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红曲霉发酵产胞外多糖工艺的优化
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摘 要：研究了碳源、氮源和无机盐对红曲霉 562 产多糖的影响，优化并确定了产胞外多糖的培养

基组成：麦芽糖 4$ 7 8 9，蛋白胨 ! ) % 7 8 9，磷酸二氢钾 3 7 8 9，硫酸镁 $ ) % 7 8 9，氯化钙 $ ) 4 7 8 9 )研究

了油脂对胞外多糖的影响，并确定棕榈油的添加量为 $ ) ! 7 8 :9 )在 %$$ ;9 的三角瓶装培养基 2%
;9，接种量 "%<，种子液种龄 !3 =，培养温度 ## >，摇床转速 !!$ ? 8 ;@A，培养 .4 = )在上述条件下

生物量干重为 " ) 3! 7 8 :9，发酵液胞外多糖产量可达 # ) !3 7 8 9，比初始条件高出 ! ) % 倍 )
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红曲是我国“药食同源”的典型代表，其药用价

值在《本草纲目》、《兽医本草》、《医林纂要》、《天工

开物》中都有记载 ) 具体功效有：（"）杀菌防腐，解

毒；（!）消食、活血、健脾、燥胃等 ) 现代生化实验也

证明红曲霉对多种细菌和病原菌有抑制作用，从红

曲霉中发现了多种生理活性物质，如降血压活性物

质 +’A,T’(@A P、降血糖活性物质等 )
功能性多糖是目前世界研究的热点之一 )目前

已经发现功能性多糖具有抗肿瘤、抗病毒、抗衰老、

增强免疫等多方面功能 ) 作者在对红曲的研究中，
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筛到一株红曲霉 !"#，该菌具有产胞外多糖能力，并

证明该多糖具有明显的生物活性 $有关红曲霉胞外

多糖的研究，目前尚未见文献报道 $

! 材料与方法

! " ! 菌种

由作者所在实验室对红曲菌种 %"&’ 进行 ()*+

诱变得到 $
! " # 培养基与培养方法

! $# $! 种子培养基! 葡萄糖 #+ , - .，蛋白胨 &+
, - .，/0/1& 2 , - .，%,31’·#421 5 , - .，消泡剂 5
6 2 滴，自然 74$
! $# $# 斜面培养基5 麦芽汁 5+ 89:，琼脂 2+ , - . $
! $# $$ 基础培养基! 葡萄糖 *+ , - .，/0/1& 2 $ ;
, - .，<42=1’ 2 $ ; , - .，%,31’·#421 + $ ; , - .，自

然 74$
! $# $% 初始培养方法! 斜面 &+ >恒温培养 ’ ?，取

斜面菌体接种入种子培养基中，&+ >往复式摇床上

培养 &+ @，种子液均质后接入发酵培养液 $
! " $ 测定方法

! $$ $! 生物量测定! 发酵液用 A 层纱布过滤，得到

菌体在 A+ >下烘干 52 @，称量至恒重 $
! $$ $# 多糖的测定! 发酵滤液定容至 5++ B.，取

发酵液 5; B. 加入 *+ B. 无水乙醇中，在 ; >下静

置 A @，过滤，在 A+ >烘干 52 @ 至恒重，称量 $

# 结果与分析

# " ! 液体培养基成分的优化

# $! $! 碳源对胞外多糖产量的影响 在发酵基础

培养基中维持其它成分不变，分别加入不同种类的

碳源 $培养 C* @ 后，分别测生物量和多糖含量 $表 5
表明：该菌能利用多种碳源产生多糖，以麦芽糖为

碳源时，生物量和胞外多糖含量均较高；其次为可

溶性淀粉、葡萄糖，对蔗糖利用较差 $
表 ! 不同碳源对多糖产量及生物量的影响

&’("! &)* *++*,- .+ -)* /0++*1*2- ,’1(.2 3.41,* .2 -)* 51.6
/4,-0.2 .+ *7-1’,*8848’1 5.893’,,)’10/*3 ’2/ (0.:’33

碳源
质量浓度 -
（, - .）

生物量 -
（, - ?.）

多糖产量 -
（, - .）

葡萄糖 *+ 5 $ A’ 5 $ 2;

蔗糖 *+ + $ #C + $ &#

麦芽糖 *+ 5 $ C+ 2 $ *+

可溶性淀粉 *+ 5 $ ;A 5 $ A;

# $! $# 氮源对胞外多糖产生的影响 在基础培养

基中，维持其它成分不变，分别加入不同种类的氮

源，培养 C* @，生物量及胞外多糖含量见表 2，结果

显示，不同氮源对红曲霉胞外多糖合成的影响很

大，其中以蛋白胨为好 $ 其次为硝酸钠、酵母膏、尿

素、硝酸铵 $ 硝酸铵的菌体产量和多糖产量都为最

低，该结果同类似研究的结果相同［2，&］$ 5CA& 年，

3DEF)GH 和 <HFIJF0KIDK 对短梗霉的研究中发现类似

规律，认为 /4L
’ 初始浓度高时，多糖合成的起始反

应受到迟延 $ /4L
’ 消耗殆尽是短梗霉多糖合成开

始的信号 $硝酸铵作用造成红曲霉胞外多糖产量低

的原因可能也在此 $
表 # 不同氮源对生物量及胞外多糖产量的影响

&’("# &)* *++*,- .+ -)* /0++*1*2- 20-1.;*2 3.41,* .2 -)* 51.6
/4,-0.2 .+ *7-1’,*8848’1 5.893’,,)’10/*3 ’2/ (0.:’33

氮源
质量浓度 -
（, - .）

生物量 -
（, - ?.）

多糖产量 -
（B, - .）

硝酸钠 2 $ ; 2 $ +C 5 $ 2;

硝酸铵 2 $ ; 2 $ +* + $ ;+

尿素 2 $ ; 2 $ 5A 5 $ 5;

酵母膏 2 $ ; 2 $ 22 5 $ 2+

蛋白胨 2 $ ; 2 $ 5; 5 $ ’+

# $! $$ 无机盐比例对胞外多糖的优化试验

据文献报道［’］，无机盐有促进菌体生长及多糖

合成的作用 $预备试验中，也已证明磷酸盐、%,2 L 对

红曲霉的生长为必需因子 $ 同时，不同无机盐的加

入对发酵液 74 值等内环境都可能有改变，考察单

种无机盐意义不大 $ 为了考察其协同作用，确定其

合适用量，进一步优化培养基组成，降低生产成本，

选用磷酸二氢钾质量浓度为 ! 因素，硫酸镁质量浓

度为 " 因素，硫酸钙质量浓度为 # 因素，各取 & 个

水平，以菌体生物量和胞外多糖产量为指标，进行

.C（&’）正交试验 $
极差分析见图 5，各种无机盐对红曲霉胞外多

糖产量的影响程度为 ! M # M "，即磷酸二氢钾的

影响最大，其次为氯化钙，而硫酸镁的影响最小 $其
中氯化钙的加入，先引起多糖产量的降低，后升高 $
分析其原因可能在于初始加入氯化钙时，钙离子同

硫酸根离子可能产生沉淀，使氯化钙的作用被掩

盖，硫酸根离子浓度降低，这些共同作用使多糖产

量出现降低 $
# " # 摇瓶发酵条件的确定

# $# $! 通气量对多糖产量的影响 多数菌株产多

糖的能力都同通气量有关［2，’］，作者通过改变其加

液量来控制通气量（见表 &）$结果表明，多糖的产量

与通气量关系密切 $ 装量少、通气好的多糖产量较
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高，反之则多糖产量低 ! 考虑单瓶产量和总产量因

素，选用加液量为 "# $% !

图 ! 无机盐正交试验结果的极差分析

"#$% ! &’(#)#*+(#,- +-+./0#0 ,1 #-,2$+-#3 0+.( ,2(4,$,-+.
2506.(0

表 7 通气量对多糖产量的影响

8+9% 7 845 51153( ,1 :5-(#.+(#,- ;6+-(#(/ ,- (45 ’2,<63(#,- ,1

5=(2+35..6.+2 ’,./0+334+2#<50 +-< 9#,)+00

装液量 & $% 生物量 &（’ & (%） 多糖产量 &（’ & %）

#) * ! +, - ! .-

"# * ! -. - ! /#

-)) - ! .# - ! ,0

-*) - ! #/ - ! +-

> !> !> 温度对多糖产量的影响 温度往往影响菌

株的生长状态，引起代谢流变化，作者考察了不同

温度对红曲霉胞外多糖产生的影响（见表 ,），结果

表明，产多糖的最适温度为 ++ 1 !
表 ? 温度对多糖产量的影响

8+9%? 845 51153( ,1 (5)’52+(625 ,- (45 ’2,<63(#,- ,1 5=(2+@

35..6.+2 ’,./0+334+2#<50 +-< 9#,)+00

温度 & 1 生物量 &（’ & (%） 多糖产量 &（’ & %）

*" - ! 00 - ! +,

+) - ! ". - ! ,0

++ - ! 0+ * ! -0

+/ - ! 0- - ! "*

> !> !7 接种量对多糖产量的影响 改变接种量大

小，考察其对多糖产量的影响 ! 结果表明 -#2接种

量时多糖产量最大 ! 其中多糖产量随接种量出现

‘3’形变化，排除测量误差后，推测可能是在接种量

较小时，主要是通过影响发酵培养基中的菌体细胞

密度来影响多糖产生，而在接种量 -#2时，种子液

中的营养成分的作用凸现，从而出现产量的再度提

高 !根据表 # 的结果，选取接种量 -#2作为最终接

种量 !
表 A 接种量对生物量和多糖产量的影响

8+9%A 845 51153( ,1 #-,36.6) 0#*5 ,- (45 ’2,<63(#,- ,1 5=@
(2+35..6.+2 ’,./0+334+2#<50 +-< 9#,)+00

接种量 & 2 生物量 &（’ & (%） 多糖产量 &（’ & %）

+ - ! )0 - ! +*

# - ! "/ - ! #*

-) - ! .# - ! ,0

-# - ! .* - ! 0.

> !> !? 种龄对多糖产量的影响 采用不同种龄种

子液，考察种龄对多糖产量的影响，结果见表 / ! 接

入种龄为 *, 4 的种子液时，多糖产量最高 !
表 B 种龄对生物量和多糖产量的影响

8+9% B 845 51153( ,1 #-,36.+(#,- (#)5 ,- (45 ’2,<63(#,- ,1 5=@
(2+35..6.+2 ’,./0+334+2#<50 +-< 9#,)+00

种龄 & 4 生物量 &（’ & (%） 多糖产量 &（’ & %）

*, - ! 0# - ! "-

+) - ! 0- - ! +/

+/ - ! .+ - ! #,

> % 7 脂肪酸对红曲霉生物量和产胞外多糖的影响

一些植物油对真菌胞外多糖的产生具有促进

作用［*］，其具体机理尚不清楚，推测可能是其作用

于细胞胞壁，与改变其通透性有关 ! 作者考察了不

同量的棕榈油和油酸对红曲霉胞外多糖产量和生

物量的影响，结果见图 * ! 同报道情况相同：两者对

产红曲霉胞外多糖都具有促进作用 !其中棕榈油对

胞外多糖产量的影响大于油酸的作用；而与报道不

同的是对生物量的作用，根据作者的试验，棕榈油

对生物量具有促进作用，而油酸对其产生了抑制 !

图 > 油脂对生物量和多糖的影响

"#$%> 845 51153( ,1 <#11525-( ,#. ,- (45 ’2,<63(#,- ,1
5=(2+35..6.+2 ’,./0+334+2#<50 +-< 9#,)+00
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果实的可溶性固形物含量，降低可滴定酸含量，抑

制叶绿素的降解，增加果实绿色指数，降低烂果率

和鸭梨黑心病的发病率 !
早在 "# 世纪 $# 年代就有人研究了乙醇在果实

采后贮藏中的作用，乙醇可以抑制乙烯的生成，延

缓番茄果实或康乃馨切花的衰老［%］!乙醇延缓果实

成熟、抑制黑心病的机理，一方面可能是因为乙醇

处理后，乙醇作用于细胞膜位点，抑制了乙烯的生

物合成［&］；另一方面，在低浓度情况下，它通过引起

细胞膜的变化，改变结合蛋白质的性质，使变性速

度趋缓，同样起到了抑制作用［$］!
乙醇抑制乙烯、延迟老化活动，对于贮藏环境

因素的控制和采后处理等，都具有重要的生理作用

和应用价值，可应用于果实采后减缓成熟，延长果

实贮藏和货架期寿命，增加经济效益 !
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: ; < 发酵优化条件检验

在 @## KF 的三角瓶中加入优化组合的培养基

&@ KF，加入棕榈油 # ! " J Y ;F，在 NN Z，转速为 ""#
= Y K1/ 的旋转式摇床上培养，接种量为 ’@[，种龄取

"A 0，测多糖产量 !表 & 表明最终优化后平均产量达

到 N ! "A J Y ;F，比初始条件高出约 ’ ! @ 倍 !
红曲霉发酵胞外多糖初始被发现，结合其综合

利用，具有很高的潜在价值和开发前景 !

表 = 多糖的发酵条件检验试验

93>; = 94$ ?%’’@A*$-*- ’@ *4$ @$%#$0*3*+’0 (’08+*+’0- ’@
$B*%3($22,23% ?’25-3((43%+8$-

平行标号 生物量 Y（J Y ;F） 胞外多糖产量 Y（J Y F）

’ ’ ! A$ N ! ##
" ’ ! A@ N ! @%
N ’ ! NA N ! ’&

平均 ’ ! A" N ! "A
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