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　　摘要：在木薯粉液化工艺确定的条件下，研究木薯粉糖化性能，用糖化后的滤清液发酵乙醇。先将木薯粉完全液
化，经降温、调ｐＨ值后，以水为提取液，考察糖化时间、糖化酶用量、液料比等单因素对糖化工艺的影响，并着重分析
了液料比对发酵乙醇浓度的影响；由于糖含量过高会影响乙醇发酵的结果，以最终乙醇浓度为考察目标，在单因素的

基础上应用响应面法对糖化工艺进行了优化。试验所得较佳条件为：液料比２．５ｍＬ∶１ｇ，糖化酶用量为２００Ｕ／ｇ（木
薯粉），糖化时间１０５ｍｉｎ；并按此条件进行了验证试验，所得结果与响应面试验结果一致，表明该模型可用于木薯糖化
试验的设计与预测。

　　关键词：木薯；发酵；乙醇；糖化
　　中图分类号：ＴＱ９２０．６　　文献标志码：Ａ　　文章编号：１００２－１３０２（２０１５）０７－０２７２－０４

收稿日期：２０１４－０８－０９
基金项目：河南省重大科技攻关项目（编号：１３２１０２２３１００４２）。
作者简介：陈俊英（１９７２—），女，河南开封人，博士，副教授，主要从事
生化设备强化及生物质资源化利用方面的研究。Ｅ－ｍａｉｌ：ｃｈｅｎｊｙ
＠ｚｚｕ．ｅｄｕ．ｃｎ。

　　目前，在石油资源紧缺、原油价格不断攀升、环境压力日
益加重的情况下，燃料乙醇作为一种清洁的可再生能源应运

而生［１－３］。燃料乙醇作为车用液体燃料，在交通运输方面有

着太阳能、风能、水能等其他可再生能源不可替代的作用。木

薯淀粉含量极高，且是非粮作物，利用木薯为原料有利于保障

国家能源安全和粮食安全，比利用玉米、小麦、甘蔗等原料更

经济，社会效益也较为突出［４－９］。

利用木薯粉进行乙醇发酵时，发酵液的黏度过大会对多

罐连续发酵中物料的流动造成极大影响，也给醪液的搅拌、加

热、冷却带来很大困难。木薯在收集时也易混入砂石、金属等

杂物，容易引起机械设备运转部位的磨损，使换热器堵塞，机

器发生故障，降低使用寿命。砂石进入生产线后，会在发酵

罐、蒸馏塔中沉积，造成管道设备堵塞，清洗困难，引起染菌、

升酸等问题［１０］，同时也增加了物耗、能耗，造成生产不稳定。

为了解决这些问题，应尽可能地减少糖损失，本研究采用清液

发酵的方式除砂并降低醪液黏度，主要对清液发酵的糖化条

件进行了研究。

１　材料与方法

１．１　原料与试剂
木薯粉，河南天冠企业集团有限公司；液化酶：耐高温

α－淀粉酶，酶活力为７６９９９Ｕ／ｍＬ，河南天冠企业集团有限
公司；糖化酶：酶活力为７３８００Ｕ／ｍＬ，河南天冠企业集团有
限公司；菌种：耐高温活性干酵母（ＴＨ－ＡＡＤＹ），湖北安琪生
物集团有限公司；硫酸、氢氧化钠、碘、碘化钾、３，５－二硝基水
杨酸等化学试剂均为分析纯。

１．２　试验仪器
紫外可见分光光度计（ＵＶ－２０１２ＰＣ），龙尼柯仪器有限

公司；酒度计，河北省武强县同辉仪表厂；旋转式黏度计（ＮＤＪ
－７９），同济大学机电厂；精密酸度计（ＰＨＳ－３Ｃ），上海大普
仪器有限公司；电子天平（ＡＬ２０４），梅特勒－托利多仪器有限
公司；智能水浴锅（ＨＨ－Ｓ６），郑州长城科工贸有限公司；循
环水多用真空泵（ＳＨＺ－Ｄ），上海予英仪器有限公司。
１．３　测定方法

还原糖的测定：３，５－二硝基水杨酸（ＤＮＳ）比色法［１１－１２］，

建立标准曲线为：ｙ＝３．９４９７ｘ＋０．０７３７（ｒ２＝０．９９９４），其中
ｘ为吸光度，ｙ为葡萄糖浓度（ｍｇ／ｍＬ）。

乙醇的测定：酒度计法［１３］。

黏度测定：用ＮＤＪ－７９型旋转式黏度计。
１．４　木薯原料分析

木薯中的水分含量采用１０５℃恒质量法测定；木薯中淀
粉含量根据文献［１３］中的方法测定。
１．５　液化醪液的制备

经前期单因素试验确定液化条件为：以液料比

２．５ｍＬ∶１ｇ进行润料，按１ｇ木薯粉加入２０Ｕ的量添加液
化酶，６０℃预热１０ｍｉｎ后在９５℃液化，１ｈ后碘检；液化完成
后，将液化醪液降温到 ６０℃，调节 ｐＨ值至 ４．５，供糖化试
验用。

１．６　木薯糖化条件的单因素试验研究
预先将液化酶与拌料水混合，然后加入木薯粉调浆，再置

于水浴锅中，升温液化；碘检显示液化结束后，搅拌降温至糖

化温度，调节ｐＨ值，加入糖化酶后保温一段时间；糖化结束
后抽滤，取清液加入活化酵母进行乙醇发酵，待发酵完成后检

测乙醇浓度。

１．６．１　糖化时间对糖化的影响　在液化后的醪液中按１ｇ
木薯粉添加１５０Ｕ的量加入糖化酶，置于６０℃恒温水浴锅
中，考察不同糖化时间对糖化的影响。

１．６．２　糖化酶用量对糖化的影响　在液化醪液中分别加入
不同量的糖化酶，其他操作条件不变，考察糖化酶量对糖化的

影响。

１．６．３　液料比对糖化的影响　以不同液料比进行润料，其他
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操作条件不变，考察不同液料比对糖化的影响。

１．６．４　液料比对发酵的影响　以不同液料比润料，考察不同
液料比对发酵（主要指乙醇浓度）的影响。

１．７　木薯糖化工艺优化
根据单因素试验结果，以不同的液料比润料，加入液化酶

量为２０Ｕ／ｇ（木薯粉），６０℃预热１０ｍｉｎ后在９５℃液化，液
化１ｈ后碘检，液化完成后将醪液降温到６０℃，调节ｐＨ值至
４５，加入一定量糖化酶，在６０℃糖化不同时间后，将糖化醪
液进行抽滤，在滤液中加入活化后的酵母，放入恒温摇床中，

在３７℃下发酵７２ｈ，发酵结束后测乙醇浓度。以糖化酶用
量、糖化时间、液料比为影响因素，应用 ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ软件设
计３因素３水平的响应面试，响应面试验因素水平见表１。

表１　响应面分析的因素水平

水平
Ｘ１：糖化酶用量
（Ｕ／ｇ）

Ｘ２：液料比
（ｍＬ∶ｇ）

Ｘ３：糖化时间
（ｍｉｎ）

－１　 １５０ ２．３∶１ ７５
０ １７５ ２．５∶１ ９０
１ ２００ ２．８∶１ １０５

１．８　优化工艺验证试验
以优化后的糖化工艺条件进行３组平行验证试验。

１．９　液化醪液、糖化醪液、清液的黏度
以液料比２．５ｍＬ∶１ｇ进行润料，考察加入液化酶和不

加液化酶的木薯粉浆在升温过程中的黏度变化情况。

２　结果与分析

２．１　木薯原料分析
木薯粉中含有一定的水分，采用１０５℃恒质量法测定，其

平均含水量为１０．５２％。通过对木薯中淀粉含量的测定，得
到其平均淀粉含量为７６．２３％。
２．２　木薯的糖化条件研究
２．２．１　糖化时间对糖化的影响　由图１可知，在一定范围
内，延长糖化时间可增加糖化醪液里还原糖的含量；但超过一

定时间后，糖化速度越来越慢，致使还原糖含量的增量很小，

反而增加了能耗，降低了设备利用率［１４］。还原糖的含量在糖

化时间为３０～９０ｍｉｎ内一直增加，过了９０ｍｉｎ后还原糖含量
几乎不变，可见糖化进行９０ｍｉｎ后，糖化过程已基本完成。
考虑到能耗和设备利用率，糖化过程一般进行９０ｍｉｎ左右
即可。

２．２．２　糖化酶用量对糖化的影响　从图２可以看出，在一定
范围内，随着糖化酶用量的增加，清液中的还原糖含量增大。

在糖化酶用量为１００～１７５Ｕ的范围内，还原糖含量有明显的
变化趋势，增加糖化酶用量，糖化效果显著提高；当继续增加

糖化酶用量时，还原糖含量变化不大，表明继续增加酶用量对

糖化效果的提高意义不大。从经济性上考虑，初步选取糖化

酶的添加量为１７５Ｕ／ｇ（木薯粉）。
２．２．３　液料比对糖化的影响　由图３可知，还原糖含量随着
液料比的增大即水的增加而降低，且变化显著。虽然液料比

２．０ｍＬ∶１ｇ时，还原糖含量最高，但过高的糖度会对发酵产
生抑制，继而降低发酵产生的乙醇量［５］。为了确定合适的液

料比，又研究了不同液料比对发酵的影响。

２．２．４　液料比对发酵的影响　从图４中可以看出，乙醇浓度

随着液料比的增大先增加后降低。虽然还原糖含量在液料比

２．０ｍＬ∶１ｇ时最高，但发酵后所得乙醇浓度却不是最高的，
说明此时清液中的糖含量已对酵母的发酵产生了抑制；当液

料比为２．５ｍＬ∶１ｇ时，发酵的乙醇浓度最高。综合考虑原
料及经济因素，采用２．５ｍＬ∶１ｇ作为较合适的液料比。

２．３　木薯糖化工艺优化
以发酵后的乙醇浓度（Ｙ）为响应值，响应面的试验方案

及结果如表２所示。
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表２　Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ试验矩阵及结果

试验编号 Ｘ１ Ｘ２ Ｘ３ Ｙ（％）
１ －１ －１ ０ １２．２
２ １ －１ ０ １２．７
３ －１ １ ０ １２．０
４ １ １ ０ １３．０
５ －１ ０ －１ １２．４
６ １ ０ －１ １２．７
７ －１ ０ １ １２．３
８ １ ０ １ １３．２
９ ０ －１ －１ １２．０
１０ ０ １ －１ １２．２
１１ ０ －１ １ １２．８
１２ ０ １ １ １２．６
１３ ０ ０ ０ １３．２
１４ ０ ０ ０ １３．３
１５ ０ ０ ０ １３．２

　　使用 ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ８．０软件对试验结果进行了回归拟
合，得到了乙醇浓度和各个影响因素间的关系回归方程：

　　Ｙ＝１３．２３＋０．３４Ｘ１＋０．０１３Ｘ２＋０．２０Ｘ３＋０．１３Ｘ１Ｘ２＋
０１５Ｘ１Ｘ３－０．１０Ｘ２Ｘ３－０．２５Ｘ１

２－０．５０Ｘ２
２－０．３３Ｘ３

２。

　　由表３、表４可知，Ｐ＜０．０５，说明该模型显著，而失拟项
为不显著。试验中各因素对乙醇浓度的影响残差为０．０２０，
说明该模型与试验数据拟合比较好［１５－１６］。此模型的 Ｒ２＝
０．９６６０，表明数据的相关性较好；而校正 Ｒ２＝０．９０４８，说明
９０．４８％的试验数据可由此模型解释，进一步说明了模型与实
际情况拟合较好；变异系数可以表示试验的精确度，变异系数

值越大，表明试验的可靠度越小，在本试验中变异系数值为

１．１１％，表明试验操作可靠；信噪比 ＞４时，表明该模型可用
于预测，本试验信噪比为１１．４１４，表明模型的选择适当，有充
足的信号，可用于试验设计［１７－２０］。

表３　回归模型及方差分析

方差来源 平方和 自由度 均方 Ｆ值 Ｐ值 显著性

模型 ２．８２ ９ ０．３１ １５．７９ ０．００３６ 显著

Ｘ１ ０．９１ １ ０．９１ ４５．９５ ０．００１１
Ｘ２ ０．００１２５ １ ０．００１２５ ０．０６３ ０．８１１８
Ｘ３ ０．３２ １ ０．３２ １６．１３ ０．０１０２
Ｘ１Ｘ２ ０．０６３ １ ０．０６３ ３．１５ ０．１３６０
Ｘ１Ｘ３ ０．０９０ １ ０．０９０ ４．５４ ０．０８６４
Ｘ２Ｘ３ ０．０４０ １ ０．０４０ ２．０２ ０．２１４８
Ｘ１２ ０．２４ １ ０．２４ １２．０３ ０．０１７９
Ｘ２２ ０．９４ １ ０．９４ ４７．３２ ０．００１０
Ｘ３２ ０．４０ １ ０．４０ ２０．１７ ０．００６５
残差 ０．０９９ ５ ０．０２０
失拟项 ０．０９３ ３ ０．０３１ ９．２５ ０．０９９１ 不显著
纯误差 ０．００６６７ ２ ０．００３３３
总误差 ２．９２ １４

表４　模型可信度分析检验

平均值 Ｒ２ 校正后的Ｒ２ 变异系数（％） 信噪比

１２．６５ ０．９６６０ ０．９０４８ １．１１ １１．４１４

　　从图５可以看出，当液料比固定时，乙醇浓度随着糖化酶
用量的增加出现先上升后下降的现象，说明适当的糖化酶用

量可以提高糖化液中的还原糖量。当糖化酶用量固定时，乙

醇浓度随着水用量的增加而先增大后降低，在液料比为

２．５ｍＬ∶１ｇ时乙醇浓度最大。水用量过少时，糖化液黏度
增大，给物料的流动带来困难，更使得糖化液中还原糖的含量

过高，进而抑制了乙醇的发酵；当水用量过多时降低了醪液中

还原糖的含量，乙醇浓度也随之降低。当糖化时间固定时，乙

醇浓度随着糖化酶用量呈先增大后降低的趋势。当糖化酶用

量固定时，乙醇浓度随着糖化时间呈现先增大后降低的现象，

在糖化时间为１０５ｍｉｎ时乙醇浓度最高。

　　根据响应面试验，可确定木薯粉糖化工艺的最佳条件为：
糖化酶用量为２００Ｕ／ｇ（木薯粉），液料比为２．５ｍＬ∶１ｇ，糖
化时间为１０５ｍｉｎ。
２．４　优化工艺验证试验

以优化后的糖化工艺条件进行３组平行验证性试验，所
得乙醇浓度结果分别为１３．２％、１３．３％、１３．０％，平均乙醇体
积浓度为１３．１７％，与理论值 １３．３４％较接近，相对误差为
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１２７％，表明该模型可以用于试验的设计与预测。
２．５　液化醪液、糖化醪液、清液的黏度

由图６可知，液化酶明显降低了木薯醪液的黏度。当温
度低于６１℃时，物料的黏度变化都很小；当温度继续上升，在
６２～６７℃之间时黏度迅速升高，进入了吸水膨胀和糊化阶
段［２１］，若醪液在此之前能混合均匀，就可降低糊化对液化不

完全的影响。超过糊化温度后，淀粉分子随着各分子之间键

的削弱而断开，黏度也开始下降［２２］。

液化、糖化过程中醪液黏度的变化如图７所示，由于液化
酶和糖化酶的水解作用，醪液中的黏度都很低。醪液的黏度

均在液化、糖化进行３０ｍｉｎ后维持在一定值，糖化醪液中的
黏度在糖化结束即糖化进行 １０５ｍｉｎ后黏度依然没变，为
２２ｍＰａ·ｓ。由于糖化酶的作用，糖化醪液中的黏度低于液化
醪液中的黏度。糖化结束后经抽滤所得清液的黏度为

２．２ｍＰａ·ｓ，仅为醪液黏度的１０％，表明清液发酵明显降低
了用于发酵的醪液黏度。

３　结论与讨论

在单因素试验的基础上，利用响应面试验优化了糖化条

件，优化后的糖化条件为：糖化酶量２００Ｕ／ｇ（木薯粉）、液料
比２．５ｍＬ∶１ｇ，糖化时间１０５ｍｉｎ。３次验证试验所得乙醇
体积浓度的平均值为１３．１７％，与理论值１３．３４％较接近，表
明该模型可用于试验的设计与预测。

本研究还测定了液化、糖化过程中醪液及清液的黏度，结

果表明使用清液发酵降低了发酵醪液的黏度，提高了物料的

流动性。
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