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双酵母发酵秸秆水解糖产乙醇条件研究

马英辉 1，卢美欢 1，王联结 2，李利军 1

（1.陕西省微生物研究所，陕西 西安 710043；2.陕西科技大学，陕西 西安 710021 ）

摘 要： 初步探讨了秸秆水解糖混菌发酵的最优条件。结果表明，调整秸秆水解液中葡萄糖与木糖的比例为 3∶2，
初始糖浓度为 100 g/L，初始 pH为 5.5，在 32℃下进行嗜单宁管囊酵母和酿酒酵母混合发酵 44 h，平均乙醇浓度为
35 g/L左右，最大糖醇转化率为 35.6 %，达到混合发酵理论值的 72.1 %。从经济角度来看，混糖发酵优于分步发酵。
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Abstract: The optimum conditions for mixed fermentation of hydrolytic sugar of straw were summed up as follows: the optimum ratio of glucose
and xylose was 3∶2, initial sugar concentration was 100 g/L, initial pH was 5.5, fermentation temperature was at 32 ℃ , pachysolen tannophilus
and Saccharomyces cerevisiae used for mixed fermentation for 44 h, the average ethanol concentration was about 35 g/L, and the highest sugar al-
cohol conversion rate was 35.6 %, 72.1 % of the theoretical value. Anyway, mixed sugar fermentation was ecnonmically better than step fermen-
tation.
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随着国际石油价格的持续上涨，越来越多的国家开
始加大投入寻找石油的替代品。燃料乙醇是一种被寄予
厚望的清洁能源，然而其成本的高居不下致使现阶段还
难以用其大规模替代石油，而用以农作物秸秆为代表的
木质纤维素类原料发酵生产乙醇是解决成本问题的关

键[1]。 对于秸秆的水解，国内外一直致力于此类项目的研
究，也取得了可喜的成果，而其中应用比较普遍的主要是
酸酶法，即先用超低酸结合气爆的方法水解半纤维素，然
后采用酶解法水解纤维素[2-3]。 但秸秆水解后，水解液中
不但含有葡萄糖，并且含有相当量的如木糖等杂多糖，使
得秸秆水解液的发酵不能同步进行。 通过基因工程所构
建的多底物菌种对其混糖发酵效果有所改善， 但其菌种
的稳定性和发酵效率还有待进一步研究[4]。 本实验以秸
秆中半纤维素的酸水解液和纤维素的酶解液为原料进行

混糖、混菌发酵，考察其最优的发酵条件并与分步发酵进
行了对比。

1 材料与方法

1.1 实验原料和试剂

小麦秸秆半纤维素的酸水解液（中和后），秸秆纤维
素酶水解液。
嗜单宁管囊酵母（Pachysolentannophilus 1771），购买

于中国菌种保藏中心；超酒干酵母（超级酿酒干酵母），由
河南南阳天冠集团提供。
纤维素酶 20000 U/g（滤纸酶活），购于宁夏和氏璧生

物科技公司。
5 %乙醇溶液：取 5 mL 无水乙醇定容至 100 mL；重

铬酸钾溶液：称取 16.804 g重铬酸钾溶于水中，用蒸馏水
定容至 500 mL。
1.2 培养基
麦芽汁斜面培养基：新鲜麦芽汁 100 mL,2 %琼脂。
超酒干酵母驯化培养基：20 g/L的无菌葡萄糖液。
混合菌增殖培养基:葡萄糖 20 g/L、木糖 20 g/L、酵母

膏 5 g/L、蛋白胨 5 g/L。
1.3 实验方法
1.3.1 混合糖的混菌发酵试验条件优化
混合菌种的培养：将活化好的嗜单宁管囊酵母和超

酒干酵母一起接入混合增殖培养基中， 于温度 35 ℃、
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120 r/min恒温培养箱中进行增殖培养 40 h左右。
将半纤维素水解脱毒浓缩液和纤维素的酶解浓缩液

进行混糖发酵， 接入嗜单宁管囊酵母和超酒活性干酵母
的混合种子培养液， 加入 1 %的酵母膏和 1 %的蛋白胨
作为氮源进行发酵，分别考察不同底物比例（葡萄糖∶木
糖）、初始糖浓度、发酵时间、发酵温度（26～36℃）和初
始 pH(3.5～6.5)对发酵最终乙醇浓度的影响。
1.3.2 混糖混菌发酵与分步发酵效果对比
选择其最佳的混糖发酵条件， 分别与半纤维素水解

液的木糖发酵和纤维素酶解葡萄糖液的发酵进行对比，
考察混糖发酵效果优劣。
1.4 检测方法
1.4.1 还原糖测定
总还原糖测定采用 DNS 法[5]，木糖含量的测定采用

地衣酚法[6]。
葡萄糖 =总还原糖-木糖。

1.4.2 乙醇含量测定
采用重铬酸钾比色法测定乙醇含量 [7]，分别吸取 0、

0.2 mL、0.4 mL、0.6 mL、0.8 mL、1.0 mL、1.2 mL 的 5 %乙
醇溶液于 50 mL 容量瓶中， 加入 10 mL 硫酸，10 mL
重铬酸钾溶液，以蒸馏水定容，混匀后静置 30 min。 在
594 nm 下测得吸光值，然后以乙醇含量为横轴，吸光值
为纵轴得出乙醇标准曲线（图 1）。

糖醇转化率 = V1×C1

V0×C0
×100 %

式中：V0,V1———发酵前和发酵后溶液的体积（L）；
C0,C1———发酵前的还原糖浓度和发酵后的乙醇浓度。

2 结果与分析

2.1 混合糖混菌发酵优化
2.1.1 不同碳源比例对混糖发酵的影响
对不同碳源比例对混糖发酵的影响进行分析， 结果

见表 1。
由表 1中可以看出：
①发酵液中随着木糖在混糖中所占比例的增加，还

原糖的可发酵性逐渐降低， 具体表现为残糖量很高，特
别是残留木糖，乙醇生成浓度低。 因为木糖液是由半纤

维素水解而来， 其中含有一定浓度的对菌体生长有害
的物质 [8]，木糖浓度的增加相当于增加了发酵液中抑制
剂的浓度。 当木糖含量占一半以上时，糖醇转化率都在
20 %以下。
②随着葡萄糖在混糖中所占比例的增加， 木糖的残

留浓度有所增加，糖醇转化率也呈现增高的趋势。这是因
为在初始糖浓度相同的情况下， 木糖比例低有利于菌种
的生长和代谢。葡萄糖是菌种生长和代谢的优先选择，同
时会对木糖产生底物遏制，导致木糖利用的缓慢，同时菌
种生长得好也能够对抑制物产生足够的抗性， 使其抑制
作用降到最低。
③当木糖在混糖中所占比例达到 40 %时，发酵的糖

醇转化率仍然维持在 30 %以上， 对乙醇的生成影响较
小。在不影响乙醇生成的前提下，应保持发酵液中葡萄糖
与木糖的比例为 3:2。
2.1.2 初始糖浓度对混糖发酵的影响
初始糖浓度往往影响发酵结果， 对初始糖浓度对混

糖发酵的影响进行分析，结果见图 2。

从图 2中可以看出，随着初始糖浓度的增加，糖醇转
化率出现先增加后减小的趋势。 主要原因有两个：

①最佳的糖浓度对保持较高的糖醇转化率非常重
要。因为如果糖度太低，菌种生长后没有更多的底物来维
持其代谢；如果糖度太高，会影响菌种生长，致使转醇率
也很低。
②糖浓度的升高， 随之带来的有毒物质的浓度也随

着加大[9]。 当达到酵母生长或发酵所能承受的最大底限

图 1 重铬酸钾乙醇标准曲线
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注：葡萄糖∶木糖 =3∶2，初始 pH=5.0，温度 30℃，发酵时间 60 h。
图 2 不同初始糖浓度下的糖醇转化率
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后，抑制物对乙醇发酵会有明显的抑制作用，这就是初始
糖浓度超过 100 g/L后糖醇转化率会降低的原因。 而在
糖浓度为 80 g/L和 100 g/L时， 糖醇转化率都保持在比
较高的水平，达到 35 %左右，说明在此浓度下，抑制剂并
没有对发酵菌种产生高度抑制作用。因此，根据产乙醇效
率可选择初始糖浓度为 100 g/L。
2.1.3 温度对混合发酵的影响
对温度对混糖发酵的影响进行分析，结果见表 2。

由表 2中可以看出， 发酵温度对混合菌种混糖发酵
的影响， 无论是从残糖量还是糖醇转化率来说都是非常
显著的：
①随着发酵温度的升高， 残糖浓度经历一个先下降

后升高的过程， 因为菌种将底物转化为代谢产物必须在
合适的温度下进行。 温度低了，菌种生长缓慢，糖的转化
率低，导致残糖量较高，乙醇产率低，如表 2 中 20℃和
24℃下的结果；温度高了，菌种产生乙醇途径中的酶活
受到抑制，可能会改变菌种的代谢途径。 另外，温度高了
会增加乙醇对酵母的毒性[10]，糖量虽然消耗很大，而乙醇
的产量却很低，如表 2中 40℃下的发酵结果。

②乙醇浓度和糖醇转化率则正好与残糖量趋势相
反，呈现先升高后下降的趋势，在 32℃时达到最大，糖醇
转化率达到 36.5 %。
2.1.4 初始 pH值对混合发酵的影响
对初始 pH 值对混糖发酵的影响进行分析， 结果

见图3。
由图 3 中可以看出， 不同的 pH 值对共发酵的影响

是显著的：
①pH 值在 3.5～6.5 范围内， 随着初始 pH 值的升

高，总的残糖量是逐渐减少的，而葡萄糖的残糖量随着
pH 值的变化更明显一些。 这是因为葡萄糖是菌种最优
先利用的碳源，随着 pH 值越来越合适，葡萄糖的利用
率会迅速加快，而对木糖的利用是在葡萄糖先被利用后
才逐渐开始的，并且当 pH6.5 时，葡萄糖的残留量要略
高于木糖。
②乙醇浓度呈现先升高后下降的趋势，在 pH5.5 时，

乙醇浓度达到最高，为 36 g/L左右。
2.1.5 混菌混糖发酵时间的确定

对发酵时间对混糖发酵的影响进行分析， 结果见
图4。

从图 4中可以看出：
①木糖和葡萄糖的含量随着发酵进行而呈现逐渐

减少的趋势。 在前 16 h 内葡萄糖变化明显快于木糖的
消耗量，葡萄糖消耗量为 1/3 时,木糖稍有下降，只减少
了 12.5 %， 这是由于葡萄糖的存在对利用木糖形成了
底物阻遏，菌种优先利用葡萄糖。 从乙醇的生成曲线可
以看出在前 16 h 内的还原糖的消耗主要是用于菌种自
身的生长和适应环境的耗能，乙醇的生成量很少，只有
7.2 g/L。

②从 16 h 后，乙醇浓度开始迅速上升，葡萄糖浓度
呈现相反的趋势，这时乙醇的生成主要靠葡萄糖的代谢；
木糖从发酵的 16 h 开始被利用，4 h 内下降了 10 g/L 左
右，但由于木糖代谢发酵乙醇途径复杂，同时受到葡萄糖
浓度及代谢产物和乙醇的抑制作用， 所以木糖代谢在
24～32 h 内又呈现出缓慢消耗的趋势；32 h 后木糖含量
高于葡萄糖，代谢开始占主导地位，这个时期内乙醇的生
成主要是靠木糖代谢， 但由于木糖含量少， 所以到 44 h
时很快被消耗完， 而葡萄糖在 40 h 时已经基本代谢完，
所以 48 h时混合糖发酵完全停止，乙醇浓度在 44 h 时积
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注：初始糖浓度 100 g/L（葡萄糖∶木糖＝3∶2），温度 32℃，发酵时间

60 h。
图 3 不同初始 pH值对混糖发酵的影响

注 ：初始糖浓度 100 g/L（葡萄糖 ∶木糖为 3 ∶2），温度 32 ℃，初始

pH5.5。
图 4 混合发酵过程中残糖和乙醇浓度随时间的变化规律
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累到最大浓度 35.4 g/L。
③继续延长发酵时间到 64 h， 乙醇浓度不再上升反

而出现下降。这是因为还原糖消耗完全后，菌种只能以乙
醇作为碳源来维持自身的生长， 所以控制最佳的发酵时
间能够获得最大的乙醇积累浓度， 而且在木糖与葡萄糖
共存的发酵液中， 混菌模式下达到发酵的最佳时间会滞
后于葡萄糖的单独发酵[11]。
2.2 混合发酵和分步发酵的效果对比
对混合发酵与分步发酵的效果进行对比， 结果见

表3。

从表 3可以看出：
①对于半纤维素水解液中木糖的发酵， 糖醇转化率

只有 23.75 %，占理论转化值的 51.6 %。 说明水解液中抑
制性物质对菌种有一定的抑制作用， 阻断了嗜单宁管囊
酵母对木糖的利用途径， 因此该发酵还远远达不到工业
化生产的要求。
②采用纤维素的酶解糖液进行发酵， 因酶解液中物

质比较单一，不存在抑制性因子，所以发酵效果较好，发
酵后乙醇浓度为 28.1 g/L， 乙醇产率可达到理论值的
91.8 %。 如果对分离的纤维素进行非等温同步糖化发酵
（NSSF），效果可能更好，这样就避免了产物对纤维素酶
的抑制作用。
③从混合糖发酵来看，乙醇转化率并不是最高的，它

低于纯葡萄糖的乙醇发酵；从乙醇浓度来看，也低于分步
发酵的乙醇浓度之和。 这是因为当半纤维素的水解液与
纤维素的酶解液混合后，双方存在相互的抑制作用，一是
因为半纤维素水解液中存在发酵抑制剂， 因而它的加入
会降低葡萄糖的可发酵性； 二是因为葡萄糖和木糖的共
同存在，葡萄糖会对木糖的利用起到底物遏制作用，因为
木糖的乙醇代谢途径非常复杂， 不但受到葡萄糖优先利
用的阻遏，还受到产物的反馈抑制，在此实验中还受到酸
性水解杂质的抑制作用。综合这些因素，混合发酵的乙醇
得率要稍低于分步发酵。

④混合发酵的条件控制非常重要， 如果控制好发酵
条件，乙醇的转化率也会达到较高的水平，如表 3 中，分
步发酵的乙醇浓度总量为 37.6 g/L， 只比混合发酵的乙
醇浓度高 2.3 g/L，但毫无疑问，混合发酵能够节约更多
的设备成本， 从经济角度考虑在一定条件下还是选用混
合发酵比较好。

3 结论

对秸秆水解糖的混菌发酵条件进行了初步探讨，通
过混合发酵和分步发酵的对比结果来看， 混合发酵提高
了发酵液中半纤维素水解液的可发酵性， 降低了葡萄糖
的发酵效率，但从总的糖醇转化率和经济性考虑，混合发
酵具有独特的优势。另外，采用基因工程的手段改造多底
物乙醇发酵菌种将会大大提高利用己糖和戊糖混合发酵

生产乙醇的工业可行性。
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