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摘要: 从 300 多种土壤样品中进行筛选, 最终得到 10 株可耐受 300 g / L 木糖的酵母菌株, 且其木糖醇转化率超过

64. 0% . 其中酵母菌株 SB18 在 150 g / L 木糖下的木糖醇转化率为 68. 5% , 为相同条件下转化率最大的菌株,并经 18S

rDNA 测序鉴定为热带假丝酵母. 酶活测定结果显示 SB18木糖还原酶主要依赖辅因子还原型烟酰胺腺嘌呤二核苷酸磷

酸( NADPH ) , 其酶活性远大于木糖醇脱氢酶活性. 对 SB18进行两级法发酵条件研究, 确定补充氮源为尿素和酵母提取

物,接种量为 0. 5 g/ L ,转速转换时间为 36 h. 在此条件下由 250 g / L 木糖摇瓶发酵 252 h 得到 207. 65 g / L 木糖醇,转化

率为 83. 1% ,达到理论值的 91. 8% . 本研究表明酵母菌 SB18 在高浓度木糖醇的工业生产中具有很大的应用潜力.
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  木糖醇作为一种天然存在的五碳糖醇, 可以作为

替代糖.木糖醇可以有效抑制造成龋齿形成菌的代谢

从而防止龋齿的形成, 它可以降低变性链球菌从母亲

传向子代的几率 [ 1] ,其体内代谢不需胰岛素参与,可用

作葡萄糖替代物 [ 2] .此外木糖醇还可用来生产 L-来苏

糖, L-木糖以及 L-阿拉伯糖[ 3] . 木糖醇可以由木糖的

化学加氢还原得到或从木糖代谢微生物的中间产物得

到
[ 4]
. 目前木糖醇的生产都集中在生物转化法

[ 5-6]
. 从

商业应用和工业化生产角度考虑, 关键问题在于微生

物对高浓度底物的耐受性及木糖醇转化率. 当前很多

研究者都致力于木糖醇生产菌株的改进 [ 7-8] .由基因工

程手段进行菌种改进过程复杂,周期长,技术要求高,

且突变菌的筛选和鉴定比较困难. 条件优化也可以一

定程度上提高目的产物的转化率, 但提高的程度有限.

因此从自然界筛选出耐高底物浓度的木糖醇高产菌株

成为一种快速实用的手段.本研究通过对新加坡土壤

中的微生物进行多次筛选,得到耐高木糖浓度的木糖

醇高产菌株 SB18, 通过 18S rDNA 测序鉴定. 本文还

对 SB18的发酵条件进行了优化, 并对其发酵过程中

的关键酶行为进行了初步研究.

1  材料和方法

1. 1  酵母菌株

从新加坡农场和公园获取了 300多种与落叶腐烂

杂草和农林废弃物接触的土壤样品, 从中筛选和分离

到 54株可以利用木糖产木糖醇的酵母菌株, 再经过进

一步分离纯化得到了热带假丝酵母 SB18 ( Candida

tr op ical i s SB18) .该菌在 4 e 斜面保藏培养基( YPX-

A)上保存备用.

1. 2  试  剂

聚合酶链式反应( PCR)分析试剂:前导引物 NS1

序列为 5c-GTAGT CA TAT GCT TGT CT C-3c, 后随引

物 ITS2 序列为 5c-GGCTGCTGGCACCAGACTT-

GC-3c, 5U /LL T aq 聚合酶 ( Fermentas, Canada) , 10

Lmol/ L dNT P( Fermentas, Canada) , 10 Lmol/ L 5倍

稀释缓冲液( Fermentas, Canada) ,超纯水( Fermentas,

Canada) , T A质粒载体 pGEM / T( Promega, USA) .

酶活及蛋白测定试剂: 0. 25 mol/ L 磷酸缓冲液

( pH 7. 0) , 0. 1 mol/ L 2-巯基乙醇( Bio-Rad, U SA) 3. 4

mmo l/ L 还原型烟酰胺腺嘌呤二核苷酸磷酸( NAD-

PH ) , 3. 4 mmo l/ L 还原型烟酰胺腺嘌呤二核苷酸

( NADH) , 3. 4 mmol/ L 氧化型烟酰胺腺嘌呤二核苷

酸( NAD) , 0. 5 mol/ L 木糖, 0. 5 mol/ L 木糖醇. 蛋白

测定使用 Quik Start Bradfor d Protein Assay Kit

( Bio-Rad, USA)并以牛血清蛋白为标准样.

其他试剂均购自 Sigma( U SA)或 Merck( Germa-

ny) ,分析纯.



1. 3  培养基
种子培养基( YPX) : 20 g/ L 木糖, 10 g/ L 酵母提

取物和 20 g/ L 蛋白胨.

斜面保藏培养基( YPX-A) : 20 g/ L 木糖, 10 g / L

酵母提取物, 20 g / L 蛋白胨和 20 g/ L 琼脂.

摇瓶发酵培养基: 6. 76 g / L YNB( yeast nit rogen

base,酵母氮源) , 1. 0 g/ L 酵母提取物, 2. 0 g/ L 尿素,

150 g/ L 木糖.

富集培养基( YPX) : 300 g / L 木糖, 10 g / L 酵母提

取物和 20 g/ L 蛋白胨.

木糖醇生产菌株筛选培养基: 6. 76 g/ L YNB, 1. 0

g/ L 酵母提取物, 50 g / L 木糖和 20 g/ L 琼脂.

1. 4  木糖醇高产酵母菌株的筛选

15 mL 的试管中加入 5 mL 含 300 g/ L 木糖的富

集培养基 和1 g 土壤样品,于 30 e 条件下培养5 d,转

速为 200 r/ min.观察微生物生长并从生长状况良好的

试管中取样进行平板稀释涂布,于 30 e 条件下培养 3

d,对其中生长旺盛的菌落在同样的平板培养基中进行

纯化分离得到单菌落.将分离得到的单菌落接于 100

mL 摇瓶培养,摇瓶含有 30 mL 150 g/ L 木糖的发酵

培养基,在 30 e 和 200 r/ min条件下培养 5 d,所得发

酵液进行木糖醇含量测定,确定 10株木糖醇高产酵母

菌株,并对其中一株 SB18进行鉴定发酵条件研究.

1. 5  PCR测序鉴定

PCR引物采用通用引物 NS1和 ITS2,反应体系

总体积为 50 LL,其中含有两种引物( 10 Lmo l/ L )各 1

LL, 5 U /LL T aq 聚合酶 0. 5 LL, 10 mmol / L dNTP

1. 5 LL, 25 mmol/ L M gCl2 4 LL, 5倍稀释缓冲液 10

LL, 超纯水 32 LL 及 1 LL 模板 DNA. 反应预变性温

度 95 e 5 m in, 再经 30 个如下循环反应: 变性温度

94 e 60 s, 退火温度 56 e 60 s, 延伸温度 72 e 2

min,最后延伸温度 72 e 10 min. 反应结束后产物在

4 e 下保存.所得 PCR 产物进行琼脂糖凝胶电泳分

离纯化后克隆到 TA 质粒载体 pGEM- T (参照厂家

提供的说明书操作) , 将所得克隆载体送测序公司进

行测序, 所得基因序列图谱使用 BLAST 在线服务

的 NCBI基因库进行对照分析, 结果显示该菌株相

关基因序列和酵母属的热带假丝酵母达到 100%的

吻合.

1. 6  细胞内粗酶液的提取

在热带假丝酵母 SB18的发酵培养过程中进行取

样,所得发酵液在 4 e 8 000 g 下离心 4 m in, 所得细

胞在室温下用无菌水洗 2 次然后悬浮于 0. 25 mo l/ L

的磷酸缓冲液( pH 7. 0)中,再加入 0. 1 mol/ L 的 2-巯

基乙醇溶液, 使最终的细胞悬浮液质量浓度达到 3 g/

L 左右.取该细胞悬浮液 1 mL 于 2 mL 的离心管, 再

加入直径为0. 5 mm 的玻璃珠1 mL 进行机械破碎,破

碎总时间为 5 min, 过程中每破碎 20 s后将其置于冰

上 30 s,破碎结束后于 4 e 8 000 g 下离心 6 min,收

集上清液并于 4 e 条件下保存然后进行木糖还原酶

( x ylose reductase, XR)和木糖醇脱氢酶( xy lito l dehy-

g rogenase, XDH)的活性分析.

1. 7  酶活测定

XR 和 XDH 的酶活均在常温下用分光光度计

( U Vmin 1240, Shimadzu, Japan)测定反应体系在 340

nm 处吸光值的变化, 测定方法参考文献所述方

法[ 9-10] . XR的测定在 1. 5 mL 的比色皿中进行, 反应

体系包含 100 LL 去离子水, 500 LL 磷酸缓冲液, 100

LL 2-巯基乙醇, 100 LL 3. 4 mmol/ L NADPH ( NAD-

PH 依赖的木糖还原酶 ) 或 100 LL 3. 4 mmol/ L

NADH( NADH 依赖的木糖还原酶 ) , 100 LL 0. 5

mol/ L 木糖. 将反应液于室温下反应 2 min. XDH 的

测定在同样的条件下进行, 只需将上述体系中的

NADPH ( NADH )替换为 100 LL 的 NAD并将木糖

替换为木糖醇即可.所有反应于 100 LL 提取的粗酶

液加入开始记录吸光值的变化. 以没有加入酶液的体

系作空白对照, 并用去离子水补齐到总反应体系 1

mL. 蛋白测定参考 Q uik Start Bradford Protein As-

say Kit 提供的说明进行. 所有酶活均使用比酶活为

标准 ( U/ mg , 酶活单位 ( U )定义为 1 min 催化氧化

(或还原) 1 Lmol的 NADPH/ NA DH(或 NAD)所需

消耗的酶量.

1. 8  细胞干质量的测定

细胞干质量通过测定细胞发酵液在 600 nm 的吸

光值( OD 600 )并由细胞穿透曲线确定.细胞穿透曲线通

过细胞悬浮液在 600 nm 处的吸光值和细胞干质量之

间的线性关系获得, 该曲线线性范围在 OD 600值 0. 2~

0. 7之间适用, 穿透曲线线性方程为: 细胞质量浓度

X / ( g # L- 1 ) = 0. 308 @ OD 600 .

1. 9  发酵液成分分析

木糖和木糖醇浓度采用高效液相色谱仪( Ag ilent

1200, USA ) 测定. 色谱柱为 Aminex HPX-87H 柱

( Bio-Rad, USA) ,柱温为 75 e ,检测器为红外衍射检

测器( RID) , 检测器温度为 35 e ,流动相为 5 mmo l/ L

硫酸溶液,洗脱速度为 0. 6 mL/ m in.
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2  结果与讨论

2. 1  高木糖浓度下木糖醇高产菌株的筛选
鉴定

经多轮分离筛选得到 10株高产木糖醇的酵母菌

株,结果见表 1,得到的 10株野生酵母菌株木糖醇转

化率( Y P/ S )均超过了 64. 0% ,除 SB16, WLR33和 D6I

外,其他 7株基本能在 5 d内完全利用木糖.其中菌株

SB18木糖醇产量( P )最高, 达到 100. 76 g/ L, 同时其

木糖醇的体积产率( QP )也达最高( 0. 601 g/ ( L # h) ) .

菌株WLR33的木糖醇转化率最高( 68. 9% ) , 但其木

糖醇体积产率低于 SB18. 另一株酵母SB9也表现出较

高的木糖醇转化率, 其体积产率达到0. 601 g/ ( L# h) ,

但其木糖醇转化率低于 SB18. 综合考虑, SB18 被选

为目的菌株. 对酵母菌株 SB18 进行 18S rDNA 测序

分析,对所得序列结果进行同源序列搜索,比较了和已

知酵母菌株相应序列的同源性,结果显示 SB18的 18S

rDNA 相关序列和数据库中已知的热带假丝酵母属序

列号为 NRRL Y-12968Y、IY03-5-26-4-1-2、HK10b等

酵母相关的核苷酸序列的吻合度均达到 100%, 菌株

SB18 因此被确定为热带假丝酵母属.

2. 2  热带假丝酵母 SB18 木糖醇代谢的关键

酶 XR和 XDH

对热带假丝酵母 SB18发酵过程中关键酶的酶活

测定结果见图 1~ 3. 由图可见该酵母细胞内所含的

XR主要是依赖于辅因子 NADPH , 其细胞内 NADPH

和 NADH 的比例平均超过 20.由图 1可见,该菌株细

胞内 XDH 活性很低,而依赖于辅因子 NADH 的 XR

活性也很低并在发酵过程中逐渐降低, 最终在木糖消

耗完毕时活性为零. 由于木糖醇的氧化可以继续进行,

XDH 的活性维持不变.图 2中 NADPH 依赖性的 XR

在发酵开始后持续增大, 木糖消耗完毕活性开始下降.

图 3中显示,热带假丝酵母 SB18 在发酵过程中的 XR

和 XDH 的比例维持在 30 左右. Aguiar 等
[ 11]
的研究

结果表明,产木糖醇的高效酵母菌株的 XR对辅因子

NADPH 具有专一依耐性, 其 XDH 则对辅因子 NAD

具有专一依赖性. Jeff ries和Jin的报道[ 12] 指出, 酵母

细胞内 XR/ XDH 越大越有利于木糖醇的累积. 本实

验结果表明, 热带假丝酵母 SB18 的木糖利用酶系确

定其是一株产木糖醇的高效菌株.

2. 3  不同氮源对木糖醇产量的影响

对于木糖代谢产木糖醇的大多数酵母菌株,酵母

提取物是其生长所需的重要营养物质, 有些酵母菌则

偏好其他有机氮源或者无机氮源. 本实验在以 YNB

培养基( 6. 76 g/ L )加酵母提取物( 1. 0 g/ L)为基础,分

别以尿素( 2. 0 g / L ) , 硫酸铵 ( 1. 0 g/ L ) , 硝酸铵( 1. 0

g / L )和酪蛋白氨基酸( 2. 0 g / L )为补充氮源, 考察了

表 1  10 株高产量木糖醇菌株之产率分析

Tab. 1 Analysis of top ten yeast str ains fo r high xy litol pr oduction

菌种名 残余木糖/ ( g# L - 1 ) 木糖醇/ ( g # L- 1) Y P/ S / % QP / ( g # L- 1 # h- 1 ) G/ %

  SB18  2. 84? 0. 31  100. 76? 0. 83   68. 5   0. 601   75. 07

  BT2  0  95. 91 ? 1. 01   63. 9   0. 571   70. 11

  WLR33  7. 83? 1. 21  97. 90 ? 1. 36   68. 9   0. 583   75. 51

  SB16  28. 37 ? 3. 98  83. 13 ? 3. 72   68. 3   0. 495   74. 94

  D6I  13. 75 ? 2. 76  89. 58 ? 2. 81   65. 7   0. 533   72. 09

  AM76  0  97. 88 ? 1. 12   65. 3   0. 583   71. 55

  SB1a  0  100. 14? 1. 03   66. 8   0. 596   73. 21

  SB32  0  96. 47 ? 0. 95   64. 3   0. 574   70. 52

  SB9  0  100. 72? 0. 38   67. 3   0. 601   73. 77

  SB8a  1. 38? 0. 78  97. 07 ? 0. 71   65. 3   0. 578   71. 61

  注:发酵在 100 mL 摇瓶中进行,含有 30 mL 培养基,培养基为 YNB加酵母提取物,木糖质量浓度为 150 g/ L ,培养温

  度为 30 e ,转速为 200 r/ min,培养时间为 5 d.G :木糖到木糖醇的转化效率= 实际木糖醇转化率/木糖醇理论最大转

  化率( 91. 2% ) @ 100% .
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图 1 热带假丝酵母 SB18 中依赖于 NAD的 XDH 的

酶活以及依赖于 NADH 的 XR的酶活

F ig . 1  The enzyme activ ity of NAD dependent XDH and

NADH dependent XR o f C. tr op icalis SB18

图 2  热带假丝酵母 SB18 中依赖于 NADPH 的 XR的酶活

F ig . 2  NADPH dependent XR activity o f C. tr op icalis SB18

其对细胞生长和木糖醇产量的影响,结果见表 2.由表

可见,在尿素和酪蛋白氨基酸作为补充氮源的培养基

中热带假丝酵母 SB18可以完全利用木糖, 而加入硫

酸铵和硝酸铵对该菌株对木糖的利用基本没有促进作

用.尿素可以加速木糖利用和增加细胞产量, 同时也能

大幅度提高木糖醇产量和体积产率, 这与 Kang 等
[ 14]

的研究结果一致.此外表 2的结果也显示硝酸铵的加

入反而会降低木糖发酵的各项参数, 酪蛋白氨基酸的

加入则可以提高木糖醇产量和细胞产量, 这和

Vandeska 等
[ 15]
的研究结果一致. Kern 等

[ 16]
经研究指

出,氮源对木糖发酵过程的影响可能是对过程中关键

酶 XR 和 XDH 的影响产生的,这种影响主要是铵盐

中的铵根离子起作用, 而硝酸根离子将会对这些酶起

抑制作用.本实验表明对于热带假丝酵母 SB18最适

合的氮源为酵母提取物加尿素.

实验培养条件为 30 e , 200 r / min, 木糖质量浓度为 50 g/ L ,

在 250 mL 摇瓶中进行,含 100 mL 发酵培养基,

接种量为 0. 1 g/ L ,零时刻酶活代表种子细胞酶活.

图 3 热带假丝酵母 SB18 中关键酶 XR和 XDH 比值

以及 XR的两种辅因子 NADPH 和 NADH 比值

F ig . 3  The enzyme ratio o f XR to XDH and the co factor ratio

o f NADPH to NADH in C. tr op icalis SB18

2. 4  接种量对木糖产量的影响

接种量会影响到微生物的代谢活性和代谢能力,

从而影响到发酵效率及目的产物的转化率. 本实验中

采用了 5个不同的接种量并考察了其对木糖醇产量的

影响,结果见表 3. 由表可见, 在 5 d的发酵结束后,木

糖全部被消耗, 但随着接种量的加大,除细胞产量增大

外,其各项发酵参数均出现了下降.最佳发酵参数在最

少接种量 0. 584 g/ L 的条件下获得. 在此条件下木糖

醇的产量最大( 106. 89 g/ L ) , 转化率达到 71% .这一

结果表明,较低的接种量更有利于热带假丝酵母 SB18

将木糖转化为木糖醇,这与 Sampiao 等 [ 13]的研究结果

一致. 因此对于热带假丝酵母 SB18来讲, 其适宜接种

量为 0. 5~ 0. 6 g/ L .

2. 5  两级法发酵过程转速切换时间的确定

由于热带假丝酵母 SB18 的 XR主要依赖于辅因

子 NADPH , XDH 则依赖于辅因子 NAD
[ 17]

, 而 NAD

则来源于 NADH 的氧化, 因此该过程氧气的供应决

定了 XDH 的活性, XDH 活性越低越有利于木糖醇的

生产.而另一方面微生物发酵过程需要自身代谢和保

证一定的细胞量.因此,木糖醇生产的酵母菌株需要在

微氧条件下进行.鉴于这一特点,本研究采用了两级法

发酵 [ 18-19] ,通过控制转速以适当地控制供氧量.表 4为

转速切换时间对木糖发酵参数的影响. 由表可见, 第一

阶段持续 36 h 木糖醇产量达到最高 ( 113. 88 g / L ) ,

在此情况下木糖醇转化率和体积产率均达最大.当第
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表 2  不同氮源对热带假丝酵母 SB18 木糖醇生产的影响

T ab. 2 Effects of nitr ogen sources on xylitol production by C. tr op icalis SB18

氮源 残余木糖/ ( g # L - 1 ) 木糖醇/ ( g # L- 1) X / ( g # L- 1) Y P/ S / % QP / ( g # L - 1 # h- 1 ) G/ %

1. 0 g/ L 酵母提取物  19. 83 ? 1. 62  77. 48 ? 0. 35 6. 34 ? 0. 16   73 0. 43  72. 7

1. 0 g/ L ( NH4 ) 2 SO4  22. 32 ? 4. 61  76. 61 ? 3. 55 6. 49 ? 0. 21   75 0. 42  74. 4

1. 0 g/ L NH 4NO 3  21. 75 ? 7. 83  57. 79 ? 4. 22 5. 94 ? 0. 08   49 0. 32  49. 4

2. 0 g/ L 尿素  0  112. 27? 0. 62 12. 07? 0. 25   76 0. 81  82. 1

2. 0 g/ L 酪蛋白氨基酸  2. 21? 0. 01  96. 72 ? 0. 49 8. 58 ? 0. 22   75 0. 54  72. 4

 注:发酵在 250 mL 摇瓶中进行,含有 50 mL培养基,第一阶段培养时间为 24 h, 转速 250 r / min, 第二阶段转速 100 r/ m in, 接种

 量为 0. 1 g / L , 表中以 YNB 加酵母提取物的培养基为参考培养基.

表 3  接种量对热带假丝酵母 SB18 木糖醇生产的影响

Tab. 3 Effects of innoculum size on xy lit ol pr oduction by C. tr op icalis SB18

接种量/ ( g# L - 1 ) 残余木糖/ ( g # L - 1 ) 木糖醇/ ( g# L - 1 ) X / ( g # L- 1) Y P/ S / % QP / ( g # L - 1 # h- 1 )  G/ %

 0. 584? 0. 001     0 106. 89? 1. 29  15. 89? 0. 85   71 0. 99   78. 1

 1. 155? 0. 022     0 105. 44? 1. 24  16. 89? 0. 39   70 0. 98   77. 1

 2. 271? 0. 029     0 100. 83? 0. 26  18. 63? 0. 28   67 0. 93   73. 7

 3. 311? 0. 019     0 94. 04 ? 0. 41  19. 01? 0. 27   63 0. 87   68. 7

 5. 043? 0. 110     0 89. 36 ? 0. 34  18. 91? 0. 32   60 0. 83   65. 3

  注:种子培养时间为 24 h, 第一阶段发酵 24 h 转速为 250 r/ min,第二阶段转速为 100 r/ min, 100 mL 摇瓶中含有 30 mL 发

  酵培养基,木糖质量浓度为 150 g/ L .

表 4 转速切换时间对热带假丝酵母 SB18 木糖醇生产的影响

Tab. 4 Effects of shaking speed switch time on xy lit ol pr oduction by C. tr op icalis SB18

转速切换时间/ h 残余木糖/ ( g # L - 1 ) 木糖醇/ ( g# L - 1 ) X / ( g # L- 1) Y P/ S / % QP / ( g # L - 1 # h- 1 ) G/ %

  12  30. 68 ? 0. 47 87. 83 ? 2. 02 6. 61 ? 0. 05   74 0. 81  80. 71

  24  13. 44 ? 0. 69 103. 99? 0. 04 8. 63 ? 0. 01   76 0. 96  83. 02

  36  0 113. 88? 0. 11 10. 17? 0. 14   76 1. 05  82. 91

  48  0 108. 86? 0. 39 13. 16? 0. 19   73 1. 01  79. 57

  60  0 104. 82? 1. 49 14. 81? 0. 09   71 0. 97  76. 62

  72  0 99. 73 ? 0. 98 16. 28? 0. 29   66 0. 92  72. 91

  84  0 96. 54 ? 0. 47 18. 05? 0. 07   64 0. 89  70. 57

  96  0 91. 68 ? 0. 39 17. 29? 0. 59   61 0. 85  67. 02

  120(单级)  0 90. 77 ? 0. 23 21. 25? 0. 21   61 0. 84  66. 40

  注: 100 mL摇瓶中含有 30 mL 培养基,接种量为 0. 5 g/ L ,第一阶段摇瓶发酵转速为 250 r/ min,第二阶段转速为 100 r / min,

  转速转变时间代表从发酵开始到转速改变的第一阶段持续的时间, 培养时间为 5 d.

一阶段培养时间多于 36 h, 热带假丝酵母 SB18的发

酵参数随着该阶段时间的增加而降低. 当发酵过程转

速维持 250 r/ m in不变(单级)时虽然细胞产量最大达

到 21. 25 g/ L , 但是其木糖醇转化率却最小, 仅为

61% ,这说明一部分生成的木糖醇被继续氧化代谢,从

而降低了木糖醇的转化率. 第一阶段时间小于 36 h,

在 5 d发酵结束时木糖利用不完全,且木糖醇体积产

率随着该阶段时间的减少而降低. 因此确定两级法发

#628# 厦门大学学报(自然科学版)                   2011 年



酵的最佳转速切换时间为 36 h.

2. 6  热带假丝酵母 SB18在 250 g/ L木糖下于

500 mL摇瓶中的发酵特性

经上述实验, 以 250 g/ L 的木糖为唯一碳源, 用

YN B作为基础培养基,以酵母提取物和尿素作为辅助

氮源,接种量为 0. 5 g / L ,在 500 mL 的摇瓶中进行一

批发酵实验.发酵液体积为 200 mL, 发酵第一阶段维

持在 36 h,第一阶段转速为 250 r/ min,第二阶段转速

为100 r/ min, 结果见图 4. 由图可见,在 250 g/ L 的木

糖质量浓度下,经 252 h 发酵, 热带假丝酵母 SB18 可

以完全利用木糖, 并产生 207. 65 g/ L 木糖醇, 此时木

糖醇的体积产率为 0. 82 g/ ( L # h) , 木糖醇转化率为

83. 1%,达到理论转化率的 91. 8% . 目前很多研究报

道了不同的耐高浓度木糖的新木糖醇生产菌株. Kang

等[ 14]所筛选到的热带假丝酵母 HY200可以耐受 300

g/ L 木糖,其木糖醇转化率为 72%. Ikeuchi等
[ 20]
分离

到的假丝酵母 559-9( Candid a sp. 559-9)利用 300 g/

L 的木糖发酵得到210 g/ L 木糖醇, 但其木糖利用率

仅有 80. 5% .与上述报道相比,热带假丝酵母 SB18在

高浓度木糖浓度下木糖醇的产量和转化率都体现出一

定的优势.而两级法发酵在控制了氧气供应的基础上

提高了木糖的利用率和木糖醇的转化率.

图 4 热带假丝酵母 SB18 在 250 g/ L 木糖下的发酵特性

Fig. 4 T he fermentation per formance of C. tr op icalis SB18

in 250 g/ L xy lose

3  结  论

本文通过对土壤样品中的微生物进行多次筛

选, 分离得到耐受高木糖浓度的木糖醇生产菌株热

带假丝酵母 SB18, 其木糖代谢的关键酶 XR 为

NADPH 专一依赖性.两级法发酵研究表明, 该菌株

的最佳补充氮源为酵母提取物加尿素, 适宜接种量

为 0. 5~ 0. 6 g / L ,发酵过程转速切换时间为 36 h,在

上述条件下由 250 g/ L 木糖发酵产生 207. 65 g/ L 木

糖醇,转化率为 83. 1% ,达到理论转化率的 91. 8% .研

究结果表明该菌株具有良好的木糖和木糖醇耐受性,

和较高的木糖转化效率, 具有很大的应用潜能.两级法

发酵对于提高木糖的转化效率有积极作用, 因而可以

作为提高微生物转化效率的有效手段.

参考文献:

[ 1]  Lynch H , M ilg rom P. Xylitol and dental caries: an over-

view fo r clinicians[ J] . Journal of t he Ca lifo rnia Denta l As-

sociation, 2003, 31( 31) : 205-209.

[ 2]  Brunzell J D . U se of fructose, so rbito l, o r x y lito l as a sw-

eetener in diabetes mellitus[ J] . J Am Diet A ssoc, 1978, 73

( 5) : 499-506.

[ 3]  Granst rÊm T B, U zumor i K, Leisola M . A rare sugar x yl-i

to l. Part Ò : biotechno log ical pr oduction and future appl-i

cations of x y lito l[ J] . Appl M icrobio l Biotechno l, 2007, 74

( 2) : 273-276.

[ 4]  Chiang C, Knight S G. Metabolism o f D-xy lose by moulds

[ J] . Nature, 1960, 188: 79-81.

[ 5]  Rita C L B R, Luciane S, G ilvane S M , et al. Enhanced xy-

litol production by precultivat ion of Cand ida guillier-

mondii cells in sugar cane bagasse hemicellulosic hydroly-

sate[ J] . Cur r M icrobio l, 2006, 53( 1) : 53-59.

[ 6 ]  Thomas P W. Xylitol production by Candid a species

g rown on a g rass hydrolysate[ J] . Wo rld J M icrobiol Bio-

techno l, 2009, 25( 5) : 913-916.

[ 7]  Bae S M , Park Y C, Lee H, et al. Production of x ylito l by

r ecombinant Saccharomyces cer ev isiae containing xylose

r eductase gene in r epeated fed-batch and cel-l r ecycle fer-

mentations[ J ] . Enzyme M icr ob Technol, 2004, 35 ( 6 ) :

545-549.

[ 8]  Ko B S, K im J, K im J H. P roduct ion of xy litol from D-

xy lose by a xylito l dehydrogenase gene-disrupted mutant

o f Candida tr op icalis [ J] . Appl Env iron M icrobiol, 2006,

72( 6) : 4210-4213.

[ 9]  Smiley K L, Bo len P L . Demonstr ation of D-xylose reduc-

tase and D-xy litol dehydrogenase in P achy s olen tan-

nophilus [ J] . Biotechno l Lett, 1982, 4( 9) : 607-610.

[ 10]  Chiang C, Knight S G. D-Xylose r eductase and D-xy litol

dehydro genase fr om Penicillium chry sog enum [ J ] .

M et hods Enzymol, 1966, 9: 188-193.

[ 11]  Aguiar W B, Far ia L F F, Couto M A P G , et al. Grow th

model and prediction o f o x ygen transfer rate for xy litol

pr oduction fr om D-xylose by C. guilliermondii[ J] . Bio-

chem Eng J, 2002, 12( 1) : 49-59.

#629#第 3 期              张金明等:高产木糖醇酵母菌的筛选鉴定及两级法发酵特性



[ 12]  Jeffr ies T W , Jin Y S. Metabolic eng ineering fo r im-

proved ferment ation of pentoses by yeast s[ J] . Appl M-i

crobiol Bio technol J, 2004, 63( 5) : 495-509.

[ 13]  Sampaio F C, Chaves A V M, Convert i A, et al. I nfluence

o f cult ivation condit ions on xylo se- to- xylito l bioconver-

sion by a new isolate o f Debaryomyces hansenii [ J ] .

Bio resour T echnol, 2008, 99( 3) : 502-508.

[ 14]  Kang H Y, K im Y S, Kim G J, et al. Screening and char-

acter izat ion of flocculent y east Cand ida sp. HY2000 for

t he pr oduction of x ylitol from D-xylo se[ J] . J M icrobiol

Bio technol, 2005, 15( 2) : 362-367.

[ 15]  Vandeska E, Amar tey S, Kuzmanova S, et al. Effects o f

environmental conditions on product ion of xy litol by

Cand ida boidinii [ J ] . Wor ld J Ferment Biotechno l,

1995, 11( 2) : 213-218.

[ 16]  Kern M , N idetzky B, Klaus D, et al. Effect o f nitro gen

sour ces on the levels of a ldo se reductase and xylito l de-

hydro genase activ ities in the xylose- fermenting yeast

Cand ida tenuis [ J] . J Ferment Bio eng , 1998, 85( 2) : 196-

202.

[ 17]  Chakravort y M , Veiga L A, Bacila M , et a l. Pentose me-

tabolism on Candida 2: the diphosphopy ridine nuclco t-i

de- specific polyo l dehydrogenase of Candida utilis [ J] . J

Bio l Chem, 1962, 237( 4) : 1014-1020.

[ 18]  H eux S, Sablayr olles J M , Cochon R , et al. Eng ineering a

Saccharomyces cerev isiae wine yeast that exhibits re-

duced ethanol pr oduction dur ing fermentation under con-

tr olled micr ooxygenation conditions [ J] . Appl Env ir on

M icrobiol, 2006, 72( 9) : 5822-5828.

[ 19]  Kim S Y , K im J H , Oh D K . Improvement of x ylitol pr o-

duction by contr olling oxygen supply in Candida parap-

silosis [ J] . J Ferment Bio eng , 1997, 83( 3) : 267-270.

[ 20]  Ikeuchi T , Azuma M , Kato J, et al. Screening of micr oo r-

ganisms fo r x ylitol pr oduction and ferment ation behav ior

in high concentr at ions of x y lose[ J] . Biomass Bioenerg y,

1999, 16( 5) : 333-339.

Isolation and Identification of a High-yield Xylito-l producing Yeast

Strain and Its Two-stage Fermentation Performances

ZHANG Jin-ming1, GENG An-li2* , YAO Chuan-yi1* , LU Ying-hua1, 3 , L I Q ing-biao1, 3

( 1. Co llege o f Chemistr y and Chemical Engineer ing, Xiamen University, Xiamen 361005, China;

2. Schoo l of L ife Sciences and Chemical T echnolog y, Ngee Ann Po ly technic, Singapo re 599489, Singapo re;

3. The Key Labo rato ry for Chemical Bio log y o f Fujian P rovince, Xiamen Univ ersity , Xiamen 361005, China)

Abstract: Xylose-utilizing yeasts isolated fr om soil samples in Singapo re w ere scr eened for x y lito l production in high xy lose concen-

t ration. A fter severa l round of screening, 10 st rains were select ed for their high tolerance to 300 g / L xylo se concentration, w hich can

convert x ylose into x y lito l w ith a y ield g reater than 64. 0% . Str ain SB18 exhibit ed the maximal x ylito l y ield of 68. 5% from 150 g/ L

xy lo se, and then w as identified as Cand ida tr op icalis by 18S rDNA sequencing info rmation. Enzyme assay results indicate that in

st rain SB18, xy lo se reductase ( XR ) is NADPH dependent and its act ivity is much higher than that of x ylito l dehydrogenase

( XDH) . A two- stag e ferment ation pro cess w as emplo yed to invest igat e t he cult ivation condit ion of SB18. The results show that the

best nitro gen sources ar e yeast ex tr act and urea, innoculum size is 0. 5 g/ L , initial xy lo se concentr ation is 250 g/ L , the optimal speed

sw itch t ime is 36 h wit h a shaking speed of 250 r / min in the first stage, and a speed o f 100 r/ min afterw ards. Under the opt imal cu-l

t ivation condit ions, xy litol final concentration reached 207. 65 g / L after 252 h incubation from 250 g / L , cor responding to a xy litol

yield of 83. 1% and 91. 8% xylose- to- xylitol bio conversion efficiency. T his w ork demonstr ates that strain C. tro p icalis SB18 has

gr eat po tent ials in industrial x ylito l biopr oduction in high xy lo se concentration.

Key words: xy litol pr oduction; tw o- stage fermentat ion; Candid a tr op icalis ; x y lose reductase; xy litol dehydro genase
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