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响应面法优化荔枝渣发酵生产酒精的工艺条件

何珺珺 1,2，周如金 1,*，唐玉斌 2，黄 敏 1

(1. 广东石油化工学院化学与生命科学学院，广东 茂名      525000；
2. 江苏科技大学生物与化学工程学院，江苏 镇江      212003)

摘   要：对荔枝渣酒精发酵工艺进行研究，探讨发酵 pH 值、发酵温度、发酵时间对酒精产量的影响，并在单因

素试验的基础上，应用 Design Expert 7.1.1 软件技术，以酒精产量为指标利用响应面法对荔枝渣酒精发酵的条件进

行优化。结果表明，最佳工艺条件为发酵时间 70h、发酵 pH4.6、发酵温度 33℃，在此条件下进行发酵验证实

验，酒精产量达到 8.99mL/100g。
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燃料乙醇属可再生资源，用它取代部分石油意义重

大。利用工业废弃物制备燃料酒精，既能发展替代能

源，又能有效地解决环境污染问题，促进工业生产的

良性循环[ 1 -2 ]。因此，研究燃料酒精的生产是一项重要

课题。发酵法生产的燃料酒精，具有和矿物燃料相似

的燃烧性能，但其生产原料为生物质，是一种可再生

的能源[3]。此外，酒精燃烧过程中所排放的一氧化碳和

含硫气体均低于汽油燃烧，可有效减少大气的污染及抑

制温室效应[4 -5 ]。

生产燃料酒精的原料呈现多元化和非粮化发展趋势[6]。

葛向阳等[7]利用同步糖化法发酵菊芋生产酒精，发酵液

中酒精体积分数可达到 1 9 . 6 %，转化率达到理论值的

90%。沈艳丽[8]利用柑橘皮渣制备糖蜜，发酵生产燃料

酒精。彭林才等[9]以造纸污泥为原料同步糖化发酵生产

燃料乙醇。康利平等[10]研究了甜高粱品种 M-81E 茎秆汁

液乙醇发酵条件，结果显示在自然 pH 值、32℃条件下

发酵 32h，乙醇得率达到 90 .5%。

鲜果荔枝不易保藏，荔枝深加工是发展荔枝产业的

重要途径；但是荔枝加工过程中会产生大量荔枝渣，含

大量糖分，对环境造成污染 [ 1 1 ]。本实验应用响应面优

化方法对荔枝渣酒精发酵工艺条件进行优化研究，以考

察荔枝渣酒精生产的最佳工艺参数，提高荔枝渣酒精产

量，旨在为探讨荔枝渣生产酒精的可行性提供参考。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

鲜荔枝渣由东方红荔枝酒厂提供。

耐高温高活性酿酒酵母    安琪酵母股份有限公司；

乙醇(色谱纯)、正丙醇(色谱纯)    天津市百世化工有限公

司；果胶酶(酶活力 50000U/g)    上海源聚生物科技有限

公司；纤维素酶(酶活力 15000U/g)    上海绿岛科技有限

公司；其他试剂均为国产分析纯。
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1.2 培养基

斜面培养基：麦芽汁固体培养基[12]；种子培养基：

荔枝汁液体培养基 [ 1 3 ]，鲜荔枝去皮去核，榨汁机压榨

后，纱布过滤，115℃灭菌 30min 备用；发酵培养基：

荔枝渣培养基，荔枝渣经干燥、粉碎、过筛等处理后，

在 pH5.0 的缓冲液中，加 65U/g 纤维素酶和 80U/g 果胶

酶，5 0℃水解 1 . 5 h。
1.3 发酵液酒精含量的测定[14]

色谱条件：国产 GC7890F 气相色谱仪，配备 FID
氢火焰检测器和 N2010 色谱工作站；OV-17 型石英毛细

管柱(0.25mm × 0.5μm，30m)；柱温：180℃；气化室

和检测器温度：220℃；载气流量：40mL/min；氢气流量：

40mL/min；空气流量：500mL/min，进样量：1μL。

标准溶液的制备：精密量取 1.0、2.0、3.0、4.0、
5.0mL 的无水乙醇和 0.5mL 的内标物正丙醇，加甲醇稀

释至 5 0 m L，混匀。

样品溶液的测定：取适量待测发酵液，在 5000r/min、
室温条件下离心 10min，得上清液，经 25μm 微孔滤膜

过滤，所得滤液即为发酵液样品溶液。精密量取恒温

至 20℃的样品溶液 1.0mL，加正丙醇 0.5mL，加甲醇稀

释至 50mL，混匀，放置 15min，取上层溶液进样分析，

测定发酵液中酒精含量。酒精产量用每 100g 干荔枝渣发

酵产酒精体积量表示。

1.4 培养方法

将酿酒酵母接入荔枝汁种子培养基中，180r/min 振

荡培养过夜获得种子培养液。在 150mL 发酵瓶中装入

100mL 发酵培养基，灭菌后按 5% 的接种量接种种子培

养液，装上发酵栓，静止发酵。

2 结果与分析

2.1 发酵温度对酒精产量的影响

150mL 锥形瓶中装发酵培养基 100mL，灭菌按 5%
的接种量接种种子培养液，分别在 27～39℃不同温度条

件下静置发酵 84h，测定发酵液中酒精含量，结果如图

1 所示。

如图 1 所示，发酵温度对酒精发酵的影响非常显

著。当发酵温度为 27～33℃时，酒精产量呈增加趋势，

在 33℃时酒精产量达到最高。当发酵温度高于 33℃时，

酒精产量降低，发酵不完全，酒精产量低。这是由于

高温抑制酵母菌的生长和繁殖，影响代谢途径中酶系活

力，代谢活力明显降低，发酵速度减慢。结果表明，

安琪耐高温高活性酿酒酵母最适发酵温度为 33℃。在此

温度条件下酒精产量最高。

2.2 发酵培养基初始 pH 值对酒精产量的影响

将发酵培养基调至 pH3.0～5.5 等不同的 pH 值，按

1.4 节培养方法在 33℃静置发酵 84h，测定发酵液中酒精

含量，结果如图 2 所示。

pH 值对酵母细胞中酶的活性影响显著，从而影响

酒精产量。由图 2 可以看出，在不同的初始 pH 值条件

下，发酵后的酒精产量不同。在 pH 值为 3.0～4.5，酒

精产量逐渐升高，酵母菌产酒精酶的活性增加，在 pH
值为 4.5 时酒精产量最高，此时酵母菌产酒精代谢途径

最旺盛，酒精的发酵作用最强，在 pH 值为 4 . 5～5 . 5，
酿酒酵母生长和代谢酶系活性被抑制，酒精产量降低，

因此确定最适发酵培养基初始 pH 值为 4.5。
2.3 发酵时间对酒精产量的影响

150mL 锥形瓶中装入 100mL 发酵培养基，高压蒸汽

灭菌后按 5 % 的接种量接入种子培养液，3 0℃静置培

养，在不同的发酵培养时间后测定发酵液中酒精含量，

结果如图 3 所示。

图 3 发酵时间对酒精产量的影响

Fig.3   Effect of fermentation time on ethanol production
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图 1 不同发酵温度对酒精产量的影响

Fig.1   Effect of temperature on ethanol production
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图 2 发酵培养基初始 pH 值对酒精产量的影响

Fig.2   Effect of initial medium pH on ethanol production
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如图 3 所示，酒精产量随着发酵时间的延长不断上

升，尤其是 24～48h 之间几乎呈直线上升趋势，48h 达

到最大。酒精发酵主要集中在 24～48h，至 48h 发酵基

本结束，48h 以后酒精产量的变化不明显，所以选取 48h
为最终培养时间。

综上，单因素试验得出荔枝渣酒精发酵的优化条件

为：发酵温度 33℃，发酵 pH 值为 4.5，发酵时间 48h。
2.4 响应面法优化荔枝渣发酵产酒精条件

在单因素试验的基础上，利用响应面法优化荔枝渣

酒精发酵工艺，根据 Box-Behnken 中心组合设计原理，

以酒精产量为响应值，利用 Design Expert7.1.1 软件对发

酵温度、发酵时间和发酵 pH 值 3 个因素设计三因素三

水平的响应面试验法，共有 17 个试验点，其中 12 个为

析因点，5 个为零点以估计误差。因素水平见表 1，试

验设计和结果见表 2。

水平
因素

A 温度 /℃ B pH C 发酵时间 /h
－ 1 30 4.0 36

0 33 4.5 54
1 36 5.0 72

表 1  Box-Behnken 中心组合设计

Table 1   Factors and their coded levels in Box-Behnken experimental
design

试验号
因素

酒精产量 /(mL/100g)
A 温度 B pH C 时间

1 0 0 0 9.10
2 1 0 1 8.95
3 0 0 0 9.13
4 1 － 1 0 8.37
5 0 － 1 1 8.37
6 0 1 1 8.53
7 1 1 0 8.45
8 0 0 0 9.06
9 － 1 － 1 0 8.13
10 － 1 1 0 8.49
11 0 0 0 9.16
12 0 1 － 1 8.41
13 0 0 0 9.06
14 － 1 0 1 8.80
15 1 0 － 1 8.86
16 0 － 1 － 1 8.24
17 － 1 0 － 1 8.63

表 2  Box-Behnken 设计方案及响应值结果

Table 2    Box-Behnken experimental design and corresponding results

利用 Design Expert7.1.1 软件对响应面试验结果进行

多元回归拟合，对表 2 的数据进行回归分析后得到模型

为二次多项回归方程，酒精产量(Y)对荔枝渣发酵温度、

发酵 p H 值、发酵时间的方程为：

Y=－68.09275＋1.42567A＋22.7085B＋0.061097C－

0.046667AB － 3.7037 × 10-4AC － 2.77778 × 10-4BC －

0.01775A2 － 2.32900B2－ 4.08179× 10-4C2

为检验方程的可靠性，对方程进行方差分析，结

果见表 3 。

注：*.P ＜ 0.05，模型或考察因素有显著影响；**.P ＜ 0.01，模型或

考察因素有极显著影响；R2=0.9930，R2Adj=0.9840。

变异来源 自由度 平方和 均方 F 值 P 显著性

模型 9 1.88 0.21 110.19 ＜ 0.0001 **
A 1 0.042 0.042 22.21 0.0022 **
B 1 0.074 0.074 39.14 0.0004 **
C 1 0.033 0.033 17.17 0.0043 **
AB 1 0.020 0.020 10.35 0.0147 *
AC 1 1.6 × 10-3 1.6 × 10-3 0.84 0.3886
BC 1 2.5 × 10-5 2.5 × 10-5 0.013 0.9117
A2 1 0.11 0.11 56.75 0.0001 **
B2 1 1.43 1.43 753.83 ＜ 0.0001 **
C2 1 0.074 0.074 38.89 0.0004 **

残差 7 0.013 1.89 × 10-3

失拟项 3 5.575 × 10-3 1.858 × 10-3 0.97 0.4902
纯误差 4 7.680 × 10-3 1.920 × 10-3

总变异 16 1.89

表 3 二次回归模型的方差分析结果

Table 3    Analysis of variance for the fitted regression equation

由表 3 可知，失拟项 P=0.4902 ＞ 0.05，表明失拟

项不显著，模型预测值与实际值拟和较好。而模型的

P 值＜ 0.0001，表明该模型有显著意义，不同发酵条件

下的差异高度显著，该试验方法准确可行，可使用该

方程模拟荔枝渣产酒精的三因素三水平的分析。由 P 值

可知，在所选的各因素水平范围内，对结果的影响排

序为：发酵 pH 值＞发酵温度＞发酵时间。且模型的复

相关系数 R 2 为 0.99，大于 90%，说明酒精产量和发酵

温度、pH 值及发酵时间存在线性相关，模型拟合程度

良好，试验误差小，该模型是合适的。因此可以用该

模型分析和预测不同发酵条件下酒精产量的变化。方程

中 A、B、C、A 2、B 2、C 2 对酒精产量的影响极显著，

AB 对酒精产量的影响显著，表明发酵温度、pH 值及发

酵时间对酒精产量的影响不是简单的线性关系，二次项

和交互项对酒精产量也有影响。

2.5 发酵条件的响应面分析与优化

在回归模型方差分析结果的基础上，利用软件作发酵

温度、pH 值及发酵时间对酒精产量影响的响应面和等高线

图，结果如图 4～6 所示。响应面三维图反应各发酵因素

的交互作用，等高线图的形状表示交互作用的强弱，形状

为圆形交互作用弱，椭圆形则交互作用强[15]。比较两组图

响应面最高点和等高线可知，在所选范围内存在极值，即
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响应面最高点，同时也是等高线最小椭圆的中心点。

当发酵时间 70h 时，发酵温度和发酵 pH 值对酒精

产量的交互作用见图 4。固定发酵温度，随着发酵 p H
值的增加，酒精产量逐渐增加，在 4.55 左右出现极值，

之后随着 p H 值的增加，酒精产量下降。发酵温度在

30～36℃的范围内酒精产量变化不太明显。沿着发酵 pH
值方向的等高线密度变化较高，说明发酵 pH 值对酒精

产量的影响大于发酵温度。

当发酵 pH 为 4.5 时，发酵温度和发酵时间对酒精

产量的交互作用见图 5。固定发酵时间，当发酵温度在

30～36℃的范围内时，随着发酵温度的升高，酒精产量

逐渐增加，在 34.5℃左右达到极值，之后发酵温度继续

升高，酒精产量降低。固定发酵温度，随着发酵时间

的延长酒精产量呈增加的趋势。

当发酵温度为 33℃时，发酵时间和发酵 pH 值的交

互作用对酒精产量影响见图 6。固定发酵 pH 值，当发

酵时间在 36～72h 的范围内变化时，酒精产量没有明显

变化。固定发酵时间，发酵 pH 值在 4～5.5 的范围内时，

随着发酵发酵 p H 值的增加，酒精产量不断增加，在

4.65 左右出现最大值，之后随着 pH 值的增大，酒精产

量有下降的趋势。沿着发酵 pH 值方向的等高线密度变化

较高，说明发酵 pH 值对酒精产量的影响大于发酵时间。

通过软件分析，得到荔枝渣发酵的最佳条件为：

发酵时间 70.150h、发酵 pH4.64、发酵温度 33.830℃，

在此条件下酒精产量的理论最大值为 9.028mL/100g。为

检验响应曲面法所得结果的可靠性，采用上述条件进行

荔枝渣酒精发酵，考虑到实际操作的便利，将发酵工

艺参数修正为发酵时间 70h、发酵 pH4.6、发酵温度 33℃，

3 次平行实验得到的实际平均酒精产量为 8.99mL/100g，
其相对误差小于 1%。因此，基于响应曲面法所得的优

化发酵参数准确可靠，具有实际应用价值。
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图 4 温度和 pH 值交互作用对酒精产量的影响

Fig.4    Contour and response surface plots showing the effect of
temperature and initial medium pH on ethanol production
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图 6 发酵时间和发酵 pH 值交互作用对酒精产量的影响

Fig.6   Contour and response surface plots showing the effect of
fermentation time and initial medium pH on ethanol production
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图 5 发酵时间和温度交互作用对酒精产量的影响

Fig.5   Contour and response surface plots showing the effect of
fermentation temperature and time on ethanol production
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3 结  论

在单因素试验的基础上，利用响应面法对酿酒酵母

利用荔枝渣发酵代谢产酒精的条件进行了优化，建立了

酒精产量与发酵 pH 值、发酵温度、发酵时间 3 个因素

的二次多项式回归模型，经验证实验证明该模型合理可

靠。由该模型得到的优化发酵工艺参数为：发酵时间

70h、发酵 pH4.6、发酵温度 33℃。酒精的实际平均产

量可达到 8.99mL/100g。
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