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发酵法制核黄素
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摘要　以实验用 E. ashbyi i As 2. 481为对象,研究了菌种特性,并对发酵培养基配

方及摇瓶工艺条件进行了优化。研究结果: 发酵培养基以葡萄糖、蛋白胨、玉米浆为

主要原料; 发酵起始 PH= 6. 8; 500ml 和 250ml 三角瓶最佳装液量分别是 60～

70m l和 20～30ml ;接种量为 10%, 在振动次数 100r / min,振幅 8～10cm 的摇床上

进行摇瓶。以豆油或油酸钠为促生因子, 核黄素产量从 0. 1 g / L 提高到 0. 6g / L .
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0　前　　言
核黄素又称 V B2 ,也称维生素 G 或乳黄素,属水溶性。它对生物生命活动不可缺少,是

构成黄素酶的必要成分,直接参与碳水化合物、蛋白质、脂肪代谢作用[ 1]。如果食物中缺少

核黄素,人体会因长期缺乏核黄素而产生一系列健康问题 [ 2]。

核黄素广泛应用于医药、食品、饲料工业。目前,国内外市场对核黄素的需求量日益增

加,售价稳中有升, 而我国现在年产量不足 200 t
[ 3]
.造成国内市场供不应求, 所以大力发展

我国的核黄素工业愈显重要。核黄素工业生产有抽提法,化学合成法和微生物发酵法。微生

物发酵属于生物化学过程, 无毒安全,且转化率高。发展前景十分广阔。但在生产上面临较

多的难题,制约了核黄素工业的迅速发展。

作者从核黄素发酵的基本条件入手,摸索合适的工艺条件,结合菌种选育, 以提高核黄

素的生产水平。

1　实验材料与方法
1. 1　出发菌株

阿氏假囊酵母( Ecemothecium ashby ii A s 2. 481)　 中科院微生物研究所保藏菌株。

1. 2　培养基

1. 2. 1种子培养基



葡萄糖　2% ,　蛋白胨　1%,　玉米浆　1%,

NaCl　0. 1% ,　K 2HPO 4　0. 15%,　MgSO4·7H2O　0. 015%,

FeSO 4·7H2O　2. 3×10- 6 ,　ZnCl2　0. 01%, 　CoSO 4·7H2O　1. 5×10- 6 ,

M nSO 4　2. 5×10
- 8
,　pH　6. 8; 　0. 1MPa压力下灭菌 25min.

1. 2. 2　发酵培养基(改良后培养基)

葡萄糖　3% ,　蛋白胨　0. 5% ,　玉米浆　1% ,

NaCl　0. 1% ,　K 2HPO 4　0. 15%,　MgSO4·7H2O　0. 05% ,

FeSO 4·7H2O　2. 3×10- 6 ,　ZnCl2　0. 01%, 　CoSO 4·7H2O　1. 5×10- 6 ,

M nSO 4　2. 5×10- 8 ,　豆油　1% ;　pH　6. 8; 　0. 1MPa压力下灭菌 25min.

1. 3　测定方法

1. 3. 1　核黄素含量的测定　采用分光光度计法 [ 4] , 由标准曲线查出 VB2浓度。

1. 3. 2　还原糖的测定　3, 5-二硝基水杨酸比色定糖法测定[ 5]。

图 1　细胞生长曲线

2　结果与分析
2. 1　 E. ashby i i细胞生长曲线的测定

真菌的生长过程分延滞期、迅速生长期和衰

退期。本菌种细胞生长曲线测定结果见图 1.

结果表明, 0～20h, E. ashbyi i处于延滞期;

20～60h, 该菌处于生长期, 其中 25～40h, 菌体

增长速度最快。笔者采用培养 30～36h时,处于

迅速生长期的种子。60h之后, 该菌进入衰退期。

2. 2　摇瓶发酵条件的优化

2. 2. 1　正交试验确定碳源、氮源、玉米浆的浓度

配比　结果见表 1.

表 1　正交试验的安排及实验结果

试验号 A 葡萄糖 B蛋白胨 C 玉米浆 x i(核黄素产量 mg/ L ) X i( x i - 60)

一 　 1( 1. 5% ) 　1( 0. 5% ) 　 1( 0. 5% ) 　　　　62. 8 　　　2. 8

二 1 2( 1. 0% ) 2( 1. 0% ) 58 - 2. 0

三 1 3( 1. 5% ) 3( 1. 5% ) 56. 5 - 3. 5

四 2( 2. 0% ) 1 3 71. 2 11. 2

五 2 2 1 57. 2 - 2. 8

六 2 3 2 75. 0 15. 0

七 3( 3. 0% ) 1 2 113. 5 53. 5

八 3 2 3 87. 3 27. 3

九 3 3 1 80. 4 20. 4

K 1 - 2. 7 67. 5 20. 4

K 2 23. 4 22. 5 66. 5

K 3 101. 2 31. 9 35

R 103. 9 45 46. 1

K 2
1 10796. 29 6080. 11 6063. 41

15李　嵘等: 发酵法制核黄素



根据极差, 因素的主次排列是 A
主

C
次

B,较佳配比为 A 3B1C2 ,即葡萄糖 3. 0% ,蛋

白胨 0. 5% ,玉米浆 1. 0%.

2. 2. 2　正交试验确定无机盐的浓度　结果见表 2.

表 2　无机盐离子正交试验安排及结果

试验号\因子 E (M g2+ ) G( K+ ) F( Na+ ) x i(核黄素产量 mg/ L ) X i( x i - 120)

一 　1( 0. 05) % 　1( 0. 10% ) 　1( 0. 10% ) 　　　148. 8 　　28. 8

二 1 2( 0. 15% ) 2( 0. 20% ) 123. 4 3. 4

三 1 3( 0. 20% ) 3( 0. 30% ) 114. 2 - 5. 8

四 2( 0. 10% ) 1 3 121. 1 1. 1

五 2 2 1 140. 4 20. 4

六 2 3 2 113. 4 - 6. 6

七 3( 0. 20% ) 1 2 114. 2 - 5. 8

八 3 2 3 142. 7 22. 7

九 3 3 1 120. 3 0. 3

K 1 26. 4 24. 1 49. 5

K 2 14. 9 46. 5 - 9

K 3 17. 2 - 12. 1 18

R 11. 5 58. 6 58. 2

K 2
1 1214. 81 2889. 47 2855. 25

根据极差, 主次因素为 F
主

G
次

E , 可选 E1G 2F 1, 即 MgSO 4·7H2O 0. 05% ,

K 2HPO 4 0. 15%, Nacl 0. 1%.

2. 2. 3　Cu2+ 和 Ca2+ 对核黄素产率的影响　发酵培养基中需含有微量的金属离子成分,许

多文献对Cu
2+
和 Ca

2+
的作用效果看法不一

[ 6]
。对此,做Cu

2+
和 Ca

2+
对产核黄素的影响的实

验时,取文献中报道的浓度水平。即Cu
2+ 的浓度为 2. 5×10- 8, Ca

2+浓度为 0. 01% . 对含Ⅰ

( Cu
2+ 又含 Ca

2+ ) ,Ⅱ(只含 Cu
2+ ) ,Ⅲ(只含 Ca

2+ ) ,Ⅳ( (不含 Cu
2+和 Ca

2+ )四种情况安排实

验,结果见表 3.

表 3　Cu2+ 和 Ca2+对核黄素产率的影响

试验号 测试内容
核黄素产量
( mg/ L)

发酵结束时
pH

Ⅰ 含Cu 2+ , Ca2+ 159. 7 6. 8

Ⅱ 含 Cu2+ 264. 7 6. 5

Ⅲ 含 Ca2+ 142. 3 7. 0

Ⅳ 不含C u2+ , Ca2+ 261. 1 6. 5

结果表明: 1) 微量 Cu2+ 的加入在实验

浓度范围内时对细胞没有毒害作用, 对产核

黄素的影响不大; 　2) 微量 Ca
2+ 的加入对产

核黄素有负作用;　3) Ca
2+加入使发酵结束

时 pH值升高。

2. 2. 4　初始 pH 对核黄素产率的影响　实

验结果见图 2.

图 2　初始 pH与核黄素产率关系图

1　发酵终点 pH　　　2　核黄素产量

　　图 2表明: 1) 初始 pH 高有利于产核黄素,当初始 pH= 6. 8,核黄素产量较多。　2) 发
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酵终点时pH 与核黄素产量有某种联系。初始 pH高,发酵终点时 pH 也高,发酵就完全,核

黄素产量也高。

2. 2. 5　装液量对核黄素产率的影响　实验结果见图 3.

图 3　装液量对核黄素产率的影响

结果表明: 对于 250ml三角瓶, 25～30ml的装液量较佳;对于 500m l三角瓶, 60～70ml

的装液量较佳。

2. 2. 6　接种量对核黄素产率的影响　实验

结果见表 4.

　　 结果表明: 对于 250ml 和 500m l三角

瓶,接种量为 10%时最佳。

2. 2. 7　促生因子的添加对核黄素产率的影

响　实验结果见图 4.

表 4　接种量对核黄素产量的影响

接种量
( % )

产量( mg/ L)
Ⅰ　　　Ⅱ

接种量
( % )

产量( mg/ L)
Ⅰ　　　Ⅱ

2 275. 7 304. 3 15 430. 5 405. 7

5 280. 2 350. 2 20 340. 2 410. 2

10 535. 5 530. 5 　

　　　注:Ⅰ 250ml三角瓶装液量 30ml ;

Ⅱ 500ml三角瓶装液量 60ml .

　　结果表明: 1) 添加豆油和油酸钠效果最佳, 产量提高 3倍以上。　2) 骨胶也有一定的促

产作用,干酪素和甘氨酸的促产作用有限。

2. 2. 8　豆油的补加实验　实验表明,豆油是效果显著的促生因子。根据核黄素是次级代谢

产物,且菌增殖和发酵过程分开等特点,我们以起始加入豆油为对照,不同时间添加豆油,观

测添加时间对核黄素产率的影响,结果见图 5.

图 4　各促生因子对核黄素产率的影响　　　　　　　图 5　豆油的添加时间对核黄素产率的影响

　1　发酵终点 pH　　2　核黄素产量
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　　 结果表明, 豆油在 36～60h 内添加,比起始加入效果好。

3　结　　论
核黄素的生物合成与积累是一个复杂代谢过程, 影响因素很多,主要有碳源、氮源、玉

米浆、无机盐、微量离子、促生因子、通风量、接种量和 pH 等,作者针对这些因素作了初步探

索,高产菌株的选育和培养条件的进一步改进是提高核黄素产量的最主要因素,有关研究将

继续深入下去。
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Studies on Fermentation of Riboflavin

Li Rong　Yu Junhong　Wu Peizong　Lu Wenqing

( S chool of Bioen gineering, Wuxi University of Light Indus try ,Wuxi, 214036)

Abstract　This thesis studied the culture condit ions of producing str ain of ribof lavin. The

init ial st rain w as E. ashbyii As 2. 481. The characterist ics o f the st rain, the composit ion

of fermentat ion medium and some culture conditions were investig ated. Glucose, peptone

and C. S. L w ere taken as the main ingredients. It show ed that the init ial pH= 6. 8, 60～

70m l culture liquid in 500 m l flask or 20～30ml in 250m l f lask, and the inoculum size being

10% volumn o f that of the medium would be benif icial to ribof lavin pr duct ion. It also

show ed that oil and oleic acid sodium were good promo ters. T he riboflav in yield o f the ini-

tial st rain was about 0. 1g/ L . After st rain purificat ion and cul ture condit ions opt im iza-

tion, the yield w as raised to 0. 6g / L .

Key-words　ribof lavin; fermentat ion; orthogonal test
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