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摘　要：为了获得更高品质的黄原胶，优化黄原胶高产菌株地毯草黄单胞菌ＦＪＡＴ１０１５１的发酵工艺，通过单因

素及正交设计对培养基 （碳源、氮源和无机盐离子）和发酵条件 （发酵时间、ｐＨ、装液量和接种量）进行优化，

试验获得最佳发酵培养基为葡萄糖３０ｇ·Ｌ
－１、豆饼粉３０ｇ·Ｌ

－１、ＫＨ２ＰＯ４２ｇ·Ｌ
－１、ｐＨ值９．０。在装液量５０

ｍＬ／２５０ｍＬ、接种量８％培养条件下发酵７２ｈ，黄原胶产量达到２１．０ｇ·Ｌ
－１，是初始培养条件产量８．６５

ｇ·Ｌ
－１的２．４３倍。优化发酵工艺后，黄原胶品质提高，丙酮酸含量从８．９％升高到１６．３％，而蛋白质含量从

１５．２７％降低到４．８％。
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　　微生物多糖种类繁多，因其独特性质在多个行

业具有重要应用。黄原胶是黄单胞菌发酵生产的一

种重要微生物多糖，具有悬浮性、乳化性、增稠

性、耐酸碱盐和假塑性等［１－２］，在食品、化妆品和

石油等行业具有广泛的应用［３－５］。国际上对黄原胶

的需求以７％～８％的速度逐年增加，国内生产的

黄原胶存在产品质量低下、生产得率较低等问题，

无法满足国内市场需求，距国际市场的需求尚有较

大差距［６］。

目前可产黄原胶的菌种有野油菜黄单胞菌

犡犪狀狋犺狅犿狅狀犪狊犮犪犿狆犲狊狋狉犻狊
［７－８］、野油菜黄单胞菌的

变种［９］和地毯草黄单胞菌［１０］等。黄原胶的产量和

质量不仅受菌株［２］的影响，而且也受培养基中营养

物质种类和培养条件的影响［８］。黄原胶是由Ｄ葡

萄糖、Ｄ甘露糖、Ｄ葡萄糖醛酸、乙酰基和丙酮

酸构成，丙酮酸含量影响黄原胶的性质［１１］。发酵
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工艺条件的优化对黄原胶产量和质量都具有重要影

响，在黄原胶的实际工业生产中具有重要意义。产

黄原胶工艺条件的优化主要是对碳源、氮源、无机

盐离子、发酵时间、ｐＨ、装液量、接种量等的优

化［７］，主要有正交试验法［１２］和响应面法［１３］。

为了获得高品质的黄原胶，提高地毯草黄单胞

菌犡犪狀狋犺狅犿狅狀犪狊犪狓狅狀狅狆狅犱犻狊ＦＪＡＴ１０１５１产黄原胶

的产量和质量，采用正交试验法对ＦＪＡＴ１０１５１发

酵生产黄原胶的碳源、氮源、无机盐离子、发酵时

间、ｐＨ、装液量和接种量等工艺条件进行优化，

为其商业化应用提供指导。

１　材料与方法

１１　菌株

地毯草黄单胞菌 犡犪狀狋犺狅犿狅狀犪狊犪狓狅狀狅狆狅犱犻狊

ＦＪＡＴ１０１５１，保存于中国微生物菌种保藏中心。

１２　培养基与试剂

氢氧化钠、蔗糖、葡萄糖、麦芽糖、乳糖均购

自国药集团化学试剂有限公司；盐酸购自浙江三鹰

化学试剂有限公司；牛肉浸粉购自北京陆桥技术有

限责任公司；酵母浸粉、蛋白胨、琼脂均购自北京

奥博生物技术有限责任公司；玉米淀粉购自源叶生

物；ＣａＣｌ２、ＭｇＳＯ４、ＫＨ２ＰＯ４购自西陇化工股份

有限公司，ＭｎＳＯ４购自天津市恒星化学试剂有限

公司；ＦｅＳＯ４购自天津市福晨化学试剂厂；ＣｕＳＯ４

购自天津市大茂化学试剂厂；以上试剂均为分析

纯，豆饼粉为自制黄豆研磨粉。

活化培养基：ＴＳＢ培养基 （美国ＢＤ公司）；

种子培养基：蔗糖２０ｇ·Ｌ
－１、蛋白胨５ｇ·Ｌ

－１、

酵母浸粉５ｇ·Ｌ
－１、ｐＨ７．０。发酵培养基：葡萄糖

３０ｇ·Ｌ
－１、蛋白胨１０ｇ·Ｌ

－１、酵母浸粉 １０

ｇ·Ｌ
－１、ＫＨ２ＰＯ４２．５ｇ·Ｌ

－１、ｐＨ７．０，装液量为

５０ｍＬ／２５０ｍＬ。

１３　发酵液的制备

菌种活化：将菌种 ＦＪＡＴ１０１５１接种在 ＴＳＢ

培养基上，于２８℃恒温培养２４ｈ；种子扩大培养：

挑取ＦＪＡＴ１０１５１单菌落接种到种子培养基，３０℃

１７０ｒ·ｍｉｎ－１培养１６ｈ，扩大培养；摇瓶发酵：发

酵培养基装液量５０ｍＬ／２５０ｍＬ、接种量５％、

２８℃、１７０ｒ·ｍｉｎ－１摇床培养７２ｈ。

１４　黄原胶提取方法

将发酵液离心分离，收集上清液。在上清液中

加入３倍体积冰乙醇沉降黄原胶，４℃静置过夜。

离心分离后，用无水乙醇洗涤３遍，氮气吹干，称

量备用。

１５　单因素试验

本研究分别选用３０ｇ·Ｌ
－１玉米淀粉、葡萄

糖、乳糖、麦芽糖、蔗糖为不同碳源，３０ｇ·Ｌ
－１

豆饼粉为氮源，２ｇ·Ｌ
－１ ＫＨ２ＰＯ４为无机盐离子，

ｐＨ７，装液量５０ｍＬ／２５０ｍＬ、接种量５％、２８℃、

１７０ｒ·ｍｉｎ－１摇床培养７２ｈ后，制备黄原胶，每

个处理设置３个平行重复，筛选发酵培养基的最优

碳源。

选择最优碳源，如上述方法探讨氮源 （３０

ｇ·Ｌ
－１蛋白胨、酵母浸粉、牛肉浸粉、豆饼粉）、

无机盐离子 （２ｇ·Ｌ
－１ＫＨ２ＰＯ４、ＭｇＳＯ４、ＣａＣｌ２、

ＦｅＳＯ４、ＣｕＳＯ４、ＭｎＳＯ４）、发酵时间 （１２、２４、

３６、４８、６０、７２、８４、９６、１０８、１２０ｈ）、ｐＨ、装

液量 （２５、５０、７５、１００、１２５ｍＬ／２５０ｍＬ）、接种

量 （２％、４％、６％、８％、１０％）对黄原胶产量的

影响。

１６　正交试验

选择影响较大的３个因素：葡萄糖、豆饼粉、

ＫＨ２ＰＯ４为发酵因素，每个因素各选３个水平，按

Ｌ９ （３
４）正交表设计发酵试验，每组３个平行，试

验设计见表１。

表１　Ｌ９（３
４）正交试验分析因素与水平
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因素
因素／（ｇ·Ｌ－１）

葡萄糖 豆饼粉 ＫＨ２ＰＯ４

－１ ２０ １０ １

０ ３０ ２０ ２

１ ４０ ３０ ４

１７　黄原胶质量的测定

苯酚硫酸法
［１４］测定黄原胶中中性多糖的含

量：０．１ｇ黄原胶溶于１００ｍＬ超纯水中，取０．４

ｍＬ黄原胶溶液，超纯水补足至１ｍＬ，加入０．５

ｍＬ６％苯酚溶液和加３ｍＬ浓硫酸，震荡混匀后沸

水浴２０ｍｉｎ，冷却至室温，在４９０ｎｍ处测定吸光

度，以葡萄糖为对照。

咔唑法［１５］测定黄原胶中丙酮酸的含量：０．１ｇ

黄原胶溶于１００ｍＬ超纯水中，取１ｍＬ黄原胶溶

液，超纯水补足至４ｍＬ，加入１０ｍＬ浓硫酸硼砂

溶液，冰浴冷却至４℃，沸水浴１０ｍｉｎ后冰浴冷

却至４℃。再加入０．２ｍＬ咔唑试剂，摇匀，沸水

浴１５ｍｉｎ后冰浴冷却至４℃，在５３０ｎｍ处测定吸

光度，以葡萄糖醛酸为对照。

考马斯亮蓝法［１６］测定黄原胶中蛋白的含量：
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０．１ｇ黄原胶溶于１００ｍＬ超纯水中，取１ｍＬ黄原

胶溶液，加入５ｍＬ的考马斯亮蓝Ｇ２５０溶液，摇

匀，放置５ｍｉｎ后，在５８０ｎｍ下比色测定吸光度，

以牛血清白蛋白为对照。

１８　地毯草黄单胞菌的透射电镜观察

离心发酵液收集菌体，超纯水洗涤３次，采用

负染法对不同发酵时间的菌体进行透射电镜观察。

用３％戊二醛固定样品后铜网底片，再用１％的磷

钨酸染色，干燥后用透射电子显微镜观察。

２　结果与分析

２１　碳源对ＦＪＡＴ１０１５１黄原胶产量的影响

碳源对黄原胶产量的影响见图１，以葡萄糖为

碳源时，黄原胶的产量明显高于其他碳源，虽与以

麦芽糖为碳源相当，但因葡萄糖价格比麦芽糖便

宜，因此选择最优碳源为葡萄糖。

图１　黄原胶产量随碳源的变化

犉犻犵．１　犆犺犪狀犵犲狅狀狓犪狀狋犺犪狀犵狌犿 狆狉狅犱狌犮狋犻狅狀犫狔狏犪狉狔犻狀犵

犮犪狉犫狅狀狊狅狌狉犮犲

注：图上不同字母表示经 Ｄｕｎｃａｎ法检测在０．０５水平上差异显

著，下同。

２２　氮源对ＦＪＡＴ１０１５１黄原胶产量的影响

氮源对黄原胶产量的影响见图２，以豆饼粉为

氮源时，黄原胶的产量明显高于其他氮源，差异显

著，因此最优氮源为豆饼粉。

２３　无机盐离子对ＦＪＡＴ１０１５１黄原胶产量的影响

无机盐的需求量虽然很少，但与菌体生长和发

酵正常进行都有密切关系。本研究选用的无机盐离

子对黄原胶产量的影响见图３，添加ＫＨ２ＰＯ４使黄

原胶的产量显著高于空白对照；添加 ＭｇＳＯ４基本

没有影响；添加ＣａＣｌ２、ＣｕＳＯ４、ＦｅＳＯ４、ＭｎＳＯ４

会抑制黄原胶的生产；只有添加适合的无机盐才能

图２　黄原胶产量随氮源的变化

犉犻犵．２　犆犺犪狀犵犲狅狀狓犪狀狋犺犪狀犵狌犿 狆狉狅犱狌犮狋犻狅狀犫狔狏犪狉狔犻狀犵

狀犻狋狉狅犵犲狀狊狅狌狉犮犲

促进黄原胶的合成，因此选择最优无机盐为

ＫＨ２ＰＯ４。

图３　黄原胶产量随无机盐离子的变化

犉犻犵．３　犆犺犪狀犵犲狅狀狓犪狀狋犺犪狀犵狌犿 狆狉狅犱狌犮狋犻狅狀犫狔狏犪狉狔犻狀犵

犻狀狅狉犵犪狀犻犮狊犪犾狋犪犱犱犻狋犻狅狀

２４　发酵时间对ＦＪＡＴ１０１５１黄原胶产量的影响

发酵时间对黄原胶产量的影响见图４，黄原胶

的产量随发酵时间的延长而增大，当发酵时间超过

７２ｈ，黄原胶产量基本保持不变，所以选择最佳发

酵时间为７２ｈ。

２５　装液量对ＦＪＡＴ１０１５１黄原胶产量的影响

装液量不同导致体系中的氧含量不同，只有合

适的装液量，才能满足空间的高效利用，利于体系

通气，以及菌株对营养的摄入。本研究选用的装液

量对黄原胶产量的影响见图５，当装液量为２５

ｍＬ／２５０ｍＬ时，碳源的转化率高，但发酵后期由

于营养物质不足阻碍发酵进行，从而影响黄原胶的
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图４　黄原胶产量随发酵时间的变化

犉犻犵．４　犆犺犪狀犵犲狅狀狓犪狀狋犺犪狀犵狌犿 狆狉狅犱狌犮狋犻狅狀犫狔狏犪狉狔犻狀犵

犳犲狉犿犲狀狋犪狋犻狅狀狋犻犿犲

产量；当装液量为７５、１００、１２５ｍＬ／２５０ｍＬ时，

由于溶氧不足，营养物质未充分利用，碳源的转化

率低，因而黄原胶产量也不高；当装液量为５０

ｍＬ／２５０ｍＬ，兼顾溶氧量和营养物利用率，利于

黄原胶的合成，因此选择最优装液量为５０ｍＬ／２５０

ｍＬ。

图５　黄原胶产量随装液量的变化

犉犻犵．５　犆犺犪狀犵犲狅狀狓犪狀狋犺犪狀犵狌犿狆狉狅犱狌犮狋犻狅狀犱狌犲狋狅犳犻犾犾犲犱

犮狌犾狋狌狉犲狏狅犾狌犿犲

２６　初始ｐＨ对ＦＪＡＴ１０１５１黄原胶产量的影响

发酵液初始ｐＨ 对黄原胶产量的影响见图６，

初始ｐＨ９．０时，黄原胶的产量最大，因此选择最

优初始ｐＨ为９．０。

２７　接种量对ＦＪＡＴ１０１５１黄原胶产量的影响

接种量对黄原胶产量的影响见图７，接种量为

８％时，黄原胶的产量最大，且离散度最小，３个

平行之间差异小，重现性好，利于工厂化生产，因

图６　黄原胶产量随初始ｐＨ的变化

犉犻犵．６　犆犺犪狀犵犲狅狀狓犪狀狋犺犪狀犵狌犿狆狉狅犱狌犮狋犻狅狀犱狌犲狋狅犻狀犻狋犻犪犾狆犎

狅犳犿犲犱犻狌犿

此选择最优接种量为８％。

图７　黄原胶产量随接种量的变化

犉犻犵．７ 　 犆犺犪狀犵犲 狅狀 狓犪狀狋犺犪狀 犵狌犿 狆狉狅犱狌犮狋犻狅狀 犱狌犲 狋狅

犻狀狅犮狌犾犪狋犻狅狀

２８　最优发酵培养基的选择

正交试验结果见表２。培养基中选用葡萄糖３０

ｇ·Ｌ
－１、豆饼粉３０ｇ·Ｌ

－１、ＫＨ２ＰＯ４４ｇ·Ｌ
－１

（５号样本）时，黄原胶产量１７．７１３ｇ·Ｌ
－１最大。

极差分析，比较犚值，豆饼粉＞葡萄糖＞ＫＨ２ＰＯ４，

说明豆饼粉对黄原胶产量的影响最大，无机盐离子

ＫＨ２ＰＯ４对黄原胶产量的影响最小。黄原胶产量与

葡萄糖和豆饼粉的质量浓度正相关，所以选择葡萄

糖质量浓度４０ｇ·Ｌ
－１、豆饼粉质量浓度３０ｇ·Ｌ

－１；

黄原胶产量与 ＫＨ２ＰＯ４质量浓度不成正相关，当

ＫＨ２ＰＯ４质量浓度为２ｇ·Ｌ
－１时黄原胶的产量最

大，对该质量浓度的培养基进行验证，黄原胶的产

量为１８．２６７ｇ·Ｌ
－１。当葡萄糖３０ｇ·Ｌ

－１时的转
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化率 为 ５９．０４％，４０ ｇ· Ｌ
－１ 时 的 转 化 率 为

４５．６７％，综合考虑成本问题，选择葡萄糖 ３０

ｇ·Ｌ
－１、豆饼粉３０ｇ·Ｌ

－１、ＫＨ２ＰＯ４２ｇ·Ｌ
－１为

最优发酵培养基，黄原胶产量为２１．０ｇ·Ｌ
－１，是

初始培养条件产量８．６５ｇ·Ｌ
－１［１９］的２．４３倍。

表２　正交优化结果极差分析

犜犪犫犾犲２　犚犪狀犵犲犪狀犪犾狔狊犻狊狅狀狅狉狋犺狅犵狅狀犪犾狋犲狊狋狉犲狊狌犾狋狊

水平
因素／（ｇ·Ｌ－１）

葡萄糖 豆饼粉 ＫＨ２ＰＯ４

黄原胶产量／

（ｇ·Ｌ－１）

１ ４０ ３０ １ １５．２９±１．８３

２ ２０ ２０ ４ １３．６１±１．２２

３ ４０ １０ ４ １１．１４±０．５５

４ ２０ ３０ ２ １４．３９±０．４８

５ ３０ ３０ ４ １７．７１±１．０２

６ ４０ ２０ ２ １６．３４±０．１９

７ ３０ ２０ １ １３．８３±０．４３

８ ３０ １０ ２ １２．０７±０．３７

９ ２０ １０ １ ９．５１±０．０９

低 ２０ １０ １ －

中 ３０ ２０ ２ －

高 ４０ ３０ ４ －

Ｉ ０．６２５ ０．５４５ ０．６４４ －

ＩＩ ０．７１３ ０．７３０ ０．７１３ －

ＩＩＩ ０．７２７ ０．７９０ ０．７０８ －

Ｒ ０．１０２ ０．２４５ ０．０７０ －

２９　黄原胶质量的变化

黄原胶的品质测定见表３，优化培养基后获得

的黄原胶中丙酮酸含量升高，蛋白质含量降低，黄

原胶品质更高。

表３　黄原胶中中性糖、丙酮酸和蛋白质的含量

犜犪犫犾犲３　犖犲狌狋狉犪犾狊狌犵犪狉，狆狔狉狌狏犻犮犪犮犻犱犪狀犱狆狉狅狋犲犻狀犮狅狀狋犲狀狋狊犻狀

狓犪狀狋犺犪狀犵狌犿狆狉狅犱狌犮犲犱犳狉狅犿犳犲狉犿犲狀狋犪狋犻狅狀

项目
中性糖

／％

丙酮酸

／％

蛋白质

／％

标准曲线 葡萄糖 葡萄糖醛酸 牛血清白蛋白

相关系数（犚２） ０．９９８０ ０．９９８２ ０．９９８０

黄原胶１ ３６．８１ ８．９ １５．２７

黄原胶２ ２５．３ １６．３ ４．８

注：黄原胶１：基础培养基提取的黄原胶［１０］；黄原胶２：优化培养基后

提取的黄原胶。中性糖线性方程为ＯＤ４９０ｎｍ＝０．０３３１ＣＧｌｕ＋０．１１５１；

丙酮酸线性方程为 ＯＤ５３０ｎｍ＝１５．２５６ＣＧｌｃＡ＋０．０７８２；蛋白质线性方

程为ＯＤ５８０ｎｍ＝０．０２９３ＣＢＳＡ＋０．４２３３。

２１０　地毯草黄单胞菌的电镜观察

地毯草黄单胞菌ＦＪＡＴ１０１５１菌体的透射电镜

扫描图如图８所示，明显看到丝状的黄原胶，菌体

外面形成了厚厚的荚膜，黄原胶聚集或缠绕在细胞

表面，且许多菌体通过黄原胶连在一起。

图８　地毯草黄单胞菌ＦＪＡＴ１０１５１的透射电镜观察

犉犻犵．８　犈犾犲犮狋狉狅狀犿犻犮狉狅狊犮狅狆狔狅犳犡．犪狓狅狀狅狆狅犱犻狊犉犑犃犜１０１５１

３　讨论与结论

黄原胶是次生代谢物，处于对数生长期的菌体

细胞不合成分泌丝状的黄原胶，只有终止生长后的

细胞才合成分泌丝状黄原胶［１７］。本研究通过优化

碳源、氮源、无机盐离子、发酵时间、ｐＨ、装液

量、接种量等，缩短菌株的生长期和延长稳定期，

从而提高黄原胶的产量。

本研究通过正交试验获得地毯草黄单胞菌

ＦＪＡＴ１０１５１发酵生产黄原胶的最优工艺条件：葡

萄糖３０ｇ·Ｌ
－１、豆饼粉３０ｇ·Ｌ

－１、ＫＨ２ＰＯ４

２ｇ·Ｌ
－１、装液量５０ｍＬ／２５０ｍＬ、初始ｐＨ９．０、

接种量８％、发酵时间７２ｈ，黄原胶产量为２１．０

ｇ·Ｌ
－１，是初始产量８．６５ｇ·Ｌ

－１［１０］的２．４３倍，

提高了１４３％。

黄原胶中丙酮酸含量与其品质密切相关，它赋

予黄原胶良好的拟塑性和低剪切速率下的高黏度特

性［１８］，田益玲等［１９］利用丙酮酸含量控制黄原胶质

量。通过不同菌种、不同工艺和配方获得的黄原

胶，其丙酮酸含量差别很大［２０］。地毯草黄单胞菌

ＦＪＡＴ１０１５１在优化发酵工艺后，可以获得更高品

质的黄原胶：丙酮酸含量从８．９％升高到１６．３％，

是程蓉等［２１］优化野油菜黄单胞菌培养基获得黄原

胶 （丙酮酸含量４．８２％）的３．４倍，是莫晓燕
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等［１２］优化野油菜黄单胞菌培养基获得黄原胶 （丙

酮酸含量３．３２％）的４．９倍；另外，蛋白质含量

从１５．２７％降低到４．８％。

本研究优化生产黄原胶发酵工艺条件，提高了

黄原胶的产量、改善了黄原胶的胶体性能。
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