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摘要：从甘蔗糖厂周边环境采集污泥、土壤及污水样品，通过甘蔗糖蜜纯化发酵试验筛选提高甘蔗糖蜜总糖中蔗
糖纯度的菌株，并对菌株进行形态观察、生理生化特征比较和２６ＳｒＤＮＡ基因序列同源性分析鉴定。结果筛选获
得１株提高甘蔗糖蜜总糖中蔗糖纯度的菌株ｍ－６。菌株ｍ－６纯化发酵１０ｈ，甘蔗糖蜜中葡萄糖、果糖的去除比例
分别为９６．５％、１００％，蔗糖在糖蜜总糖中的纯度由初始的５５．６％提高至８５．７％，菌株ｍ－６对甘蔗糖蜜有良好生
物纯化作用。菌株ｍ－６属于库德毕赤酵母 （Ｐｉｃｈｉａ　ｋｕｄｒｉａｖｚｅｖｉｉ）。
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　　甘蔗糖蜜是制糖工业的主要副产物，存在于甘蔗
糖蜜中不能回收的蔗糖约占蔗糖总量的１０％［１］。我
国２０１１／２０１２榨季约产蔗糖１２００万吨［２］，约有１２０
万吨蔗糖留在甘蔗糖蜜中无法结晶回收。甘蔗糖蜜
的成分非常复杂，含有在加工蔗糖的过程中由蔗糖水
解生成的单糖，即葡萄糖和果糖，另外还含有大量的
钾、钠、钙、镁、硅等无机盐，以及色素、胶体等有机非
糖成分抑制蔗糖结晶［１］。为了提高蔗糖的回收率，人
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们引入以阳离子树脂色谱柱为分离载体的模拟移动

床装置，用以除去甘蔗糖蜜中的非糖成分［３，４］。甘蔗
糖蜜中含有大量的钙离子和镁离子，导致色谱树脂收
缩严重，因而Ｊｅａｎ　ｄｅ　Ｌａｔａｉｌｌａｄｅ等［５］通过预处理除去
甘蔗糖蜜中的钙离子和镁离子，然后通过色谱分离，
这一工艺可以生产出３种可供选择的产品组合，分别
是蔗糖、转化糖和非糖分。这种方法缺点是色谱分离
同时获取３种组分，树脂的处理能力低；预处理脱钙
和镁去除效果不理想，因为甘蔗糖蜜中含有大量的钾
离子，钾又会将钙离子或镁离子从树脂上解吸附，因
而无法实现彻底去除。美国路州大学糖业研究所对
连续的模拟移动床的吸附分离特性、以及将它用于处
理甘蔗糖蜜进行了详细的试验研究，结果色谱分离前
甘蔗糖蜜中蔗糖纯度４５．８％，色谱分离提纯后蔗糖
纯度提高至７５．９％［６］。尽管色谱分离在甘蔗糖蜜净
化中有一定的效果，但是色谱分离技术存在缺点：蔗
糖是双糖，色谱分离后出峰位置与盐峰接近，为了获
得高纯度的蔗糖，必须浓缩二次色谱分离，运行成本
高。通过预处理同时去除糖蜜中非糖组分、色素、单
糖组分等多个组分效率低；糖蜜中所含养分丰富，色
谱分离过程糖度降低，色谱柱容易出现大量的微生物
生长，滋生的微生物堵塞柱床，影响色谱仪连续运行，
同时造成蔗糖部分损失。

　　非糖杂质固然是甘蔗糖蜜中蔗糖结晶的重要抑
制物，但是蔗糖加工过程生成的单糖———葡萄糖与果
糖，在甘蔗糖蜜中也同样抑制蔗糖的结晶。在去除非
糖成分的色谱分离中，很难在有效控制纯化成本的前
提下除去这些单糖组分，以促进蔗糖结晶回收率的提
高。前期研究中我们发现自然环境中存在微生物可
以优先消耗果糖和葡萄糖，之后再代谢蔗糖，而且代
谢活性低，因而我们提出通过生物纯化方式提高甘蔗
糖蜜中蔗糖纯度。微生物代谢蔗糖的第一步反应就
是将蔗糖水解生成葡萄糖和果糖。如果微生物缺少
蔗糖酶或蔗糖酶活性很弱，那么这种微生物虽然可以
利用葡萄糖和果糖，却不能水解蔗糖或其降解活性
低。利用这一原理，我们可以通过生物降解葡萄糖和
果糖的方式，实现对蔗糖的生物纯化。目前未见到用
生物纯化方式提高甘蔗糖蜜中蔗糖纯度的相关报道。
经查阅酵母菌种鉴定手册也发现自然环境中存在如

伯塞特假丝酵母、地生隐球酵母、耐糖有孢汉逊酵母、
长形拿逊酵母等微生物不代谢蔗糖［７］。我们从甘蔗
糖厂周边环境的样品中筛选到１株酵母菌，研究其提
高甘蔗糖蜜总糖中蔗糖纯度的生物纯化效果，并鉴定
其分类地位，为实现从甘蔗糖蜜中回收蔗糖提供
参考。

１　材料与方法

１．１　试验材料

　　甘蔗糖蜜购于广西永福五州制糖有限公司，锤度

７３。试验样品是从多个甘蔗糖厂周边环境采集的污
泥、土壤及污水共６０份。试验使用的主要试剂：蔗
糖、尿素、磷酸氢二钾、磷酸二氢钾、酵母膏等购于汕
头西陇化工厂，均为国产分析纯。试验使用的主要仪
器与设备为高速冷冻离心机（美国Ｂａｃｋｍａｎ公司产
品），电泳仪（Ｐｈａｒｍａｃｉａ公司产品），ＰＣＲ仪（德国Ｂｉ－
ｏｍｅｔｒａ　ｐｅｒｓｏｎａｌ公司产品），凝胶扫描仪（美国Ｂｉｏ－
ＲＡＤ公司产品），冷冻干燥机（美国 Ｇｅｎｅ　ｃｏｍｐａｎｙ
公司产品），Ｕｖｍｉｎｉ－１２４０紫外／可见光分光光度计
（日本岛津仪器有限公司产品），高效液相色谱仪：５１０
色谱仪、４１０示差折光检测器（美国 Ｗａｔｅｒｓ公司产
品）等。

１．２　试验方法

　　甘蔗糖蜜预处理是将甘蔗糖蜜用去离子水稀释
至糖度６０，８０℃保温１ｈ，离心收集上清液，并于４℃
冰箱中保藏。以后的试验都是使用预处理过的甘蔗
糖蜜，并根据需要进行稀释。

１．２．１　活性菌株筛选方法

　　筛选活性菌株的培养基分别有Ａ、Ｂ、Ｃ　３种。培
养基Ａ：甘蔗糖蜜糖度２５，尿素２ｇ／Ｌ；培养基Ｂ：甘
蔗糖蜜糖度２５，尿素２ｇ／Ｌ，琼脂２０ｇ／Ｌ；培养基Ｃ：分
析纯蔗糖，无氨基酵母氮源（ＹＮＢ），琼脂２０ｇ／Ｌ。所
有发酵培养基灭菌过程中糖盐分开，灭菌温度

１２１℃，灭菌时间２０ ｍｉｎ。菌株培养条件为温度

３０℃，摇床转速 ２００ｒ／ｍｉｎ，培养基装液量 ２５ｍｌ／

２５０ｍｌ三角瓶，后面所有发酵培养也都按照该条件进
行。菌株筛选过程是取试验样品１ｇ（液体取１ｍｌ），添
加至培养基Ａ中，富集发酵至菌种出现浑浊后及时
快速传代，连续传５代，取样划线于培养基Ｂ上，挑
选单个菌落，将单个菌落点于培养基Ｃ上，挑选生长
缓慢的菌落，进行糖蜜发酵，研究其蔗糖纯化性能。

１．２．２　活性菌株蔗糖纯化性能研究方法

　　将菌株在种子培养基中活化培养１２～１５ｈ。种
子培养基是葡萄糖５０ｇ／Ｌ，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ　０．２ｇ／Ｌ，

ＫＨ２ＰＯ４３ｇ／Ｌ，ＮＨ４Ｈ２ＰＯ４３ｇ／Ｌ，酵母膏５ｇ／Ｌ，

ｐＨ值自然。

　　将培养得到的种子液于无菌水中洗涤２次，以

１％的接种量接种于合成培养基培养。合成培养基是
蔗糖１２０ｇ／Ｌ，葡萄糖３０ｇ／Ｌ，果糖３０ｇ／Ｌ，（ＮＨ４）２
ＳＯ４５ｇ／Ｌ，ＫＨ２ＰＯ４１ｇ／Ｌ，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ　０．５ｇ／Ｌ，

ＣａＣｌ２·Ｈ２Ｏ　０．１ｇ／Ｌ，ＮａＣｌ　０．１ｇ／Ｌ，酵母膏０．５ｇ／Ｌ。
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连续取样，用高效液相色普仪检测合成培养基中蔗
糖、葡萄糖及果糖浓度的变化。

　　分别取糖度为２０、２５、３０、３５、４０、４５的甘蔗糖蜜，
添加尿素２ｇ／Ｌ，活化菌株接种量１％。培养２４ｈ，发
酵样品稀释至１／１００，采用分光光度比浊法于６００ｎｍ
波长处测定菌株细胞密度，分析活性菌株的耐糖
特性。

　　取糖度２０的甘蔗糖蜜（蔗糖含量１２８．９ｇ／Ｌ，约
占总糖的５５．６％；其它杂糖含量１０２．９ｇ／Ｌ约占总糖
的４４．４％，其中葡萄糖３０．９ｇ／Ｌ，果糖４２．９ｇ／Ｌ），添
加尿素２ｇ／Ｌ，活化菌株接种量１％，纯化发酵１０ｈ，采
用高效液相色谱仪检测糖蜜中蔗糖、葡萄糖及果糖含
量的变化。

　　蔗糖、葡萄糖及果糖的检测采用高效液相Ｃａ＋型
色谱柱子进行检测［８］。发酵样品制备：发酵液离心，
取上清液稀释５倍，取１０ｍｌ，添加１０ｍｇ粉末活性炭、

０．５ｇ阳离子交换树脂、１．０ｇ阴离子交换树脂，混匀
制成样品。发酵液样品电导率小于 ５ｕｓ／ｃｍ，用

０．２２μｍ水系微孔滤膜过滤。

１．２．３　菌株鉴定方法

　　对纯化发酵筛选到的菌株 ｍ－６进行形态观察、
生理生化特征鉴定和２６ＳｒＤＮＡ基因同源性分析。
形态观察是用肉眼观察菌落的形态特征，并在显微镜
下观察单菌落的细胞形态。生理生化特征鉴定是按
照文献［９］的方法进行。２６ＳｒＤＮＡ基因同源性分析
是提取菌株 ｍ－６的ＤＮＡ并ＰＣＲ扩增菌株 ｍ－６的

２６ＳｒＤＮＡ的 Ｄ１／Ｄ２区域［１０］，将ＰＣＲ扩增产物送到
上海生物工程技术服务有限公司进行测序。用软件

ＭＥＧＡ３．１、Ｃｌｕｓｔａｌｘ（１．８３）、ｃｈｒｏｍａｓ结合双相测序
图谱中碱基效应峰对序列进行校正，以确定菌株ｍ－６
的２６ＳｒＤＮＡ　Ｄ１／Ｄ２区域的核苷酸序列。将校正序
列递交到ＮＣＢＩ中的ＧｅｎＢａｎｋ核苷酸序列数据库中
进行同源序列搜索，直接比较菌株 ｍ－６与已知酵母
菌相应序列的相似程度，下载相似度为１００％的基因
序列，通过 ＤＮＡＭＡＮ软件比对。构建进化树以鉴
定菌株ｍ－６的菌种归属。

２　结果与分析

２．１　菌株的筛选和纯化结果

　　不同来源样品经过初筛后分离纯化得到１０个菌
株，编号为ｍ－１、ｍ－２、ｍ－３、ｍ－４、ｍ－５、ｍ－６、ｍ－７、ｍ－８、

ｍ－９、ｍ－１０。

　　甘蔗糖蜜纯化发酵１０ｈ后，１０个菌株发酵液的
高效液相色谱检测结果（表１）显示，菌株ｍ－６蔗糖损
失最少，蔗糖仅损失５．８％，蔗糖在总糖中的含量由

原来的５５．６％提高到８５．７％。甘蔗糖蜜中的葡萄糖
和果糖基本被菌株 ｍ－６完全降解（图１）。因而选择
菌株ｍ－６进行蔗糖纯化性能研究和鉴定。

２．２　菌株ｍ?６的蔗糖纯化性能研究

　　菌株ｍ－６在合成培养基中优先利用果糖和葡萄
糖，当果糖和葡萄糖接近耗完时开始消耗蔗糖
（图２）。
表１　不同菌株甘蔗糖蜜生物纯化的效果（发酵１０ｈ）

Ｔａｂｌｅ　１　Ｅｆｆｅｃｔｓ　ｏｆ　ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ　ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｓｕｇａｒ　ｃａｎｅ　ｍｏｌａｓ－
ｓｅｓ　ｉｎ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｉｓｏｌａｔｅｓ（１０ｈｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ）

菌株
Ｓｔｒａｉｎ

蔗糖
Ｓｕｃｒｏｓｅ
（ｇ／Ｌ）

葡萄糖
Ｇｌｕｃｏｓｅ
（ｇ／Ｌ）

果糖
Ｆｒｕｃｔｏｓｅ
（ｇ／Ｌ）

蔗糖损失率
Ｓｕｃｒｏｓｅ　ｐｕｒｉｔｙ

（％）
ｍ－１　 ５７．５　 ２．０　 ８．６　 ５５．４
ｍ－２　 ３１．４　 ２．５　 ２．３　 ７５．６
ｍ－３　 ２１．０　 ２．４　 ５．５　 ８３．７
ｍ－４　 ７４．３　 １７．９　 ３５．６　 ４２．４
ｍ－５　 ５６．１　 １４．８　 １４．５　 ５６．５
ｍ－６　 １２１．４　 ３．１　 ０　 ５．８
ｍ－７　 ７７．１　 ２．１　 ２．０　 ４０．２
ｍ－８　 ５０．４　 ６．１　 ６．６　 ６０．９
ｍ－９　 ５３．８　 ２．７　 ４．０　 ５８．３
ｍ－１０　 ４１．２　 ０　 ０　 ６８．０

图１　甘蔗糖蜜生物纯化前后的 ＨＰＬＣ色谱
　　Ｆｉｇ．１　ＨＰＬＣ　ｅｌｕｔｉｏｎ　ｃｕｒｖｅｓ　ｏｆ　ｓｕｇａｒｃａｎｅ　ｍｏｌａｓｓｅｓ　ｗｉｔｈ
ｏｒ　ｗｉｔｈｏｕｔ　ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ　ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ
　　Ａ：生物纯化前；Ｂ：菌株ｍ－６生物纯化后。
　　Ａ：Ｗｉｔｈｏｕｔ　ｂｉｏｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ；Ｂ：Ｗｉｔｈ　ｂｉｏｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｂｙ
ｓｔｒａｉｎ　ｍ－６ｉｎ　１０ｈ．

　　图２　菌株ｍ－６对蔗糖、葡萄糖及果糖的降解曲线
　　Ｆｉｇ．２　Ｔｈｅ　ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ　ｃｕｒｖｅ　ｏｆ　ｓｕｃｒｏｓｅ，ｇｌｕｃｏｓｅ，ｆｒｕｃ－
ｔｏｓｅ　ｂｙ　ｓｔｒａｉｎ　ｍ－６

—◆—：蔗糖；—■—：葡萄糖；—▲—：果糖。
—◆—：Ｓｕｃｒｏｓｅ；—■—：Ｇｌｕｃｏｓｅ；—▲—：Ｆｒｕｃｔｏｓｅ．

２４ Ｇｕａｎｇｘｉ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，Ｖｏｌ．２０Ｎｏ．１，Ｆｅｂｒｕａｒｙ　２０１３



　　菌株ｍ－６在糖度３０或３０以上时细胞分裂速度
受到显著抑制（图３）。所以，应在糖度２５下进行菌
株ｍ－６糖蜜纯化。

２．３　菌株ｍ?６鉴定结果

　　菌株ｍ－６的菌落表面干燥、有褶皱、白色（图４），
细胞顶端出芽，呈椭圆或长条形（图５）。菌株ｍ－６在
葡萄糖、乙醇、琥珀酸、Ｄ－果糖、尿素以及乳酸中菌体
生长较多，在半乳糖、麦芽糖、甘露糖、海藻糖、密二
糖、乳糖、松三糖、棉子糖、菊糖、淀粉、甲醇、Ｄ－阿拉伯
糖、Ｄ－木糖、Ｌ－山梨糖、Ｄ－核糖、甜醇、Ｄ－山梨醇、甘
油、肌醇、ＤＬ－苹果酸、α?甲基－Ｄ－葡萄糖甙、硝酸钾以
及浓度为１３％～１４％的氯化钠中菌体不生长，在蔗
糖及５０％葡萄糖中菌体微弱生长，在柠檬酸中菌体
正常生长。

　　图３　菌株ｍ－６在不同糖度甘蔗糖蜜中的生长情况
　　Ｆｉｇ．３　Ｔｈｅ　ｇｒｏｗｔｈ　ｏｆ　ｓｔｒａｉｎ　ｍ－６ｉｎ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　Ｂｒｉｘ　ｏｆ　ｓｕｇ－
ａｒｃａｎｅ　ｍｏｌａｓｓｅｓ

　　图４　菌株ｍ－６在葡萄糖平板上的菌落形态

　　Ｆｉｇ．４　Ｃｏｌｏｎｙ　ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ　ｏｆ　ｓｔｒａｉｎ　ｍ－６ｉｎ　ｇｌｕｃｏｓｅ　ｍｅｄｉ－

ｕｍ

　　图５　菌株ｍ－６在显微镜下的细胞形态（×４００）

　　Ｆｉｇ．５　Ｃｅｌｌｕｌａｒ　ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ　ｏｆ　ｓｔｒａｉｎ　ｍ－６（×４００）

　　ＰＣＲ扩增获得菌株ｍ－６　２６ＳｒＤＮＡ　Ｄ１／Ｄ２区域
的ＤＮＡ片段５８８ｂｐ，菌株 ｍ－６的２６ＳｒＤＮＡ　Ｄ１／Ｄ２
区域的核苷酸序列与ＧｅｎＢａｎｋ现有已知库德毕赤酵
母（Ｐｉｃｈｉａ　ｋｕｄｒｉａｖｚｅｖｉｉ）的５个已经公布的核酸序

列 （序 列 号 ＪＦ９１２０８３、ＦＪ９７２２０９、ＦＪ９１９３９７、

ＨＱ１４９３２２、ＦＲ８７００２６）相似度达１００％。表明菌株

ｍ－６属于库德毕赤酵母。菌株 ｍ－６的２６ＳｒＤＮＡ
Ｄ１／Ｄ２区域的核苷酸序列在 ＧｅｎＢａｎｋ的登记号为

ＧＵ１２９６９０。

３　结论

　　本研究从甘蔗糖厂周边环境取样，筛选获得优先
利用葡萄糖和果糖等单糖，然后才开始利用蔗糖，而
且分解蔗糖速度相对慢的菌株 ｍ－６。菌株 ｍ－６纯化
发酵后的甘蔗糖蜜中的蔗糖在总糖中含量由５５．６％
提高至８５．７％。将菌株ｍ－６的２６ＳｒＤＮＡ　Ｄ１／Ｄ２区
域的核苷酸序列在ＮＣＢＩ中的ＧｅｎＢａｎｋ进行比对可
知，菌株ｍ－６属于库德毕赤酵母。将菌株 ｍ－６应用
到实际生产中进行甘蔗糖蜜生物纯化，菌株 ｍ－６就
可以将甘蔗糖蜜中的单糖和非糖组分如Ｋ盐中的部
分作为自身的营养成分，转变成细胞形式带走；该过
程不仅提高蔗糖在总糖中的比例，同时起到一定的脱
色脱盐净化目的。生物纯化是一种经济、高效的提高
甘蔗糖蜜总糖中蔗糖纯度的手段，是值得重视的从甘
蔗糖蜜中回收蔗糖的途径。
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