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酶法降解醋糟发酵酒精
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摘 要 利用葡聚糖淀粉酶 NS22035 回收鲜醋糟中的残余淀粉，得到富含葡萄糖的糖液用做后续同步糖化发酵
前期酵母菌糖液的消耗，该过程回收淀粉所得还原糖质量浓度为 18． 2 g /L，鲜醋糟中 30． 1% ( 质量分数) 的粗淀
粉被回收。利用响应面试验设计方法探讨 NaOH预处理干醋糟的 4 个因素对还原糖产率的影响，得到干醋糟最
佳预处理条件，即 NaOH浓度 2． 2 mol /L、固液比 1∶ 14( g∶ mL)、处理时间 88 min、处理温度 70 ℃。在该条件下，
后续采用正交试验优化同步糖化发酵生产酒精的试验条件，在酵母菌接种量 14%、摇床转速 140 r /min、处理温
度 30 ℃、处理时间 84 h的条件下可得到 34． 7 g /100 g的酒精产率，进行成本核算后，初步实现了醋糟生产酒精
的可行性。该研究报道了利用醋糟发酵生产酒精的技术方案，为实际生产中醋糟的有效循环利用提供了理论与
数据支撑。
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醋是我国传统的调味品，深受消费者的喜

爱［1 － 2］。然而因其固态发酵的特点，在酿制过程中会
产生大量的醋糟［3 － 4］。醋糟数量较大，如果被当作废
物丢弃，不仅污染环境，而且浪费资源，更严重的是影

响了酿造行业的健康发展［5 － 6］。目前如何高价值利
用醋糟成了研究热点，其再利用的途径主要有生产饲

料、栽培基质和生物能源等［7 － 8］。醋糟用于饲料生产
可提高饲料的营养价值和适口性，但此法会有副产物

的产生，环境污染问题依旧没有彻底解决［9 － 12］。醋
糟作为栽培基质可以降低栽培生产成本，提高经济效

益，但主要集中应用在普通价值的平菇和景观植

物［13 － 14］。醋糟在生物质能方面的利用主要有生产沼
气、热裂解和厌氧发酵［15］，这些研究仅限于机理和过
程方面，实际生产中的应用仍需进一步的技术突破。
如何高值化的利用酿醋行业的发酵副产物，实现

变废为宝，做到醋糟的零排放，实现发酵产业形成合

理的生态产业链及副产物资源化高效利用模式，对我

国的资源开发与环境保护具有十分重要的意义，也是

今后酿造行业的重要课题。本试验主要探析醋糟分

步降解为酒精，希望为醋糟的有效循环利用提供新的

突破。

1 材料与方法

1． 1 试验材料
鲜醋糟( 为工厂淋醋完成后，未经其他任何处理的

湿醋渣，冷冻保存) 、棉籽壳、麸皮:宜宾市 S 醋业有限
公司;葡聚糖淀粉酶 NS22035( 酶活为 21． 17 IU /mL) 、
木聚糖酶 NS22083 ( 酶活为 17． 08 IU /mL) 、纤维素酶
NS22086( 酶活为 25． 47 IU /mL) 、复合酶 NS22002 ( 其
中主要的 β-葡萄糖苷酶酶活为6． 77 U/mL) :诺维信天
津分公司;南阳五号酵母( 1300) : 四川省菌种保藏中
心; NaOH、蔗糖、木糖、间苯三酚、柠檬酸、柠檬酸钠( 分
析纯) :成都市科隆化学品有限公司。
1． 2 仪器与设备

101C-3B型电热恒温鼓风干燥箱，上海市崇明试
验仪器厂; BS210S型电子分析天平，北京赛多利斯天
平有限公司; SW-CJ-2FD 型超净工作台，苏州净化设
备有限公司; UV-1100 型紫外分光光度计，上海美普
达仪器有限公司; HZO-X100 型气浴摇床，太仓豪诚
实验仪器制造有限公司; PHs-3c 型精密 pH 计，上海
理达仪器厂; KH19A 型离心机，湖南凯达离心机厂;
QP2010 型气-质联用仪，日本岛津公司; TR-5MS 型色
谱柱 ( 30． 0 m × 320 μm × 0． 25 μm ) ，美国 Thermo
公司。
1． 3 试验流程
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1． 4 试验方法
1． 4． 1 回收鲜醋糟中粗淀粉的试验
按照刘跃红等［16］降解白酒丢糟的方法，将 100 g

鲜醋糟( 含水质量分数 68% ) 装入 500 mL 玻璃三角
瓶中，加入 100 mL浓度为 0． 05 mol /L的柠檬酸盐缓
冲溶液，用 NaOH溶液调节 pH 值为 5． 0。加入不同
含量的葡聚糖淀粉酶 NS22035，三角瓶放置于气浴摇
床内处理 72 h，摇床的条件设定为温度 50 ℃，转速
150 r /min。反应结束后，用真空抽滤的方法进行固
液分离，固体经 60 ℃烘干后用于后续试验，回收得到
的液体用于后续同步糖化酒精发酵补充糖液。
1． 4． 2 NaOH预处理回收粗淀粉后干醋糟的单因素
试验

将回收残余淀粉后的干醋糟经粉碎后与一定浓度

的 NaOH溶液混合均匀，NaOH浓度 0． 5 ～ 2． 5 mol /L，
固液比 1∶ 6 ～ 1∶ 16( g ∶ mL) ，反应时间在 30 ～ 90 min，
反应温度 45 ～ 85 ℃。待反应结束后，用真空抽滤的
方法进行固液分离，并在 60℃下烘干至恒重。将干
醋糟、木聚糖酶 NS22083 ( 木聚糖酶与干醋糟质量比
为 0． 1∶ 100) 、100 mL浓度为 0． 05 mol /L的柠檬酸盐
缓冲溶液放入 250 mL 三角瓶中，用 NaOH 溶液调节
pH值至 5． 0，放入温度为 50 ℃、转速 150 r /min 的气
浴摇床内反应 96 h。反应结束后进行固液分离，并测
定液体中还原糖的浓度，固体在 60 ℃恒温下干燥至
恒重待用，液体回收用于后续同步糖化酒精发酵。
1． 4． 3 NaOH预处理条件优化响应面试验
在单因素试验的基础上，选取 NaOH 浓度 ( A) 、

固液比( B) 、预处理时间( C) 、预处理温度( D) 为考察
因素，以还原糖产率 ( Y ) 为评价指标，根据 Box-
Benhnken的中心组合试验设计原理［17］，进行 4 因素
3 水平的响应面分析试验，确定 NaOH 预处理干醋糟
的最佳工艺条件，因素与水平见表 1。
1． 4． 4 酵母菌种培养
菌种活化: 将南阳五号酵母 ( 1300) 菌种转接至

10 °Brix的米曲汁斜面培养基，30℃恒温培养 48 h待用。

表 1 NaOH预处理工艺条件优化响应面试验因素与水平
Table 1 Factors and levels of response surface experiments
for process conditions optimization of NaOH pretreatment

水平
NaOH浓度( A) /

( mol·L －1)

固液比( B) /

( g ∶ mL)
预处理时间( C) /

min
预处理温度( D) /

℃

－1 1． 5 1 ∶ 12 60 65

0 2． 0 1 ∶ 14 75 75

1 2． 5 1 ∶ 16 90 85

种子制备:取 250 mL三角瓶，加入 10 °Brix的米
曲汁 100 mL，并在 121℃条件下灭菌 15 min，冷却后
挑取活化斜面培养基上的新鲜酵母菌苔 1 饵接入培
养基中，纱布封口，27 ℃、150 r /min 振荡培养 24 h。
之后将种子液进行扩培，每次扩培取出种子液都是

10%，培养温度每次提高 3 ℃，120 r /min 培养 72 h，
使酵母菌数达到 107CFU /mL以上后待用。
1． 4． 5 同步糖化发酵正交试验设计
将纤维素酶及复合酶加入到经木聚糖酶降解后的

干醋糟进行同步糖化发酵。将经木聚糖酶 NS22083 降
解后的干醋糟、回收残余淀粉收集到的糖液、木聚糖酶
NS22083降解后的糖液放入 500 mL三角瓶中，同时加
入 3． 56 mL纤维素酶 NS22086 ( 0． 2 mL 酶 / g 固体) 、
0． 89 mL复合酶 NS22002 ( 0． 05 mL酶 / g固体) 与适量
的酵母菌种子液，三角瓶口用 1 个橡胶套住，用来收集
发酵过程中产生的 CO2，三角瓶放入气浴摇床中，恒温

处理若干小时。选择酵母菌接种量 ( G) 、摇床转速
( H) 、处理温度( I) 、处理时间( J) 为 4 因子，以酒精产
率为优化目标，进行正交试验( 见表 2) 。

表 2 正交试验设计表
Table 2 Orthogonal test design table

水平
酵母菌接种量( G) /

%

摇床转速( H) /

( r·min －1 )

处理温度( I) /

℃
处理时间( J) /

h
1 10 100 28 72
2 12 120 30 84
3 14 140 32 96

1． 5 分析方法
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醋糟主要成分中，粗淀粉、灰分、水分等按照 GB/T
5009． 9—2016［18］、GB/T 6438—2007［19］ 和 GB/T
6435—2014［20］测定; 纤维素、半纤维素和木质素的分
析参照 NREL法测定［21］;还原糖采用 DNS 法测定［22］;
酒精采用气相色谱异丙醇内标法测定［23］。经过 3 次
平行试验得到试验数据，醋糟主要成分如表 3所示。

表 3 醋糟主要组成
Table 3 Composition of the vinegar residue

成分 质量分数 /%
水分 68． 12 ± 0． 79
粗淀粉 5． 22 ± 0． 13
纤维素 8． 36 ± 0． 24
半纤维素 7． 86 ± 0． 11
木质素 5． 35 ± 0． 18
灰分 3． 14 ± 0． 29
其他 2． 08 ± 0． 15

还原糖产率、酒精产率的计算方法［16］如公式
( 1) 、( 2) 所示:

SY =
WTSP × 0． 9
WPDVR

× 1 000 ( 1)

式中: SY是还原糖的产率，mg /g; WTSP是经过酶降解后

的还原糖的质量，g; WPDVR是经过烘干后的醋糟质量。

EP =
WEPF

WCDVR
× 100 ( 2)

式中:EP是酒精产率，g /100 g;WEPF是同步糖化发酵后酒

精质量，g;WCDVR是经过NaOH预处理后的醋糟质量，g。
实验数据以( x－ ± s)表示，采用 Origin Pro 10． 2软件

进行数据制图，PASW Statistics 18软件统计分析，Design
Expert 11． 1． 0． 1软件进行响应面设计及结果分析。

2 结果与分析

2． 1 葡聚糖淀粉酶对回收鲜醋糟粗淀粉的影响
利用葡聚糖淀粉酶 NS22035回收鲜醋糟中的粗淀

粉，测定在不同葡聚糖淀粉酶 NS22035 用量的条件下
溶液中还原糖的浓度，结果如图 1 所示。由图 1 可知，
溶液中还原糖浓度随着酶用量增加而升高;当葡聚糖

淀粉酶NS22035用量为0． 22 mL /100 g时，溶液中还原
糖的质量浓度达到最高的( 18． 6 ±0． 1) g /L。当酶用量
在0． 19 mL /100 g时，溶液中还原糖的浓度较酶用量在
0． 22 mL /100 g时略低，但两者差异不显著( P ＞0． 05) 。
故考虑酶用量成本，选择0． 19 mL /100 g作为回收鲜醋
糟中粗淀粉的酶用量。在此酶用量下，可回收液体 96
mL，还原糖质量浓度为 ( 18． 2 ± 0． 2 ) g /L，鲜醋糟中
30． 1% ( 质量分数) 的粗淀粉被回收;回收固体为( 27． 8
±0． 6) g，固体回收率为 87． 2%。

图 1 淀粉酶用量对回收鲜醋糟粗淀粉的影响
Fig． 1 Effects of the amount of amylase on crude

starch recovery from fresh vinegar residue
注:不相同字母表示差异显著( P ＜ 0． 05) 。下同。

2． 2 NaOH浓度对酶降解醋糟的影响
在固液比为 1 ∶ 10 ( g ∶ mL) 、预处理温度 65 ℃、

预处理时间 60 min 的条件下，考察 NaOH 浓度在 0．
5、1． 0、1． 5、2． 0、2． 5 mol /L 时的变化，处理回收淀粉
后的干醋糟对酶解的影响，结果如图 2 所示。由图 2
可知，随着 NaOH浓度的不断增加，还原糖的产率也
逐渐提高，还原糖的产率最高达到( 395． 7 ±4． 2) mg /g。
其原因可能是 NaOH 浓度越高，其溶解原料中木质素
的能力就越强，同时醋糟中纤维素等物质损耗也随着

NaOH浓度升高而增多。当 NaOH 浓度为 2 mol /L
时，还原糖的产率为( 388． 7 ± 7． 0) mg /g，与还原糖最
高产率之间无显著性差异 ( P ＞ 0． 05 ) 。因此，选择
1． 5 ～ 2． 5 mol /L的 NaOH浓度用于后续响应面试验。

图 2 NaOH浓度对酶降解醋糟的影响
Fig． 2 Effects of NaOH concentration on
enzymatic degradation of vinegar residue

2． 3 固液比对酶降解醋糟的影响
在 NaOH浓度为 2 mol /L、预处理温度 65 ℃及预

处理时间 60 min 条件下，探讨固液比分别为 1 ∶ 6、
1∶ 8、1∶ 10、1∶ 12、1∶ 14、1∶ 16 ( g∶ mL) 对酶降解醋糟效
果的影响，结果如图 3 所示。溶液中还原糖的产率随
着液体比例的增加而增加，最高产率达到 ( 476． 0 ±
2． 3) mg /g。由于 NaOH溶液的增多，增大了原料与溶
液接触的面积，使其反应更加充分。故选择较高的液
体比例对后续酶解反应越为有利，当固液比达到1∶ 14
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后，继续增加液体比例虽能增加酶解溶液中还原糖的

产率但增加的数值不显著 ( P ＞ 0． 05 ) 。因此，选择
1∶ 12、1∶ 14、1∶ 16的固液比用于后续响应面试验。

图 3 固液比对酶降解醋糟的影响
Fig． 3 Effect of solid-to-liquid ratio on enzymatic

degradation of vinegar residue

2． 4 预处理时间对酶降解醋糟的影响
在 NaOH浓度为 2 mol /L、固液比 1: 14( g∶ mL) 及

预处理温度为 65℃时，分别考察预处理时间 30、45、
60、75、90 min对酶降解醋糟效果的影响，结果如图 4
所示。由图 4 可知，随着预处理时间的延长，还原糖
的产率逐渐提高，预处理时间越长对原料的溶解越充

分。当预处理时间为 75 min 时，酶水解液中还原糖
的产率为( 548． 7 ± 7． 5 ) mg /g，虽较预处理时间为 90
min时还原糖的( 557． 7 ± 3． 5 ) mg /g 产率低，但二者
之间无显著性差异( P ＞ 0． 05) 。考虑到成本问题，选
择预处理时间为 60 ～ 90 min用于响应面试验。

图 4 预处理时间对酶降解醋糟的影响
Fig． 4 Effect of pretreatment time on enzymatic

degradation of vinegar residue

2． 5 预处理温度对酶降解醋糟的影响
在 NaOH浓度为 2 mol /L、固液比 1∶ 14 ( g ∶ mL)

及预处理时间 75 min时，研究预处理温度分别在 45、
55、65、75、85 ℃时对酶降解醋糟效果的影响，试验结
果如图 5 所示。由图 5 知，随着 NaOH 预处理温度的
升高，溶液中还原糖的产率呈现先升高后降低的趋势。
当预处理温度为 75 ℃时，酶解液中还原糖的产率达到
最高的( 627． 0 ±5． 6) mg /g，表明 75 ℃是 NaOH预处理
醋糟较佳的温度，当体系的温度高于或低于 75 ℃时，

还原糖的产率均低于 627． 0 mg /g。因此选择 65 ～
85 ℃用于后续响应面试验。

图 5 预处理温度对酶降解醋糟的影响
Fig． 5 Effect of pretreatment temperature on
enzymatic degradation of vinegar residue

2． 6 NaOH预处理干醋糟工艺条件优化响应面试验
结果

在单因素试验的基础上，根据 Box-Benhnken 中
心组合试验设计原理［24 － 25］，考察 4 个因素对酶解液
中还原糖产率的影响，响应面试验结果见表 4，方差
分析见表 5。
表 4 NaOH预处理工艺条件优化响应面试验设计及结果

Table 4 Design and results of response surface experiments
for process conditions optimization of NaOH pretreatment

序号
NaOH浓度( A) /
( mol·L －1 )

固液比
( B) /
( g∶ mL)

预处理
时间( C) /

min

预处理
温度
( D) /℃

还原糖产率
( Y) /
( mg·g －1 )

1 2． 0 1∶ 14 90 85 540． 2 ± 3． 6
2 2． 0 1∶ 14 75 75 614． 0 ± 5． 3
3 2． 0 1∶ 14 60 85 538． 3 ± 5． 7
4 1． 5 1∶ 14 75 65 537． 5 ± 4． 5
5 2． 5 1∶ 14 60 75 580． 9 ± 2． 4
6 2． 0 1∶ 12 60 75 589． 1 ± 3． 9
7 2． 5 1∶ 14 90 75 586． 1 ± 3． 2
8 2． 0 1∶ 12 75 65 528． 6 ± 5． 7
9 1． 5 1∶ 14 75 85 535． 1 ± 6． 8
10 2． 0 1∶ 16 60 75 531． 5 ± 5． 7
11 2． 5 1∶ 16 75 75 577． 2 ± 4． 3
12 1． 5 1∶ 12 75 75 500． 2 ± 2． 8
13 2． 0 1∶ 14 90 65 596． 3 ± 4． 5
14 2． 5 1∶ 12 75 75 546． 8 ± 6． 3
15 1． 5 1∶ 14 90 75 526． 6 ± 7． 8
16 2． 0 1∶ 14 60 65 536． 9 ± 4． 3
17 2． 0 1∶ 16 75 65 640． 5 ± 4． 2
18 2． 0 1∶ 12 90 75 528． 0 ± 2． 8
19 1． 5 1∶ 14 60 75 600． 7 ± 7． 1
20 2． 0 1∶ 16 75 85 532． 3 ± 6． 0
21 1． 5 1∶ 16 75 75 547． 4 ± 4． 8
22 2． 0 1∶ 14 75 75 635． 1 ± 3． 3
23 2． 5 1∶ 14 75 85 620． 9 ± 5． 4
24 2． 5 1∶ 14 75 65 560． 1 ± 5． 1
25 2． 0 1∶ 12 75 85 580． 2 ± 6． 1
26 2． 0 1∶ 16 90 75 634． 9 ± 4． 0
27 2． 0 1∶ 14 75 75 631． 3 ± 3． 7
28 2． 0 1∶ 14 75 75 647． 4 ± 5． 5
29 2． 0 1∶ 14 75 75 620． 4 ± 6． 6
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表 5 回归模型的方差分析
Table 5 Variance analysis of regression model

方差来源 平方和 自由度 均方 F值 P值 显著性

模型 43 258． 9 14 3 089． 92 5． 03 0． 002 3 ＊＊
A 4 200． 02 1 4 200． 02 6． 83 0． 020 4 *
B 3 036． 9 1 3 036． 9 4． 94 0． 043 2 *
C 100． 34 1 100． 34 0． 16 0． 692 3
D 233． 2 1 233． 2 0． 38 0． 547 8
AB 70． 56 1 70． 56 0． 11 0． 739 8
AC 1 572． 12 1 1 572． 12 2． 56 0． 132 1
AD 998． 56 1 998． 56 1． 62 0． 223 2
BC 6 765． 06 1 6 765． 06 11． 01 0． 005 1 ＊＊
BD 6 384． 01 1 6 384． 01 10． 39 0． 006 1 ＊＊
CD 826． 56 1 826． 56 1． 34 0． 265 6
A2 8 989． 94 1 8 989． 94 14． 63 0． 001 9 ＊＊
B2 7 981． 55 1 7 981． 55 12． 99 0． 002 9 ＊＊
C2 5 260． 64 1 5 260． 64 8． 56 0． 011 1 *
D2 7 411． 88 1 7 411． 88 12． 06 0． 003 7 ＊＊
残差 8 604． 52 14 614． 61
失拟项 7 926． 54 10 792． 65 4． 68 0． 075 2
纯误差 677． 97 4 169． 49
总离差 51 863． 41 28

注:“* ”表示对结果影响显著( P ＜ 0． 05) ，“＊＊”表示对结果影响极显著
( P ＜0． 01) 。

由表 5 可知，4 个因素对还原糖产率影响的主次
顺序依次为 A ＞ B ＞ D ＞ C，其中交互项 BC 和 BD 对
结果影响极显著( P ＜ 0． 01) ，一次项 A、B对结果影响
显著( P ＜ 0． 05 ) ; 二次项 A2、B2、D2 对结果影响极显

著( P ＜ 0． 01) ，C2 对结果影响显著( P ＜ 0． 05) 。
通过 Design Expert软件分析确定 NaOH 预处理

醋糟的最佳工艺条件为 NaOH 浓度 2． 2 mol /L、固液
比 1∶ 14( g∶ mL) 、预处理时间 88 min及预处理温度 70
℃。在此最优工艺条件下，进行 3 次平行验证，得到
还原糖产率为( 653． 7 ± 4． 3) mg /g;固液分离后，得到
液体 94 mL，回收固体 17． 8 g，固体回收率为 64． 0%。
2． 7 酵母菌接种量对同步糖化发酵的影响
酵母菌接种量的大小直接影响同步糖化发酵酒

精的产量，在发酵容器中分别按糖液的 6%、8%、
10%、12%、14%接入酵母菌种子液，在摇床转速 120
r /min及发酵温度 30℃的条件下发酵 72 h 后测得酒
精的产量，结果如图 6 所示。
由图 6 知，随着酵母菌接种量的提高，酒精的产

率呈先上升后下降趋势。当接种量为 12%时，酒精
的产率达到最高的( 27． 3 ± 0． 6 ) g /100 g。之后开始
下降，这可能是由于接种量过大，酵母菌大量繁殖所

致，使原料部分用于酵母的生长繁殖，而影响酒精的

产率。故选择最优酵母接种量为 12% 用于后续

图 6 酵母菌接种量对同步糖化发酵的影响
Fig． 6 Effect of inoculum concentration of saccharomycetes

on simultaneous saccharification and fermentation

试验。
2． 8 摇床转速对同步糖化发酵的影响
发酵容器中按糖液的 12%接入酵母菌种子液，

在处理温度 30 ℃、处理时间 72 h 的条件下，考察摇
床转速分别为 60、80、100、120、140 r /min时同步糖化
发酵酒精的产率，结果如图 7 所示。

图 7 摇床转速对同步糖化发酵的影响
Fig． 7 Effect of table rotational speed on simultaneous

saccharification and fermentation

由图 7 可知，酒精的产率随着摇床转速的升高而
升高，最高达到( 27． 8 ± 0． 8) g /100 g。摇床转速的不
断升高促进了发酵醪液中反应速率的提升，但提升的

幅度随着转速的升高而逐渐减小。当摇床转速为
120 r /min时，其酒精的产率虽略低于 140 r /min时的
酒精产率，但二者无显著性差异( P ＞ 0． 05) 。从节能
角度考虑选择摇床转速为 120 r /min用于后续试验。
2． 9 处理温度对同步糖化发酵的影响
发酵容器中按糖液的 12%接入酵母菌种子液，

在摇床转速 120 r /min、处理时间 72 h 的条件下，探
讨处理温度分别为 26、28、30、32、34 ℃时同步糖化发
酵酒精的产率，结果如图 8 所示。
由图 8 可知，酵母菌、复合酶同步糖化发酵的最

适温度为 30 ℃，在此条件下，酒精产率为 ( 27． 3 ±
0． 6) g /100 g。当反应体系的温度高于或低于 30 ℃
时，都未能使酵母菌与复合酶发挥最佳的处理效果，



生产与科研应用

2019年第 45卷第 20期(总第 392期) 187

导致酒精产率均低于 27． 3 g /100 g。因此，选择处理
温度为 30 ℃用于后续试验。

图 8 处理温度对同步糖化发酵的影响
Fig． 8 Effect of treatment temperature on

simultaneous saccharification and fermentation

2． 10 处理时间对同步糖化发酵的影响
在酵母菌接种量 12%、摇床转速 120 r /min、处理

温度 30 ℃的条件下，分别研究处理时间为 48、60、
72、84、96 h时同步糖化发酵酒精的产率，结果如图 9
所示。

图 9 处理时间对同步糖化发酵的影响
Fig． 9 Effect of treatment time on simultaneous

saccharification and fermentation

由图 9 可知，随处理时间的增加，反应体系中酒
精的产率呈现先上升后下降趋势，处理时间为 84 h
时，酒精的产率最高达到了( 31． 8 ± 1． 1) g /100 g。随
着处理时间的延长，酒精可能被转化为酸等其他代谢

产物，致使酒精产率下降［26］。因此，选择处理时间为
84 h用于后续试验。
2． 11 同步糖化发酵的正交试验结果
根据单因子试验结果选取酵母菌接种量、摇床转

速、处理温度和处理时间为 4 因子，以酒精产率为优
化目标，进行 L9 ( 3

4 ) 正交试验。试验设计方案及结
果见表 6，方差分析结果见表 7。
由表 6知，影响酒精产率的主次因素为 I ＞ G ＞H ＞

J，即处理温度对同步糖化发酵酒精产率的影响最强，
其次是酵母菌接种量，再次为摇床转速。从 k 值的大
小可知，最优组合为 G3H3I2J2，即酵母菌接种量 14%、

摇床转速 140 r /min、处理温度 30 ℃、处理时间 84 h。
但该条件不在表 6 所示的 9 组实验中，故对该条件进
行 3 次验证试验，得到酒精产率为 ( 34． 7 ± 0． 9 ) g /
100 g，表明 G3H3 I2J2 为最优条件。

表 6 同步糖化发酵正交试验结果与分析
Table 6 Orthogonal test and analysis of simultaneous

saccharification and fermentation

试验号
酵母菌
接种量( G) /

%

摇床转速
( H) /
( r·min － 1)

处理温度
( I) /
℃

处理时间
( J) /
h

酒精产率 /
［g·( 100 g) － 1］

1 10 100 28 72 29． 7 ± 0． 4
2 10 120 30 74 32． 6 ± 0． 9
3 10 140 32 96 32． 3 ± 0． 6
4 12 100 30 96 33． 7 ± 0． 3
5 12 120 32 72 32． 0 ± 0． 7
6 12 140 28 84 33． 0 ± 0． 6
7 14 100 32 84 32． 5 ± 0． 4
8 14 120 28 96 31． 9 ± 0． 9
9 14 140 30 72 34． 5 ± 0． 4
均值 1 31． 533 31． 967 31． 533 32． 067
均值 2 32． 900 32． 167 33． 600 32． 700
均值 3 32． 967 33． 267 32． 267 32． 633
极差 1． 434 1． 300 2． 067 0． 633

为进一步验证以上分析结果，以酒精产率为考察

对象对其进行方差分析，由于 J( 处理时间) 这个因素
均方值较小，因此将其作为误差项计算 F 值。由表 7
可知，I因素 ( 处理温度) 对酒精产率的影响显著 ( P
＜ 0． 10) 。因此，选择 G3H3 I2J2 作为同步糖化酒精发
酵的最优条件。

表 7 正交试验方差分析
Table 7 Variance analysis of orthogonal test

方差来源 平方和 自由度 F值 F临界值 显著性
G 3． 927 2 5． 402 9． 000
H 2． 940 2 4． 044 9． 000
I 6． 587 2 9． 061 9． 000 *
J 0． 727 2 1． 000 9． 000
误差 0． 730 2

注:“* ”表示对结果影响显著( P ＜ 0． 10) 。

3 讨论

试验利用醋糟中粗淀粉和纤维质含量较多的特

点，采用复合酶法酶解纤维质原料的方法，将醋糟中

的纤维质原料转化为糖类物质，进而转化为酒精。在
同步化糖化生产酒精环节中，摇床转速在一定范围内

与酵母菌的增殖成正相关，摇床转速越快，供氧量越

高，菌体量越高，进而代谢产生的乙醇浓度也越高;当

转速超过一定水平后，菌体增殖可能已经达到上限，
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因而其代谢能力并未显著提高。酵母菌的最适生长
温度为 28 ～ 30 ℃［27］，酵母菌与复合酶 NS22002 同步
化糖化生产酒精的最适温度在 30 ℃左右，表明复合
酶 NS22002 并未对酵母菌的生长代谢产生不良
影响。
通过优化试验，可得到 34． 7 g /100 g 的酒精产

率，高于刘跃红等［16］利用白酒丢糟生产酒精 28． 7 g /
100 g的酒精产率，同时也高于徐友海等［28］利用木薯
渣生产酒精 16 g /100 g的酒精产率，初步实现了醋糟
生产酒精的可能。
在最优试验条件下，实验室生产 1 L酒精所消耗

各种酶、NaOH等试验材料的总费用为 27． 4 元( 见表
8) 。对比市场中 1 L 酒精 ( 食品级) 25 ～ 30 元的售
价，表明该试验方法具有一定的经济价值。后续对醋
糟同步糖化生产酒精工艺中的其他环节进一步优化，

例如优化试验菌种、复合酶的种类等，使其具备工业
化生产酒精的可行性。

表 8 生产 1 L酒精所需耗材
Table 8 Consumables for production of 1 L alcohol

序号 耗材 数量 单价 金额 /元
1 葡聚糖淀粉酶 NS22035 4． 3 mL 35 元 /L 0． 2
2 木聚糖酶 NS22083 2． 3 mL 68 元 /L 0． 2
3 纤维素酶 NS22086 80． 0 mL 72 元 /L 5． 8
4 复合酶 NS22002 20． 0 mL 88 元 /L 1． 8
5 NaOH 2． 7 kg 6 元 /kg 16． 2
6 柠檬酸盐缓冲溶液 4． 4 L 0． 1 元 /L 0． 4
7 10 °Brix的米曲汁 314． 5 mL 9 元 /L 2． 8

4 结论

利用葡聚糖淀粉酶 NS22035 回收鲜醋糟中的残
余淀粉，得到富含葡萄糖的糖液用做后续同步糖化发

酵前期酵母菌糖液的消耗，该部分回收淀粉所得还原

糖浓度为 18． 2 g /L，鲜醋糟中 30． 1%的粗淀粉被回
收。经响应面试验设计优化后的 NaOH 预处理醋糟
的各个因素条件为 NaOH 浓度 2． 2 mol /L、固液比
1∶ 14( g ∶ mL ) 、预处理时间 88 min 及预处理温度
70 ℃。在该条件下，后续采用正交试验优化同步糖化
发酵生产酒精的试验条件，在酵母菌接种量 14%、摇
床转速 140 r /min、处理温度 30 ℃、处理时间 84 h 的
条件下可得到 34． 7 g /100 g的酒精产率，经成本核算
后，初步实现了醋糟生产酒精的可行性。
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Ethanol fermentation using enzymatic hydrolysate of vinegar residue
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ABSTRACT Vinegar residue as a main waste in the brewing industry can be used as a raw material for ethanol pro-
duction． In this study，glucoamylase NS22035 was first used to hydrolyze the starch residue，resulting in a glucose －
rich solution with 18． 2 g /L glucose，then the residues were treated with NaOH solution for 88 min at 70℃ followed by
xylanase hydrolysis． The ethanol fermentation was started by combining the two hydrolysates and supplementing cellu-
lase and Saccharomyces cerevisiae． The fermentation was carried out at 140 r /min and 30℃ for 84 h． The yield of eth-
anol reached 34． 7 g /100 g． These results indicated the feasibility of vinegar residue to ethanol by fermentation．
Key words vinegar residue; enzymatic hydrolysis; ethanol fermentation


