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摘 要： 为了提高白酒生产中废弃物的资源化利用效率，探讨了利用固定化酵母实现丢糟降解液连续发酵生产乙

醇的工艺。采用固定化的 LR3.1300 酵母菌株（Saccharomyces sp）进行丢糟降解液的批次和连续乙醇发酵试验。批次

发酵试验结果显示，固定化酵母在白酒糟降解液与葡萄糖混合液中发酵的底物利用和产酒效率都较高。在固定化酵

母连续发酵中，当固定化酵母液为 60 mL，降解糖液进料速度为 15 mL/h 时，还原糖利用率为 83.7 %，流出液酒精度

达到了 3.97 %vol，乙醇发酵的效率与前期的游离酵母发酵相比提高了 43 %。
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Abstract：To enhance the utilization efficiency of the byproduct from liquor production, the application of immobilized yeast to achieve continu-
ous ethanol fermentation from the hydrolyzate of spent grains was investigated. Immobilized yeast strain1300 （Saccharomyces sp.）was used in
batch and continuous ethanol fermentation from the hydrolyzate of spent grains. The batch fermentation results showed that both substrate utility
and ethanol productivity were higher when diluted hydrolyzate of spent grains mixed with glucose solution was used as the medium. In continuous
fermentation with immobilized yeast, in conditions of 60 mL of immobilized yeast and 15 mL/h of inflow rate, the utility of reducing sugar was
83.7 %, ethanol concentration in the effluent was 3.97 %vol, and ethanol productivity was 43 % higher compared with that by free yeast fermenta-
tion in our previous study.
Key words: spent grains; immobilized yeast; ethanol fermentation; continuous fermentation

我国传统白酒独特的固态发酵生产方式伴随着大量

丢糟的产生。 据估计，每年丢弃的酒糟量在 1500～2000
万 t [1]，这些废弃资源到目前为止尚未得到充分有效的利

用。另一方面，能源危机对于高效新型能源的开拓提出了

迫切要求， 以木质纤维素为原料的生物乙醇生产是新型

能源重要获取途径之一[2]。
在木质纤维素降解液的乙醇发酵生产中， 高效发酵

菌剂开发是一个重要方面[3]。 固定化细胞技术是采用物

理或化学手段，将游离细胞固定在一个有限空间内，使之

保持催化活性，以实现反复使用。固定化的细胞能持续增

殖、休眠、衰亡，但是它的酶活性得以保持，并且因为被固

定之后细胞密度提高， 反应速度变得更快。 产物容易分

离，能实现连续操作，耐毒害能力加强，可大大提高生产

力[4]。 本论文探讨了将高效酵母细胞固定化，用于提高丢

糟酸降解液酒精发酵效率的可行性。

1 材料与方法

1.1 菌种

四川大学酿造与食品生物技术实验室保存的 LR3.
1300 酵母（Saccharomyces, sp）。 通过 2 %YPD 斜面培养

基（含 11 %乙醇）保持其遗传稳定性。 在 YPD 试管斜面

(葡萄糖 2 %，蛋白胨 2 %，酵母膏 1 %，琼脂 2 %)上分别

接种 1 环菌种 LR3.1300，28℃活化 1 d。 以 1 饵 /100 mL
的接种量将新鲜酵母菌苔接入 10 莓Birx 的米曲汁 （米曲

汁制备根据文献[5]）中，28℃静置培养 1～2 d。 每天摇晃

1～3 次，当有正常酿造香，发酵液变浑浊，酵母活菌数达

到 108 个 /mL 以上，镜检酵母细胞健壮整齐，出芽率 15 %
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图 1 固定化酵母连续发酵自制装置图

～30 %、无杂菌污染时，即可用于酵母固定化操作。
1.2 酵母菌细胞固定化

将经过 30 min 的紫外杀菌后的海藻酸钠溶于适量

无菌水中，以 1∶10 比例将增殖后的酵母菌液与海藻酸钠

溶液混合,搅拌均匀。 使用 5 mL 的医用注射器吸取海藻

酸钠-酵母菌悬液， 以恒定速度滴到盛有 10 %的氯化钙

溶液中。将微囊胶珠转移到含有氯化钙溶液的三角瓶中，
于 4℃下静置 24 h 备用。
1.3 丢糟降解液的固定化酵母发酵

以四川全兴酒厂提供的新鲜丢糟为原料, 参照本实

验室前期试验结果[5]制备丢糟降解液。 将丢糟烘干、浓硫

酸降解后, 以氧化钙中和、 过滤、 浓缩至还原糖浓度为

7.15 %。 用于固定化酵母乙醇发酵实验。
固定化酵母批次发酵： 参考前期丢糟降解液乙醇发

酵试验的结果 [5]，在固定化酵母批次发酵中设计两组不

同的发酵培养基试验：试验组一采用丢糟降解液原液(还
原糖浓度为 7.15 %）； 试验组二采用丢糟降解液与葡萄

糖的混合液， 将降解原液稀释 1 倍后补加葡萄糖至还原

糖浓度为 7.15 %。 发酵培养基用硫酸调 pH3.5～4.5，加

入 1600 U/mL 青霉素钠抑菌。 将 100 mL 发酵培养基加

入 500 mL 三角瓶中，加入 10 mL 固定化酵母菌液，以保

鲜膜封口。 在 28℃下进行批次发酵，每 24 h 称重并取样

分析测定。
固定化酵母连续发酵： 采用丢糟降解液和葡萄糖的

混合液 (降解糖液稀释 1 倍后补加葡萄糖至还原糖浓度

为 7.15 %)作为发酵培养基 ,用硫酸调 pH3.5～4.5，加入

1600 U/mL 的青霉素钠抑菌。 采用自制连续发酵装置进

行试验（图 1，发酵罐为 500 mL 塑料化学试剂瓶改制，将

玻璃管插入塑料试剂瓶并将接口密封），将 500 mL 发酵

培养基装到原料罐（1 L 三角瓶）中，通过恒流泵调节进

料流速进入连续发酵罐。 以保鲜膜封口的 500 mL 烧杯

接收发酵流出液。 连续发酵罐中初始发酵培养基体积

400 mL，加入固定化酵母菌液 60 mL。 在 28℃下封闭发

酵 24 h，随后开启恒流泵进行连续发酵。设置两组不同的

进料流速进行试验：试验组一进料流速为 20 mL/h；试验

组二进料流速为 15 mL/h。 每 24 h 取样分析测定。
1.4 分析测定

产气量根据电子天平称量的连续发酵罐重量变化计

算；还原糖采用斐林试剂法测定；木糖采用间苯三酚法测

定 [6]；酒精度采用重铬酸钾法测定 [7]；微囊酵母菌细胞数

测定根据文献 [8]；固定化连续发酵中游离酵母采用血球

计数板计数；pH 用精密酸度计测定。 还原糖、 木糖利用

率、产酒率及乙醇发酵效率计算如下：
还原糖利用率（%）=（还原糖初始浓度-还原糖终浓

度）/ 还原糖初始浓度

木糖利用率（%）=（木糖初始浓度-木糖终浓度）/ 木

糖初始浓度

产酒率（%）= 实际产酒量 / 理论产酒量

乙醇发酵效率（g/mL·h）= 发酵液中的乙醇浓度 / 发

酵时间

2 结果与讨论

2.1 采用固定化酵母的丢糟降解液乙醇批次发酵

固定化酵母用于丢糟降解液批次乙醇发酵过程的动

态测定结果见图 2。 混合液的产气速度快于降解原液（图

2A），其还原糖的利用速度也明显较快（图 2B），这与本

课题组前期使用游离的 1300 酵母细胞发酵丢糟降解液

试验中的情况类似[5]。 分析其原因可能有两方面，一是混

合液中的葡萄糖含量相对高于降解原液， 而酵母利用葡

萄糖的效率较高；二是混合液由于经过稀释，其中的发酵

抑制因子浓度降低。
由图 2C 可见， 两组试验培养基中的木糖浓度在第

一天都有明显降低，然后无明显变化；降解液原液中的木

糖起始浓度和终浓度都较高， 但木糖浓度降低幅度高于

混合液。 这表明，固定化的 1300 酵母细胞对木糖能有限

地利用， 其利用程度可能与培养基中木糖的起始浓度有

一定关系。固定化酵母微囊细胞数的测定结果（图 2D）显

示，采用混合液发酵过程后期的微囊细胞数量略高，但差

异不明显。
此外，两组批次发酵试验过程中，pH 值无明显变化，

基本维持在 3.5 左右（详细数据略）。 酒精测定结果显示，
采用丢糟降解液发酵的最终酒精度为 2.89 %vol（产酒率

为 76.4 %）； 采用混合液发酵的最终酒精度为 3.01 %vol
（产酒率为 84.3 %）。

综上， 采用降解液与葡萄糖混合液的乙醇发酵效果

更好，这与前期使用游离 1300 酵母的发酵试验的结果类

似[5]。 因此，使用混合液作为发酵培养基进行后续的固定

化酵母连续发酵研究。
2.2 丢糟降解液的固定化酵母连续发酵

在固定化酵母用于丢糟降解液连续乙醇发酵试验

中， 采用 15 mL/h 和 20 mL/h 进料流速的还原糖浓度、
酒精浓度、 微囊细胞数及游离细胞数的动态变化趋势

基本相同（图 3）。 在第一天的封闭发酵阶段，还原糖迅
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注：▲-降解液原液；△-降解液与葡萄糖混合液；产气量（A）、还原

糖浓度（B）、木糖浓度（C）、微囊细胞数（D）

图 2 固定化酵母用于丢糟降解液批次乙醇发酵过程动态变化

速消耗殆尽，酒精浓度提高到 3.5 %vol 左右（图 3A、图

3B）。 在随后的连续进料阶段，还原糖浓度缓慢回升至

1 mg/100 mL 左右，酒精浓度变化不大。 总的来看，进料

流速为 15 mL/h 的连续发酵其最终还原糖浓度较低而酒

精浓度略高， 原因可能是较慢的进料流速有利于降解液

与固定化酵母细胞的充分接触。
由图 3C、图 3D 可以看出，微囊细胞数经过第一天

的封闭发酵，增加了约 4×106/ 微囊，在随后的连续发酵

阶段变化不大；游离细胞数在前两天迅速增加，然后缓慢

下降。 这表明，第一天的封闭发酵阶段，微囊内外的酵母

都得以大量增殖，随后由于连续进、出料开始，游离酵母

逐渐被洗出。由于微囊酵母数基本保持稳定，证明在连续

发酵过程中微囊未出现破损情况。
两组试验过程中 pH 值都没有太大变化， 基本维持

在 pH3.5 左右（详细结果略）。
在固定化 1300 酵母连续发酵中，当固定化酵母液为

60 mL，降解糖液进料速度为 15 mL/h 时，流出液酒精度

达到 3.97 % vol，还原糖利用率为 83.7 %。
与前期酵母 1300 的降解液发酵试验结果相比 [5]，固

定化酵母连续发酵的酒精度要略低，而还原糖浓度较高，
显示其发酵相对不够彻底。但是计算结果显示，固定化酵

母连续发酵效率是 1 g/mL·h；而未固定化的酵母发酵效

注：▲-进料流速 20 mL/h；△-进料流速 15 mL/h；还原糖浓度（A）、
酒精浓度（B）、微囊细胞数（C）、游离细胞数（D）

图 3 固定化酵母用于丢糟降解液连续乙醇发酵过程动态变化
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率则为 0.7 g/mL·h。 与未固定化酵母相比，固定化酵母的

发酵效率提高了 43 %。

3 结论

3.1 在海藻酸钠包埋固定化酵母 1300 的乙醇发酵中，
使用丢糟降解液与葡萄糖的混合溶液作为发酵培养基，
比使用降解液原液具有更高的底物利用和产酒效率。
3.2 与游离的 1300 酵母相比， 使用固定化酵母的丢糟

降解液连续乙醇发酵效率有显著提高。
3.3 在使用固定化酵母的丢糟降解液连续发酵中，当固

定化酵母液为 60 mL，降解糖液进料速度为 15 mL/h 时，
流出液酒精度达到 3.97 %vol，还原糖利用率为 83.7 %。
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双沟酒业获全国“安康杯”竞赛优胜企业称号

本刊讯：近日，江苏省宿迁市总工会常务副主席王勇等领导到江苏双沟酒业公司调研了解生产情况，对双沟酒业公司在全国安康杯劳动

竞赛活动中所取得的优异成绩给予了表彰，并现场将全国安康杯优胜企业匾额授予公司。
自双沟洋河联合组建苏酒集团以来，在新的运营体制下，双沟酒业的宣传力度不断加大，市场开拓能力不断增强，取得了令同行业瞩目的

业绩，企业呈现出强劲的发展势头。快速发展的同时，公司把安全生产放在了首位，坚持软、硬件“两手抓”的指导思想，积极开展平安企业创建

工作。
工作中成立了以董事长为组长的“平安企业”创建工作领导小组，加强对创建工作的领导。制订了《江苏双沟酒业股份有限公司社会治安

综合治理创建“平安企业”实施方案》，把创建方案融入到公司《安全生产管理办法》、《治安保卫处罚规定》、《治安管理办法》、《消防安全管理规

定》、《调解组织规则》等企业内部管理规则之中，把创建目标和任务分解到各个处室和车间，并通过月检查、季考核、年评比等形式，对基层创

建工作实行监督，有效地推动了创建工作的深入开展。
不断完善制度的同时，公司加强了硬件建设，先后投资百万元安装了先进的电视监控系统，为治安保卫人员配备了对讲机、警车、消防车

等制防执勤器械及车辆，形成了人防、技防、设施防、制度防等四位一体的防范体系，实现了对生产区、办公区、外围区、宿舍区等区域全方位、
全覆盖、无死角的监控，彻底消除了治安、消防隐患，改变了厂区的环境，使公司成为无刑事案件、无治安案件、无火灾事件的“三无”企业，公司

已连续 15 年无安全生产事故，企业先后被评为“市十佳安全文明企业”、市级“平安企业”和江苏省“平安企业”。(王昆)
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