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苹果渣固态酒精发酵工艺研究
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　　[摘　要 ]　以鲜苹果渣为原料,利用单因素试验选择苹果渣固态酒精发酵的工艺参数。结果表明,最佳菌种为

混合野生苹果酵母YA + YC,适宜发酵时间为 5 d;纤维素酶的最佳用量为每克苹果渣添加 0. 333 4 Λmo lös,最佳酶

解时间为 6 h,在此酶解条件下,与对照相比,原料还原糖净增率为 27. 7% ; 发酵的适宜温度为 25 ℃; 采用果胶酶、

淀粉酶与纤维素酶共同预处理时效果最好,苹果渣的乙醇产率达 65 mL ökg。
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　　我国是世界上最大的苹果生产国,近年来年总

产量已达 2 201万 t,占世界总产量的 1ö3以上。随

着苹果产量的增加,苹果采后加工业得到了长足的

发展,由此产生的工业垃圾——苹果渣的数量亦逐

年上升。由于苹果渣富含碳水化合物等有机物

质[1, 2 ] , 是饲料、发酵工业、固态培养基等的良好原

料。国内外在用苹果渣制备果胶 [3～ 6 ]、生产柠檬

酸[7～ 9 ]、做食用菌培养基质[10, 11 ]等方面均进行了深

度开发,但尚未达到产业化生产要求,苹果渣的利用

在生产中至今仍然是一个亟待解决的问题。本研究

探讨了苹果渣固态酒精发酵的工艺条件,以期为生

产上开辟一条新的、可行的苹果渣利用途径,推动其

综合利用的产业化进程。

1　材料与方法

1. 1　材　料

　　鲜苹果渣: 分别于 2002 和 2003 年 9 月上旬从

陕西恒兴果汁有限公司眉县分公司取材。

酵母菌: 1450 葡萄酒酵母, 由西北农林科技大

学葡萄酒学院提供; 野生苹果酒酵母 YA , YB , YC

为本实验室自苹果皮表面分离筛选。

果胶酶及淀粉酶均为丹麦NOVO 公司产品;纤

维素酶为陕西省酶研究中心的固态制剂产品。

1. 2　仪器与设备

W YT 232 型手持糖度计,M C 型 0～ 40 ℃酒精

计,蒸馏装置, 25OD 恒温光照培养箱。

1. 3　工艺流程

酵母→活化→扩大培养→
↓

果渣 (1～ 2 mm )→糖化处理→冷却,调 pH→接种→

发酵→蒸馏。

1. 4　试验方法

1. 4. 1　不同预处理对苹果渣糖化效果的影响　

(1)热处理。称取 100 g 鲜苹果渣若干份,调pH 值至

5. 0左右, 分别进行以下 3 种处理: É . 未进行热处

理; Ê . 常压蒸煮处理 30 m in; Ë . 高压灭菌 30 m in。

然后加入占苹果渣质量分数 0. 1%的果胶酶,在 50

℃培养箱中作用 2 h, 再加入占苹果渣质量分数

0. 1% 的淀粉酶继续保温 4 h, 测定还原糖含量。

(2)不同酶解时间试验。称取 100 g 鲜苹果渣若干

份, 按每克苹果渣 0. 333 4 Λmo lös加入纤维素酶,

用柠檬酸或碳酸氢钾调酸度至适于酶作用的范围

(pH 4. 5～ 5. 5) ,在 50 ℃下分别酶解 4, 6, 8, 12, 18,

24 h,测定还原糖含量。 (3)不同酶用量试验。称取

100 g 鲜苹果渣若干份,常压蒸煮 30 m in 后,调 pH

至 5. 0 左右, 每克苹果渣分别添加 0. 166 7,

0. 250 1, 0. 333 4, 0. 500 1, 0. 666 8 Λmo lös 纤维素

酶,密封后于 50 ℃下酶解 6 h,测定还原糖含量。

1. 4. 2　固态发酵工艺及参数的确定　 (1)菌种的活

化及扩大培养。将原菌种于无菌操作间中移植到灭

菌后的 PDA 培养基的试管斜面上, 塞上棉塞, 在

(28±2) ℃培养 3 d 左右,将其接入灭菌后装有果

汁的试管中进行一级扩大, 培养 20～ 24 h, 使酵母
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密度达到 107 mL - 1以上。接种量大时,再于三角瓶

中以 10倍果汁进行二级扩大,继续培养 20～ 24 h,

酵母密度增长至 107 mL - 1时,用于发酵接种。

(2)发酵。A. 不同菌种的发酵试验。每处理投入

500 g 鲜苹果渣,加入占苹果渣质量分数 0. 1%的果

胶酶,在 50 ℃培养箱中作用 2 h,再加入占苹果渣质

量分数 0. 1%的淀粉酶继续保温 4 h,冷却后用柠檬

酸或碳酸氢钾调节酸度至适于酵母作用而又能抑制

杂菌滋生的 pH 值范围 (pH 3. 3～ 3. 5) ,最后分别将

培养好的葡萄酒酵母 1450, 野生苹果酒酵母 YA ,

YB , YC 及 YA + 1450, YA + YB , YB + 1450, YA +

YC, YC+ 1450酵母组合 50 mL ökg 接入其中,发酵

环境温度调至 25 ℃,发酵至所需天数时终止。B. 不

同温度的发酵试验。每处理投入 5 kg 鲜苹果渣,根

据选出的最佳参数加入纤维素酶,在 50 ℃的培养箱

中酶解 6 h,冷却后调 pH 值至 3. 3～ 3. 5,再接入培

养好的 YA + YC 菌种 50 mL ökg, 置培养箱内在

15, 20, 25, 30, 35, 40 ℃下, 于瓷坛中发酵至 5 d 时

终止。C. 不同酶作用的发酵试验。根据选出的纤维

素酶最佳参数和其他酶产品建议的作用参数,分别

设 0. 1%果胶酶, 0. 1%果胶酶 + 0. 1%淀粉酶,

0. 1%果胶酶+ 0. 1%淀粉酶+ 0. 333 4 Λmo lös纤维

素酶 3 个处理,每处理投入 5 kg 鲜苹果渣,再接入

培养好的YA + YC 菌种 50 mL ökg,在 25 ℃下于瓷

坛中发酵至 5 d 时终止。

1. 4. 3　蒸　馏　将发酵好的苹果渣进行常压蒸馏,

测定酒精度。

1. 4. 4　测定方法　酒精产率测定:从每份发酵后的

酒醪中取出相当于投 100 g 鲜苹果渣所得的酒醅,

加 150 mL 蒸馏水,于烧瓶中常压蒸馏,收集馏出液

准确定容至 100 mL ,测定酒精度,换算为每 kg 苹果

渣生成的乙醇量 (mL ökg)。

还原糖含量采用斐林试剂法测定[12 ]。

2　结果与分析

2. 1　不同热处理对鲜苹果渣糖化的影响

　　热处理是利用水蒸汽的热能使鲜苹果渣中的淀

粉质吸水膨胀破裂,使酶充分作用,增加还原糖的转

化率,同时可以把原料中的杂菌杀死,以利于发酵。

酶处理后, 3 种处理的鲜苹果渣中还原糖分别为

88. 8, 103. 7和 102. 6 gökg。可见, 3 种热处理方式

中,处理Ê , Ë的效果均优于处理É ,以处理Ê (即常

压蒸煮 30 m in)的效果最好。

2. 2　纤维素酶酶解工艺条件对苹果渣酒精发酵的

影响

纤维素是植物细胞壁的主要成分,是鲜苹果渣

中储藏量较高的植物多糖物质之一。以干物质计,苹

果渣粗纤维含量达到 16. 8 gökg [2 ]。用纤维素酶能将

苹果渣中的纤维素有效转化为可发酵性糖 (糖化) ,

有利于提高苹果渣发酵乙醇的产率。而纤维素酶作

用的时间与添加量不同,将会影响生产成本和糖化

效果。

由表 1可以看出,用相同量的纤维素酶酶解 6 h

时,苹果渣还原糖含量的净增率最大, 为 27. 70%。

随酶解时间的延长,还原糖含量呈下降趋势。至 24

h 时,还原糖含量低于未经酶处理的对照。可见,酶

解时间过长, 苹果渣中的还原糖又会有所降解, 因

此,试验中纤维素酶酶解的最佳时间为 6 h。

表 1　纤维素酶酶解时间对苹果渣还原糖含量的影响

T able 1　Effect of the enzymo lysis t im e on the concen tra t ion of reducing sugar

酶解时间öh
Enzymo lysis T im e

还原糖ö(g·kg- 1)
Reducing sugar

concen tration

与对照比还原糖增量ö(g·kg- 1)
Increase of reducing
sugar than con tro l

净增率ö%
N et increase

rate

0 76. 74 - -

4 95. 89 19. 15 24. 95

6 98. 00 21. 26 27. 70

8 97. 22 20. 48 26. 69

12 95. 11 18. 37 23. 94

18 91. 56 14. 82 19. 30

24 76. 42 - 0. 32 -

　　由表 2可以看出,在酶解时间均为 6 h 条件下,

随纤维素酶用量的增加,苹果渣还原糖含量亦增加。

加酶量为 0. 333 4 Λmo lös 时, 还原糖净增率最大,

为 27. 70%。酶用量继续增大时,还原糖含量增加不

明显。因此, 确定纤维素酶的最佳用量为 0. 333 4

Λmo lös。
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表 2　纤维素酶用量对苹果渣还原糖含量的影响

T able 2　Effect of the amount of cellu lase on the concen tra t ion of reducing sugar

纤维素酶用量ö
(Λmo l·s- 1)

Enzym atic concen tration

还原糖ö(g·kg- 1)
Reducing sugar

concen tration

与对照比还原糖增量ö(g·kg- 1)
Increase of reducing
sugar than con tro l

净增率ö%
N et increase

rate

0 76. 74 - -

0. 166 7 90. 11 13. 37 17. 42

0. 250 1 91. 67 14. 93 19. 46

0. 333 4 98. 00 21. 26 27. 70

0. 500 1 97. 22 20. 48 26. 69

0. 666 8 98. 00 21. 26 27. 70

2. 3　菌种及发酵期对苹果渣酒精发酵的影响

由表 3和图 1可见,单菌种用于苹果渣发酵时,

乙醇产率高峰均出现于第 5 天,以 1450 表现最好,

但与YC 差异不大。第 7天开始降低,以后随时间延

长, 下降更加显著。从发酵醅的气味可以闻出, 5 d

后酸味加重,且很刺鼻,说明后期乙醇被氧化变酸,

导致其含量下降。复合菌种中,乙醇产率也于第 5天

达到最大,菌种以 YA + YC 的效果最突出,乙醇产

率为 53 mL ökg,比单菌种中表现最好的 1450 提高

7. 80 mL ökg。因此,确定苹果渣的最佳发酵菌种为

野生苹果复合酵母 YA + YC,最适发酵期为5 d。

图 1　复合菌种在不同发酵期内

对乙醇产率的影响

F ig. 1　Effects of differen t compound2yeast

on the yield of ethano l during differen t

ferm entat ion period

表 3　不同单菌种在不同发酵期内对乙醇产率的影响
T able 3　Effect of differen t single yeast on the
yield of ethano l during differen t ferm entat ion

mL ökg

发酵时间öd
T im e of

yeast

乙醇产率 Yield of ethano l

YA YB YC 1450

3 22. 00 - 18. 62 -

5 28. 30 27. 88 41. 14 45. 20

7 22. 90 25. 56 26. 64 9. 81

9 2. 87 5. 00 2. 07 4. 20

2. 4　温度对苹果渣酒精发酵的影响

温度是影响发酵的一个关键因素。温度过低,在

规定时间内发酵不彻底,温度过高,则抑制酵母作用

的发挥或使酵母的副产物增多,导致酒精纯度不高。

因而在利用苹果渣进行酒精发酵时,发酵温度的控

制也是非常重要的。以选出的 YA + YC 菌种组合、

0. 333 4 Λmo lös纤维素酶和作用 6 h 为基准, 进行

酒精发酵,结果见图 2。从图 2可以看出,在 15～ 25

℃时,乙醇产率呈上升趋势; 25～ 40 ℃时,乙醇产率

呈下降趋势。环境温度为 25 ℃时乙醇产率最高,达

到 49 mL ökg。

图 2　环境温度对乙醇产率的影响

F ig. 2　Effect of differen t environm ental

temperatu re on the yield of ethano l

2. 5　不同酶处理对苹果渣酒精发酵的影响

苹果渣中富含果胶、纤维素及淀粉质,为使酒精

发酵完全,在预处理中采用多种酶作用于苹果渣。结

果表明, 0. 1%果胶酶, 0. 1%果胶酶+ 0. 1%淀粉酶,

0. 1%果胶酶+ 0. 1%淀粉酶+ 0. 333 4 Λmo lös纤维

素酶处理时, 乙醇产率依次提高, 分别达到 45. 4,

53. 0 和 65. 0 mL ökg, 均优于不加酶的对照 (37. 6

mL ökg)。表明酶的加入促进了多糖糖化、提高了乙

醇产率。

3　结论与讨论

1)本研究直接利用鲜苹果渣进行酒精发酵,主

产品苹果渣蒸馏酒有望实现商业化生产,副产品酒

糟可以用作饲料,不仅有效地解决了果渣对环境的

污染问题,又能充分利用资源,大大增加苹果的附加
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值,是解决废弃果渣出路的一条重要途径,具有重要

的经济及社会效益。

2)根据试验结果确定苹果渣固态酒精发酵的工

艺参数为: 最佳菌种 YA + YC,最适发酵期 5 d; 纤

维素酶最佳用量为每克苹果渣 0. 333 4 Λmo lös,最

适作用时间 6 h; 发酵最适环境温度为 25 ℃; 果胶

酶、淀粉酶和纤维素酶均可提高乙醇产率,且三者共

同作用效果最好。

3)在果实类原料酒精发酵时,一般都用葡萄酒

酵母[13 ]。本研究筛选出在苹果渣上乙醇产率显著高

于其他菌株或菌株组合的酵母组合 YA + YC,使乙

醇产率达到 53 mL ökg。由于YA , YC 是直接由苹果

表皮分离的,因此,本研究为苹果渣高效酒精发酵和

保持蒸馏酒产品的苹果风味选定了优良菌株。

4)本研究结果表明,果胶酶、淀粉酶、纤维素酶

共同作用后发酵, 鲜苹果渣的乙醇产率达到

65 mL ökg,比无酶处理提高 72. 9% ,比文献报道的

无酶产率 29. 7～ 45. 54 mL ökg [14 ]提高 42. 7%～

118. 9% ,说明酶预处理对增加苹果渣乙醇产率的作

用突出,具有很强的实用价值。但由于有些酶制剂的

价格昂贵 (如纤维素酶) ,在生产中应视投入产出比

的大小,酌情选用。
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Abstract: In th is paper, the techno logy of ethano l p roducing from fresh app le pom ace w as studied by

single facto r experim en t. T he resu lt show ed the op t im al st ra in and t im e fo r so lid ferm en ta t ion w ere the

com b inat ion of the w ild app le yeasts YA and YC and 5 d respect ively. T he op t im al enzym atic concen tra t ion

and enzym atic t im e of cellu lase w ere 0. 333 4 Λmo lös per gram app le pom ace and 6 h. U nder above enzym at2
ic condit ion, net increase ra te of reducing sugar reached 27. 7% than the con trast. T he environm en ta l tem 2
pera tu re w as 25 ℃. In addit ion, the resu lt w as the best w hen pectase, d iastase and cellu lase w ere u sed si2
m u ltaneou sly. T he yield of ethano l cou ld reach 65 mL ökg.
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