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核黄素产生菌的补料发酵�

陆文清， 章克昌， 吴佩琮
（无锡轻工大学生物工程学院，江苏无锡������）

摘 要：通过分析核黄素产生菌���������在发酵过程中菌体量、糖质量浓度、��值、核黄素质量

浓度和粘度的变化及菌体形态与核黄素生物合成之间的联系，发现��值对菌体生长有显著的影

响，菌体浓度过高会导致发酵液粘度过大，通风供氧困难，菌体活力下降	采用先低浓度培养菌体，

然后根据发酵液��值的变化进行多次适量补料，不仅可以控制菌体的过度增殖，缓解通风供氧不

足造成的困难，而且还可以保持菌体活力，增加核黄素的产量	
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核黄素是人和动物自身不能合成的一种必需

维生素，在糖类、脂类和蛋白质代谢过程中起着极

其重要的作用�在医药、食品和饲料等行业有着广

泛的用途［�，�］�

核黄素的工业化生产有微生物发酵法和化学

合成法两种，目前以微生物液态深层发酵法为主�

生产用的菌种主要有阿氏假囊酵母（��	
���	
��


�������简称���������）和棉病阿舒囊霉（������

��������简称����������），它们均为好氧的丝状真

菌�发酵液粘度很大，呈非牛顿特性，通风供氧困

难�而充足的溶氧是发酵高产核黄素的关键之一�

作者以���������为试验菌，采用逐步补料的方法，

通过控制菌体质量浓度来缓解通风供氧不足造成

的困难，进一步提高核黄素的产量，降低生产成本�

� 收稿日期：����������；修订日期：����������	

作者简介：陆文清（����年�月生），男，江苏太仓人，工学博士	
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� 材料与方法

��� 试验菌种

阿氏假囊酵母��������� 无锡轻工大学生物

工程学院诱变筛选获得�

��� 分批发酵培养液组成

豆油����／�，葡萄糖���／�，骨胶���／�，玉

米浆����／�，��	
��／�，���
����／�，�����·

��������／�，�����（灭菌前）�

��� 实验设备

显微镜 上海江南仪器厂产品；����型旋转式

粘度计 上海天平厂产品；酸度计 上海天达仪器有

限公司产品；���型分光光度计 上海第三分析仪器

厂产品；往复式摇瓶机 锡山市生化器械厂产品；超

净工作台 苏州净化设备厂产品；��升全自动发酵

罐 瑞士�����公司产品；冷冻高速离心机 日本���

��� �公司产品；高压灭菌锅 锡山市第二医疗器械

厂产品；恒温干燥箱 上海医疗器械厂产品�

��� 测定方法

核黄素含量测定 分光光度法［�］；糖含量测定

费林定糖法［�］；菌体浓度：干重法［!］

� 结果与讨论

��� 分批摇瓶发酵试验

摇瓶培养���������（!����三角瓶装液!�

��，��"冲程#���，频率���次／分�）�测定不

同时间的菌体量、葡萄糖质量浓度、核黄素质量浓

度和粘度，结果如图��图�所示：

图� ��值和菌体量随时间的变化
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发酵�$� 以后残糖降为����／�，核黄素不再

增加，最高质量浓度为$���／�左右�发酵液的最大

粘度为���$�
�·%�

显微镜检测发现，菌体形态与核黄素的合成速

度及发酵液的粘度之间存在着密切的联系�根据摇

瓶发酵和显微镜观测获得的结果，可把���������

的发酵过程粗略地分为四个阶段［$］�

第一阶段（���� ）菌丝逐渐增多，菌丝体细

长，相互缠绕在一起，美蓝染色很深�发酵液的颜色

由棕色变成乳白色，粘度迅速上升，但还没有核黄

素产生�

第二阶段（����# ）菌体生长旺盛，菌丝体逐

渐膨大，内容物明显增多，并有少量特别黄亮的粗

短菌丝体出现，美蓝染色极浅�发酵液由白色转为

黄色，有少量核黄素产生�发酵液的粘度继续上升�

图� 葡萄糖质量浓度和核黄素质量浓度随时间的变化
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图� 发酵液粘度随时间的变化
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第三阶段（�#�&$ ）核黄素大量合成，膨大菌

丝体缓慢收缩，美蓝染色逐渐加深，有针状的核黄

素晶体出现�发酵液的粘度逐渐升到最大值�

第四阶段（&$��$� ）菌体开始解体自溶，发

酵液的粘度迅速下降�断菌丝和游离孢子逐渐增

多，核黄素的合成逐渐趋于停止�

核黄素的生物合成需要消耗大量’(
，������

����是高耗氧的丝状酵母�但是在核黄素合成的高

峰期（即发酵的第三阶段），溶液的粘度很大，给发

酵液的通风供氧造成了很大困难�在生产实践中，

缓解液态发酵供氧不足的方法主要有三种［#］：�）调

整搅拌转速和通风量，设法提高体积传氧系数	
��
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�）加大罐压��）通入纯氧和富氧气体�体积传氧系

数受设备能力限制，一般不易改变�加大罐压虽然

可以提高发酵液的平衡溶氧浓度，但同时也加大了

���在水中的溶解度（在水中���的溶解度是��

的��倍左右）������ 浓度过高会对某些菌体产生

毒害作用�经试验发现，在���小罐培养������

����，罐压维持在��	
��（表压），菌体生长很慢，

通风培养
��，菌体质量浓度仅为��
�／�，而且基

本不产核黄素�采用通入纯氧和富氧气体的方法不

仅成本高，而且操作繁琐�如果菌体高耗氧的时间

比较短，设备的供氧能力也已经达到极限而尚不能

满足供氧要求时，采用富氧方法改善供氧是比较合

理的�但���������在发酵合成核黄素的过程中高

耗氧的时间长达
��以上，采用富氧气体的方法显

然是不合适的�既然供氧一方存在困难，那么可从

需氧一方进行考虑，设法降低发酵过程中菌体的需

氧量来缓解供氧的困难�

��� ��值对菌体生长的影响

配制不同��值的���������培养液（不含豆

油，其余组份同发酵液）������三角瓶装液����

接种	��，���摇瓶培养���（冲程����，频率

��次／分）�结果如图�所示：

图� ��值对菌体生长的影响
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��值对菌体生长有显著影响，当��值低于

���时菌体生长几乎停止���值大于
��以后菌体

生长明显�可通过控制��值的变化来控制菌体过

度增殖，降低溶液粘度和菌体耗氧量，从而缓解通

风供氧的困难�

��� 摇瓶补料发酵试验

配制组分浓度为分批培养液�倍的溶液���

��（��值不变），平均分成两部分�其中一部份用无

菌水稀释至��，然后分装在�����的三角瓶中，

装液量为�����灭菌、冷却、接种，���摇瓶培养

（冲程����，频率	��次／分）�另一部分灭菌后留

作补料用�在第���补料���，在第���和�
�

各补料���，发酵�����结果如图���所示�菌体

量最大值为�����／�，比原来下降了	��
��在核

黄素合成的高峰期，溶液的粘度为��
����·�，比原

来有所下降，体积传氧系数有所提高�虽然菌体量

下降了，但菌体膨大期延长了�发酵至	���，核黄

素的产量达��	��／�，比原来提高了���左右�

图� ��值和菌体量随时间的变化
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图� 葡萄糖和核黄素质量浓度随时间的变化
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图� 发酵液粘度随时间的变化
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��� 小罐补料发酵试验

配制浓度为分批发酵培养液	／�的���������

培养液	��，灭菌、冷却，接种在���小型发酵罐

中进行搅拌通气培养，发酵液的通气量为���	��

������／（�·��），搅拌转速为��������／����分别

在���、
��和���补料�次�补料液的浓度是分

��� 无 锡 轻 工 大 学 学 报 第	�卷

万方数据



批培养液的�倍�结果如图�和图�所示：

图� ��值和菌体量随时间的变化
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发酵����，核黄素的质量浓度达��	／
，发酵

液的最高粘度为������
·�，此时溶液的溶氧质量

分数为�����	／�	�若采用不补料发酵，培养液浓

度与摇瓶分批培养液相等，即使把搅拌转速调到

����／���，发酵液的通气量调至�������／（�·��）

通风供氧仍显得困难，在最高粘度时溶液的溶氧仅

为�����	／�	，而在此条件下测得�
����溶液的

体积传氧系数���高达����／�左右�虽然大罐氧

的利用率比小罐高，但是采用不补料发酵高浓度培

图� 葡萄糖和核黄素质量浓度随时间的变化
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养�������		生产核黄素对于实际使用的发酵设备

来说仍存在着较大的困难�

� 结 论

采用低浓度培养液培养�������		，然后根据

培养液��值的变化进行多次适量补料，不仅可以

控制菌体的过度增殖，缓解供氧困难，而且还有利

于提高核黄素的产量，对实际生产具有指导意义�
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