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树干毕赤酵母和酿酒酵母耦合
发酵高浓度混合糖产乙醇
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（广西科学院 国家非粮生物质能源工程技术研究中心，广西 南宁 530007）

摘 要： 研究在高浓度发酵底物下，不同木糖及葡萄糖之间的比例、P. stipitis CBS5773 和 S.cerevisiae 的发酵先后

启动顺序、两菌间的协同发酵对两菌共同发酵混合糖产乙醇的影响。结果表明，乙醇的产量主要来自于由 S.cere－
visiae 消耗葡萄糖而产生，两菌株偶联发酵时，S.cerevisiae 能较快启动进入产乙醇发酵而不受 P. stipitisCBS5773 生

长的抑制；在高浓度（200 g/L）糖浓度下，S.cerevisiaee 和 P. stipitis CBS5773 存在相互拮抗作用，S.cerevisiae 并不完

全抑制 P. stipitis CBS5773 的生长；当木糖与葡萄糖之比为 3∶2，且 S.cerevisiaee 和 P. stipitis CBS5773 分开接入，发

酵 12 h，乙醇产量最大，达到 57 g/L。
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Coupled Fermentation of High-concentration Mixed Sugars
by P. stipitis and S.cerevisiae to Produce Ethanol

SU hai-feng and YANG Deng-feng
(Guangxi Scientific Academy, Non-grain Biomass Energy Engineering Technology Research Center, Nan'ning, Guangxi 530007, China)

Abstract：The effects of different ratio of xylose and glucose, the fermentation start-up sequence of P. stipitis CBS5773 and S.cerevisiae, and the
cooperative fermentation of the two yeasts on ethanol production from mixed sugars were investigated in conditions of high-concentration fer-
menting substrate. The results showed that ethanol was produced mainly by glucose consumption via S.cerevisiae, S.cerevisiae was faster in fer-
mentation start-up in coupled fermentation process and such start-up would not be inhibited by P. stipitis CBS5773 growth, S.cereviaiae and P.
stipitis CBS5773 presented mutual antagonism under high sugar content (200 g/L), and S.cerevisiae would not completely inhibit the growth of P.
stipitis CBS5773. The maximum ethanol yield could be achieved (57 g/L) if the ratio of xylose and glucose was 3:2, S.cereviaiae and P. stipitis
CBS5773 inoculated respectively, and fermentation time was 12 h.
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目前， 利用基因工程改造菌株能够同时发酵戊糖和

己糖有两个基本途径， 一个就是将能够发酵木糖微生物

的某个关键酶导入另一能够发酵己糖的微生物中， 从而

达到发酵所需的目标产物。 例如，研究者将木糖还原酶、
木糖脱氢酶、木糖醇脱氢酶、木酮糖激酶的基因融合到糖

酵解启动子中，目前已经成功整合进酵母染色体中 [1-2]；
第二个途径就是改变细胞的机制以使在葡萄糖存在的情

况下同步消耗木糖，例如带 ptsG 基因的产乙醇的大肠杆

菌突变株降低了木糖发酵时葡萄糖产生的阻遏[3]。
因而， 许多从事生物质能研究的科学家根据以上两

种途径来构建能够有效地将木质纤维素发酵产乙醇的菌

株[4-6]。 但是由基因工程构建的单一菌株发酵混合糖总是

存在许多局限。 其中一个局限就是通过改造后的菌株在

一定程度上能消耗混合糖，但是在发酵过程中，葡萄糖总

是酶转化底物的最优选择， 混合糖的消耗总是不能同步

进行，例如在 E.coli K011 菌株的发酵木质纤维素的水解

底物中，24 h 后木糖仅被消耗了 11 %而葡萄糖却被消耗

了 85 %[7]。 通过改善 ptsG 基因从而提高了在葡萄糖存在

的情况下木糖的消耗率，但仍然有 40 %的残余[3]。类似这

种方法，基因工程菌 S. cerevisiae 消耗完葡萄糖时，木糖

消 耗 仍 达 不 到 25 %[2]。 即 使 将 木 糖 异 构 酶 转 接 到 S.
cerevisiae 中而使木糖转化成胞外木酮糖，当葡萄糖消耗
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完毕时仍有 75 %的木糖残余[8]。
而由这些基因工程改造的菌株要么存在乙醇产量

低， 副产物较多， 要么就是菌株不稳定等无法克服的问

题， 例如 Walfridsson [9] 等克隆高温细菌 Thermus ther-
mophilus 的木糖异构酶基因并在酿酒酵母中得到活性表

达。 但是该重组菌株表达的 XI 的最适温度为 85℃,并不

适合乙醇发酵的常规温度 (30℃), 当此菌株处于乙醇发

酵的常规温度时其活性仅为最适条件下酶活的 4 %。 故

而到目前为止， 仍然没有找到理想的能够同时转化戊糖

和己糖生产乙醇的、具有经济价值的单一菌株。在自然界

中也还没有找到单一的微生物菌株能够发酵来自木质纤

维素水解后产生的所有糖。
因此， 研究者们对在同一发酵体系中利用两种微生

物协同发酵进行了相关的研究。 两个菌株同时发酵木糖

和葡萄糖转化乙醇取决于两个因素： 一是协同发酵的两

个菌株必须能够共同生长 [10-12]；二是共同发酵过程必须

是连续的[13]。 S. G. Kilian 研究了 Pichia stipitis 和 Candi-
da shehatae 共同发酵时， 它们各自对葡萄糖和木糖的优

先利用顺序 [14]；J. C. du Preez 研究了 Candida shehatae 和

Pichia stipitis 共同发酵低浓度（40 g/L）葡萄糖、木糖及阿

拉伯糖的顺序及两个菌之间的协同作用 [15]；T. Lebeau 研

究 了 将 Saccharomyces cerevisiae 和 Candida shehatae 固

定化后对发酵混合糖产乙醇的影响[16]。 然而，以上研究均

是在木糖和葡萄糖较低浓度条件下进行的（＜200 g/L），
而且并不涉及 P. stipitis 和 S.cerevisiae，在这方面国内尚

无相关研究。本文探讨了在高浓度发酵底物条件下，对木

糖及葡萄糖两者之间的比例， 以及 P. stipitis 和 S.cere-
visiae 在发酵中的先后启动的顺序，两株菌间的协同发酵

问题做一定的研究， 并考察两株菌共同发酵混合糖时产

乙醇的情况，从而找出最佳的混合糖浓度的比例。

1 材料与方法

1.1 菌种

树干毕赤酵母来源于美国标准菌种库库藏菌种 P.
stipitis CBS5773； 酿酒酵母 S.cerevisiae 来源于广西科学

院国家非粮生物质能工程中心。
1.2 培养基

1.2.1 用于培养树干毕赤酵母 CBS 5773 的培养基

斜 面 培 养 基：木 糖 20 g/L，琼 脂 25 g/ L，酵 母 浸 膏

3 g/ L，蛋白胨 5 g/ L，pH 值 4.5。
活化培养基：木糖 20 g/ L ,酵母浸膏 3 g/ L ,蛋白胨

5 g/ L ,pH 值 4.5。
液体发酵种子培养基：木糖 20 g/L，葡萄糖 10 g/L，

蛋白胨 3 g/L， 酵母浸膏 2.5 g/ L，CaCl2 0.25 g/L，MgSO4

0.25 g/L,KH2PO4 2.5 g/L,pH 值 4.5。
1.2.2 用于培养酿酒酵母 S.cerevisiae 的培养基

斜面培养基： 酵母菌完全培养基 YEPD： 酵母浸膏

10 g/L，蛋白胨 20 g/L, 葡萄糖 20 g/ L，pH 自然。
活化培养基：葡萄糖 20 g/L，酵母浸膏 3 g/L，蛋白胨

5 g/L，pH 值 4.5。
液体发酵种子培养基：蛋白胨 10 g/L、葡萄糖 10 g/L、

酵母浸膏 7.5 g/L、KH2PO4 3 g/L、MgSO4·7H2O 5 g/L、自然

pH。
1.2.3 混合糖发酵液

木糖和葡萄糖分别为 1∶1、7∶3、6∶4， 各处理总糖浓度

分别为 200 g/L，各处理分别添加蛋白胨 3 g/L，酵母浸膏

2.5 g/L，CaCl2 0.25 g/L，MgSO4 0.25 g/L，KH2PO4 2.5 g/L，
pH 4.5。
1.3 培养方法

斜面培养基中恒温 30℃,培养 24 h。 将菌种接入装

有 150 mL 活化培养基的 250 mL 三角瓶中, 恒温 30℃,
摇床转速 150 r/min ,活化培养 48 h。 再将 30 mL 活化培

养基接种到装有 150 mL 液体发酵种子培养基的 250 mL
三角瓶中，恒温 30℃,摇床转速 150 r/min ,培养 48 h 后，
取 30 mL 接种于 1.2.3 中的装有各发酵处理 150 mL 培

养液的 250 mL 三角瓶中, 在恒温振荡器内振荡发酵,发
酵时间 60 h。
1.4 试验方法及过程

分为两批试验， 一批为在混合糖发酵液中先接入酿

酒酵母 S.cerevisiae，24 h 后，接入 P. stipitis CBS5773；另

一 批 为 S.cerevisiae 及 P. stipitis CBS5773 同 时 接 入，每

隔 12 h，测定产酒精量，酵母生长量及还原糖总量，发酵

结束后，测定木糖、木糖醇、葡萄糖含量。
1.5 分析方法

酒精度测定：气相色谱法；木糖、葡萄糖、木糖醇测

定：高效液相色谱法；还原糖总量测定：DNS 法。

2 结果与分析

2.1 P. stipitis CBS5773 及 S.cerevisiae 耦合发酵高浓度

木糖、葡萄糖的产乙醇量变化

利 用 P. stipitis CBS5773 及 S.cerevisiae 耦 合 发 酵

200 g/L 的高浓度底物木糖、 葡萄糖混合糖发酵产乙醇，
每隔 12 h 取样测定乙醇量的变化，结果见图 1。

由图 1 中可以看出，除 6∶4T 处理外，各处理的乙醇

产量总变化趋势基本一致，乙醇的积累产量均在前 12 h，
1 ∶1T、1 ∶1F、6 ∶4F、7 ∶3T、7 ∶3F 在 12 h 时 的 产 量 分 别 为

36 g/L、37.6 g/L、32.8 g/L、25.6 g/L、25.6 g/L， 此后产量

变化幅度不大， 发酵进行到 48 h 时达到最大， 分别为
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注 ：1 ∶1、6 ∶4、7 ∶3 表 示 木 糖 和 葡 萄 糖 量 之 比 。 T： 表 示 P. stipitis
CBS5773 与 S.cerevisiae 同时接入发酵。 F：表示 P. stipitis CBS5773
与 S.cerevisiae 分开，并 S.cerevisiae 较先接入。 以下各图相同。

图 1 不同处理乙醇产量的变化

图 2 不同处理还原总糖变化

图 3 不同处理在 60 h 时的木醇糖量

图 4 不同处理在 24 h、60 h 时的葡萄糖量

46.4 g/L、50.4 g/L、52 g/L、35.2 g/L、39.2 g/L, 此后各处理

均有所下降。
而 在 6∶4T 处 理 中，其 乙 醇 产 量 在 12 h 时，达 到 最

大，为 57 g/L，比 各 处 理 高 出 36 %、34 %、42 %、55 %、
55 %，随后开始呈下降，最低为 24 g/L。由此表明，当木糖

与葡萄糖的比率处于 6∶4，且它们之间为分开加入时产生

的乙醇最多。
2.2 P. stipitis CBS5773 及 S.cerevisiae 耦合发酵高浓度

混合糖产乙醇的还原总糖变化

利 用 P. stipitis CBS5773 及 S.cerevisia 耦 合 发 酵 高

浓度混合糖产乙醇过程中的还原糖变化结果见图 2。

由图 2 中可以看出， 处理 1∶1T、1∶1F、7∶3T、7∶3F 在

24 h 前均为快速下降阶段，由发酵前的 30 g/L 下降到分

别为 5.4 g/L、4.3 g/L、9.5 g/L、10.6 g/L、14.9 g/L、15.6 g/L，
24 h 后，还原糖总量变化并不明显。 由图 2 也可以看出，
各处理被消耗的还原糖量依次为 1∶1F＞1∶1T＞6∶4T＞6∶4
F＞7∶3T＞7∶3 F，60 h 后，还 原 总 糖 消 耗 率 依 次 为 86 %、
89 %、74 %、70 %、58.6 %、57.6 %。
2.3 P. stipitis CBS5773 及 S.cerevisiae 耦合发酵高浓度

混合糖 60 h 后木糖醇量变化

发酵 60 h 后，各处理的木糖醇产量变化见图 3 。
由图 3 可知， 发酵结束后，7∶3 的处理产生的木糖醇

最多，且 7∶3F＞7∶3T，分别为 72.9 g/L、68.4 g/L，其次为 1:
1 的处理，且 1∶1F＞1∶1T,分别为 52.3 g/L、42.2 g/L；产生

木糖醇量最少的是 6∶4，其中 6∶4F＞6∶4T，因此产生木糖

醇量最低的处理为 6∶4T，比最高的 7∶3F 少 50.2 %。
由 图 3 还 可 以 看 出 ，P. stipitis CBS5773 及 S.cere-

visiae 分开接种时，产生的木糖醇均比两种酵母同时接入

时高，分开接种时，各处理的木糖醇平均值比同时接入时

高 13.5 %。
2.4 混合菌耦合发酵高浓度混合糖 24 h、60 h 时葡萄糖

含量

葡萄糖在混合菌的耦合发酵中 24 h、60 h 时变化情

况见图 4。

由图中 4 可看出，各处理的葡萄糖在 2 个时期的变化

基本一致，60 h 后，葡萄糖均出现下降，各处理（1∶1T、1∶1F、
6∶4F、6∶4T、7∶3T、7∶3F）中下降最明显的是 7∶3T。在发酵 24 h
后， 发 酵 液 中 各 处 理 剩 余 的 葡 萄 糖 分 别 为 0.47 g/L、
0.5 g/L、0.71 g/L、0.54 g/L、0.81 g/L、0.73 g/L， 即 依 次

降 低 了 96 %、96.7 %、94.1 %、95.5 %、91 %、91.8 %、
91.9 %。 60 h 后葡萄糖量较发酵初各处理依次减少了

97 %、97.5 %、96.2 %、96.8 %、94.8 %、92.4 %。 由此可表

明，各处理中发酵 24 h 后，葡萄糖被消耗最多的是处理

1∶1，其 1∶1F 略高于 1∶1T，各处理在 24 h 后，葡萄糖的消

耗基本结束，在此后的发酵中（60 h）略有下降，各处理下

降率依次为 1 %、0.8 %、2.1 %、1.3 %、3.8 %、0.5 %， 其中

下降明显的是 7∶3T。

3 讨论

3.1 高浓度木糖与葡萄糖比例对 P. stipitis CBS5773 及
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S.cerevisiae 耦合发酵产乙醇的影响

木糖和葡萄糖均是纤维素水解后的主要产物， 木糖

的产量仅次于葡萄糖，在木质素的水解产物中，木糖甚至

多于葡萄糖。 S.cerevisiae 由于缺少木糖利用的最初代谢

途径, 不能利用木糖, 而只能利用其异构体-木酮糖。 许

多研究者亦将树干毕赤酵母所具有的木糖异构酶基因导

入酿酒酵母中构建酿酒酵母利用木糖菌种， 目前均未获

得成功[17]。 本试验将两种菌各自的优势结合共同处在一

个发酵体系中，寻找最适合两者发酵的最佳混合糖比例。
在试验中分别设置了木糖∶葡萄糖之比为 1∶1、6∶4 和 7∶3。
试验结果亦表明，随着木糖的增加，各处理的乙醇产量反

而保持不变（图 1、图 4）。 由此可见，在此后的发酵中，木

糖的发酵并不能进行， 这可能是当葡萄糖和木糖同时存

在 时，P. stipitis CBS5773 优 先 利 用 葡 萄 糖 作 为 自 身 生

长，但当葡萄糖浓度增加到一定值时，开始对树干毕赤酵

母产生抑制作用。且随着葡萄糖的增加，树干毕赤酵母利

用木糖的能力不断降低， 当葡萄糖与木糖之间存在一定

比例时，树干毕赤酵母利用木糖的能力几乎完全丧失。尽

管如此， 不同混合糖的比例对发酵乙醇结果的影响仍相

对明显，6∶4T＞1∶1T＞7∶3T（图 1）。 然而，不论是何种比

例，乙醇的主要产量均是来自于葡萄糖，由树干毕赤酵母

发酵木糖而产生的乙醇非常少。 由图 3、图 1 可知，在乙

醇产量基本不变的情况下，木糖醇能够产生，说明高浓度

的葡萄糖对 P. stipitis CBS5773 产生的抑制可能主要在

于抑制其木酮糖还原酶酶活从而导致木糖醇不能向 D-
木酮糖转化，最终导致乙醇产量不理想。
3.2 P. stipitis CBS5773 及 S.cerevisiae CBS 1200 两种菌

分开接种对不同比例的高浓度木糖与葡萄糖发酵产乙醇

的影响

由 于 考 虑 到 当 葡 萄 糖 在 高 浓 度 下 对 P. stipitisCBS
5773 发酵木糖产生的抑制作用，因此试验设置了将两种

菌株按先后顺序分别接入发酵液中， 通过考察乙醇产量

及葡萄糖消耗量的变化来推断两菌株间的协同或拮抗作

用。 在试验中首先接入 S.cerevisiae 菌株，待残余葡萄糖

量保持不变时接入 P. stipitis CBS5773 发酵木糖。当两种

菌先后接入发酵过程，产乙醇量却没有出现增长（图 1），
这是因为 P. stipitis CBS5773 与 S.cerevisiae 相互存在拮

抗，之前发酵大量产生高浓度的 S.cerevisiae 对随后接入

的 P. stipitis CBS5773 产生抑制作用，从而导致 P. stipitis
CBS5773 不能将木糖发酵产乙醇。 同时，由于 P. stipitis
CBS5773 对乙醇的低耐受性 [18-19]，由 S.cerevisiae 利用葡

萄 糖 发 酵 而 产 生 的 乙 醇 对 于 后 接 入 的 P. stipitis
CBS5773 也能够产生抑制作用。 然而在各个处理中，当

葡萄糖与木糖共存在时，树干毕赤酵母优先利用葡萄糖，

在葡萄糖基本不变的情况下接入 P. stipitis CBS5773 后

葡萄糖均有所下降 （图 4）， 消耗的部分葡萄糖应为 P.
stipitis CBS5773 所利用， 说明即使在高浓度的木糖发酵

底物下，大量生长的 S.cerevisiae 不能完全抑制此后接入

的 P. stipitis CBS5773 的生长。
综合以上结果表明，在高浓度的发酵底物下，在同时

接 入 P. stipitis CBS5773 和 S.cerevisiae 的 共 同 发 酵 中，
乙醇的产量主要来自于由 S.cerevisiae 消耗葡萄糖而产

生，两菌株偶联发酵时 S.cerevisiae 能较快启动进入产乙

醇发酵而并不受 P. stipitis CBS5773 生长的抑制，相反较

快 生 长 的 S.cerevisiae 却 对 后 来 接 入 的 P. stipitis
CBS5773 产生抑制作用，而导致由消耗的木糖产生乙醇

微乎其微。
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图 10 发酵时间对丹宝利酵母发酵的影响

精含量呈现先升高后下降的趋势，残糖含量逐渐下降，表

明糖分逐渐被分解。 发酵时间为 24 h 时，酒精含量很低，
分别仅为 1.83 %vol 和 1.87 %vol， 残 糖 含 量 分 别 高 达

4422 mg/100 g 和 5307 mg/100 g， 可能是由于时间太短，
酵母菌还没有达到对数生长期[7]，因此，对糖分的利用率

很低，发酵效果差，导致酒精含量低；发酵 108 h 后，2 种

酵母发酵液中酒精含量均呈现逐渐下降趋势， 可能是由

于在杂菌的影响下，酒精发生了变化，导致含量下降。 因

此，为缩短发酵周期，提高产能，可适当提高发酵温度，发

酵时间选择 72～96 h 较为适宜。

3 结论

3.1 通过单因素试验对比，用安琪和丹宝利酵母菌作为

发酵剂，哈密大枣的发酵性均表现出良好的发酵性能，但

丹宝利酵母要优于安琪酵母。
3.2 试验结果表明，温度、发酵时间、接种量和初始糖度

对发酵效果影响比较大，而 pH 值的影响较小。
3.3 各单因素试验结果显示，当接种量为 0.1 %左右，糖

浓度为 12 %～14 %，发酵 72～96 h，pH3.5～4.0，发酵温

度 30℃左右时，发酵效果较好，几乎完全发酵，产生的酒

精度符合 1.7 g 糖产 1 %vol 酒精。 有关其发酵条件有待

于进一步实验优化。
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