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摘 要： 采用稀硫酸对海带进行预处理，对酸浓度、水解时间、水解温度、底物浓度 4个单因素进行单因素试验分
析，再通过 4因素 3水平正交试验对预处理条件进行优化，最终确定最佳水解条件为：酸浓度 2 %（v/v）、水解时间
60 min、水解温度 121 ℃、底物浓度 5 %, 还原糖得率为 22.7 %±0.27 %。接入毕赤酵母（Pichia angophorae
ATCC22304）发酵，乙醇的最大产量为 1.58 g/L，乙醇得率为 0.415 g乙醇 /g还原糖，是理论得率的 81.3 %。试验结
果表明，毕赤酵母可以有效水解海带液中的还原糖以进行细胞生长和乙醇发酵。
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Study on the Optimization of Acid Hydrolysis of Laminaria japonica
and Its Fermentation to Produce Ethanol
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Abstract: In this experiment,Laminaria japonica was pretreated by dilute acid method.Through single factor test of dilute sulfuric acid concentra-

tion, hydrolysis time, hydrolysis temperature and substrate concentration, and the optimization of pretreatment conditions by four-factor and

three-level orthogonal experiments, the optimum acid hydrolysis conditions were determined as follows: acid concentration of 2 %(v/v), substrate

concentration was 5 %, and hydrolysis temperature at 121℃, and hydrolysis time was 60 min. Under the above conditions,the extraction rate of

reducing sugar was 22.7 %±0.27 %.After inoculating with Pichia angophorae ATCC22304, the highest ethanol yield was 1.58 g/L and ethanol

producing rate was 0.415g ethanol/g reducing sugar, 81.3 % of theoretical yield. The results showed that P.angophorae could ferment reducing

sugar in hydrolyzate of kelp for cells growth and to produce ethanol.
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乙醇作为可再生能源之一的生物质能源， 是国际社

会公认的能够缓解能源危机的有效资源和最佳替代方

式。 在生物质能源领域，工艺最为成熟、应用最广的是燃

料乙醇，其具有清洁环保、可再生、可生物降解的特点。目

前，世界主要燃料乙醇生产国还是以陆地作物玉米、甘蔗

等为原料[1]，随着燃料乙醇消费的迅速增加，将会导致与

粮食、耕地以及水资源竞争的局面。 所以，继续以陆生作

物为原料大规模生产燃料乙醇将会带来更大的环境问题

与粮食供给的矛盾。因此，寻找新的燃料乙醇等生物质能

源的原料，成为生物质能源研究与开发的方向。

海洋含有丰富的生物质资源，其可望成为提供生物

质能源原料的有效途径。 海洋藻类每年通过光合作用生

成的生物质总量大约有 5.50×1010 t[2]。 与陆生植物相比，
海藻具有生长速度快、光合作用效率高、不含难降解的

木质素，不与粮食作物争夺土地、肥料、淡水等资源的特

点[3]。 作为大型海藻的褐藻，碳水化合物含量占到其干重

的 50 %，用它们制取燃料乙醇有很大的应用潜力。 褐藻

经过物理、化学、生物方法处理后，可以得到被微生物利

用发酵乙醇的单糖。 稀硫酸水解生物质的化学方法被认

为是比较简单、高效的方法，用硫酸水解海带不仅可提高
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还原糖的水解效率同时还会降低海带水解液的黏度，有

助于生物乙醇的后期发酵， 干海带经硫酸水解后所得到

的单糖最大含量可达到 31.53 % [4]。
本实验采用稀硫酸对海带进行预处理， 考察水解温

度、酸浓度、水解时间和底物浓度 4 个因素对预处理结果

的影响，并对预处理条件进行正交试验优化，最后对海带

稀酸水解液的乙醇发酵进行了初步研究。

1 材料与方法

1.1 材料、试剂及仪器
菌株：毕赤酵母(P.angophorae, ATCC22304)）购自美

国典型菌株保藏中心。
海带：购于当地市场，用去离子水重复洗 3 次，去除

表面的泥沙和盐分，放于 45℃烘箱热风烘干。 高速粉碎

机粉碎，过 100 目筛存放于容器中密封保存。
试剂：3,5-二硝基水杨酸、乙腈、甘露醇、葡萄糖、浓

硫酸、高碘酸钠、L-鼠李糖、乙酸铵、乙酰丙酮、冰醋酸均

为分析纯试剂。
仪器：安捷伦 6890N 气相色谱（美国安捷伦公司）、

真空旋转蒸发仪 （上海亚荣生化仪器厂）、循环水式多用

真空泵（郑州长城科工贸有限公司）、恒温摇床（上海智城

分析仪器制造有限公司）、中草药打粉机（天津市泰斯特

仪器有限公司）、UV-9100 紫外-可见分光光度计 （北京

瑞利分析仪器有限公司）、手提式不锈钢全自动蒸汽灭菌

锅 （上海申安医疗器械厂）、小型高速离心机 （SIGMA 德

国）、标准型 PH 计 PB-10 （sartorius 德国）、电热鼓风干

燥箱（上海实验仪器有限公司）、医用洁净工作台（苏州安

泰空气技术有限公司）。
YM 培养基：甘露醇 10 g/L、酵母浸粉 3 g/L、麦芽浸

粉 0.3 g/L、蛋白胨 5 g/L。
1.2 实验方法
1.2.1 酸水解单因素试验

稀硫酸在一定条件下能够有效水解海带多糖 （褐藻

糖胶、海带淀粉、褐藻胶）成为能够被微生物所利用的单

糖或者低聚糖，其中水解液主要以还原糖六碳糖为主。海

带水解液中的还原糖主要有：葡萄糖、半乳糖、葡糖醛酸、
木糖、甘露糖、岩藻糖，甘露醇不是还原糖但却是海带的

主要成分之一[5]。 通过前提试验测定水解液中甘露醇浓

度远远低于还原糖的浓度，以还原糖水解得率为指标，确

定水解的最佳条件。 分别以水解温度、水解时间、稀硫酸

浓度、底物浓度为考察因素进行单因素水解试验，通过分

析每个因素对试验的影响规律， 为确定最佳水解条件提

供依据。
在水解温度为 121℃，水解时间为 30 min，底物浓

度为 5 %的条件下，以酸浓度为考察因素做单因素试验。
称取 0.5 g 海带粉，放入 50 mL EP 管已经加入 10 mL 不

同浓度 1 %～5 % (v/v)的酸溶液中，待海带粉完全溶胀

后，放入高温灭菌锅中高温水解。水解完成后水解液经过

高速离心取上清液，用 DNS 法测还原糖的含量。
按照以上步骤，在以水解温度为 121 ℃，水解时间

为 30 min，酸浓度为 2 %（v/v）的条件下，取底物浓度为

2.5 %～12.5 %(w/v)做单因素试验；在水解温度为 121℃，
酸浓度 2 %，底物浓度 5 %的条件下，取水解时间 15～
75 min 做 单 因 素 试 验 ；在 水 解 时 间 为 30 min，酸 浓 度

2 %，底物浓度 5 %的条件下，取水解温度 100～121℃做

单因素试验。
1.2.2 水解条件的正交试验设计

根据单因素试验结果，选择水解时间、水解温度、酸

浓度、底物浓度 4 个因素和相应的 3 个水平值，以水解液

中的总还原糖得率为考核指标。 采用 L9（34）正交表对这

些因素进行正交试验， 影响因素和水平见表 1。

1.2.3 海带水解液的乙醇发酵

海带水解液按照最优水解条件水解后，用 NaOH 调

节 pH 值至 6.0～6.5，过滤海带残渣后，并真空浓缩水解

液。 挑取毕赤酵母单菌落于 YM 液体培养基中活化，在

温度 30℃，转速 150 r/mim 的摇床中培养 24 h。 待 OD600

达到 0.8～0.9，转接 3 %（v/v）的种子液于 250 mL 三角瓶

装有 150 mL 水解液加入 0.5 %的硫酸铵的发酵培养基

中， 置于 30 ℃恒温摇床中以转速 150 r/min 发 酵 培 养

84 h。在无菌条件下每 12 h 取样测菌种的生长趋势，发酵

液用转速为 12000 r/min 的高速离心机离心 10 min，上清

液保存于-20℃冰箱以备后期分析发酵过程中还原糖浓

度和乙醇产量的变化趋势。
1.2.4 还原糖和乙醇测定方法

总还原糖采用 3，5-二硝基水杨酸（DNS 法）测定[6]。
还原糖得率

＝还原糖浓度×0.9×稀释倍数×溶液体积
海带粉质量

×100 %

乙醇的测定按李自达等人的方法 [7]。 将待测样品溶

液与 10 %（v/v）乙腈溶液等体积充分混合后进行气相色

谱检测。 气相色谱型号： 安捷伦 6890N， 色谱柱型号：
52#ZB-WAXPLUSTM。检测条件：柱箱温度 100℃，检测
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器温度 325℃，进样口温度 250℃，高纯氮 28.7 mL/min，
氢 气 40 mL/min,空 气 450 mL/min,尾 吹 气 30.0 mL/min;

进样量 0.2 μL。 每个样品重复检测 3 次。
菌种生物量采用比浊法测定， 以蒸馏水作为空白对

照，每隔 12 h 取样稀释到合适倍数，用 UV-9100 紫外-
可见分光光度计在波长 600 nm 处测定其 OD600 值。

2 结果与分析

2.1 海带水解单因素试验
2.1.1 酸浓度对海带水解醪液还原糖浓度的影响

在温度、时间、底物浓度保持不变的情况下，水解液

中还原糖浓度随酸浓度呈先增大后减小的趋势 （见图

1）； 以 1 %稀硫酸处理海带粉后， 溶液中还原糖含量为

8.27 g/L；当酸浓度提高到 2 %时，海带提取液中还原 糖

浓度达到最大值为 9.31 g/L。 之后随着酸浓度的提高，
溶液中还原糖含量先是缓慢下降至 8.58 g/L（3 %（v/v）稀

硫酸处理），接着迅速降低；当酸浓度为 5 %时，海带处

理液中仅剩余 2.04 g/L 还原糖，不到 2 %稀硫酸处理时

糖浓度的四分之一。 可见，酸处理体系中硫酸浓度低于

2 %（v/v）时，有利于破坏褐藻细胞，降解海带多糖，但当

溶液中硫酸浓度高于 2 %（v/v）后，原先释放出的还原糖

被过量的硫酸氧化，造成了还原糖的焦化，直接导致了糖

浓度的下降。

2.1.2 水解时间对海带水解醪液还原糖浓度的影响

当酸处理时间为 15～60 min 时， 海带提取液中还

原糖含量呈逐步升高的趋势， 浓度从 8.15 g/L 上升至

12.05 g/L（图 3）；而处理 75 min 后，还 原 糖 浓 度 略 微 下

降至 11.69 g/L，原因可能是析出的还原糖在长时间高温

酸处理后被硫酸氧化或与溶液中其他物质发生反应而损

失。 可见，不是水解时间越长越有利于得到更多还原糖。
2.1.3 水解温度对海带水解醪液还原糖浓度的影响

图 3 是水解温度对海带水解醪液还原糖浓度的影响

结果。 在时间、硫酸浓度、底物浓度不变的情况下，随着

温度的提高，海带水解液中还原糖浓度呈均匀升高的趋

势，100℃下水解液中还原糖含量仅为 2.98 g/L；当酸水

解温度提高到 121℃时， 还原糖含量升至 10.14 g/L，为

100℃条件下的 3.4 倍。 可见，在较高的温度下酸水解海

带粉，可以更有效破坏藻体细胞，降解其中的海带多糖，
释放出更多的还原性单糖。

2.1.4 底物浓度对海带水解醪液还原糖浓度的影响

由图 4 可知，保持温度、时间、硫酸浓度不变，分别处

理初始底物浓度为 2.5 %、5 %、7.5 %、10 %、12.5 %（w/v）
的海带粉水提液后， 所得还原糖浓度对应为 4.83 g/L、
11.10 g/L、15.90 g/L、18 g/L 和 22.39 g/L，与相应的初始底

物浓度之比为 19.3 %、22.2 %、21.2 %、18 %和 17.91 %，
即 每 1 g 底 物 中 水 解 出 0.193 g、0.222 g、0.212 g、0.18 g

和 0.179 g 的还原糖。 可见，在这 5 个不同底物浓度处理

中，底物浓度为 5 %（w/v）的处理其还原糖得率最高，为

0.222 g 还原糖 /g 底物。 至于还原糖得率先随底物浓度

的升高而升高，当底物浓度高于 5 %（w/v）后却出 现 下

降的原因，可能与处理体系中底物浓度与硫酸浓度的比

值有关。 当溶液中底物浓度低于 5 %（w/v）时，硫 酸 过

图 1 酸浓度对预处理结果的影响

图 2 水解时间对预处理结果的影响

图 4 底物浓度对预处理结果的影响

图 3 水解温度对预处理结果的影响
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量， 氧化了部分还原糖； 而当底物浓度高于 5 %（w/v）
时，硫 酸 不 足，藻 体 细 胞 破 碎 不 充 分，剩 余 有 较 多 未 水

解的海带多糖。
2.2 正交试验优化海带的水解条件

表 2 为海带酸水解条件优化的结果， 还原糖得率平

均范围为 10 %～20.43 %； 通过分析正交试验极值 R 的

大小，4 个因素对还原糖得率的影响程度从大到小依次

为：水解时间＞酸浓度＞底物浓度＞温度；并推算出水解

的最佳方案为：水解时间 60 min、酸浓度 3 %、底物浓度

10 %、水解温度 121℃；正交试验是针对还原糖得率进

行的，为了有益于后期水解液发酵生产乙醇,需要对水解

条件进行进一步修正。 虽然酸浓度的增加有利于底物的

水解，但从酸浓度的单因素实验得知，过高的酸浓度将

加剧水解液中的化学反应，生成 5-羟甲基糠醛、甲酸以

及乙酸，这些水解副产物会对后期发酵乙醇产生严重的

抑制作用；从底物浓度的单因素实验中可知，底物浓度

为 5 %时，每 1 g 海带水解出的还原糖量最大。 因此，综

合考虑还原糖得率、抑制物及成本等因素，本实验选择酸

浓度 2 %、水解时间 60 min、水解温度 121℃、底物浓度

5 %为海带酸水解的最适宜条件， 并进一步通过实验验

证，结果还原糖得率为 22.7 %±0.27 %，大于正交试验中

还原糖得率的最高值（20.43 %）。

2.3 海带水解液的乙醇发酵
图 5 是 0～84 h 内， 毕赤酵母发酵海带提取液过程

中，生物量、还原糖浓度和乙醇浓度的变化情况。 发酵初

期的 0～12 h，还原糖浓度从 9.13 g/L 下降至 6.87 g/L；12

h 时，溶液中乙醇浓度为 0.65 g/L，毕赤酵母细胞浓度为

1.7×107 cells/mL。这说明发酵 12 h 时，毕赤酵母已经进入

了对数生长期，此时溶液中氧含量显著减少，二氧化碳浓

度迅速升高，细胞呼吸作用增强，酵母细胞转入了厌氧条

件下的乙醇代谢阶段。
12～24 h 时，进入对数生长期的毕赤酵母，快速消耗

还原糖积累生物质的同时以较快速率产生乙醇。 此阶段

毕赤酵母的生长速率和还原糖消耗速率分别为 0.46×107

cells/mL·h 和 0.126 g/L·h；至 24 h 时，乙醇浓度 达 到 最

大值 1.58 g/L，还原糖浓度为 5.32 g/L，相应的乙醇转换

率最高可达 0.415 g 乙醇 /g 还原糖。
24～60 h，毕赤酵母仍处于生长对数期，但生长速率

已放缓至 0.16×107 cells/mL·h，至 60 h 时，细胞浓度达到

最大，为 1.31×108 cells/mL。与此同时，还原糖浓度稳定在

5.32 g/L，保持不变，乙醇浓度却出现了逐步下降的趋势。
究其原因，可能是溶液中氮源不足，碳氮比过高，阻碍了

毕赤酵母对还原糖的利用， 致使其转而消耗乙醇进行细

胞增殖， 说明海带中所含氮源不足以满足毕赤酵生长及

产乙醇的需要。
60～84 h，毕赤酵母进入了生长稳定期，细胞浓度维

持在 1.19×108 cells/mL 左右， 还原糖浓度为 5.32 g/L，仍

保持不变，而乙醇则被消耗殆尽。
总的来说，毕赤酵母在发酵海带提取液过程中，显示

了较强的利用还原糖产乙醇的能力：发酵 24 h 时，最高

乙醇转化率为 0.415 g 乙醇 /g 还原糖。

3 结论

通过单因素实验和正交试验确定了酸水解海带的最

佳条件为：底物浓度 5 %（w/v）、硫酸浓度 2 %（v/v），温度

121℃，时间 60 min。 毕赤酵母可以发酵海带水解液产乙

醇，在 24 h 时乙醇的最大浓度达到 1.58 g/L，相应的乙醇

转化率达到 0.415 g 乙醇 /g 还原糖， 本实验结果是理论

转化率的 81.3 %。 本实验在以海带为原料生产生物燃料

乙醇方面进行了初步探索研究， 为我国利用褐藻生物质

乙醇能源的开发和利用奠定一定的基础。
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泸州老窖专利总量居全国白酒业第一

本刊讯：据《糖酒快讯 -白酒》报道，据国家知识产权局对外公开发布的 2012年白酒行业专利申请数据统计
显示，四川泸州老窖以 95项发明申请和实用新型专利总量排名白酒行业榜首，在借助现代科学技术成果提升白
酒附加价值和保障白酒产品质量的道路上，走在了行业的最前端。
泸州老窖源远流长，是中国浓香型白酒的发源地，以众多独特优势在中国酒业独树一帜。拥有我国建造最早

(始建于公元 1573年)、连续使用时间最长、保护最完整的 1573国宝窖池群，1996年 12月经国务院批准为行业
首家全国重点文物保护单位，2006年被国家文物局列入“世界文化遗产预备名录”，2012年再次入选《中国世界
文化遗产预备名单》。“泸州老窖酒传统酿制技艺”作为川酒和我国浓香型白酒的唯一代表，于 2006年 5月入选
首批“国家级非物质文化遗产名录”，使泸州老窖成为行业首家拥有“双国宝”的企业。泸州老窖特曲是中国最古
老的四大名酒，1915年获巴拿马太平洋万国博览会金奖，1952年在中国首届评酒会上被国家确定为浓香型白酒
的典型代表，是唯一蝉联五届“中国名酒”称号的浓香型白酒。其“泸州”牌注册商标是中国首届十大驰名商标。
“国窖”牌商标在 2006年获得白酒类唯一的国家“驰名商标”。“泸州老酒坊”商标又在 2008年获得国家驰名商
标。泸州老窖是行业内唯一荣获三枚中国驰名商标的企业。（小小荐）

来源：糖酒快讯-白酒 2013-02-18
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