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摘要 采用均匀设计的方法
,

优化胡 萝 卜素产生菌红酵母 R
一

93 发酵 培养 基的营养条件
.

经 回归分

析和发酵试验得出最佳培 养基 配方 (% ) :

蔗糖 为 1
.

饥蛋 白陈为 1
.

25 ; ( N H
;
) 250 ‘

为 1
.

0 ; K H ZPO 4

为 0
.

2 8 ; M g S O
; · 7H ZO 为 0

.

0 2 5
.

在此条件下
,

发酵 指数 可达到 0
.

262 9 (干菌体 )
· (L ·

h) 一 ’
.

关键词 红酵母
,

培养基
,

均匀设计

分类号 T Q 924

胡萝卡素具有鲜艳的色泽
,

是一种天然的色素
.

月
一

胡萝 卜素是维生素 A 的前体
,

经近年来

临床研究证明它在人体内能遏制各种强力致癌的化学物质
.

由于胡萝 卜素具有食 品着色
、

增补

营养及保健等功能
,

被广泛用作饮料
、

食 品及饲料添加剂
.

胡萝 卜素虽然广泛存在于植物
、

藻类

和真菌中
,

但动物和人体内却不能合成胡萝 卜素
,

必须从外界输人
.

从天然果蔬及藻类提取胡

萝 卜素存在着成本高
、

工艺复杂等问题
,

而且其生产受 自然条件限制
.

化学合成的胡 萝 卜素尽

管成本低
,

但生物活性低
,

加之毒性 问题
,

不少国家已限制使用
.

微生物合成胡萝 卜素的研究已

日益受到人们的重视 〔, 一3〕
.

以红酵动为菌种
,

通过细胞培养提取胡 萝 卜素
,

首先 必须取得高生

物量
.

本文报道 R 一

93 培养基营养条件优化的结果
.

1 材料与方法

L l 主要原材料

( 1) 菌种为红酵母 R 一

93 ( R ho d ot o ra to g lut ini : 93 )
,

中国科学院微生物研究所提供
.

(2) 葡

萄糖
,

蔗糖
,

蛋白陈
,

酵母膏 (均为市售 )
.

L Z 培养条件

( 1) 斜面培养基为麦芽汁培养基
.

(2 ) 发酵培养基配方
: M g S O 4 · 7 H ZO 为 0

.

025 %
,

蔗

糖
、

蛋白陈
、

酵母膏
、

硫酸钱
、

磷酸二氢钾等根据试验方案按比例加入
,

p H 为 6
.

( 3) 培养方法

为 5 0 0 m I J

三角瓶装 10 0 m I J 培养液
,

旋转式摇床
,

转速 21 O r ·

m in 一 ‘;在 28
‘

C 恒温下
,

振荡培

养到适当时间
.

1
.

3 测定方法

( 1) 发酵液中还原糖的测定
: D N S 法

.

( 2) 生物量的测定
: (a) 细胞干重法 ; ( b ) 菌体浓度

,
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O D 值法
,

1
.

4 均匀设计

本实验采用均匀设计的方法以
’

5〕来优化培养基的营养条件
.

以单位时间的生物量「g (干菌

体 )
·

(L
·

h)
一 ’

〕即发酵指数作为衡量标准
,

用多元二次多项式逐步 回归的方法
.

根据实验数

据和 预定数学模型
,

运用数理统计的方法进行参数估计
,

建立 回归方程
,

并推断其可信性
.

由回

归方程可对发酵指数进行预测
.

2 结果与讨论

2
.

1 均匀设计方案

考察发酵培养基的 5 种主要组分
,

即蔗糖
、

酵母膏
、

蛋白脉
、

(N H 4
)

:
5 0

;

和 K H 尹 0
;

对发酵

指数的影响
.

每种组分均取 n 个水平
.

因此
,

选用 5 因素 n 水平的均匀设计表 u
, ,
(n

‘“
)

.

根据

U
l l
(1 1

‘“
)的使用表

,

选用 1
,

2
,

3
,

5
,

7 列
,

得到 5 个 因素的水平表如表 1 所示
.

表 2 为均匀设计

试验方案
.

表 1 培养基配比 试验因数及水平表

因数培养基

X I

蔗糖

X Z

酵母膏

X 3

蛋 白陈

X
;

(N H )。5 0
;

X
S
K H Z PO ;

2 3 4 5 6 7
’

8 9 1 0 1 1

1
.

5 2
.

0

0
.

1 0
.

3

0
.

0 0 2

0
.

1 0
.

2

0
.

1 0
.

2

0
.

4

O 4

O
.

O
.

4
.

5

1
.

3

1
.

2

0
.

7

0
.

7

7 1
.

9 2
.

1

6 1
.

8 2
.

0

0
.

8

0
.

8

0
.

9 1
.

0

0
.

9 1
.

0

表 2 均匀设计试验方案

试验号 x
;

x 。 x 。 x
;

x
。

试验号 . x , x 。 x 。 x
;

x s

1 1
.

5 0
.

3 0
.

4 0
.

5 0
.

7 7 4
.

5 0
.

5 1
.

8 0
.

2 0
.

5

2 2
.

0 0
.

7 1
.

0 1
.

0 0
.

3 8 5
.

0 0
.

9 0
.

2 0
.

7 0
.

1

3 2
.

5 1
.

1 1
.

6 0
.

4 1
.

0 9 5
.

5 1
.

3 0
.

8 0
.

1 0
.

8

4 3
.

0 1
.

5 0 0
.

9 0
.

6 1 0 6
.

0 1
.

7
」

1
.

4 0
.

6 0
.

4

5 3
.

5 1
.

9 0
.

6 0
.

3 0
.

2 1 1 6
.

5 2
.

1 2
.

0 1
.

1 1
.

1

6 4
.

0 0
.

1 1
.

2 0
.

8 0
.

9

2
.

2 摇瓶发酵试验的结果

发酵终点用残糖及菌体浓度 O D 值这两个测定结果来控制
,

即当残糖小于 0
.

1 %或者 O D

值增加不明显时
,

就停止发酵
.

从表 3 可 以看出
,

随着糖浓度的增加
,

生物量也增加
.

但到一定程度
,

由于糖抑制菌体的

生长
,

降低了糖的利用率
,

延长 了发酵时间
,

因此
,

发酵指数反而降低
.

表 3 中 a 为糖利用率
,

b 为单位体积的生物量
, 亡 为发酵指数

,

p H 为终点值
.

2
.

3 发酵培养基的优化

采用逐步回 归法并用微机处理上述数据
,

约定的 回归系数显著性检验临界值 (FI S )为

1
.

0 0
,

结果见表 4.

根据表 4 中各变量影响显著性检验值 F
,

可排出影响的顺序 为
:
X

3

> X ; > X 聋> X ; > X
,

>

X
S

.

影响因素的强弱为
:
X

3
(蛋 白陈 )> X

4
(硫酸钱 )> X

S
(K H

ZP O
、
)> X

l
(蔗糖 )

.

得到的回归
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方程为

夕 = 8
.

5 只 1 0 一 3
X

I
+ 1

.

9 只 1 0 一‘
X

3
一 3

.

2 K 1 0 一 “
X

:
一 4

.

5 又 1 0 一 3
X f

一 7
.

6 又 10 月X 聋+ 5
.

0 X 1 0 韶X I + 5
.

8 X 1 0 一 Z
X ; + 9

.

8 K 1 0 一 “
.

回归方程 的显著性检验统计量 F 一 1 48
.

07 8
,

结果是影响显著
.

表 3 主要实验结果汇总

实验号 t / h pH
a
/ (% ) b / g (干菌体 )

·

L 一 ’
e/ g (干菌体 )

·

(L
·

h犷
’

0
.

1 8 6

0
.

2 5 8

0
.

2 3 1

0
.

1 2 4

0
.

1 6 5

0
.

2 3 6

0
.

1 4 6

0
.

0 8 4

0
.

1 2 4

0
.

1 2 0

0
.

0 8 2

68408043379.1317lln2
.

5 7 4
.

2

O只
�nU0
L30

月勺40
以001丫no

⋯⋯
�

J�111一矛Q�CdQ乙1
.1111
111抽」

O以亡dLJQ只��了一了口n11
11

. ..

⋯⋯
门7
.

1
1丫q�n64
J
往
工

t匀八乙内了n凸一了门乃�叹了钊�了O曰

5 2

5 2

7 7

9 2

6 9

9 2

1 2 0

1 4 2

1 4 4

1 6 5

1 9 2

2
.

8

6 5

2
.

7

2
.

5

2
.

7

2
.

5

2
.

1

2
.

5

3
.

0

6
.

8 6 9
.

4

234556791011

表 4 多元二次多项式逐步回 归结 果

变量 回归 系数 显著性检验 F 值 标准 回归系数

0
.

0 9 7 7 0 0 3

8
.

5 4 7 7 5 1 E 一
0 3

0
.

1 2 9 5 5 0 4

一 0
.

0 3 2 3 1 5 1 2

一 4
.

4 6 3 7 4 1E
一
0 3

一 0
.

0 7 6 4 4 8

4
.

9 7 8 1 0 2 E 一
0 2

5
.

8 1 3 7 2 6 E 一
0 2

1 4 9 3 0 4 5

3 1 3
.

8 1 0

1
.

4 7 6 3 0 3

2 6
.

1 4 6 7 2

1 9 0
.

2 1 8 3

5 7
.

5 3 3 1

6
.

8 6 4 4 9 8

0
.

2 3 1 8 8 1

2
.

0 8 9 3 8 1

一 0 1 7 5 5 2 2 8

一 0
.

9 8 3 3 7 6

一 1
.

7 2 2 5 7 7

0
.

2 7 9 6 0 6 7

0
.

3 8 8 6 2 7 6

aXXXXXXX

回归方程的复相关系数 R 一 0
.

99 8 55 6
,

剩余标准差 S 一 5
.

99 5 5 26 X 1 0 一 “ ,

可见回归方程

是有代表性的
.

根据二 次函 数求极值原理
,

可算 出 X l ,

X 3 ,

X S
的最大值

,

即 X l m a 二

一 0
.

95
,

X
3 o a 二

一 1
.

25
,

X srna
x

一 0
.

28
.

X ;

仅有平方项且为正值
,

取 1
.

0
.

预测 Y二
x

一 0
.

26 6.

2
.

4 培养基营养条件的确定

经回归分析
,

发酵培养基的组分删去了酵母膏
,

糖的浓度明显降低
,

其它 3 种组分在试验

水平范围内
,

据此安排 了 3 个发酵试验
,

结果见表 5
.

表 5 优化试验

编号
蔗糖
/ ( % )

蛋 白陈
/ ( % )

(N H 4 ) 2 5 0
4

/ ( % )
K H ZPO ;

/ ( % )
M g SO ; ·

7H ZO

/( % )

刃
/ g (干菌体 )

·

/( % ) ( L
· n ) 一

�了门八尸aO口OJ凸片l O

0
.

5

1
.

0

0
.

2 8

0
.

2 8

0
.

2 8

0
.

0 2 5

0
.

0 2 5

0
.

0 2 5

0
.

2 5 8

0
.

2 6 2

0
.

2 4 3

尸310LJO一Q乙q�O0
U刁
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由表 5 的实验结果与表 4 相 比较
,

可以看出优化后的糖利用率大大提高
,

发酵指数与回归

方程的预测值相近
.

最后选定第 2 组为最佳培养基配方 (% )
,

即蔗糖为 1
.

D
,

蛋白陈为 1
.

25
,

(N H
;
)

2
5 0

屯

为 0
.

5
,

K H
Z PO

今

为 0
.

2 8
,

M g S O
4 ·

7 H
Z
O 为 0

.

0 2 5
·

3 结论

本研究采用均匀设计 的方法
,

由回归分析及实际试验得出培养红酵母的最佳培养基配方
.

在该配方的营养条件下
,

大大提高红酵母对糖的利用率
,

能在单位时间内获得最大生物量
.

该

培养基为低糖发酵培养基
,

可作为初始培养条件的优化
.

进行大规模生产时
,

为提高糖的浓

度
,

可采用流加法进行高密度发酵
.

研究结果同时表明
,

均匀设计是优化培养基营养条件的有

效方法
.
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