

２．３　正交实验因素水平的中心点

　　最陡爬坡试验可以在不考虑各个因素相互影响
下逼近最优结果，因此，先进行最陡爬坡试验能使后
面的正交试验更准确、更有效。从表５可知，最大乙
醇浓度在第５次附近，但是原料利用率较低，综合考
虑淀粉增加量与乙醇增加量的比率，以实验４的条件
为正交实验因素水平的中心点。

２．４　最佳发酵条件

　　根据最陡爬坡实验得到的中心点，取３个水平做
正交试验（表６）。

　　根据正交试验软件设计４因素３水平共９个实
验点进行正交分析，每个试验点做３个平行，结果取
平均值。由表７的极差分析结果可以看出，木薯淀粉

０５２ Ｇｕａｎｇｘｉ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，Ｖｏｌ．１９Ｎｏ．３，Ａｕｇｕｓｔ　２０１２



与黄浆水浓醪发酵乙醇中，影响最终酒度的因素从大
至小依次为：底物浓度＞尿素＞ＫＨ２ＰＯ４＞糖化酶；

由此可以确定最佳的发酵条件为：Ａ２Ｂ２Ｃ３Ｄ３。
表２　Ｐｌａｃｋｅｔｔ?Ｂｕｒｍａｎ试验结果

Ｔａｂｌｅ　２　Ｐｌａｃｋｅｔｔ?Ｂｕｒｍａｎ　ｄｅｓｉｇｎ　ａｎｄ　ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ　ｒｅｓｕｌｔ

序号

Ｒｕｎ
Ｘ１ Ｘ２ Ｘ３ Ｘ４ Ｘ５ Ｘ６ Ｘ７ Ｘ８

Ｙ
（％ ，Ｖ／ｍ）

１
２
３
４
５
６
７
８
９
１０
１１
１２

－１
－１
１
１
－１
－１
－１
１
１
１
１
－１

－１
１
１
１
１
－１
１
－１
１
－１
－１
－１

１
－１
１
－１
１
－１
１
１
－１
－１
１
－１

－１
１
１
－１
１
１
－１
－１
－１
１
１
－１

１
１
－１
１
１
－１
－１
１
－１
１
－１
－１

－１
－１
－１
－１
１
１
１
１
１
１
－１
－１

１
－１
１
１
－１
１
１
－１
－１
１
－１
－１

１
１
－１
－１
－１
－１
１
－１
１
１
１
－１

１４．０３
１３．７０
１４．２３
１４．２２
１３．９９
１３．８３
１３．４２
１４．９７
１３．６６
１４．５５
１４．６８
１４．１８

表３　方差分析结果

Ｔａｂｌｅ　３　Ｖａｒｉａｎｃｅ　ａｎａｌｙｓｉｓ

来源

Ｓｏｕｒｃｅ

自由度
Ｄｅｇｒｅｅ　ｏｆ
ｆｒｅｅｄｏｍ

平方和
Ｓｕｍ　ｏｆ
ｓｑｕａｒｅｓ

方差
Ｍｅａｎ
ｓｑｕａｒｅ

Ｆ　 Ｐｒｏｂ＞Ｆ

模型 Ｍｏｄｅｌ
误差Ｅｒｒｏｒ
总误差Ｔｏｔａｌ　ｅｒｒｏｒ

８
３
１１

１．９３
０．３１
２．２３

０．４８
０．０４４

１１．０６　 ０．００３８

表４　参数估计和各影响因素

Ｔａｂｌｅ　４　Ｐａｒａｍｅｔｅｒ　ｅｓｔｉｍａｔｉｏｎ　ａｎｄ　ｅｆｆｅｃｔｓ　ｏｆ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｆａｃｔｏｒｓ

变量
Ｖａｒｉａｂｌｅｓ

自由度
Ｄｅｇｒｅｅ　ｏｆ
ｆｒｅｅｄｏｍ

评估系数
Ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ
ｅｓｔｉｍａｔｅ

标准差
Ｓｔａｎｄａｒｄ
ｅｒｒｏｒ

Ｐｒｏｂ＞Ｆ 顺序
Ｏｒｄｅｒ

截距Ｉｎｔｅｒｃｅｐｔ
Ｘ１
Ｘ２
Ｘ３
Ｘ４
Ｘ５
Ｘ６
Ｘ７
Ｘ８

１
１
１
１
１
１
１
１
１

１４．１２
０．２６

－０．２５
０．０９８
０．０４２
０．１２
－０．０５２
－０．０７５
－０．１２

０．０６
０．０６
０．０６
０．０６
０．０６
０．０６
０．０６
０．０６
０．０６

０．００３８
０．００３３
０．００４２
０．１０３５
０．２２
０．０８３３
０．２８
０．１５６８
０．０９８１

０
１
２
５
７
３
８
６
４

表５　最陡爬坡试验设计及结果

Ｔａｂｌｅ　５　Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ　ｄｅｓｉｇｎ　ｏｆ　ｓｔｅｅｐｅｓｔ　ａｓｃｅｎｔ　ａｎｄ　ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄ－

ｉｎｇ　ｒｅｓｕｌｔｓ

序号

Ｒｕｎ
底物

Ｓｅｂｓｔｒａｔｅ
（％，ｍ／ｍ）

ＣＯ（ＮＨ２）２
（％，ｍ／ｍ）

糖化酶

Ｄｅｘｔｒｏｚｙｍｅ
（Ｕ／ｇ）

ＫＨ２ＰＯ４
（％，ｍ／ｍ）

Ｙ
（％，Ｖ／ｍ）

１
２
３
４
５
６

３２
３４
３６
３８
４０
４２

０．３０
０．２５
０．２０
０．１５
０．１０
０．０５

０．７８
０．９５
１．１１
１．２５
１．３８
１．４９

０．１
０．０８５
０．０７
０．０５５
０．０４
０．０２５

１４．１８
１４．９７
１５．８６
１６．８０
１６．８１
１５．８５

２．５　最佳发酵条件验证

　　利用正交实验确定的最佳发酵条件 Ａ２Ｂ２Ｃ３Ｄ３
进行乙醇发酵验证试验，设３个平行，结果取平均值，
经过 ４８ｈ 发 酵，醪 液 乙 醇 浓 度 可 以 达 到

１７．２１％ （Ｖ／Ｖ）。
表６　正交试验因素与水平

Ｔａｂｌｅ　６　Ｆａｃｔｏｒｓ　ａｎｄ　ｌｅｖｅｒｓ　ｆｏｒ　ｔｈｅ　ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ　ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ

序号

Ｒｕｎ
底物

Ｓｅｂｓｔｒａｔｅ
（％，ｍ／ｍ）

ＣＯ（ＮＨ２）２
（％，ｍ／ｍ）

糖化酶

Ｄｅｘｔｒｏｚｙｍｅ
（Ｕ／ｇ）

ＫＨ２ＰＯ４
（％，ｍ／ｍ）

１
２
３

３６
３８
４０

０．１０
０．１５
０．２０

１．１１
１．２５
１．３８

０．０４
０．０５５
０．０７

表７　正交试验设计及结果

Ｔａｂｌｅ　７　Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ　ｄｅｓｉｇｎ　ａｎｄ　ｒｅｓｕｌｔ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ　ｅｘ－

ｐｅｒｉｍｅｎｔｓ

序号

Ｒｕｎ
Ａ：
底物

Ｓｕｂｓｔｒａｔｅ
（％，ｍ／ｍ）

Ｂ：
ＣＯ（ＮＨ２）２
（％，ｍ／ｍ）

Ｃ：
糖化酶

Ｄｅｘｔｒｏｚｙｍｅ
（Ｕ／ｇ）

Ｄ：
ＫＨ２ＰＯ４
（％，ｍ／ｍ）

Ｙ
（％，Ｖ／ｍ）

１
２
３
４
５
６
７
８
９

１
１
１
２
２
２
３
３
３

１
２
３
１
２
３
１
２
３

１
２
３
２
３
１
３
１
２

１
２
３
３
１
２
２
３
１

１５．４０
１５．７８
１５．７７
１６．６３
１７．０６
１６．２２
１６．３３
１６．９３
１６．５４

ｋ１
ｋ２
ｋ３

１５．６５
１６．６４
１６．６０

１６．１２
１６．５９
１６．１８

１６．１９
１６．３２
１６．３９

１６．３３
１６．１１
１６．４５

Ｒ　 ０．９９　 ０．４７　 ０．２０　 ０．３４

３　结束语

　　本文以黄浆水代替自来水与木薯淀粉混合发酵
高浓度乙醇的工艺进行研究，应用Ｐｌａｃｋｅｔｔ－Ｂｕｒｍａｎ
设计对底物浓度、液化酶、糖化酶等８个因素进行了

２水平１２次试验，确定出底物浓度、糖化酶、尿素、

ＫＨ２ＰＯ４为主要影响因素，通过最陡爬坡实验确定中
心点，进一步用正交试验对主要因素进行４因素３水
平的９次试验，确定主要因素的最佳量为：底物浓度

３８％、尿素０．１５％、糖化酶１．４５ＡＧＵ／ｇ、ＫＨ２ＰＯ４
０．０７％，发 酵 获 得 的 乙 醇 浓 度 可 以 达 到

１７．２１％ （Ｖ／Ｖ）。

　　用木薯粉和黄浆水的混合替代清水和木薯淀粉
调浆、应用抗木薯废水黄浆水抑制物的高抗性酵母菌
株、采用优化的工艺技术以及废渣废液的综合利用等
生产技术来提高木薯淀粉的转化率和木薯酒精的发

酵效率，不仅可以达到木薯废水黄浆水资源化利用，
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降低污水处理成本，还大大节省了用水量，降低木薯
淀粉生产企业的生产成本，达到节本节能增效的目
的，推动木薯生物质能源产业的健康发展。

参考文献：

［１］　高寿清．生物量制燃料酒精的发展和需要解决的问题
［Ｊ］．食品与发酵工业，１９９１（１）：５４－６０．

［２］　黄宇彤，伍松陵，杜连祥．玉米酒精超高浓度发酵工艺条

件的优化［Ｊ］．食品工业科技，２００２，２３（８）：６６－６９．
［３］　申乃坤，王青艳，黄日波，等．响应面法优化耐高温酵母

生产高浓度乙醇［Ｊ］．生物工程学报，２０１０，２６（１）：４２－４７．
［４］　Ｒａｓｍｕｓ　Ｄ，Ｓｖｅｎ　Ｐ，Ｌｉｓｂｅｔｈ　Ｏ．Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｖｅｒｙ

ｈｉｇｈ　ｇｒａｖｉｔｙ　ｅｔｈａｎｏｌ　ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｃｏｒｎ　ｍａｓｈ．Ｅｆｆｅｃｔ

ｏｆ　ｇｌｕｃｏａｍｙｌａｓｅ　ｄｏｓａｇｅ，ｐｒｅ－ｓａｃｃｈａｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ａｎｄ　ｙｅａｓｔ

ｓｔｒａｉｎ［Ｊ］．Ａｐｐｌ　Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ，２００５，６８（５）：６２２－

６２９．
［５］　Ｔｈｏｍａｓ　Ｋ　Ｃ，Ｉｎｇｌｅｄｅｗ　ＷＭ．Ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ　ｏｆ　２１％ （Ｖ／Ｖ）

ｅｔｈａｎｏｌ　ｂｙ　ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｖｅｒｙ　ｇｒａｖｉｔｙ（ＶＨＧ）ｗｈｅａｔ

ｍａｓｈｅｓ［Ｊ］．Ｊ　Ｉｎｄ　Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ　Ｂｉｏｔ，１９９２，１０：６１－６８．
［６］　Ｔｈｏｍａｓ　Ｋ　Ｃ，Ｈｙｎｅｓ　ＳＨ，Ｉｎｇｌｅｄｅｗ　ＷＭ．Ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ｐａｒｔｉｃ－

ｕｌａｔｅ　ｍａｔｅｒｉａｌｓ　ａｎｄ　ｏｓｍｏｐｔｅｃｔａｎｔｓ　ｏｎ　ｖｅｒｙ　ｈｉｇｈ　ｇｒａｖｉｔｙ
ｅｔｈａｎｌｉｃ　ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ［Ｊ］．Ａｐｐｌ　Ｅｎｖｉｒｏｎ　Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ，１９９４，

６０（５）：１５１９－１５２４．
［７］　梁怡，刘康怀，魏博，等．木薯淀粉企业实施节能减排的

经济分析［Ｊ］．中国经济与管理科学，２００９，４：４８－４９．
［８］　冯世骥，刘小兵．木薯淀粉厂污水处理工艺研究及工程

实践［Ｊ］．淀粉与淀粉糖，２００１（１）：４４－５０．
［９］　韩小龙．提高木薯酒精出酒率的研究［Ｄ］．山东：山东轻

工业大学，２００８．
［１０］　张惟杰．糖复合物生化研究技术［Ｍ］．杭州：浙江大学

出版社，１９９９：１０－１１．
［１１］　Ｏｈｔａ　Ｋ，Ｂｅａｌｌ　Ｄ　Ｓ，Ｍｅｊｉａ　Ｊ　Ｐ，ｅｔ　ａｌ．Ｇｅｎｅｔｉｃ　ｉｍｐｒｏｖｅ－

ｍｅｎｔ　ｏｆ　Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉ　ｆｏｒ　ｅｔｈａｎｏｌ　ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ：Ｃｈｒｏ－

ｍｏｓｏｍａｌ　ｉｎｔｅｇｒａｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｚｙｍｏｍｏｎａｓ　ｍｏｂｉｌｉｓ　ｇｅｎｅｓ　ｅｎｃｏ－

ｄｉｎｇ　ｐｙｒｕｖａｔｅ　ｄｅｃａｒｂｏｘｙｌａｓｅ　ａｎｄ　ａｌｃｏｈｏｌ　ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎ－

ａｓｅⅡ［Ｊ］．Ａｐｐｌ　Ｅｎｖｉｒｏｎ　Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ，１９９１，５７：８９３－９００．
［１２］　Ｈａｃｋｅｒ　Ｒ　Ｌ，Ｂｕｒｍａｎ　Ｊ　Ｐ．Ｔｈｅ　ｄｅｓｉｇｎ　ｏｆ　ｏｐｔｉｍｕｍ　ｍｕｔｉ－

ｆａｃｔｏｒｉａｌ　ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ［Ｊ］．Ｂｉｏｍｅｔｒｉｋａ，１９４６，３３：３０５－

３２５．
［１３］　张书祥，肖亚中，任杰．添加营养盐对酒精发酵的影响

［Ｊ］．生物学杂志，１９９７，１４（１）：２３－２５．

（责任编辑：陈小玲）　　
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２．４　扩展不确定度及测量结果的表示

　　取包含因子ｋ＝２，则扩展不确定度为：

　　Ｕ ＝ｋ×ｕｃ＝２×０．０００７３％＝０．００１５％．
硫含量的测量结果表示为：

　　ｗｃ＝（０．０３１１±０．００１５）％，ｋ＝２．

３　结论

　　通过计算各不确定度分量并比较可以看出，用高
频红外碳硫分析仪测定土壤中硫含量，影响测量不确
定度的主要来源是重复性测定、标准物质选用．而仪

器示值引入的不确定度可忽略不计，天平称量和由助
熔剂及瓷坩埚引入的空白要注意控制．
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