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摘要 以高产赤藓耱醇菌株RH—uv-L4一F9为研究对泉，栗用生物统计方法分别对该菌株的发酵培养基和培

养条件进行优化。发酵培养基最佳配比为葡萄糖30％，酵母膏0．5％．脲1％，Mgso‘O．05“；最适发酵条件为

34℃，初始pH值6．o，摇床转数180 r／min。最适条件下赤藓糖醇产量为157．4mg／mL。

关键词 高渗假丝酵母．发酵条件，赤藓糖醇

随着人们对功能性糖醇认识的不断深入，赤藓糖

醇需求量急剧上升口]。赤藓糖醇多采用耐高渗酵母

发酵而成，利用微生物发酵生产正成为研究的热

点”。笔者利用从自然界分离筛选得到的产赤藓糖

醇的耐高渗假丝酵母为出发菌株，对高渗假丝酵母菌

株RH—Uv-L4～F9发酵生产赤藓糖醇的工艺条件进

行了优化，确定了发酵工艺参数，提高了产量，为产业

化生产及应用奠定了基础。

1材料与方法

1．1实验材料

1．1．1菌种

高渗假丝酵母(Can dida mycoderma)RH—U、k

L4一F9，本研究室构建并保存。

1．1．2培养基

斜面培养基：葡萄糖2％，酵母膏o．5％，脲

0．1％，MgSO。·7H20 0．05％，琼脂粉2％，pH6．O。

发酵培养基，葡萄糖30％，酵母膏o．5％，脲

o．1％，Mgso‘·7H20 o．05％，pH6．o。

种子培养基：葡萄糖20％，酵母膏0．5％，脲

0．1％，Mgso‘·7H20 0．05％，pH 6．O。

1．1．3试剂

玉米浆，市售；麦芽粉、酵母膏、脲、(NH。)zsO．、

MgS04等均为AR级。

1．2方法

1_2．1发酵卉4基质的优化

(1)碳源：单因素实验，设计葡萄糖质量分数分

别为10％、20％、30％、40％和50％。

(2)氮源：分别采用酵母膏、玉米浆、麦芽粉、脲
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和(NH。)2S04。

(3)无机盐：选择MgSO‘、cacOs、KH2POt、

NaCl、Kcl分别加入培养基，检测赤藓糖醇产量。

1．2．2发酵工艺参数的优化

对菌株RH—Uv-L4一F9发酵影响较大的葡萄糖、

Mgsq·7H：O、酵母膏和脲(按单因素处理)进行正

交试验，正交设计表见表1。

表l发酵荆正交试验园素和水平I．(3‘】

水平可萌丽灞万可酉雨d睾嘉耳百面西丽

接种量的控制对细胞培养和代谢物积累起到重

要作用[”。经单因素试验确定接种量为8％。在保

持培养基组分恒定的条件下，控制发酵过程的各项主

要影响指标，包括发酵温度、初始pH值、转速。各指

标如表2所示。

表2培养条件正交试验园素水平表L，13‘

1．2．3分析方法

(1)pH测定：数显pH计。

(2)生物量测定：称重法。发酵液经高温灭酶30

min，冷却，8 Ooo r／min离心10 mjn，取沉淀洗涤2

次，置于80℃干燥箱中干燥至恒重。

生物量／g·L“一

(3)赤藓糖醇含量测定

a_高碘酸氧化法‘“。

   



b．高效液相色谱法——色谱柱：Hypersil NH：

(4·6 mm×250 mm，5 pm)；上样量：20 pL；柱温：

40℃；流动相：y(乙腈)；y(水)一90：10；流动速率：

1mL／min}检测器：waters 600／2410(示差折光检测

器)。

(4)葡萄糖含量的测定：直接滴定法。

2实验结果

2．1发酵剂基质的优化

(1)碳源：菌株RH—Uv—L4一F9从高渗环境筛选

分离融合获得。不同碳源对赤藓糖醇产量的影响见

图1。

i’：
耋t部

l：
罢

发酵后，以玉米浆和酵母膏对赤藓糖醇的产量影

响较为明显，复配后发现，酵母膏和脲结合作为氮源，

赤藓糖醇产量相对较高。

(3)无机盐：选择不同的无机盐，进行赤藓糖醇

含量测定，结果如图3所示。
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由图1可知，以甘露糖为碳源时，赤藓糖醇产量

较高；其次为葡萄糖，但甘露糖成本较高，故选用葡萄

糖为发酵碳源。

(2)氮源：经试验检测，可利用氮源有酵母膏、玉

米浆、麦芽粉、脲、(NH。)。sO。，结果如图2所示。

图3不同无机盐赤藓糖醇产量

由图3可见，加人Mgso‘的发酵液中赤藓糖醇

产量为90 mg／mL，相对较高。

2．2正交试验结果分析

采用L9(34)正交表设计，以碳源、氮源、无机盐

为试验因子，研究发酵培养基对赤藓糖醇产量的影

响。试验处理方案和结果见表3和表4。

由表3可知，(1)由极差R值可以看出，影响赤

藓糖醇产量的因素显著次序为A>B>c，即影响顺

序为：葡萄糖，MgsOt·7Hzo，酵母膏+脲。

(2)发酵法生产赤藓糖醇优化组合为氏BG，即葡萄

糖30％，酵母膏Q 5％+脲1％，Mgsol·7RO n05％。

最佳条件验汪：最佳条件组合A。B2 c2和正交表
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中产赤藓糖醇浓度较高的A；B2C，作二次平行试验。

结果用f检法，平均数用士SD表示，结果如表4。

裹4最佳条件验证结果

处理 赤藓糖醇产量／mg·mL

A3岛G 7．52土0．237A

A3 B2Cl 7．30士O，0127B

注，A葡萄糖，B：酵母膏+腮tC，MgS0‘·7Hoo

由表4表明，最佳条件组合Aa岛cz的赤藓糖醇

产量高于正交表中A。B2ct的赤藓糖酵产量。因此，

发酵生产赤藓糖醇的培养基组合为葡萄糖30％，酵

母膏0．5％+脲1％，MgSO。·7H20 O．05％。

2．3培养条件的确定

综合最佳条件进行发酵，通过对四因素三水平9

种方案进行试验并跟踪检测赤藓糖醇的产量，进行极

差分析，结果如表5所示。

表5培养条件正交试验结果b(3．J

处理号

1

2

3

4

5

6

7

8

9

KI

凰

K|

岛

^2

^3

R

(A)发酵温度／℃

1(30)

1

1

2(34)

3(38)

3

397．5

426．7

403．5

132．5

142．2

134．5

7．7

(B)韧始pH值

1(5．5)

2(6．0)

3(6．5)

1

418．5

414．2

139．5

139．8

138．1

O．3

(C)转效／r．mln

1(160)

2(180)

3(200)

3

368．1

450．6

409．0

122．7

150．2

136．3

13．9

(D)空列 赤藓糖醇产量／mg·InI，

由表5可见，试验中各因素影响发酵产赤藓糖醇

能力的顺序依次是：摇床转数、发酵温度、初始pH。

从因素水平变化趋势分析，转数对产量的影响最大t

而pH变化不利于赤藓糖醇的合成，其次为发酵温

度、空气摇床转数。发酵过程中培养条件最佳组台为

A2 B2 c2，即：发酵温度34℃，初始pH6．o，转数180

r／min。

2．4 菌株RH．uv—L4一F9最适条件下的发酵产量

将融合菌株RH—UV—L4一F9接种到最佳的发酵

培养液中，优化培养。每隔24 h取样分析，测其赤藓

糖醇含量、残留葡萄糖含量、pH值，如图4所示。

时间，d

+赤薛瞎醇含量+残糖含量+PH
图t赤藓糖醇产量与发酵时间的关系

聊VoI 33 No 9(T0taI 237)

结果显示，摇瓶培养1 d后，有赤藓糖醇产生，但

产量较少，到第5天、第6天产量达到157．4 mg／

mL，整个发酵过程中，pH值由初始6．0降到2．5以

下，第5夭后回升到3．5左右。

3讨论

(1)培养基的营养因子对赤藓糖醇产量有很大影

响。试验中优化了发酵培养基的碳源、氮源、无机盐

比例，以酵母膏和脲为复合氮源，在工业化生产中达

到节能降耗的目的。

(2)在装液量相同的条件下，通过改变摇床转速

控制菌株的供氧量，最终确定摇床转速为180 r／min。

该酵母菌发酵产赤藓糖醇的适宜温度在30～38℃，

但适宜的发酵温度与各菌株的性能、底物浓度均有关

系。随着温度的升高或降低，酵母对数生长期滞后，

产赤藓糖醇时间也推迟。故适宜的发酵温度和适宜

生长温度并不一致o。】。本试验通过菌株后续生理

特性试验验证了最适生长温度为30℃，发酵温度为

34℃。

(3)pH值对酵母的生命活动影响显著，氢离子
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能改变细胞原生质体的电荷，随着氢离子浓度的变

化，细胞对营养物质的吸收和利用也会受到影

响”4]，大部分酵母的生长最适pH值在4．5～5．o．

本试验得出RH—uV—L4一F9在pH 4．O～6．5范围内

都能生长发酵，适宜的生长pH值是6．o。

(4)针对性的比较了国内相关领域研究。吴燕、

陆茂林等以突变株B845进了一系列的发酵工艺条

件试验。但发酵因素仅对碳源、氮源进行了探讨“03}

有关研究人员从土壤、酿造食品、花粉等样品中分离

赤藓糖醇产生菌的方法，获得的菌株在葡萄糖培养液

中可产赤藓糖醇32 mg／mL[1“，但并未对菌株的发酵

条件进行系统的研究；郑州轻工业学院刘风珠，张鑫

以耐高渗酵母为出发菌株，采用紫外诱变处理，其摇

瓶发酵产赤藓糖醇24．9 g／L．对菌株的发酵条件如

pH值、培养时间等未作优化研究”23 I江苏省微生物

研究所以提高圆酵母(Tbr“缸sp．)B84512为出发菌

株，采取发酵罐流加补料方式生产赤藓糖醇““，指标

为葡萄糖浓度、细胞数、赤藓糖醇浓度，对于该菌株的

发酵条件未见报道。另外，日本和美国等国家虽起步

较早，但研究重点为开发不同菌种生产赤藓糖

醇[1““]。可以看出除流加补料发酵工艺外，相关研

究的菌种产量均无明显优势。下一步将探讨5 L以

上发酵罐流加补料，以弥补工业化生产的不足。

4结论

赤藓糖醇菌株RH—Uv—L4一F9的优选培养基方

案为葡萄糖30％，酵母膏o．5％+脲1％，MgSq·

7H20 O．05％；发酵温度34℃，初始pH6．o，转数180

r／min。在此条件下，该菌株赤藓糖醇产量为157．4

mg／ml，可以满足工业化生产需要，具有良好的应用

前景。
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optimization of Fermentation Condition with Erythritol Strain RI置-UV—L4-F9

Chen Haiyan，Liu Junmei，Wang Yuhua，Hu Yaohui

(College of Food Science and E“gjneerillg，JilIⅡAg五cultural Universi‘y·ChaIlgchun 130118，ChiIla)

ABSTRACr Hype卜produced strain of erythritol was studied；the fermentation medium and conditions were

optimized by the biotic statisticaI methods．The study showed that 30％of glucose，0．5％of yeast paste，1％
of urea and 0．05％of MgsO‘were the better comPonents of the cuIture medium．The optimum fermentation

conditions were：temperature 34℃，initial pH 6．O，rotation 8Peed 180 rpm and ferm印tatio“period of 6d．

Under the above conditions，the yield of erythritol reaches 157．4mg／m1．The results from the present study

indicate that RH—UV—L4一F9 is a high yield strain o“production。f erythritol and present application oppor—

tunity in industry．

Key words Osmopilic yeast，fementation conditions，erythrit01
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