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耐高渗酵母产赤藓糖醇的影响因素

范光先， 张海平， 诸葛健
（无锡轻工大学生物工程学院，江苏无锡!#1"$2）

摘 要：球拟酵母345#-1是一株单产赤藓糖醇的耐高渗酵母，该菌株高产赤藓糖醇的最佳培养基

配方为：葡萄糖#"6／78，酵母膏"(96／78，尿素"(#6／78(最适培养条件是在摇瓶转速#9",／:;<
的条件下于$9=培养17(在上述培养条件下，该菌株赤藓糖醇的耗糖转化率高达!-(2>(磷是限

制345#-1菌株高产赤藓糖醇的主要因素，当培养液中的磷质量浓度低于$#(9:6／8时，赤藓糖醇

的产量最高；随着磷质量浓度的升高，该菌株赤藓糖醇的产量降低，而酒精的产量和生物量却有

明显升高(同时，345#-1菌株还能利用果糖、蔗糖和?5甘露糖产赤藓糖醇(
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赤藓糖醇在自然界分布广泛，微生物、地衣类

植物、瓜果、发酵食品、酒类以及动物的体液中都可

发现它的踪迹，含量为每升几十毫克到几十克不

等(作为!#世纪功能性食品甜味剂的赤藓糖醇，具

有降低热值显著和副作用小的特点［#］，在当今多元

醇甜味剂应用领域有着诱人的开发前景(赤藓糖醇

的工业化生产采用酵母耗氧发酵法进行，但由于菌

种和发酵条件等因素的影响，其产量长期未能得到

显著的提高(
4HQ<LQ,和4+’’+<U［!］在研究耐高渗酵母产多元
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醇时发现：多元醇的产量受氮源和通风量的影响，

增加培养基酵母膏的质量分数可加快耗糖速率，提

高甘油产量，增大通风量可减少酒精的生成并提高

甘油产量，在减少酵母膏质量分数的情况下用尿素

作补充氮源也可得到最大产量的甘油!"#$#%&’(［)］

等人证实了以上观点，同时提出：*）酵母要充分但

有一定限度的生长；+）通风量要充足但不过大，以

部分限制,-./的氧化，使其参与还原生成多元

醇；)）限制无机磷浓度!日本学者若生腾雄［0］等在

研究赤藓糖醇的生产方法时发现温度也是很重要

的限制因素，在)12生长很好的树叶酵母赤藓糖

醇的产量却低于)32培养时的产量!为此，作者对

本中心分离的456*70赤藓糖醇生产菌株进行培养

条件的优化组合后，其赤藓糖醇的产量有显著提

高，从原来的+!08／9提高到+!:8／9!

! 材料与方法

!"! 菌种

菌株456*70酵母：作者所在实验室自然分离

得到!
!"# 试剂

甘油、.6阿拉伯醇、赤藓糖醇、葡萄糖、高碘酸

钠、亚砷酸钠、硫酸、变色酸等均为分析纯!
!"$ 培养基

斜面培养基（8／9）：葡萄糖+11，酵母膏*1，尿

素*，琼脂+1!
发酵培养基*（8／9）：葡萄糖*11，酵母膏;，尿

素*!
发酵培养基+（8／9）：葡萄糖+11，酵母膏*1，尿

素*!

发酵培养基)（8／9）：葡萄糖)11，酵母膏*;，尿

素*!
</值自然，*+*2灭菌*;=>(!

!"% 发酵方法

在发酵培养基+（+;1=9三角瓶中装液量为+1
=9）中接一环斜面菌种，并在)12，+;1%／=>(条件

下摇瓶振荡培养)?!用吸管吸+!;=9种子液于装

液量为;1=9的;11=9三角瓶中，各做)个重复，

在);2、+;1%／=>(条件下摇瓶振荡培养，每隔+0
@取发酵液分析，直到发酵第;天葡萄糖被利用完

为止!
!"& 分析方法

酵母细胞于+;11%／=>(离心*1=>(，去除上

清液后测定其体积；残糖用A-601B型生物传感分

析仪（山东科学院生物所研制）进行测定；多元醇的

组分用纸层析法来分析，展开剂为正丁醇：乙醇：

水C7;：;：*:，展开时间为*+@；赤藓糖醇的含量用

高碘酸氧化法［;］来测定；酒精的含量用气相色谱法

进行测定!

# 结果与讨论

#"! 温度的影响

温度对456*70菌株发酵的影响见表*!)32
这一温度对于菌体的生长明显太高，并且葡萄糖的

利用少而慢!当温度从)12上升到);2时对赤藓

糖醇产量的影响很小，然而，);2时葡萄糖的利用

明显大于)12!因此，);2是发酵最佳温度!456
*70于);2培养0?后赤藓糖醇产量明显高于)
?，到了第;天其产量已趋于稳定，因此选择0?作

为最适发酵天数!
表! 温度对’()!*%菌株葡萄糖发酵的影响

+,-"! .//0123/204506,276038290/064082,2:383/;<713=0->’()!*%

温 度／2 最终酵母体积分数／（=9／?9）
葡 萄 糖 质 量 浓 度（8／?9）

1? +? )? 0? ;?

赤藓糖醇的耗糖转化率／D
+? )? 0? ;?

)1 E!1 7!7 E!E )!0 1!; 1!* 1!1 +*!+ +)!: +0!1
); ;!1 7!: 0!: +!) 1!+ 1!1 +*!; ++!) +;!; +0!:
)3 *!E 7!: :!: 3!E 3!1 E!: 1!1 **!3 *;!E *;!E

#"# 碳源的影响

不同碳源对发酵的影响见表+!在不同碳源的

通风发酵试验中，用葡萄糖、果糖、甘露糖和蔗糖生

产赤藓糖醇可获得较好的产量；而阿拉伯糖、半乳

糖和木糖的利用很慢，而且不形成赤藓糖醇；多元

醇如甘油、甘露醇、山梨醇也可被菌体利用来生长!
在所有的碳源中，以甘油为底物可形成最大的生物

量，麦芽糖、乳糖和赤藓糖醇却不被菌体利用!显

然，以.6甘露糖为碳源时赤藓糖醇的产量最高，但

成本也高，因此选择葡萄糖较为现实!
#"$ 酵母膏质量浓度的影响

在培养液中除葡萄糖之外的其它主要成分是

酵母膏，其质量浓度范围是1!*+;!*!18／?9，见表

)!在低质量浓度下，菌体长势很差，糖耗也很低!当
酵母膏质量浓度为1!*+;8／?9时，发酵;?后残糖

量仍高达:1D!可是，当酵母膏质量浓度增大到1!;
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!!"#$／%&时，发酵’%后几乎没有残糖"酵母膏的

质量浓度对不同的产物形成有明显的影响"高质量

浓度的酵母膏将会导致大量的酒精合成，而低浓度

时仅合成微量"因此，在适当的发酵时间内以#"(
$／%&的酵母膏为最佳氮源质量浓度，此时赤藓糖醇

产量最高"
!"# 尿素质量浓度的影响

尿素是培养液中除酵母膏之外的第二种氮源

营养成分，不同质量浓度的尿素对发酵的影响结果

见表’"
表! 菌株$%&’(#对不同碳源发酵的影响

)*+"! ,-./-01*1230345*.236776+71.*1-7（8*.+30）+9$%&’(#

碳源 质量浓度／（$／%&） 发酵时间／% 最终)*
酵母体积

分数／（+&／%&）
耗糖量／（$／!##$）

赤藓糖醇的耗
糖转化率／,

&-阿拉伯糖 ."/ ( ("/ 0"1 !/"2 #"#
3-半乳糖 ."/ ( ’"/ 0"1 !/"0 #"#
3-葡萄糖 ."4 ’ 0"# 4"# ./"0 2’"/
甘油 ."1 ’ ("/ !#"# 1("/ #"#
乳糖 ."1 ’ 1"0 #"0 #"# #"#
果糖 ."/ ’ 2". 4"0 .."( 20"’
麦芽糖 ."/ ( /"! #"0 #"# #"#
3-甘露醇 ."1 ( ("4 ("( 2’"! #"#
3-甘露糖 ."1 ’ 0"0 4"# .4"! 0!"(
3-山梨醇 ."4 ( ’"/ ("( 0!"1 #"#
蔗糖 .". ’ 0"# ("( .."2 !/"4
3-木糖 ."/ ( ’"( 0"1 (0"4 #"#
赤藓糖醇 ."/ ( ("# #"’ #"# #"#

表: 酵母膏质量浓度对$%&’(#菌株产物合成的影响

)*+": ;44-<1349-*71-=1.*<1<30<-01.*12306>3092-?@34>.3@6<17+9$%&’(#

酵母膏质量
浓度／（$／%&）

发酵时间／

%
最终)*值 酵母体积

分数／（+5／%&）
残糖质量

浓度／（$／%&）
酒精质量

浓度／（$／%&）
赤藓糖醇的

耗糖转化率／,
赤藓糖醇的

总糖转化率／,
!"# ’ 0"( !#"# #"0 !/"! !/"/ !/"2
#"( ’ 2"( 4"4 #"( 0"2 2."4 2/"!
#"2( ( 0"( ’"# ’"/ #"0 2."( !("0
#"!2( ( ("# 2"( /"# #"! 22"1 ’"(

注：葡萄糖!#$／%&，尿素#"!$／%&，0(6
表# 尿素质量浓度对$%&’(#菌株发酵的影响

)*+"# ;44-<1346.-*<30<-01.*12306>304-./-01*1230A21B$%&’(#

尿素质量

浓度／（$／%&）

发酵时间／% 最终)*值 酵母体积

分数／（+&／%&）

残糖质量

浓度／（$／%&）

酒精质量

浓度／（$／%&）

赤藓糖醇耗糖

转化率／,
#"# ’ 2". ("# 0"/ ’"’ 2’"0
#"# ( 2". ("0 !"# ’"’ 2’"1
#"#( ( 0"2 ("( #"2 ("( 2("4
#"!# ’ 0"2 ("# #"0 ("/ 2/"2
#"2# ’ 0"/ ("( #"’ ("’ 21"(

注：葡萄糖!#$／%&，酵母膏#"($／%&；0(6"

在培养液中#!#"2$／%&的尿素对酵母生物量

的影响是很小的，而酒精和赤藓糖醇的产量却是随

着尿素质量浓度的增加而升高的，因此，在培养液

中添加尿素可加快发酵"如果培养液中不添加尿

素，发酵(%后发酵液中的残糖量还很高；当培养液

中添加#"!$／%&的尿素时，发酵’%后葡萄糖就完

全被利用"因此，在#"($／%&酵母膏的培养液中选

择#"!$／%&的尿素为最佳补充氮源浓度"
!"C 磷含量的影响

在发酵试验中，偶然发现由两个厂家提供的酵

母膏在同一条件下对78-!.’菌株发酵产赤藓糖醇

的量不同"其中一种不仅赤藓糖醇的产量偏低，同

时还形成大量的酒精，生物量也比较大"通过分析

两种酵母膏无机磷的含量证实：高产赤藓糖醇的酵

母膏含无机磷为4"0+$／$，而另一种酵母膏中无机

磷的含量却高达!1"2+$／$"用含无机磷低的酵母

膏作基础培养基，配制含不同磷质量浓度的培养

基，发酵结果如表(所示"在添加不同质量浓度磷

的培养液中，随着磷质量浓度的升高，赤藓糖醇的

产量是减少的，而酒精的产量是升高的，菌体体积

也有少量的增加"添加了少量磷的培养液中葡萄糖

的利用率明显提高，而含磷高的培养液中磷对糖耗
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的影响却不是很明显!
如果把磷对发酵的影响与酵母膏的质量浓度

联系起来分析，不难发现，酵母膏对发酵的影响并

非是其初始含氮量，而是由于它的含磷量不同而引

起的!

表! 磷质量浓度对"#$%&’菌株发酵的影响

()*+! ,--./01-231423)0/15/.506)071515-.68.50)0715*9"#$%&’

"#$%&’
质量浓度／（(／)*）

发酵时间／

)
+# 酵母体积

分数／（,*／)*）

残糖质量

浓度／（(／)*）

酒精质量

浓度／（(／)*）

赤藓糖醇的耗糖

转化率／-
.!. ’ $!/ 0!. .!1 1!2 $3!.
.!..4 ’ 1!5 0!. .!5 4!. $5!4
.!.5’ ’ 1!1 0!3 .!$ /!. 52!1
.!.$2 ’ 1!’ 4!. .!5 5.!$ 5.!5
.!.30 ’ 1!1 4!. .!$ 5$!1 /!2

注：葡萄糖5.(／)*，酵母膏.!3(／)*；136!

:+; 溶氧与糖浓度的内在联系

在发酵过程中振荡通风对提高还原产物赤藓

糖醇的产量是必要的!在1种糖质量浓度和1种通

风条件下确定发酵过程中最佳的溶氧条件，用装液

量为3.,*的3..,*三角瓶在不同的转速下进行

发酵，测定结果见表0!在厌氧发酵中，酵母生长很

慢，赤藓糖醇的耗糖转化率只有2!5-，而酒精可达

50-!当葡萄糖的质量浓度为5.(／)*时，最适转

速为53.7／,89；在葡萄糖质量浓度为$.(／)*的培

养液中，最适转速为$..7／,89；1.(／)*的葡萄糖

在$..7／,89时的产量略高于$3.7／,89!转速最高

可达到$3.7／,89!此时，1种浓度的葡萄糖培养液

中赤藓糖醇的产量均低于转速为$..7／,89时的产

量!所以，对于5.(／)*的葡萄糖培养液来说，最适

转速为53.7／,89!

表; 通风量和糖质量浓度对"#$%&’菌株赤藓糖醇产量的影响

()*+; ,--./01-).6)0715)5<4=>)6/15/.506)0715=21597.?<41->?9/.61?*9"#$%&’

转速／（7／,89） 发酵时间／) 原糖质量

浓度／（(／)*）

最终+# 酵母体积

分数／（(／)*）

残糖质量

浓度／（(／)*）

赤藓糖醇的

耗糖转化率／-
. 3 /!0 1!2 $!3 .!$ 2!5
53. ’ /!2 $!4 3!. .!3 $4!1
53. 3 52!0 1!$ 4!. ’!4 50!2
53. 4 1.!. 1!3 /!$ 4!$ 5$!.
$.. ’ /!4 $!0 0!. .!$ $4!2
$.. 3 5/!$ $!3 55!. .!3 $/!5
$.. 4 $2!5 1!. 5$!. 5$!5 $3!0
$3. ’ 5.!. 1!’ 3!4 .!$ $’!/
$3. 3 5/!3 1!5 /!. 3!. $1!$
$3. 4 $/!1 1!’ 5$!. 2!2 $’!$

:+@ 产物与发酵时间的关系

&:;5/’菌株发酵生产赤藓糖醇的结果见图5!
在发酵过程中，赤藓糖醇的产量随着葡萄糖的

利用而增加；发酵前期有酒精形成，这是由于通风

发酵过程中酒精被利用或挥发掉了，其产量可忽略

不计；酵母2.-的生物量是在发酵$)时形成的，

随后生长减慢直到葡萄糖耗尽；培养液的+#随着

葡萄糖的利用而持续下降，发酵结束时有轻微回

升，因此+#值的变化可作为发酵完成的标示!
图% 发酵时间与产物形成的关系

A7>+% B61<=/04-168.<)46.?)0.<01078.1--.68.50)0715
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