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高浓度发酵技术(Very high gravity，VHG)是一种生产燃

料乙醇的新兴技术，被定义为“含270 g kg-1糖化液或更高糖

化液的制备和发酵”[1]. 高浓度乙醇发酵具有如下优点：① 提
高单位设备的生产率和利用率；�②  减少水耗；�③  增加单位

体积醪液中的乙醇，降低蒸煮、发酵、蒸馏和DDGS浓缩干

燥过程的能耗；�④ 抑制杂菌的生长. 但是高浓度发酵也有发

酵时间长、发酵不完全的缺点，这主要是由于底物抑制、产

物抑制和营养不足等因素造成的. 
目前，国内外关于高浓度乙醇发酵的报道多集中于葡萄

糖培养基及玉米、小麦等粮食原料 [2~4]，对非粮原料全渣发

酵的报道很少，国内文献报道，以木薯为原料进行高浓度发

酵，生产8.13�� �% (w)的乙醇需要58 h，发酵效率只有83% [5]. 国外

文献报道，以土豆为原料进行高浓度发酵，可得到13.10% (w)
的乙醇，但是发酵效率只有89.7%，发酵时间长达61.5 h [6]. 以
上技术只注重乙醇浓度，没有兼顾发酵时间和发酵效率. 

本文研 究针对高浓度乙醇发酵的不足，以鲜甘薯为原

料，采用同步糖化发酵模式进行乙醇生产，在省略糖化工段

的同时部分地解决底物抑制问题；通过研究各种因素对酵

母乙醇发酵的影响，确定了最佳发酵条件，解决了产物抑制

的问题，实现了快速高浓度乙醇发酵，有望解决我国燃料乙

醇生产中长期存在的发酵周期长、能耗大、生产成本高的问

题，促进燃料乙醇在我国的推广应用. 

1  材料与方法
1.1  材� � �料 
1.1.1  甘� � �薯    试验品种为四川南充农业科学研究所选育的南

薯009[7]. 
1.1.2  菌� � �种    酿酒酵母(Saccharomyces cerevisiae)为本实验室

选育得到的乙醇高产菌株. 
1.1.3  酶制剂    液化酶Liquozyme Supra购自诺维信公司，是一

种具有热稳定性的α-淀粉酶，标准酶活力为90 KNU/g (KNU
为诺维信液化酶的专有单位)，1 KNU的定义是指在37 ℃、

pH 5.6时每小时水解5.26 g淀粉的酶量. 糖化酶Suhong GAⅡ购

自诺维信公司，是一种由黑曲霉发酵生产的糖化酶，标准酶

活力为500 AGU/mL，1 AGU的定义是指在25 ℃、pH 4.3标准

条件下每分钟水解1 mmol麦芽糖所需的酶量. 
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1.2  方� � �法
1.2.1  发酵培养基制备    鲜甘薯打浆后，按照120 KNU/kg淀粉

添加液化酶，于85 ℃液化至碘反应为红棕色，������测定总糖，按

照一定比例加水，除特殊说明外，使初始糖浓度为270 g kg-1，

初始发酵醪重量为100 g，装入250 mL三角瓶，于115 ℃灭菌
15 min. 冷却后接入菌种，同时按1.6 AUG/g淀粉添加糖化酶，

采用同步糖化发酵，发酵温度为30 ℃，接种量为10% (w). 
1.2.2  还原糖测定    采用3,5-二硝基水杨酸(DNS)比色法 [8]. 
1.2.3  可发酵糖测定    采用酸水解法 [9]，盐酸水解后用DNS
测糖. 
1.2.4  乙醇浓度测定    采用气相色谱法 [10]，以正丙醇为内标，

氢火焰离子化检测器，GDX103填充柱，柱箱温度150 ℃��，检

测器温度250� ℃������，进样器温度250� ℃. 
1.2.5  数据分析    试验样品均做3次重复，取平均值进行
分析. 

2  结果与分析
2.1  不同发酵促进剂对鲜甘薯乙醇发酵的影响

要得到高浓度的乙醇必然需要高浓度的可发酵糖，但过

高糖浓度所产生的渗透压会使酵母死亡，发酵产物乙醇对酵

母细胞也有毒性，因此解决渗透压和乙醇毒性对酵母的影响

成为高浓度乙醇发酵的关键因素. 添加发酵促进剂可减少底

物与产物抑制 [11]，促进高浓度乙醇发酵的顺利进行. 本实验

选择了3种促进剂添加于发酵醪中，发酵36 h后测定其对酵母

乙醇发酵的影响. 
结果 (表1)表明，与空白对照相比，添加的3种发酵促进

剂均能加快酵母乙醇发酵的速度，提高乙醇浓度. 主要原因

是添加的发酵促进剂可以创造条件使酵母菌维持旺盛的生

长繁殖能力，从而得到较高浓度的乙醇，并 使糖发酵彻底 . 
根据对乙醇发酵促进的效果，选择发酵促进剂B进行后续实验. 

2.2  发酵促进剂��������������B�������������浓度对鲜甘薯乙醇发酵的影响
添加不同浓度的发酵促进剂B于发酵醪中，28 h后测定

其对酵母乙醇发酵的影响. 结果(表2)表明，随着培养基中发

酵促进剂B浓度的增加，乙醇浓度也逐渐上升. 经SPSS 13.0
分析，发酵促 进 剂B浓度与乙醇 浓度之间呈 显著正相关 (P
＜0.01)，相关系数0.971. 在发酵促进剂B浓度低于1.20 g kg-1

时，不能完全支持酵 母的生长及发酵，导致 发酵速 度较慢

和最终乙醇浓度较低；而当发酵促进剂B浓度高于1.20 g kg-1

时，乙醇浓度逐渐趋于恒定，因此确定发酵醪中发酵促进剂

B的终浓度为1.20 g kg-1. 
2.3  无机盐对鲜甘薯乙醇发酵的影响

无机盐类是微生物生命活动不可缺少的物质，其主要

功能是参与构成菌体成分、作为酶的组成部分，或维持酶的

活性、调节渗透压等. 其中 MgSO4、KH2PO4和CaCl2对微生物

的生长和发酵影响最大，镁能加快酵母利用葡萄糖的速度，

培养液中葡萄糖浓度越低，镁的影响越大；钙在微生物细胞

中起活化作用；钾不仅是必要的营养元素，也是酵母增殖的

刺激剂，无机磷进入细胞的运动是由钾专一性地激发的，而

且钾还对酵母细胞的脂类代谢起重要作用；磷是核酸、磷脂

和辅酶二磷酸腺苷和硫胺素的组成成分，磷以各种化合物的

形式不可缺少地参与细胞许多能量过程 [12]. 为了考察不同无

机盐对酵母乙醇发酵的影响，分别向培养基中添加2.0 g kg-1

的KH2PO4、MgSO4和CaCl2，以不添加无机盐的培养基作为

对照进行发酵. 
结果(图1)表明，在相同的发酵时间里，添加无机盐的试

验组乙醇产量与不添加的对照组差别不大，说明鲜甘薯本身

含有足量无机盐能满足酵母高浓度乙醇发酵的需要，因此在

以鲜甘薯为原料进行高浓度乙醇发酵时无需添加无机盐，可

简化乙醇生产工序，这是甘薯作为原料的优势之一. 
2.4  维生素对鲜甘薯乙醇发酵的影响

酵 母乙醇发 酵过 程中许 多 代 谢步骤 需要 维 生 素的参

与，维生素对保持酵母细胞质膜的完整性从而维持细胞活

性也具有促进作用[13, 14]. 本实验参照文献[13]添加了在葡萄糖

培养基中对酵母乙醇发酵有促进作用的维生素，发酵28 h后

的结果见图2. 
从图2可以看出，在相同的发酵时间里，添加维生素的

试验组乙醇产量与不添加的对照组差别不大，说明鲜甘薯本

身含有足够维生素能满足酵母高浓度乙醇发酵的需要，这与

表1  ������������������不同发酵促进剂对鲜甘薯乙醇发酵的影响
Table 1  Effect of different fermentation stimulants on ethanol 

fermentation with sweet potato

发酵效果
Fermentation result

发酵促进剂 
Fermentation stimulant 

空白对照
Blank 
controlA B C

乙醇浓度 Ethanol concentration (w/g kg-1) 115.13 128.74 121.9 90.28
发酵效率 Fermentation efficiency (r/%) 81.53 90.03 86.10 65.15
残总糖 Residual total sugars (w/g kg-1) 37.42 16.74 23.68 87.54

表2  发酵促进剂B不同浓度对鲜甘薯乙醇发酵的影响
Table 2  Effect of different fermentation stimulant concentrations 

on ethanol fermentation with sweet potato

发酵效果
Fermentation result

发酵促进剂B浓度 Fermentation 
stimulant B (w/g kg-1)

0.6 0.8 1 1.2 1.4
    乙醇浓度 Ethanol 
    concentration (w/g kg-1) 118.01 122.78 125.89 131.24 132.26

    发酵效率 Fermentation
    efficiency (r/%) 80.54 83.68 85.76 90.13 90.15

    残还原糖 Residual 
    reducing sugars (w/g kg-1) 28.89 19.02 12.64 6.26 5.93

    残总糖 Residual 
    total sugars (w/g kg-1) 35.83 26.59 20.31 16.14 16.06

图1  无机盐对鲜甘薯乙醇发酵的影响
Fig. 1   Effect of inorganic salts on ethanol fermentation with sweet potato
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甘薯含有丰富维生素的报道一致 [15]. 因此，在以鲜甘薯为原

料进行高浓度乙醇发酵时无需添加维生素，可以节约乙醇生

产成本，这是甘薯作为原料的另一个优势. 
2.5  初始糖浓度对鲜甘薯乙醇发酵的影响   

初始糖浓度的高低直接影响菌体的生长与发酵. 乙醇发

酵是典型的产物抑制，在乙醇含量达到4%左右时，就开始产

生抑制 [16]，发酵速度逐渐降低直至发酵停止. 为了避免原料

利用不完全，工业上常常通过增大加水量来降低初始糖浓

度，但增加加水量不可避免 地造成成熟发酵醪液的乙醇含

量低，增大了水耗和蒸馏的能耗. 本实验分别选择270 g kg-1、
300 g kg-1、330 g kg-1初始糖浓度进行发酵实验，结果见表3. 

从表3可以看出，随着初始糖浓度增加，乙醇浓度增加，

但是发酵醪粘度增加，发酵时间延长，发酵强度降低. 即随

着初糖浓度升高，菌体的发酵受到影响，主要是是菌体受到

底物和产物的双重抑制，再加上初始糖浓度过高时，培养基

的粘度增高，影响了二氧化碳的逃逸，从而使发酵不能正常

进行. 考虑到原料的利用率和乙醇后处理的成本，鲜甘薯酵

母高浓度乙醇发酵的最适初始糖浓度应在270 g kg-1左右. 

2.6  10 L规模鲜甘薯乙醇发酵 
在上述最优培养基配方下进行了10 L规模的高浓度乙醇

发酵放大实验. 结果(图3)表明，在最优发酵条件下，发酵规

模放大至10 L，发酵参数与在250 mL三角瓶中相似. 发酵28 h
产生乙醇为131.71 g kg-1，乙醇发酵强度4.70 g kg-1 h-1，发酵效

率90.53%. 

3  结 论
本文研究对酵母以鲜甘薯为原料快速高浓度乙醇发酵

的条件进行了优化，确定最 适发酵促 进剂为B，浓度1.20 g 
kg-1，初糖浓度270 g kg-1，以鲜甘薯为原料进行高浓度乙醇发

酵不需要添加无机盐和维生素. 在最适条件下28 h可生产乙

醇132.86 g kg-1，乙醇发酵强度达4.74 g kg-1 h-1，发酵效率达
91.44%，与已有的利用其他底物进行的高浓度乙醇发酵相

比，发酵时间缩短了15 h以上，乙醇发酵强度提高40%以上，

实现了快速高浓度乙醇发酵. 通过10 L发酵罐中的乙醇发酵，

证明此快速高浓度乙醇发酵条件可以进一步放大，为其工业

化应用提供了理论依据. 
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内容简介

本书在分析当前全球面临的能源和环境危机的基础上，阐述了利用生物质转

化为主的生物炼制的内涵，将微生物技术与可再生能源转化有机结合起来，全面论

述了利用微生物技术转化可再生能源的基础理论、基本工艺、基本装备、应用情况

和发展前景。内容主要包括生物炼制、生物沼气、生物氢气、生物乙醇、生物丁醇、

生物柴油、生物采油、生物燃料电池、煤炭的生物转化、能源的洁净化等方面，为读

者展示了能源微生物技术的全貌。本书是一部全面反映可再生能源生物转化的新

技术、新材料、新方法、新进展的集理论性和实践性为一体的专著。
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