
第 30 卷　第 5 期 西北农林科技大学学报 (自然科学版) V o l. 30 N o. 5
2002 年 10 月 Jour. of N o rthw est Sci2T ech U niv. of A gri. and Fo r. (N at. Sci. Ed. ) O ct. 2002

混合发酵对纤维素酶和淀粉酶活性的影响
Ξ

司美茹, 薛泉宏, 蔡　艳
(西北农林科技大学 资源环境学院, 陕西 杨陵 712100)

　　[摘　要 ]　采用混合培养法, 研究了假丝酵母对黑曲霉和烟曲霉固态发酵中纤维素酶及淀粉酶活性的影响。

结果表明: ①接入少量假丝酵母混合培养, 可明显提高黑曲霉和烟曲霉纤维素酶系中滤纸酶、羧甲基纤维素酶、微

晶纤维素酶及淀粉酶的活性。混合培养时, 黑曲霉发酵产物中上述 4 种酶的峰值酶活较黑曲霉单独培养时分别提

高 36. 1% , 11. 1% , 16. 2% 及 41. 8% ; 烟曲霉分别提高 24. 9% , 52. 8% , 40. 8% 及 163. 5%。②混合培养时, 在黑曲霉

和烟曲霉中, 除黑曲霉的滤纸酶和淀粉酶外, 其余纤维素酶和淀粉酶的产酶高峰期较单纯培养提前 24 h 出现, 接入

酵母菌加快了发酵进程, 使发酵周期缩短。③接入酵母菌后, 黑曲霉和烟曲霉固态发酵产物中细胞外可溶性蛋白质

峰值含量, 较无酵母菌接入时分别提高 34. 8% 和 41% ; 且细胞外可溶性蛋白质含量随发酵时间的变化趋势与纤维

素酶及淀粉酶的活性变化趋势吻合, 揭示了混合培养时纤维素酶及淀粉酶活性提高是酶蛋白合成与分泌量增加的

结果。④酵母菌利用了固态发酵中水解形成的纤维二糖等小分子还原糖, 解除了纤维二糖对纤维素酶和淀粉酶合

成的反馈阻遏, 提高了发酵产物的酶活性。
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　　纤维素是自然界植物合成量最大的有机物之

一, 约占农作物秸秆的 30%～ 50% [1 ]。全球每年形

成的 40 亿 t 秸秆中的纤维素若转化为葡萄糖, 将对

缓解人类面临的粮食、能源及环境危机发挥重大作

用。纤维素利用的核心问题是纤维素酶的活性低[2 ] ,

人们已在提高纤维素酶活方面作了大量研究[3 ] , 在

高酶活菌株选育及发酵工艺上取得了一定进展, 但

至今仍无重大突破。近年有人已开始利用微生态原

理提高酶活的探索, 张海及张苓花等人[4～ 6 ]的研究

表明, 利用木霉生产纤维素酶时添加曲霉和酵母菌,

可提高纤维素酶活性, 并有效抑制杂菌生长。黑曲霉

也是重要的纤维素酶产生菌, 利用混菌发酵能否提

高黑曲霉的纤维素酶活性及其机理目前尚不清楚。

本研究重点探索了加入假丝酵母对黑曲霉和烟曲霉

纤维素酶活性的影响及酶活提高的机理, 旨在为利

用微生态原理提高纤维素酶活性的研究与生产提供

理论依据。

1　材料和方法

1. 1　材　料

1. 1. 1　菌　种　UA 8 和U F2 是本课题组用黑曲

霉和烟曲霉通过紫外诱变选育出的纤维素酶高产突

变株, y 为假丝酵母, 由西北农林科技大学资环学院

微生物教研室保存。

1. 1. 2　培养基　UA 8 和U F2 活化及孢子制备培

养基: PDA 固体培养基[7 ]; 酵母菌液体菌种培养基:

PDA 液体培养基[7 ]; 纤维素酶固态发酵培养基: 稻

草粉∶麸皮 (质量比) = 7∶3;M andels 营养液[7 ]。

1. 2　方　法

1. 2. 1　UA 8 和U F2 孢子悬液制备　将 28 ℃培养

好的UA 8 和U F2 斜面菌种用无菌水制成菌悬液,

接入装有 50 mL 孢子制备培养基的三角瓶中, 培养

3 d。向三角瓶中加入 100 mL 无菌水 (其中含

0. 5 göL 吐温与数粒玻璃珠) , 摇动制成孢子悬液。
(UA 8 浓度为 1. 8×1010 mL - 1; U F2 浓度为 2. 4×

1010 mL - 1)。

1. 2. 2　酵母菌液体菌种制备　按无菌操作法向事

先灭好菌的 100 mL PDA 液体培养基中接入少量

酵母菌, 28 ℃培养 2 d, 细胞悬液浓度为 1. 04×1010

mL - 1。

1. 2. 3　混合接种液制备　吸取酵母菌细胞悬液
(1. 04×1010 mL - 1) 1 mL 于 100 mL UA 8 或U F2

孢子悬液中, 摇匀备用。

1. 2. 4　试验方案　本试验设 3 个不同处理: ①对照
(CK) , 不接菌, 仅加入 5 mL 无菌水; ②单菌发酵:
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U F2、UA 8 及 y 分 别 表 示 仅 接 种 烟 曲 霉
(A sp erg illus f um ig a lus )、黑 曲 霉 (A sp erg illus

n ig er) 及假丝酵母 (Cand id a) 的孢子或菌悬液; ③混

合发酵: U F22y 和UA 82y 分别表示接种烟曲霉与假

丝酵母和接种黑曲霉与假丝酵母的混合悬液。

1. 2. 5　纤维素酶的固态发酵　向罐头瓶中装 15 g

干料, 按干料∶M andels 营养液 (质量比) = 1∶5 加

入 75 mL 营养液, 湿热灭菌, 冷却后按 1. 2. 4 试验

方案向各个处理中接入 5 mL 孢子悬液或混合悬

液; 前期 (第 1 天) 28 ℃培养, 后期 (第 2～ 6 天) 25 ℃

培养, 分别于第 48, 72, 96, 120, 144 h 取样, 每处理

重复 2 次。

1. 2. 6　酶液制备　发酵结束后将酶曲于 40 ℃低温

烘干后粉碎, 按四分法取干酶曲 1. 000 g, 按酶曲重

量的 15 倍加入浸提液 (0. 05 mo löL pH 4. 8 的柠檬

酸2柠檬酸钠缓冲液) , 45 ℃浸提 1 h, 过滤得粗酶

液。用相应缓冲液适当稀释原酶液, 测定酶活力。

1. 2. 7　酶活力测定　纤维素酶活力的单位为

Λmo lö(g·m in) , 即 1 g 干曲 1 m in 内转化底物生成

的葡萄糖 Λmo l 数。

滤纸 酶 活 ( FPA ) 及 羧 甲 基 纤 维 素 酶 活
(Cm case)分别按文献[ 8 ]及[ 9 ]测定。

微晶纤维素酶活 (A vicelase) 　吸取 1. 0 mL 10

göL 微晶纤维素悬浮液 (称取 1. 000 g 微晶纤维素,

加 0. 05 mo löL pH 4. 8 柠檬酸2柠檬酸钠缓冲液溶

解, 稀释定容至 100 mL ) 和 0. 5 mL 适当稀释的酶

液, 50 ℃保温 1 h, 离心后, 取 1. 0 mL 上清液用

DN S 法测还原糖生成量[10 ]。

淀粉酶　吸取 10 göL 可溶性淀粉 (称取 1. 000

g 淀粉溶于 100 mL 0. 1 mo löL pH 5. 6 柠檬酸缓冲

液中) 1 mL , 酶液 0. 5 mL , DN S 法测定麦芽糖生成

量。酶活力定义为 1 g 干曲 1 m in 内转化底物生成

的麦芽糖毫克数[11 ] , 即m gö(g·m in)。

细胞外可溶性蛋白质含量　用考马斯亮兰法测

定[12 ]。

2　结果与讨论

2. 1　混合培养对纤维素酶活性的影响

　　纤维素酶包括内切葡聚糖酶 (或称羧甲基纤维

素酶)、纤维二糖水解酶 (或称微晶纤维素酶或滤纸

酶)和 Β2葡萄糖苷酶 3 个主要组分。每一组分酶活力

的高低都会影响纤维素酶对纤维素的降解。

2. 1. 1　FPA 　从表 1 看出, 烟曲霉和黑曲霉分别与

酵母菌 (y) 混合培养时, 平均滤纸酶活 (U F22y 和

UA 82y) 较单纯培养时 (U F2 和 UA 8) 分别提高

54. 5% 和 26. 8%。在烟曲霉处理中, 混合培养

(U F22y) 与单纯培养 (U F2) 的 FPA 峰值的出现时

间分别为 72 和 96 h, 即接入酵母菌时U F2 的产酶

高峰提前 24 h 出现; 且U F22y 和U F2 峰值酶活分

别为6. 67和 5. 34 Λmo lö(g·m in) , 接入酵母菌使峰

值时的 FPA 提高 24. 9%。对黑曲霉而言, 混合培养
(UA 82y) 与单纯培养 (UA 8) 的 FPA 峰值均在 96 h

出现, 加入酵母菌并未加快UA 8 发酵进程, 但使峰

值时的 FPA 由单独培养时的 9. 1 Λmo lö(g·m in)

提高到混合培养时的12. 4 Λmo lö(g·m in) , 增幅达

36. 1%。从表 1 还可知, 酵母菌的 FPA 很低, 与CK

相当, 表明酵母菌不产滤纸酶。这也进一步说明,

UA 8 和U F2 与酵母菌混合培养后 FPA 的提高并

非酵母菌产酶所致, 而是接入酵母菌后产生的其他

效应引起的。
表 1　供试菌株不同处理的滤纸酶活性

T able 1　Strainπs FPA in differen t treatm ent Λmo lö(g·m in)

发酵时间öh
Ferm en ta2
t ion tim e

黑曲霉
A sp erg illus n ig er

烟曲霉
A sp erg illus f um ig a lus

UA 8 UA 82y ∃A % U F2 U F22y ∃B %

假丝酵母 (Y)
Cand id a

CK (不接菌)
N o m icrobe

48 2. 55 2. 98 17. 1 2. 29 3. 77 64. 4 0. 64 0. 59

72 8. 88 11. 91 34. 0 4. 36 6. 67 52. 9 0. 045 0. 079

96 9. 10 12. 4 36. 1 5. 34 6. 51 21. 9 0. 091 0. 062

120 4. 77 5. 44 14. 2 2. 49 5. 27 119. 4 0. 039 0. 043

144 4. 04 4. 49 44. 2 1. 73 2. 81 62. 8 0. 078 0. 077

平均值A verage 5. 86 7. 44 26. 8 3. 24 5. 01 54. 5 0. 18 0. 51

峰值 Peak value 9. 10 12. 4 36. 1 5. 34 6. 67 24. 9 — —

　　注: ∃A % =
UA 82y- UA 8

UA 8
×100, ∃B % =

U F22y- U F2
U F2

×100; Cm case, A vicelase, 淀粉酶及胞外可溶性蛋白质含量测定结果的 ∃A % 和

∃B % 计算与之相同。UA 82y 表示黑曲霉与酵母菌混合培养;U F22y 表示烟曲霉与酵母菌混合培养。

N o te: ∃A % =
UA 82y- UA 8

UA 8
×100, ∃B % =

U F22y- U F2
U F2

×100; ∃A % and ∃B % of Cm case, A vicelase, am ylase activit ies and the con ten t of

ex tracellu lar p ro tein are the sam e as th is calcu lation. UA 82y indicates m ixed cu ltu re of A sp erg illus n ig er and cand id a; U F22y indicates m ixed

cu ltu re of A sp erg illus f um ig a tus and cand id a.
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2. 1. 2　羧甲基纤维素酶活 (Cm case) 　从表 2 可

知,U F2 和UA 8 分别与酵母菌混合培养时, Cm case

平均较单纯培养时分别提高 49. 8% 和 19. 3%。在黑

曲霉处理中,UA 82y 与UA 8 的Cm case 峰值分别于

72 和 96 h 出现, 即接入酵母菌使UA 8 的 Cm case

高峰期提前 24 h 出现; 且UA 82y 和UA 8 在峰值时

酶活分别为 58. 44 和 52. 60 Λmo lö(g·m in) , 接入

酵母菌使峰值时的Cm case 提高 11. 1%。烟曲霉与

之类似。

表 2　供试菌株不同处理的羧甲基纤维素酶活

T able 2　Cm case of stra ins in differen t treatm ent Λmo lö(g·m in)

发酵时间öh
Ferm en ta2
t ion tim e

黑曲霉
A sp erg illus n ig er

烟曲霉
A sp erg illus f um ig a lus

UA 8 UA 82y ∃A % U F2 U F22y ∃B %

假丝酵母 (y)
Cand id a

CK (不接菌)
N o m icrobe

48 13. 13 24. 41 85. 9 12. 03 15. 34 27. 5 0. 303 0. 278

72 47. 18 58. 44 23. 9 42. 19 71. 09 68. 5 0. 781 0. 801

96 52. 60 56. 89 8. 2 46. 54 67. 03 44. 0 0. 703 0. 791

120 42. 08 43. 23 2. 7 18. 29 28. 13 53. 8 0. 001 0. 005

144 11. 98 16. 33 35. 5 16. 25 21. 09 29. 8 0. 065 0. 067

平均值A verage 33. 39 39. 82 19. 3 27. 05 40. 54 49. 8 0. 38 0. 39

峰值 Peak value 52. 60 58. 44 11. 1 46. 54 71. 09 52. 8 — —

2. 1. 3　A vicelase　微晶纤维素是用稀酸水解纤维

材料, 使结晶区与非结晶区断裂后得到的低聚合度

及高结晶度的产物, 它较棉纤维更易被纤维素酶水

解, 它反映的主要是纤维二糖水解酶的作用结

果[13, 14 ]。用它作为基质进行测定时, 被测酶活明显

高于滤纸作为基质时的酶活[15 ]。从表 3 可看出, 在

烟曲霉处理中, U F22y 和U F2 的A vicelase 在峰值

时分别为 13. 94 和 9. 90 Λmo lö(g·m in) , 混合培养

使峰值时的酶活提高 40. 8% ; U F22y 和 U F2 的

A vicelase 峰值分别在 72 和 96 h 出现, 接入酵母菌

使U F2 的峰值提前 24 h 出现。黑曲霉与之类似。

表 3　供试菌株不同处理的微晶纤维素酶活

T able 3　Strainπs avicelase in differen t treatm ent Λmo lö(g·m in)

发酵时间öh
Ferm en ta2
t ion tim e

黑曲霉
A sp erg illus n ig er

烟曲霉
A sp erg illus f um ig a lus

UA 8 UA 82y ∃A % U F2 U F22y ∃B %

假丝酵母 (y)
Cand id a

CK (不接菌)
N o m icrobe

48 6. 78 7. 45 9. 9 3. 47 5. 24 5. 1 0. 031 0. 041

72 7. 99 8. 66 8. 4 7. 85 13. 94 77. 6 0 0. 031

96 8. 41 10. 48 24. 6 9. 90 11. 20 13. 1 0. 59 0. 59

120 9. 02 9. 54 5. 8 5. 09 6. 89 35. 4 0. 16 0. 17

144 3. 42 3. 48 1. 8 4. 74 4. 92 3. 8 0. 16 0. 17

平均值A verage 7. 12 7. 94 11. 2 6. 21 8. 44 35. 9 0. 19 0. 19

峰值 Peak value 9. 02 10. 48 16. 2 9. 90 13. 94 40. 8 — —

　　由表 1～ 3 综合分析可知, 酵母菌与UA 8 或
U F2 混合培养后, 酶活提高是由于酵母菌利用了水
解形成的纤维二糖等小分子还原糖, 解除了小分子
还原糖对纤维素酶合成的反馈阻遏的结果。
2. 2　混合培养对淀粉酶活的影响

微生物发酵生产的粗纤维素酶制剂中含有一些

辅助酶, 主要有淀粉酶、蛋白酶及半纤维素酶等。这

些辅助酶对饲料中纤维素之外的其他成分具有一定

的降解作用, 在饲料中添加淀粉酶可显著促进畜禽

生长[16 ]。本试验的纤维素酶固态发酵培养基中含有

30% 麸皮, 其中含有一定量的淀粉, 在接入黑曲霉或

烟曲霉后会产生一定量淀粉酶。

从表 4 可以看出, 在黑曲霉和烟曲霉处理中, 混

合培养的淀粉酶活均明显高于单纯培养。对烟曲霉

而言, U F22y 和U F2 的淀粉酶活峰值分别在 72 和

96 h 出现, 即接入酶母菌后淀粉酶活峰值提前 24 h

出现; 且在峰值时 U F22y 和 U F2 的酶活分别为

328. 8 和 124. 8 m gö(g·m in) , 接入酵母菌使峰值

时的酶活提高 163. 5%。对黑曲霉而言, 加入酵母

后, 淀粉酶的峰值期未提前, 但酶活提高。从表 4 还

可知, 酵母菌的淀粉酶活与CK 相当, 均非常小, 说

明酵母菌不产淀粉酶。由此可知, 在固态发酵中, 存

在着淀粉水解生成的小分子还原糖阻遏淀粉酶合成

的现象。在发酵中加入酵母菌解除了还原糖对淀粉

酶合成的阻遏, 增加了淀粉酶的合成量与分泌量。

17第 5 期 司美茹等: 混合发酵对纤维素酶和淀粉酶活性的影响



表 4　供试菌株不同处理的淀粉酶活

T able 4　Strainπs am ylase acivit ies in differen t treatm ent m gö(g·m in)

发酵时间öh
Ferm en ta2
t ion tim e

黑曲霉
A sp erg illus n ig er

烟曲霉
A sp erg illus f um ig a lus

UA 8 UA 82y ∃A % U F2 U F22y ∃B %

假丝酵母 (y)
Cand id a

CK (不接菌)
N o m icrobe

48 108. 48 144. 24 32. 4 72. 72 144 98 0. 24 0. 12

72 214. 8 312 45. 3 96. 72 328. 8 239. 9 0. 24 0. 24

96 235. 2 333. 6 41. 8 124. 8 204 63 0. 24 0

120 192 206. 4 7. 5 94. 8 178. 4 88 0. 24 0. 24

144 136 158. 4 16. 4 77. 6 132 70 0. 24 0

平均值A verage 176. 4 230. 4 31 92. 88 197. 3 119. 9 0. 24 0. 11

峰值 Peak value 235. 2 333. 6 41. 8 124. 8 328. 8 163. 5 — —

2. 3　混合培养对细胞外可溶性蛋白质含量的影响

纤维素酶活提高可通过两条途径实现: 一是酶

合成量增加, 二是酶合成量不变, 酶活性提高。

从表 5 可知, 烟曲霉或黑曲霉与酵母菌混合培

养后, 细胞外可溶性蛋白质含量明显提高。与单独培

养相比较, 混合培养产生的细胞外可溶性蛋白质含

量峰值提前。对黑曲霉而言, 混合培养 (UA 82y)和单

独培养 (UA 8) 时的平均细胞外可溶性蛋白质含量

分别为 2. 30 及 1. 76 m gög, 混合培养使可溶性蛋白

质含量提高 30. 7% ; UA 82y 和UA 8 的细胞外可溶

性蛋白质含量的峰值分别在 96 和 120 h 时出现, 即

接入酵母菌使细胞外可溶性蛋白质含量峰值提前

24 h 出现; 且在峰值时UA 82y 和UA 8 细胞外可溶

性蛋白质含量分别为 3. 33 和 2. 47 m gög, 接入酵母

菌使细胞外可溶性蛋白质含量提高 34. 8%。烟曲霉

与之类似。从表 5 还可知, 酵母菌和CK 的细胞外可

溶性蛋白均未检出。

表 5　供试菌株不同处理的细胞外可溶性蛋白质含量

T able 5　T he con ten t of ex tracellu lar p ro tein of stra ins in differen t treatm ent m gög

发酵时间öh
Ferm en ta2
t ion tim e

黑曲霉
A sp erg illus n ig er

烟曲霉
A sp erg illus f um ig a lus

UA 8 UA 82y ∃A % U F2 U F22y ∃B %

假丝酵母 (y)
Cand id a

CK (不接菌)
N o m icrobe

48 0. 9 1. 2 33 0. 81 1. 44 77 0 0

72 2. 02 2. 27 12 1. 82 3. 32 82 0 0

96 2. 27 3. 33 46 2. 34 2. 44 4. 2 0 0

120 2. 47 2. 72 10 1. 26 1. 8 4. 3 0 0

144 1. 17 1. 98 69 0. 99 1. 16 17 0 0

平均值A verage 1. 76 2. 30 30. 7 1. 44 2. 03 41. 1 0 0

　　比较表 1～ 5 可知, 细胞外可溶性蛋白质含量与

纤维素酶及淀粉酶活随培养时间的变化趋势一致,

进而推知, 混合培养时纤维素酶及淀粉酶活性提高

主要是酶合成量增加所致。

3　结　论

1)利用黑曲霉和烟曲霉固态发酵生产纤维素酶

时, 接入少量假丝酵母可显著提高纤维素酶系中

FPA , Cm case 及A vicelase 3 种酶组分和淀粉酶的

活性。

2)接入少量假丝酵母混合培养时, 除UA 8 的

FPA 和淀粉酶峰值期与单纯培养时同时出现外, 纤

维素酶系中的 FPA , Cm case 及A vicelase 3 种酶组

分和淀粉酶的高峰期较单纯培养时均提前 24 h。混

合培养后, 加快了发酵进程, 使产酶周期缩短, 有利

于提高工业生产中设备利用率和酶制剂质量。

3)酵母菌与黑曲霉或烟曲霉混合培养提高了细

胞外可溶性蛋白含量, 进而推知: 混合培养时纤维素

酶和淀粉酶活提高主要是酶合成量增加所致。

4)在固态发酵中也存在淀粉水解生成的小分子

还原糖阻遏淀粉酶合成的现象, 加入酵母菌解除了

还原糖对淀粉酶合成的阻遏, 增加了淀粉酶的合成

量。

5) 在接种烟曲霉或黑曲霉以后, 稻草中的纤维

素等多糖物质被水解, 产生一定量的还原糖——葡

萄糖和纤维二糖, 它们对纤维素酶的合成产生反馈

阻遏, 影响了酶活性的提高, 使产酶峰值期出现晚,

发酵周期延长。当接种酵母菌进行混合培养时, 酵母

菌利用了烟曲霉和黑曲霉水解纤维素形成的小分子

还原糖, 解除了小分子还原糖对纤维素酶的反馈阻

遏, 促进了烟曲霉和黑曲霉合成更多的酶, 进而提高

了纤维素酶和淀粉酶的活性。
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T he effect of m ixed ferm en ta t ion on cellu lase and am ylase act ivit ies

SIM e i-ru, XUE Quan -hong, CA IYan
(Colleg e of R esou rces and E nv ironm en ta l S cience,N orthw est S ci2T ech U niversity of A g ricu ltu re

and F orestry , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina)

Abstract: T he effect of Cand id a on cellu lase and am ylase act ivit ies of A sp erg illus n ig er and A sp erg illus

f um ig a tus in so ild ferm en ta t ion w as studied by m ixed cu ltu re. T he resu lt show ed: ① FPA , cm case,

avicelase in cellu lase system of A sp erg illus n ig er and am y lase act ivit ies increased obviou sly by m ixed

cu ltu re. In A sperg illu s n iger, the peak values of the fou r k inds of enzym e act ivit ies in m ixed cu ltu re

increased by 36. 1% , 11. 1% , 16. 2% and 41. 8% respect ively over tho se of so le cu ltu re; In A sp erg illus

f um ig a tus, they increased by 24. 9% , 52. 8% , 40. 8% and 163. 5%. ② In A sperg illu s fum igatu s and

A sp erg illus n ig er, the peak values of o ther cellu lases and am ylases act ivit ies in m ixed cu ltu re w ere 24 h

earlier than tho se of so le cu ltu re, excep t ing FPA and am ylase of A sp erg illus n ig er. M ixed cu ltu re

accelera ted ferm en ta t ion p rocess and sho rtened ferm en ta t ion period. ③ T he m ax im al con ten t of

ex tracellu lar p ro tein of A sp erg illus n ig er and A sp erg illus f um ig a tus in m ixed cu ltu re increased respect ively

by 34. 8% and 41% ; ex tracellu lar p ro tein and cellu lase and am ylase act ivit ies changing w ere iden t ica l w ith

ferm en ta t ion t im e, w h ich indica ted that an increase in enzym e act ivit ies w as the resu lt of enzym e fo rm ing

and exudat ion. ④ Cand id a cou ld u se dex tro se and cellob io se p roduced in so ild ferm en ta t ion so that it

b reaked off feedback rep ression of g luco se and cellob io se versu s cellu lase and am ylse syn th ics, and

enhanced enzym e act ivity of ferm en ta t ion sub stance.

Key words: m ixed cu ltu re; cellu lase, am ylase; Cand id a; A sp erg illus n ig er; A sp erg illus f um ig a tus
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