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摘 要： 以木薯淀粉为原料，以筛选到的耐高温酵母为菌种，进行高温浓醪发酵酒精工艺条件的研究。经单因素、
正交实验，得到最佳工艺为：按 1∶2 的料水比，经液化糖化后，冷却到 37℃，调 pH 为 4.0，加入 0.10 %尿素，接种量为

5 % ，发酵 64 h，最高酒度可达 15.54 %vol。
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Abstract: The technical conditions of high-temperature and high-gravity ethanol fermentation of cassava starch with the screened high-tempera-
ture resistance yeast as microbial species were investigated. And the optimum technical conditions were determined as follows through single fac-
tor test and orthogonal test: the ratio of raw materials to water was 1∶2, then after liquefaction and saccharification, the broth was cooled down to
37℃ and its pH value adjusted to 4.0, then 0.10 % urea added and the inoculation quantitiy was 5 %, then after 64 h fermentation, the highest al-
cohol content could reach up to 15.54 %vol.
Key words: ethanol; high-gravity mash fermentation; high temperature resistance; cassava starch

基金项目：国家科技支撑计划课题（2007BAD75B05）；国际科技合作项目（2008DFA30710）；桂科院研（0701）。
收稿日期：2009－06－15
作者简介：陆雁（1983-），女，广西人，实习研究员，主要从事微生物生物技术方面的研究。

通讯作者：王青艳，Email：wqy0106747@sina.com。

木薯是热带和亚热带广泛种植的粮食和经济作物，
耐旱、耐病、耐水，适应性很强，对土质要求不高。 我国南

方盛产木薯，产量高，淀粉含量高，鲜木薯的淀粉含量为

25 %～30 %，干淀粉含量达 75 %，被誉为“淀粉之王”[1]，
是不与粮食争地的很有发展前途的酒精生产原料。

目前， 大多数木薯酒精生产中所采用的菌种和生产

工艺都是玉米、 小麦等淀粉原料发酵中运用较成熟的菌

种和工艺,而木薯淀粉与玉米、小麦等淀粉原料有着较大

差别。 因此,高产酒精木薯专用酵母的选育和发酵工艺的

改进是实现木薯酒精高温浓醪发酵工业的关键。 我国工

业用酒精发酵的传统菌种为酿酒酵母及其变种， 其发酵

温度通常在 28～35℃,最高很难超过 36℃。 而酵母发酵

是放热过程，发酵温度可达 37℃左右，尤其在我国南方，
年平均气温为 29℃，旱季高达 40℃，需要消耗大量的冷

却水，这就大大增加了生产成本[2]。 采用高温浓醪发酵不

仅可以加快生产速度，缩短发酵周期，而且能节约能源，
降低综合成本，提高设备的利用率。 但浓醪发酵时，酵母

的产酒能力对温度很敏感，当温度较低时，酵母发酵能力

随温度上升而升高，产酒速度加快，温度过高时，酵母发

酵酶系活力出现钝化，产酒精能力下降。由于高温增加了

酒精对酵母的毒性， 要求在浓醪发酵时选择耐高温酵母

菌株来提高酵母的耐性[3]。
本实验室筛选到一株耐高温高产酒精酵母野生菌，

于 37℃条件下能正常生长，并适用于木薯淀粉浓醪发酵

酒精。 前期已通过试验确定了木薯淀粉的液化和糖化条

件， 本实验在此基础上对影响木薯酒精发酵的几个主要

因素进行摇瓶实验研究， 为下一步工艺的改进和扩大实

验提供参考。 我国传统工艺酒精产率为 9.5 %～10.5 %，
落后于酒精生产技术先进国家酒精产率 11 %～13 %的

水平。

1 材料与方法

1.1 材料
菌种：本实验室筛选所得 YTJ。
木薯淀粉： 由广西新天德公司提供的带皮木薯干粉

碎而成的木薯淀粉。
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耐高温 α-淀粉酶，糖化酶：诺维信公司生产。
1.2 培养基

YPD 液 体 培 养 基（100 mL）：葡 萄 糖 2 g ，蛋 白 胨

2 g，酵母粉 1 g，自来水。
YPD 固体培养基（100 mL）：于液体培养基中加入琼

脂 1.5 g。
1.3 方法
1.3.1 生长曲线的测定

取一环活化好的菌种接于 5 mL 液体 YPD 培养基，
37℃、160 r/min 摇床培养 16 h， 取 1 mL 转接到 250 mL
新鲜液体 YPD 培养基，37℃、160 r/min 摇床培养 24 h，
每隔 2 h 取样，以未接种的新鲜液体培养基为对照，测定

不同培养时间下，菌悬液于可见光 OD600 值，绘制生长曲

线图。
1.3.2 耐高温浓醪酒精发酵条件的单因素优化实验

1.3.2.1 不同接种量和发酵温度的确定

对不同接种量：1 %、3 %、5 %、7 %和 10 %， 不同发

酵温度：30℃、37℃和 40℃进行优化。
1.3.2.2 无机盐离子的影响

对发酵醪液中尿素不同终浓度：0、0.01 %、0.04 %、
0.07 %和 0.1 %， 磷 酸：0、0.004 %、0.011 %、0.018 %及

0.025 %进行优化，定时取样，测酒度、残还原糖及残总糖

含量。
1.3.3 耐高温浓醪酒精发酵条件的正交优化实验

根据单因素实验确定对发酵影响最大的 4 个因素，
并对这些因素做正交试验，确定最佳的发酵工艺条件。发

酵工艺条件正交试验因素水平设计见表 1。

1.3.4 酒精含量、还原糖及残总糖的测定

1.3.4.1 酒精含量

取 1.5 mL 发酵醪液离心，取上清液与 10 %乙腈 1∶1
（v/v）混合，气相色谱法测定酒精含量。
1.3.4.2 还原糖、残总糖测定

还 原 糖：取 1 mL 发 酵 结 束 的 醪 液 离 心，取 上 清 液

50 μL，加入 450 μL 蒸馏水，375 μL DNS，混匀，沸水浴

5 min，冷却，可见分光光度法测定 OD540。 空白用蒸馏水

代替发酵醪液，其他条件不变。 残总糖：先用 20 %盐酸

10 mL 彻底酸解发酵醪液，再按还原糖测定法测定。

2 结果与分析

2.1 菌种生长曲线图

图 1 为菌种 YTJ 于 37℃条件下的生长曲线。由图 1
可知，菌种在 37℃、160 r/min 培养条件下，耐温性能好，
生长迅速，接种后的前 10 h 菌体生长缓慢，处在滞后期，
之后生物量急剧增加， 对数生长中期在 14 h 左右，20 h
后达到对数生长末期，通过镜检发现，对数生长期的菌体

生长一致，代谢旺盛。
2.2 不同接种量和发酵温度的优化结果

接种量对木薯淀粉发酵酒精有一定的影响， 其结果

见表 2。 木薯淀粉发酵酒精过程不同发酵温度对发酵结

果的影响见表 3。

表 2 结果表明，酵母接种量少，发酵醪初始的酵母浓

度低，菌体都处于生长繁殖期，发酵能力低，导致发酵时

间延长， 而且由于酵母较长时间不能在醪液中占绝对优

势，容易引起杂菌污染[4]。 酵母接种量大，前发酵期短，总

发酵时间减短，但酵母初始浓度太大时，随接种而移入的

代谢废物过多，且由于采用的是同步糖化发酵，菌数增殖

过快可能会造成糖化速度跟不上需求， 酵母因缺乏营养

过早衰老，造成产酒能力下降。 接种量适宜，既能保证合

理缩短发酵周期，又能得到较高的发酵产酒精水平，因此

以 5 %的接种量为佳。

酵母菌生存和繁殖的温度范围很广， 一般酵母菌的

正常生活和繁殖温度为 29～30℃。在很高或很低的温度

下，酵母的生命活动减弱或停止。酵母发育的最高温度为

38℃，最低温度为-5℃，50℃时死亡。 温度对酒精发酵

的影响主要表现在：发酵前期影响菌体的生长，发酵中、
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图 1 菌种 YTJ 于 37℃条件下的生长曲线
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后期影响酒精的形成。当温度低于最适发酵温度时，菌体

生长的速度与产酒率随温度升高而增大， 但当温度超过

最适发酵温度时， 则高温会抑制菌体的生长与酒精的生

成。本实验所用酵母是耐高温酵母，其培养和发酵温度都

比一般酵母高，对温度的耐受性好，在 30～37℃范围内

发酵性能稳定，可以适应不同季节的温度变化，即使在炎

热的夏季，也可以节省大量冷却水，从而降低生产成本。
温度升高至 40℃时发酵酒度明显下降，因为过高的温度

使酵母细胞过早地衰老，活力降低，此外高温还会增加酒

精对酵母的毒害作用。
2.3 无机盐离子的影响

氮源是合成菌体蛋白质、 核酸等含氮物质的重要原

料，其存在水平直接关系到酵母的合成代谢。氮源不足会

导致葡萄糖通透酶的加速运转，从而降低发酵速率，导致

发酵终止或不完全。在浓醪发酵中，酵母常因缺乏营养和

酒精积累而影响发酵活性，木薯中含氮较少，添加适当氮

源，有利酵母生长与发酵[5]。 初始氮源浓度高的糖化醪，
不仅醪液中细胞的数量多，而且发酵速度快，发酵彻底，
残糖低，酒精转化率高。不同尿素添加量对木薯淀粉发酵

酒精的影响见表 4。

由表 4 可知，用木薯淀粉浓醪发酵酒精，添加终浓度

为 0.04 %的尿素即可满足酵母的生长繁殖，使其保持较

高的发酵活性。
磷元素是细胞组成物之一， 特别是对腺嘌呤核苷酸

的组成，在细胞中起着传递电子和能量的作用。磷元素是

酵母增殖所必须的营养元素， 酵母中缺少磷将影响细胞

出芽，从而影响酒精的发酵。所以，各种培养液、发酵醪中

必须含有一定的含磷化合物或添加磷酸。 同时磷酸在醪

液中与其他物质结合成磷酸盐， 又是重要的 pH 值缓冲

剂。 表 5 为不同磷酸添加量对木薯淀粉发酵酒精的影响

结果。

由表 5 可知， 磷酸的添加量对木薯酒精发酵的影响

不大， 说明发酵醪中含有的磷元素已经可以满足酵母的

生长需要，不用再添加。
2.4 耐高温浓醪酒精发酵条件的正交优化结果

由表 6 的极差分析结果可以看出， 木薯淀粉浓醪发

酵酒精最终酒度的影响因素按大小依次为： 温度＞发酵

pH 值＞接种量＞尿素添加量；对总残糖的影响因素按大

小依次为：温度＞接种量＞发酵 pH 值＞尿素。 由此，可

以确定最佳的发酵工艺条件为：发酵温度 37℃，发酵 pH
值 4.0，接种量 5 %，尿素添加量 0.10 %。利用正交实验确

定的最佳发酵工艺进行木薯淀粉高温浓醪发酵酒精，发

酵 64 h，最高酒度可达 15.54 %vol，残总糖 2.73 %。

3 结论

3.1 参照传统酒精发酵工艺生产木薯淀粉酒精，研究影

响木薯酒精发酵的几个主要因素。单因素实验结果为：接

种量 5 %，在 30～37℃温度范围内发酵性能稳定、尿素

添加量为 0.04 %，不用添加磷酸。 以发酵 pH 值、接种量、
发酵温度和尿素添加量为正交因子，进行正交试验，得到

木薯淀粉高温浓醪发酵酒精最佳工艺为： 按 1∶2 的料水

比加水，经液化糖化后，冷却到 37℃，调 pH 为 4.0，加入

0.10 %尿素，接种量为 5 % ，发酵 64 h 得到最高酒度和

较低的还原糖及残总糖含量。
3.2 本实验室所筛选到的酵母菌种不仅适合于木薯酒
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精的发酵，而且产酒率高，温度耐受范围广，在 30～37℃
之间发酵性能稳定，可用于高温浓醪发酵。下一步将在此

基础上进行 20 L 发酵罐的小型发酵实验，进一步优化发

酵工艺条件， 为实现木薯酒精高温浓醪发酵工业化提供

参考。

参考文献：

[1] 朱元芳，张华，王旭初，等.木薯根块贮藏物质研究进展[J].热带

农业科学，2006，26（1）：65-66.
[2] 丁丽，朱德明，匡钰，等.实验室木薯酒精发酵中的菌种筛选[J].

安徽农学通报，2007，13（16）：45-46.
[3] 黄平，曹健君，张肖克，等.应用浓醪发酵技术推动酒精行业科

学发展[J].酿酒科技，2005，(5)：108-113.
[4] 朱德明，匡钰，韩志萍，等.木薯酒精发酵工艺研究[J].广西农业

科学，2008，36（4）：470-473.
[5] 赵江，赵华.木薯酒精发酵条件优化[J].酿酒，2003，30（2）：

76-78.

图 3 pH 对固定化酶活力的影响

锅中保温 1 h，50℃下于 2 %可溶性淀粉溶液中， 按 1.6
方法测定固定化酶相对活力，结果见图 4。

由图 4 可以看出，固定化酶在 30℃时活力基本无损

失；在 40～50℃之间酶活力略有下降；60℃时酶活下降

较快，而且酶膜有溶解现象；在 70℃时膜已大部分溶解。
因此，固定化酶在 30～50℃有较高的热稳定性。 与游离

酶相比，固定化酶的耐热性略有提高。
2.3.4 固定化酶 pH 稳定性的研究

分 别 取 0.02 g 固 定 化 酶 膜 置 于 pH 值 分 别 为 3.4、
4.0、4.6、5.2、5.8 和 6.4 的缓冲液中浸泡 30 min 后， 取出

置于 pH4.6 的 2 %可溶性淀粉溶液中，按 1.6 方法测定固

定化酶相对活力，结果见图 5。
由图 5 可以看出,与游离酶相比，固定化酶在 3.4～

5.2 范围内酶活损失较小，这是由于膜载体使糖化酶与反

应液的接触减少，从而使耐酸性有所提高。 从整体来看，
固定化酶比游离酶更加稳定。

3 结论

3.1 当杂化膜内碳酸钙含量低时，膜较柔软，有弹性，耐

溶解。 随着碳酸钙含量的增加，杂化膜溶胀率由 337.3 %
下降到 216.5 %， 表明膜中碳酸钙微粒的掺杂可以提高

膜的耐水性。 当碳酸钙含量达到 2.254 %时，杂化膜柔韧

性低、较脆，膜易发生溶解，性质很不稳定，不适合长期操

作。 碳酸钙含量为 1.803 %的杂化膜相对酶活最高，达到

了 74.42 %。
3.2 固 定 化 酶 的 最 适 作 用 温 度 为 65 ℃，比 游 离 酶 高

5℃；最适 pH 为 4.6，与游离酶相同；固定化酶的耐热性

及酸碱稳定性较游离酶有所提高。
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图 5 固定化酶的 pH 稳定性

图 4 固定化酶的热稳定性
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