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摘要!为降低发酵培养裂殖壶菌生产eEP的成本!以酱香型白酒酒糟为实验材料!将其简单预处理

后作为裂殖壶菌发酵培养基氮源!首先分析了酒糟处理液与胰蛋白胨的游离氨基酸组成与含量!然

后以生物量&油脂产量和eEP产量为指标!对酒糟处理液&胰蛋白胨&酵母提取物和牛肉膏作为氮

源培养裂殖壶菌生产eEP进行了比较!优化了酒糟处理液作为氮源时的发酵工艺条件!并对发酵

废液进行三次循环利用% 结果表明'酒糟处理液可以作为满足裂殖壶菌生长的氮源#与酵母提取

物&牛肉膏相比!酒糟处理液作为氮源有明显优势#利用酒糟处理液作为氮源的最佳发酵工艺条件

为酒糟"含水量约 %"J$与水质量比 %G'&酒糟处理液添加量 &"J"与基础发酵培养基中水的置换

比例$&初始 DE&3"&培养时间 %"0 9!在此条件下裂殖壶菌生物量&油脂产量和eEP产量分别达到

!!3%$&0300 A>b和 !h0$ A>b#最佳条件下三次循环添加 %F3"J"与基础发酵培养基中水的置换比

例$发酵废液于酒糟处理液培养基中!裂殖壶菌 eEP产量分别为 $3!&&/3&" A>b和 !3&F A>b% 综

上!利用酒糟处理液培养裂殖壶菌生产eEP是酒糟资源化利用的新方法%

关键词!酒糟处理液#裂殖壶菌#eEP#发酵废液
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CC二十二碳六烯酸"eEP#是一种人体不可或缺

的多不饱和脂肪酸$具有促进神经系统发育+保护心

血管健康+抗癌+抗炎等功效)%*

% 传统的 eEP由鱼

类资源加工制取$但随着近年来鱼类资源过度捕捞+

海洋环境污染严重等问题的出现$鱼油的可持续性

和安全性引发了人们的担忧)! #/*

% 海洋微藻是新兴

的eEP来源$与鱼油相比$藻油具有无鱼腥味+品质

稳定+无污染+易提取纯化等优点%

裂殖壶菌可通过异氧培养模式将有机物有效转

化为高附加值脂肪酸)$*

$被认为是一种非常有前途

的商业eEP生产替代品$但高昂的生产成本限制了

其广泛应用% 因此$有必要探索低成本的eEP生产

策略% 目前寻找廉价碳源的研究较多)F #(*

$与碳源

相比$氮源占产油微生物大部分发酵生产成本$因此

寻找低成本氮源物质以降低裂殖壶菌发酵生产

eEP藻油的成本至关重要$但目前对低价氮源的研

究较少% B̂:等)&*在啤酒工业废酵母培养基条件下

培养!)$&"7%21F87$%)38D-K̂ O%"%$生物量可达 /%30"

A>b$eEP含量可达 /03!J% o,=A等)0*利用豆腐

乳清废液培养 T1F%V21F87$%)38D3O/%$通过调节 DE$

生物量和 eEP产率分别达到 %30' A>"b1<#和

"3!$ A>"b1<#% 上述研究表明$一些低成本生物质

在微生物发酵产油中有良好的应用前景%

我国是白酒酿造大国$每年白酒鲜酒糟的产量

高达 ! $"" 多万 ]$干酒糟产量约 0"" 万 ]

)'*

% 酒糟

是一种廉价而优质的植物蛋白质原料$但目前其主

要用途为饲用或直接废弃% 酒糟含水量高$堆放时

会有大量高浓度高酸度污染物渗出$对环境造成严

重污染)%" #%%*

% 目前$利用酒糟培养裂殖壶菌的相关

研究报道较少% 本研究基于酒糟中丰富的氨基酸组

成$对酒糟进行预处理$以酒糟处理液为氮源培养裂

殖壶菌发酵生产富含eEP的藻油$并将酒糟处理液

与传统培养基中氮源胰蛋白胨+酵母提取物+牛肉膏

进行对比$同时对发酵废液进行循环利用$以期为降

低eEP工业化生产成本提供参考%

<=材料与方法

%3%C实验材料

%3%3%C原料与试剂

裂殖壶菌菌株"T1F%V21F87$%)38D3O/%#$菌种编

号 PNQQ!"000$ #0"I保存于PNQQXBl&'" 培养

基中$购于美国模式培养物集存库"P+;\-4,= ]BD;

4:.]:\;45..;4]-5=$ PNQQ#%

活化培养基&PNQQXBl&'" 固体培养基% 种

子培养基& 葡萄糖 /" A>b+胰蛋白胨 %" A>b+酵母提

取物 F A>b+海水晶 %F A>b+ g

X%

"3"F A>b+ g

X(

"3"F A>b+g

X%!

"3""" F A>b$%%FI灭菌 !" +-=% 基

础发酵培养基& 葡萄糖 &" A>b+E #谷氨酸钠一水合

物 !" A>b+磷酸二氢钾 !3F A>b+硫酸镁 &3! A>b+硫

酸钠 %!30 A>b+氯化钙 "3$ A>b+海水晶 %&3F A>b+

g

X%

"3% A>b+g

X(

"3% A>b+g

X%!

"3""% A>b+生物素

"3""( A>b$%%FI灭菌 !" +-=%

酒糟$贵州安酒酱香型白酒酒糟!/& 种脂肪酸甲

酯混合标准品$R: #Q9;? _\;D 公司!eEP及 Q%'G"

标准品$上海安谱实验科技股份有限公司!eRO试剂$

上海源叶生物科技有限公司!正己烷+甲醇为色谱纯$

其余试剂为分析纯$上海国药集团化学试剂有限

公司%

%3%3!C仪器与设备

/K#%F 台式高速冷冻离心机$德国 O-A+,公

司!Hg#F!"" 紫外可见分光光度计$上海元析仪器

有限公司!O9-+,<@: TQ#!"%" 气相色谱仪$日本岛

津公司!PA-.;=]%%"" 游离氨基酸分析专用高效液相

色谱仪$美国安捷伦公司!O4-;=]@#%"Re真空冷冻

干燥机$宁波新芝冻干设备有限公司%

%3!C实验方法

%3!3%C菌种的扩大培养与发酵

将保藏于#0"I的菌种转接于活化培养基上$

于 !0I条件下培养 / <$接种环刮取 % 环$接入装有

F" +b种子培养基的 !F" +b三角瓶中$以 !0I+

!"" \>+-=摇床培养 $0 9$按 %G%" 转接 / 代$作为种

&%%
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子液% 以 %"J的接种量将种子液接种于装有 %""

+b发酵培养基的 F"" +b锥形瓶中$于 !0I+!""

\>+-= 的恒温摇床上培养%

%3!3!C酒糟处理液的制备

将酒糟晾晒 ! < 至含水量约为 %"J后$按酒糟

与水质量比 %G' 加水将酒糟浸泡 $ 9$每隔 % 9 搅拌

% 次$得到酒糟溶液% 将酒糟溶液加热煮沸 ! +-=$

用 "3"&$ ++"!"" 目#孔径筛滤去残渣后用离心机

以 F """ \>+-=离心 / +-=$取上清液并用快速滤纸

过滤得到酒糟处理液%

%3!3/C游离氨基酸组成与含量测定

用质量浓度 %" A>%"" +b三氯乙酸"NQP#溶液

将发酵液等体积稀释$双层滤纸过滤$以 %F """

\>+-=离心 /" +-=$将上清液用 "3!!

!

+水膜过滤

后用游离氨基酸分析专用高效液相色谱仪测定游离

氨基酸组成与含量%

%3!3$C葡萄糖含量测定

参考文献)%!*测定葡萄糖含量%

%3!3FC生物量测定

取 /" +b发酵液于离心管中$以 0 """ \>+-=离

心 %F +-=$沉淀用双蒸水洗涤离心 ! 次$置于#!"I

冰箱冷冻 !$ 9后$用真空冷冻干燥机干燥$称质量$

计算生物量"以每升发酵液中干菌体的质量表示#%

%3!3(C油脂提取

采用酸热破壁与正己烷提取法提取油脂$参照

文献)%/*改进% 具体步骤&精确称取 "30 A冷冻干

燥后的菌体于 F" +b离心管中$加入 0 +b浓盐酸和

$ +b去离子水$&FI水浴 % 9 左右$间隔 !" +-= 振

荡 % 次% 冷却后加 /3! +b无水乙醇与 0 +b正己

烷$充分摇匀$以 / """ \>+-= 离心 ! +-=$收集上层

正己烷层$重复 / 次$合并正己烷层$于 (FI真空水

浴旋转蒸发脱除正己烷$得到油脂% 以每升发酵液

中油脂的质量计算油脂产量%

%3!3&C脂肪酸组成及含量测定

参考文献)%$*进行脂肪酸甲酯化% 采用气相

色谱法测定脂肪酸组成%

气相色谱条件&M==5c,84,D-..,\B45.:+= 气相色

谱柱"/" +f"3/! ++f"3!F

!

+#!氢离子火焰检测

器$检测器温度 !F"I!进样口温度 !F"I$进样量 %

!

b$不分流进样!载气为R

!

!柱升温程序为起始温度

%/"I维持 ! +-=$以 %"I>+-= 的速度升温至 %0"I$

再以 $I>+-=的速度升温至 !$"I$维持 0 +-=%

采用与 /& 种脂肪酸甲酯混合标准品保留时间

对比进行脂肪酸定性!通过各脂肪酸与添加的内标

Q%'G" 进行出峰面积比对进行脂肪酸定量% 以每升

发酵液中eEP的质量计算eEP产量%

%3!30C数据分析

所有实验均重复 / 次$用标准差检测实验数据

的稳定性% 利用 L\-A-= 软件作图% 利用 O_OO 软件

进行单因素方差分析"PRLgP#%

>=结果与分析

!3%C酒糟处理液与胰蛋白胨中游离氨基酸组成与

含量

有研究表明$利用胰蛋白胨和酵母提取物等商

品化氮源培养裂殖壶菌时$菌体生物量在胰蛋白胨

培养基中达到峰值)%F*

$说明胰蛋白胨是较适于裂殖

壶菌生长的氮源% 白酒酒糟蛋白质含量高$粗纤维

含量较少$而且还含有多种维生素和微量元素等有

益成分)'$ %(*

% 为检验酒糟处理液作为裂殖壶菌发

酵培养基氮源的适用性$将酒糟处理液与胰蛋白胨

的游离氨基酸组成与含量进行比较$结果如表 %

所示%

表 <=胰蛋白胨与酒糟处理液游离氨基酸

组成与含量 6W[

氨基酸 胰蛋白胨 酒糟处理液

天冬氨酸 "3%F( F "3!$& !

谷氨酸 "3%$% ( "3!$$ $

丝氨酸 "3"!& % "3"!0 "

组氨酸 "3"// 0 "3"/F "

甘氨酸 "3"0" & "3%&" 0

苏氨酸 "3"/$ / "3!!F F

精氨酸 "3/"" 0 "3%%! (

丙氨酸 "3"'! ! "3%/% '

酪氨酸 "3"$' % "3"'' F

半胱氨酸 "3"/' / "3"$' "

缬氨酸 "3"F' F "3%F" /

甲硫氨酸 "3"!' ( "3"/" '

色氨酸 "3"$& & "3"$! !

苯丙氨酸 "3%!& " "3"&( %

异亮氨酸 "3"0! ! "3"0& /

亮氨酸 "3%F" F "3%!' %

赖氨酸 "3"'$ ! "3"(" F

脯氨酸 "3!&0 $ "3"F0 "

总量 %30!$ F %3'&0 /

CC从表 % 可以看出$酒糟与水按质量比 %G' 混合

后经预处理得到的酒糟处理液游离氨基酸总量为

%3'&0 / A>b$相比于胰蛋白胨的游离氨基酸总量提

高 03$/J% 研究表明$培养基中甲硫氨酸+丙氨酸+

谷氨酸+赖氨酸+脯氨酸对细胞生长和 eEP积累有

积极作用$而甘氨酸+精氨酸和苏氨酸对细胞生长和

eEP积累有负面影响)%&*

% 酒糟处理液中甲硫氨

酸+丙氨酸+谷氨酸等含量均高于胰蛋白胨$可作为

0%%
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满足裂殖壶菌生长所需的氮源%

!3!C酒糟处理液替代传统氮源培养裂殖壶菌产

eEP比较

胰蛋白胨和酵母提取物等商品化培养基氮源中

含有很多适于微生物生长代谢的生长因子$所以常

被用于裂殖壶菌的培养)%0*

% 本文以无氮源条件为

对照$分别在基础发酵培养基中添加酒糟处理液+胰

蛋白胨+酵母提取物+牛肉膏作为不同氮源$在初始

DE均为 &3" 条件下培养裂殖壶菌 %"0 9$考察氮源

种类对裂殖壶菌生物量+油脂产量和eEP产量的影

响$结果如图 % 所示% 其中&以酒糟处理液培养时$

酒糟与水质量比为 %G'+酒糟处理液添加量为 ("J

"与基础发酵培养基中水的置换比例#!根据文献

)%'*和本实验室前期研究$确定胰蛋白胨+酵母提

取物和牛肉膏在培养基中的质量浓度为 F3( A>b%

注&不同字母表示组间差异显著".m"3"F#

图 <=不同氮源条件下裂殖壶菌生物量%

油脂产量及!?8产量

CC从图 % 可以看出$以酒糟处理液为氮源培养裂

殖壶菌$生物量为 %'3F0 A>b$与酵母提取物+牛肉膏

和无氮源条件下的生物量相比分别提高 (3!$J+

%'3!$J和%"!3"(J$其油脂产量和 eEP产量显著

高于酵母提取物+牛肉膏+无氮源条件下的 ".m

"3"F#% 因此$与酵母提取物+牛肉膏相比$酒糟处

理液作为裂殖壶菌培养基氮源有明显优势$但与胰

蛋白胨为氮源相比$其生物量+油脂产量和 eEP产

量偏低$需进一步优化酒糟处理液为氮源条件下的

发酵工艺%

!3/C酒糟处理液为氮源培养裂殖壶菌产eEP的发

酵工艺优化

!3/3%C酒糟与水质量比

在酒糟与水质量比分别为 %G/+%G(+%G' 和

%G%!$酒糟处理液添加量 ("J$初始 DE(3F$培养时

间 %"0 9条件下培养裂殖壶菌$考察酒糟与水质量

比对裂殖壶菌生物量+油脂产量及 eEP产量的影

响$结果如图 ! 所示%

从图 ! 可以看出&酒糟与水质量比为 %G/ 时$生

物量+油脂产量和 eEP产量仅分别为 03F/+!3%%

A>b和 "3F/ A>b!酒糟与水质量比为 %G' 时$生物量

最大$为 %'3$! A>b$油脂产量最大$为 &3(! A>b$此

时 eEP产量也最高$分别是酒糟与水质量比为

%G/+%G(+%G%! 时的 $30"+%3(" 倍和 %3%$ 倍% 上述

结果表明$培养基中的碳氮比对裂殖壶菌的油脂合

成和eEP的积累影响较大$氮源浓度过高会抑制微

生物的生长$这与U-,=A等)!"*研究结果一致%

图 >=酒糟与水质量比对裂殖壶菌生物量%

油脂产量及!?8产量的影响

!3/3!C酒糟处理液添加量

在酒糟与水质量比 %G'$初始 DE(3F$培养时间

%"0 9$酒糟处理液添加量分别为 "+$"J+F"J+

("J+&"J+0"J+'"J+%""J条件下培养裂殖壶菌$

考察酒糟处理液添加量对裂殖壶菌生物量+油脂产

量及eEP产量的影响$结果如图 / 所示%

图 @=酒糟处理液添加量对裂殖壶菌生物量%

油脂产量及!?8产量的影响

CC从图 / 可以看出$当酒糟处理液添加量从

$"J上升至 &"J时$生物量和油脂产量迅速提高$

表明提高氮源浓度使微生物的营养变得均衡$最

适碳氮比为裂殖壶菌菌株生长繁殖和油脂积累提

供了有利条件% 当酒糟处理液添加量为 &"J时$

生物量为 !"3(& A>b$油脂产量为 03"& A>b$eEP

产量为 !3F( A>b$但当酒糟处理液添加量大于

&"J时$生物量+油脂产量和 eEP产量同步下降$

说明氮源虽是菌体生长的必要条件$但其过量会

抑制菌体生长和油脂积累%

!3/3/C初始 DE和培养时间

发酵液初始 DE会直接影响微生物的生长和油

脂积累)!%*

% 酒糟处理液的 DE约为 $3&$不利于藻

类生长$因此对培养基初始 DE进行优化% 在酒糟

'%%
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与水质量比 %G'$酒糟处理液添加量 &"J$初始 DE

分别为 F3F+(3"+(3F+&3"+&3F+03" 条件下培养裂殖

壶菌$考察初始 DE和培养时间对裂殖壶菌生物量+

油脂产量及eEP产量的影响$结果如图 $ 所示%

注&不同字母表示培养时间 %"0 9下组间差异显著".m"3"F#

图 A=初始-?和培养时间对裂殖壶菌生物量%油脂产量及!?8产量的影响

CC从图 $ 可以看出$在不同初始 DE条件下裂殖

壶菌细胞生长良好$没有明显的滞后期$说明酒糟处

理液是一种很有前景的可维持细胞可持续生长的基

础培养基氮源$培养 %"0 9 时生物量+油脂产量及

eEP产量均达到最大值% 当初始 DE在 (3F i&3F

时$生物量较高$油脂产量和eEP产量也较大% 在发

酵培养基初始 DE为 (3F+&3" 和 &3F$培养 %"0 9 时$

裂殖壶菌生物量分别为!"3(&+!!3%$ A>b和!"3%0 A>b$

油脂产量分别为 03"&+0300 A>b和 03"! A>b$eEP

产量分别为 !3F(+!30$ A>b和 !h/F A>b% 因此$当

酒糟处理液发酵培养基初始 DE为 &3" 时$更有利

于裂殖壶菌菌株的生长及油脂的合成%

综上所述$以酒糟处理液为氮源培养裂殖壶菌的

最佳条件为酒糟与水质量比 %G'+酒糟处理液添加量

&"J+培养基初始 DE&3"+培养时间 %"0 9$此时生物

量+油脂产量和eEP产量分别为 !!3%$+0300 A>b和

!30$ A>b$油脂中eEP含量为 /!3"0J$与 !3! 中以

胰蛋白胨为氮源所得油脂的 eEP含量"//3%0J#

相比没有显著性差异%

!3$C发酵废液循环利用

!3$3%C发酵废液分析

在最佳条件下完成第一次发酵后$将以酒糟处

理液为氮源的裂殖壶菌发酵液以 0 """ \>+-= 离心

%F +-=$所得上清液即为发酵废液$对发酵废液进行

分析$结果如表 ! 所示%

表 >=发酵废液-?和成分

项目 指标

DE (3! j"3F

葡萄糖含量>"A>b# %"3! j"3'

游离氨基酸总量>"A>b# &3$ j"3'

CC从表 ! 可以看出$发酵废液中含有未利用的葡

萄糖和游离氨基酸$添加适量发酵废液于第二次发

酵培养基中可为菌体生长提供更多能量$为发酵废

液循环利用的可行性提供理论依据%

!3$3!C发酵废液添加量优化

为进一步降低生产成本$将以酒糟处理液为

氮源的裂殖壶菌发酵废液按适当比例添加到酒糟

处理液发酵培养基中$在最佳发酵条件下探究发

酵废液添加量"(3"J+%"3FJ+%F3"J+%'3FJ+

!$3"J#"与基础发酵培养基中水的置换比例#对

裂殖壶菌生物量+油脂产量及 eEP产量的影响$

结果如图 F 所示%

图 B=发酵废液添加量对裂殖壶菌生物量%

油脂产量及!?8产量的影响

CC从图 F 可以看出$裂殖壶菌生物量随发酵废液

添加量的增多呈先上升后下降趋势$在发酵废液

添加量为 %F3"J时$裂殖壶菌生物量达到最高$为

!&3'& A>b$此时油脂产量为 %!3&F A>b$eEP产量

为 $3!& A>b% 这可能是因为发酵结束后离心得到的

废液中含有一些细胞生长和代谢所必需的矿物元

素)!!*

$同时发酵废液中的盐使培养基渗透压增加$

而适度升高渗透压有利于裂殖壶菌的生长)!/*

$但发

酵废液添加量过多$发酵过程中释放的抑制细胞生

长的一些化合物浓度增加)!$*

$从而抑制了裂殖壶菌

的生长% 因此$在酒糟处理液发酵培养基中发酵废

液最佳添加量为 %F3"J%

!3$3/C发酵废液循环利用

在最佳发酵条件下$将酒糟处理液与发酵废液

"!%
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三次循环培养条件下裂殖壶菌的生长及产油情况进

行对比$结果如图 ( 所示%

注&不同字母表示组间差异显著".m"3"F#

图 C=发酵废液循环利用对裂殖壶菌生物量%

油脂产量及!?8产量的影响

CC从图 ( 可以看出&在发酵废液添加量为 %F3"J

时$一次循环利用时裂殖壶菌生物量+油脂产量+

eEP产量分别为 !&3'&+%!3&F A>b和 $3!& A>b$与

酒糟处理液培养基相比分别提高 !(3//J+$/3F0J

和 F"3/FJ!二次循环利用时裂殖壶菌生物量+油脂

产量+eEP产量分别为 !F3%F+%%3"F A>b和 /3&"

A>b$与酒糟处理液培养基相比显著提高!三次循环

利用时裂殖壶菌生物量+油脂产量+eEP产量分别

为 !"3'!+03(% A>b和 !3&F A>b$低于酒糟处理液培

养基的$但无显著性差异% 在发酵废液一次和二次

循环利用时$废液中的生长因子可促进裂殖壶菌的

生长$三次循环利用时发酵过程中产生的一些化合

物积累可能会抑制菌体的生长和油脂积累% 实验结

果验证了发酵废液循环利用的可行性$进一步降低

生产成本的同时提高了生产效率%

@=结=论

本研究以酒糟处理液为氮源发酵培养裂殖壶菌$

利用单因素实验进行工艺参数优化$确定最优发酵工

艺条件为酒糟与水质量比 %G'+酒糟处理液添加量

&"J+初始 DE&3"+培养时间 %"0 9$在此条件下生物

量可达 !!3%$ A>b$油脂产量为 0300 A>b$eEP产量

为 !30$ A>b$证实了酒糟处理液作为培养基氮源培养

裂殖壶菌的可行性% 在酒糟处理液培养基中添加

%F3"J发酵废液进行三次循环培养$所得生物量分

别为 !&3'& +!F3%F A>b和 !"3'! A>b$油脂产量分别

为 %!3&F+%%3"F A>b和 03(% A>b$eEP产量分别为

$h!&+/3&" A>b和 !3&F A>b% 与未添加发酵废液相

比$一次循环和二次循环生物量+油脂产量及 eEP

产量均显著提升$三次循环条件下生物量+油脂产量

及eEP产量均无显著差异% 该方法在降低生产成

本的同时降低了废液处理成本$可减少环境污染$实

现了酒糟和发酵废液资源的高值化利用%
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