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摘 要 红发夫酵母是虾青素生产中最具潜力的生物来源。研究中应用!"#$$%#&"’(’)*+#
-.+/"!!*菌种，通过实验和分析方法确定碳源的两步流加培养方式，即第"步用蔗糖和甘油
的混合物；第+步则流加蔗糖和乙醇的混合物。培养结果良好。
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随着水产养殖业的发展，虾青素的需求

量越来越大，其主要生物来源是甲壳类动物

的提取液、血球藻和红发夫酵母（!"#$$%#
&"’(’)*+#）。其中红发夫酵母具有生长速度
快，发酵周期短，能在发酵罐中实现高密度培

养，以及色素提取后菌体单细胞蛋白可作为

饵料、饲料添加剂等优点而成为目前研究的

重点。但是野生型红发夫酵母虾青素含量还

不够高，只有+##!0##"1／1干细胞，与工业
生产还有一定的距离［"］。虾青素产业化的

关键在于筛选出高虾青素产量的菌株和价格

低廉的培养基，使酵母生物量和虾青素产量

都得到较大的提高。本实验研究确定具体的

碳源流加方式。

" 材料与方法

!"! 实验材料

"/"/" 菌 种
红 发 夫 酵 母 （!"#$$%# &"’(’)*+#

-.+/"!!*）购自中科院微生物研究所，华南
理工大学生化工程研究室选育保藏。

"/"/+ 培养基
（"）23培养基（1／4）：葡萄糖"#，酵母
膏0，蛋白胨!，麦芽汁0，56值!/#。
（+）斜面培养基（1／4）：葡萄糖"#，酵母
膏0，蛋白胨!，麦芽汁0，琼脂+#，56值

!/#。

（0）液态种子培养基（1／4）：23培养基。
（%）发酵培养基（1／4）：酵母膏#/"，

76+89%#/!，&:6+89%#/!，;:;<+#/"，31=

>9%#/"%，蔗糖 "$/%+，尿素 +/+*，甘油

#/)+)，56!/#。
所有培养基均在"+"?下灭菌+#@AB。

!"# 实验方法

"/+/" 培养方法
斜面菌种：菌株接入斜面培养基上，+#?

培养%CD，%?保藏。
摇瓶种子：将"环菌苔接种于装有0#

@4种子培养基的+!#@4三角瓶，于+#?、

"$#E／@AB培养%CD。
摇瓶发酵：将摇瓶种子以"#F的接种量

接入装有!#@4发酵培养基的!##@4三角
瓶中，+#?、"$#E／@AB培养。

"/+/+ 测定方法
（"）生物量的测定
红发夫酵母生物量采用干重法测定。取

"#@4酵母培养液，+!##E／@AB离心!@AB，
水洗+遍，将菌体转移至预先衡重的称量瓶，
在"#!?干燥至恒重，称重,（1），并由此计
算细胞浓度（1／4）G"###,／"#。
（+）虾青素含量的测定
细胞培养)$D，清洗离心，然后进行细胞

破碎，并用丙酮溶液提取，通过以下公式计

*
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算［!］：

虾青素含量（!"／"干细胞）

#!$%$"#"$／（&’()"%）

式中：!$%$为提取液在$%$*+处的吸
光度；#为测定试样的稀释倍数；$ 为丙酮
体积（+,）；% 为用于提取的红酵母细胞干
重（"）；&’()为虾青素的消光系数。

(’-’! 实验方案的设计
使用混合碳源，一方面促进细胞生物量

的增加，另一方面促进虾青素的积累。筛选

碳源后，通过组合分析确定合适的混合碳源

两步流加方式。

- 结果与讨论

!"# 碳源的影响
依照碳源摩尔量相等的原则，分别选取

（"／,）：葡萄糖-&、木糖(.’(.、棉子糖-&、果
糖(.’(.、#&甘露糖(.’(.、蔗糖(%’-%、乙
醇($’).、甘油(.’/0、醋酸钠-$’.$、麦芽
糖(.’(.和可溶性淀粉(.’(.作为单一碳
源。实验结果如图(所示。

图( 不同碳源的筛选

从图(看到，麦芽糖、蔗糖为最佳的碳
源，其次为甘露糖、葡萄糖和棉子糖。在这几

种碳源中，甘露糖和麦芽糖的价格较高。综

合考虑，选择葡萄糖和蔗糖较好。

值得一提的是，果糖和乙醇作为碳源，细

胞生物量（123）虽不高，仅为(’-"／,，但其
虾青素含量分别为)%%’&.和/%-’0-!"／"
（干重），明显高于其他碳源。这对如何提高

细胞虾青素含量提供了一个有益的启示：我

们可以先后使用-种混合碳源，一种促进生
物量的提高，另一种则促进虾青素的积累。

!"! 碳源组合的优化与析因设计

-’-’( 碳源组合的优化
在-4(节实验中初步选定几种碳源即葡

萄糖、木糖、蔗糖、麦芽糖、乙醇和甘油，进行

混合碳源的实验。为了判断哪种碳源对细胞

的生物量和虾青素的影响较大，先将乙醇和

甘油与其他$种碳源混合配对，筛选出较优
的组合，然后进行析因设计，确定组合里-种
碳源的添加比例。

各组碳源如下（单位："／,）：
5’葡萄糖(%6乙醇-’-；2’蔗糖($’).6乙醇-’-；

7’麦芽糖(/’$/6乙醇-’-；1’葡萄糖(%6甘油-’%0；

8’蔗糖($’).6甘油-’%0；9’麦芽糖(/’$/!6甘油-’%；

:’蔗糖(%’-%。

具体的测定结果如图-所示。

图- 混合碳源对红发夫酵母生长和
虾青素积累的影响

从图-看出，蔗糖分别与乙醇和甘油的
组合，酵母细胞的生物量和虾青素含量是最

高的，因此在下面的实验中将对蔗糖6甘油
和蔗糖6乙醇这-个组合进行析因分析，确
定其最佳的比例组合。

-’-’- 析因设计
取乙醇的添加范围是/;"(/;，甘油

/;"(/;，蔗糖的范围是./;"0/;。碳
源组别为：

5’0/;蔗糖； 7’(/;乙醇； 8’(/;甘油；

2’./;蔗糖； 1’/; 乙醇； 9’/;甘油。

通过析因设计，在实验的基础上确定蔗

糖、乙醇和甘油的添加范围［/］。

（(）乙醇对红发夫酵母生物量的影响

.

食品与发酵工业 9<<=>*=9?@+?*A>AB<*C*=DEA@B?E F<G’-. H<’-

 



以乙醇和蔗糖作为混合碳源，调配蔗糖

含量为!"#和$"#，乙醇含量为%"#和

"#，测定细胞浓度。实验结果如表%所示。

表! 蔗糖和乙醇添加范围的""析因设计表
试验

单元

处理组合结果

细胞浓度（干重）／&·’(%
重 复

! " 总计

)! *+蔗糖（低），乙醇（低） ,-., ,-"/ !-0
)" 1+蔗糖（高），乙醇（低） "-", "-, %%-2,
)# *3蔗糖（低），乙醇（高） ,-$/ ,-$$ !-.,
)$ 13蔗糖（高），乙醇（高） "-,/ "-4$ %2-.,

由表%可知，"#%%"#的体积分数范围
内，乙醇对红发夫酵母细胞生长没有显著影

响。

（4）甘油对红发夫酵母生物量的影响
以蔗糖和甘油作为混合碳源，蔗糖浓度

为!"#和$"#，甘油为%"#和"#，测定细
胞的浓度。实验结果如表4所示。

表" 蔗糖和甘油添加范围的""析因设计表
试验

单元

处理组合结果

细胞浓度（干重）／&·’(%
重 复

! " 总计

)! 蔗糖（低），甘油（高） "-0/ "-%, !-0
)" 蔗糖（高），甘油（低） "-., "-,4%%-%/
)# 蔗糖（低），甘油（低） "-0/ "-%,%2-"2
)$ 蔗糖（高），甘油（高） "-/4 "-$,%%-,/

由表4可知，"#%%"#的浓度范围内，
甘油对红发夫酵母的细胞生长没有显著影

响。

（0）乙醇对红发夫酵母的虾青素积累的
影响

以蔗糖和乙醇为混合碳源，蔗糖质量分

别为!"#和$"#，乙醇体积分数为%"#和

"#，测定细胞的虾青素含量。实验结果如表

0所示。

表# 蔗糖和乙醇添加范围的""析因设计表

试验

单元

处理组合结果

虾青素含量

／5&·&(%（干重）

重 复

! " 总计

)! *+蔗糖（低），乙醇（低）0,!-,404.-"$/..
)" 1+蔗糖（高），乙醇（低） 042-,002-,"/"2-$"
)# *3蔗糖（低），乙醇（高） 4!2-/,4/0-$0"",-,.
)$ 13蔗糖（高），乙醇（高）0,0-,%0"4-."/!/-%/

由表0可知蔗糖和乙醇的混合碳源配
对，乙醇对红发夫酵母的类胡萝卜素积累有

显著影响。

（,）甘油对红发夫酵母的虾青素积累的
影响

以蔗糖和甘油作为混合碳源，蔗糖质量

分数为!"#和$"#，甘油为%"#和"#，测
定虾青素含量。实验结果如表,所示。
表$ 蔗糖和甘油添加范围的""析因设计表

试验

单元

处理组合结果

虾青素含量

／5&·&(%（干重）

重 复

! " 总计

)! *6蔗糖（低），甘油（高） 4!4-! 4!%-20 "$0-!0
)" 17蔗糖（高），甘油（低）0"2-/% 00.-$. /$$-,$
)# *7蔗糖（低），甘油（低）00/-!! 04!-"4 ///-"%
)$ 16蔗糖（高），甘油（高） 04!-4, 02!-%/ /0$-,

由表,可知，"#%%"#的质量分数范围
内，甘油对红发夫酵母的类胡萝卜素含量没

有显著影响。

0 结论与展望

通过上述实验，得知乙醇和蔗糖为混合

碳源时，乙醇浓度提高有利于虾青素积累。

当乙醇的添加浓度超过细胞的承受范围时，

细胞停止生长。所以在使用乙醇和蔗糖作为

混合碳源的时候，必须控制乙醇的添加浓度。

甘油和蔗糖作为混合碳源时，甘油对红

发夫酵母的细胞生长并没有显著影响。但添

加少量的甘油比不添加甘油以及添加乙醇更

能促进细胞生长。甘油的添加比例可控制在

"#左右。
实验确定了在生物反应器培养红发夫酵

母的两步碳源流加方案。第%步选择蔗糖和
甘油作为混合碳源，甘油的比例为"#左右；
当红发夫酵母进入生长的稳定期后，虾青素

开始大量积累，此时选择蔗糖和乙醇混合物

作为流加碳源，乙醇占总碳源的"#左右。
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安琪公司“年产;<===&高活性干酵母生产线”建成投产

湖北安琪酵母股份有限公司“年产#I%%%4高活性干酵母生产线”项目经过#I个月的艰辛努
力，已建成投产并一次运行成功。该项目是国家技术改造项目，是安琪上市募集资金投向的最大项目，项目总

投资#V#!V万元，其中固定资产投资#J#V!万元。
该项目于!%%%年V月破土动工，!%%#年#!月正式投料并连续生产。初步统计项目累计完成固定资产

投资#J!%%万元，完成计划投资的#%%&#W。
该生产线汇集了当今世界上最先进的酵母生产工艺技术、酵母生产装备与控制技术，能实现提高质量、降

低消耗和规模经济的目标，是目前世界上最先进的，规模最大的单条高活性干酵母生产线之一。

项目建成投产后正常年份新增销售收入’V=#%万元，利润$V=J万元，投资利润率>’&I=W。

安琪公司科技攻关项目动态

湖北安琪酵母股份有限公司承担的“高糖高活性干酵母菌种选育及产品开发”项目于!%%#年#!月!J日
通过湖北省科技厅的专家鉴定。专家对项目的完成给予了高度的评价，一致认为，安琪耐高糖面包酵母菌种

性能优良，达到了国际同类产品的水平，具有自主知识产权，并且形成了国内独创的全套高糖高活性干酵母生

产工艺。

另据报道，国家“十五”科技攻关项目近日揭晓，湖北安琪酵母股份有限公司和湖北大学合作的“魔芋甘露

寡糖产品的研制”项目正式被国家科技部认定为国家“十五”攻关发酵工程项目。这是该公司在完成国家“九

五”攻关项目后的又一个国家级项目。

>===年世界;=大啤酒公司排名

>===年世界;=大顶尖啤酒公司的排名顺序如下：

B+1,@0,<X6@081，产量：#IV%万4，全球市场份额：#!"%W；F+4,<H<,U，产量：$=#万4，全球市场份额：

=">W；-,.+,Y,+，产量：=!%万4，全球市场份额：I"IW；B*H,<，产量：IJ%万4，全球市场份额：>"’W；NB6，产
量：I’%万4，全球市场份额：>"%W；G.55,<，产量：I’%万4，全球市场份额：>"%W；K)<50H,</，产量：>>%万4，全球
市场份额：’">W；N8744.01Z[，产量：’J%万4，全球市场份额：!"=W；B0)1.，产量：’I%万4，全球市场份额：

!"=W；3.<.+，产量：’!%万4，全球市场份额：!">W。
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