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摘　要　用红球菌 ZAU 6菌株在 10 L 具膜气体分布器内环流式反应器中进行了类胡萝卜素发酵

研究。试验表明,红球菌在该反应器中有二次生长现象,氧是该菌生长限制性因子,提高通气量可提

高细胞生物量,同时可缩短发酵周期。而流加糖发酵法对提高色素得率的作用不明显。在该体系中,

在最适条件下细胞生物量可达 13. 6 göL ,色素量为 1. 5 göL。

关键词　红球菌　类胡萝卜素　气升式内环流反应器　发酵

色泽是食品最悦目的属性之一,生产上为使食品具有良好的色泽常需添加食用色素。食品加工过程中对

食用色素的需求不断增加。目前国内食品加工企业所使用的色素基本上是合成色素,而合成色素早已被证明

具有致癌、致畸等作用。为确保消费者身体健康有必要开发天然色素,类胡萝卜素是具有保健与着色双重作

用的的色素。我们从土壤中分离到一株类胡萝卜素产生菌, 经鉴定为红球菌属的一个种[1 ]。T akaich i

Sh in ich i[2, 3 ]等人曾对用红球菌生产类胡萝卜素做过研究外,国内尚未见到用红球菌生产类胡萝卜素的报道。

作者前期对该菌的培养基及发酵条件进行了研究[4, 5 ]。并在此基础上用清华大学朱德权设计的 10 L 具膜气体

分布器内环流式反应器中对其发酵过程、流加糖及通气量对细胞生物量及类胡萝卜素产率的影响进行了研

究。

1　材料与方法

1. 1　培养基

1) 斜面培养基　马铃薯蔗糖斜面培养基:马铃薯 20 % ,蔗糖 1 % ,琼脂 2 % , pH 自然; 酵母膏蔗糖斜面

培养基:酵母膏 0. 5 % ,葡萄糖 1 % ,琼脂 2 % , pH 6. 5 ;

2) 种子培养基　马铃薯蔗糖种子培养基:马铃薯 20 % ,蔗糖 2 % , pH 自然; 酵母膏蔗糖种子培养基: 酵

母膏 1 % ,蔗糖 2 % , pH 6. 5;

3) 发酵培养基　 马铃薯蔗糖培养基: 马铃薯 14 % ,葡萄糖 1 % ,蔗糖 2. 5 % ,尿素0. 3 %。

a. 反应器　　　　b. 控制系统

图 1　10 L 气升式发酵罐结构

及控制系统简图

1. 2　培养

1) 斜面活化　从原始斜面挑取一菌环菌胎移入 PDA 斜面培养

基中在 28 ℃培养 3 d。

2) 一级种子培养　接一菌环斜面培养物至种子培养基中 (250

mL 三角瓶种子培养基 50 mL ) , 28 ℃, 180 röm in 下培养 20 h。

3) 10 L 气升式发酵罐发酵试验　 在具膜气体分布器内环流式

反应器中装入发酵培养基 6 L , 按 8 %的接种量接入一级种子, 28

℃,通气量为 0. 4～ 1. 5 L ö(L·m in) , 发酵 3～ 4 d,离心收集菌体。

1. 3　主要实验仪器及设备

< XJ 2L 型离心沉淀机; < RH 2250型生化培养箱; > 21型分光

光度计; DV 2265 FW 紫外可见分光光度计; 2FQ 85 A 型旋转蒸发

器; DXY2I型回旋式摇床; 10 L 具膜气体分布器内环流式反应器 (见图 1)。
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1. 4　分析及测试方法

1) 菌体浓度测定　OD 值测定:取发酵液稀释 5倍用 721分光光度计在 260 nm 处测吸光值;细胞生物量

测定:取一定量发酵液在 4000 röm in 下离心 30 m in 去上清液,得湿菌体,用蒸馏水洗涤二次。置 80 ℃烘箱烘

至恒重,称量。

2) 发酵液含糖量测定　还原糖测定: 采用 3, 52二硝基水杨酸比色定糖法[6 ]; 总糖测定: 采用斐林滴定

法[6 ]。

色素提取如下:

2　结果与分析

2. 1　发酵过程研究

我们在清华大学反应工程实验室应用 10 L 具膜气体分布器内环流式反应器进行了 10批次的发酵实验。

图 2为根据一批次实验数椐得到的发酵进程曲线。由图 2 可知, 在发酵过程中菌体有二次生长现象。培养基

中的底物葡萄糖对另外一种底物蔗糖的降解有抑制作用,葡萄糖先于蔗糖利用完之后菌体生长有个相对“静

止期”,推测此阶段为蔗糖降解酶合成阶段, 随着蔗糖的利用细胞生物量有所增加,同时发酵液的颜色也逐渐

加深, 故可知色素形成与菌体量呈一定相关性。

在本体系发酵过程中, 菌体生长会经历一个连续的变化。在这种情况下一系列生长时期常常不易分开,

每个时期都伴随有相继的生长速度的降低。在葡萄糖所控制的生长阶段, 按照通常所认为的分批培养指数生

长动力学分析方法,估算出一些比生长速率值 Λ并以此作出对葡萄糖底物的曲线图 (见图 3) 。从图 3可以看

出比生长速率与葡萄糖消耗有显著相关性。

图 2　10 L 气升式发酵罐红球菌

发酵进程曲线

图 3　红球菌比生长速率

与底物葡萄糖之间关系

图 4　流加糖发酵

进程曲线

2. 2　发酵工艺研究

2. 2. 1　流加糖发酵对细胞生物量形成的影响

为了解流加糖对红球菌细胞生物量的影响,本文共做了两次流加实验,限于操作的可行性,没有采用连续

流加的方法而采用了间歇补料的方法。其中一批次的试验结果见图 4。

上述实验同非流加实验结果相比得知: 流加糖发酵法对提高细胞生物量作用不明显,因此推测对色素产

量提高作用不大。

2. 2. 2　通气量对细胞生物量形成的影响

为了解通气量对色素形成的影响,在 10 L 气升式发酵罐中以 3种不同通气量作了比较实验。结果表明,

提高溶氧水平有助于细胞生物量的增加和色素的形成,但在本体系中,当通气量过大时会造成气泡过多,这样

一方面影响添料系数,另一方面易造成杂菌污染,因此,通气量不易超过 1. 5 L ö(L·m in)。

3　讨　论

类胡萝卜素发酵实际是一个复杂的生理生化过程, 不同的培养条件 (如温度、接种量、培养基成分、pH、
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通气量等)直接影响菌体代谢, 从而影响类胡萝卜素产量。因此优化培养条件是提高类胡萝卜素产量的前

提。

本研究发现氧是红球菌类胡萝卜素发酵的限制性底物, 提高通气量有助于提高类胡萝卜素产量, 同时

可缩短发酵周期。但在 10 L 气升式发酵罐试验与中试中发现, 随着通气量的提高, 发酵液泡沫大量增加, 泡

沫过多影响了填料系数, 易造成杂菌污染, 另外限制了氧的溶解。因此,通气量应控制在一定范围内为好。
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