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胶红酵母发酵新会柑汁制备类胡萝卜素工艺优化

柳明罕  蹇华丽  钟武杰

（华南农业大学食品学院，广东  广州   510642）

摘要：［目的］为提高废弃新会柑肉的利用率，探讨以其为低成本原料制备类胡萝卜素培养基的可能性。［方法］以新会

柑汁作为发酵培养基，以胶红酵母总类胡萝卜素产量及生物量为考察指标，采用单因素及响应面试验对培养基组分及发

酵条件进行优化。［结果］最优工艺条件：新会柑汁总糖 95~100 g/L、总氮量 3 g/L、初始 pH 6；在接种量 4 mL/100 mL、摇床

转速 240 r/min、装液系数 0.08、发酵温度 28 ℃、摇瓶振荡培养 96 h，胶红酵母生物量可达 44.62 g/L，其类胡萝卜素产量

达 13.08 mg/L。该条件下得到的色素提取物的 DPPH 自由基清除能力高于维生素 C。［结论］新会柑汁培养基相对于基

础培养基在相同发酵条件下摇瓶产量提升了 2.17 倍，为高效开发利用废弃的新会柑肉提供了新的途径。
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Optimization of carotenoid production from Xinhui mandarin 

juice fermented by rhodotorula mucilaginosa

LIU Minghan JIAN Huali ZHONG Wujie

（College of Food Science, South China Agricultural University, Guangzhou, Guangdong 510642, China）

Abstract: ［［Objective］］ To improve the utilization of waste Xinhui mandarin pulp and explore the feasibility of preparing low-cost 

carotenoid-producing culture media. ［［Methods］］ By using Xinhui mandarin juice as the fermentation medium, with the total carotenoid 

yield and biomass of rhodotorula mucilaginosa as the evaluation indexes, the components of the medium and fermentation conditions were 

optimized via single-factor experiments and response surface methodology. ［［Results］］ The fermentation medium is prepared with Xinhui 

mandarin juice, with the total sugar content controlled at 95~100 g/L, total nitrogen content at 3 g/L, and initial pH at 6. Under the 

conditions of 4 mL/100 mL inoculum size, 240 r/min shaker rotation speed, 0.08 liquid loading coefficient, 28 ℃ fermentation temperature, 

and 96 h shake-flask fermentation, the biomass of rhodotorula mucilaginosa reaches 44.62 g/L, and its carotenoid yield reaches 13.08 mg/L. 

The DPPH radical scavenging activity of the pigment extract obtained under these conditions is higher than that of Vitamin C. 

［［Conclusion］］ Compared with the basal medium under the same fermentation conditions, the shake-flask yield of carotenoid from the 

Xinhui mandarin juice medium increases by 2.17 times, which provides a new approach for the efficient exploitation and utilization of waste 

Xinhui mandarin pulp.
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中国作为全球最大的柑橘生产国，占全球总产量的

28%，其中新会陈皮柑作为国家地理标志产品，已成为广

东江门新会区的支柱产业，2023 年全产业链产值突破

230 亿元［1］。然而其产业发展面临显著挑战：柑肉因酸涩

口感和纤维粗糙难以利用，年产量超 20 万 t的柑肉常被废

弃，造成资源浪费与环境污染的双重压力。

新会柑富含类胡萝卜素。类胡萝卜素作为具有抗氧

化、增强免疫和抗癌功效的萜类化合物，在医药、保健品

和化妆品领域应用广泛［2］。相较于传统的化学合成法，微

生物发酵法因环境友好、产物活性高等优势成为主流生
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产工艺。但现有技术受制于发酵原料成本高（占生产成

本 30%~50%），急需开发廉价的发酵原料。这为新会柑肉

资源化利用提供了重要契机，其富含糖类、类胡萝卜素及

维生素 C 等营养物质，具备理想的发酵原料的特性。

目前，学界在柑肉资源化方面已进行多维度的探索：

包括传统产品的开发如醋和酵素等［3-4］。吴林达等［5］利

用新会柑果汁发酵制备细菌纤维素生物膜。李义勇

等［6-7］利用新会柑果浆培养海洋假丝酵母，并构建水产养

殖尾水净化系统。Xu 等［8］发现乳酸菌发酵能够显著改变

柑橘汁中的生物活性物质的组成，提升其营养价值和功

能特性，为开发富含生物活性成分的功能性发酵柑橘饮

品提供了理论支持。Oberoi 等［9］则利用柑橘类废弃物生

产乙醇，通过优化同步糖化发酵工艺，提高乙醇产量，同

时实现农业废弃物的资源化利用。然而这些技术普遍存

在反应条件严苛、预处理复杂等问题，导致成本居高

不下。

胶红酵母（Rhodotorula mucilaginosa）具备三大优势：

①  广谱底物利用能力，可高效利用柑肉的糖类物质且耐

受酸性环境，尤其是含有大量柠檬酸的柑肉；②  高产类胡

萝卜的能力；③  发酵后菌体富含蛋白质、维生素和油脂，

可直接作为饲料添加剂，形成“类胡萝卜素+单细胞蛋

白”双产品体系，提升资源利用率。研究拟采用废弃的新

会柑肉作为培养基，通过组分改良及发酵工艺优化，以期

获得使胶红酵母高效生产类胡萝卜素的天然廉价培养基

及相应的发酵条件，为新会陈皮柑高附加值产品开发提

供参考。

1　材料与方法

1.1　材料与试剂

1.1.1　菌株　

胶红酵母 GDMCC2.30：广东省微生物研究所菌种保

藏中心。

1.1.2　主要材料与试剂　

新会柑果：当年 11 月中旬于广东省江门市新会区咏

琪加工场果园采集；

蛋白胨、酵母粉、马铃薯葡萄糖水（PDB）、胰蛋白胨、

琼脂粉：分析纯，北京奥博星生物技术有限责任公司；

葡萄糖、硫酸铵、氯化钾：分析纯，广州化学试剂厂；

磷酸氢二钾、七水合硫酸镁、硫酸亚铁：分析纯，广州

市金华大化学试剂有限公司；

盐酸、氢氧化钠、硫胺素：分析纯，广东光华化学厂有

限公司；

二甲基亚砜、丙酮、无水乙醇：分析纯，广东广试试剂

科技有限公司；

2，2-联苯胺 -1-苦基肼基（DPPH）：分析纯，上海麦克

林生化科技股份有限公司；

基础培养基：硫酸铵 3 g/L，葡萄糖 95 g/L，七水合硫

酸镁 0.5 g/L，磷酸氢二钾 1 g/L，硫酸亚铁 0.01 g/L，氯化钾

0.5 g/L，硫胺素 0.4 μg/L，蒸馏水 1 000 mL，pH 6。

1.1.3　主要仪器与设备　

恒温培养振荡器：SPH-2102C 型，上海世平实验设备

有限公司；

电子天平：AL204 型，梅特勒—托利多仪器（上海）有

限公司；

台式高速冷冻离心机：TGL-16gR 型，上海安亭科学

仪器有限公司；

鼓风干燥箱：DHG-9140A 型，上海一恒科学仪器有限

公司；

超净工作台：SW-CJ-1FD 型，苏州安泰空气技术有限

公司；

灭菌锅：LDZX-30KBS 型，上海申安医疗器械厂；

电热恒温水浴锅：KD-8D 型，上海精宏实验设备有限

公司；

紫外—可见分光光度计：UV-1240 型，日本岛津公司；

pH 计：TL-48R 型，上海万柏生物科技有限公司。

1.2　方法

1.2.1　工艺流程　

新会柑拣选→清洗、去核→粉碎→榨汁→纱布粗

滤→离心（4 000 r/min，10 min）→灭菌（115 ℃、15 min）→
冷却→调配→接种→发酵→离心→洗涤→发酵液进行类

胡萝卜素产量测定

1.2.2　新会柑汁主要营养成分测定　

（1） 总糖：按 SN/T 4260—2015 执行

（2） 还原糖：按 NY/T 2742—2015 执行。

（3） 总氮含量：按 NY/T 2017—2011 执行。

（4） 可溶性固形物含量：按 NY/T 2637—2014 执行。

1.2.3　种子液制备与摇瓶发酵条件　

（1） 种子液制备：取胶红酵母菌株接入装有 50 mL 马

铃薯葡萄糖水的 250 mL 三角瓶中，于 28 ℃、180 r/min 下

培养至 OD600值≥1.0。

（2） 摇瓶发酵基础条件：装液量 20 mL/250 mL，接种

量 5 mL/100 mL，发酵温度 28 ℃，摇床转速 180 r/min，培

养基初始 pH 6，培养时间 96 h。

1.2.4　生物量及类胡萝卜素产量测定　

（1） 生物量：取 5 mL 发酵液于提前烘干并称重的 EP

管中，5 000 r/min 离心 5 min，弃去上层培养基，加入无菌

水洗涤 2 次，5 000 r/min 离心 10 min 得湿菌体，置于 105 ℃
鼓风干燥箱中烘至恒重（前后 2 次质量差不超过 2 mg），然

后称量计算生物量。

（2） 类胡萝卜素提取及产量测定：类胡萝卜素提取参

照 Huang 等［10］的方法进行修改。5 mL 发酵液于 10 mL 离

心管中，10 000 r/min 离心 10 min，去除培养基，用蒸馏水
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洗涤两次，弃上清液，用 5 mL 95% 乙醇洗涤 1 次，弃上清

液，用 9 mL 99% 无水乙醇洗涤 1 次，弃上清液，加入 2 mL

二甲基亚砜混匀，置于 65 ℃水浴 1.5 h。待破壁完全后，加

6 mL 丙酮摇匀 10 min，直至菌体呈无色后，以 5 000 r/min

离心 6 min，取上清液于紫外分光光度计 480 nm 处测定吸

光度值。按式（1）计算总类胡萝卜素产量。

X= A× C× V
0.16 × z

， （1）

式中：

X——总类胡萝卜素产量， mg/mL；

A——类胡萝卜素最大波长处吸光度；

C——稀释倍数；

V——提取用有机溶剂体积，mL；

z——提取用发酵液，mL；

0.16——有机溶剂消光系数。

1.2.5　新会柑清汁培养基的单因素试验　在无添加的新

会清柑汁作为培养基的基础上，参考 1.2.1 工艺流程，其他

因素固定为：发酵时间 96 h，接种量 5 mL/100 mL，摇床转

速 180 r/min，发酵温度 28 ℃。分别考察碳源质量浓度

（38~40，57~60，76~80，95~100，105~110，115~120，125~

130，135~140 g/L）、氮源质量浓度（1，2，3，4 g/L）、初始 pH

（pH 4.0，5.0，5.5，6.0，7.0）对胶红酵母生长及总类胡萝卜

素产量的影响。

1.2.6　培养条件的单因素试验　参考 1.2.1 工艺流程及

1.2.5 优化后的培养基，其他因素固定为：碳源质量浓度

95~100 g/L，氮源质量浓度 3 g/L，初始 pH 为 6。分别考察

发酵时间（24，48，72，96，120，144，168 h）、发酵温度（24，

26，28，30，32 ℃）、装液系数（0.08，0.12，0.16，0.20）、接种

量（2，4，6，8，10 mL/100 mL）、摇床转速（100，150，200，

250，300 r/min）对胶红酵母生长及总类胡萝卜素产量的

影响。

1.2.7　发酵工艺响应面试验　在单因素试验的基础上，

选取摇床转速、接种量、发酵温度 3 个因素进行响应面分

析，采用 Design Expert 13.0.1 软件进行 Box-Benhnken 设

计，以总类胡萝卜素产量为响应值，优化胶红酵母摇瓶发

酵的工艺参数。

1.2.8　胶红酵母所产类胡萝卜素清除 DPPH 自由基能力

测定　参照邓永平等［11］的方法，将制备好的胶红酵母类

胡萝卜素丙酮提取液初步纯化，再用无水乙醇配制质量

浓度为 10，20，40，60，80，100 μg/mL 的胶红酵母类胡萝卜

素样品溶液及维生素 C（VC）作为参照物，测定 DPPH 自由

基清除率。

1.3　数据处理与分析

试验均重复 3 次，数据分析采用 SPSS 22.0，并通过

Duncan's 进行显著性差异分析（P＜0.05）。结果以平均

值±标准差的形式呈现，使用 OriginPro 2021 进行绘图。

2　结果与分析

2.1　新会柑汁主要营养成分

新会柑汁的主要营养成分见表 1。

2.2　发酵培养基优化

2.2.1　碳源对胶红酵母生长及总类胡萝卜素产量的影

响　碳源是胶红酵母生长代谢的核心营养物质［12］，直接

影响菌体生物量与次级代谢产物（如类胡萝卜素）的合成

效率［13］。如图 1 所示，随着柑清汁的稀释，菌体生物量呈

减少趋势，说明稀释柑清汁可能造成营养成分不足，新会

柑清汁的原液有利于该菌株的生长。随着总糖质量浓度

的上升，胶红酵母的总类胡萝卜素产量及生物量均有明

显下降，说明总糖质量浓度过高会抑制酵母的生长。而

且新会柑清汁含丰富的柠檬酸、硫胺素和类胡萝卜素等，

对酵母的生长及类胡萝卜素的积累有促进作用［10， 14］。因

此，选择新会柑清汁原液进行后续试验，此时生物量达到

38.4 g/L，总类胡萝卜素产量为 9.6 mg/L。

胶红酵母能在总糖质量浓度为 95~100 g/L 的高糖环

境下生长且不受抑制，显著高于文献［15］报道的最适碳

源质量浓度为 41.24 g/L。可能是因为新会柑清汁中碳源

组成为蔗糖、果糖及葡萄糖，而柑汁中的复合糖不仅可以

克服葡萄糖浓度过高导致的系列问题，还有利于降低成

表 1　新会柑汁的主要营养成分

Table 1　Main nutritional components of Xinhui 

mandarin juice

总糖/

（g·L-1）

97.5±2.5

还原糖/

（g·L-1）

41±1

pH

3.95±0.15

可溶性糖/

°Brix

11.23±0.65

总氮/

（g·L-1）

1.01±0.05

大写字母不同表示总类胡萝卜素产量差异显著（P＜0.05）；小写

字母不同表示生物量差异显著（P＜0.05）

图 1　总糖质量浓度对胶红酵母发酵的影响

Figure 1　Effect of total sugar mass concentration on 

fermentation of rhodotorula mucilaginosa
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本，降低糖消耗速度，为发酵后期类胡萝卜素的转化提供

足够原料物质［16］。也有可能是因为新会柑清汁中含大量

类黄酮物质如橙皮苷、槲皮素等，能在高糖胁迫环境下保

护酵母［17］。

2.2.2　氮源对胶红酵母生长及总类胡萝卜素产量的影

响　氮的供应会影响细胞代谢和碳氮比，较低的氮含量

可能会导致营养缺乏，对微生物的生长和次生代谢物的

合成起着至关重要的调节作用［18］。新会柑清汁以有机氮

为主，而无机氮如铵盐能快速促进 TCA 循环，缩短迟滞

期［19］。因此，为更好满足胶红酵母生长需求，综合考虑成

本等因素，选用硫酸铵作为补充氮源［19］。如图 2 所示，以

不外加氮源的新会柑清汁培养基作为对照组，当添加硫

酸铵作为补充氮源发酵，总氮质量浓度＜3 g/L 时，随着总

氮质量浓度的增加，菌体生物量及总类胡萝卜素产量增

加；当发酵液总氮质量浓度为 3 g/L 时，总类胡萝卜素的产

量达最高，为 11.36 mg/L，生物量为 43.3 g/L；总氮质量浓

度＞3 g/L 时，菌体生物量上涨而总类胡萝卜素产量显著

降低，可能过高的总氮质量浓度会使碳氮比降低从而对

酵母合成类胡萝卜素合成产生不利的影响［20］。因此选择

总氮质量浓度 3 g/L 进行后续试验。

2.2.3　初始 pH 对胶红酵母生长及总类胡萝卜素产量的

影响　如图 3 所示，在偏酸性时，随着 pH 的升高，生物量

及总类胡萝卜素产量同时升高，在弱酸偏中性即 pH 6 时，

总类胡萝卜素产量达到峰值，为 11.27 mg/L，生物量为

43.61 g/L。进一步提高 pH，类胡萝卜素产量下降，可能是

过高或过低的 pH 会影响酵母对培养基中营养物质的吸

收与利用效率［21］，同时削弱其分泌代谢产物的能力，进而

导致代谢途径的调整以及细胞膜通透性的改变。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，因此选择初始 pH 6 进行后续试验。

2.3　发酵工艺优化

2.3.1　发酵时间对发酵胶红酵母生长及总类胡萝卜素产

量的影响　如图 4 所示，发酵时间为 0~72 h 总类胡萝卜素

产量增长速度快，生物量快速积累；发酵 96 h 后菌体生长

增速放缓，类胡萝卜素积累速度也变慢；发酵 144 h 生物

量达到最大值，为 49.42 g/L。发酵时间超过 144 h 之后，

胶红酵母的生物量开始减少，主要原因可能是发酵液营

养物质消耗完全，菌体生长停滞或是一些发酵副产物的

产生导致菌体自溶。综合时间成本等因素考虑，选择 96 h

为最佳发酵时间。

2.3.2　发酵温度对发酵胶红酵母生长及总类胡萝卜素产

量的影响　如图 5 所示，发酵温度为 24~28 ℃时，总类胡

萝卜素产量以及生物量均随着发酵温度升高而增加，

大写字母不同表示总类胡萝卜素产量差异显著（P＜0.05）；小写

字母不同表示生物量差异显著（P＜0.05）

图 2　总氮质量浓度对胶红酵母发酵的影响

Figure 2　Effect of total nitrogen mass concentration on 

fermentation of rhodotorula mucilaginosa

大写字母不同表示总类胡萝卜素产量差异显著（P＜0.05）；小写

字母不同表示生物量差异显著（P＜0.05）

图 4　发酵时间对胶红酵母发酵的影响

Figure 4　Effect of fermentation time on fermentation of 

rhodotorula mucilaginosa

大写字母不同表示总类胡萝卜素产量差异显著（P＜0.05）；小写

字母不同表示生物量差异显著（P＜0.05）

图 3　初始 pH 对胶红酵母发酵的影响

Figure 3　Effect of initial pH on fermentation of 

rhodotorula mucilaginosa
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28 ℃时菌体生物量最高，为 43.2 g/L，总类胡萝卜素产量

为 11.9 mg/L。随着发酵温度升高，生物量及总类胡萝卜

素产量逐渐减少。因此，确定 28 ℃为发酵的最适温度。

2.3.3　装液系数对发酵胶红酵母生长及总类胡萝卜素产

量的影响　装液系数的大小影响发酵培养基中的溶氧

量，红酵母需要足够的溶氧量来满足生长的需要［22］。实

际生产应用中，装液系数低于 0.08 时水分蒸发会导致摇

瓶内的发酵液过于黏稠，相对体积变化太大，不利于产物

浓度的测量，故选择 0.08 作为装液系数的边界条件。如

图 6 所示，随着装液系数的提高，会影响培养基中的溶氧

量，从而使总类胡萝卜素产量及生物量呈下降趋势，在装

液系数为 0.08 时，生物量及总类胡萝卜素产量达到最大。

故选择 0.08 的装液系数进行后续试验。

2.3.4　接种量对发酵胶红酵母生长及总类胡萝卜素产量

的影响　如图 7 所示，随着培养基接种量的加大，红酵母

的色素产量呈先上升后下降的趋势，可能是接种量的提

高使发酵液黏度过大，导致体系溶氧不足，产物积累变

慢。接种量为 4 mL/100 mL 时，总类胡萝卜素产量达到最

大值（11.70 mg/L）且生物量（43.42 g/L）也处于较高水平，

故选择 4 mL/100 mL 的接种量进行后续试验。

2.3.5　摇床转速对发酵胶红酵母生长及总类胡萝卜素产

量的影响　当装液量一定时，摇床转速成为影响瓶内氧

气含量的重要因素。如图 8 所示，在 100~250 r/min 范围

内，提高摇床转速有利于菌株生长和类胡萝卜素的积累。

摇 床 转 速 为 250 r/min 时 ，总 类 胡 萝 卜 素 产 量 达 到

12.88 mg/L，生 物 量 达 到 43.46 g/L。 但 摇 床 转 速 达 到

大写字母不同表示总类胡萝卜素产量差异显著（P＜0.05）；小写

字母不同表示生物量差异显著（P＜0.05）

图 6　装液系数对胶红酵母发酵的影响

Figure 6　Effect of liquid loading coefficient on 

fermentation of rhodotorula mucilaginosa

大写字母不同表示总类胡萝卜素产量差异显著（P＜0.05）；小写

字母不同表示生物量差异显著（P＜0.05）

图 7　接种量对胶红酵母发酵的影响

Figure 7　Effect of inoculum size on fermentation of 

rhodotorula mucilaginosa

大写字母不同表示总类胡萝卜素产量差异显著（P＜0.05）；小写

字母不同表示生物量差异显著（P＜0.05）

图 5　发酵温度对胶红酵母发酵的影响

Figure 5　Effect of fermentation temperature on 

fermentation of rhodotorula mucilaginosa

大写字母不同表示总类胡萝卜素产量差异显著（P＜0.05）；小写

字母不同表示生物量差异显著（P＜0.05）

图 8　摇床转速对胶红酵母发酵的影响

Figure 8　Effect of shaker rotation speed on fermentation 

of rhodotorula mucilaginosa
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300 r/min 后，总类胡萝卜素产量及生物量反而下降，可能

由于随着摇床转速增加，瓶内流体受到的剪切速率增大，

最终影响红酵母的生长及类胡萝卜素的积累。故选择

250 r/min 的摇床转速进行后续试验。

2.4　响应面试验

2.4.1　模型建立　响应面试验因素水平及结果分别见

表 2 和表 3。通过数据分析，得到了响应值总类胡萝卜素

产量对摇床转速、接种量、发酵温度的二次多项式回归

模型：

Y=12.99-0.388 75A+0.287 5B+0.146 25C+
0.525AB+0.417 5AC+0.12BC-0.661 25A2-0.693 75B2-
0.816 25C2。 （2）

由表 4 可知，模型极显著（P<0.000 1），失拟项不显著

（P>0.05），回归系数 R2=0.984 3，修正后为 0.964 1，变异

系数为 1.34%，说明该模型拟合程度较好，能准确预测出

胶红酵母总类胡萝卜素的产量。其中 A、B、C、A2、B2、C2、

AB、AC 的 P 值均小于 0.05，表明其是显著模型项，对总类

胡萝卜素产量有显著影响，而 BC 对响应值未达到显著水

平，说明不同因素之间存在相互作用。由 F 值可知，各因

素影响总类胡萝卜素产量的次序为摇床转速＞接种量＞
发酵温度。

2.4.2　各因素的交互作用　胶红酵母发酵工艺条件各项

单因素交互作用对产类胡萝卜素的响应面和等高线图如

图 9 所示。从图 9 可以看出，回归模型存在极大值点。摇

床转速与接种量以及摇床转速和发酵温度之间的等高线

呈椭圆形，说明交互作用显著。发酵温度与接种量的等

高线呈圆形，说明交互作用较弱，其结果与方差分析结果

相对应。

2.4.3　 胶 红 酵 母 最 佳 条 件 的 确 定 及 验 证　 经 Design-

Expert 13.0.1 软件分析，得到胶红酵母产类胡萝卜素的最

佳条件：摇床转速 238.35 r/min，接种量 4.246 mL/100 mL，

发酵温度 28.079 ℃。该条件下预测的总类胡萝卜素产量

为 13.06 mg/L。为便于实际操作，将最佳培养条件修正为

摇 床 转 速 240 r/min，接 种 量 4 mL/100 mL，发 酵 温 度

28 ℃，在此条件下重复 3次验证实验，总类胡萝卜素产量分

别为 12.97，13.23，13.04 mg/L，均值为 13.08 mg/L，与预测

值相差 0.02，生物量的均值为 44.62 g/L，说明模型准确性

高。该最优条件下菌株摇瓶发酵的总类胡萝卜素产量是

未 优 化 前（9.6 mg/L）的 1.36 倍 ，生 物 量 是 未 优 化 前

（38.37 g/L）的 1.16 倍。说明优化发酵条件使得总类胡萝

表 2　响应面试验因素和水平

Table 2　Factors and levels of response surface experiment

水平

-1

0

1

A 摇床转速/

（r·min-1）

200

250

300

B 接种量/

（10-2 mL·mL-1）

2

4

6

C 发酵温

度/℃

26

28

30

表 3　响应面试验设计及结果

Table 3　Design and results of response surface experiment

试验号

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

A

0

-1

0

0

0

0

0

1

1

0

0

-1

1

-1

0

1

-1

B

0

-1

-1

0

0

1

0

1

0

1

0

0

0

0

-1

-1

1

C

0

0

1

0

0

1

0

0

1

-1

0

1

-1

-1

-1

0

0

总类胡萝卜素产量/

（mg·L-1）

13.07

12.15

11.14

13.07

12.91

11.91

12.88

12.17

11.70

11.58

13.02

11.82

10.37

12.16

11.29

10.50

11.72

表 4　回归方程及方差分析†

Table 4　Regression equation and analysis of variance

因素

模型

A

B

C

AB

AC

BC

A2

B2

C2

残差

失拟项

纯误差

总和

平方和

11.35

1.21

0.66

0.17

1.10

0.70

0.06

1.84

2.00

2.81

0.18

0.15

0.03

11.53

自由度

9

1

1

1

1

1

1

1

1

1

7

3

4

16

均方

1.26

1.21

0.66

0.17

1.10

0.70

0.06

1.84

2.03

2.81

0.03

0.05

0.01

F 值

48.69

46.69

25.53

6.61

42.57

26.92

2.22

71.09

78.25

108.32

6.17

P 值

<0.000 1

0.000 2

0.001 5

0.037 0

0.000 3

0.001 3

0.179 5

<0.000 1

<0.000 1

<0.000 1

0.055 0

显著性

**

**

*

*

**

**

不显著

**

**

**

不显著

† **表示对结果影响极显著（P＜0.01）；*表示对结果影响显

著（P＜0.05）。
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卜素产量进一步提升。与基础培养基相比，新会柑清汁

培养的胶红酵母可以有效提高生物量及类胡萝卜素产量

（见表 5）。

2.5　发酵上清液、完整胶红酵母细胞及类胡萝卜素的

体外抗氧化活性

如图 10 所示，发酵上清液的抗氧化性强于完整胶红

酵母细胞强于类胡萝卜素。如图 11 所示，在不同浓度下，

色素提取物的清除率均略高于 VC，说明发酵上清液，完整

胶红酵母细胞及色素提取物均有较强清除 DPPH 自由基

的能力。

发酵上清液的抗氧化性最强，可能是柑汁本身含有

大量的黄酮类与酚类物质［23］，并且胶红酵母代谢过程中

也会分泌一些具有一定抗氧化作用的胞外多糖［24］。胶红

酵母的完整细胞也具有较高抗氧化性，可能是细胞表面

的活性物质对自由基的清除作用，也可能是酵母胞内的

抗氧化酶类的作用［25］。综上，无论是发酵上清液、从胶红

酵母中提取的色素还是完整细胞都具有良好的体外抗氧

图 9　响应面和等高线图

Figure 9　Response surfaces and contour plots

表 5　验证实验及优化培养基与基础培养基对比结果

Table 5　Results of validation experiment and comparison 

between optimized medium and basal medium

培养基

基础培养基

未优化的柑汁培养基

优化的柑汁培养基

总类胡萝卜素产量/（mg·L-1）

第 1 次

6.03

9.45

12.97

第 2 次

6.16

9.77

13.23

第 3 次

5.88

9.58

13.04

均值

6.02±0.14

9.60±0.16

13.08±0.13
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化活性，显示出胶红酵母发酵物具有开发成饲料添加剂

产品的潜力。

3　结论

该研究以废弃的新会柑果肉为原料，通过优化发酵

工艺，确定培养胶红酵母产类胡萝卜素的最佳工艺为初

始总糖质量浓度 95~100 g/L，初始总氮质量浓度 3 g/L，初

始 pH 6，摇床转速 240 r/min，接种量 4 mL/100 mL，发酵温

度 28 ℃，发酵时间 96 h。在该培养基及发酵条件下培养

胶红酵母，其总类胡萝卜素产量为 13.08 mg/L，生物量为

44.62 g/L。胶红酵母的色素提取物的 DPPH 自由基清除

率强于维生素 C。相较目前基础的胶红酵母产类胡萝卜

素培养基来说，废弃的新会柑易于获取，方便廉价，对环

境友好。下一步拟开展利用胶红酵母的发酵液作为饲

料添加剂，解决新会柑果肉废弃导致环境污染的问题，

同时生产附加值较高的富含类胡萝卜素益生菌饲料及

饲料添加剂。
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