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摘 � 要: 通过单因素实验及正交试验对法夫酵母摇床发酵产新科斯糖的培养基组成和培养条件进

行优化, 得出该菌株产新科斯糖的最佳发酵条件为: 蔗糖 110 g/ L ,玉米浆粉8 g/ L,种龄 48 h,接种

体积分数 10%, 发酵周期 24 h,初始 pH 6� 5,摇床转速 220 r/ m in,发酵温度 18 � 。经优化后新科

斯糖产量最高可达 73. 2 g/ L ,蔗糖利用率为 66� 5%, 比优化前发酵效率提高了 87� 1%。
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Studies on Fermentation Conditions for Production of

Neokestose by Xanthophy llomyces dendrorhous
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Abstract: In order to further improve the t iter and yield of neokestose production by

Xanthophyllomyces dendrorhous, the medium composit ions and environmental conditions for

neokestose product ion w ere opt imum by the sing le facto r experiment and the orthogonal

exper iments, and listed as follow s: sucrose 110 g / L , dried corn steep liquor pow der 9 g / L , pH

6� 5, rotat ion speed of shaker 220 r/ min and inoculat ion size10% in 25 mL o f culture medium in

the 250 mL flasks at 18 � fo r 24 h. The concentrat ion of neokestose by Xanthophy llomyces

dendror hous 269 w as achieved at 73� 2 g / L , the yield o f neokesto se on sucrose r eached at 66. 5% ,

w hich w as 1. 87 t imes than that o f the control.

Key words: X anthop hy l lomy ces dendr or hous , neokestose, fr ucto-olig osaccharides, submerged

fermentat ion

� � 蔗果低聚糖( Fr ucto oligo saccharides, FOS) , 又

称寡果糖或低聚果糖, 广泛存在于天然水果和蔬菜

中,不仅口感良好, 而且具有优良的生理功能。它

能促进肠道双歧杆菌增殖, 调节肠道菌群平衡, 改

善和调节肠道功能,防治便秘和腹泻;另外,具有低

能量或无能量、预防龋齿、降低血清胆固醇、降低血



脂和血压等功效 [ 1]。由此, FOS是一种国际上公认

的功能性养生食品和新型糖源, 在食品、饲料、医

药、保健品等行业应用广泛
[ 2]
。目前工业上主要利

用黑曲霉 A sp er gi l lus niger
[ 3]

, 青霉 Penici ll ium

ci tr inum
[ 4]

, 运动单胞菌 Zy momonas mobil i s
[ 5]

, 乳

杆菌 L actobaci l lus r eutr i
[ 6] 等来生产低聚果糖。由

于大多数酵母所产的果糖苷酶具有很强的水解能

力, 最终又将合成的低聚果糖水解, 导致低聚果糖

产量甚少[ 7] ,因此目前对于酵母产低聚果糖的研究

较少。

新科斯糖( neokestose)是一种蔗果三糖族低聚

糖,由果糖基 C-2与蔗糖分子中的葡萄糖基 C-6 位

相连所得。它可由法夫酵母 ( X anthop hy llomy ces

dendror hous)发酵来生产。目前国内外对法夫酵母

的研究主要集中于虾青素的发酵生产上, 如高产虾

青素菌株选育[ 8] 、发酵工艺研究[ 9] 、色素提取 [ 10]、色

素稳定性
[ 11]
及虾青素的功能特性

[ 12]
等, 且已能实

现规模化生产。而以法夫酵母为出发菌株, 蔗糖为

碳源进行发酵产新科斯糖的研究则鲜为报道, Ki-l

ian等人[ 13]发现法夫酵母在以蔗糖为碳源的培养基

上生长时能积累新科斯糖,国内江南大学利用法夫

酵母生产新科斯糖的方法已获国家发明专利授

权[ 14] ,苏丁[ 15] 对法夫酵母所产新科斯糖的结构进

行了鉴定。作者主要就法夫酵母产新科斯糖的发

酵条件进行了研究。

1 � 材料与方法

1. 1 � 实验材料

菌株: 法夫酵母 269, 作者所在实验室选育
[ 8]
。

培养基( g / L ) : 种子培养基和发酵培养基见文

献[ 14]。

主要试剂: 新科斯糖标准品为作者所在实验室

制备
[ 15]

,蔗糖等其他试剂均为国产分析纯。

1� 2 � 实验方法

1� 2� 1 � 种子培养 � 从斜面上挑一环菌, 接入装有

25 mL 种子培养基的 250 mL 三角瓶中, 22 � 、220
r/ min培养 48 h作为种子液。

1� 2� 2 � 摇瓶发酵 � 将种子培养液以体积分数 5%

接入发酵培养基, 摇床转速 220 r/ m in, 22 � 发酵

32 h。

1� 2� 3 � 分析方法

1) 新科斯糖的测定: HPLC 为岛津 LC-20A。

色谱柱为Water s Sugar pak1, 6� 5 mmid � 300 mm;

流动相为超纯水;流速为 0� 5 mL/ m in; 检测器为示

差折光检测器; 进样体积为 10 �L。

2) 生物量的测定:干重法测定[ 16]。

2 � 结果与讨论

2� 1 � 发酵培养基的优化
2� 1� 1 � 蔗糖质量浓度对发酵生产新科斯糖的影响

� 碳源是构成菌体和合成新科斯糖的底物来源。

通常作为碳源的物质, 主要是各种糖类, 淀粉等。

根据文献[ 17]报道, 碳源除了蔗糖外, 葡萄糖、果

糖、淀粉等均对果糖基转移酶活性不利。蔗糖既是

酶作用的底物又是一种诱导物,故选择蔗糖作为发

酵产糖的惟一碳源。

以5� 22 g / L 酵母膏为氮源, 蔗糖质量浓度设置

为 70、90、110、130、150 g/ L 5个水平进行比较, 在

22 � 、220 r/ m in发酵 32 h,结果见图 1。

图 1 � 蔗糖质量浓度对法夫酵母产糖的影响

Fig. 1 � Eff ect of sucrose concentration on the neokestose

production by Xanthophy llomyces dendrorhous

� � 由图 1可以看出,随着蔗糖质量浓度增加, 新

科斯糖质量浓度呈一定的上升趋势, 但糖利用率随

糖质量浓度的增加而降低。综合考虑所得新科斯

糖产量和蔗糖转化率, 选取蔗糖质量浓度为 110

g/ L进行摇瓶发酵。

2� 1� 2 � 氮源对发酵生产新科斯糖的影响 � 以 110

g/ L 蔗糖为碳源, 分别用等摩尔量的不同氮源取代

酵母膏,在 22 � 、220 r / min下发酵 32 h, 结果见图

2。

� � 由图 2 可知, 当利用玉米浆粉作为发酵氮源

时,菌体生长较好且新科斯糖产量最高, 这与徐学

明[ 16]等的研究结果相一致。玉米浆粉(或玉米浆)

能显著促进法夫酵母生长。玉米浆粉除含有丰富

的可溶蛋白质、生长素等为菌体生长繁殖提供营养

外,还可能含有果糖苷酶合成的前体物质。同时若

采用玉米浆粉做氮源不仅有利于产物合成,而且还

可在一定程度上降低发酵成本。因此作者选取玉

米浆粉作为发酵培养基氮源。
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图 2� 氮源对法夫酵母产糖的影响

Fig. 2 � Effect of nitrogen sources on the neokestose pro-

duction by Xanthophyllomyces dendrorhous

2� 1� 3 � 玉米浆粉质量浓度对发酵生产新科斯糖的

影响 � 蔗糖 110 g/ L, 配制玉米浆粉浓度分别为 2、

4、6、8、10 g/ L 的培养基, 在 22 � 、220 r/ min 下发

酵 32 h 后测定新科斯糖产量和生物量, 结果见

图 3。

图 3� 玉米浆粉质量浓度对法夫酵母产糖的影响

Fig. 3 � Effect of corn syrup powder concentration on the

neokestose production by Xanthophy llomyces

dendrorhous

� � 图 3表明, 适当提高玉米浆粉质量浓度可提高

新科斯糖产量, 但玉米浆粉质量浓度大于 8 g / L 时,

由于氮源过多导致菌体生长过旺, 使底物蔗糖过早

耗尽,从而使得新科斯糖的合成受到抑制。

2� 2 � 发酵条件的优化

2� 2� 1 � 接种体积分数对法夫酵母产新科斯糖的影

响 � 分别以体积分数 2%、4%、6%、8%、10%、12%

的接种量在25 mL/ 250 mL 发酵培养基中接入种子

液, 32 h 后测定其新科斯糖产量及生物量, 结果见

图 4。

� � 由图 4可知,接种体积分数为 10%时, 新科斯

糖产量最高。随着接种体积分数的增加, 新科斯糖

产量也随之增大, 但当接种体积分数大于 10%时,

图 4 � 接种体积分数对法夫酵母产糖的影响

Fig. 4 � Effect of inoculum concentration on the neokes-

tose production by Xanthophyllomyces dendro-

rhous

新科斯糖产量开始降低。这表明较大的接种体积

分数可以缩短发酵周期, 减少杂菌的生长机会;但

接种体积分数过高则引起溶氧不足, 最终导致新科

斯糖产量降低。Chien
[ 18]等在用固定化 A sp er gi l-

lus j ap onicus 生产低聚果糖时也有类似的发现。

2� 2� 2 � 初始 pH 值对法夫酵母产新科斯糖的影响

� 蔗糖 110 g/ L, 玉米浆粉为 8 g/ L , 配制 pH 分别

为 3� 0、4� 0、5� 0、5� 5、6� 0、6� 5、7� 0、7� 5、8� 0 的培
养基, 22 � 、220 r/ min 下发酵 32 h后测定其新科

斯糖产量及生物量,结果见图 5。

初始 pH 值对法夫酵母产糖影响较大。pH 值

在 5~ 8范围内时新科斯糖产量均较高。这一结果

表明,法夫酵母所产果糖基转移酶的最适 pH 值接

近中性,与 kilian[ 19] 的研究一致。

图 5� 初始 pH值对法夫酵母产糖的影响

Fig. 5 � Eff ect of initial pH on the neokestose production

by Xanthophyllomyces dendrorhous

2� 2� 3 � 发酵温度对法夫酵母产新科斯糖的影响 �
蔗糖 110 g/ L , 玉米浆粉 8 g/ L , pH 6� 0, 温度分别
设置为 18、20、22、24、28、32 � , 在 220 r/ min 的转

速下发酵 32 h 后测定新科斯糖产量及生物量。
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图 6� 发酵温度对法夫酵母产糖的影响

Fig. 6 � Effect of temperature on the neokestose produc-

tion by Xanthophyllomyces dendrorhous

� � 由图 6可知,法夫酵母发酵产新科斯糖在培养

温度为 20 � 时效果最好,新科斯糖产量最高, 这与

徐学明等
[ 16]
的研究结果一致,法夫酵母的发酵温度

较低,在 16~ 22 � 范围内生长较好。

2� 2� 4 � 发酵时间对发酵生产新科斯糖的影响 � 以

体积分数 10%接种量将种子培养基接入上述已优

化的发酵培养基, 发酵 4、8、12、16、24、36、48、72 h

后分别测定新科斯糖产量及生物量,结果见图 7。

图 7 � 法夫酵母发酵进程曲线

Fig. 7 � The time-course of the neokestose production by

Xanthophyllomyces dendrorhous

� � 图 7进程曲线表明,前 12 h时酵母迅速利用蔗

糖,新科斯糖迅速积累,到 24 h 时,新科斯糖产量达

到最高,以后各糖质量浓度基本保持不变, 因此确

定发酵时间为 24 h。

2. 2. 5 � 种龄对法夫酵母产新科斯糖的影响 � 适宜

种龄菌体接种可以缩短发酵周期, 同时种龄也是决

定产酶的重要因素, 因此利用最佳种子进行发酵可

获取较高新科斯糖产量。

作者分别选取培养 16、24、32、40、48、60、72、84

h后的种子培养基, 均以体积分数 10%接种量接入

装有 25 mL 发酵培养基的 250 mL 三角瓶中, 初始

pH 为 6� 0,培养 24 h后分别测定新科斯糖产量和

生物量。由图 8可知,新科斯糖产量以 48 h 的种龄

为最佳。种龄小于 48 h 时,由于质量细胞处于幼嫩

的指数期,接入发酵培养基时受高质量浓度蔗糖抑

制作用较明显,生物量小,果糖苷酶较少,因此新科

斯糖产量较低。

图 8� 种龄对法夫酵母产新科斯糖的影响

Fig. 8 � Eff ect of inoculum age on the neokestose produc-

tion by Xanthophy llomyces dendrorhous

2. 3 � 正交试验

通过反复试验得知, 蔗糖质量浓度、初始 pH

值、发酵温度是影响新科斯糖产量的重要因素。实

验以新科斯糖产量和蔗糖转化率为指标,采用正交

试验优化法夫酵母产新科斯糖的发酵条件,结果见

表 1~ 3。

表 1� 正交试验因素及水平

Tab. 1 � The factors and levels of experiment

因素

水平

A

蔗糖质量浓度/ ( g/ L )

B

pH 值

C

温度/ �

1 70 5 18

2 110 6. 5 20

3 150 8 22

表 2� L9( 34 )正交试验方案及结果

Tab. 2 � The design and results

试验 A B C
新科斯糖

产量/ ( g/ L )

蔗糖

利用率/ %

1 1 1 1 36. 4 52. 00

2 1 2 2 38. 2 54. 57

3 1 3 3 35. 2 50. 29

4 2 1 2 45. 6 41. 45

5 2 2 3 52. 3 47. 55

6 2 3 1 50. 7 46. 09

7 3 1 3 58. 6 39. 07

8 3 2 1 69. 2 46. 13

9 3 3 2 64. 5 43. 00
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表 3 � 新科斯糖产量、蔗糖转化率极差分析结果

Tab. 3 � The range analytic results of neokestose and sucrose

yield

指标 项目 A B C

新科斯
糖产量/
( g / L )

k1 36. 6 46. 87 52. 1

k2 49. 53 53. 23 49. 43

k3 64. 1 50. 13 48. 7

R 27. 5 6. 36 3. 4

最优组合 A 3 B2 C2

蔗糖
转化率/

%

k1 52. 29 44. 17 48. 08

k2 45. 03 49. 42 46. 34

k3 42. 73 46. 46 45. 63

R 9. 55 5. 24 2. 44

最优组合 A 1 B2 C1

� � 由图 9正交试验结果效应曲线图可以看出: 在

对新科斯糖产量的影响中, 影响因素为 A > B> C;

表 4方差分析表明,蔗糖质量浓度对新科斯糖产量

影响极显著,是主要影响因素。这是由于在产糖过

程中,蔗糖作为果糖苷酶的诱导物以及新科斯糖合

成的底物而发挥了主要作用。在对蔗糖利用率的

影响中, 影响因素为 A > B> C,其中蔗糖质量浓度

和 pH 值影响显著。这一方面证实了蔗糖的诱导作

用,另一方面说明 pH 值直接影响果糖苷酶的活力,

即 pH 值过高或过低都会使其水解能力下降。综合

两个指标及极差分析,确定最佳发酵条件为: 蔗糖

110 g/ L, 玉米浆粉 8 g/ L , pH 6� 5, 接种体积分数
10% , 18 � , 24 h。以此条件发酵培养, 结果所得新

科斯糖产量为 73� 2 g/ L , 蔗糖利用率为 66� 5%, 比

优化前发酵效率提高了 87� 1%。

表 4� 正交试验方差分析表

Tab. 4� The variance analysis of orthogonal results

指标 变异来源 平方和 自由度 方差 F 值 显著水平

新科斯糖产量/ ( g/ L)

A 1 135. 709 2 567. 854 4 208. 684 8 0. 004 77

B 60. 815 56 2 30. 407 78 11. 174 77 0. 082 14

C 19. 208 89 2 9. 604 44 3. 529 6 0. 220 77

误差 5. 442 22 2 2. 721 11

总和 1 221. 176

蔗糖转化率/ %

A 0. 014 92 2 0. 007 46 40. 434 81 0. 024 13

B 0. 004 15 2 0. 002 07 11. 238 71 0. 081 71

C 0. 000 95 2 0. 000 47 2. 566 99 0. 280 35

误差 0. 000 37 2 0. 000 18

总和 0. 014 92 2 0. 007 46

图 9� 正交试验效应曲线图

Fig. 9� The eff ect curve of orthogonal experiment
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3 � 结 � 语

法夫酵母 269 能有效地将蔗糖转化为功能性

低聚果糖 � � � 新科斯糖。该菌株产新科斯糖的能
力受蔗糖质量浓度、氮源种类与质量浓度、培养基

初始 pH 值、种龄、接种体积分数、发酵温度和时间

等因素影响, 其中尤其以蔗糖质量浓度与初始 pH

值影响最大。优化条件下发酵可使新科斯糖产量

达到 73� 2 g/ L 发酵液, 比优化前发酵效率提高

87� 1%。
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