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高产类胡萝卜素红酵母的筛选及其发酵条件
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摘 要：通过对数株红酵母培养后发酵液中菌体生物量及类胡萝卜素含量的测定比较，从中选出

了 $株产类胡萝卜素能力较强的红酵母 456.0；研究了该菌株产类胡萝卜素的最适碳源和氮源，并
对其主要营养与环境条件进行了选择及优化，获得了最佳发酵条件：葡萄糖 2" 7 8 9、（*:2）!;<2 $"
7 8 9、酵母膏 # 7 8 9、蕃茄汁 ! =( 8 9、花生油 " > % =( 8 9、接种量 #" =( 8 9、初始 ?: 3 > "、!%" =9三角瓶
中培养基装量为 2" =9 )在此初步优化的培养条件下，红酵母 456.0经 @! A摇瓶发酵，其生物量、
类胡萝卜素含量和产量分别可达 !3 > 0 7 8 9、#03 > .!7 8 7 和 $" > 2 =7 8 9，依次比初筛中提高了
#2 > @B、$% > 3B和 %% > !B >
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类胡萝卜素（O,Y’UVJ’HR[）是一类具有预防血管
硬化、抑制肿瘤发生、增加宿主免疫力、抗氧化能力

和抑制自由基产生等功能的物质，主要包括"6胡萝

卜素、虾青素、叶黄素和蕃茄红素等 )从植物和盐藻
中提取天然类胡萝卜素受地域条件、原料来源、提

取得率等限制，生产成本较高 )利用微生物技术生
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产天然类胡萝卜素的主要菌种为三孢布拉霉

（!"#$%&"%# ’()&*+(#）和红酵母（ ,-+.+’+(/"#），前者
已处于产业化开发研究阶段，后者尚处于实验室小

试研究阶段 !一般认为，采用红酵母生产类胡萝卜
素，虽然其色素生产水平目前较三孢布拉霉低许

多，但红酵母营养要求简单、培养周期短、菌体可综

合利用、发酵过程易于产业化，具有很高的应用价

值和开发前景［"］!但目前国内对红酵母类胡萝卜素
的研究主要集中在色素的提取及鉴定等方面，对菌

种筛选、育种及其类胡萝卜素形成的生理学条件等

则缺少深入研究 !作者报道了对红酵母类胡萝卜素
高产菌株 #$%&’ 的筛选及其发酵生理学条件的研
究结果 !

! 材料与方法

! " ! 菌种
红酵母菌株 作者所在实验室收集、分纯和保

存 !
! " # 菌种筛选培养基
斜面活化培养基：’( )*麦芽汁固体培养基；液

体种子培养基：葡萄糖 +,，蛋白胨 ",，酵母膏
",，自然 -.值；液体发酵培养基：葡萄糖 /,，蛋白
胨 ",，酵母膏 ",，调 -. 0 1 2 !
! " $ 培养和筛选方法
将各待试菌株从保存斜面移接到斜面活化培

养基上，+’ 3培养 /’ 4 之后，挑 + 环接入装有 52
67液体种子培养基的 +82 67 三角瓶中，+’ 3振
荡培养 +/ 4，然后按 8,的接种量接入装有 82 67
发酵培养基的 +82 67三角瓶中，于 +’ 3振荡（"82
9 : 6;<）培养 =+ 4 !发酵结束后经离心收集菌体并测
定生物量和类胡萝卜素含量，根据单位体积发酵液

的类胡萝卜素产量确定高产菌株 !
! " % 最佳生理条件测试方法
先按单因素试验法选择适宜的碳、氮源，然后

按均匀设计试验方法［+］，对影响红酵母生长及类胡

萝卜素合成的各种营养与环境条件进行系统测试 !
! " & 细胞生物量测定
将发酵液转入离心杯中，以 5 222 9 : 6;< 离心

"2 6;<，弃上清液，沉淀水洗后再次离心，所得酵母
泥于 88 3烘干称重 !
! " ’ 类胡萝卜素的抽提与测定
按文献［5］所述方法进行，结合具体情况略有

改动 !干菌体经盐酸—热处理法破壁后，以丙酮抽
提类胡萝卜素 !粗提液用 =+" 型分光光度计在 /=8

<6处测定吸光度，计算出类胡萝卜素含量 !
! " ( 残糖和 )*测定
残糖用斐林氏法测定，-.用笔式酸度计测定 !

# 结果与讨论

# " ! 菌种筛选及结果
按材料和方法中所述，对待筛选的 "+ 株红酵

母进行发酵培养并分别测定生物量和类胡萝卜素

含量及产量，其结果列于表 " !从此表可知，除 #$%
+、#$%/、>$%"和 >$%5 /株酵母在所试条件下类胡
萝卜素产量较低外，其它酵母产类胡萝卜素能力均

较强 !其中，#$%&’菌株不仅生物量高，而且类胡萝
卜素含量也高，故单位体积发酵液产量提高 !因此，
筛选结果把 #$%&’视为类胡萝卜素高产菌株 !

表 ! 菌种筛选试验结果
+,-"! +./ 012//3435 2/06780 9: 082,430 )29;61435 1,298/394;0

菌种
生物量 :
（? : 7）

类胡萝卜素质
量分数 :（!? : ?）

类胡萝卜素质
量浓度 :（6? : 7）

#$%" "’ 1 ’ +88 1 ’ / 1 ’

#$%+ ’ 1 / "0& 1 0 " 1 /

#$%5 "’ 1 0 +’0 1 & 8 1 5

#$%/ "" 1 / +2= 1 + + 1 /

#$%&’ "& 1 & 55/ 1 ’ 0 1 =

#$%&’" "’ 1 8 5+/ 1 = 0 1 2

#$%&’+ "0 1 + 5"8 1 = 8 1 "

#$%&& "/ 1 ’ 50’ 1 0 8 1 8

#$%&&" "0 1 0 58& 1 + 0 1 2

>$%" "2 1 0 ++/ 1 0 + 1 /

>$%+ +5 1 0 +/0 1 ’ 8 1 ’

>$%5 ’ 1 ’ 5+2 1 5 + 1 ’

另外，从育种角度讲，把生物量较高而类胡萝

卜素含量较低的菌株 >$%+ 与类胡萝卜素含量较高
而生物量较低的菌株 #$%&&，通过原生质体融合技
术或基因工程技术，构建菌体生长快且类胡萝卜素

含量高的新菌株，将是今后努力的一个方向 !
# " # 碳源和氮源的选择
从表 +可知，除淀粉不能利用外，常见碳源如

葡萄糖、麦芽糖和蔗糖均是红酵母 #$%&’生长及类
胡萝卜素合成的良好碳源，但考虑到生产成本和原

料来源（大生产中葡萄糖可用淀粉水解液代替），选

葡萄糖作为最佳碳源 !在所试 / 种氮源中，蛋白胨
和酵母膏效果最好，（@./）+>A/ 和酵母膏次之，但

后者成本较低，故选（@./）+>A/ 和酵母膏作为最佳

氮源 !
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表 ! 不同碳、氮源对生物量和类胡萝卜素合成的影响
"#$% ! "&’ ’((’)*+ ,( )#-$,. #./ .0*-,1’. +,2-)’+ ,. *&’

!
!
!
!
!
!

)#-,*’.,0/+ (’-3’.*#*0,.

碳源

生物

量 !
（" ! #）

色素质
量浓度 !
（$" ! #）

氮 源
生物
量 !
（" ! #）

色素质
量浓度 !
（$" ! #

!
!!

）

葡萄糖 %& ’ ( ) ’ & 蛋白胨

!
!!

%* ’ + + ’ &

麦芽糖 &, ’ - + ’ % （./0）%120

!
!!!

&& ’ , ( ’ %

蔗糖 %( ’ % ) ’ 0 蛋白胨 3
酵母膏

!
!!!

%% ’ 0 ) ’ (

可溶性
淀粉

( ’ + * ’ 0+
（./0）%120 3
酵母膏

&- ’ + + ’ ,

! % 4 最佳发酵生理学条件试验
影响红酵母类胡萝卜素发酵的因素很多［0，4］，

除碳源、氮源外，还有发酵助剂（蕃茄汁、花生油等）

及通气量（培养基装量）等环境条件 5为了以较少的
试验量得到较佳的发酵生理学条件，采用比正交设

计更简洁的均匀设计试验法［%］，各因素及水平的选

取见表 (，试验结果与分析见表 0 5本实验为 , 因素
(水平，所使用的均匀设计表是作者根据 &*因素 &&
水平的均匀设计表 ! &&（&&&*）演化而来 5
由表 0 可知，各因素对红酵母生物量、类胡萝

卜素含量和产量的影响不尽一致 5 但不难发现，单

位体积发酵液产类胡萝卜素的最优条件组合（参见

图 &）正好与均匀设计试验中第 4 号试验的条件组
合相同，可见在该条件下生物量、类胡萝卜素含量

和产量的平均值分别可达 %+ ’ , " ! #、(,+ ’ -!" ! "和
&* ’ 0 $" ! #，依次比初筛中提高 (0 ’ )6、&4 ’ +6和
44 ’ %6 5 由此可知，设法提高红酵母生物量（如通过
高密度培养技术等），是比提高菌体类胡萝卜素含

量更有效的措施，后者也许只有通过定向育种的生

物学途径才能有所突破 5
表 4 均匀设计试验各因素及水平

"#$%4 "&’ (#)*,-+ #./ 5’6’5+ ,( 2.0(,-3 /’+01. *’+*

因 素
水 平

& % (

酵母膏质量浓度 " !（" ! #） % ( 0

接种量体积分数 # !（$# ! #） &* %* (*

蕃茄汁体积分数 $ !（$# ! #） & % (

培养基装量体积分数 % !（$# ! #） %0* %** &+*

花生油体积分数 & !（$# ! #） * ’ 4 & ’ * & ’ 4

7/值 ’ 4 ’ * 4 ’ 4 + ’ *

葡萄糖质量浓度 ( !（" ! #） 0* (* %*

（./0）%120 质量浓度 ) !（" ! #） 4 &* &4

表 7 均匀设计试验方案及结果分析
"#$%7 "&’ -’+25*+ ,( 2.0(,-3 /’+01. *’+*

试验号
试验条件

" # $ % & ’ ( )

生物量 !
（" ! #）

质量分数 !
（!" ! "）

质量浓度 !
（$" ! #）

& & & & % % % ( & &, ’ + (-) ’ , ) ’ 0
% & % % ( % & & ( %& ’ % (+( ’ 4 ) ’ )
( & % ( & % ( % ( &0 ’ ) (%+ ’ 0 0 ’ ,
0 % ( & % ( & % ( &, ’ % %-- ’ & 4 ’ 0
4 % ( % ( & ( & % %+ ’ , (,+ ’ - &* ’ 0
+ % & ( & ( & ( % %0 ’ % (4% ’ + , ’ 4
) ( & ( % & ( % % %% ’ ) %,- ’ - + ’ +
, ( % & ( ( % & & %4 ’ + (&+ ’ , , ’ &

" ! ( &, ’ % %& ’ , %* ’ , %* ’ , %0 ’ ( %& ’ % %0 ’ 4 %% ’ 4 !8 %& 5 ) (0) ’ ) ) ’ +

# ! ( %( ’ & %* ’ 4 %( ’ , &- ’ , &, ’ % %% ’ 4 &, ’ 4 %0 ’ +

$ ! ( %( ’ - %% ’ , %* ’ 4 %0 ’ 4 %% ’ ) %& ’ 0 %% ’ & &, ’ * " ( #( $%%( && ’% (& )%

* 4 ’ ) % ’ ( ( ’ ( 0 ’ ) + ’ & & ’ ( + ’ * + ’ + *) 9 *& 9 *( 9 *" 9 *% 9 *$ 9 *# 9 *’
" ! ( (+% ’ 0 %0+ ’ , (() ’ - (4, ’ 4 (4) ’ ) ((, ’ 0 (44 ’ ) ()* ’ (
# ! ( (0+ ’ % ((4 ’ + (,% ’ ( (%, ’ - (+% ’ + ()* ’ ( (*4 ’ & (0( ’ &
$ ! ( ((0 ’ 0 (+* ’ , (%( ’ * (44 ’ ) (%% ’ , ((0 ’ 0 (,% ’ ( (%- ’ ) " & #( $%%& &% ’% (( )&

: %, ’ * %4 ’ % 4- ’ ( %- ’ + (- ’ , (4 ’ - )) ’ % 0* ’ + *( 9 *$ 9 *) 9 *& 9 *’ 9 *% 9 *" 9 *#
" ! ( + ’ + ) ’ 4 ) ’ * ) ’ 4 , ’ , ) ’ % , ’ ) , ’ (
# ! ( , ’ & + ’ - - ’ & + ’ 4 + ’ + , ’ ( 4 ’ + , ’ 4
$ ! ( , ’ * , ’ 0 + ’ + , ’ ) ) ’ ( - ’ ) , ’ 0 + ’ * " % #( $%%( &% ’( (& )&

: & ’ 4 & ’ 4 % ’ 4 % ’ % % ’ % % ’ 4 ( ’ & % ’ 4 *( 9 *$ 8 *’ 8 *) 9 *% 9 *& 9 *" 8 *#
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图 ! 各因素对类胡萝卜素产量的影响趋势
"#$% ! &’( ())(*+, -) .#))(/(0+ )1*+-/, -0 *1/-+(0-#., )(/2(0+1+#-0

3 % 4 光照对类胡萝卜素形成的影响
为考察光照对红酵母生长及类胡萝卜素合成

的影响，采用 ! 种光照条件不同的摇床进行培养 "
结果表明，光照能显著促进类胡萝卜素的形成，这

可能是由于光照促进了类胡萝卜素前体物质及双

键的形成而引起的 "同时，光照对生物量也有一定
的影响，但并不显著 "与色素形成所需条件相比，细
胞生长所需条件要宽松些［#］，所以在采用红酵母进

行类胡萝卜素发酵时应优先满足产物形成的条件，

大生产时可考虑使用玻璃钢罐 "
3 % 5 发酵过程动态分析
为揭示发酵全过程中各个因素之间的动态变

化规律和相互关系及选择最佳发酵周期，按前面均

匀设计试验中所选定的各项条件，一次配料接种进

行摇瓶发酵，定时随机重复取样进行分析测定，结

果见图 !所示 "

图 3 发酵过程动态曲线
"#$% 3 &’( 10167,#, -) )(/2(0+1+#-0 *-8/,(

由图 !可见，随着发酵的进行，细胞生物量、类
胡萝卜素质量分数和产量均呈均增加趋势，但依次

在 #$ %、$# %和 &! %时达到最高值，同时酵母对糖
的利用经 #$ %基本结束 "如用肉眼观察，发酵液在
!# %前呈浅黄色，!# %后逐渐转红，且越来越红 "这
说明，类胡萝卜素是红酵母的次级代谢产物，对数

生长后期和稳定期开始形成，但大量形成于生长期

结束和营养耗完时 "发酵液 ’( 值呈先下降后回升
的趋势，可能是由菌体生长、自溶作用及产物氧化

等所引起的 "综合考虑各项指标，作者选定 &! % 为
最佳发酵周期，过长或过短对产量和产物提取均不

利 "
3 % 9 类胡萝卜素的定性测定
将红酵母 )*+,$ 菌体细胞经酸热法破壁并经

丙酮浸提所得的粗提液与!+胡萝卜素标准品的丙
酮浸提液，分别用紫外可见分光光度计在 !-- . /--

01波长下扫描，发现其最大的 ! 个吸收峰波长前
者为 #&2 01和 3&- 01，后者为 #/- 01和 3#2 01，
可见该红酵母所产类胡萝卜素是以!+胡萝卜素为
主要成份 "

: 结 论

4）通过测定菌株生物量和类胡萝卜素含量，从
数株红酵母中筛选出了一株产类胡萝卜素能力较

强的菌株 )*+,$，其类胡萝卜素产量为 / 5 & 16 7 8 "
!）通过对主要营养与环境条件的选择及优化，

特别是采用均匀设计试验法，初步确定了该菌株类

胡萝卜素发酵的最佳生理条件，使其类胡萝卜素产

量可提高到 4- 5 # 16 7 8，比初筛中产量增加了
22 5 !9 "

3）通过观测发酵过程生理现象的变化，认为该
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菌株所产类胡萝卜素是菌体的次生代谢产物，并选 定其最佳发酵周期为 !" # $
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