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利用能源甜菜进行乙醇发酵已引起人们重视$由于发酵温度对乙醇发酵效果影响较大!为了探讨不同菌种对发酵温度高低的适

应性!筛选适应高温发酵的优良菌株!本研究首先利用温度单因素筛选出耐高温菌种 ()*+!,-!时乙醇转化率仍达 .$/0.1%菌种

)*+ 在 ’#!时乙醇转化率最高$ 然后利用 234567889:;<=4>设计和响应面分析法"?@A&从与发酵相关的 % 个因素’底物质量浓
度(料液比(加菌量(营养盐添加量(加磷量(B( 值(转速(发酵温度和发酵时间中依次筛选出底物质量浓度(发酵温度和加磷量 ’
个主要影响因素$优化后的工艺参数为’底物质量浓度为 $!1(料液质量比 $C$(加菌量 $-1(营养盐 &/-(加磷量 &/%1(B(值 -/&(
转速 $’&<D=E>(发酵温度 ’F!和发酵时间 ,,G$ 此条件下的乙醇转化率为 .%/,’1$

能源甜菜%乙醇发酵%乙醇转化率%响应面法%工艺优化
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& 引言
由于矿物质能源的储量有限和人们环保意识的增强!利

用可再生的生物质进行能源生产越来越引起人们的重视 f!)]g"
因此!寻找一种能保证能源正常供应而污染又小的燃料已迫
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在眉睫 !"#$%! 乙醇是一种可再生能源"也是石化燃料最有希望
的替代产品!&#’%!
甜菜作为糖料作物早已为人类所利用"而随着能源植物

研究的不断深入!()%"能源甜菜的研究越来越引起人们的重视"
其中重要的一项研究是以能源甜菜为发酵底物进行乙醇发

酵 !**%!研究表明"发酵过程中乙醇转化率的高低与许多因素密
切相关"尤其是发酵温度的高低对发酵效果影响较大 !*+,*$%! 为
了探讨在不同温度条件下"提高乙醇生产的效率"研究者开
始研究各种措施以提高发酵过程中的乙醇转化率! 本研究旨
在探索高温条件下不同菌种发酵乙醇的能力"并进一步研究
和优化工艺参数"为下一步工业化生产提供理论依据!

$ 材料与方法
$($ 材料
生物材料#能源甜菜 -.)$)/$哈尔滨工业大学自育材料%&
供试菌种#01."201. $!"##$"%&’(#)* #)%)+,*,")%$购自

中国工业微生物菌种保藏中心%
仪器# 自制锯糊机’ 甜菜检糖自动线 $德国 345467 公

司%’恒温培养箱$12$)))"江苏金怡公司%’恒温振荡培养箱
$289#:*&)0"上海一恒公司%’旋转蒸发仪$;.;<0-#*)))"
上海爱朗公司%&

$(! 试验方法
本试验所用发酵底物为能源甜菜固态糊"具体操作参照

文献!*&%&
$(’ 实验设计

$*% 单因素筛选发酵适宜温度
分别探讨 =种不同发酵温度条件下乙醇转化率的水平"

以初步确定不同菌种对发酵温度的要求"从而筛选出较耐高
温的菌种&

$+% >?7@A4BB,CDE675 试验设计法筛选主要因素
应用 F0F 3GH+ 统计分析软件进行试验设计和分析 !*=,*G%&

应用 >?7@A4BB,CDE675 试验设计法从影响发酵过程的 ’ 因素
中筛选出重要因素"试验通过 *+ 次完成"响应值为乙醇转化
率 -& 具体因素与水平见表 *&

$/% 利用 CIJ,C4K5A45设计和响应面分析法确定重要因
素的最佳水平&
根据 >?7@A4BB,CDE675试验设计法筛选出的重要因素"利

用 F0F 3GL+ 统计分析软件进行 CIJ#C4K5A45 设计"并进行响
应面分析"从而确定重要因素的最佳水平&

! 结果与分析
!($ 不同温度条件下发酵试验
由图 *可见"菌种 01. 在 /*!时乙醇转化率最高"其他

温度时转化率都降低 ""$!时乙醇转化率降至 =/M)+N ’但

201.耐高温能力好"")!时有最高的转化率" 到 "$!时转化
率为 G*M&GN&可见正常温度下利用 01.进行发酵可以获得较
高的乙醇转化率"但在高温条件下 201.应用效果更佳&

!(! )*+, 发酵工艺参数优化
!(!(# 应用 -./0123345678/9 试验设计法筛选重要因素
参照表 +试验设计"通过 *+ 次试验且每次试验设两次重

复得出乙醇转化率的均值"具体结果见表 +&
对表 +数据进行统计分析"结果见表 /&发酵时起重要作

用的 /个因素分别为底物质量浓度(发酵温度和加磷量& 其
中发酵过程中所用底物质量浓度的高低对试验结果影响极

大"另外发酵温度和加磷量对最终转化率影响也较大&
根据表 / 的统计分析结果"确定这 / 个重要因素的不同

水平设计"见表 "&不同水平的设置是根据表 /中估计效应值
的正负和大小决定&

!(!(! 应用响应面分析法确定重要因素的最佳水平
$*% 试验结果的回归分析
对表 $ 的结果进行二次回归分析"得到二次回归方程#
-OG’M""#+M+*/=$.$P"H/’+$.GQ*L"&G=$.*Q&L+&&+$.$.$Q
!!!*L*G$.$.GP)L*$+$.$.*Q&L/$/=$.G.GQ)L&+$.G.*Q
&L))*+$.*.*

$+% 回归方程的方差分析
从方差分析表 & 可以看出"模型在 !O)L)* 水平上回归显

著"一次项(二次项对响应值有显著性影响"但交互项影响不
显著"说明所选因素之间的交互作用不明显’失拟项反映的
是试验数据与模型不相符的情况"/O)L+"+)+*R)L*"说明失拟
不显著"因此证明模型选择正确&

表 $ -./0123345678/9设计的试验因素和水平
:/;.2 $ <=>27?8293/. @/03A7B /9C .2D2.B A@

-./0123345678/9 C2B?E9

因素
水平

Q* *
.*$底物质量浓度%SN

.+$料液质量比%
./$加菌量%SN
."$营养盐%
.$$加磷量%SN
.&$T2 值%

.=$转速%S$E)6U5Q*%
.G*发酵温度%S!
.’*发酵时间%SK

*+
*VWL$
*W
WL$
*
"L$
*WW
/*
""

*$
*V*
*$
*
+
$L$
*/W
/$
&W

图 # 不同温度条件下乙醇转化率
F?E( $ :7/9B./3?A9 7/32 A@ 23G/9A. ?9 C?@@27293

328>27/3672B
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表 ! ()*+ ,-./012234567.8试验设计表和响应值
9.:-1 ! ,-./012234567.8 ;1<=>8 2.:-1 .8; 61<?@8<1 A.-51< @B ()*+

序号 !! !" !# !$ !% !& !’ !( !) "*+
!
"
#
$
%
&
’
(
)
!,
!!
!"

!
!
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!
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!
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!

-!
!
!

-!
!
!
!
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-!
!
!

-!
!
!
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!
!

-!
-!
-!
!

-!
!
!

-!
!

-!

!
!
!

-!
-!
-!
!

-!
!
!

-!
-!

’".$&
(!."&
(%.’)
($.’’
’".#%
’".!’
(’.’)
’&.(’
’’.%$
’".’)
’&.,"
((.$&

表 ’ 统计分析结果
9.:-1 ’ C1<5-2< @B <2.2=<2=/ .8.-D<=<

因素 因素 估计效应 标准差 # 值 $值 排序

!!

!"

!#

!$

!%

!&

!’

!(

!)

底物质量浓度

料液质量比

加菌量

营养盐

加磷量

/0值
转速

发酵温度

发酵时间

-&.!!!’
,.$!%
!.),%
".!$(#

-%.%$!’
-!.,!(#
-%."(%
%.)#(#
!.!&%

!.$&,)
!.$&,)
!.$&,)
!.$&,)
!.$&,)
!.$&,)
!.$&,)
!.$&,)
!.$&,)

-$.!(#%
,."($!
!.#,$
!.$’,&

-#.’)#$
-,.&)’!
-#.&!’’
$.,&$)
,.’)’%

,.,%"’
,.(,#!
,.#""!
,."’)"
,.,&#
,.%%’)
,.,&(&
,.,%%%
,.%,((

!
)
&
%
#
(
$
"
’

表 E 响应面分析法试验因素与水平
9.:-1 E FG?16=7182.- B./2@6< .8; -1A1-< @B 61<?@8<1

<56B./1 712H@;@-@>D

因素 因素
水平

-! , !
!%

!(

!!

加磷量*+
发酵温度*!
底物质量浓度*+

,.%
#!
(

!
#%
!"

!.%
$,
!%

表 I 响应面分析试验设计和结果
9.:-1 I *1<=>8 @B CJ) .8; B167182.2=@8 61<5-2<

试验序号 !% !( !! "*+
!
"
#
$
%
&
’
(
)
!,
!!
!"
!#
!$
!%

-!
-!
!
!
,
,
,
,

-!
!

-!
!
,
,
,

-!
!

-!
!

-!
-!
!
!
,
,
,
,
,
,
,

,
,
,
,

-!
!

-!
!

-!
-!
!
!
,
,
,

’".’#
($.(&
’!.!%
’(.%$
’#.$(
’".((
(".%$
’).$$
(!.’)
’&.%(
’’.$&
’".(&
),."#
((.)$
().!%

!#" 模型可信度分析
从表 ’ 可见#决定系数为 )).,$+#说明此模型可以解释

)).,$+试验所得的乙醇转化率的变化#表明方程拟合程度较
好$而 "的变异系数 %&则表示试验的精确度#%& 值越高#试
验的可靠性越低#本试验中 %&1!.#$,&!&#数据较低#说明此
试验操作可信$ 综上说明#该回归方程为能源甜菜固态发酵
产生乙醇提供了一个合理的模型$
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!!" 通过回归方程绘制分析图
从图 " 的等高线图中可以看出# 其等高线图近乎为圆

形#说明任意两因素间交互作用不显著$而从线条的疏密程
度可以得出#对响应值所起的作用大小依次为 !#!底物质量
浓度"#!$!发酵温度"#!%!加磷量"%

!%" 岭脊分析
通过岭脊分析得到#" 值的预测极大值为 &’()’*# 而该

预测值的标准误为 ’(&$+"#表明该试验达到了显著水平$极大值
所对应的 +个主要因素!!%#!$#!#"的编码值及对应量见表 $%
!(!(’ 验证试验
根据实际情况分别将加磷量 !%#发酵温度 !$#底物浓度

表 ) 回归方程的方差分析
*+,-. ) /0+-1232 45 6+73+08. 547 7.97.22340 .:;+<340

变异来源 自由度 平方和 方差 #值 $值
!%

!$

!#

!%!%

!%!$

!%!#

!$!$

!$!#

!#!#

模型

一次项

二次项

交互项

误差项

失拟项

纯误差

所有项

#
#
#
#
#
#
#
#
#
&
+
+
+
%
+
"
#!

+&("’%%#
#%!(+%"%
#,("%,$#
#!!(&$#,
%()#)&
’(’&+’"%
#!&(’%&
#(%)"%
#+"(&,$%
%$$(""%!
"#’($#%$
+,’(#+,"
,(","!"%
%()$’,,%
!(,""%,%
’(&%$"
%&+(&’)"

+&("’%%#
#%!(+%"%
#,("%,$#
#!!(&$#,
%()#)&

’(’&+’"%
#!&(’%&
#(%)"%

#+"(&,$%
)%(+%$+$
,’(",#&+
#"+(+,&#
"(!"!#!"
#(#+)#%%
#(%,!#&"
’(!,&#

+!(%’,#&
#+%($%%#
#%(#$&))
#",()’,!
!(&!+,$
’(’$#$,,
#+#(#&)
#(+,%"%"
##,(’!"%
%,(%"%&+
)#($%’)%
#’$(%&+%
"(#++)+)

+("$%,",

’(’’"’"&
’(’’’#
’(’##!+&
’(’’’#
’(’,),&+
’(,$)"!)
’(’’’#
’("&+,+)
’(’’’##,
’(’’’#)+
’(’’’""%
’(’’’#
’("#!%%+

’("!"’"#

表 = 模型可信度分析
*+,-. = >4053?.08. -.6.- 2<+<32<382 547 !

平均值
决定系数

!%""
校正的决

定系数

模型误差

的平方根

" 的变异
系数!&’"

,&(%’$), &&(’!* &,(+"* #(’)%&’) #(+!’)#)

"8$ "()!!$#!#"%+$ "()!!%#!$" ",$ "()!!%#!#"

图 ! 响应面立体分析图和等高线图
@39( ! A.2B402. 2;75+8. +0? 840<4;72
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!!的水平定为加磷量 "#$%! 发酵温度 &’!! 底物质量浓度

!(%"在以上优化条件下进行验证试验!共进行 ) 批次 )""*+
摇瓶试验 ! 乙醇转化率平均结果为 ,$#-&% ! 该试验值
#,$#-&%$ 与模型的理论值 #$"#."%$ 的差值仅占理论值的
!#($%! 可见该模型可以较好地反映出利用 /012 耐高温菌
种将能源甜菜 32")"& 固态糊转化成乙醇的条件%

’ 讨论
&!$ 通过在不同温度条件下对菌种 012 和 /012 的筛

选!可见在高温条件下!若发酵醪温度达 -)!左右时 !菌种

/012 的发酵效果较好! 但在正常温度条件下即发酵温度达
&!!左右时菌种 012 的发酵优势更强!这与之前报道的工艺
优化后的温度因素水平也相符 4!.5% 因此发酵时要针对不同条
件来选择适宜菌种!才能达到较好效果%

&($ 针对耐高温菌种 /012!工艺优化其发酵参数!并最
终获得优化后的工艺!经验证试验证明!所得出的数学模型
是合理的!能在较高水平上反映出优化后的发酵条件 !因此
可作为一种成型工艺进一步进行扩大化生产%

( 结论
&!$ /012 为耐高温菌种!在 -)!时仍有较高的乙醇转

化率%
&($ 从 $ 个与发酵相关的因素’底物质量浓度(料液比(

加菌量(营养盐添加量(加磷量(6/值(转速(发酵温度和发酵
时间中依次筛选出底物质量浓度(发酵温度和加磷量 & 个主
要影响因素%

&&$ 优化后的工艺参数为’底物质量浓度 !(%(料液质量
比 !7!(加菌量 !)%(营养盐 "#)(加磷量 "#$%(6/ 值 )#"(转速
!&"89*:;(发酵温度 &’!和发酵时间 --<% 在此条件下的乙醇
转化率为 ,$#-&%%
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表 0 岭脊分析因素和水平
1234* 0 )567* 2-248/5/ +9, +2.:9,/ 2-6 4*;*4/

因素 编码值 对应量
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