
第 !"卷第 #期
!$$!年 %月

无 锡 轻 工 大 学 学 报

!"#$%&’ "( )#*+ ,%+-.$/+01 "( 2+340 5%6#/0$1
&’() !" *’) #

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
+,() !$$!

文章编号："$$- . $/01（!$$!）$# . $//2 . $#

收稿日期：!$$" . "! . "0； 修订日期：!$$! . $/ . "3 )
基金项目：国家“九五”科技攻关项目（-245$/4$/4$/）资助课题 )
作者简介：郭雪娜（"-%2 .），女，河北廊坊人，工学硕士 )

高强度产甘油假丝酵母突变株的选育及其发酵性状

郭雪娜， 诸葛斌， 邱重晏， 诸葛健
（江南大学 工业生物技术教育部重点实验室，江苏 无锡 !"#$/2）

摘 要：以一株产甘油假丝酵母为出发菌株，采用化学诱变，通过玉米浆和外加无机磷组成的磷质

量浓度为 /#$ 67 8 9的磷源选择培养基，得到了一株发酵时间较原菌株缩短了 0 :左右，产甘油能
力（甘油产量约为 "#$ 7 8 9，甘油转化率为 32;）和原菌株相似的突变株，并研究了突变株的发酵性
状 )
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甘油的生产方法一直是以皂化法和化学合成

法为主 )利用微生物法生产甘油作为生产甘油的又
一途径正日益受到国内外的重视 )江南大学（原无
锡轻工大学）发酵甘油中心利用产甘油假丝酵母好

氧发酵生产甘油［"，!］，所用菌种具有耐高渗特点，在

!3$ 7 8 9葡萄糖质量浓度、! 7 8 9尿素质量浓度和总
磷量为 23 ] -3 67 8 9的环境下进行发酵，甘油产量
稳定在 "!$ 7 8 9以上，总糖转化率在 3$;以上［/］)
作者以一株优良的产甘油假丝酵母为出发菌，

进行亚硝基胍诱变，在高磷浓度的培养基条件下与

原种做对比［#］，进行发酵筛选，找到了甘油产量没

有降低，而发酵速度明显提高的突变菌株，并对该

突变菌株的发酵性状进行了初步研究 )

B 材料与方法

B C B 材料
B )B ) B 菌株" 产甘油假丝酵母 X9!$$!43，江南大
学发酵甘油研究设计中心保藏 )
B )B )D 种子培养基" 葡萄糖 "$$ 7 8 9，尿素 ! 7 8 9，
玉米浆 "$ 69 8 9 )
B )B )E 发酵培养基" 葡萄糖 !3$ 7 8 9，尿素 ! 7 8 9，
玉米浆 3 7 8 9 )
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! ! ! ! " 筛选培养基 ! 葡萄糖 "#$ % & ’，尿素
" % & ’，玉米浆 " % & ’，磷酸二氢钾 ()$ *% & +’ !
! # $ 分析方法
! !$ !! 葡萄糖质量浓度测定! ,-./0$1 型生物传
感分析仪测定 !
! !$ !$ 甘油质量浓度测定! 变色酸法［#］!
! !$ !% 菌浓测定! 20$ 3*下测定 4!5!值 !
! !$ !" 67测定 以精密 67试纸测 !
! # % 产甘油假丝酵母突变株的诱变和筛选
诱变和筛选按常规方法［8］进行 !用于诱变的细

胞在种子培养基中于 )$ 9摇瓶培养 (: ;，离心收
集菌体，并用 < % & ’ 的氯化钠溶液洗涤，重悬，加入
(/甲基/)/硝基/(/亚硝基胍（=>?）诱变管中，使
=>?终质量浓度为 0$!% & *’；于 )$ 9振荡 )$ @
0$ *A3，离心终止诱变，在种子培养基中培养 0 ;，离
心收集菌体，用 < % & ’的氯化钠溶液洗涤两次，稀释
后涂布到种子培养基中，)$ 9培养 ! 将长出的单菌
落接种到斜面培养基上，再接种到筛选培养基中，

摇瓶发酵，挑出与原菌株相比甘油产量没有降低，

而发酵速度明显提高的突变菌株，重新在筛选培养

基中发酵，验证 )次 !

$ 实验结果

$ # ! 突变株的获得
$ !! !! 筛选培养基中磷质量浓度的确定
从以往的研究和工业化生产过程中已知［2］，影

响产甘油假丝酵母产甘油能力的主要因素之一是

培养基中的总磷量 !培养基中的总磷量偏低，菌体
生长量不足，发酵能力弱，葡萄糖的消耗速度缓慢，

发酵时间长，且甘油产量不高；总磷量过高，大多数

的营养成分用于菌体生长，菌体量过大，单位细胞

得到的氧减少，酵母细胞要维持代谢就必须利用其

它的中间代谢产物作为电子受体以保持细胞氧化

还原的电中性，所以葡萄糖的消耗速度虽然加快

了，发酵时间也缩短了，但是甘油的产量仍然不高 !
作者通过提高培养基中的磷质量浓度筛选得到一

株发酵时间缩短，但甘油产量没有下降的突变株 !
在发酵培养基中以玉米浆作为磷源，玉米浆是玉米

原料的浸出物，成分复杂 !为了排除较高玉米浆质
量浓度中其它成分的影响，故采用部分添加玉米

浆，同时添加磷酸二氢钾来提供筛选培养基中的磷

质量浓度 !不同磷质量浓度的发酵情况见表 ( !
由表 ( 可以看出，出发菌株在 )0$ *% & ’ 的磷

质量浓度下甘油产量最高，随着磷质量浓度的提

高，甘油产量逐渐下降，因此选择 02$ *% & ’的磷质

量浓度做为诱变后筛选培养基中的磷质量浓度 !
表 ! 不同磷质量浓度 !"#$%$" &’()*+,’&*#*-*-的发酵情况
&’(# ! &)* +*,-*./’/01. 1+ !"#$%$" &’()*+,’&*#*-*- 0. /)*

20++*,*./ 3)143)1,154 61.6*./,’/01.4

磷质量
浓度 &
（*% & ’）

($ *’发酵
液中菌体
体积 & *’

发酵
时间 & ;

残糖质
量浓度 &
（% & ’）

甘油质
量浓度 &
（% & ’）

转化
率 & B

)$$ $ ! ## :2 (# ! " ("2 ! 8 #$ ! 2<

)0$ $ ! #< :2 ($ ! $ (0( ! ) #2 ! #"

)<$ $ ! 2$ :2 < ! ) ()" ! : #) ! (2

0"$ $ ! 2# <0 (( ! 8 ((# ! 2 02 ! "0

02$ $ ! 8$ <$ (( ! ( ($: ! ( 0) ! 20

$ !! !$ 突变株的获得 为了筛选出高磷质量浓度
下发酵速度提高而甘油产量没有下降的突变株，作

者采用突变株与原菌株作对照，由糖降速度快慢考

察甘油产量 !经过初筛、复筛，将得到的突变株进行
分离纯化，并进行传代稳定性实验，得到 ) 株发酵
性状保持较好的突变株 !它们的发酵时间约比原菌
株缩短了 8 ; !在 )株突变株中挑选一株，进一步考
察其发酵性能 !
$ # $ 突变株发酵性能与原菌株比较
为了考察突变株在发酵性能上与亲株的区别，

特设计了 ($< ;动态发酵试验，从第 "0 小时起，每
隔 (" ;取样，比较两者的耗糖速度和甘油产生的情
况，结果见图 (，" !

图 ! 突变株和亲株耗糖速度比较
708#! &)* 61-3’,041. +1, /)* 61.45-0.8 43**2 1+ 895:

614* (*/;**. -5/’./ ’.2 1,080.’9 43*60*4

从图 (，"可以看出，在 ($< ;动态发酵过程中，
前 0< ;突变株比原菌株的降糖速度略有降低，但相
差不大 !进入发酵后期，突变株的降糖速度明显比
原菌株快很多 !由产生甘油的情况也可以得到相似
的结果，在发酵的前 0< ;，突变株产生的甘油量比
原菌株低，在发酵后 0< @ :2 ;，突变株产甘油的速
度高于原菌株，但它们的甘油峰值相差不大，均在
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!"# $ !%# & ’ ( )葡萄糖消耗至 !# & ’ ( 以下时，突变
株约比原菌株快 * +左右 )

图 ! 突变株和亲株甘油产生情况比较
"#$% ! &’( )*+,-.#/*0 1*. 2’( ,.*34)#0$ $56)(.*5 7(8

29((0 +42-02 -03 *.#$#0-5 /,()#(/

! % : 突变株发酵试验
! ): ); 不同碳源试验 将突变株分别在除待测碳
源外不含有其它碳源的基本培养基上划线，其对待

测碳源的利用情况见表 , )可以看出，葡萄糖是比较
好的碳源，原菌株利用最好的碳源也是葡萄糖，两

者没有差别 )
表 ! 突变株的碳源利用情况

&-7%! &’( )-.7*0 /*4.)(/ 42#5#<(3 76
!
!!

+42-02
!!!

碳 源 结 果 碳 源 结 果

葡 萄 糖 - - - - 淀 粉

!!!

.

半 乳 糖 . 甘 油

!!!

-

木 糖 . 乙 醇

!!!

- - -

蔗 糖 - 麦芽糖 -

注：- - - -表示生长 !* +左右就形成明显隆起的边缘和
不整齐的粗糙型白色菌落；-表示生长缓慢，"# +以后才形
成不明显的菌落；.表示不生长，"/ +以后仍没有明显的菌
落长出 )

突变株对葡萄糖的利用情况较好，见图 " )在葡
萄糖的质量浓度梯度试验中发现，突变株对葡萄糖

的利用速度及产甘油的情况随着葡萄糖质量浓度

的增加而提高（残糖质量浓度均低于 0 ) # & ’ (），发
酵时间也依次延长 )综合产甘油情况和发酵时间两
方面因素，发酵初始葡萄糖质量浓度定为 ,%# & ’ (
左右为宜 )原菌株发酵时的最适葡萄糖质量浓度在
,"# $ ,/# & ’ (，两者相差不大 )
! ): )! 不同氮源试验! 在培养基中（,/# & ’ ( 葡萄
糖，# ) / & ’ ( 玉米浆）中加入不同的氮源，摇瓶培养，
实验结果见表 " )
从突变株对氮源的利用情况可以看出，尿素为

较佳的氮源；原菌株利用最好的氮源也是尿素，两

者一样 )

图 : 突变株在不同葡萄糖质量浓度下的发酵情况
"#$%: "(.+(02-2#*0 *1 +42-02 #0 2’( 7.*2’ )*02-#0#0$

3#11(.(02 $54)*/( )*0)(02.-2#*0

表 : 不同氮源浓度下突变株的甘油产量

&-7% : &’( $56)(.*5 6#(53 76 +42-02 #0 3#11(.(02 0#2.*$(0

/*4.)(/

氮源 浓度 ’（123 ’ (） 甘油产量 ’（& ’ (）

硝酸钠 # ) #,/ ,! ) *
# ) #/# ," ) "
# ) #4/ ,, ) #

硝酸铵 # ) #,/ %4 ) 0
# ) #/# 44 ) 0
# ) #4/ *" ) 5

尿素 ! ) / 5" ) /
" ) # !,4 ) #
% ) / !!0 ) /

豆饼粉 ! ) / %% ) %
" ) # /" ) "
% ) / 0# ) !

在培养基中采用不同质量浓度的尿素，其它成

分不改变，考察突变株在不同尿素质量浓度梯度下

的发酵情况，结果见图 % )随着尿素质量浓度的增
加，发酵液中的 67值也在增大，在 % & ’ ( 的尿素质
量浓度下，67值接近 / )这可能是因为在较高质量
浓度的尿素培养基中，尿素富余，多余的尿素中和

了发酵过程中产生的 7-，使发酵液的 67 值变大 )
甘油的产量随着尿素质量浓度的增加，呈抛物线形

状 )在尿素质量浓度为 , & ’ (时比较好，甘油产量达
到 !,* & ’ (左右 )原菌株发酵时的最适尿素质量浓
度在 , & ’ (，两者一样 )
! ): ): 不同磷源试验 玉米浆的成分复杂，用纯
粹添加玉米浆的发酵培养基和部分添加玉米浆同

时部分添加磷酸二氢钾的发酵培养基分别发酵 )从
实验结果看出，甘油的产生总体趋势一致，并且在

*"" 无 锡 轻 工 大 学 学 报 第 ,!卷

万方数据



甘油峰值时的磷含量相同，由此可以推断出玉米浆

中的磷对甘油的产生具有较大影响 !突变株对磷源
的利用情况见表 " !

图 ! 不同尿素质量浓度发酵实验
"#$%! "&’(&)*+*#,) ,- (.*+)* #) */& 0’,*/ 1,)*+#)#)$

2#-&’&)* .’&+ 1,)1&)*’+*#,)

表 ! 突变株不同磷源时的甘油产量
3+0%! 3/& $451&’,4 5#&42 05 (.*+)* #) 2#--&’&)* 6/,76/,’.7

7,.’1&7

磷 源 浓度 #（$%& # ’） 甘油产量 #（( # ’）

磷酸二氢钾 ) ! ))* "+ ! ,
) ! )-) "" ! *
) ! )-* "* ! *

偏磷酸钠 ) ! ))* ., ! *
) ! )-) .+ ! /
) ! )-* ., ! 0

玉米浆 ) ! ))* ,1 ! ,
) ! )-) -.) ! ,
) ! )-* -.* ! .

可见，玉米浆是较佳的磷源 !原菌株利用最好
的磷源也是玉米浆，两者一样 !
由图 *可见，随着玉米浆体积分数的增加，菌

体量和发酵时间变化都很大 !玉米浆体积分数仅为
0 $’ # ’时，菌体量最小，发酵时间长达 -), 2；当玉

米浆体积分数提高至 / $’ # ’时，菌体量最大，发酵
时间降至 +) 2左右 !随着玉米浆体积分数的增加，
突变株甘油产量的变化没有原菌株明显 !突变株发
酵时比较适宜的玉米浆体积分数为 + $’ # ’，这时
发酵时间约为 +1 2左右，甘油产量达到 -., ( # ’左
右 !原菌株发酵时的最适玉米浆体积分数在
* $’ # ’，突变株适宜的玉米浆体积分数比原菌株提
高 . $’ # ’左右 !

图 8 不同玉米浆体积分数发酵实验
"#$%8 "&’(&)*+*#,) ,- (.*+)* #) */& 0’,*/ 1,)*+#)#)$

2#--&’&)* 1,’) 7*&&6 4#9.,’ 1,)1&)*’+*#,)

: 结 论

通过化学诱变获得了一株突变株，将其与原菌

株进行了对比发酵试验，发现突变株在发酵后期

（", 2以后），耗糖速度超过了原菌株，产甘油的能
力也增强 !对突变株的发酵条件进行初步摸索，发
现突变株的最适发酵培养基组成为：葡萄糖

.") ( # ’，尿素 . ( # ’，玉米浆 + $’ # ’ !与原菌株的
最适发酵培养基相比，突变株的培养基中只有玉米

浆的体积分数提高了 - 3 . $’ # ’，其它营养因素没
有变化 !
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