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摘摇 要: 研究了溶氧对红曲菌在发酵罐中生物合成橙色素的影响。 分别采用不同通气量和搅拌转

速以达到不同溶氧水平,考察不同溶氧水平下红曲菌 w1 夏在 10 L 发酵罐中生产橙色素的情况,并
将优化后条件放大至 50 L 发酵罐中。 结果表明,不同通气量水平下底物消耗、pH 值和溶氧情况相

似,但最终橙色素色价不同,基本上呈现出随通气量增加,色价呈现上升趋势;搅拌转速升高,菌体

量和色价均随之升高,但涨幅不大;50 L 罐中菌体生长和橙色素合成结果验证了 10 L 罐结果。 在

大规模生产时应尽可能采用高的通气量和适宜的搅拌转速,达到较高的溶氧水平,以利于菌体生长

和橙色素合成。
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摇 摇 随着消费者对合成色素在食用安全方面的潜在

危害的不断重视,近年来天然色素在食品工业中的

应用逐年增加[1]。 天然色素中使用最广泛的就是

红曲色素,红曲产品在食品中的应用已有上千年历

史[2]。 在红曲色素的混合物中,从感观上来看,橙
色素是最为鲜艳夺目的色素,因其颜色较为独特、醒
目,在众多需要着色剂的产品中都可找到其应用前

景。 另外,橙色素除色素本身的功能以外,还具有抑

菌性及增强免疫力、抗疲劳、降血脂、抗肥胖及降血

糖的功效[3 - 6],因此是值得开发的红曲色素品种。
目前国内对红曲橙色素的研究极少,仅限于小样试

制,尚未实现大规模生产。
红曲霉生产红曲色素不仅受培养基组成的影

响,培养条件对色素种类和色价也有显著影响[7 - 8],
尤其溶氧条件是需氧发酵控制最重要的参数之

一[9]。 氧在水中的溶解度很小,在发酵液中亦是如

此,因此,发酵过程中需要不断通气和搅拌,才能满

足红曲橙色素对氧的需求。 不同通气量和搅拌转速

直接影响溶氧水平的高低,进而对菌体生长和色素

生成产生不同的影响。 从发酵工程专业的角度来

说,机械搅拌发酵罐进行放大实验时,搅拌转速和通

风量是影响溶氧的两个关键参数,因此在发酵时必

须研究。
张慧娟等[10 - 12]最早对红曲橙色素基本性质、液

态发酵及红曲橙色素的制备方法等方面做了详细的

研究。 近年来国内对红曲橙色素的研究逐渐增多,
但研究方向多偏向于橙色素的合成机制、特性、检测

方法、功能、分子结构及作用活性等方面。 从橙色素

的生产方法看,大多采用红曲米固态发酵,通过浸提

法生产橙色素[13 - 17]。 虽然张慧娟等开始了液态法

27



生产橙色素,但试验仅限于摇瓶发酵,且当时发酵水

平总体较低,关于溶氧对红曲菌液态发酵生产橙色

素的影响这一专题还缺乏深入研究。 因此,为了确

定溶氧对发酵生产橙色素的影响,本研究设计了不

同通气量及搅拌转速等影响溶氧的条件,研究了发

酵罐橙色素色价生产情况。

1摇 材料与方法

1郾 1摇 菌种

红曲霉菌种编号为红曲菌 w1 夏,江南大学固

态发酵研究室保藏菌种,该菌株具有良好的橙色素

生产能力。
1郾 2摇 材料与试剂

PDA 培养基 (g / L):马铃薯 200,葡萄糖 20,琼
脂 20,自然 pH 值。

种子培养基 (g / L):玉米淀粉 40,玉米浆粉 10,
酵母膏 10,KH2PO4 2郾 0,K2HPO4 2郾 0,MgSO4·7H2O
0郾 5,初始 pH 值为 4郾 0。

发酵基本培养基 ( g / L):玉米淀粉 60,硫酸铵

5郾 0,KH2 PO4 2郾 0,K2 HPO4 2郾 0,MgSO4·7H2 O 0郾 5,
CaCl2 0郾 1,FeSO4·7H2 O 0郾 01,ZnSO4·7H2 O 0郾 01,
MnSO4·H2O 0郾 03,NaNO3 2郾 0,初始 pH 值为 4郾 0。
1郾 3摇 仪器与设备

HY-G-a 型回旋式恒温调速摇床柜,上海跃进

医疗器械厂;U3900 型紫外可见分光光度计,日立高

新技术公司;PYX-XHS-405 型电热恒温培养箱,上
海跃进医疗器械厂;KDC -16H 型台式高速冷冻离

心机,Sigma 公司。 GS -8100 型 10 L 发酵罐、GS -
8100 型50 L 发酵罐,上海广世生物工程设备有限公司。
1郾 4摇 实验方法

1郾 4郾 1摇 菌种的培养

将 PDA 培养基上的斜面菌种在 30 益下恒温培

养 7 ~ 10 d,刮取斜面孢子,制备孢子悬浮液,接种于

种子培养基中,在 30 益,180 r / min 培养 2 ~ 3 d 后即

为种子液。
1郾 4郾 2摇 10 L 发酵罐中通气量对橙色素发酵影响实验

红曲橙色素液态发酵方法参照许赣荣专利[17]。
发酵罐装液量约 60% ,培养基体积为 5郾 6 L,种

子液体积为 200 mL;培养温度为 30 益;转速为 150
r / min;培养周期为 6 d;在培养过程中分别设通气量

为 0郾 5颐 1,1颐 2,1颐 3三个梯度,考察不同通气量对橙

色素生产的影响。

1郾 4郾 3摇 10 L 发酵罐中转速对橙色素发酵影响实验

通气量为 1 颐 3;培养周期为 6 d;在培养时分别

控制搅拌转速为 100 ,200 ,300 r / min 三个梯度,考
察不同转速对橙色素生产的影响。 其他条件

同 1郾 3郾 2。
1郾 4郾 4摇 优化溶氧条件后放大至 50 L 发酵罐中发酵

方法

装液量约 60% ,培养基体积为 28 L,种子液体

积为 1 L;培养温度为 30 益;转速为 200 r / min;通气

量 1颐 0郾 9(50 L 罐最大通气量水平);培养周期为 6 d。
1郾 4郾 5摇 菌体量的测定

将发酵液充分混合均匀后精确量取 10 mL 过

滤,滤渣用蒸馏水洗涤 3 次,用烘干至恒重的滤纸

(m1)抽滤,105 益烘干至恒重。 用电子天平称菌体

和滤纸总重量,记作 m2。 菌体量记作 X,见式(1)。
X(g / L) = (m2 -m1) / 10 - 2。 (1)

1郾 4郾 6摇 发酵液色价及色调的测定[18]

将发酵液研磨混匀后取 5 mL 于 50 mL 比色管

中,用 75%的乙醇定容至 50 mL,置于 55 益恒温水

浴中浸提 1 h。 冷却至室温后在 6 000 r / min 转速下

离心 5 min。 用相同浓度的乙醇稀释,并以同种乙醇

为空白对照,在 465 nm 处进行全波长扫描,测定 OD
值,见式(2)、式(3)。

橙色价(U / mL) = OD465 伊总稀释倍数, (2)
色调值 = OD465 / OD505。 (3)

1郾 4郾 7摇 总糖的测定

本实验碳源是玉米淀粉,采用苯酚硫酸法测定

发酵液中的总糖含量[19]。
1郾 4郾 8摇 氮源测定

采用凯氏定氮法测定发酵液中的氮源含量。

2摇 结果与分析

2郾 1摇 10 L 罐中红曲橙色素发酵实验结果分析

分别对不同通气量和不同搅拌转速时的底物消

耗、发酵过程中 pH 值和溶氧变化等情况进行分析。
2郾 1郾 1摇 10 L 罐中通气量对橙色素发酵底物消耗及

色价的影响

图 1 为 3 个不同通气量水平下碳氮源消耗及橙

色素色价情况。 由图 1(a)可见,通气量为 1颐 0郾 5 时

碳氮源消耗较慢,发酵第 7 天时残糖质量浓度依然

在 15 g / L 以上,氮源硫酸铵也有 1 / 3 残余;由图 1
(b)、(c)可见,通气量为 1颐 2和 1颐 3时,氧的供应相
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对充足,发酵第 7 天时发酵底物碳氮源均消耗殆尽。
另外,各通气量情况下橙色素色价增长均呈现

相似趋势。 48 h 前基本无橙色素产出,色价基本持

续为 0;48 h 后随着菌体生长进入对数生长期后,橙
色素也开始产出,且菌体量快速增加,橙色素的产出

速率也不断增加。 不同通气量水平最终导致橙色素

色价有所不同,基本上是随通气量增加,色价呈现上

升趋势。
总之,随着通气量的不断增加,碳氮源消耗速率

也相应加快,底物消耗殆尽的时间也不断提前。 1颐 3
最大通气量时,碳源在第 4 天即降至接近零水平,氮
源在发酵至第 7 天接近零水平;橙色素色价随着通

气量增加也不断升高,最大通气量 1颐 3时发酵至第 7
天,色价达到 369郾 1 U / mL。

图 1摇 不同通气量时碳氮源消耗及产物产出情况

Fig. 1摇 Change of substrate consumption and production
under 0郾 5颐 1, 1颐 2 and 1颐 3 ventilation

2郾 1郾 2摇 10 L 罐中通气量对橙色素发酵过程 pH 值

和溶氧等参数的影响

图 2 为 3 个不同通气量水平下溶氧及 pH 值变

化情况。 由图 2 可见,3 种通气水平时溶氧变化趋

势基本一致。 在 30 h 前,菌体生长处于延滞期,生

图 2摇 不同通气量时溶氧及 pH 值变化

Fig. 2摇 Change of DO and pH under 0郾 5颐 1, 1颐 2 and 1颐 3
ventilation

长缓慢,需氧量不大,发酵液中溶氧保持在较高水

平,基本在 90%以上;在 30 ~ 60 h,伴随着菌体生长

进入对数生长期,菌体的快速生长需要消耗大量氧

气,以至于发酵液中溶氧水平急剧下降。 除 1 颐 3通
气量时供氧量相对较高外,其他降低组溶氧水平在

60 h 后将至 10%以下,说明通气量相对于菌体生长

略显不足;在 132 h 后溶氧水平又呈现出略有回升

的趋势,这是因为菌体在生长后期,生长活力下降,
菌体开始进入衰亡期,相应需氧量降低,在不变的通

气量情况下,发酵液中的溶氧开始回升。
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3 种通气水平时 pH 值变化在前期基本相似。
30 h 之前菌体处于延滞期,pH 值基本维持在设定的

4郾 0 左右;在 30 ~ 54 h,随着菌体进入对数生长期,
发酵液中碳源大量被利用,菌体生长代谢产生乳酸

等酸性代谢产物,导致发酵液 pH 值呈现快速下降

趋势。 54 h 后,随着发酵液中碳源的不断减少,碳源

即成为菌体生长的限制性因素。 在直接碳源不足的

情况下,菌体会利用含氨基酸的氮源及代谢产物乳

酸等作为碳源供菌体生长。 由于氨基酸代谢及乳酸

的利用均会增加 pH 值,所以后期 pH 值又呈现回升

趋势。 发酵结束,通气量为 0郾 5颐 1时,相对于高通气

量的 1颐 2和 1颐 3组,因为通气量较小,菌体生长缓慢,
橙色素产出同时消耗的碳氮源底物相对较低。 最终

结束时氮源利用尚不完全,所以 pH 值仍维持在 4郾 0
~ 4郾 5。 高通气量组因为溶氧一直处于相对充足的

水平,菌体生长直至发酵液中碳氮源底物均消耗殆

尽,所以最终发酵结束时 pH 值较低,仅有 2郾 7 左右。
2郾 1郾 3摇 10 L 罐搅拌转速对橙色素发酵的影响

搅拌可以防止气泡聚集,使液体形成湍流,增加

气液接触时间,将空气通过搅拌桨叶端的高速剪切

力破碎成小气泡。 从而明显增大有效气液传递面

积,增大液体流动速度,减少双膜理论中气液界面滞

留层的厚度,降低传质阻力,改善溶氧[20]。 因此,需
在合理范围内控制搅拌转速。

在 1颐 3通气条件下,分别设定发酵转速为 100,
200,300 r / min,考察了转速对菌体量和橙色素色价

的影响,结果见图 3。 图 3 显示,转速升高,最终菌

体量和橙色素色价也随之升高,但涨幅不大。 3 个

搅拌转速下,发酵 6 d,橙色素色价分别达到 317,
336,350 U / mL。 通气量一定的条件下,随着转速升

高,发酵液内的溶氧也相应提高。 红曲菌代谢对氧

的需求量大,较高的溶氧条件下,糖消耗快,相对更

有利于菌体的生长及色素的产生。 搅拌转速达到

200 r / min 后,随着搅拌转速的增加,菌体和橙色素

色价增长幅度不大,说明转速并不是越大越好。 另

外,盲目提高转速不仅会大幅增加搅拌功率,同时会

使菌体受到剪切力的破坏,不利于发酵的进行。
2郾 2摇 优化溶氧条件放大至 50 L 发酵罐中发酵结果

根据 10 L 发酵罐中溶氧条件试验结果可知,通
气量和搅拌转速增加后溶氧水平会相应提高,对菌

体生长和橙色素合成有利。 在此结论基础上,根据

50 L 罐的最大允许设置条件,确定 50 L 罐上通气量

为 1颐 0郾 9,转速为 200 r / min,发酵结果见图 4 和图 5。

图 3摇 不同搅拌转速下菌体量及色价的变化

Fig. 3摇 Biomass and color value under different
stirring speed

图 4摇 50 L 罐发酵过程中总糖、菌体量和色价的变化

Fig. 4摇 Change of total sugar, biomass and color value in
50 L bioreactor

图 5摇 50 L 罐发酵过程中 pH 值和溶氧变化

Fig. 5摇 Change of DO and pH in 50 L bioreactor

由图 4、图 5 可知,50 L 罐中底物消耗(总糖)情
况与 10 L 罐中 1颐 2和 1颐 3通气量时相似。 72 h 前底

物随着菌体量的对数生长期快速增加而迅速消耗,
总糖浓度快速下降;72 h 后随着菌体量达到最大值

且处于稳定期后,橙色素色价开始快速增加;直到

144 h 底物消耗殆尽,菌体生长处于衰亡期,色价已

没有明显增加趋势。 结束发酵时最终橙色素色价达
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到 347 U / mL。
发酵过程中,pH 值和溶氧变化也基本与 10 L

罐中相似。 发酵全程中 pH 值维持在 3郾 0 以上,在
24 h 之前菌体处于延滞期,pH 值变化不大;24 ~ 40
h 菌体处于对数生长期,随着菌体的快速生长及底

物碳源的不断利用,pH 值迅速下降;随着氮源的不

断利用及发酵过程中乳酸的再利用,使得 pH 值呈

现波动状况,最终结束时 pH 值为 3郾 4。 溶氧全程在

15%以上,说明所采用的通气量和搅拌转速足以维

持菌体生长所需的溶氧。 同样在菌体达到最大值

时,溶氧最低为 17% ;随着菌体生长变慢,需氧量降

低,溶氧逐渐呈现回升状态,最终结束发酵时溶氧在

62%左右。
总之,50 L 罐中菌体生长和橙色素生产情况与

10 L 罐中采用较高通气量和适宜转速时结果一致。

3摇 讨摇 论

红曲橙色素的液态发酵法生产具有机械化、自
动化程度高,易于控制,生产色素含量高,杂质少,应
用范围广等优点。 液态发酵时采用的培养基、培养

液 pH 值及溶氧等水平都会影响菌体生长和橙色素

的合成,因此,需要针对不同菌种及色素种类优化相

应的发酵条件。
发酵液中的溶氧浓度是影响发酵的关键因素,

对菌体的生长和色素的合成都有重要的影响,需要

根据氧的溶解特性及菌体对氧的需求,分析溶氧对

发酵和产物的影响,进而确定溶氧量的控制,使生产

效益最大化[21]。
红曲橙色素生物合成过程为典型的好氧发酵,

溶氧水平的高低会直接影响色素色价,因此,在发酵

过程中需要不断通风和搅拌。 本实验通过在 10 L
发酵罐中分别采用不同通气量和不同搅拌转速获得

不同溶氧水平,考察不同溶氧水平对红曲菌 w1 夏

生产橙色素的影响,结果发现不同通气量水平时,底
物消耗、pH 值和 DO 的变化趋势相似,但最终橙色

素色价不同,基本上呈现出随通气量增加,色价呈现

上升趋势;搅拌转速升高,色价也随之升高,但涨幅

不大;该结果同样在 50 L 罐中得到验证。 50 L 罐采

用所能设置的最大通气量(1 颐 0郾 9)和 200 r / min 搅

拌转速,菌体生长和橙色素合成结果均达到 10 L 罐

结果。 50 L 罐中橙色素色价达到 347 U / mL,远超过

目前文献上报道的液态发酵生产红曲色素的色价

123郾 8 U / mL[22]和 170郾 6 U / mL[23]。

4摇 结摇 论

本实验结果可以说明,在红曲橙色素生产时,溶
氧是关键影响因素之一,而提高溶氧的措施就是提

高搅拌转速和增加通气量。 应尽可能在不影响菌体

生长的前提下采用高的通气量和适宜的搅拌转速。
较高的通气量和适宜的搅拌转速可以达到较高的溶

氧水平,以利于菌体生长和橙色素合成。 影响红曲

橙色素生物合成的培养条件很多,除溶氧外,发酵液

的 pH 值控制、温度控制以及补料策略等都会对菌

体生长和色素形成产生影响。 随着色素工业化生产

的要求的不断提高,可以在溶氧条件的基础上更科

学的优化其他发酵条件,将橙色素色价不断提高。
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Effects of Dissolved Oxygen on Biosynthesis of Orange
Pigments in Monascus Fermentation

ZHANG Huijuan1,摇 ZHU Xiaogang2,摇 MAO Peng3,摇 NIU Guoqiang3,摇 ZHAO Jie2,摇 XU Ganrong3,*

(1. Shenzhen Main Luck Pharmaceuticals Inc. , Shenzhen, 518029, China;
2. Liangshan Chia Tai Ling Hua Bio鄄Tech Co. Ltd. , Jining 272600, China;

3. School of Biotechnology, Jiangnan University, Wuxi 214122, China)

Abstract: Effect of dissolved oxygen (DO) on the biosynthesis of orange pigments in Monascus fermenta鄄
tion was investigated in this study. The orange pigments production of the w1 Xia strain in a 10 L bioreac鄄
tor under different DO levels obtained using different ventilatory volumes and stirring speeds were stud鄄
ied. And the optimized conditions were applied in a 50 L bioreactor. The results showed that the chan鄄
ging trend of substrate consumption, pH, and DO was similar under different ventilatory volume condi鄄
tions, but the color value of orange pigments increased along with the ventilatory volume augment. The
stirring speed did not have significantly effects on the biomass and color value of orange pigments. Mean鄄
while, the orange pigments production in a 50 L bioreactor was similar to that in a bioreactor. In conclu鄄
sion, the higher ventilatory volume and adapted stirring speed were beneficial to the biomass and orange
pigments production.

Key words: Monascus; orange pigment; fermentation conditions; color value; dissolved oxygen
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