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摘  要：研究蚕蛹粉浓度、葡萄糖浓度、培养时间以及发酵液初始 pH 对一株红酵母发酵生产类胡萝

卜素的影响。单因素实验结果表明：添加 7.5 g/L 的蚕蛹粉、葡萄糖浓度为 30 g/L，发酵时间 4 d，发

酵液初始 pH 7.0 时，类胡萝卜素产量达到最高值 14.51 mg/L，较对照组提高 46.9%；通过正交实验进

一步优化培养条件，结果表明：各因素对类胡萝卜素发酵产量的影响大小顺序为：培养时间>蚕蛹粉

浓度>葡萄糖浓度>培养基初始 pH；从极差 R 可知，最佳发酵条件组合为 A2B2C2D1，即蚕蛹粉浓度

7.5 g/L、葡萄糖浓度 30 g/L、培养时间 4.0 d、培养基初始 pH 6.0。经过优化，类胡萝卜素产量达到最

大值 14.88 mg/L。 
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Abstract: Effects of silkworm pupae powder concentration, glucose concentration, cultural time and initial 

pH of culture medium on the fermentation of carotenoid were investigated. The results of single-factor 

experiments showed that when silkworm pupae powder concentration was 7.5 g/L, with glucose 

concentration at 30 g/L and cultural time of 4 d, as well as initial pH of culture medium of7.0, the carotenoid 

yield reached the maximum value of 14.51 mg/L, which was 46.9% higher than that of the control. In order 

to make further improvement on the carotenoid production, the orthogonal tests were performed and the 

results showed that the order of the factors affecting the carotenoid yield was as follows: cultural 

time>silkworm pupae powder concentration>glucose concentration>pH. The carotenoid yield reached the 

maximum value of 14.88 mg/L under the optimum fermentation conditions. Silkworm pupae powder 

concentration was 7.5 g/L, with glucose concentration at 30 g/L, and cultural time of 4 d, plus pH value at 6.0. 
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类胡萝卜素（Carotenoid）是一类呈黄色、 
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橙红色或红色的多烯类化合物，主要包括 β-类胡

萝卜素、虾青素、叶黄素和蕃茄红素等[1-3]，除具

有转化为 VA 的生物活性外，还具有预防癌症和

心血管疾病等多种生理功能，因此多被应用于功
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能营养品、化妆品、食品添加剂、动物饲料等领

域[4-6]。类胡萝卜素的生产方法主要有动植物材料

提取法、化学合成法以及微生物发酵法。动植物

材料提取法受到季节、材料品种、生长环境等因

素影响很大，而且工艺复杂，成本较高；由于易

产生多种副产物，导致化学合成法的安全性受到

质疑；微生物发酵法由于成本低，而且合成的类

胡萝卜素在构型、活性等方面同天然的类胡萝卜

素相一致，因而越来越受到大家的关注[7-13]。随

着微生物代谢工程领域及合成生物学的迅速发

展，微生物法制造类胡萝卜素的发展及普及将如

虎添翼[8-11]。 

利用工、农业副产物进行发酵可以降低成本、

促进产量提高[14-19]，蚕蛹是蚕茧抽丝后的副产物，

我国的蚕蛹年产量超过 30 万 t，约占世界总产量

的 80%[20]。蚕蛹中富含油脂、蛋白质、甲壳素、

糖类、维生素、嘌呤以及丰富的微量元素，具有

较高的营养保健价值，但由于致敏性以及食用后

会引起部分人头晕、恶心、呕吐等不良反应，因

而目前食品领域内未见到成熟且商业化的蚕蛹相

关产品[21]。蚕蛹粉在作为动物饲料原料时易发生

腐败和恶臭，添加剂量不当时，还易使鸡蛋、猪

肉和鸡肉带有不良气味，猪肉脂肪变黄；所以长

期以来蚕蛹利用率较低，资源浪费较多[22]。 

研究表明：细胞积累脂质是提高类胡萝卜素

产量的方法之一[12]，但类胡萝卜素含量过高会影

响细胞生长，所以提高酵母中油脂含量，不仅可

以降低产物对细胞生长的影响，同时还可以为类

胡萝卜素的合成提供更多的前体[8]；酵母如果将

过多的葡萄糖用于油脂的合成以提高类胡萝卜素

产量，将使原料转化率减低，所以适当添加有机

氮源，有利于葡萄糖的充分利用和类胡萝卜素产

量的提高[23]。基于以上原因，探索在培养基中添

加蚕蛹粉，促进红酵母类胡萝卜素产量的提高，

为桑蚕副产物的综合利用和类胡萝卜素的发酵生

产工艺优化提供实验依据。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

红酵母（Rhodotorula sp.）：江苏科技大学生

物工程实验室保存；蚕蛹，粉碎备用：中国农科

院蚕业研究所提供；葡萄糖、蛋白胨、酵母膏，

分析纯：国药集团化学试剂有限公司。 

1.2  仪器与设备 

超净工作台（SW-C-J-1F）；苏州安泰空气技

术有限公司；精密台式 pH 计（310P-03）：上海

杰晟科学仪器有限公司；摇摆粉碎机（HK-20B）：

杭州旭朗机电有限公司；立式压力蒸汽灭菌器

（LDZX-40BI）：上海申安医疗器械厂；紫外/可

见光分光光度计（UV-9100）：北京瑞利分析仪

器公司；高速台式离心机（TGL-16G）：上海安

亭科学仪器厂；恒温摇瓶柜（HYG-A）：金坛市

精达仪器制造有限公司。 

1.3  实验方法 

1.3.1  培养基制备 

斜面活化及发酵培养基：酵母膏 10 g/L，蛋

白胨 20 g/L，葡萄糖 20 g/L；若配置固体培养基，

加入 2%（w/v）琼脂粉；121 ℃，15 min 灭菌。 

1.3.2  单因素实验 

在 250 mL 的三角瓶中配制发酵培养基

50 mL，分别添加不同浓度蚕蛹粉 0、2.5、5.0、

7.5、10.0、12.5 g/L（其它单因素实验选择 7.5 g/L），

不同葡萄糖浓度 15、20，25、30、35 g/L（其它

单因素实验选择 30 g/L），不同培养时间 2、2.5、

3、3.5、4、4.5 d（其它单因素实验选择 4.0 d），

发酵液不同初始 pH 5.0、6.0、7.0、8.0、9.0（其

它单因素实验 pH 7.0），接入活化的红酵母 1 环，

200 r/min 振荡培养，各 3 个平行，检测生物量及

类胡萝卜素产量，结果取平均值。 

1.3.3  正交实验 

选择蚕蛹粉浓度、葡萄糖浓度、发酵时间、

培养基初始 pH 四个因素，每个因素选择三个水

平进行正交实验（见表 1），各 3 个平行，检测生

物量及类胡萝卜素含量，结果取平均值。 
 

表 1  正交实验设计 

Table 1  Orthogonal test design 

因素 

水平 A 蚕蛹粉 

浓度/(g/L) 

B 葡萄糖 

浓度/(g/L) 
C 发酵时间/d 

D 培养基 

初始 pH 

1 5.0 25 3.5 6.0 

2 7.5 30 4.0 7.0 

3 10.0 35 4.5 8.0 
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1.3.4  细胞生物量（Biomass）的测定 

将发酵液转入离心管中，8 000 r/min 离心

3 min，弃上清液，菌体用无菌水洗后再离心，50 ℃

左右烘干称重。 

1.3.5  类胡萝卜素含量及产量的测定 

类胡萝卜素含量参照文献[24]的方法测定，计

算公式如下： 

每克培养物的类胡萝卜素含量（μg/g 干基） 

max

0.16

A D V
W

  



 

式中：Aλmax 为类胡萝卜素最大波长处的吸光

度；D 为色素浸提液稀释倍数；V 为浸提所用丙

酮的总体积，mL；W 为提取所用的发酵培养物重

量，g；0.16 为胡萝卜素的摩尔消光系数。 

类胡萝卜素产量计算方法参照公式： 

类胡萝卜素产量（mg/L）=生物量（g/L）×

类胡萝卜素含量（mg/g） 

1.4  数据分析 

采用 Microsoft Excel 软件对实验数据进行分

析及绘图，每组实验重复 3 次，结果以（平均值±

标准差）表示。 

2  结果与分析 

2.1  单因素实验结果 

2.1.1  蚕蛹粉浓度对类胡萝卜素产量的影响 

蚕蛹粉浓度对类胡萝卜素发酵影响的结果见

图 1，从图 1 可以看出随着蚕蛹粉浓度的上升，

生物量和类胡萝卜素呈先升高后降低的趋势。在

蚕蛹粉浓度从 0 g/L 提高到 7.5 g/L 时，生物量和

类胡萝卜素含量分别从 19.23 g/L 和 513.62 μg/g

升高至最大值 22.54 g/L 和 643.67 μg/g，类胡萝卜 

 

 
 

图 1  蚕蛹粉对类胡萝卜素发酵的影响 

Fig.1  Effects of silkworm pupae powder on carotenoid production 

素产量达到 14.51 mg/L，比蚕蛹粉浓度为 0 g/L

时提高了 46.9%。从蚕蛹粉浓度对类胡萝卜素发

酵影响的结果看出，不同蚕蛹粉浓度条件下生物

量的差异不明显，但是对类胡萝卜素的生产有一

定的促进作用。当蚕蛹粉浓度超过 7.5 g/L 时，生

物量和葡糖胺均略有下降，这可能是因为蚕蛹粉

浓度过高，对细胞产生一定的抑制作用，所以添

加 7.5 g/L 的蚕蛹粉对类胡萝卜素的合成促进作

用最大。 

2.1.2  葡萄糖浓度对类胡萝卜素产量的影响 

葡萄糖浓度对类胡萝卜素发酵影响的结果见

图 2，从图 2 可以看出随着葡萄糖浓度的上升，

生物量和类胡萝卜素呈先升高后降低的趋势。在

葡萄糖浓度从 15 g/L 提高到 30 g/L 时，生物量和

类胡萝卜素含量分别从 13.50 g/L 和 537.80 μg/g

升高至最大值 21.58 g/L 和 654.12 μg/g，类胡萝卜

素产量达到 14.12 mg/L，是葡萄糖浓度为 15 g/L

时产量的 1.94 倍，且生物量和类胡萝卜素含量差

异明显。葡萄糖对生物量和类胡萝卜素的生产均

有一定的影响，当葡萄糖浓度超过 30 g/L 时，由

于生物量出现下降趋势从而导致了类胡萝卜素产

量的下降，这是因为葡萄糖浓度过高，对细胞生

长产生一定的影响，所以添加 30 g/L 的葡萄糖对

类胡萝卜素的生产较为合适。由于红酵母对纤维

素的利用能力有限[25]，所以添加还原糖对促进红

酵母生物量的提高作用明显，在生物量提高的基

础上，通过添加富含蛋白和脂肪的蚕蛹粉将有利

于提高红酵母细胞中油脂的含量，而较高的油脂

含量将为类胡萝卜素的合成提供更多的前体乙酰

辅酶 A，因此促进了胡萝卜素的合成，说明葡萄

糖和蚕蛹粉是红酵母发酵生产类胡萝卜素的良好 

 

 
 

图 2  葡萄糖浓度对类胡萝卜素发酵的影响 

Fig.2  Effects of glucose concentration on carotenoid production 
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的碳源和氮源。 

2.1.3  培养时间对类胡萝卜素产量的影响 

培养时间对类胡萝卜素发酵影响的结果见图

3，从图 3 可以看出随着培养时间的延长，生物量

和类胡萝卜素呈先升高后降低的趋势。培养时间

从 2 延长到 4 d 时，生物量和类胡萝卜素含量分

别从 5.70 g/L 和 303.09 μg/g 提高至最大值

20.33 g/L 和 632.45 μg/g，类胡萝卜素产量达到

12.86 mg/L，是培养时间 2 d 时的 7.43 倍。生物

量和类胡萝卜素含量随着培养时间的延长增加较

为明显，说明培养时间对生物量和类胡萝卜素的

生产均有较大的影响。这是由于类胡萝卜素是次

生代谢产物，培养时间太短不利于生物量的提高

和类胡萝卜素的积累。当培养时间继续延长，生

物量和类胡萝卜素含量略有下降，所以培养时间

为 4 d 时对类胡萝卜素的生产较为合适。 

2.1.4  培养基初始 pH 对类胡萝卜素产量的影响 

培养基初始 pH 对类胡萝卜素发酵影响的结

果见图 4，从图 4 可以看出随着培养基初始 pH 从

5.0 升高至 9.0，生物量和类胡萝卜素含量呈先增

加后降低的趋势。培养基初始 pH 从 5.0 升高至

7.0 时，生物量和类胡萝卜素含量分别从 9.77 g/L

和 379.02 μg/g 提高至最大值 19.69 g/L 和

614.27 μg/g，类胡萝卜素产量达到 12.09 mg/L，

是培养基初始 pH5.0 时的 3.27 倍。生物量和类胡

萝卜素的产量受培养基初始 pH 的影响也较大。

这一方面是由于培养基初始 pH 影响菌体生长， 

 
 

图 3  培养时间对类胡萝卜素发酵的影响 

Fig.3  Effects of cultural time on carotenoid production 
 

 
 

图 4  培养基初始 pH 对类胡萝卜素发酵的影响 

Fig.4  Effects of initial pH of fermentation medium  
on carotenoid production 

 

另一方面，pH 也可能影响菌体对蚕蛹粉的利用，

结果表明中性略偏酸有利于红酵母生物量和类胡

萝卜素产量的提高，培养基初始 pH7.0 时对类胡

萝卜素的生产较为合适。 

2.2  正交实验结果 

正交实验结果见表 2，从表 2 可以看出培养

时间对类胡萝卜素的产量影响最大，蚕蛹粉浓度 
 

表 2  正交实验结果 

Table 2  Results of orthogonal experiments 

试验号 A 蚕蛹粉浓度/% B 葡萄糖浓度/(g/L) C 培养时间/d D 培养基初始 pH 生物量/(g/L) 类胡萝卜素含量/(μg/g) 类胡萝卜素产量/(mg/L)

1 0.5 25 3.5 6.0 18.77 546.9 10.27 

2 0.5 30 4.0 7.0 21.37 622.45 13.30 

3 0.5 35 4.5 8.0 19.64 577.21 11.34 

4 0.75 25 4.0 8.0 20.61 601.78 12.40 

5 0.75 30 4.5 6.0 22.57 651.19 14.70 

6 0.75 35 3.5 7.0 18.97 618.29 11.73 

7 1.00 25 4.5 7.0 18.47 596.22 11.01 

8 1.00 30 3.5 8.0 17.5 579.61 10.14 

9 1.00 35 4.0 6.0 20.45 615.19 12.58 

K1 34.90 33.68 32.14 37.54    

K2 38.83 38.14 38.29 36.04    

K3 33.74 35.65 37.05 33.88    

k1 11.63 11.23 10.71 12.51    

k2 12.94 12.71 12.76 12.01    

k3 11.25 11.88 12.35 11.29    

极差 R 1.70 1.49 2.05 1.22    

注：R 以类胡萝卜素产量为指标进行计算。 

Note: The R-value is calculated with the yield of carotenoid. 
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次之，而培养基初始 pH 对类胡萝卜素的产量影

响最小，即各因素对类胡萝卜素发酵产量的影响

大小顺序为：培养时间>蚕蛹粉浓度>葡萄糖浓度>

培养基初始 pH。从极差 R 可知，最佳提取条件组

合为 A2B2C2D1，即蚕蛹粉浓度 0.75%、葡萄糖浓

度 30 g/L、培养时间 4.0 d、培养基初始 pH 6.0 时，

类胡萝卜素产量最大达到 14.70 mg/L。在此条件

下 进 行 发 酵 实 验 验 证 ， 类 胡 萝 卜 素 产 量 为

14.88 mg/L，较单因素实验最高产量提高 0.37 mg/L。 

3  结论 

（1）单因素实验结果表明：葡萄糖和蚕蛹粉

是红酵母发酵生产类胡萝卜素的良好碳源和氮

源，添加 7.5 g/L 的蚕蛹粉和 30 g/L 的葡萄糖时，

类胡萝卜素产量最高；培养时间太短不利于生物

量的提高和类胡萝卜素的积累，当培养时间达到

4 d 时，类胡萝卜素的产量最高；菌体生长受培养

基初始 pH 影响较大，中性略偏酸有利于红酵母

生物量和类胡萝卜素产量的提高。 

（2）正交实验结果显示：各因素对类胡萝卜

素发酵产量的影响大小顺序为：培养时间>蚕蛹粉

浓度>葡萄糖浓度>培养基初始 pH。从极差 R 可

知，最佳提取条件组合为 A2B2C2D1，即蚕蛹粉浓

度 7.5 g/L、葡萄糖浓度 30 g/L、培养时间 4.0 d、

培养基初始 pH6.0 时，类胡萝卜素产量最大达到

14.70 mg/L。 

（3）在正交实验结果的条件下进行实验验证，

类胡萝卜素产量为 14.88 mg/L，较单因素实验最

高产量提高 0.37 mg/L，实验结果为桑蚕副产物的

综合利用和类胡萝卜素的发酵生产工艺优化提供

实验依据。 
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