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@ 耐高渗压酵母的甘油发酵研究： 

一 61 ⅡGW 一11菌株的发酵条件试验 

李杰 林明德 罗先群 

(广西科学院生物研究所，南宁 530003) 

豫 弓 

摘 要 甘油是量防和民用工业的一种重要原料，臣前市场供需矛盾突出．耐高渗 

酵母发酵法制取甘油是解决这一供求矛盾的有希望的途径，而高产亩株琏育是该垃 

径的基础．我亟 1987年从广西 自然环境 筛选莸碍一株产甘油的菌种 GW一11．本 

文是通过对该菌株的培养基组成及培养条件的试验， 获得最佳发酵条件，并对其 

甘油生产性状进行考察．结果表明：优化发酵条件与原试验条件相比，该菌发酵甘 

油产串由原 8％提高到 14．0％，对糖转化率由原来的40％提高到46~7％．Gw一1 l是 
一 株具有潜在工业生产价值的耐高漆的甘油发酵生产亩株． 
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甘油是国防和民用工业的一种重要原料，广泛用于炸药、塑料．橡胶、食品．制药、化 

妆品等多种行业．目前甘油的生产方法主要有三种：一是从制皂工业的密液中回收甘油法； 

二是合成法；三是用敛生物发酵法生产甘油。鉴于近年来合成洗涤荆工业的发展和制皂工业 

的原料紧缺，故从制皂工业回收甘油的产量不足，合成法又因成本．质量的问题．不宜在制 

药、食品、化妆品等行业应用。所以．通过微生物发酵法生产甘油是有望解决这一困难的有 

效途径。 

我组于 1987年从广西自然环境中筛选到一株耐高渗产甘油的菌株 GW—l1 ，并通过一 

系列试验以摸索出该菌株的最佳培养条件．考察其甘油的生产性状。 

1 材料与方法 

1．1 菌株 GW一11为我组于 1987年从广西自然环境中筛选获得的产甘油菌种 ” 该菌 

株在基本培养条件下，甘油产率为 8％，对糖转化率为40％。 

L2 基础培养条件： 

1_21 种子培养基： 

固体斜面：葡萄糖20％，酵母膏 0．4％，尿素O．2％，pH4．5，琼脂 1．5％。分装斜面试管，加棉 

塞，Il2℃、20分钟灭菌。摆故斜面。 

液体摇瓶种子培养基：固体斜面培养基省略琼脂。 
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1 2 2 发酵培养基：(咯) 

1 2 3 发酵基盎条件： 

于 500 ml三角瓶，装培养基 50删．八层纱布加午皮纸包扎，灭蓿 接种、 32℃ ． 

200 r 旋转式摇床培养 7天。．／mJrl 

l_3 分析方法 

发酵代谢产物定性分析采用纸层析法 ：甘油含量测定采用改良的高碘酸钠饶违溅定法f 

残糖的测定采用蒽酮法 。 

2 结果 

2．1 种龄．种量的选择： 

表1 培养时间对菌数的增长情况 

培葬时间 (小时) 4 8 lO 12 】6 20 24 

曹数 (亿) 0．345 Z32 4．31 510 5 85 604 6．2．3 

表2 接种量对甘油产窜的影响 

接种量 (％) 5 10 15 

甘油 (％)(7天结果) 7．9 8．0 8．2 

7 

6 
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培葬时间 (小时) 

围 1 GW 一1】菌体生长曲线 

从以上结果看，种子培养时间在 24小时内菌数随时间的增长而增长，10～ l2小时已达 

到菌数为5亿左右，处于对数生长期后期，该时间定为种子适宜菌龄。而接种量在 5％ ～ 

15％ 内对甘油产率影响不大。故选取 10％为宜。 

2．2 温度．装量的选择 

表3 不同温度菌数增长情况 

培葬时何 (小时) 4 8 12 16 20 24 

曹 3o℃ 0 l 02 1．96 王63 3．07 3 4。 

教 32℃ 0 35 2 32 5_3l 5 85 6．04 丘23 

(亿) 3d℃ 0 83 30 5 75 丘卵 6．50 矗62 

表4 温度．装量对代谢产物的影响 

温 度 } 装 量 
处 理 

32℃ 3d℃ f 3 60ⅡII 
甘油 ％(6天结果) 11．4 811 l 8．6 8．4 

从表3．表 4结果看，增加温度，可加快菌体生长，增加菌体敷目，而甘油产率反而降 

低，可能是糖被消耗于加速生长和呼吸代谢加强之故。从表 4可见装量在 3O～ 60ml无明显 

差异，因此发酵宜选用温度为32℃ ，装量为50ml。 

2．3 利用正交试验法对培养基的选择 
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采用四因子三水平的正交表 L 9 0 对碳源用量、氯源的组成及配比，超始 pH值进 

行试验．以确定各因子对甘油产率的影响．具体设计如下： 

裹5 L9 04)因子承平表 

．＼  J 2 3 

^ 葡誓糖 (％) 30 ∞．8 ∞ 

B 酵母青 (％) 0．6 O，4吕 0 4 

C pH擅 5 4．5 4 

D 屎童 (％) O 4 O 28 0．1 

‘(且)赡试验内喜之外的培养基戚骨闷爱群培荐基． 

在目于的水平设计安捧时先确定青氍两鼠，中闻水平取两限之差× 0．618． 

衰 6 表头设计和试验结果 

表头设计  ̂ B C D 试骚结果 (％) 

； 、、、 l 2 3 4 第一次第二次 第三次第四次 合计 
1 1 l 】 1 7

．
6 7．7 9 O 9．6 33 9 

2 1 2 2 2 7．3 9．5 9 5 8．1 4 

3 I 3 3 3 8．S 7 0 9．O 7．7 32 5 

4 2 1 2 3 1．6 2 9 2 9 1．6 9 0 

5 2 2 3 】 8 0 8 4 8 5 9．0 33 9 

6 2 3 I 2 8 l 9 l 8 3 8．9 4 

7 3 1 3 2 2 5 I 9 5 9 2．7 13 0 

8 3 2 I 3 2．6 1．5 4 3 4．7 13 1 

9 3 3 2 1 9．7 7．4 7 4 7．2 31 7 

J J 】o0，8 55 9 射．4 99 5 G ∑ 2359 

Ⅱ j 竹．3 81．4 75．1 81 8 
Cr=G =1 ．B0 血=4) 

Ⅲ j 57 8 98．6 79 4 54 6 

Rj =I】 +Ⅱ Ⅲ 19476．T／ 19 ．73 I8 ．33 l9572 65 s t|=∑ —cr=2~1．" r=8 
】． 

Rj I∞ o6 16丑．72 】蛳 52 1631．o5 s量=占Y‘一cr=2"／3．81 f 35 
Sj= ‘f，m—cr 26 76．9] l 73 85．25 S自=St —stt=3Z64 r=2"／ 

表7 方差分析表 

Fa∞口 ．功 =19 5 
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2I3．1 数据分析表明： 

2l3．1．1 从表 6的 Si值的分析可知四因素对甘油发酵产率的影响为：尿素添加量 >葡萄 

糖量 >酵母膏量 >起始 pH值．根据表 7的T测验结果表明前三个因素对甘油产率有显著 

的影响．而起始PH对甘油产率无明显的影响． 

2l3．1．2 从表 6对于尿素、葡萄糖、酵母膏三因素各水平对甘油产率的影响来看．甘泊 

产率随试验中尿素和葡萄糖的含量增加而增加．相反随酵母膏含量的增加而降低．对后者的 

原因需作进一步试验探索。 

2．3．1．3 从酵母膏含量对甘油产率的影响看．拟取 0．4％为好。但在实际试验中发现酵母 

膏含量低会带来糖耗减慢、残糖偏高、周期拉长，综合考虑以选用 0．5％用量为宜 

2．3．1．4 综合上述各点．优化的培养基组成为：葡萄糖 30％，酵母膏O．5％，尿素O-4％，pH4．5。 

2．4 优化后的综合培养条件试验 

由以上试验获得之最佳配方的基础上进一步试验．获得新的适宜配方及培养条件如下： 

葡萄糖 30％，酵母膏 O．5％，脲紊0．3％,pH4．5． 

装量为5O 培养基／S00ml三角烧瓶，种龄为 1O～ l2小时，接种量 1O％’32℃摇瓶培养7 

天。结果如下： 

衰 8 最适配方试验结果 

从结果看．GW—II经摇瓶发酵培养7天，甘油产率达 14．O％．总糖转化率达46．7％． 

3 讨论 

Bunker 在论述高渗酵母多元醇发酵时指出 多元醇的产量瞌无机磷浓度的增加而减 

少 ．在我们的试验中也看到，甘油产率与屎紊浓度呈正相关，与酵母膏浓度呈负相关，且 

据计算酵母膏浓度增加只引起菌体生长量增加 18％，但对甘油产率的影响达 76％，这是否提示 

了酵母膏对甘油发酵的影响主要不是由有机氰源所引起菌体生长量的变化而产生的．而在于 

氮源以外的成份对代谢的影响．不能不考虑到磷对甘油发酵的影响．宜作进一步的探索． 

耐高渗酵母发酵法生产甘油的研究近年来在国内外得到广泛的注意 ．但从研究规模 

看．仍属小试和中试阶段．未见有工业化生产的报导；而从发酵水平看，甘油产率为8％---, 

】2％，总糖转化宰在 35％：--50％．目前我们分离筛选到的菌株 Gw—ll，未作任何诱变处理， 

仅作一些纯化和发酵条件试验，甘油产宰已达 14．0％，总糖转化宰达 46．7％，具有相当不错的 

甘油生产性状，如对菌种特性、诱变育种、发酵条件再作深入的试验和研究，是一株有希望 

成为甘油发酵工业化生产的高产菌株． 
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Abstract GlycemI is an important raw materiaI of national defonce and civil hadusw  

Nowaday，the supply of glycea'oI is unable to meet the demand．Production of glycemI by 

osmotolemnt yeasts provide a promising method to solve this problem．Selecting of h堙h～yield 

swains of osmotolea-ant v＆ ale也e foundalion of也is method．Our labomtory obtain。d a 

high—yielding strain GW —I】_m l 987 from Guangxi This article introduce the experiment for 

obtaining the optimal fermentive conditions by cultivating也is strain in different media and dif- 

ferent cultivating conditions，the glyceroI production characteristics of t strain is also ob— 

served． e results demonstrated that：compared with the oaglna1．the yield rate of~yeeroI of 

the strain in the improved fermentation co nditions increa~e to 14．0％ from 89％．and the co nvc：r— 

sion rate of saccharide increa∞ to 46．7％ from 柏 ．O％ ．The strain GW —l1 has potential value 

of industrial production of gly~ro1． 
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