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白酒糟中纤维素酶解工艺优化研究
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摘要:为实现白酒糟资源的综合利用ꎬ探究了白酒糟渣中纤维素酶解的最佳工艺参数ꎮ 以可发酵糖得率为评价指标ꎬ通过

单因素实验探究了预处理条件(固液比、硫酸体积分数、处理温度、处理时间)及酶解条件(酶添加量)对酒糟中纤维素酶解效果
的影响ꎬ在此基础上用神经网络分析结合遗传算法进行进一步优化ꎮ 结果表明ꎬ白酒糟纤维素的最佳酶解工艺参数为:固液比
为 １ ∶１０、硫酸体积分数为 ７％、温度为 １７０℃、时间为 ４０ ｍｉｎ、酶添加量为 ２３ ＦＰＵ / ｇꎮ 此条件下酒糟纤维素酶解得到的可发酵糖
总量为(１９􀆰 ７７±０􀆰 ５６) ｇ / Ｌꎬ得率为 ８８􀆰 ９７％ꎮ 以该酶解液作为碳源进行丁醇发酵ꎬ溶剂(丁醇、乙醇、异丙醇和丙酮)总产量为
１􀆰 ５６ ｇ / Ｌꎮ
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题(ＮＪ２０２２－０３)
　 作者简介:徐健(１９９１－)ꎬ男ꎬ博士ꎬ副教授ꎬ研究方向为发酵工业废弃物的资源化处理和综合利用ꎬｘｕｊｉａｎ０２１８＠ １２６.ｃｏｍꎻ汪江波(１９６２－)ꎬ男ꎬ本

科ꎬ教授ꎬ研究方向为酿酒新技术及装备研发和传统发酵过程的现代化改造ꎬ通讯联系人ꎬｗａｎｇｊｂ１１７＠ １６３.ｃｏｍꎮ

　 　 白酒糟是白酒生产过程中的副产物ꎬ主要由谷

物、稻壳等物料组成[１]ꎮ 据估算ꎬ２０２１ 年我国白酒

糟产量超过 ３ ８００ 万 ｔ[２]ꎮ 目前ꎬ酒糟的处理方法主

要是作为畜牧饲料[３]、肥料[４]、沼气生产[５] 等ꎬ这些

途径产生的经济价值较低、需求量较小且不稳定ꎬ因
此酒糟常被直接丢弃、焚烧或填埋ꎬ但此种处理方式

往往对环境造成污染ꎮ 白酒糟中具有丰富的蛋白

质、酸类、酯类、糖类等营养成分[６]ꎬ经处理可作为

微生物发酵底物生产高值化产品ꎮ
丁醇是一种环境友好的清洁能源ꎬ具有优越的

燃烧性能[７]ꎮ 生物发酵法生产丁醇是利用玉米、小
麦淀粉等生物质原料通过微生物代谢将底物转化为

丁醇ꎮ 本实验室研究人员针对易水解的淀粉等糖类

转化生物丁醇进行了相关研究[８]ꎬ并取得了良好效

􀅰５５１􀅰
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果ꎬ但白酒糟中丰富的纤维素资源未被充分利用ꎮ
一方面是由于白酒糟中木质纤维素由纤维素、半纤

维素和木质素组成ꎬ三者之间的强相互作用使纤维

素难以被分离出来[９]ꎻ另一方面则是白酒糟中一些

未降解的淀粉和其他小分子糖类也使纤维素酶难以

找到位点与其结合ꎬ降低酶解效率ꎮ 采用预处理技

术破坏木质纤维素结构提高酶解效率使纤维素转化

为可发酵糖ꎬ高效解决这一技术难题成为研究的

热点ꎮ
笔者以白酒糟淀粉水解后残渣(白酒糟渣)为

原料、可发酵糖得率为评价指标ꎬ研究了固液比、硫
酸浓度、处理温度、处理时间和酶添加量对酒糟纤维

素酶解的影响ꎬ并对酶解工艺进行了优化ꎬ并使用酶

解液进行丁醇发酵实验ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料与试剂

鲜酒糟ꎬ湖北省某酒厂生产ꎻ糖化酶(酶活力

１００ ０００ Ｕ / ｇ)ꎬ阿拉丁试剂有限公司生产ꎻ高温淀粉

酶(酶活力 ２０ ０００ Ｕ / ｍＬ)、纤维素酶(３７０ ＦＰＵ / ｇ)ꎬ
上海源叶生物科技有限公司生产ꎮ
１􀆰 ２　 仪器与设备

油浴锅ꎬ上海力辰邦西仪器科技有限公司生产ꎻ
反应釜ꎬ武汉科尔仪器设备有限公司生产ꎻＴｈｅｒｍｏ
Ｕ３０００ 高效液相色谱仪ꎬ赛默飞世尔科技公司生产ꎻ
７８２０Ａ 气相色谱仪ꎬ安捷伦科技(中国)有限公司

生产ꎮ
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 酒糟预处理

将鲜酒糟干燥至恒重ꎬ放入粉碎机里粉碎过 ４０
目筛制成酒糟粉ꎮ

酒糟渣制备:将酒糟粉经淀粉酶和糖化酶酶解

后ꎬ上层水解液用于丁醇发酵ꎬ所剩酒糟固体即为白

酒糟渣[１０]ꎮ 该白酒糟渣含水量为 ６６􀆰 ８％ꎬ纤维素质

量分数为 ５􀆰 ４％ꎬ半纤维素质量分数为 ７􀆰 ０％ꎬ木质

素质量分数为 ６􀆰 ４３％ꎬ灰分质量分数为 ８􀆰 ０％ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ２　 单因素实验设计

以固液比为 １ ∶１５、硫酸质量分数为 ６％、消解温

度为 １４０℃、消解时间为 ３０ ｍｉｎ、纤维素酶添加量为

１２ ＦＰＵ / ｇ 为基础条件ꎬ改变单一变量ꎬ分别考察固

液比(酒糟和加入硫酸的体积比分别为 １ ∶５、１ ∶１０、
１ ∶１５、１ ∶ ２０、１ ∶ ２５)、硫酸质量分数 (０％、３％、６％、
９％、１２％)、消解温度(１００、１２０、１４０、１６０、１８０℃)、消
解时间(１０、３０、５０、７０、９０ ｍｉｎ)和纤维素酶添加量

(２、６、１２、２０、２８ ＦＰＵ / ｇ)对可发酵糖得率的影响ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ３　 神经网络分析(ＡＮＮ) 结合遗传算法优化

实验

以可发酵糖得率为考察指标ꎬ选用固液比、硫酸

质量分数、处理温度、处理时间和酶添加量为考察因

素进行实验ꎬ利用软件 Ｄｅｓｉｇｎ Ｅｘｐｅｒｔ １３ 进行 ＢＢＤ
实验设计ꎮ 通过 Ｍａｔｌａｂ ２０１６ａ 软件设计神经网络模

型ꎬ以单因素实验和 ＢＢＤ 实验结果为训练组和试验

组ꎬ对酶解的可发酵糖得率进行预测ꎮ 设置最大训

练次数为 １０ ０００ꎬ预测值与实际输出结果间的平均

误差小于 １０－３ꎬ再用遗传算法对神经网络分析得到

的模型进行最优值求解[１１]ꎮ
１􀆰 ４　 丁醇发酵验证实验

１􀆰 ４􀆰 １　 菌种与培养基

菌种:Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ ｂｅｉｊｅｒｉｎｃｋｉｉ ＬＹ － ５ꎬ于实验室

－８０℃甘油管中保藏ꎮ
种子液培养基:１０ ｇ / Ｌ 酵母膏、２０ ｇ / Ｌ 蛋白胨、

２０ ｇ / Ｌ 葡萄糖ꎮ
合成培养基:参考蔡林洋[１２]优化后的丁醇发酵

合成培养基ꎬ以该培养基作为空白对照ꎮ
Ｍ０ 发酵培养基:以最优的纤维素酶解工艺参

数制作酶解液ꎬ并以酶解液为培养基进行发酵ꎮ
ＭＣ 发酵培养基:在 Ｍ０ 发酵培养基中ꎬ添加空

白对照培养基中除葡萄糖之外的其他营养组分制备

丁醇发酵培养基ꎮ
Ｍ０Ｂ 发酵培养基:在 Ｍ０ 基础上ꎬ补充还原糖至

８５ ｇ / Ｌꎮ
ＭＣＢ 发酵培养基:在 ＭＣ 培养基基础上ꎬ补充

还原糖至 ８５ ｇ / Ｌꎮ
１􀆰 ４􀆰 ２　 丁醇发酵

将 Ｃ.ｂｅｉｊｅｒｉｎｃｋｉｉ ＬＹ－ ５ 接种至种子培养基中ꎬ
３４℃培养 ４２ ｈꎮ 将种子液分别接种至 Ｍ０、ＭＣ、Ｍ０Ｂ
和 ＭＣＢ 培养基中ꎬ３４℃培养 ７２ ｈꎬ发酵结束后取发

酵液进行气相色谱和液相色谱检测ꎮ
１􀆰 ５　 指标测定及可发酵糖得率计算

采用高效液相色谱法检测可发酵糖(甘露糖、
鼠李糖、葡萄糖、半乳糖、木糖、阿拉伯糖)含量[１３]ꎮ
采用气相色谱法测定溶剂(丙酮、异丙醇、乙醇、丁
醇)含量[１４]ꎮ

可发酵糖得率计算式为:
Ｙ ＝ [(Ｃ × Ｖ × ０􀆰 ９) / ｍ] × １００％

式中:Ｙ 为可发酵糖得率ꎻＣ 为总可发酵糖浓度ꎻＶ
为纤维素酶解液体积ꎻ０􀆰 ９ 为纤维素酶解系数ꎻｍ 为

酒糟渣质量ꎮ
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１􀆰 ６　 数据处理

每组实验重复 ３ 次ꎬ结果以“平均值±标准差”
的形式表示ꎮ 利用 Ｏｒｉｇｉｎ ２０２１ｂ、Ｍａｔｌａｂ ２０１６ａ 等软

件对数据进行分析并绘图ꎮ

２　 结果与分析

２􀆰 １　 不同预处理条件对可发酵糖得率的影响

固液比、硫酸体积分数、处理温度和处理时间对

可发酵糖得率的影响如图 １ 所示ꎮ

(ａ)固液比

(ｂ)硫酸体积分数

(ｃ)处理温度

(ｄ)处理时间

图 １　 固液比、硫酸体积分数、处理温度和

处理时间对可发酵糖得率的影响

由图 １(ａ)可知ꎬ可发酵糖得率在固液比为 １ ∶５
时最低ꎬ仅为 ４６􀆰 ８４％ꎬ这是由于在该条件下溶液中

的蛋白质、淀粉、还原糖等物质的浓度最高ꎬ硫酸被

溶液中的其他物质消耗或作为其中物质降解的催化

剂ꎬ导致其不能与木质纤维素结合ꎬ无法破坏木质纤

维素的聚合结构ꎮ 在固液比为 １ ∶１０ 后可发酵糖得

率呈下降趋势ꎬ这是由于木质纤维素在高温高压稀

酸作用下被直接降解成为小分子呋喃醛类化合

物[１５]ꎮ 因此ꎬ选择固液比 １ ∶１０ 进行后续实验ꎮ
由图 １(ｂ)可知ꎬ可发酵糖得率随着硫酸体积分

数的升高先增加后降低ꎮ 酒糟渣中的纤维素结构暴

露出来的关键是脱除木质素ꎬ木质素在酸性条件下

内部的酯键和醚键被 Ｈ＋ 破坏降解成小分子化合

物[１６]ꎮ 在处理过程中ꎬ添加稀酸高温处理木质素比

高温水热处理的效率高[１７]ꎬ因此硫酸体积分数为

０％条件下可发酵性糖得率最低ꎮ 硫酸体积分数为

１２％条件下可发酵糖得率从 ７３􀆰 ０８％降至 ６４􀆰 ５２％ꎬ
这是由于部分纤维素直接被稀硫酸降解[１８]ꎮ 在硫

酸体积分数为 ６％下ꎬ可发酵糖得率最高ꎮ
由图 １(ｃ)可见ꎬ随着温度的升高ꎬ可发酵糖得

率逐渐升高ꎬ１６０℃后温度越高ꎬ可发酵糖得率逐渐

降低ꎮ 木质纤维素主要由纤维素、半纤维素和木质

素聚合而成ꎬ三者间有较强的相互作用[１９]ꎮ 在

１００℃下ꎬ仅有少量木质纤维素降解ꎮ 随着温度的升

高ꎬ木质素分子内部的键被稀硫酸催化断裂降解为

酚类、醛酮等化合物[２０]ꎬ半纤维素高温下被分解成

木寡糖和多糖[２１]ꎮ 温度升高至 １８０℃ꎬ可发酵糖得

率降至 ４７􀆰 ９３％ꎬ这是由于高温下反应速率加快ꎬ暴
露出来的纤维素被降解为葡萄糖、醛类和甲酸等化

合物ꎬ部分酒糟渣高温下发生炭化[２２]ꎮ 综上所述ꎬ
处理温度 １６０℃效果最佳ꎮ

由图 １(ｄ)可知ꎬ在处理时间为 １０ ｍｉｎ 时可发

酵糖得率最低为 ５３􀆰 ４４％ꎬ这是由于高温稀酸条件

下ꎬ处理时间较短难以破坏木质纤维素的结晶结构ꎬ
因此可发酵糖得率较低[２３]ꎮ 在 ３０ ｍｉｎ 时可发酵糖

得率达到最高 ６８􀆰 ９７％ꎬ此条件下纤维素质量分数

最高ꎬ暴露出的位点最多ꎬ可发酵糖得率最高ꎮ 随着

处理时间的延长ꎬ可发酵糖得率不断降低ꎬ这是由于

处理时间增加ꎬ暴露出的纤维素被稀硫酸降解ꎬ因此

处理时间为 ３０ ｍｉｎ 处理效果最佳ꎮ
２􀆰 ２　 纤维素酶添加量对可发酵糖得率的影响

纤维素酶添加量对可发酵糖得率的影响如图 ２
所示ꎮ

由图 ２ 可见ꎬ随着酶添加量的升高ꎬ可发酵糖得

率快速升高后趋于平稳ꎮ 纤维素酶浓度升高ꎬ酶与

纤维素位点结合酶解出更多的可发酵糖ꎬ因此可发
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图 ２　 纤维素酶添加量对可发酵糖得率的影响

酵糖得率不断升高ꎮ 酶添加量在 ２０ ＦＰＵ / ｇ 时纤维

素酶与纤维素结合位点已经趋近饱和ꎬ此时通过添

加纤维素酶提高可发酵性糖得率的作用不大ꎬ反而

增加生产成本[２４]ꎬ因此选择酶添加量 ２０ ＦＰＵ / ｇ 用

于后续实验ꎮ
２􀆰 ３　 神经网络分析结合遗传算法优化白酒糟中纤

维素酶解工艺

基于单因素实验结果ꎬ以固液比(Ａ)、硫酸体积

分数(Ｂ)、温度(Ｃ)、时间(Ｄ)和酶添加量(Ｅ)为考

察指标ꎬ可发酵糖得率为响应值ꎬ设计 ＢＢＤ 试验ꎬ研
究不同酶解工艺参数之间的相互作用对可发酵糖得

率的影响ꎬ结果如表 １ 所示ꎮ
表 １　 ＢＢＤ 实验设计及结果

实验

编号

固液比

Ａ
硫酸体积

分数 Ｂ / ％
温度

Ｃ / ℃
时间

Ｄ / ｍｉｎ

酶添加量 Ｅ /

(ＦＰＵ􀅰ｇ－１)

可发酵糖

得率 / ％

１ １ ∶１０ ６ １８０ ５０ ２０ ５７􀆰 ６５

２ １ ∶１５ ６ １６０ ５０ ２０ ６２􀆰 １９

３ １ ∶１０ ６ １８０ ３０ ２８ ６７􀆰 ７７

４ １ ∶１０ ６ １４０ １０ ２０ ６３􀆰 ４１

５ １ ∶１０ ６ １６０ １０ ２８ ７２􀆰 ５０

６ １ ∶１０ ９ １４０ ３０ ２０ ６６􀆰 ５６

７ １ ∶１５ ６ １８０ ３０ ２０ ６１􀆰 ９７

８ １ ∶１０ ３ １６０ １０ ２０ ５８􀆰 １４

９ １ ∶１０ ３ １４０ ３０ ２０ ６５􀆰 ７５

１０ １ ∶１０ ６ １４０ ５０ ２０ ６３􀆰 ０５

１１ １ ∶１０ ３ １６０ ３０ １２ ５４􀆰 ００

１２ １ ∶１０ ３ １６０ ５０ ２０ ６８􀆰 ２７

１３ １ ∶０５ ６ １６０ １０ ２０ ６３􀆰 ２３

１４ １ ∶１０ ９ １６０ ３０ ２８ ７２􀆰 ９０

１５ １ ∶１５ ６ １４０ ３０ ２０ ６３􀆰 ９９

１６ １ ∶１０ ６ １６０ ５０ ２８ ７６􀆰 ４６

１７ １ ∶１０ ９ １６０ ３０ １２ ６４􀆰 ４０

１８ １ ∶５ ６ １６０ ３０ １２ ５７􀆰 １５

１９ １ ∶５ ６ １４０ ３０ ２０ ５３􀆰 ０６

２０ １ ∶５ ９ １６０ ３０ ２０ ６９􀆰 １７

２１ １ ∶１０ ６ １４０ ３０ １２ ５３􀆰 ８７

２２ １ ∶１５ ６ １６０ ３０ ２８ ７３􀆰 ６７

２３ １ ∶１０ ６ １６０ ３０ ２０ ７７􀆰 ４９

２４ １ ∶１０ ６ １６０ ３０ ２０ ８０􀆰 ２４

２５ １ ∶１０ ６ １８０ ３０ １２ ５３􀆰 ７８

２６ １ ∶５ ６ １６０ ５０ ２０ ７１􀆰 ５５

２７ １ ∶１０ ９ １６０ ５０ ２０ ６５􀆰 １６

２８ １ ∶１０ ６ １６０ ３０ ２０ ７７􀆰 ２２

２９ １ ∶１０ ９ １８０ ３０ ２０ ６３􀆰 ７２

３０ １ ∶１５ ３ １６０ ３０ ２０ ６５􀆰 ７９

３１ １ ∶５ ６ １８０ ３０ ２０ ６６􀆰 ７８

３２ １ ∶５ ６ １６０ ３０ ２８ ７６􀆰 ３７

３３ １ ∶１０ ９ １６０ １０ ２０ ６４􀆰 ７６

３４ １ ∶１５ ９ １６０ ３０ ２０ ６８􀆰 ５８

３５ １ ∶１０ ３ １６０ ３０ ２８ ７８􀆰 ９３

３６ １ ∶１０ ６ １６０ ３０ ２０ ８０􀆰 １９

３７ １ ∶１０ ６ １６０ １０ １２ ６３􀆰 １８

３８ １ ∶１５ ６ １６０ １０ ２０ ７１􀆰 ４６

３９ １ ∶１０ ６ １８０ １０ ２０ ５７􀆰 ５６

４０ １ ∶１５ ６ １６０ ３０ １２ ７０􀆰 ０７

４１ １ ∶１０ ６ １６０ ５０ １２ ５８􀆰 ９５

４２ １ ∶１０ ６ １４０ ３０ ２８ ７４􀆰 ７５

４３ １ ∶５ ３ １６０ ３０ ２０ ６１􀆰 １６

４４ １ ∶１０ ６ １６０ ３０ ２０ ７５􀆰 ７８

４５ １ ∶１０ ３ １８０ ３０ ２０ ５２􀆰 ５２

为进一步提高可发酵糖得率ꎬ通过 ＡＮＮ 对酒糟

渣酶解工艺进行优化ꎬ结果如图 ３ 所示ꎮ 从图 ３ 中

可以看出ꎬ训练次数进行 ２９２ 次后ꎬ预测值与实际值

之间的均方差为 ０􀆰 ０００ ９９１ ８９ꎬ小于 １０－３ꎬＲ＝０􀆰 ９９７ ２ꎬ
预测值与实际值之间存在良好的线性关系[２５]ꎮ 随
后ꎬ利用遗传算法得到最佳酶解工艺参数ꎬ结合实际

操作确定为:固液比为 １ ∶１０、硫酸体积分数为 ７％、
温度为 １７０℃、时间为 ４０ ｍｉｎ、酶添加量为 ２３ ＦＰＵ / ｇꎮ
在此条件下进行 ３ 次重复实验ꎬ最终得到可发酵糖

质量浓度为(１９􀆰 ７７±０􀆰 ５６) ｇ / Ｌꎬ得率为 ８８􀆰 ９７％ꎮ

(ａ)预测值与实际值均方差随训练次数的变化情况
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(ｂ)预测值与实际值的相关性

图 ３　 神经网络训练结果

２􀆰 ４　 丁醇发酵验证实验

将优化后的纤维素酶解液作为原料进行丁醇发

酵ꎬ结果如图 ４ 所示ꎮ

１—丙酮ꎻ２—异丙醇ꎻ３—乙醇ꎻ４—丁醇ꎻ５—ＯＤ６００ꎻ６—残糖

图 ４　 以纤维素酶解液为原料发酵生产丁醇

从图 ４ 中可以看出ꎬ发酵结束后 Ｍ０、ＭＣ、Ｍ０Ｂ、
ＭＣＢ 和空白组的 ＯＤ 值都在 ２􀆰 １０ ~ ２􀆰 ８０ 范围内ꎬ说
明在这些培养基中 Ｃ.ｂｅｉｊｅｒｉｎｃｋｉｉ ＬＹ－５ 都能正常生

长ꎮ Ｍ０ 的丁醇质量浓度为 ０􀆰 ８１ ｇ / Ｌꎬ溶剂质量浓度

为 １􀆰 ５６ ｇ / Ｌꎬ而 ＭＣ 的丁醇质量浓度和溶剂质量浓

度分别为 １􀆰 １０、１􀆰 ９０ ｇ / Ｌꎬ相比于 Ｍ０ 分别提高了

３５􀆰 ８１％和 ２２􀆰 ２２％ꎬ这是由于在 Ｍ０ 中缺少丁醇发

酵所需的营养成分所导致ꎮ 为了进一步探究酒糟纤

维素酶解液对丁醇发酵的影响ꎬ将 Ｍ０、ＭＣ 培养基

补充还原糖到 ８５ ｇ / Ｌ 制成 Ｍ０Ｂ 和 ＭＣＢ 培养基 Ｍ０
溶剂质量浓度从 １􀆰 ５６ ｇ / Ｌ 提高到 １０􀆰 ２６ ｇ / Ｌꎬ说明

可发酵糖浓度是丁醇发酵过程中重要影响因素ꎮ 此

外ꎬＭＣＢ 的丁醇质量浓度相比于 Ｍ０Ｂ 提高了

２４􀆰 １０％ꎬ溶剂产量提高了 ３３􀆰 ５４％ꎬＭＣＢ 溶剂产量

仍低于空白组ꎮ 同时ꎬ残糖质量浓度相比于空白对

照提高了 １０􀆰 ７５ ｇ / Ｌꎬ表明酶解液中存在影响丁醇发

酵的抑制物ꎬ需要进行进一步探究ꎮ

３　 结论

以可发酵糖得率为评价指标ꎬ在单因素实验结

果的基础上进行神经网络分析与遗传算法试验ꎬ对
白酒糟渣中纤维素的酶解工艺进行优化ꎬ得到最佳

酶解工艺参数为:固液比为 １ ∶１０、硫酸体积分数为

７％、温度为 １７０℃、时间为 ４０ ｍｉｎ、酶添加量为 ２３
ＦＰＵ / ｇꎮ 在此工艺条件下ꎬ得到可发酵糖总质量浓

度为(１９􀆰 ７７±０􀆰 ５６) ｇ / Ｌꎬ可发酵糖得率为 ８８􀆰 ９７％ꎮ
利用酶解液作为原料进行丁醇发酵ꎬ丁醇产量达到

０􀆰 ８１ ｇ / Ｌꎬ溶剂产量为 １􀆰 ５６ ｇ / Ｌꎮ
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