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摘 要：以法夫酵母（!"#$$%# &"’(’)*+#）4556772 为产生菌进行产虾青素的补料发酵，在通气量为

!1# 8 9 :、;< = 2’# > # ’ 1 的条件下，先流加高糖浓度的培养基，后添加 # ’ "?乙醇，进行分批补料发

酵，经 ".# : 发酵后，生物量与类胡萝卜素产量分别为 !@ ’3 AB 9 A8、!2 ’"!!B 9 A8，生长得率、产物得

率及酵母色素质量分数分别为 # ’32、# ’33 和 # ’,1 ’
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法夫酵母（!"#$$%# &"’(’)*+#）被认为是最有可

能实现工业化发酵法生产虾青素的优良菌种，法夫

酵母产虾青素的研究近年来已得到国内外研究者

的重视 ’法夫酵母在发酵过程中呈现克雷布特里效

应（X\E[C\]] ]77]XC）［"，!］，因此，对法夫酵母而

言，采用简单的分批发酵，其单位发酵液的生物量

及色素量较低，基质生长得率系数和产物得率系数

也很难提高 ’
作者以实验室筛选获得的诱变株 4556772 为

出发菌［.］，研究其补料分批发酵工艺，期望能提高

发酵效率，以对工业化生产起一定的指导作用 ’
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! 材料与方法

! "! 主要仪器

! " 容积台式发酵罐，瑞士 #$%&’ 制造 (
! "# 菌种

法夫酵母菌 )**+%%,［-］，作者所在实验室保藏 (
! "$ 培养基

! ($ (! 斜面培养基! ./ 培养基（0 1 "）：葡萄糖 23，

麦芽汁 -，蛋白胨 4，酵母膏 -，琼脂 !3；56 ,(3 (
! ($ (# 种子培养基! 葡萄糖 23 0 1 "，麦芽汁- 0 1 "，

蛋白胨 4 0 1 "，酵母膏 - 0 1 "；56 ,(3 (
! ($ ( $ 摇 瓶 培 养 基 ! 葡 萄 糖 !3 0 1 "，（$67）!*87

4 0 1 "，96!:87 2 0 1 "，/0*87 · ;6!8 3( 4 0 1 "，

<=<>!·!6!8 3(2 0 1 "，酵母膏 2 0 1 "；56 ,(3 (
! ($ (% 流加培养基! 由上述摇瓶培养基各组分质

量浓度扩大 ; (4 倍 (
! "% 培养方法

! (% (! 种子培养方法! 接一环斜面种子于装有 !4
?"种子培养基的 !43 ?" 容积三角烧瓶中，!! @，

!!3 A 1 ?BC，培养 7D E，以此发酵液 ! ?"（按接种量

23F）接于 !- ?" 摇瓶培养基的 !43 ?" 容积三角烧

瓶中，!! @，!!3 A 1 ?BC，培养 7D E(
! (% (# 摇瓶培养方法! 接种量 23F，!43 ?" 容积

三角瓶装液 !4 ?"，!! @，!!3 A 1 ?BC，培养 ;! E(
! (% ($ 发酵罐培养方法! 接种量 23F，装液量为

2 (! "，!3 G !!@ (
! "& 测定方法

! (& (! 生物量测定 干重法，将培养液离心后，用

蒸馏水洗一次，再离心，234 @烘箱内烘干至恒重 (
! (& ( # 总类胡萝卜素测定! 二甲基亚砜（H/*8）

法［7］( ! ?" 发酵液用 2 ?" H/*8 破壁，加 4 ?" 丙酮

直接萃取，以 !（丙酮）I !（H/*8）J 4 I 2 为空白，测

定!?=K J 7D3 C? 时的吸光度 (
细胞总类胡萝卜素质量浓度（!0 1 ?"）J（ " L

!#）$（% L !&）

式中："—吸光度；!#—萃取液体积（?"）；

%—消光系数，为 3 (2,；

!&—取样发酵液体积（?"）(
! (& ( $ 发酵液残糖量的测定! -，4+二硝基水杨酸

比色法［4］(

# 结果与讨论

# "! 控制 ’( 值对发酵的影响

环境 56 值影响细胞膜所带的电荷及培养基中

营养物质的离子化作用程度，从而影响微生物的生

长与生产 ( 发酵罐培养不同于摇瓶培养，它更能有

效地控制发酵过程的 56 值，使酵母生长于最适的

56 值环境之中 (图 2 是用 3 ( ! ?M> 1 " 磷酸二氢钠和

3 (2 ?M> 1 " 柠檬酸缓冲体系［4］将摇瓶培养基的 56
值分别调至 -，7，4，,，;，D 的培养结果 (

注：起始 56 值对发酵影响的数据来自文献［!］(经 ;! E 摇瓶发酵后，不同起始 56 值发酵液的 56 值差别不大，均在 !(4 G !(, 之间 (

图 ! ’( 值对发酵的影响

)*+"! ,--./0 1- ’( 12 -.34.2050*12

结合非缓冲体系起始 56 值对发酵的影响［!］，

可以看出，发酵过程中保持相对稳定的 56 值有利

于生物量及色素量的提高，其中对提高生物量效果

更明显 (在最适 56 值 , 处，“缓冲 56 值体系”比“起

始 56 值体系”的生物量提高近一倍，而色素量差别

不大 ( 56 值对法夫酵母生物量的这种影响同 68 等

（2NNN）的研究报道一致［,］(
# "# 通气量对发酵的影响

以摇瓶培养基为基础培养基进行通气量的发

酵试验，其不同通气量下的发酵进程曲线见图 !，由

图 ! 所得通气量对发酵的影响结果见表 2 (
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!"不同通气量发酵对生物量的影响

#"不同通气量发酵对类胡萝卜素产量的影响

$"不同通气量发酵对糖利用的影响

图 ! 不同通气量的发酵进程曲线

"#$% ! &’()#*+, () +))+-. () /+’/.#(0 ’/.+ (0 $’(1.2 () /03
/,./4/0.2#0 56 !"#$$%# &"’(’)*+#

表 7 不同通气量对发酵的影响

8/5%7 9))+-. () /+’/.#(0 ’/.+ (0 )+’:+0./.#(0

发酵指标
通气量 %（& % ’）

() *)+ ,)+

发酵时间 % ’ -+ -. -.

生物量 %（/0 % /&） 1")2 3+"*, 33"(*

色素量 %（!0 % /&） 2"*( 3+"(2 33"11

"! "!# +",, +")3 +")-

"$ "!# +".3 +"). +")2

"$ "!! 3"*1 3"+) 3"++

从进程曲线可以看出，, 种通气量下酵母的发

酵情况基本相似，但在 () & % ’ 的通气量下，酵母进

入对数生长期的时间较早，在发酵至 -+ ’ 后，酵母

色素量开始下降，这可能同酵母自溶有关［(］" 比较

表 3 涉及各参数的数据不难看出，采用大于等于

*)+ & % ’ 的通气量效果较好 "
! %; 起始葡萄糖质量浓度对发酵的影响

456578 等（3--(）对法夫酵母 59::*.*+* 的研

究表明，在溶氧浓度较高的条件下发酵（;< = )" +
/0 % &），可以抑制克雷布特里效应的作用，使酵母在

3+ > 3*+ 0 % & 起始葡萄糖质量浓度的不同培养基中

培养均不产生乙醇、甘油、醋酸盐、丙酮酸盐等代谢

副产物，但酵母最大比生长速率随起始糖质量浓度

的增加而降低，并发现不同糖质量浓度培养基之间

存在着这样一种关系，即低质量浓度糖的培养基有

利于酵母的生长，而高质量浓度糖培养基则对提高

色素产量有利。由此，作者结合培养基中氮的变化

采用先低糖（即低的碳氮比，* " 2 /?@ 葡萄糖 % 3 /?@
硫酸铵）后高糖（33 " * /?@ 葡萄糖 % 3 /?@ 硫酸铵）的

两步分批补料发酵，获得了较好的结果［3］" 作者在

*)+ & % ’ 的通气量下进行了不同起始葡萄糖质量浓

度的发酵试验，其进程曲线见图 ,，由图 , 所得不同

起始糖质量浓度对发酵的影响见表 *"
进程曲线表明，在通气量 *)+ & % ’ 的条件下，不

同起始糖质量浓度的发酵状态相似，但发酵时间随

糖质 量 浓 度 提 高 而 延 长，这 一 点 同 456578 等

（3--(）的实验结果一致［3］"
分析表 * 的生长得率及产物得率可以看出，两

者的变化趋势一致，均随起始糖质量浓度的增大而

降低，即采用低质量浓度糖发酵对提高生物量及色

素量均有利，这同上述 456578 阐述的结论不同 "
结合文献［*］的实验结果不难发现，摇瓶培养由于

很难控制通气量，其基质生长得率与产物得率比相

同糖质量浓度的发酵罐培养要低 * > , 倍，由此反映

出氧气对法夫酵母发酵的重要性 "但比较两者类胡

萝卜素的质量分数（单位细胞色素量）"$ "!! 发

现，相同糖质量浓度下摇瓶的单位细胞色素量比发

酵罐的要高 3 倍左右，这种结果不仅进一步证明了

乙醇对色素累积的促进作用，同时也验证了 45A
6578 等就高溶氧条件下，法夫酵母在一定糖质量

浓度范围内发酵不产生乙醇的结论 "

! %< 乙醇质量浓度对发酵的影响

以乙醇作为唯一碳源对法夫酵母生长具有较

强的抑制作用，但培养基中添加适量的乙醇可以提

高乙醇脱氢酶及虾青素合成途径中甲羟戊二酸单
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!"不同糖质量浓度发酵生物量的变化

#"不同糖质量浓度发酵类胡萝卜素产量的变化

$"不同糖质量浓度发酵残糖变化

图 ! 不同起始糖质量浓度发酵进程曲线

"#$% &’’()* +’ #,#*#-. $./)+0( )+,)(,*1-*#+, +, ’(12(,*-3
*#+,
表 4 起始葡萄糖质量浓度对发酵的影响

5-6%4 &’’()* +’ #,#*#-. $./)+0( )+,)(,*1-*#+, +, ’(12(,*-*#+,

发酵指标
葡萄糖质量浓度 %（& % ’）

() *) +)

发酵时间 % , -* ..( / .(*

生物量 %（0& % 0’） .)"(1 .2"34 (.".(

色素量 %（!& % 0’） .)"2+ .4"1* .+"2)

"! "!# )"3. )"** )"(4

"$ "!# )"3* )"*. )"(1

"$ "!! .")3 )"-1 )"+-

酰辅酶 5 还原酶的活性，因此对提高单位细胞的色

素量有益［+］，这一点文献［(］中的实验结果亦已证

实 "利用乙醇的这种作用，657589 等（.--2）［-］在细

胞生长的稳定期添加 ) " 1:的乙醇，;< 等（.--2）［.)］

在延迟期后期或对数生长期添加 ) " (:的乙醇，均

使色素产量提高了近 . 倍左右 " 为了考察乙醇对

=>>?@@4 菌株的作用，以摇瓶培养基为基础，以不同

质量浓度的乙醇取代培养基中全部葡萄糖或在原

培养基中加入不同含量的乙醇进行摇瓶发酵，其实

验结果见表 1 "可见单纯以乙醇作碳源时，乙醇质量

浓度!.) & % ’ 时，乙醇只起一般碳源作用，对虾青

素的累积不起促进作用 " 而在葡萄糖存在的前提

下，额外添加 . ") & % ’ 乙醇，对 =>>?@@4 酵母生长的

抑制作用已消除，类胡萝卜素质量分数是不加乙醇

时的 . ". 倍 "
表 ! 乙醇质量浓度在摇瓶培养中对 7883""9 发酵的影响

5-6%! &’’()* +’ (*:-,+. )+,)(,*1-*#+, +, $1+;*: +’ -,< -03
*-=-,*:#, >1+</)*#+, 6? 7883""9 #, 0:-@( ’.-0@ )/.3
*/1(

碳源质量
浓度 %（& % ’）

乙 醇 葡萄糖

生物量 %
（0& % 0’）

类胡萝卜素
总量 %

（!& % 0’）

类胡萝卜素
质量分数 %
（!& % &）

.") ) )"1. A )")2 )"13 A )".2 . .(-

1") ) )"*+ A )")4 )"3* A )"1) . ..3

3") ) )"2( A )"(+ )"2+ A )"1. . )+1

.)") ) )"2- A )"1) )"-+ A )"(. . (*)

.3") ) .")3 A )".) ("*( A )".1 ( 1)*

.") () ("-2 A )".( 4"13 A )".+ ( .1-

1") () ("*1 A )"). 1"(* A )".3 . 11.

3") () ("3. A )"*. ("*3 A )")* -24

.)") () ("3) A )"*( ."41 A )".4 43(

) () 1".4 A )"() 4"(4 A )"() . -+.

4 %A 两步分批补料发酵

鉴于以上实验结果，以 () & % ’ 葡萄糖的摇瓶培

养基为起始培养基，在 BC 4 A )" 3（( 0DE % ’ 8!FC 滴

加控制），通气量 (3) & % ’ 的条件下，进行只加流加

培养基的一步补料发酵及再加 ) " . & % G’ 质量浓度

乙醇的两步分批补料发酵试验 "第一次补料开始于

发酵液中残糖量小于 3 ") & % ’［.］，第二次加乙醇在发

酵液残糖量低于 ( " ) & % ’ 时 "结果见图 * "在发酵至

.() , 时，不加乙醇的生物量及类胡萝卜素总量分别

为 (+ " *+ 0& % 0’、(. " 1*!& % 0’，加入乙醇后分别为

(+ "1 0& % 0’、(3 "3!& % 0’，加入乙醇后类胡萝卜素总

量提高至未加时的 . " ( 倍，类胡萝卜素质量分数由

+ 食 品 与 生 物 技 术 第 (. 卷
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未加前的 !"#!$ % $ 上升至 &##!$ % $，也是 ’ () 倍，由

此可以看出，添加乙醇对 *++,--. 的色素累积有一

定作用，但提高幅度比国外报道的要小 (试验总共补

加流加培养基 "’# /0，折合分批发酵相当于起始葡

萄糖质量浓度为 "& $ % 0，根据两次补料

发酵 ’1# 2 时的生物量及类胡萝卜素总量，可以算

出酵母生长得率"! "!#、产物得率"$ "!# 及类胡

萝卜 素 质 量 分 数 "$ "!#，分 别 为 # ( 3.、# ( 33 和

# (&"，其效率同分批发酵起始糖质量浓度为 3# $ % 0
时相同（表 )），说明采用流加方式提高了发酵效率 (

4(只流加流加培养基的发酵动态曲线 5(两步流加发酵进程曲线

图 ! 不同流加方法对发酵的影响

"#$%! &’’()* +’ ’(,-./*)0 1(*0+,2 +3 ’(41(3*/*#+3

5 结 论

分批流加可以提高 *++,--. 菌株的生长得率

及产物得率，流加过程中添加适量乙醇对累积色素

具有一定的促进作用 (
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