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核黄素产生菌 T30的补料发酵
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摘要　对核黄素产生菌 T30补料发酵进行了研究。 结果表明 ,发酵液呈非牛顿特

性 ,充足的溶氧是核黄素高产的关键。 补料发酵可以提高核黄素的产量 ,补料以补

糖为主 ,补单糖或双糖均可。补糖时间与发酵液的 pH值和菌体生长情况密切相

关。发酵 48 h以后 ,控制发酵液的 p H值在 5. 4～ 6. 2之间 ,多次少量补糖 ,核黄素

的产量可提高 20% ～ 30% . 经补糖发酵后 , T30的核黄素产量可达 8 g /L以上。
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0　前　　言
补料发酵是指在分批培养过程中间歇或连续地补加新鲜培养基的培养方法 ,是介于间

歇发酵与连续发酵之间的一种发酵形式
[ 1]
。补料发酵可以使发酵液维持较低的基质浓度 ,解

除高浓度底物的阻遏效应 ;菌体浓度保持在适当的范围内 ,不再加剧供氧的困难 ;减少培养

基中有毒代谢物的积累。与连续发酵相比 ,补料发酵对发酵过程的无菌要求相对较低 [ 2]。

T30是丝状酵母 ,培养基过于丰富时会使菌体生长过于旺盛 ,发酵液非常粘稠 ,传质状况很

差 ,不利于菌体的生存和代谢。另外 ,高浓度基质会引起碳分解代谢物的阻遏现象 ,形成阻遏

产物。有关核黄素补料发酵的报导较多
[3, 4 ]

,但效果明显的不多 ,所得的结论也不一致。由于

核黄素发酵周期较长 ,发酵过程中的各种参数相互影响 ,而且均处于变化之中 ,必须针对生

产菌种的代谢特性 ,研究菌体生长、基质消耗与产物形成之间的关系 ,联系生产实际 ,选择恰

当的反馈参数 ,采用合适的方法进行补料 ,才能取得良好的效果。

1　材料与方法
1. 1　材料

菌种: T30 (属阿氏假囊酵母 E ashbyii ) ;

发酵培养液: 葡萄糖 30 g /L,骨胶 30 g /L ,玉米浆 20 m L /L,豆油 30 m L /L, 蛋白胨 5

g /L, K2 HPO4 3 g /L, Na Cl 3 g /L, M g SO4· 7H2O 0. 2 g /L, p H值 7. 0～ 7. 2;

补料用高浓糖液质量浓度: 500 g /L;



多组分补料液:按发酵用培养基中各组分的浓度比例配制的高浓培养液 (豆油除外 ) ;

培养条件: 28～ 30℃ ,往复式摇床 , Kla ≥ 410 h
- 1 ( Na2 SO3氧化法测定 ) ;

接种量: 2%～ 5% .

1. 2　方法

核黄素含量测定: 分光光度法 [5 ] ;

菌体浓度测定:干重法 [6 ] (文中的菌体量和菌体浓度均以干重计 ) ;

糖含量测定: 费林定糖法
[6 ]
。

2　结果与讨论
2. 1　补料预备试验

2. 1. 1　核黄素发酵进程曲线的测定　培养液接种 T30 ,摇瓶发酵 200 h,测得糖质量浓度、

菌体量、 p H值和核黄素产量等参数随时间的变化曲线。见图 1.

图 1　核黄素发酵曲线

糖质量浓度在前 30 h内迅速下降 , 62 h基本消耗完全。 在糖质量浓度迅速下降的同

时 , p H值也随之下降 , 42～ 45 h时 pH降至最低点 5. 2,随后开始回升 ,至发酵第 8天上升到

最高值 7. 2. 菌体量在前 48 h内迅速增加 ,以后又有所下降 ,在 120～ 160 h菌浓处于平衡

状态 , 160 h以后菌体量逐渐减少。 发酵开始第 1天没有核黄素产生 , 30 h后开始有核黄素

合成 , 48 h以后合成速度大大加快 ,到第 8天达到最大值。发酵液的 p H值由起始 7. 0下降

到 5. 2的过程中会释放出较强的酸味 ,用纸层析法的分析结果表明 ,发酵过程中 p H值下降

是由于在培养液中积累了丙酮酸和少量甲酸、乙酸 [7 ]。 随着核黄素的不断积累和 N H3不断
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图 2　 pH值对菌体生长的影响

产生 ,导致发酵液的 p H值不断上升 ,在发酵后

期可闻到明显的氨味 ,用 Nesseler 's试剂检测

也证实有氨放出。

2. 1. 2　 pH对菌体生长的影响　接种 T30入不

同 p H值的种子培养液 ,培养 30 h后 ,测定在不

同 pH值下获得的菌体生长量 ,见图 2.

p H值低于 5. 0时菌体生长基本趋于停止 ,

pH值低于 6. 0时菌体生长受抑制。

2. 1. 3　补糖对核黄素产量的影响　接种 T30入

发酵培养液 ,分别在 24 h, 48 h和 72 h时用灭

菌后的高浓糖液补糖 10 g /L,发酵 160 h,测得

核黄素产量见表 1.

表 1　核黄素产量

补糖时间 /h 核黄素产量 / ( mg /L) 增幅 /%

对照 4456

24 4400 - 1. 2

48 5320 19. 4%

72 4590 3%

　　在发酵 48 h时补糖 ,核黄素产量提高了

19. 4% ,效果比较明显。在 24 h时和 72 h时

补糖 ,核黄素的产量基本没有变化。参照发酵

进程曲线 ,在 24 h时 ,糖质量浓度正在迅速

下降 , pH值在 6. 2左右 ,菌体处于迅速生长

期 ,所补的糖主要用于菌体生长。 在 48 h时

糖降已结束 , p H值处于最低点 ( 5. 0～ 5. 2) ,菌体生长趋于停止 ,所补的糖用于合成核黄素

的可能性较大 ,所以核黄素的产量会提高。在 72 h时 ,发酵液的 pH值又上升至 6. 2左右 ,所

补的糖用于菌体的生长和呼吸氧化的可能性较大 ,所以最终的核黄素产量并不提高。

由上述实验结果可知: p H值对 E ashbyii的生长及核黄素的合成均有显著影响 ,选择合

适的发酵 pH值必须既有利于菌体生长又有利于产物合成 ,而菌体生长的最适 p H值与产物

合成的最适 p H值往往是不同的
[6 ]。观察摇瓶试验获得的发酵进程曲线 ,发现菌体 E ashbyi i

合成核黄素较快的 pH值区域为 5. 4～ 6. 2,所以补料工艺应根据这一特性 ,控制 p H值在这

个区域有较长的停留时间 ,使补料尽可能多地转化成核黄素。

在青霉素发酵中 ,有人曾对比了 2种不同的控制 pH值的方法 ,一种是根据生产菌种的

代谢需要 ,通过改变加料速率来控制 p H值 ,另一种是恒速补料 , p H值由加酸碱来进行调

节。这二种情况的总加料量相同 ,但是采用按需补料控制 pH值可获得持久的青霉素高产 ,

最终比恒速补料的青霉素产量提高 25%左右 [8 ]。这个对比试验证明:控制发酵的理想途径

应该根据菌体细胞的自身代谢需要通过逐步补料来实现。

另外 ,培养液中的溶氧 ,糖浓度和菌体浓度也是核黄素发酵的重要反馈参数 ,溶氧不足、

糖浓度过高和菌体浓度过高均会导致发酵的失败
[ 3]

,所以在控制 p H值的同时必须兼顾上

述参数的变化和允许范围才能使发酵生产得以顺利进行。

2. 2　摇瓶补料发酵试验

在 E ashbyii发酵过程中 ,补料时间和补料方式对核黄素的产量和菌体活力都有显著影

响 ,如果补料时间选择不当 ,容易造成菌体浓度过高 ,供氧不足 ,导致菌体自溶。若一次补料

太多 ,往往会造成 pH值急剧下降 ,发酵液过酸 ,菌体活力大大降低 ,核黄素合成停止。 只有

在适当的 p H值范围内 ,选择合适的时间 ,进行多次少量补料才能获得理想的效果 [9 ]。
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2. 2. 1　补糖发酵试验　接种 T30入发酵培养液 ,在 48 h、 72 h和 96 h时各补糖 10 g /L,发

酵 200 h,测得糖质量浓度、核黄素和菌体量随时间的变化如图 3,图 4所示。与对照样 (不补

糖发酵 )相比 ,核黄素产量提高近 25% .

　　　图 3　 pH及菌体量的变化　　　　　　图 4　糖质量浓度及核黄素产量的变化

2. 2. 2　多组分补料试验　将发酵液作适当稀释 ( 100 m L发酵液加 30 m L无菌水 ) ,以糖浓

度为示踪参数 (补料液是除豆油以外按培养基配比配制成的高浓培养液 ,豆油预先一次性加

入有利于提高核黄素的产量
[6 ]

) ,测定培养过程中的 p H值 ,菌体浓度和核黄素产量随时间

的变化见图 5,图 6.

　　　图 5　 pH及菌体量的变化　　　　　　　图 6　糖质量浓度及核黄素产量的变化

分批补料发酵把低 pH值区间扩展了近 30 h ,最终的核黄素产量比一次性不补料发酵

提高 30%左右 ,与补糖发酵的结果相差不多 ,但菌体浓度降低了 ,最高菌浓不超过 28. 5

g /L,发酵液的粘度和单位体积发酵液的耗氧量均有明显降低 ,这对于保持菌体的活力和缓

解设备通风供氧的困难都是极其有利的 [ 5]。

2. 2. 3　双糖补料发酵试验　 在摇瓶培养核黄素产生菌 Eaw 95. 1时发现 ,用双糖代替部

分葡萄糖可以提高核黄素的产量 [9 ]。选用蔗糖和

麦芽糖与葡萄糖作补糖对比试验 ,接种 T30 ,摇瓶

培养 200 h后测得最终核黄素产量见表 2. 补蔗

糖和麦芽糖和补葡萄糖的效果基本一致。

　表 2　补糖对比试验结果　　 g /L

补料液组分 葡萄糖 蔗糖 麦芽糖

核黄素 8235 8580 8640
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3　结　　论
1)发酵液 pH是重要的补料控制参数 ,对菌体生长和核黄素的合成均有显著影响。

2)通过补料可以使发酵液的 pH值控制在一个合适的范围内 ( 5. 4～ 6. 0) ,既能限制菌

体的过度繁殖 ,又能维持菌体活力 ,促进产物合成。

3)补料以补糖为主 ,但多组分限量补料可以控制菌浓 ,缓解供氧困难。

4)多次补糖发酵比一次性投料发酵可提高核黄素产量 20%～ 30% , T30经补料发酵后 ,

核黄素的产量可达 8 g /L以上。
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Studies on the Feed-batch Fermentation by

Riboflavin Producing Strain T30

Lu Wenqing　 Zha ng Kechang　 Wu Peicong

( School of Biochemical Engineering, W uXi University of Light Ind ust ry, Wuxi 214036)

Abstract　 Ribof lav in producing st rain T30 was a thread-like fungi w hich was high-ox yg en

demanded. Its fermenta tion bro th w as behav ed as non-new toin cha racteristics. Sufficient

o xyg en in bro th w as quite cri tical for hig h productivi ty of ribo flavin. Ba tch-feeding could

im prov e ribof lavin productivi ty. Sug ar wa s th e predominant component in feeding culture.

There w as no di fference betw een feeding m onosaccharide and disaccharide. The time for

feeding was firm ly associated wi th p H o f the bro th and micro orga nism g row th. By co ntrol-

ling pH w ithin the rang e of 5. 4～ 6. 2 af ter 48 hrs cultiv atio n and feeding sev eral times

w ith a small am ount of suga r each time, the ribof lav in yields could be improved by 20%～

30% . M ore than 8000mg /L of ribof lav in in the bro th could be obtined by ba tch-fed culti-

va ting T30 .

Key words　 ribof lavin; batch-feeding fermentation; productivi ty; E ashbyi i
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