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酿酒酵母发酵高浓度乳清粉生产燃料乙醇
孙 叶，郑兆娟，徐明月，欧阳嘉

( 南京林业大学 化学工程学院，江苏 南京 210037)

摘 要:利用酿酒酵母 NL22对乳清粉进行分步糖化发酵( SHF) 和同步糖化发酵( SSF) ，对其生产燃料乙醇的条件
进行比较，同时考察 pH、温度和底物浓度对 SHF和 SSF过程的影响。结果表明: SHF 工艺和 SSF 工艺都可以实现
酿酒酵母 NL22对高浓度乳清粉的发酵，但 SSF工艺可明显缩短生产周期，提高生产效率。在 pH 6和 30 ℃的条件
下进行补料同步糖化发酵，最终乙醇质量浓度为 118. 52 g /L，产率为 1. 74 g / ( L·h) 。
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Production of bio-ethanol from high concentration of whey
powder by Saccharomyces cerevisiae

SUN Ye，ZHENG Zhaojuan，XU Mingyue，OUYANG Jia

( College of Chemical Engineering，Nanjing Forestry University，Nanjing 210037，China)

Abstract: We studied two different processes，namely separate hydrolysis and fermentation ( SHF) and
simultaneous saccharification and fermentation( SSF) ，to produce ethanol from high concentration of whey
powder by Saccharomyces cerevisiae NL22．Effects of pH，temperature，and substrate concentration on both
process were studied．Both SHF and SSF process produced ethanol efficiently from high concentration of
whey powder，but the productivity of SSF was much higher． Under the condition of pH 6 and 30 ℃，
118. 52 g /L bio-ethanol was produced by fed-batch SSF with the productivity of 1. 74 g / ( L·h) ．
Keywords: Saccharomyces cerevisiae; whey powder; simultaneous saccharification and fermentation;
bio-ethanol

乳清是牛奶奶酪加工过程中的一种副产物，存

在于牛奶酪蛋白凝固过程中的水相里，占牛奶体积

的 85%～95%。乳清富含乳糖( 45～50 g /L) 、可溶性
蛋白质( 6～ 8 g /L) 、脂质( 4 ～ 5 g /L) 、矿物盐( 80 ～
100 g /L) 等，含有 55%的牛奶营养［1］。由于处理乳
清的生化需氧量( BOD) 为 27 ～ 60 g /L，化学需氧量
( COD) 为 50 ～ 102 g /L，因此，乳清被认为是一种严

重的环境污染物［2］。世界年产乳清约 9×107 t，其中
50%被当作废水排放，这不仅浪费资源，更污染环
境。为了使大量工业盈余的乳清变废为宝，研究者
利用乳清水解物生产乳清饮料、糖浆以及食品添加
剂等化学品［3］。此外，乳清水解物还可以用于生产
燃料乙醇，此研究近年来受到研究者的广泛关注。
乳清粉是乳清浓缩干燥的产物，相对于乳清来说，



乳清粉营养物质浓度高、可以长期稳定放置、乙醇
得率高、后续分离成本低，是一种更好的乙醇生产
原料［4］。
目前，以乳清粉为原料发酵制备乙醇的菌种一般

为马克斯克鲁维酵母( Kluyveromyces marxianus) ［5－6］

和酿酒酵母( Saccharomyces cerevisiae) ［7－8］，其中，酿酒
酵母是一种乙醇生产的传统菌株，但它不能直接利

用乳糖，需要先将乳糖水解成葡萄糖和半乳糖。利
用酿酒酵母发酵乳清生产乙醇的方式有分步糖化

发酵( SHF) 和同步糖化发酵( SSF) 。SHF 可以分别
控制乳糖水解和乙醇发酵的工艺条件，使得水解和

发酵过程都在最适条件下进行。SSF可以使乳糖水
解生成的单糖被及时发酵为乙醇，在发酵过程中单

糖不积累，可避免底物抑制现象出现。此外，SSF 中
较低的葡萄糖浓度可有效避免杂菌污染，而且可以

加速体系中其他糖的利用［9－11］。
本文中，笔者分别研究酿酒酵母利用高浓度乳

清粉分步糖化发酵和同步糖化发酵制备乙醇的工

艺条件，以期获得更高的乙醇产量和产率。

1 材料与方法

1. 1 材料
乳糖、葡萄糖、半乳糖、β-半乳糖苷酶，Sigma 公

司; 乳清粉( 其中乳糖质量分数为 69. 0%，pH 6. 4) ，
安徽工艺贸易进出口有限公司。
其他生化试剂为进口产品或国产市售分析纯

产品。
1. 2 菌种和培养基
酿酒酵母 NL22于 4 ℃保存在葡萄糖琼脂斜面

培养基上，保存于南京林业大学生物化工研究所。
葡萄糖琼脂斜面培养基( g /L) : 葡萄糖 20，蛋白

胨 5，酵母汁 3，琼脂粉 15; 自然 pH。
活化和增殖培养基( g /L) : 葡萄糖或半乳糖 20，

蛋白胨 5，酵母汁 3; 自然 pH。
发酵培养基: 纯糖发酵实验的培养基中，加不

同浓度的葡萄糖和半乳糖，额外补加营养盐至如下

终质量浓度( ( NH4 ) 2 SO4 1. 2 g /L，MgSO4 0. 4 g /L，
ZnCl2 0. 4 g /L，CaCl2 1 g /L) ; SHF实验的培养基中，
添加不同浓度乳糖的乳清粉在 pH 6. 0、60 ℃条件下
酶解 14 h 后的酶解液; SSF 实验的培养基中为添加
不同浓度乳糖的乳清粉水溶液，其初始 pH 为 6. 0
( SSF 实验中 pH优化除外) 。

1. 3 菌种培养方法
1. 3. 1 活化培养
将菌种从葡萄糖琼脂斜面培养基接种至装有

50 mL活化培养基的 250 mL 锥形瓶中，在 30 ℃、
150 r /min的条件下培养 24 h。
1. 3. 2 增殖培养
将活化培养液接种至装有 100 mL 增殖培养基

的 500 mL锥形瓶中，接种量为 5% ( 体积分数) ，在
30 ℃、150 r /min的条件下培养 24 h。
1. 3. 3 发酵培养
将增殖后的增殖培养液于 6 000 r /min 离心 10

min，取酿酒酵母菌泥接种至装有 50 mL发酵培养基
的 250 mL 锥形瓶中，调整初始 OD 为 5，在 30 ℃、
150 r /min的条件下进行乙醇发酵。
1. 4 分析方法
乳糖、葡萄糖、半乳糖和乙醇均采用高效液相

色谱( HPLC Agilent 1200，安捷伦公司) 分析，外标
法测定。色谱条件: Bio-Rad Aminex HPX-87H 色谱
柱( 7. 8 mm×300 mm) ，进样量为 10 μL，流动相为
0. 005 mol /L H2SO4，流速为 0. 6 mL /min，柱温为 55
℃，采用示差折光检测器检测。

2 结果与讨论
2. 1 活化和增殖培养基中碳源种类对酿酒酵母发
酵葡萄糖和半乳糖的影响

Escalante-chong等［12］曾报道不同的碳源诱导模
式可以影响半乳糖( GAL) 启动子控制下的半乳糖代
谢基因的转录表达水平，为此，笔者研究了葡萄糖和

半乳糖分别作为活化增殖碳源时对酿酒酵母纯糖发

酵的影响，结果见表 1。从表 1可以看出:以半乳糖作
为菌种活化增殖碳源，无论发酵培养基为何种碳源，

都不会影响碳源利用和乙醇生产;但以葡萄糖作为菌

种活化增殖碳源，当发酵培养基碳源为半乳糖时，半

乳糖利用速度明显变慢。Hahn-Hgerdal［13］和 O'
Leary［14］等也报道过类似实验现象。在后续实验中，
全部采用半乳糖作为活化增殖培养基的唯一碳源，以

加速发酵时葡萄糖和半乳糖的利用速度。
2. 2 分步糖化发酵工艺条件优化
2. 2. 1 pH、温度和乳糖浓度对乳清粉酶解程度的
影响

配制含不同浓度乳糖的乳清粉溶液，调整溶液

pH分别为 4、5、6、7和 8，在 30～80 ℃范围内进行酶
解，按照 10 U /g 乳糖加入相应量的 β-半乳糖苷酶
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( 以乳糖为底物，在 37 ℃、pH 7的条件下，每分钟水
解生成 1 μmol葡萄糖所需的酶量定义为 1 个酶活
力单位) ，监测 12 h的乳糖水解得率，结果见表 2。
由表 2可以看出: 在 pH为 5～7时，乳糖酶解效

果差异不大，后续选择 pH 6 作为乳清粉酶解条件。

当酶解温度为 60 ℃时，乳糖酶解速度相对最快，得
率最高。而温度过高，则会导致 β-半乳糖苷酶活力
较快丧失，酶解效果不佳。随着乳糖浓度的增大，
酶解得率变化不大。当初始乳糖的质量浓度为 200
g /L时，酶解 12 h，酶解得率为 94. 80%。

表 1 活化和增殖培养基碳源种类对酿酒酵母乙醇发酵的影响
Table 1 Effects of different carbon sources in pre-culture medium on ethanol fermentation

活化和增殖
碳源

发酵碳源 时间 /h ρ( 葡萄糖) /
( g·L－1 )

ρ( 半乳糖) /
( g·L－1 )

ρ( 乙醇) /
( g·L－1 )

葡萄糖 葡萄糖
0 50. 55±0. 53 0 0
12 0. 34±0. 34 0 22. 88±0. 68

葡萄糖 半乳糖
0 0 50. 57±0. 06 0
30 0 23. 90±0. 22 12. 16±0. 52

半乳糖 半乳糖
0 0 50. 45±0. 15 0
18 0 0. 94±0. 05 22. 08±0. 07

半乳糖 葡萄糖
0 50. 24±0. 12 0 0
12 0 0 22. 25±0. 21

表 2 利用乳清粉 /乳清为原料产乙醇
Table 2 Ethanol production from whey power or whey

ρ( 乳糖) /
( g·L－1 )

温度 /℃ pH
酶用量 /
( U·g－1 )

乳糖酶解
得率 /%

50

50

37

30

40

50

60

70

80

4

5

6

7

8

6

10

10

29. 43

90. 87

96. 18

89. 13

11. 20

91. 23

94. 30

98. 46

100. 00

87. 40

30. 26

100

150

200

60 6 10

98. 59

97. 27

94. 80

2. 2. 2 乳清粉酶解液发酵产乙醇
配制乳糖质量浓度分别为 50 和 200 g /L 的乳

清粉溶液，在最优条件下酶解 14 h 使水解彻底，之
后接入酿酒酵母进行发酵，发酵过程中取样测定葡

萄糖、半乳糖和乙醇浓度，结果见图 1。

图 1 乳清粉酶解液发酵产乙醇过程曲线
Fig. 1 Production of ethanol from enzymatic hydrolysates

由图 1 可以看出: 低浓度乳清酶解液中葡萄糖
的利用速度略高于半乳糖，葡萄糖在 6 h 内迅速消
耗完全，而半乳糖也在 12 h内基本消耗完全。在高
浓度乳清酶解液的发酵过程中，半乳糖的利用呈现

出明显的滞后性，只有在发酵 36 h 后，葡萄糖消耗
殆尽了，半乳糖才开始加速消耗，最终乙醇质量浓

度为 60. 36 g /L，产率为 0. 72 g / ( L·h) 。
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2. 3 同步糖化发酵工艺条件优化
分步糖化发酵中，较高浓度的葡萄糖会抑制酿

酒酵母对半乳糖的利用。而同步糖化发酵中，由于
乳清水解和单糖发酵同时进行，这使得发酵过程中

的葡萄糖浓度一直维持在相对较低的水平，有助于

解除葡萄糖抑制效应。
2. 3. 1 pH和温度对同步糖化发酵的影响
基于前期研究发现，本研究中使用的 β-半乳糖

苷酶适宜 pH为 4～7，而酿酒酵母发酵最佳初始 pH
为中性偏酸，为保证酶解和发酵均能良好进行，研

究了 SSF条件下不同初始 pH 对乙醇生产的影响，
配制乳糖质量浓度为 200 g /L 的乳清粉溶液，β-半
乳糖苷酶用量为 10 U /g 乳糖，同步糖化发酵 36 h
后所得乙醇产量如图 2所示。

图 2 pH对 SSF的影响
Fig. 2 Effects of pH on SSF

由图 2可知: 当初始 pH 为 5 和 6 时，所产乙醇
浓度最高。此外，SSF 过程中，发酵液的 pH 呈逐渐
下降趋势，因此，初始 pH ( pH = 7 ) 略高于最适 pH
时，乙醇产量下降较少，但初始 pH( pH = 4) 略低于
最适 pH 时，乙醇产量大幅度下降。基于此，选择
pH 6作为初始发酵 pH。
对绝大多数酿酒酵母而言，良好的发酵能力一

般处在 25～32 ℃的温度范围内，而本文中的 β-半乳
糖苷酶的最适反应温度为 60 ℃左右。本实验采用
初始乳糖质量浓度为 200 g /L 的乳清粉作为底物，
β-半乳糖苷酶用量为 10 U /g 乳糖，分别于 24、27、
30、33 和 36 ℃下同步糖化发酵 36 h，结果如图 3
所示。
由图 3可以看出: 在一定范围内，适当提高温度

对 SSF过程有利。当温度超过 30 ℃时，随着温度的
升高，虽然 β-半乳糖苷酶的活性增加，但高温可能
对酿酒酵母生长不利，导致乙醇产量下降较快。后
续选择 30 ℃作为同步糖化发酵的控制温度。

图 3 温度对 SSF的影响
Fig. 3 Effects of temperature on SSF

2. 3. 2 不同浓度乳清粉的同步糖化发酵
考察不同底物浓度对同步糖化发酵过程的影响。

分别配制乳糖质量浓度为 50、100以及 200 g /L 的乳
清粉溶液，按照 10 U/g 乳糖加入相应量的 β-半乳糖
苷酶，在最优条件下发酵，发酵过程中取样测定乳糖、
葡萄糖、半乳糖和乙醇浓度，结果见图 4。

图 4 不同浓度乳清粉的同步糖化发酵过程曲线
Fig. 4 Production of ethanol with different

concentrations of whey power

29 生 物 加 工 过 程 第 16卷



由图 4可以看出: 同步糖化发酵过程中，无论初
始乳清粉加入多少，葡萄糖都不会积累，半乳糖在

前 6 h内浓度上升，之后迅速下降直至发酵结束。
当以乳糖质量浓度为 50 g /L 的乳清粉溶液为底物
时，乙醇质量浓度最高为 23. 46 g /L，产率为 1. 96
g / ( L·h) 。提高乳清粉浓度，乙醇产量随之上升，但
产率下降。当以乳糖质量浓度为 200 g /L 的乳清粉
溶液为底物时，最终乙醇质量浓度为 58. 58 g /L，产
率为 1. 63 g / ( L·h) 。在同步糖化发酵初始乳糖质
量浓度增至 200 g /L 时，发酵效率略有下降。一方
面，发酵前期( 6 h) 乳糖糖化产生的葡萄糖及时转化
成乙醇，减少了其对乳糖水解的抑制效应，另一方

面，体系中持续低水平的葡萄糖浓度和乳糖糖化产

生的半乳糖不断积累可能诱导了半乳糖代谢相关

酶的生成［12］，这两者使得体系中的半乳糖被高效迅

速地转化。
综上，与 SHF 相比，SSF 大大加快了乙醇生产

速率。在后续补料同步糖化发酵中，笔者选择 200
g /L为乳清粉乳糖的初始质量浓度。
2. 4 补料同步糖化发酵生产乙醇
在工业上，高浓乙醇发酵可以大大降低乙醇蒸

馏成本和提高设备利用率［15］。为进一步提高乳清
粉乙醇生产潜力，尝试如下分批补料工艺。
配制乳糖质量浓度为 200 g /L 的乳清粉溶液，

调整溶液 pH为 6，按照 10 U /g 乳糖加入相应量的
β-半乳糖苷酶，在最适条件下发酵。发酵 8 和 12 h
时分别补加 1 次终质量浓度约 100 g /L 的乳清粉，
同时补加相应量的 β-半乳糖苷酶。发酵过程曲线
如图 5所示。

图 5 补料糖化发酵生产乙醇
Fig. 5 Production of ethanol by fed-batch SSF

由图 5可以看出: 发酵体系中的葡萄糖浓度一
直处于非常低的水平，半乳糖浓度随着乳清粉添加

和酶解进行不断升高，在 20 h时半乳糖浓度达到最
高值，之后快速下降。乙醇浓度在前 12 h 内增加较
快，之后速度放缓。发酵 12 h 后，乙醇质量浓度为
63. 78 g /L，产率为 5. 32 g / ( L·h) ; 发酵 68 h 后，乙
醇质量浓度为 118. 52 g /L，产率为 1. 74 g / ( L·h) 。
补料发酵过程中，葡萄糖的发酵速率远大于酶解生

成葡萄糖的速率，通过及时补料使得菌体保持在对

数生长期和稳定期中进行生长和乙醇的积累。此
外，初期半乳糖的发酵速率不高，在酿酒酵母交替

利用葡萄糖和半乳糖的过程中，半乳糖积累并使得

酵母被驯化，逐渐加快半乳糖的利用速度。
与现有报道中以乳清等原料进行乙醇生产的研

究相比，结果见表 3。由表 3可知，本研究在乙醇产量
和产率上都具有一定优势，具有良好开发运用前景。
此外，与当下文献中研究较多的玉米、木薯、甘蔗和秸
秆原料的燃料乙醇生产相比，乳清粉原料在乙醇生产

时具有“不与人争粮”、运输与储存成本相对较低、预
处理方法简单以及环境污染小等显著优势。

表 3 利用乳清粉 /乳清为原料产乙醇
Table 3 Studies on the ethanol production from whey power orwhey

底物 菌种
ρ( 底物) /
( g·L－1 )

ρ( 乙醇) /
( g·L－1 )

产率 /
( g·L－1·h－1 )

文献

乳清粉 K. marxianus 100( 乳糖) 32. 00 0. 74 ［4］
乳清粉 K. fragilis 200( 乳糖) 80. 95 1. 84 ［16］
乳清 K. marxianus 50( 乳糖) 15. 60 0. 26 ［17］
乳清 K. marxianus+Candida krusei 50( 乳糖) 15. 50 0. 20 ［18］
菊粉 K. marxianus+S. cerevisiae 200( 菊粉) 88. 00 1. 05 ［19］
小麦秸秆 S. cerevisiae 160( 秸秆固形物) 38. 32 0. 32 ［20］

乳清粉 S. cerevisiae NL22 400( 乳糖) 63. 78( 12 h后)
118. 52( 68 h后)

5. 32
1. 74 本文
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3 结论
1) S. cerevisiaeNL22 能快速利用高浓度乳清粉

发酵生产乙醇，使得其在对乳清粉酶解发酵上展现

了良好应用前景。
2) 与分步糖化发酵相比，采用同步糖化发酵生

产乙醇可明显缩短生产周期，提高生产效率。
3) 同步糖化发酵的最适 pH为 6，最适温度为 30

℃，在上述条件下进行补料同步糖化发酵，最终乙醇
质量浓度为 118. 52 g /L，产率为 1. 74 g / ( L·h) 。
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