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 摘要：采用玉米秸秆为原料，先氢氧化钠进行预处理后，再加人纤维素酶与酵母进行乙醇发酵。首先通过单因素试
验，确定了酵母菌接种量、发酵时间、发酵温度、发酵pH四因素对乙醇的最佳影响程度。再采用四因素三水平的正
交实验确定发酵的最佳组合条件。结果表明，乙醇发酵最佳工艺条件为酵母接种量6环、发酵时间36h、温度38℃、p
H=4.8，此时乙醇浓度值为12.5432mg/mL。

 煤、石油等化石燃料是人类重要的不可再生资源，随着人类的不断挖掘，这些不可再生能源将越来越少，有研究表
明，40年后的原油产量将只有现在的五分之一[1]。那时，人类将面临能源的挑战，因此，寻找新型的可再生能源是
人类的一大主题。乙醇是一种新型的干净能源，可以作为汽油的最好替代燃料之一[2]。乙醇的生产和开发也不断受
到社会关注，大力生产燃料乙醇燃料也成为人类未来的发展方向。

 中国是一个农业大国，如若把小麦、玉米等农作物进行燃料乙醇的生产，成本相对较高，约占总成本的80%[3]。所
以，如果直接把粮食进行生产乙醇，必将导致人粮相争的情况。然而，一般的农作物中含有大量的木质纤维素，而木
质纤维素可以用于生产可再生资源[4]，比如木质纤维素通过降解后转化为葡萄糖，再通过微生物菌种发酵葡萄糖生
成燃料乙醇[5]，这样使玉米秸秆、小麦秸秆等农作物变废为宝，在开发新能源方面起着巨大的作用[6]。

 在中国，大部分的玉米秸秆都是被焚烧、当作垃圾填埋或直接埋藏入土等方式进行处理，但这样直接排入环境，这
不仅浪费了资源，而且还造成了严重的大气污染。如能充分利用玉米秸秆中的木质纤维素进行生产燃料乙醇，那样可
以生产新型能源，代替现在的一次能源。本实验正是将废弃的玉米秸秆收集，用于生产燃料乙醇，为开发清洁、无污
染、可再生替代能源提供一定的基础。

 1实验部分

 1.1试验材料

 玉米秸秆，采自四川省攀枝花市新九乡。

 旋转浓缩蒸发仪（PE-52AA）由上海青浦沪西仪器厂制造，循环水式真空泵（SHB-Ⅲ）由天津华鑫仪器厂制造，72
2可见光分光光度计来源于上海菁华科技仪器厂，超声波清洗器（KH2200DB）昆山禾创超声波仪器厂，气浴振荡恒
温培养箱（HZQ-Q）天津华鑫仪器厂。其他试剂均为分析纯。

 1.2实验方法

 1.2.1材料预处理

 将采摘的玉米秸秆洗净后晾干水分后剪成小段于40度烘箱中，干燥至恒重并粉碎40目筛网，用1.5％氢氧化钠预处理
后，备用。

 1.2.2最适波长的确定

 在10mL比色管中加3mL乙醇标液，再加入2mL的5％酸性重铬酸钾溶液，然后用蒸馏水定容至刻度线，于沸水浴中
加热10min，冷却5min，倒入适量于比色皿中，在分光光度计上测量吸光值，分别测540nm、560nm、580nm、600nm
、620nm、640nm、660nm、680nm波长时的吸光值，并作图，以确定最佳测定波长。

 1.2.3乙醇标的制

 采用重铬酸钾定乙醇含量[7]。分别在10mL比色管中用移液枪依次加入乙醇标液0，1.00，2.00，3.00，4.00，6.00，7.
00，8.00mL，测定方法同1.2.2，并做出标准曲线。
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 1.2.4发酵液乙醇含量测定

 取样品0.5mL于10mL比色管中，方法同1.2.2。测定发酵液的吸光值，每组测定3次。

 设乙醇标线函数为V=F（A），则乙醇浓度的计算公式为：C=V×b×q

 其中C为乙醇浓度（mg/mL），V为每10mL溶液中乙醇标液体积（mL/10mL），q为乙醇标液浓（mg/mL）度，A为
吸光值，b为稀释倍数。

 1.2.5单因素试验

 （1）最佳发酵温度的确定：纤维素糖化液灭菌后，接种纯化培养后的酵母，控制酵母接种量、发酵pH、发酵时间
不变，设定发酵温度26℃、29℃、32°C、35°C、38℃，发酵液离心后，用重铬酸钾分光光度法测定乙醇浓度。

 （2）最佳发酵时间的确定：将采用控制变量法，控制其他可能影响的因素，设定乙醇发酵发酵时间12h、24h、36h
、48h、60h，用分光光度计测定发酵液的乙醇吸光值，根据乙醇标线算出其浓度。

 （3）最佳发酵pH的确定，控制其它变量因素，分别设定pH值为3.6、4.2、4.8、5.4、6.0，测定其中的发酵液中乙醇
浓度。

 （4）同样采用控制变量法，在净化的无菌工作台上进行接种操作。设定接种量为3环、4环、5环、6环、7环，发酵
后的乙醇浓度仍用重铬酸钾分光光度定。

 1.2.6正交试验

 为确定最佳发酵条件，设置四因素三水平正交实验，正交试验设计表1所示。

 2结果与讨论

 2.1最佳波长的确定

 最佳吸收波长如图1所示。由图1可知，乙醇浓度一定时，吸光值随吸收波长增加而增大，在波长600nm时，吸光值
为最大值，为此选取600nm最佳吸收波长。
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 2.2乙醇的标准曲线

 乙醇的标准曲线绘制见图2。用重铬酸钾分光光度法测出对应不同体积标液的吸光值，拟合函数曲线方程y=0.0833
×-0.0237，线性相关度R2=0.995。
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 2.3酵母发酵纤维素单因素实验

 （1）pH对乙醇浓度的影响

 由图3可以看出，随着pH的上升，发酵后的乙醇浓度先上升后下降，在pH为5.4时达到最高，此时乙醇浓度为18.11
m/mL。出现这种结果的原因可能是pH为5.4时更接近酵母菌生长的条件，自然界中酵母多在酸性环境下生长，比如成
熟的葡萄表面，酸败的谷物中，这些地方都能发现大量的酵母菌。
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 （2）发酵时间对乙醇浓度的影响

 由图4可以看出，随着发酵时间的增加，乙醇浓度先升高后降低，最后基本持平。发酵24h后，乙醇浓度达到最高，
最高值乙醇浓度为11.39mg/mL。这种结果可能的原因是接种酵母后，菌体有一个适应期，这个时间段主要是适应新的
环境，还有就是菌体的繁殖，发酵乙醇的活动还未大量进行。在24h发酵达到高峰，大量的糖被转化为乙醇，随后，
糖浓度减小到一定值后，酵母开始利用乙醇作为能源物质，不断消耗乙醇，导致乙醇浓度下降。发酵开始40h后，乙
醇的浓度基本不变，可能是糖和乙醇等能源物质都被消耗殆尽。这也符合微生物菌群的生长曲线，说明结果是可靠的
。
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 （3）发酵温度对乙醇浓度的影响。

 由图5可以看出，随着发酵时间的增加，在发酵温度为35℃时最高，为11.40mg/mL。由生物学知识知道，温度过低
会影响酶的活性，使细胞的生理活动减弱，温度过高也会影响细胞的生理活动，甚至造成细胞死亡。每种微生物的最
适宜生长温度不尽相同，试验结果表明，温度达到39℃后酵母菌的生理活性开始受到抑制。
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 (4）酵母接种量对乙醇浓度的影响。

 由图6可以看出随着酵母接种量的增加，在接种量为5环时最高，此时，乙醇浓度达到13.10mg/mL。在固定的发酵时
间内，酵母接种过多会大量消耗糖用于菌体其他生理活动，转化为乙醇的量就会减少，接种量过低，发酵速率就低，
糖不能完全转化为乙醇，产率就低。

                                                页面 7 / 10



碱预处理后的玉米秸秆发酵生产燃料乙醇
链接：www.china-nengyuan.com/tech/197865.html 
来源：攀枝花学院学报

 2.4正交试验结果及分析

 发酵过程中pH对乙醇产率的影响，由计算出3个水平的离散程度，即极差来衡量，RA=11.423-10.891=0.532。

 发酵过程中时间对乙醇产率的极差RA=11.47104-11.031=0.476

 发酵过程中温度对乙醇产率的极差RB=11.319-10.987=0.332

 发酵过程中接种量对乙醇产率的极差RC=11.395-10.907=0.488，RA>RD>RB>RC，表示发酵过程中四个因素影响程
度的大小顺序为：发酵pH>酵母接种量>发酵时间>发酵温度。从四个因素的影响程度来看，特别要控制好发酵pH，
才能有效地提高乙醇产率。并由表2得出发酵的最佳组合为A13C3D3，在对此最优组合进行验证实验，得到乙醇浓度
为12.5432mg/mL。具体实验结果如表2所示。
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 3结论

 （1）玉米秸秆糖化液乙醇发酵单因素实验结果为：发酵pH=5.4，发酵时间24h为最优，发酵最优酵母接种量为5环
，发酵最适温度35℃。

 （2）纤维素糖化液乙醇发酵时，四个因素对乙醇浓度的影响程度为：发酵PH>酵母接种量>发酵时间>发酵温度。
最佳组合条件为：纤维素酶糖化法发酵乙醇发酵时间为36h，发酵pH为4.8，发酵温度为38℃，接种量为6环。所得乙
醇浓度为12.5432mg/mL。这与邵丽杰[8]等研究酸水解预处理后发酵乙醇含量21.5g/L还有一定的距离，这可能是在前
期预处理过程中，未加入超低浓度的硫酸水解，未能获得更多还原性的糖，导致乙醇产量偏低。

 本实验只是对碱预处理后的玉米秸秆发酵生产燃料乙醇的条件进行了探索，但对于在木质纤维素转化为葡萄糖过程
中是否有其他菌种或者催化剂可以加快反应速度，在后续的实验中可以进行这方面的探索。从而使玉米秸秆变废为宝
，对实现燃料乙醇的综合利用具有重要的现实意义。
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