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摘! 要：从青岛海藻化工厂海带浸泡液中分离得到 !"#$%&#""’ ()*+(,’ 36710 菌，研究了 !"#$%&#""’
()*+(,’ 36710 菌产胞外多糖的摇瓶发酵情况，探讨了培养基中碳源、氮源、起始碳源质量浓度、碳

氮比、温度、初始 /7 值、种龄、接种量、装液量等因素对 !"#$%&#""’ ()*+(,’ 36710 菌产生胞外多糖的

影响+ 结果表明，最适宜条件为：以甘露醇为碳源，硫酸铵为氮源，起始甘露醇质量浓度为 # 8 9 :;，

碳氮质量比为 0$%< 0，温度 "2 =，初始 /7 值 > ? 2 ，种龄 $& @，接种体积分数 2A，"$% B; 摇瓶装

液量为 &% B;，并保持良好的供氧条件+
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! ! 微生物多糖是某些细菌、真菌和蓝藻类产生

的多糖［0］+ 按其分布在微生物细胞的部位不同可

分为细胞内多糖、细胞壁多糖和细胞外多糖［"］+ 微

生物多糖因其安全无毒、理化性质独特等优良性

质而倍受关注［0］+ 微生物胞外多糖是由微生物产

生的多糖，易与菌体分离，可通过深层发酵实现工
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业化生产［!］" 近年来，微生物胞外多糖作为一类新

型的发酵产品，因其独特的物化性质，已作为乳化

剂、增稠剂、稳定剂、胶凝剂、悬浮剂和润滑剂等应

用于石油、化工、食品和制药等多个领域［#］" 据 $"
%" %&’(’)*+ 统计，有 ,- 属 ./ 种微生物产生胞外多

糖，但真正有应用价值并已进行或接近工业化生

产的仅有十几种，人们只对其中少数作了研究，并

证明微生物胞外多糖有极大的工业应用价值［,］"
微生物胞外多糖具有植物多糖不具备的优良性

质，它们生产周期短，不受季节、地域和病虫害条

件限制，具有较强的市场竞争力和广阔的发展前

景" 012345’ 64*)+787 等人将 !"#$%&#""’ ()*+(, 9:;#
菌发酵获得胞外多糖 <=>-，研究了该糖对胶原质

诱发的 $?@ A B 小鼠关节炎的抑制作用［C］" D87EF2
?7(G) 等人分离得到的 !"#$%&#""’ ()*+(,’ ?<6>BH 具

有较强的耐受重金属的能力［/］" I’)G2E* @4) 曾研

究 !"#$%&#""’ ()*+(,’I@6JK 胞外多糖具有较强的

脱除 LM! N 、@G! N 的能力［.］" 作者从青岛海藻化工厂

海带浸泡液中分离得到 !"#$%&#""’ ()*+(,’ O@K>B
菌，该菌在其生长过程中产生大量粘性的胞外粗

多糖，作者对 !"#$%&#""’ ()*+(,’ O@K>B 菌产胞外粗

多糖的发酵作了初步研究"

!" 材料与方法

!# !" 菌种

中国海洋大学食品科学与工程系从青岛海藻

化工厂海带浸泡液中分离获得，经鉴定为 !"#$%&#""’
()*+(,’ O@K>B 菌"
!# $" 培养基

!" $" !" 斜面培养基P （组分 * A J）：甘露醇 BH，酵

母膏 H" ,，Q!KLR,H" C，:*6R, H" ! ，:*@(! H" ! ，

@7@R# B" H，琼脂 BC" SK 值 ." H T ." !"
!" $" $" 基础培养基" （ 组分 * A J）：甘露醇 BH，酵

母膏 H" ,，Q! KLR,H" C，:*6R, H" ! ，:*@(! H" ! ，

@7@R# B" H" SK 值 ." H T ." !"
!# %" 培养条件

斜面菌种在恒温生物培养箱内于 !U V 培养

,U +，用 #H WJ 灭菌蒸馏水荡洗，作为摇瓶发酵的

种子" 将种子以体积分数 BHX 的接种量接入发酵

基础培养基中，在回转式摇床上振荡培养 ,U +" 摇

床转速 B#H 8 A W)E，温度 !U V，!CH WJ 的锥形瓶培

养基装液量为 ,H WJ"
!# &" 实验仪器

=$>! 型自动电位滴定仪：上海大普仪器有限

公司制造；无菌操作台：苏净集团安泰公司制造；

9YJ>B/Y 台式离心机：上海安亭科学仪器厂制造；

.!B 分光光度计：上海精密科学仪器有限公司制

造"
!# ’" 分析方法

!" ’" !" SK 值" 发酵液直接用 =$>! 型自动电位滴

定仪测定"
!" ’" $ " 残糖量的测定 " 过碘酸氧化法［U］测定剩

余甘露醇含量"
!" ’" %" 菌浓的测定" B WJ 发酵液加 ! WJ 蒸馏水

稀释，用 .!B 分光光度计于 /,H EW 处测其 R$ 值"
!" ’" & " !"#$%&#""’ ()*+(,’ O@K>B 菌胞外多糖的制

备与测定P 发酵液用高速离心机以 BH HHH 8 A W)E
转速离心后去沉淀，收集上清液，加入 # 倍体积的

体积分数 -CX乙醇沉淀，静置数小时后离心，收集

沉淀物，/H V干燥至恒重，即得胞外粗多糖" 准确

称量所得胞外粗多糖的质量，经换算得胞外粗多

糖产量［-，BH］"

$" 结" 果

$# !" 碳源对 !"#$%&#""’ ()*+(,’ ()*+! 胞外粗多

糖产量的影响

$" !" !" 不同碳源对 !"#$%&#""’ ()*+(,’ O@K>B 胞外

粗多糖产量的影响 P 根据菌种来源，在摇瓶发酵

培养基中分别以甘露醇、葡萄糖、蔗糖作为碳源，

考察不同碳源对发酵过程产胞外粗多糖的影响，

测定胞外粗多糖的产量，结果见表 B" 从表 B 可看

出，!"#$%&#""’ ()*+(,’ O@K>B 对 # 种糖均可以利用，

但甘露醇作为碳源最好，葡萄糖次之，蔗糖最次"
因而确定甘露醇为最佳碳源，如考虑工业生产可

选用葡萄糖作为碳源"
表 !" 不同碳源对胞外粗多糖产量的影响

,-.# ! " ,/0 123450260 73 81330902: 6-9.72 ;75960; 72 :/0
<1048 73 0=7>74<;-66/-9180

碳 源 胞外粗多糖产量 A（W* A *）

葡萄糖 H" -U

甘露醇 B" B-

蔗糖 H" -!

$" !" $ P 碳源含量对 !"#$%&#""’ ()*+(,’ O@K>B 胞外

粗多糖产量的影响 P 在摇瓶发酵基础培养基中，

以甘露醇为碳源，考察不同甘露醇质量浓度对发

酵过程产胞外粗多糖的影响" 培养基初始 SK 值

." H T ." !，甘露醇初始质量浓度分别为 B，B" C，!"
H，!" C，#" H，#" C，," H * A GJ，结果见表 !" 可以看

出，随着甘露醇质量浓度的增加，发酵终止 SK 值

稍有降低" 残糖量、胞外粗多糖的产量都随着初始

糖质量浓度的增大而提高" 糖质量浓度过高时胞

外粗多糖产量反而下降，菌体生长受到抑制，残糖

.BP 第 C 期 刘红英等：!"#$%&#""’ ()*+(,’ O@K>B 菌产胞外粗多糖发酵
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量高! 甘露醇质量浓度太高和太低都不利于胞外

粗多糖产量的提高，这可能是碳源含量较低时，营

养基质用于生长菌体的比例增加，菌体生长繁殖

消耗了较多的碳源! 而碳源含量较高时，发酵后期

溶氧限制了产物 !"#$%&#""’ ()*+(,’ "#$%& 胞外粗多

糖的合成，故选择甘露醇初始质量浓度为 ’! ( ) *
+,!

表 !" 初始甘露醇质量浓度对胞外粗多糖产量的影响

#$%& !" #’( ())(*+ ,) -.-+-$/ 0$..-+( *,.*(.+1$+-,.2 ,. +’(
3-(/4 ,) (5,6,/32$**’$1-4(

甘露醇质量
浓度 *（) * +,）

终止
-$ 值

残糖质量浓度 *
（) * +,）

胞外粗多糖
产量 *（.) * )）

&! ( /! 0/ (! 1& (! 23
&! 4 /! 05 &! && &! 00
0! ( /! 00 &! 54 &! 01
0! 4 /! && &! /5 &! 00
’! ( /! &4 &! 31 &! 14
’! 4 /! (5 &! 33 &! &&
5! ( /! (5 &! 31 &! (4

!& !" 氮源对 !"#$%&#""’ ()*+(,’ 789:; 胞外粗多

糖产量的影响

摇瓶基础培养基中甘露醇质量浓度为 ’6 ( ) *
+,，将发酵基础培养基中的氮源分别换成大豆蛋

白胨、酵母膏、硝酸钾、硫酸铵、空气（70 ），培养基

初始 -$ 值 1! ( 8 1! 0，测定胞外粗多糖的产量，考

察不同氮源对发酵过程产 !"#$%&#""’ ()*+(,’ "#$%&
胞外粗多糖的影响，结果见表 ’! 从表 ’ 可以看出，

以空气（70）、酵母膏、大豆蛋白胨、97:’、（7$5 ）0

;:5为氮源，发酵终止 -$ 值、残糖量依次降低，胞

外粗多糖产量依次增加! 以（7$5）0 ;:5 为氮源时，

!"#$%&#""’ ()*+(,’ "#$%& 胞 外 粗 多 糖 产 量 最 高!
!"#$%&#""’ ()*+(,’ "#$%& 菌在繁殖过程中产酸，因

而会使发酵液 -$ 值降低! 实验结果表明，氮源对

胞外粗多糖产量的影响差异较大，总体而言 !"#$-
%&#""’ ()*+(,’ "#$%& 菌对无机氮源的利用优于有

机氮源，（7$5）0;:5为最适宜氮源!
表 <" 不同氮源对胞外粗多糖产量的影响

#$%& < " #’( ())(*+ ,) 4-))(1(.+ .-+1,=(. 2,>1*(2 ,. +’(
3-(/4 ,) (5,6,/32$**’$1-4(

氮源
终止
-$ 值

残糖质量浓度 *
（) * +,）

胞外粗多糖
产量 *（.) * )）

70 1! 0/ &! 33 (! /’

酵母膏 /! 05 &! 31 &! 00

大豆蛋白胨 /! 00 &! 25 0! 0(
97:’ 4! 23 &! 12 0! ’(

（7$5）0 ;:5 5! 55 &! 1& 0! 32

!& <" 碳氮比对 !"#$%&#""’ ()*+(,’ 789:; 胞外粗

多糖产量的影响

在摇 瓶 基 础 培 养 基 中 以 甘 露 醇 为 碳 源、

（7$5）0;:5为氮源，培养基初始 -$ 值 1! ( 8 1! 0，

考察不同碳氮比对发酵过程产 !"#$%&#""’ ()*+(,’
"#$%& 胞外粗多糖的影响，测定胞外粗多糖的产

量，结果见表 5! 可以看出，氮源质量浓度太高或太

低时，胞外粗多糖产量均下降，# < 7 质量比为

&4(< & 时，终 止 -$ 值 和 残 糖 量 最 低，!"#$%&#""’
()*+(,’ "#$%& 胞外多糖产量最高! 实验表明 #< 7
质量比为 &4(< & 比较适宜!
表 ?" 碳氮比对 !"#$%&#""’ ()*+(,’ 789:; 胞外粗多糖产量

的影响

#$%& ?" #’( ())(*+ ,) 1$+-, ,) *$1%,. $.4 .-+1,=(. ,. +’(
3-(/4 ,) (5,6,/32$**’$1-4(

.#< 7
终止
-$ 值

残糖质量浓度 *
（) * +,）

胞外粗多糖
产量 *（.) * )）

4< & ’! 23 &! 31 &! ’3

&(< & 5! (/ &! 11 &! 1’

0(< & 5! (5 &! 1( 0! 2/

4(< & 5! 5’ &! 1( ’! 01

&((< & 5! 0( &! 13 ’! &/

&4(< & ’! 25 &! 40 5! 24

0((< & 5! /2 &! 3( 5! 50

04(< & 5! /1 &! 11 ’! 15

!& ?" 温度对 !"#$%&#""’ ()*+(,’ 789:; 胞外粗多

糖产量的影响

在优化的摇瓶发酵培养基的组成情况下，培

养基初始 -$ 值 1! ( 8 1! 0，考察不同温度对发酵过

程产 !"#$%&#""’ ()*+(,’ "#$%& 胞外粗多糖的影响，

测定胞外粗多糖的产量，结果见表 4! 由表 4 可知，

温度太高或太低时胞外粗多糖的产量均不高，发

酵的最适宜温度为 03 =，此温度下 !"#$%&#""’ ()*-
+(,’ "#$%& 胞外粗多糖的产量最高!

表 @" 不同温度对胞外粗多糖产量的影响

#$%& @" #’( ())(*+ ,) 4-))(1(.+ +(06(1$+>1( ,. +’( 3-(/4 ,)
(5,6,/32$**’$1-4(

温度 * = 终止
-$ 值

残糖质量浓度 *
（) * +,）

胞外粗多糖
产量 *（.) * )）

0( 4! 43 &! 3/ ’! (4

04 4! 04 &! 3( 5! &3

03 ’! 25 &! 40 5! 24

’( 5! /0 &! 34 0! /1

’4 5! 5( &! 34 &! /5

3& 无> 锡> 轻> 工> 大> 学> 学> 报> > > > > > > > > > > > > 第 0’ 卷>
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!" #$ 初始 %& 值对 !"#$%&#""’ ()*+(,’ ’(&)* 胞外

粗多糖产量的影响

在优化的摇瓶发酵培养基的组成情况下，考

察培养基初始 !" 值对发酵过程产 !"#$%&#""’ ()*+(,
-’ #$"%& 胞外粗多糖的影响，结果见表 ’( 由表 ’
可知，初始 !" 值应控制在 ) * + 为宜，在此条件下

!"#$%&#""’ ()*+(-’ #$"%& 胞外粗多糖的产量最高(
表 +$ 不同初始 %& 值对胞外粗多糖产量的影响

,-." +$ ,/0 011023 41 561107083 93-7368: %& 48 3/0 ;60<5 41
0=4%4<;9-22/-7650

起始
!" 值

终止
!" 值

残糖质量浓度 ,
（- , ./）

胞外粗多糖
产量 ,（0- , -）

1( 2 3( 14 &( +5 &( +4

’( 2 1( 22 &( )6 &( 64

)( 2 4( ++ &( +4 4( 4&

+( 2 1( &5 &( +3 4( 42

6( 2 1( 55 &( +& 3( 32

&2( 2 ’( 14 &( 61 5( +5

!" + $ 种龄和接种量对 !"#$%&#""’ ()*+(,’ ’(&)*
胞外粗多糖产量的影响

在优化的摇瓶发酵培养基组成情况下，考察

种龄和接种量对摇瓶发酵的影响，结果见表 )，+(
由表 )，+ 可知，种龄 14 7，接种体积分数为 +8 时

胞外粗多糖产量较高(
!" >$ 装液量对 !"#$%&#""’ ()*+(,’ ’(&)* 胞外粗

多糖产量的影响

在优化的摇瓶发酵培养基组成情况下，512
0/ 三角瓶内培养基装液量分别为 42，’2，+2，&52
0/ 时，考察不同装液量对摇瓶发酵的影响（ 发酵

时间 4+ 7），结果见表 6( 可以看出，培养基的装液

量减少，产糖量增加，说明 !"#$%&#""’ ()*+(-’ #$"%&
菌产胞外多糖为好氧发酵，适当增加通气量有利

于发酵(
表 >$ 种龄对胞外粗多糖产量的影响（接种体积分数 *?@）

,-." >$ ,/0 011023 41 3/0 9005 -:0 48 3/0 ;60<5 41 0=4%4)
<;9-22/-7650（ 6842A<-3648 BA-8363; *?@）

种龄 , 7 终止
!" 值

残糖质量浓度 ,
（- , ./）

胞外粗多糖
产量 ,（0- , -）

54 4( )+ &( +5 5( 21

3’ 4( 64 &( +1 5( 45

45 4( 64 &( +) 5( 15

4+ 4( ’6 &( +2 5( 63

14 4( 64 &( +5 4( 45

’2 4( 61 &( +5 5( 1’

表 C$ 接种体积分数对胞外粗多糖产量的影响

,-." C$ ,/0 011023 41 6842A<-3648 BA-8363; 48 3/0 ;60<5 41
0=4%4<;9-22/-7650

接种体积
分数 , 8

终止
!" 值

残糖质量浓度 ,
（- , ./）

胞外粗多糖
产量 ,（0- , -）

1 1( ’6 &( +5 3( +6

+ 1( ’’ &( )3 4( ’&

&2 1( +2 &( +1 3( +4

&5 1( +2 &( 6& 3( 2&

&1 1( +& &( +) 3( 24

表 D$ 装液量对胞外粗多糖产量的影响

,-." D$ ,/0 011023 41 <6BA65 BA-8363; 48 3/0 ;60<5 41 0=4%4)
<;9-22/-7650

接种体积
分数 , 8

终止
!" 值

残糖质量浓度 ,
（- , ./）

胞外粗多糖
产量 ,（0- , -）

42 4( +2 &( +4 4( 1’

’2 4( 62 &( +’ 5( 1&

+2 4( )’ &( +1 5( 45

&52 4( +2 &( +) 5( 33

!" C $ !"#$%&#""’ ()*+(,’ ’(&)* 产胞外粗多糖摇

瓶发酵曲线测定

选择优化的发酵培养基进行摇瓶发酵曲线的

测定，结果见图 &(

图 *$ !"#$%&#""’ ()*+(,’ ’(&)* 菌液体摇瓶发酵曲线

E6:" * $ ,6F0)24A790 41 !"#$%&#""’ ()*+(,’ ’(&)* 68
9/-G68: 1<-9G 2A<3A70

9 9 由图 & 可以看出，在发酵过程中，随着发酵时

间的增长，!" 值下降较大，因为 !"#$%&#""’ ()*+(-’
#$"%& 菌在繁殖过程中产酸，因而会使发酵液 !"
值降低；甘露醇质量浓度在发酵前期呈下降趋势，

发酵后期趋于平缓，这是由于最初培养基里含有

的甘露醇首先被菌体生长所消耗，所以发酵前期

甘露醇的质量浓度下降( 随着菌体的生长，代谢旺

盛，胞外粗多糖产量逐渐增加，发酵液粘度增大，

15 7 时胞外粗多糖的产量达到最大，此后胞外粗
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多糖产量又有所降低! 可以看出，胞外粗多糖的积

累主要在 "# $ 左右，随着发酵的进行，发酵后期营

养物质变得不充足，菌体分泌出的多糖可能又被

自身利用，所以胞外粗多糖的产量在 "# $ 以后下

降，若以胞外粗多糖产量为指标，应选择发酵时间

为 "# $!

!" 讨" 论

!"#$%&#""’ ()*+(,’ %&’() 产胞外多糖摇瓶发酵

以甘露 醇 为 最 佳 碳 源，甘 露 醇 的 初 始 质 量 浓 度

* + , -.，这是由于 !"#$%&#""’ ()*+(,’ %&’() 所产胞

外粗多糖粘度较大的特性决定的! 碳源含量较低

时，菌体生长会消耗较多的碳源，而在碳源含量较

高时，发酵后期溶氧会限制产物 !"#$%&#""’ ()*+(,’
%&’() 胞外粗多糖的合成!

作为多糖生产的氮源，一般来说，有机氮要比

无机氮的效果好! 氮源的消耗和菌体的生长有相

关性，菌体随氮源质量浓度的增加而增加，然而菌

体大量增长会消耗很多碳源，多糖收率下降［))］! 菌

株生产所需要的氮源因种类有所不同，氮源的添

加量为菌体增殖所必需的最小量! 如果氮源质量

浓度过高将促使细胞过量繁殖，因而消耗碳源多

而胞外粗多糖产量低! 对 !"#$%&#""’ ()*+(,’ %&’()
产胞外粗多糖发酵条件的研究表明，该菌利用无

机氮源（（/’0）# 120，3/2* ）优于有机氮源（ 酵母

膏，大豆蛋白胨）! 最佳 &4 / 质量比为 )"54 )! 在

培养基中加入过量的糖类能刺激多糖的产生!

在液体培养基中，多糖产生的速率以生长对数期

为最大，此后逐渐减少，而多糖的积累量以细胞增

长停止后最大! 对于 !"#$%&#""’ ()*+(,’ %&’() 菌，

提高培养基中的碳氮比值，有利于胞外粗多糖的

产生!
多糖生产的适宜温度也是微生物生长的适宜

温度，或是比生长温度稍低! 对于 !"#$%&#""’ ()*+(,’
%&’() 菌产胞外粗多糖的发酵来说，适宜温度在

#6 7左右! 此外，在培养过程中必须供给充足的

氧，尤其是培养后期，因为随着 !"#$%&#""’ ()*+(,’
%&’() 胞外粗多糖的积累，粘度提高，氧气量不

足，所 以 必 须 有 充 足 的 通 气 量! !"#$%&#""’ ()*+(,’
%&’() 胞外粗多糖产量随培养基装入量的减少而

增加，正是由于较少的装液量提供了充足的通气

量，也说明此发酵为好氧发酵!
一般来说，适于微生物生长的 8’ 值也是适用

于其胞外粗多糖生产的 8’ 值，!"#$%&#""’ ()*+(,’
%&’() 菌产胞外粗多糖的发酵最适宜初始 8’ 值

为 9 : 6 左右!
综上所述，!"#$%&#""’ ()*+(,’ %&’() 菌发酵产

生胞外粗多糖受多种因素的影响，如通气量、培养基

的起始 8’ 以及培养基的营养成分! 对于 !"#$%&#""’
()*+(,’ %&’() 菌产胞外粗多糖的发酵，最佳发酵条

件为：以甘露醇为碳源，硫酸铵为氮源，起始甘露醇

质量浓度为 * + , -.，碳氮质量比为 )"54 )，温度 #6
7，培养基初始 8’ 值 9 : 6，种龄 "0 $，接种体积

分数 6;，#"5 <. 摇瓶装液量为 05 <.!
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