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法夫酵母产虾青素的摇瓶工艺�

徐学明�， 金征宇�， 刘当慧�， 陈晓明�

（�	无锡轻工大学食品学院，江苏无锡������；�	江苏淮阴工业专科学校，江苏淮阴������）

摘 要：以法夫酵母（�������������	
�）�������为产生菌进行摇瓶条件下的类胡萝卜素（主

要为虾青素）发酵条件研究	正交试验表明：葡萄糖质量分数对酵母产色素影响较大，在起始��值

为�，培养温度���，葡萄糖�	��、尿素�	��、磷酸二氢钾�	��、玉米浆�	��的培养基下经过

���、����／���摇瓶发酵，其生物量为�	��� ／�!，类胡萝卜素产量为��	��� ／�!，其中虾青素

占���	
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中图分类号："#���	� 文献标识码：$

����	����
��������
�����������������	
�


�����
�����������


�%�&’(��� 
�，)*
+�’� (
&

�，!*%,�� (�&�
�，-�.
����(��� 

�

（�	�/�����0���1�/�’�/’2"’/����� 
，�&3�%��4’�5�6
�0!� �6*�1&56�
，�&3�������；�	�&��
�� *�1&56�


"������ �/����，�&��
�� ������）

��������：���7’0��57/&�6&�’/��1�6���5�0/���6’���15��1／���56�3��6��5����1&/6���8’�’56&1�’1

8�6���&6��6��������0�������������	
�	*68�50�&�16��66�’/��/’�6��6����0 �&/�5’8�5

���9��0�/6��6����1&/’/���6’���15:
��6�� ����’3�’���’�6	��’�6�’�&6��6 �’8&�1’�6�’/&�(

6&�’�’1�&�（���6�����;�	�）�0�	�� �&/�5’，�	��&�’�，�	��<��=>�，��1�	��/���56’’�

��?&��，6�’/��/’�6��6����0:����55��16�6��/���6’���15/�&�1�’�/��	��� ／�!��1��	��� ／�!

���’�/’�6� ’�08��/�8�5�56�3��6����06’�6��’’1�
’50��57/&�6&�’�������1����／���	

�
������：$56�3��6���；5��7’0��57/&�6&�’；�������������	
�

虾青素，�，�’(二羟基(�，�’(二酮基(�，�’(胡萝

卜素，是一种非维生素$源的类胡萝卜素
［�］	它不

仅具有很强的抗氧化性［�］、抗肿瘤及增强免疫的生

理功能［�，�］，而且拥有艳丽的粉红色及很强的色素

沉积能力［�，�］，在食品、医药、化妆品及饲料等工业

中具有很大的应用前景	

法夫酵母（�������������	
�）是��世纪��

年代发现的一种新酵母属，至今为止此属只有一

种［�］	由于在法夫酵母所产的十几种类胡萝卜素中

虾青素是野生株中最大的组份，占总类胡萝卜素的

������
［�］，因此它被认为是最有可能实现工业化

发酵法生产是青素的优良菌种［�］	近年来国外已进

行广泛研究，而国内尚未见报道	

作者以实验室筛选获得的诱变株为出发菌，对

� 收稿日期：����������；修订日期：����������	

作者简介：徐学明（����年��月生），男，江苏吴县人，粮油与植物蛋白工程博士研究生
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其类胡萝卜素及虾青素摇瓶发酵条件进行了研究�

� 材料与方法

��� 菌种

法夫酵母菌�������（本实验室保藏号），是

野生株���经�次不同浓度的亚硝基胍连续诱变

获得的突变株，保存于�	、
�琼脂的�
培养

基�

��� 培养基

����� 斜面培养基（�
培养基，�／�） 葡萄糖

��，麦芽汁�，蛋白胨�，酵母膏�，琼脂
�；�����

����� 种子培养基（�／�） 葡萄糖��，麦芽汁�，

蛋白胨�，酵母膏�；�����

����� 摇瓶培养基（�／�） 葡萄糖
�，（���）
���

�，��
����，
����·��
����，����
·
�
�

���，酵母膏�；�����

��� 培养方法

����� 种子培养方法 接一环斜面种子于装有
�

��种子培养基的
����三角瓶中，

	、
���／

���培养� !，以此发酵液
��（按接种量���）接

于装有
���摇瓶培养基的
����三角烧瓶中，



	、

��／���培养� !

����� 摇瓶培养方法 接种量���，
����三角

瓶装液
���，

	，

��／���，培养�
!

��� 测定方法

����� 总类胡萝卜素测定 二甲亚砜法
［��］�
��

发酵液用���二甲亚砜破壁，加���丙酮直接萃

取�测定���"#� ���时的吸光度�

细胞总类胡萝卜素质量浓度（��／��）#（�$

��）／（�$��）

式中：�—吸光度；

��—萃取液体积，��；

�—消光系数，为����；

��—取样发酵液体积，��

实验进行两次平行测定�

����� 虾青素含量测定 液相色谱法，以标样为

基准（标样由%���&公司提供），计算峰面积，色谱

条件：’�()*�� 色谱柱，流动相 �乙腈+�甲醇+

�水#��+
�+�，进样量���，流速���／���，�#

� ����

����� 生物量测定 干重法，���	烘至恒重，实

验进行两次平行测定�

����� 发酵液残糖量测定 �，�,二硝基水杨酸比

色法［��］�

� 结果与讨论

��� 种龄的确定

为了减少成分相差较大的培养基在转接后对

酵母生长的影响，缩短延迟期，以���接种量将种

子培养基培养
-的酵母接入摇瓶培养基，培养�

-�其生物量与发酵时间的关系见图��取对数生长

后期的酵母为出发种子，即种龄� !较适宜�

图� 不同培养时间对生物量的影响

����� �		
��
	������
���

��
�����
���

��� 接种量的确定

分别将种子以��、��、 �、���、�
�接入摇

瓶培养基进行摇瓶培养，由图
可见，随接种量的

增大，其生物量及类胡萝卜素总量均呈上升趋势，

当接种量大于���时，两者增加不再明显，因此接

种量在�����
�为好�

图� 不同接种量对发酵的影响

����� �		
��
	��
����������
���
�	
��
�����
�

��� 碳源的选择

选用几种常用的碳源，以相同碳含量为基准取

代摇瓶培养基中的葡萄糖，结果见表��可见，蔗糖、

表� 不同碳源对发酵的影响

����� �		
��
	����
��
���

�	
��
�����
�

碳源
生物量／
（��／��）

类胡萝卜素
质量浓度／
（��／��）

类胡萝卜素
质量分数／
（��／�）

乙醇 ����.���� 
��
.���� 
���

蔗糖 ��
�.��� ����.���� � /�

葡萄糖 ����.��
� ��
�.��
� �/ �

果糖 ���
.��
� ����.��
� �/� 

麦芽糖 ����.���� ���/.���
 ��
�
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葡萄糖、果糖是合成类胡萝卜素的有效碳源，但单

位细胞的色素产量又以乙醇最高，这种作用可能是

一定浓度的乙醇提高了法夫酵母合成虾青素过程

中乙醇脱氢酶及甲羟戊二酸单酰辅酶�还原酶的

活性所致［��］�作者选用葡萄糖作碳源�

��� 葡萄糖质量浓度对发酵的影响

以摇瓶发酵培养基为基础，改变葡萄糖的质量

浓度进行摇瓶发酵，结果见表��

由表�看出，随糖质量浓度的增加，色素及生

物量均呈一定的上升趋势，但糖的利用率随质量浓

度增加而降低�从残糖来看，当糖质量浓度大于��

�／�时，在发酵的时间内，糖未完全被用完，说明高

质量浓度糖延长了发酵时间�因此，发酵糖质量浓

度应不高于���／��

表� 不同葡萄糖质量浓度对发酵的影响

����� ����	
���
�	���	��	��
��
�����������
�
���

葡萄糖质量浓度／
（�／�）

生物量��／
（��／��）

类胡萝卜素总量��／
（��／��）

残糖质量浓度／
（��／��）

消耗糖��／
（��／��）

��／�� ��／��

�� ���	
���� ����
���� ��
	
��	� ����	 ���� ��
�

	� ����
���� ��	�
���� ���
�
���� �	��� ���� ����

�� ����
���
 ����
���� ����

��
� 
��
� ���� ����

�� 
���
���� ����
���� 	��	�
��	� 
���� ���� ����

��� 氮源的选择

选用常见的无机氮源，等摩尔氮的取代发酵培

养基中的硫酸铵进行发酵培养�由表
可见，尿素

对提高单位发酵液的类胡萝卜素量及生物量效果

最好�
表� 氮源对发酵的影响

����� ����	
����
���������	���������
�
���

氮源
生物量／
（��／��）

类胡萝卜素
质量浓度／
（��／��）

类胡罗卜素
质量分数／
（��／��）

硫酸铵 ��
�
���	 	��	
���
 ���


尿 素 	���
���	 ����
���	 ���	

氯化铵 ����
���� 	���
���� �
��

��� 尿素质量分数对发酵的影响

以摇瓶发酵培养基为基础，用尿素替代硫酸铵

做不同尿素质量分数的发酵试验�图
表明，提高

尿素浓度对酵母生长及色素产量均有抑制作用�在

本实验中，尿素质量分数为����时，类胡萝卜素产

量及生物量最高�

图� 尿素质量分数对发酵的影响

����� ����	
������	��	��
��
�����������
�
���

��� 初始��值对发酵的影响

不同的起始��值将直接影响法夫酵母的生长

及类胡萝卜素的产量�图	表明，起始��值对发酵

影响很大，且色素与生物量随��值的变化趋势一

致�培养基初始��值为�左右对法夫酵母生长及

色素生产较有利�

图� 培养基初始��值对发酵的影响

����� ����	
�����
��
����������
�
���

��� 装液量对发酵的影响

法夫酵母为好氧微生物，可用摇瓶装液量来调

节通气量研究，对其发酵的影响，结果见图��当���

��三角瓶装液量超过	���时，类胡萝卜素产量

显著降低，因此装液量以����为宜�

��� 磷酸二氢钾质量分数对发酵的影响

磷是核酸与磷酸脂的成分，钾既是许多酶的激

活剂，又对原生质的胶态与细胞质膜的透性起调节

作用�再者，磷酸盐对培养基��值的变化起缓冲作

用，因此通常培养基中适宜的磷酸二氢钾对酵母发

酵有较大的影响�表	表明，不同质量分数磷酸二

氢钾对生物量的影响不大，但就类胡萝卜素产量而

言，过低或过高的磷酸二氢钾质量分数对类胡萝卜

�
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素生产不利，培养基中以����较好�

图� 不同装液量对发酵的影响

����� �����	
����
���
�
���������
�������	�	�
�

表� 磷酸二氢钾质量分数对发酵的影响

����� �����	
��������
����	��	�
�
�������	�	�
�

�����	／�
生物量／
（
�／
�）

类胡萝卜总量／
（��／
�）

���
 �������		 
������		

���� ��������� ���������

���� ��	�����	 ��������	

��	� ��	
���	
 ���������

���� ��������� ���������

���� 	�������� ��������	

���� ��������� ��	
����


���� 玉米浆质量分数对发酵的影响

玉米浆富含多种维生素、微量元素及氨基酸�

以不同浓度玉米浆替代培养基中酵母膏进行发酵

试验，其对法夫酵母的影响见图��

图� 玉米浆质量分数对发酵的影响

����� �����	
��
���	�� ���

�
�������	�	�
�

玉米浆对法夫酵母的生长及类胡萝卜素生产

效果较好�同发酵培养基的培养结果相比，培养基

中应用��������� 的玉米浆能显著提高生物量

及类胡萝卜素产量�

���� 温度对发酵的影响

法夫酵母发酵的温度较低，�������等
［��］对野

生株�����—���的研究表明，其最高生长温度为

���
�，但此时生物量及色素量均很低�作者进行

的温度试验见图������  �在�	�时就不能生

长，但在������的范围内对生长及色素产量影

响不大，这一点同�������的结果相同�

图! 温度对发酵的影响

����! �����	
�	�� ���	
��
�������	�	�
�

���� 正交试验

结合上述单因素试验，以类胡萝卜素总量及生

物量为指标，以发酵培养基为基础培养基，其中酵

母膏用玉米浆取代，选取初始!�、葡萄糖、尿素、磷

酸二氢钾及玉米浆为考察因素，以���（	

）正交表作

正交试验，其因素水平表及正交试验结果分别见表


、表��

表�极差分析表明，各因素的主次关系为：以

类胡萝卜素为指标，���������；以生物量

为指标，����������表�方差分析表明，就

类胡萝卜素产量而言，葡萄糖质量分数对产量影响

显著（�检验，�"���
），对生物量，葡萄糖质量分

数是极显著的影响因子（�检验，�"����），!�值

是显著影响因子（�检验，�"���
）�结合极差与方

差分析，以类胡萝卜素总量为主要指标，其最佳工

艺条件为����������，即起始!�值为�，葡萄糖

����，尿素����，磷酸二氢钾����，玉米浆

����，以此条件进行发酵培养，结果为类胡萝卜素

总量为�	�����／
�，生物量为��
�
�／
��分别

是优化前#$培养基发酵的����及����倍�此时

虾青素的含量为����

表� 正交试验"��（�
�）因素水平安排表

����� #
����	��	�
��
������������������	
	$���������	������
�
�	$
�
����% ������	

水平
� � � � �

起始!�值 葡萄糖／� 尿素／� 磷酸二氢钾／� 玉米浆／�

� 
�� ��� ���
 ��	� ����

� ��� ��� ���� ���� ����
� ��� 	�� ���
 ���� ����
	 ��� 
�� ���� ���� ����
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表� 正交试验结果

����� ����	
����

������	����
����


实验号 � � � � � 类胡萝卜素质量浓度／（��／��） 生物量／（��／��）

� � � � � � �����	��
 �����	���

� � � � � � ������	��	 ���	�	���

� � � � � � ���
�	��
 �����	�		

� � � � � � ���
�	��� �	�	��	���


 � � � � � �����	�	
 ��
��	���

� � � � � � ������	��	 ���
�	�	



 � � � � � ������	��� ���	�	�	�

� � � � � � ���	�	��� �	����	���

� � � � � � 
����	��	 
��
�	���

�	 � � � � � ���	�	�	� ���������

�� � � � � � ���������� �����	�
�

�� � � � � � �	����	��� ��
��	��


�� � � � � � �����	�	� �����	��


�� � � � � � ��		�	�
� �����	���

�
 � � � � � ����
�	��� ��
��	���

�� � � � � � ��
��	��
 �����	���

表� 正交试验极差分析表

����� ���	�������

������	����
����

���	
�

� � � � �

以类胡萝卜素总量为指标

�� ����� ���

 ����� ����� ����� �����
����

�� ����� ���		 ����	 �	��� �
��
 ������
���
�

�� ����� ����� ����� ����	 �
���

�� ����� ����� ����	 �
��� ����


�	�� 

���
� 
�	
�
� 
�����
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表� 正交试验方差分析表
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注：�）误差自由度为零，将平均平方和最小的项改为误差项；�）�	�	
（�，�）�����，�	�	�（�，�）�������
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� 结 语

由于虾青素是法夫酵母所产色素的主要成分，

国外对虾青素的研究通常都以测定虾青素最大吸

光度处的类胡萝卜素总量作指标，这不仅因为其值

能体现虾青素含量的高低，而且简化了测定方法，

降低了检测成本�

研究表明：法夫酵母生长同色素形成呈一定的

正相关，即酵母生长的同时色素也在不断地生成�

这种相关性同一般的产色素酵母如������������	


��
	�

［��］及�
����������������


［��］不同，它们的色

素均是在酵母生长停止后才开始形成的�
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