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产多元醇酵母的耐高渗生长特征

袁　野 ,王正祥 ,诸葛健
(无锡轻工大学生物工程学院 ,江苏无锡 214036)

摘要: 应用低水活度选择性增殖的方法从花卉、果园土壤、水果和蜂产品等样品中分离得到

267株耐高渗酵母 ,其中 206株生产阿拉伯醇、赤藓糖醇和甘油等各种多元醇 .对随机挑选的

62株产多元醇的耐高渗酵母在不同质量浓度葡萄糖培养基中的生长特征进行了研究 ,结果

显示酵母的耐高渗生长能力与其产多元醇的类别之间存在关联 .在所调查的酵母中 ,产赤藓

糖醇的酵母耐高渗生长能力最强、产阿拉伯醇的酵母耐高渗生长能力次之 ,产甘油的酵母耐

高渗生长能力较弱 .
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耐高渗酵母是一类能够生长在高渗透压 (低水活度 )环境下的微生物 ,根据生活环境性

质的不同 ,可称为耐糖酵母 ( sugar-tolerant yeasts)和耐盐酵母 ( salt-to lerant yeasts) . Van

der Wal t
[1 ]建议用含葡萄糖质量分数分别为 50%和 60%的琼脂培养基来划分耐高渗酵母和

嗜高渗酵母 .耐高渗酵母最初被作为食物腐败菌来加以研究 ,直至 Spencer
[ 2 ]等人通过实验

发现耐高渗酵母在好氧发酵条件下可以生产多种多元醇 .各国研究者在对耐高渗酵母好氧

发酵生产多元醇进行研究的同时 ,也对酵母的耐高渗机理进行了较广泛和深入的研究 .

Brow n首次提出了相容性溶质这一概念
[3 ] ,认为耐高渗酵母通过胞内积累多元醇等相容性

溶质来适应高渗环境生长 .与不耐高渗的酵母相比 ,耐高渗酵母有活跃的 HM P途径 ,该途

径的活化程度随糖质量浓度的增加而增加
[ 4 ]

,这是耐高渗酵母产多元醇和适应高渗环境生

长的基础 . Tilbury
[5 ]调查了 26株耐高渗酵母在蔗糖和甘油糖浆中的生长情况 ,发现

Saccharomyces roux i i最能适应高渗环境生长 , Hansenula anomala不是特别适应高渗环境 ,

Torulopsis etchel lsii和 Torulopsis versati lis等能适应高渗环境 ,但它们生长得比酿酒酵母

属的酵母慢 . Anand等人
[6 ]
调查了耐高渗酵母和不耐高渗酵母在不同水活度条件下的生长

特征 ,发现耐高渗酵母有一个较宽的最适生长水活度范围 ,而不耐高渗酵母的此范围很窄 .

Onishi
[ 7]通过实验指出耐高渗酵母的耐糖和耐盐性质存在差异 . Tokuoka等人

[ 8]考察了 7株

耐高渗酵母分别在高质量浓度的葡萄糖、蔗糖和氯化钠条件下的生长和多元醇积累特征 ,进

一步证实酵母在耐盐和耐糖 ,以及耐不同种类的糖上存在差别 .作者用高浓度葡萄糖培养基

选择性增殖的方法 [9 ]从 88个样品中分离得到 206株产多元醇酵母 ,并对随机选出的 62株产多
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元醇酵母在不同质量浓度和质量分数的葡萄糖培养基中的生长特征进行了研究 .

1　材料和方法

1. 1　菌株

所有菌株均为作者实验分离所得 .

1. 2　培养基 ( g /L)

增殖培养基 ( g /L ): 葡萄糖 400,酵母膏 10,尿素 1;

分离培养基 ( g /L ): 葡萄糖 200,酵母膏 10,尿素 1,琼脂 20;

发酵培养基 ( g /L ): 葡萄糖 200,酵母膏 5,尿素 1;

斜面培养基 ( g /L ): 葡萄糖 200,酵母膏 5,尿素 1,琼脂 20;

种子培养基 ( g /L ): 葡萄糖 100,玉米浆 10( ml /L) ,尿素 2;

YEPD培养基 ( M 1) (g /L):蛋白胨 20,酵母膏 10,葡萄糖 20;

质量浓度 20 g /dL的葡萄糖培养基 ( M2):葡萄糖 200( g /L) ,其余配方同 YEPD;

质量分数 50%的葡萄糖培养基 ( M 3):葡萄糖质量分数为 50% ,其余配方同 YEPD;

质量分数 60%的葡萄糖培养基 ( M 4):葡萄糖质量分数为 60% ,其余配方同 YEPD.

1. 3　方法

1. 3. 1　耐高渗酵母的分离　采用 Ha jny等人的方法分离耐高渗酵母 ,具体操作见文献 [9].

1. 3. 2　耐高渗酵母产多元醇的调查　将以上述方法分离所得的耐高渗酵母接种于摇瓶发

酵培养基 ( 250 m L的三角瓶装液量为 20 m L) ,培养条件为:往复式摇床 110 r /min, 30℃ , 2

～ 3 d.采用纸上层析检测发酵液中多元醇产物 ,所用展开剂是正丁醇 -乙醇 -水 (体积比为 95

 5 18) ,层析结果的显色参照文献 [10 ].

1. 3. 3　高渗条件下酵母生长特征的测定　接种斜面培养物至种子培养基 ( 250 m L的三角

瓶装液量为 30 m L) ,置往复式摇床通风摇荡培养 ,培养条件为: 110 r /min, 30℃ .待种子培

养物长好后 ,再转接至 M1培养基、 M 2培养基、 M 3培养基和 M 4培养基等 4种生长培养基中

( 250 m L的三角瓶装液量 30 m L,接种量为 5% ) ,培养条件与种子培养相同 .定时取样 ,将样

品稀释 10倍后 ,用分光光度比浊法于 640 nm处测菌浓 .

Gl-甘油 ; E-赤藓糖醇 ; A-阿拉伯醇 ; Gs-葡萄糖

　　图中 1列为标准样 , 2～ 7列分别是分离得到的不

同产醇类别的酵母

图 1　酵母生产多元醇的纸层析检测结果

2　结果和讨论

2. 1　耐高渗酵母的分离和产多元醇的调查结果

从 88份自然样品分离得到 267株酵母 ,并对

这些酵母进行了摇瓶发酵产醇调查 ,结果见图 1

和表 1.

　　在所分离的耐高渗酵母中 ,以产阿拉伯醇的

酵母居多 ,约占全部酵母总数的 60% ,其中单产

阿拉伯醇的酵母占全部酵母总数的 23% ,混产阿

拉伯醇和甘油的酵母占全部酵母总数的 37% .单

产甘油的酵母约占全部酵母总数的 8% .产赤藓

糖醇的酵母占全部酵母总数的 9% ,其中单产赤
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藓糖醇的酵母约占全部酵母总数的 4% .从花中分离的酵母产醇类别要比从土中分离的酵母

产醇类别丰富 .

表 1　耐高渗酵母产多元醇的情况

多元醇产物
从各种样品中分离的酵母数

土样 花样 蜂和蜂产品 水果 其它
酵母总数

阿拉伯醇 21 29 1 6 4 61

赤藓糖醇 0 5 5 0 0 10

甘油 11 5 0 3 2 21

赤藓糖醇+ 阿拉伯醇+ 甘油 4 2 0 0 2 8

赤藓糖醇+ 阿拉伯醇 1 1 0 0 1 3

赤藓糖醇+ 甘油 0 1 2 0 0 3

阿拉伯醇+ 甘油 42 41 2 13 2 100

其它 27 28 3 2 1 61

总计 267

2. 2　产多元醇酵母的耐高渗生长特征

根据产多元醇类别的不同 ,挑选 62株耐高渗酵母进行研究 .其中 ,产赤藓糖醇的酵母 10

株 ,产阿拉伯醇的酵母 17株 ,产甘油的酵母 8株 ,混产赤藓糖醇和甘油的酵母 1株 ,混产赤藓糖

醇和阿拉伯醇的酵母 2株 ,混产赤藓糖醇、阿拉伯醇和甘油的酵母 4株 ,混产阿拉伯醇和甘油

的酵母 20株 ,研究了它们在 M 1、 M 2、 M 3和 M 4培养基中的生长特征 ,结果见表 2.

　　从表中可知 ,产赤藓糖醇的酵母 (单

产和混产 )绝大多数为第Ⅰ 类生长类型 ;

产阿拉伯醇的酵母大多数为第Ⅱ类生长

类型 ;混产阿拉伯醇和甘油的酵母绝大

多数为第Ⅱ类和第Ⅲ类生长类型 ;在产

甘油的酵母中 ,不到半数为第Ⅱ类生长

类型 ,过半数为第Ⅲ类生长类型 .所调查

的酵母中 ,产赤藓糖醇的酵母耐高渗生

长能力最强 ,产阿拉伯醇的酵母耐高渗

生长能力次之 ,混产阿拉伯醇和甘油的

酵母耐高渗生长能力再次之 ,产甘油的

酵母耐高渗生长能力最弱 .

表 2　产多元醇酵母在 4种生长培养基的生长类型

单位:株　

产醇类别
生长类型

Ⅰ Ⅱ Ⅲ
总计

赤藓糖醇 10 0 0 10

阿拉伯醇 2 12 3 17

甘　　油 0 3 5 8

赤藓糖醇+ 甘油 1 0 0 1

赤藓糖醇+ 阿拉伯醇 1 1 0 2

赤藓糖醇+ 阿拉伯醇+ 甘油 4 0 0 4

阿拉伯醇+ 甘油 1 10 9 20

　注: Ⅰ培养 52 h后在 M1、 M2、M 3和 M4中均可生长 ;

Ⅱ 培养 52 h后只在 M 1、 M2和 M3中生长 ;

Ⅲ 培养 52 h后只在 M 1和 M2中生长 .

　　产不同类别多元醇的酵母在 M 3和 M 4培养基中的生长特征见图 2和图 3,可知产赤藓糖

醇的酵母在两种培养基中的迟滞期都不超过 10 h,并且生长快 ,生成的细胞量大 .产阿拉伯

醇的酵母在两种培养基中的迟滞期均超过 10 h( 152号菌在质量分数为 50%的葡萄糖培养基

上的迟滞期短于 10 h ) ,甚至 20 h,生长速度慢 ,生成的细胞量小 .产甘油的酵母在质量分数

为 50%的葡萄糖培养基上的迟滞期也超过 10 h,生长速度慢 ,生成的细胞量小 .混产阿拉伯

醇和甘油的酵母也是这种情况 .实验结果表明 ,与 YEPD培养基和质量浓度为 20 g /dL的葡

萄糖培养基相比 ,质量分数为 50%的葡萄糖培养基和质量分数为 60%的葡萄糖培养基对产

醇类别不同的酵母的生长具有明显地选择性 ,糖质量分数越高 ,选择性越强 .

耐高渗酵母在相对低渗的环境中也能产多元醇 , Brow n等人
[3 ]所实验的耐高渗酵母生

长于基础培养基时 (水分活度为 0. 997) ,胞内多元醇也存在 ,而且主要是阿拉伯醇 .酵母通过
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胞内积累多元醇等相容性溶质来适应高渗环境生长 ,甘油被认为是主要的相容性溶质 .但在

另一些报道中 [11～ 13 ] ,甘油未参与酵母的耐高渗生长机制 ,因此 ,酵母的耐高渗机制是复杂

的 .作者将进一步研究在高渗环境下 ,这些产醇类别不同的酵母靠积累何种多元醇来适应高

渗环境的生长 .即便它们靠胞内积累甘油来适应高渗环境 ,那么 ,它们在耐高渗生长能力方

面的差异又如何解释?从本文的结果直观地看 ,耐高渗酵母在相对低渗环境下产多元醇的类

别与其耐高渗生长能力存在关联 ,通过对它们产多元醇机制的研究也许能解释这一差异 .

　　　
图 2　不同产醇类别的酵母在质量分数为

　　　 50%的葡萄糖培养基中的生长
　　　　

图 3　不同产醇类别的酵母在质量分数为

　　　　 60%的葡萄糖培养基中的生长
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Growth Patterns of Polyol-Producing Yeasts in

Response to Water Stress

YU AN Ye, W AN G Zheng-xiang, ZHU GE Jian
( School of Bioengineering , W uxi Univ ersity of Light Indust ry , Jiangsu W ux i 214036)

Abstract: A to tal of 267 st rains of osmo to lerant y easts w ere iso lated f rom flow ers, f rui t s,

soil and honey. A surv ey of these osm otolerant yeasts show ed that gly cerol , ery thritol and

a rabi to l w ere produced by 206 st rains. The g row th curv es of 62 st rains o f poly ol-

producing yeasts in the four kinds of media wi th dif ferent g lucose concentrations w ere

com pared, and a st riking observation w as made that the eryth ri tol-producing st rains w ere

the most osmotolerant in the high gluco se medium with concentration of up to 60% ( w /

w ) , tho se of a rabi to l-producing st rains w ere less osm otolerant, and those of g lycerol-

producing st rains w ere the least. It a ppeared that the ex tent of dif ferences in

o smo to lerance of po lyo l-producing yeasts were m rrela ted to the type of paly ols produced

by the motderant yeasts.

Key words: osmo tolerant yeasts, poly ols, g lucose, g row th curv es
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