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摘 要： 生淀粉分解酶的酶用量、料水比、酵母接种量、发酵时间是生淀粉直接发酵生产酒精的

4大主要影响因素。通过单因素试验、正交试验，得出生淀粉直接发酵生产酒精的最佳发酵条件

为：生淀粉分解酶的酶用量为 30 u/g原料，料水比为 1*4.5，酵母接种量为 5 % ，发酵时间为 4 d；发
酵生淀粉，发酵成熟醪酒分为 7.04 % （v/v），发酵率为 78.38 % 。
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04#*%$&*：The uselevelofdecomposingenzyme ，theratioofstarchand water，yeastinoculationquantity，and fermenta-
tiontimewere thefourmajorfactorsinfluencingalcoholproductionby directfermentationofraw starch.The bestfermen-

tationconditionswere summed up throughsinglefactortestsand orthogonaltestsasfollows：theuselevelofdecomposing

enzyme as30 u/g，theratioofstarchand wateras1*4.5，yeastinoculationquantityas5 % ，and 4 d fermentationtime.The
alcoholcontentofmaturedmash was 7.04 % （v/v）and thefermentingratewas 78.38 % .（Tran.by YUE Yang）

9"5 6(%/#：raw starch；fermentationconditions；alcohol；decomposingenzyme

以淀粉质为原料发酵生产酒精的传统工艺，必须先

通过高温高压蒸煮，使淀粉糊化，然后再进行糖化发酵，

蒸煮和蒸馏过程需要消耗大量的能源，仅蒸煮的能耗就

占了全部酒精发酵能耗的 30 % ,40 % ，因此开发新的酒
精发酵生产工艺，进行无蒸煮发酵，不但可以节省这部

分能耗，而且还可以节约冷却水，减少投资，提高生产

力，并减轻后处理的压力，这样就可以大大降低生产成

本，收到明显的经济效益。国内外已有很多关于生淀粉

酒精发酵方面的报道，但由于生淀粉分解酶用量过大，

严重制约了生淀粉酒精发酵的工业化生产。

本课题组分离到多株产生淀粉分解酶能力较高的

根霉[1]，其中一株根霉能较好地与饲料酵母共同发酵生

木薯渣生产单细胞蛋白[2]。该菌能与酒精酵母共同发酵

生木薯淀粉产酒精，本文报道影响该菌与酒精酵母共同

发酵生淀粉产酒精的主要因素，以期为将该菌应用于生

淀粉产酒精的发酵生产打下基础。

1 材料与方法

1.1 材料

菌种：根霉 !"#$%&’( (&.2，由本课题组分离筛选并
保藏[1］。酒精酵母 xy-3，由本课题组分离筛选并保藏。

生木薯粉：淀粉含量为 67.5 % ，市售商品。

1.2 培养基

根霉生淀粉分解酶酶曲培养基：木薯渣 11.9 g，花

生饼粉 2.4 g，尿素 0.3 g，MgSO 4 0.2 g，KH 2PO 4 0.2 g，自

来水 18 mL ，pH 4.5。

酵母培养基为：葡萄糖 5 g，酵母膏 0.5 g，蛋白胨

0.5 g，硫酸镁 0.05 g，水 100 mL ，pH 自然。

生淀粉酒精发酵的培养基为：生木薯粉若干，尿素

0.4 g，磷酸 0.4 mL ，自来水 200 mL ，pH 4.0。
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1.3 根霉生淀粉分解酶酶曲制备

将根霉 !"#$%&’( sp.2 孢子接种于根霉生淀粉分解
酶酶曲培养基中，于 30 .恒温培养箱中培养 24 h，此时
培养基中已长满菌丝，扣瓶翻曲，继续培养至 72 h，即得

到生淀粉分解酶酶曲。

1.4 酵母培养

将酒精酵母 xy-3接种于酵母培养基中，于 30.恒
温摇床中 160 r/min培养 18 h。

1.5 生木薯淀粉酒精发酵

将一定量的酵母培养液和生淀粉分解酶酶曲加入

到生淀粉酒精发酵培养基中，30 .培养箱静止发酵，不
时震荡，使酶与底物充分接触，发酵结束后，测定发酵液

的酒精浓度。

1.6 生淀粉分解酶活力测定

生淀粉分解酶活力测定[1]。酶活力单位定义：在 pH

3.6，40.条件下，1 h 释放 1 mg 还原糖（以葡萄糖计）所
需的酶量为一个酶活力单位。

1.7 酒精浓度测定

取 100 mL 发酵液于蒸馏瓶中，加 100 mL 蒸馏水，

蒸馏出 100 mL 溶液，用酒精比重计测定溶液中的酒精

浓度，用温度计测定酒液的温度，并将观测酒度换算为

20.时的酒度。
1.8 发酵率计算

发酵率计算[3]。

2 结果与讨论

2.1 酶用量对发酵的影响

按不同的酶量进行生淀粉酒精发酵试验，每瓶加

45 g 木薯粉，水 200 mL ，尿素 0.4 g，磷酸 0.4 mL ，调 pH

4.0，加入一定量的酶曲，接种 10 mL 酵母液，30 .培养
箱中静止发酵 3 d 后，测定发酵液的酒精含量，计算发

酵率，结果见图 1。

如图 1 所示，加酶量在 30/35 u/g原料时较合适，此
时的发酵率较高，酶用量在 30 u/g原料以下时发酵率偏

低，超过 35 u/g原料时发酵率有下降趋势，说明酶用量

不是越多越好。这是由于生料发酵时，糖化和发酵同时

进行，若酶用量太少，则会导致淀粉糖化速度慢或糖化

不完全，不利于发酵；若酶用量太多，则糖化速度大于发

酵速度，过剩的葡萄糖有利于杂菌的生长，从而降低发

酵率。另外，反应液中葡萄糖的浓度过高时，酶的活性会

显著降低[4]。

2.2 料水比对发酵的影响

每个发酵瓶中加入木薯粉 45 g，尿素 0.4 g，磷酸

0.4 mL ，调 pH4 .0，酶用量 35 u/g原料，接种 10 mL 酵母

液，加入不同量的水，30.培养箱中静止发酵 3 d 后，测
定发酵液的酒精含量，计算发酵率，结果见图 2。

由图 2 可见，料水比为 104.5 时，生淀粉酒精发酵的
发酵率最高，太浓或太稀都会影响酒精的产量。这是由

于生料发酵时，要求生淀粉分解酶以一定的浓度与物料

充分接触，发酵液中的各种生化反应也要求在水中进

行，水量过小，则反应缓慢，水量过多会稀释酶的浓度，

而且增加了蒸馏的成本。对不同原料其最适加水量是不

同的，本试验得出木薯粉的合适加水量为 104.5。
2.3 酵母接种量对发酵的影响

每个发酵瓶中加入木薯粉 45 g，尿素 0.4 g，磷酸

0.4 mL ，水 200 mL ，调 pH 4.0，酶用量 35 u/g原料，酵母

接种量分别为 2 % ，5 % ，10 % ，15 % 和 20 % ，30 .培养
箱中静止发酵 3 d 后，测定发酵液的酒精含量，计算发

酵率，结果见图 3。

由图 3 可知，酵母接种量为 5 % 时发酵率最大，但

不同酵母接种量的发酵率差别不大，说明酵母接种量对

发酵的影响不大。随着接种量的加大，发酵率成下降趋

势，也说明不是接种量越大发酵率越大。这是因为生料

发酵时，糖化和发酵同时进行，若接种量过大，由于糖化

图 1 发酵液发酵率

图 2 发酵液发酵率
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图 3 发酵液发酵率
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速度跟不上发酵速度，酵母则因为营养的缺乏而过早衰

老，从而影响酒精发酵。

2.4 发酵时间对发酵的影响

每个发酵瓶中加入木薯粉 45 g，尿素 0.4 g，磷酸

0.4 mL ，水 200 mL ，调 pH 4.0，酶用量 35 u/g原料，酵母

接种量 10 mL ，30!培养箱中静止发酵，发酵时间分别
为 1 d，2 d，3 d，4 d 和 5 d，发酵结束后测定发酵液的酒

精含量，计算发酵率，结果见图 4。

如图 4 所示，随着发酵时间的延长，其发酵率增大，

第 4 天达到最大值，4 d 后发酵率开始下降。

2.5 生木薯淀粉酒精发酵条件的正交实验优化

在完成酶曲用量、料水比、酵母接种量、发酵时间 4

个单因素的试验后，各因素取 3 个水平作 L9(34)正交实

验。每瓶加入淀粉 45 g，尿素 0.4 g，磷酸 0.4 mL ，按表 1

加入酶曲、水，调 pH 4.0，接入酵母液，30 !培养箱中静
止发酵，测定发酵液的酒精含量，计算发酵率。

由表 1 中 4 个因素各个水平的发酵率平均值 K 和

极差 R 可判断 4 个因素对生淀粉酒精发酵的影响为：发

酵时间"酵母接种量"料水比"酶用量。极差越大说明此
因素的影响越大，K 值最大的水平即为该因素的最佳水

平；极差越小，说明各水平影响不大。由正交实验结果可

得出生淀粉酒精发酵的最佳条件为：酶曲用量为 30 u/g

淀粉，料水比 1#4.5，酵母接种量 5 % ，发酵时间 4 d。

3 结论

按最佳发酵条件（酶曲用量 30 u/g淀粉，料水比 1#
4.5，酵母接种量 5 % ，发酵时间 4 d）做扩大实验。加入木

薯粉 400 g，尿素 4 g，磷酸 4 mL ，水 2000 mL ，调 pH 4.0，

酶用量 30 u/g淀粉，接入酵母液 100 mL ，30!静止发酵
4 d 后，测定发酵液的酒精含量，并计算发酵率，结果发

酵率为 78.38 % 。由此可知，发酵条件优化后，发酵率明

显高于前单因素实验的发酵率。
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图 4 发酵液发酵率
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1 20 3.5 2 2 50.04 
2 20 4.5 5 3 65.38 
3 20 5.5 10 4 72.08 
4 30 3.5 5 4 71.35 
5 30 4.5 10 2 60.62 
6 30 5.5 2 3 68.45 
7 40 3.5 10 3 67.89 
8 40 4.5 2 4 65.17 
9 40 5.5 5 2 66.45 
K1 62.50 63.09 61.22 59.04  
K2 66.81 63.72 67.73 67.24  
K3 66.50 68.99 66.86 69.53  
R 4.31 5.90 6.51 10.49  
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