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褐环乳牛肝菌发酵条件的优化
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摘 要：研究了褐环乳牛肝茵(Suillus luteus)发酵的营养条件及环境条件。在单因素实验优化的

基础上，进一步采用正交实验对麦芽汁、酵母膏、装液量和接种量进行了研究。单因素实验及正交

实验优化后得到褐环乳牛肝茵液体发酵的适宜培养基组成为：麦芽汁270 mL／L，酵母膏6．7 g／L，

KH2P04 0．25 g／L、MgS04·7H20 0．3 g／I。、CaCl2·2H20 0．19 g／I。、FeCl3 48 mg／I。柠檬酸0．1

g／L、VB，2 mg／L。在装液量为100 mL／500 mL、接种体积分数10％，初始pH值5．5～6．5，转速

150 r／min的条件下，最终茵体量达12．0 g／L，比优化前提高了40．19％。在，J、型发酵罐上研究了

pH和溶氧对菌体生长的影响，pH值恒定在5．5时要优于自然pH值下的情况，而逐渐提高转速

使溶氧保持在20％以上要优于较高转速下的供氧模式。
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Optimization of Fermentation Conditions by Suillus luteus

LI Minl“，YAN Wei～，DU Guo—chen92，CHEN Jian2。LIU Li—min92

(1．College of Forestry，Inner Mongolia Agricultural University，Huhho 010019。China；2．Key Laboratory of In

dustrial Biotechnology，Ministry of Education，Jiangnan University，Wuxi 214036。China)

Abstract：The biomass production by Suillus luteus under submerged fermentation was carefully

investigated．The optimum medium components and environmental conditions for the mycelium

biomass of Suillus luteus were obtained by the single factor experiment and the orthogonal

experiments，as follows；270 mL／L wort，6．7 g／L yeast extract，0．25 g／L KH2 P04，0．3 g／L

MgS04 7H20，0．19 g／I。CaCl2 2H20，48 mg／L FeCl3，0．1 g／I。citric acid，and 2 mg／L VBl，and

broth content 100 mL／500 mL，inoculation size 10％，initial pH value 5．5～6．5 and agitation

speeds 150 r／rain．The highest mycelium biomass was achieved at 12．0 g／L after 10 d cultivation

combined with those optimum conditions，higher 26．35％than that of the contr01．In addition，it

also observed that the high mycelium biomass was attained at pH 5．5 and DO>20％，by

enhancing agitation speeds step by step．
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菌根是高等植物的根系受一类特殊土壤真菌

的侵染而形成的一种互惠共生体系。菌根形成后

可增强宿主植物根系对水分及矿质营养的吸

收[1_2]，增强植物的抗逆性，以及提高植物对土传病

害的抗性[3]。褐环乳牛肝菌(Suillus luteus)是应

用最为广泛的外生菌根真菌之一，有关褐环乳牛肝

菌的研究报道主要集中在褐环乳牛肝菌在抗重金

属[4-5]、改善磷营养[6_91以及菌根合成等方面口⋯。

然而，其液体培养时菌体量较低，限制了其在实际

生产中的广泛应用。为此，Tomoyuki Hatakeyama

等对乳牛肝菌属真菌进行了摇瓶静止培养的研究，

发现褐环乳牛肝菌在以甘露糖、纤维二糖或海藻糖

化合物为碳源，丙胺酸为氮源的培养基中生长良

好[1川。姚庆智等在温度为22．5～25℃和pH 6～7

等最适环境条件下可使菌体干重达到6 g／i。u引。陈

连庆等系统地研究了营养与环境条件对菌体生长

的影响，但其最终菌体干重仅为0．49 g／L[1引。实际

上，在褐环乳牛肝菌液体培养过程中，除碳、氮源

外，其他条件如装液量、接种量、溶解氧、转速同样

对菌体生长产生重要的影响。因此，作者在单因素

实验的基础上，采用正交实验，系统地研究了营养

环境条件对液体培养基中褐环乳牛肝菌生长的影

响，以期获得大量菌丝体，为实现菌根菌剂产品的

规模化生产奠定基础。

1材料与方法

1．1 菌种

褐环乳牛肝菌(S．1uteus)，由内蒙古农业大学

林学院菌根生物技术研究室保存。

1．2培养基

固体培养基：葡萄糖20 g／L，酒石酸铵2．5

g／L，MgSO{·7H20 0．5 g／L，KH2P04 1 g／L，麦

芽汁15 mL／L，柠檬酸铁0．03 g／L，微量元素

1 mL，VBl 40 tlg／L，琼脂16 g／i。；微量元素(g／L)：

H3803 2．8，MnCl2·4H2 O 3．67，ZnSO‘·7H2 O

2．3，CuSO．·5H2 O 0．925，Na2 M004·2H2 O

0．27。

发酵培养基：葡萄糖20 g／L，麦芽汁10 mL／L，

蛋白胨2 g／I。，酵母膏5 g／L，KHz PO。0．5 g／L，

MgSO。·7HzO 0．15 g／L，柠檬酸0．1 g／L，CaCl2

·2H20 0．5 g／L，(NH4)2 HP04 0．25 g／L，FeCl3

0．12 g／L，VBl 2 mg／L。

1．3培养方法

取新鲜斜面菌丝转接于固体培养基中，长出菌

丝后再连续转接2"--3次，25℃暗培养6 d备用。

液体培养时如无特殊说明，均为500 mL三角瓶中

分装50 mL液体培养基，接种体积分数lO％，于

25℃、150 r／min培养10 d。分批培养时，5 L发酵

罐装液量2 L，温度25℃，通气量2 L／min，用

3 mol／L NaOH控制pH在合适范围内。

1．4分析方法

菌丝生物量测定采用干重法，还原糖测定采用

费林法[1引。

2结果与分析

2．1 营养条件对褐环乳牛肝菌菌体生长的影响

2．1．1 不同碳源对褐环乳牛肝菌菌体生长的影响

维持发酵基本培养基其它成分不变，考察不同碳

源(按相同的碳克分子量换算出不同碳源相应添加

的数量)对褐环乳牛肝菌菌体量的影响，结果见图

1。在不同碳源中培养，菌体量有明显变化。当以

麦芽汁为碳源时，菌体量最大(9．5 g／L)，其次为葡

萄糖。方差分析发现，(F一12．32)>(F㈣，一

4．01)，差异极显著，表明不同碳源对菌体生长有显

著影响。

il l／
A B C D E F (j

碳源

A．葡萄糖；B．麦芽汁；C．蔗糖；D．麦芽糖；E．果糖；F．可溶

性淀粉；G．葡萄糖l g／dL和麦芽汁1％

图1 不同碳源对褐环乳牛肝菌菌体量的影响

Fig．1 Effects of carbon Solirces ou DCW

2．1．2碳源体积分数对褐环乳牛肝茵茵体生长的

影响确定最佳碳源为麦芽汁后，考察了麦芽汁体

积分数对褐环乳牛肝菌发酵的影响，见图2。麦芽

汁体积分数为270 mI。／i。时，菌体量达到最大，为

10．2 g／L，进一步提高麦芽汁体积分数则会对菌体

生长产生很大的抑制作用。方差分析发现，(F一

44．61)>(F。。，一5．99)，差异极显著，表明麦芽汁体

积分数对褐环乳牛肝菌菌体生长有显著影响。

2．1．3 不同氮源对褐环乳牛肝茵茵体生长的影响

以270 mL／L麦芽汁为碳源(按相同的氮克分子

量换算出不同氮源相应添加的数量)，考察不同氮

源对褐环乳牛肝菌生长的影响，结果见图3。有机

氮源比无机氮源能有效地促进褐环乳牛肝菌的生
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麦芽汁体积分鸯t／(mL／L)

图2 麦芽汁体积分数对褐环乳牛肝菌菌体量的影响

Fig．2 Effects of wort concentration on DCW

长，其中当以酵母膏为氮源时，菌体量达到最大。

方差分析发现，(F一21．23)>(F0．ol一4．01)，表明

菌体在不同氮源中培养，菌体量有显著变化。
12
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酬3
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氮源

A．蛋白胨；B．酶母青；C．滔石酸铵}D．磷酸氢二铵}E．硫酸

铵；F．硝酸铵；G．蛋白胨0．2 g／dL，酵母膏0．5 g／dL和磷

酸氢二铵0．025 g／dL

图3不同氮源对褐环乳牛肝菌菌体量的影响

Fig．3 Effects of nitrogen SOurces on DCW

2．1．4 氮源质量浓度对褐环乳牛肝茵菌体生长的

影响确定酵母膏为氮源后，考察了酵母膏质量浓

度对菌体量的影响，见图4。酵母膏质量浓度为6。7

g／L时，菌体量最高，为10．9 g／L，进一步提高酵母

膏质量浓度，菌体量明显降低。方差分析表明，(F

一25．99)>(F。。。一5．06)，说明发酵体系中酵母膏

质量浓度对菌体量有显著影响。

毫
∑
■
肆
划

酵母浸膏质量浓度／(gJL)

图4酵母膏质量浓度对褐环乳牛肝菌菌体量的影响

Fig．4 Effects of C／N ratio on DCW

2．2环境条件对褐环乳牛肝菌菌体生长的影响

2．2．1 装液量对褐环乳牛肝茵菌体生长的影响

不同装液量对菌体生长的影响见图5。装液量为30

mL／500 mL时，菌体量达到最高。装液量从30

mL／500 mL上升到200 mL／500 mL时，菌体量下

降了32．1％。方差分析表明，(F一25．48)>(Fo．。。

一5．99)，说明菌体在不同装液量条件下培养，菌体

量有显著变化。

毫
面
霉
删

装液量／(mL／500 mL)

图5装液■对褐环乳牛肝菌菌体量的影响

Fig．5 Effects of medium volume on DCW

2．2．2接种体积分数对褐环乳牛肝茵茵体生长的

影响 随着发酵培养基中接种体积分数的增加

(5％～20％)，菌体量逐渐增加。当接种体积分数

为lO％～15％时，菌体量增加幅度达到最大值，见

图6。因此，在后续研究中以接种体积分数10％为

宜。方差分析表明，(F=103。22)>(Fo．。，一7．59)，

说明不同接种量对菌体量有显著影响。

毫
∑
嘲
霉
删

接种体积分数，％

圈6接种体积分数对褐环乳牛肝茵茵体量的影响

Fig．6 Effects of inoculation size on DCW

2．2．3 初始PH值对褐环乳牛肝茵茵体生长的影

响 由图7可以看出，培养基初始pH值对菌体生

长有很大的影响。在初始pH值低于5．5或高于

6．5时，菌体生长很差；pH值在5．5～6．5范围内

菌体生长基本保持不变，故初始pH值可选择为

5．5～6．5。方差分析表明，(F--414．05)>(F0．。。=

5．99)，说明pH值对菌体生长有显著影响。

2．2．4搅拌转速对褐环乳牛肝茵茵体生长的影响

转速对菌体生长的影响见图8。转速过大或过小

均不利于菌体的生长。转速为125～175 r／rain时

菌体生长较好，150 r／min时菌体量达到最大。因
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此，后续研究在150 r／min条件下培养。方差分析

表明，(F一96．69)>(Fo．0l一5．06)，说明菌体在不

同转速下培养，菌体量有显著变化。
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酬

图7初始pH值对褐环乳牛肝茵菌体量的影响

Fig．7 Effects of initial pH values on DCW

3
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划

圈8搅拌转速对褐环乳牛肝西菌体量的影响

Fig．8 Effects of agitation sp睫ds on DCW

2．2．5 营养及环境条件正交实验设计及分析 根

据以上实验结果，选择对菌体生长产生明显影响的

碳源(麦芽汁)、氮源(酵母膏)，并考虑其交互作用，

采用四因素三水平L。(34)正交实验设计进一步改

进培养基组成，实验设计见表1。同时考虑接种量

和装液量，每一实验重复3次，菌体干重取3组实

验平均值。实验设计及结果分析见表2--一3。

表1正交试验因素及水平

Tab．1 The design form of the orthogonal

方差分析结果表明，葡萄糖、麦芽汁对褐环乳

牛肝菌菌体生长都有显著影响，各因素对菌体的影

响次序为：麦芽汁>酵母膏>装液量>接种量。其

最优配置为A。B。C：D。，即麦芽汁270 mI。／I。，酵母

膏6．7 g／[．，接种体积分数为lo％，装液量100 mL。

培养基经实验改进后使单位发酵液生物量提高到

12．0 g／L，较优化前(8．56 g／L)提高了40．19％。

2．2．6验证实验 经单因素和正交实验，得出褐

环乳牛肝菌发酵的优化营养和环境条件为：麦芽汁

270 mL／L、酵母膏6．7 g／L、KH2 P04 0．25 g／L、

MgS04·7H20 0．3 g／L、CaCl2·2H20 0．19 g／L、

FeCl3 48 mg／L、柠檬酸0．1 g／L、VBl 2 mg／L；接种

体积分数10％，装液量100 mI．／500 mL，初始pH

值5．5～6．5，转速150 r／min。进行多次摇瓶实验，

实验结果的重复性较好，菌体量分别为11．9、11．8、

12．1、12．1 g／L。

表2正交实验设计L'【34)

Tab．2 Orthogonal design of experiment L9(34)

实验

号

麦芽汁

A

1

酵母浸膏

B

2

麦芽汁×酵母浸膏

A×B

3 4

接种量

C

3

装液量

D

6

生物量／

(g／I。)

6．7土0．3

7．2士0．5

9．6土0．4

8．4-t-O．3

10．7士0．5

9．6．4--0．4

9．5士0．2

9．9士0．5

11．5．4--0．3

6．9--4-0．6

l

2

3

2

3

1

3

1

2

2

1

2

3

4

5

6

7

8

9

“
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表3正交实验方差分析结果

Tab．3 Analysis of variance of orthogonal design of experi—

ment

Fo 01(2，6)一10．92，Fo 05(2，6)一5．14，Fo．1(2，6)一3．46，

Fo，ol(4，6)一9．15，Fo．05(4，6)一4．53，Fo．】(4，6)一3．18

2．3供氧方式对褐环乳牛肝菌菌体生长的影响

多种细胞的生命活动过程需要氧的参与，氧在

细胞的生物合成过程中起着十分重要的作用。为

一
瓷
≤
棚
霉
刊

100

了解氧在褐环乳牛肝菌发酵过程中的作用，研究了

不同供氧方式对褐环乳牛肝菌菌体生长的影响。

选择了两种不同的供氧方式进行研究：I一搅拌转速

恒定在400 r／min；H一搅拌转速按相对溶氧不低于

20％的要求逐渐升高。

不同搅拌转速下的褐环乳牛肝菌发酵过程参

数随时间的变化情况见图9。可以看出，搅拌转速

根据溶氧需要从200 r／min逐渐提高到400 r／rain

时，菌体量比恒定为400 r／rain时的菌体量提高了

29％。因此，逐渐提高转速以满足茵体生长对溶氧

的要求适用于褐环乳牛肝菌发酵。将搅拌转速恒

定在400 r／min时，剪切力对菌体产生较大的影响，

将溶氧控制在高于20％即可满足菌体生长对氧的

要求。此时的溶氧传质状态可作为褐环乳牛肝菌

发酵比拟放大研究的重要依据。

时间／h

■
瓷
V

倒
矮
删
蜓
鞭
镲

口供氧方式I(o～240 h，400 r／min)；△供氧方式II(o～132 h。200 r／min；132～156 h，300 r／minI 156～240 h，400 r／rain)

图9不同供氧方式下的褐环乳牛肝菌发酵过程

Fig．9 Time-courses of batch Suillus luteus fermentation under diverse agitation rate
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2．4 pH值对褐环乳牛肝菌菌体生长的影响

图10为不同pH值下褐环乳牛肝菌分批发酵

的过程曲线。在不控制pH值时，随着底物的消耗，

发酵液PH值从5。5迅速下降，至144 h时，pH值

降至最低点3．1，随后维持至180 h，pH值再逐渐升

高。不控制pH条件下发酵液中pH值下降的原因

在于，菌体在生长过程中产生了一些酸性代谢产

物[1引，之后pH值又逐渐升高，说明菌体可以利用

前期代谢产生的一些小分子产物继续生长。当pH
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值降至最低点3．1时，酸性环境对菌体生长表现出

了一定的抑制性，但细胞仍能以较慢的速率继续生

长。褐环乳牛肝菌能在较宽的pH值范围内维持一

定的生长速率生长，表现出较强的pH值适应能力。

维持发酵体系中pH 5．5时，与不控制pH值的结

果相比，细胞干重高出28．64％。这表明pH值恒

定控制在5．5时，褐环乳牛肝菌菌体生长要优于自

然pH值的情况，直至204 h时细胞量达最高值

12．44 g／L。

时间／h

(b)

趔
Z
A

时间／h

(c)

口不控制pH值，ApH 5．5

图10不同pH控制方式下的褐环乳牛肝菌发酵过程

Fig．10 Time-course of Suillus luteus fermentation process under different pH control mode

作者考察了营养及环境条件对褐环乳牛肝菌发

酵的影响，采用单因素实验及正交实验设计方法优化

了褐环乳牛肝菌发酵的营养条件和环境条件，培养基

各种成分的适宜浓度为：麦芽汁270 mE／I。、酵母膏

6．7 g／L、KH2 PO,0．25 g／L、MgS04·7H20 0．3

g／L、渤C12·2H20 0．19 g／L、FeCl。48 mg／L、柠檬酸

0．1 g／I。、Ⅶ1 2 mg／L。在装液量100 mL／500 mL、接
种体积分数10％、初始pH值5．5～6．5、转速150

r／min的条件下最终菌体量达12．0 g／L，比优化前

(8．56 g／I。)提高了40．19％。

褐环乳牛肝菌对麦芽汁较其他无机成分利用

得好，说明褐环乳牛肝菌不仅能分解利用其中的碳

水化合物，而且其中的维生素、生物素以及金属离

子等微生物必需的生长因子也是褐环乳牛肝菌生

长过程中不可缺少的。褐环乳牛肝菌对有机氮的

利用优于无机氮，尤其以酵母膏为最好，因为有机

氮源中除含有丰富的蛋白质、肽类、游离的氨基酸

以外，还含有少量的糖类、脂肪、无机盐和生长因子

等，是理想的营养物质[16_1 9|。

pH值与糖的消耗和菌体量的积累有密切关

系。pH值较低时，糖的消耗与菌体量均受到抑制。

而由过高的转速引起的高剪切力对菌体生长会产

生负面影响，将发酵体系中的溶氧保持在20％以上

时，即可满足菌体生长对氧的需要。发酵过程中采

用合适的pH值和溶氧，细胞能持续、快速地生长。
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