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促进剂对木耳液体发酵生产的影响*

EffectsofStimulatorsontheLiquidFermentationof
Auriculariaauricula

武志超,杨欢东,何杜鹃,宋晓勇,周化斌,杨海龙**

WUZhichao,YANG Huandong,HE Dujuan,SONG Xiaoyong,ZHOU Huabin,
YANGHailong

(温州大学生命与环境科学学院,浙江温州暋325035)
(SchoolofLife & EnvironmentalScience,WenzhouUniversity,Wenzhou,Zhejiang,325035,

China)

摘要:暰目的暱有效地促进木耳菌体生长及胞外多糖的生产,确定可显著提高木耳液体发酵生产的促进剂及其添

加量。暰方法暱在木耳液体发酵培养基中分别添加20种不同的促进剂,每种促进剂设置4个浓度,发酵6d后检

测发酵液中的菌丝体、胞外多糖含量。然后对促进效果较好的 Tween40、硬脂酸、棕榈酸、油酸进行正交试验。
暰结果暱单因素试验结果表明,0.1%的棕榈酸、1%的硬脂酸、0.5%的 Tween40、0.1%的油酸均可显著促进木耳

胞外多糖的生产。正交试验结果表明,在发酵培养基中添加剂最佳组合为0.5% Tween40、1.5%硬脂酸、0.1%
棕榈酸、0.25%油酸。暰结论暱硬脂酸、棕榈酸、油酸和 Tween40可显著促进木耳胞外多糖的发酵生产。
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中图分类号:Q815暋暋文献标识码:A暋暋文章编号:1005飊9164(2017)04飊0376飊06

Abstract:暰Objective暱Toeffectivelyenhancethemyceliagrowthandextracellularpolysaccharide
productionofAuriculariaauricula,stimulatorsforliquidfermentationofA.auricula were
screened.暰Methods暱Twentystimulatorswererespectivelyaddedtothefermentationmediaat
fourdifferentconcentrations.Theextracellularpolysaccharideandmyceliabiomassweredeter灢
minedafter6doffermentation.Moreover,Tween40,stearicacid,palmiticacidandoleicacid
wereselectedfororthogonalexperiment.暰Results暱0.1%ofpalmiticacid,1%ofstearicacid,0.
5%ofTween40and0.1%ofoleicacidintheculturemediumsignificantlyincreasedtheyield
ofextracellularpolysaccharide.Orthogonalexperimentresultsshowedthattheoptimalstimu灢
latorcombinationinthefermentationmediawas0.5% Tween40,1.5%stearicacid,0.1%pal灢
miticacid,0灡25% oleicacid.暰Conclusion暱Stearicacid,palmiticacid,oleicacidandTween40
couldpromotetheextracellularpolysaccharidebio飊synthesisinsubmergedcultureofA.

auricula.
Keywords:Auriculariaauricular,biomass,pol灢
ysaccharide,stimulator,fermentationproduction

0暋引言

暋暋暰研究意义暱黑木耳(Auriculariaauricula)是
最为常见的食用菌之一,具有食、药两用性,富含人体

必需氨基酸、多糖、腺苷类物质、黄酮类物质、麦角留

醇、尿苷、黑色素以及多种微量成分[1飊2]。其中木耳多
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糖具有抗血栓[3]、降血脂[4]、抗衰老[5]、提高免疫[6]、
抗肿瘤[7]等生理功能,在食品、药品等方面具有良好

的应用前景。研究促进剂对木耳多糖发酵生产的影

响,以提高多糖的生产效率,对活性木耳多糖的工业

化生产具有促进作用。暰前人研究进展暱木耳多糖可

从木耳子实体中提取,但木耳子实体生长周期长,产
量有限。而液体发酵具有发酵周期短、活性成分产量

高、易于工业化生产等优势,因此采用液体深层发酵

可有效地进行木耳多糖的生产,并且通过优化发酵条

件和营养组成[8]等办法可提高木耳多糖产量。添加

促进剂是提高真菌代谢产物生物合成的重要途径之

一,通过促进剂改变细胞膜通透性,从而增加胞外次

生代谢产物[9]。研究表明在灵芝、灰树花、蛹虫草等

真菌液体发酵培养基中添加促进剂可增加多糖的生

物合成[10飊16],但对于木耳液体发酵促进剂的选择和添

加量的研究很少见到报道。暰本研究切入点暱从促进

剂的选择和添加量出发,在黑木耳发酵培养基中分别

添加脂肪酸(棕榈酸、硬脂酸、油酸、亚油酸)、植物油

(花生油、橄榄油、玉米油、葵花油)、醇(甲醇、乙醇、丙
醇、丁醇)、表面活性剂(Tween40、Tween80、Span20、

Span40)、聚乙二醇(PEG400、PEG1000、PEG2000、

PEG4000)等20种不同促进剂,设置4个添加浓度

(V暶V):0.10%、0.25%、0.50%、1.00%。考察不

同的液体促进剂及其添加量对黑木耳菌发酵生物量

及产胞外多糖的影响。暰拟解决的关键问题暱筛选出

适于黑木耳菌产胞外多糖的促进剂种类及添加量,通
过正交试验优化确定促进剂的最佳组合,为黑木耳胞

外多糖的高效发酵生产提供基础。

1暋材料与方法

1.1暋材料

1.1.1暋实验菌种

暋暋黑木耳菌SS飊022温州大学发酵工程研究室保

藏。原种保存在 PDA 斜面上,每两个月转接一次。
保存在4曟,取一小块接入 PDA 平板中进行活化,

28曟,培养7d,备用。

1.1.2暋主要试剂

暋暋甲醇和无水乙醇购自安徽安特食品股份有限公

司;丙醇购自广州汕头西陇化工;正丁醇购自中国上

海试剂总厂,以上醇类均为分析纯。棕榈酸购自国药

集团化学试剂有限公司,为分析纯;油酸购自苏州工

业园区正兴化工研究所,为化学纯;亚油酸生化试剂

购自源叶生物有限公司;硬脂酸购自温州市化学用料

厂,为化学纯。玉米油、花生油、葵花油、橄榄油购自

上海融氏企业有限公司。Tween40购自源叶生物有

限公司;Span20购自上海麦克林生物化学有限公司;

Span40购自国药集团化学试剂有限公司;Tween80
购自温州清明化工有限公司,以上表面活性剂均为化

学纯。PEG400购自宜兴市第二化学试剂厂,为分析

纯;PEG1000、PEG2000、PEG400购自国药集团化学

试剂有限公司,为化学纯。

1.1.3暋培养基

暋暋种子培养基:可溶性淀粉20g/L、麸皮20g/L、
三水合磷酸氢二钾1g/L、磷酸二氢钾1g/L、硫酸镁

0.75g/L。发酵基础培养基:蔗糖10g/L、L飊酪氨酸

1.5g/L、硫酸镁0.75g/L、三水合磷酸氢二钾1g/

L、磷酸二氢钾1g/L。

1.2暋方法

1.2.1暋接种和培养

暋暋培养基121曟,灭菌30min,冷却后接入黑木耳

菌。500mL 三角瓶装液量 200 mL,接种量 10%
(V暶V),摇床转速165r/min,温度28曟,培养6d。

暋暋在黑木耳发酵培养基中分别添加脂肪酸(棕榈

酸、硬脂酸、油酸、亚油酸)、植物油(花生油、橄榄油、
玉米油、葵花油)、醇(甲醇、乙醇、丙醇、丁醇)、表面活

性剂(Tween40、Tween80、Span20、Span40)、聚乙二

醇(PEG400、PEG1000、PEG2000、PEG4000)等20种

不同促进剂,设置4个添加浓度:0.10%、0.25%、

0灡50%、1.00%。以未添加促进剂的基础培养基作为

对照组。

1.2.2暋菌体生物量的测定

暋暋发酵液过滤取菌体,用去离子水清洗两次离心,
沉淀在60曟烘箱中烘干至恒重,称重得生物量。

1.2.3暋木耳胞外多糖含量测定

暋暋发酵液过滤后,取滤液于试管,加入4倍95%乙

醇(V暶V),置于4曟冰箱12h,4000r/min,离心20
min,倒出上层清液,沉淀放入60曟烘箱中烘干,蒸馏

水溶解,采用苯酚硫酸法进行测定[14]。

2暋结果与分析

2.1暋脂肪酸对生物量及胞外多糖的影响

暋暋硬脂酸、亚油酸、棕榈酸、油酸等4种脂肪酸在添

加浓度为0.10%~1.00%时,对黑木耳菌生物量的

积累表现出了极大的促进作用,其中,硬脂酸和棕榈

酸在添加浓度为1.00%时的生物量分别是无添加时

的4.5倍和4.6倍。亚油酸、棕榈酸、油酸的添加浓

度为0.10%时,木耳胞外多糖含量相应增加到了

(1灡42暲0.16)mg/mL、(1.72暲0.073)mg/mL、
(1.61暲0.028)mg/mL,分别是对照组的2倍、2.5
倍、2.3倍。硬脂酸的添加浓度为1.00%时,木耳胞

773广西科学暋2017年8月暋第24卷第4期



外多糖含量是对照组的1.48倍(图1)。

图1暋脂肪酸对木耳发酵生物量和胞外多糖的影响

暋暋Fig.1暋Effectsoffattyacidsonbiomassandexopolysac灢
charide(EPS)insubmergedcultureofAuriculariaauricula

2.2暋植物油对生物量及胞外多糖的影响

暋暋生物量随着花生油、玉米油、橄榄油添加比例的

增加而增加。在添加1.00%的橄榄油时生物量是对

照组的4.3倍。添加浓度为0.10%~1.00%时,胞
外多糖含量随着橄榄油浓度的增加而增加,在橄榄油

添加浓度增加到1.00%时胞外多糖含量达到最大

值,为(0.73暲0.02)mg/mL,是对照组的1.6倍;玉
米油、葵花油对黑木耳菌产胞外多糖有轻微的促进作

用;花生油在添加浓度为0.10%时对黑木耳菌产胞

外多糖有一定的促进作用,含量是对照组的1.3倍

(图2)。

2.3暋表面活性剂对生物量及胞外多糖的影响

暋暋Tween40、Span40在添加量为0.10%~1.00%
时对生物量积累均表现为促进作用,其中,在添加浓

度为1.00%时,生物量分别是对照组的3.5倍和4.9
倍。而添加Span20对生物量几乎无影响,Tween80
添加浓度为0.25%时,生物量是对照组的2.7倍。
添加 Span20 对 木 耳 胞 外 多 糖 含 量 影 响 不 大,

Tween40和 Tween80在添加浓度为0.50%时,胞外

多糖含量分别是对照组的3.4倍和2.3倍;在添加浓

度为0.10%~1.00%时,胞外多糖含量随Span40浓

度的增加而增加,在Span40添加浓度增加到1.00%
时,胞外多糖含量为对照组的1.9倍(图3)。

2.4暋聚乙二醇对生物量及胞外多糖的影响

暋暋在添加浓度为1.00%时,仅 PEG400表现为促

进生 物 量 积 累,是 对 照 组 的 1.7 倍。PEG1000、

PEG2000和 PEG4000 在 添 加 浓 度 为 0.10% ~
1灡00%时对生物量积累均有促进作用。PEG400、

PEG1000、PEG2000和PEG4000均对黑木耳菌产胞

外多糖有一定的抑制作用(图4)。

图2暋植物油对木耳发酵生物量和胞外多糖的影响

暋暋Fig.2暋EffectsofplantoilsonbiomassandEPSinsub灢
mergedcultureofA.auricula

图3暋表面活性剂对木耳发酵生物量和胞外多糖的影响

暋暋Fig.3暋EffectsofsurfactantsonbiomassandEPSin

submergedcultureofA.auricula

2.5暋醇对生物量及胞外多糖的影响

暋暋甲醇和乙醇在添加量为0.10%时,对生物量积

累有一定的促进作用,但超过该浓度则抑制菌体生
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长,其余的醇均表现为抑制作用。乙醇、丙醇、丁醇在

添加浓度为0.10%~1.00%时对木耳菌产胞外多糖

有促进作用,木耳胞外多糖含量随着这些醇添加量的

增加而增加。甲醇、乙醇、丙醇、丁醇在添加浓度为

1.00%时,木耳胞外多糖含量分别是对照组的1.09
倍,1.37倍,1.30倍和1.59倍(图5)。

图4暋聚乙二醇对木耳发酵生物量和胞外多糖的影响

暋暋Fig.4暋Effectsofpolyethyleneglycolonbiomassand
EPSinsubmergedcultureofA.auricula

图5暋醇对木耳发酵生物量和胞外多糖的影响

暋暋Fig.5暋EffectsofalcoholsonbiomassandEPSinsub灢
mergedcultureofA.auricula

2.6暋正交分析

暋暋根据上述实验,挑选出产木耳胞外多糖较好的4
种促进剂:Tween40、硬脂酸、棕榈酸、油酸,设计4因

素3水平正交试验共9组,试验设计见表1,试验结

果见表2。
表1暋促进剂对黑木耳菌产胞外多糖的正交试验设计

Table1暋OrthogonalexperimentdesignofstimulatorsonEPSin

submergedcultureofA.auricular

水平
Level

因素Factor(%)

Tween40 硬脂酸
Stearicacid

棕榈酸
Palmiticacid

油酸
Oleicacid

1 0.25 0.5 0.00 0.00
2 0.50 1.0 0.10 0.10
3 1.00 1.5 0.25 0.25

表2暋促进剂对黑木耳菌产胞外多糖的正交试验结果

Table2暋OrthogonalexperimentresultofstimulatorsonEPSin

submergedcultureofA.auricula

试验号
Test

number

因素Factor(%)

Tween40
硬脂酸
Stearic
acid

棕榈酸
Palmitic

acid

油酸
Oleic
acid

胞外多糖
Exopolysaccharide

(mg/mL)

1 1 1 1 1 2.005暲0.187
2 1 2 2 2 1.765暲0.138
3 1 3 3 3 2.083暲0.022
4 2 1 2 3 2.127暲0.179
5 2 2 3 1 1.941暲0.175
6 2 3 1 2 1.881暲0.168
7 3 1 3 2 1.164暲0.049
8 3 2 1 3 1.840暲0.193
9 3 3 2 1 1.983暲0.203
k1 1.949 1.764 1.907 1.977
k2 1.983 1.849 1.960 1.603
k3 1.664 1.980 1.729 2.017
R 0.319 0.220 0.231 0.414

暋暋由表2可知,促进剂对木耳菌产胞外多糖的影响

主次顺序依次为油酸>Tween40>棕榈酸>硬脂酸。
木耳 多 糖 发 酵 生 产 的 最 佳 添 加 剂 组 合 为 0.5%
Tween40、1.5%硬脂酸、0.1%棕榈酸、0.25%油酸,
最佳组合产胞外多糖为(2.39暲0.153)mg/mL。

3暋讨论

暋暋近年来,为了提高木耳多糖的产量,主要采用优

化发酵条件和营养组成等办法。有科研工作者从微

生物自身代谢模式出发,通过增加外在因素改变真菌

次级代谢产物[9,17]。细胞膜磷脂的重要组成成分属

于多不饱和脂肪酸,脂肪酸中作为原料参与形成细胞

膜的磷脂双分子层,不饱和程度越高,双分子层排列

越疏散,磷脂分子膜流动性增加,通透性增强,从而增
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加胞外次级代谢产物的产量。雷德柱等[18]的研究表

明添加1%的棕榈酸、油酸对灰树花发酵生物量积累

有明显的正效应;姚强等[13]发现在添加较低浓度

(0灡1%)的油酸、硬脂酸时,灵芝胞外多糖含量为最

高。随着添加量增加,对胞外多糖反而表现为抑制。
在本研究中,在添加0.10%~1.00%的脂肪酸时黑

木耳菌生物量不断增加;在添加0.10%棕榈酸、油
酸、亚油酸时,木耳胞外多糖含量达到最大值。在

0灡10%浓度刺激下,按照产木耳胞外多糖的效果排列

有硬脂酸>棕榈酸>油酸>亚油酸。硬脂酸(C18)
和棕榈酸(C16)属于饱和脂肪酸,油酸(一烯酸)和亚

油酸(二烯酸)属于不饱和脂肪酸。脂肪酸不饱和度

越低,木耳发酵产胞外多糖效果越好,这与雷德柱

等[18]得到的结论相似,作用机理可能与生物膜结构

有关。灵芝胞外多糖的合成与细胞的生长呈现复杂

的部分偶联关系[19],木耳胞外多糖是菌丝体合成后

分泌至胞外,其产量与菌体生物量有关,但并不呈线

性关系。

暋暋在真菌液体发酵中常会有气泡,添加植物油等消

泡剂后发现可以促进多糖含量的提高,花生油、玉米

油、豆油、橄榄油等植物油富含单不饱和脂肪酸和多

不饱和脂肪酸。不饱和脂肪酸在发酵中不仅具有消

泡作用,而且还能通过参与形成细胞膜,改变细胞膜

的通透性,进而改变胞外聚合物产量。雷德柱等[18]

的实验中橄榄油在添加量为0.2%时灰树花生物量

达到最大,在添加量为0.1%时胞外多糖达到最大。

Park等[20]研究发现在添加2%的葵花油、橄榄油时,
灵芝胞外聚合物达到最大值,花生油对胞外聚合物影

响明显偏小。葵花油、橄榄油、花生油、玉米油等不同

油脂中含有饱和脂肪酸、单不饱和脂肪、多不饱和脂

肪酸比例不同[9],在本研究中按照产木耳胞外多糖效

果排列有橄榄油>玉米油>花生油>葵花油。植物

油中的不饱和脂肪酸参与细胞膜的形成,因此植物油

作用机理可能与脂肪酸相似。

暋暋Tween和Span可拮抗脂肪酸的合成[9],加入表

面活性剂后,细胞膜中脂肪酸的比例发生了变化,使
菌体细胞膜的通透性增大更加有利于细胞向胞外分

泌多糖。Hsieh等[15]研究表明:加入 Tween80,灰树

花生物量积累增加,并且用添加1%Span80获得最

大生物量。Tween80 和Span80对胞外多糖有抑制

作用。Span20对灰树花的细胞生长以及对胞外多糖

生产 表 现 出 的 严 重 的 抑 制 作 用。 本 研 究 中

Tween40、Span40对黑木耳产生物量和胞外多糖表

现出较强的促进作用,按照产木耳胞外多糖效果排

列:Tween40>Tween80>Span40>Span20,对产胞

外多糖的促进作用,可能与拮抗脂肪酸的合成有关。

暋暋表面活性剂PEG 附着细胞膜表面,并因此增加

膜的疏水性,使细胞表面吸附营养物质,使得细胞吸

收葡萄糖速率增加,从而增加多糖和生物量。Chen
等[11]研究表明PEG分子量在8000时对灰树花发酵

体 系 产 生 物 量 和 多 糖 效 果 最 佳。在 本 研 究 中

PEG400、PEG1000、PEG2000和PEG4000对黑木耳

产胞外多糖均为抑制作用。Yang等[21]的研究显示

脂肪醇可以很好地促进灵芝多糖和生物量的增长,添
加1.5%的乙醇对生物量的积累效果最佳,添加2%
的甲醇对灵芝产多糖的促进效果为最佳。本研究中

添加醇之后胞外多糖的变化与 Yang等[21]的研究结

果基本吻合,按照黑木耳产胞外多糖效果排列为

丁醇>乙醇>丙醇>甲醇,但醇对生物量积累表现为

抑制,可能是黑木耳菌自身的原因,原理机制有待进

一步研究。

4暋结论

暋暋在木耳发酵培养基中加入不同的促进剂,发现在

添加1.00%的硬脂酸和棕榈酸时,黑木耳菌生物量

分别为对照组的4.5倍和4.6倍;添加1.00%的花

生油、葵花油、玉米油、橄榄油时,生物量分别为对照

组的3.66 倍、4.03 倍、4.04 倍 和 4.26 倍;添 加

1灡00%的Span40和 Tween40时,生物量分别为对照

组的4.9倍和3.5倍;聚乙二醇各分子量对生物量的

影响并不显著;添加甲醇和乙醇在低浓度(0.1%)时
对生物量有一定的促进作用,丙醇和丁醇对菌体生长

有抑制作用。

暋暋不同促进剂种类及添加量显著影响木耳胞外多

糖的生物合成,油酸、棕榈酸、亚油酸添加量在低浓度

(0.10%)添加时达到最大值,分别是对照组的2.0
倍、2.4倍和2.3倍,而硬脂酸在添加量为1.00%时

达到最大值(为对照的2.5倍);添加不同植物油对木

耳胞外多糖的生产影响差异较大,其中以添加1.0%
的橄榄油,效果最佳,胞外多糖含量是对照组的1.6
倍;添加0.50%的 Tween40时,胞外多糖产量是对

照组的3.4倍;PEG 对木耳胞外多糖生产有抑制作

用;添加1.00%的丁醇时木耳胞外多糖产量为对照

组的1.59倍,而甲醇、乙醇、丙醇对木耳多糖生产的

促进作用不显著。正交试验优化后黑木耳产胞外多

糖促进剂的最佳组合是0.5% Tween40、1.5%硬脂

酸、0.1%棕榈酸、0.25%油酸。
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