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红霉素摇瓶发酵控制条件的优化

左 勇，李 杨，谢 晖，祁 峰，刘利平，张 晶

（四川理工学院生物工程学院，四川 自贡 ６４３０００）

　　摘　要：文章讨论摇瓶发酵控制条件对红霉素发酵水平的影响。通过单因素和正交实验优化，最佳

发酵条件为Ａ１Ｂ２Ｃ２Ｄ２：前期发酵、中期和后期发酵三阶段发酵温度分别为３１℃、３３℃、２９℃，发酵起始

ｐＨ值为６７，摇床转速控制为：０～４８ｈ为２２０ｒ／ｍｉｎ，４８～９６ｈ为３００ｒ／ｍｉｎ，９６～１４４ｈ为２２０ｒ／ｍｉｎ，１４４

～１６８ｈ为１５０ｒ／ｍｉｎ。优化后菌株ＵＬ５的发酵水平比优化前提高１５５４％。
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　　红霉素是红色糖多孢菌产生的一种１４元大环内酯

类碱性抗生素，是应用最广的大环内酯类抗生素之

一［１］。红霉素的生产主要采用发酵法，其发酵周期一般

为６～７天，采用二级种子接种发酵，一级种子培养４８

ｈ，二级种子培养３６～４８ｈ。

我国红霉素发酵水平属低水平重复操作，与发达国

家相比差距较大，目前国外发酵单位已达８０００μｇ／ｍＬ

以上，而国内大多企业红霉素发酵水平却一直在４０００

～５０００μｇ／ｍＬ［２］。红霉素发酵水平主要受工作菌种、

培养基组成、发酵条件的控制以及后期的分离提纯条件

等多方面因素的影响［３］。由于国外企业对红霉素生产

进行技术封锁，而国内红霉素生产的发酵水平一直比较

落后，因此，目前国内很多科技工作者从红霉素发酵相

关参数和调控入手，希望提高红霉素发酵水平［４］。根据

这些情况，本研究拟通过对摇瓶发酵过程中的温度、摇

瓶转速及发酵起始 ｐＨ等因素进行优化，以提高红霉素

发酵水平。

１ 材料与方法

１．１ 菌种

红 色 糖 多 孢 菌 （Ｓａｃｃｈａｒｏｐｏｌｙｓｐｏｒａ ｅｒｙｔｈｒａｅａ）

ＵＬ５［５］：四川理工学院微生物实验室提供。

１．２ 培养基及培养条件

改进高氏培养基：可溶性淀粉２％，ＮａＣｌ００５％，硝

酸钾０１％，磷酸二氢钾００５％，硫酸镁００５％，硫酸亚

铁 ０００１％，重铬酸钾 （７０～８０μｇ／ｍＬ），青霉素

（２５～３μｇ／ｍＬ），琼脂１５～２５％，ｐＨ７４～７６（ＮａＯＨ

调）。３３℃培养１６８ｈ。

改进斜面培养基：可溶性淀粉１％，硫酸铵０３％，

玉米浆 １２％，ＮａＣｌ０３％，碳酸钙 ０３％，琼脂 １５～

２５％，重铬酸钾（７０～８０μｇ／ｍＬ），青霉素（２５～３μｇ／ｍＬ），

ｐＨ７５（ＮａＯＨ调）。３３℃培养１６８ｈ。

种子培养基：淀粉３０％，黄豆饼粉２５％，蛋白胨

０５％，糊精 ３０％，葡萄糖 １０％，ＮａＣｌ０４％，硫酸铵

０７５％，碳酸钙 ０６％，硫酸镁 ００２５％，磷酸二氢钾

００２％，ｐＨ７５（ＮａＯＨ调）。挖取新鲜活化菌种平板

（１ｃｍ×２ｃｍ）接到装有５０ｍＬ种子培养基的２５０ｍＬ摇

瓶中，培养温度３３℃，摇床转速２２０ｒ／ｍｉｎ，培养４８ｈ。

发酵培养基［６］：黄豆饼粉２８９％，淀粉３０３％，糊

精 ２０４％，硫 酸 铵 ０１％，碳 酸 钙 ０７％，葡 萄 糖

１９７％，玉米浆 １２％，磷酸二氢钾 ００４％，ｐＨ６８，

１２１℃灭菌２５ｍｉｎ。接种量５％（二级种子），２５０ｍＬ

摇瓶装液量为 ５０ｍＬ，培养温度 ３３℃，摇床转速

２２０ｒ／ｍｉｎ，培养１６８ｈ。



１．３ 红霉素生物效价测定

采用管碟法［７］。

２ 结果与讨论

２．１ 红霉素发酵温度的控制

在红霉素的整个发酵周期内，由于发酵环境在不断

改变，红色糖多孢菌在不同生长阶段的最适温度就不

同，通过把红霉素整个发酵周期分为前期发酵（０～４８ｈ）、

中期发酵（４８～１２０ｈ）、后期发酵（１２０～１６８ｈ）。对不

同发酵阶段，分别研究不同阶段温度对红霉素发酵的影

响。

２．１．１ 前期发酵温度的控制对红霉素效价的影响

取５个２５０ｍＬ锥形瓶，各装入５０ｍＬ起始 ｐＨ值

６８的发酵培养基，接种，摇床转速为２２０ｒ／ｍｉｎ，在０～

４８ｈ前期发酵阶段，温度分别控制为 ２７℃、２９℃、

３１℃、３３℃、３５℃培养，４８～１６８ｈ后，温度控制为

３３℃。通过观察，在不同的温度控制下，前期发酵结束

以后，发酵液随着培养温度的升高，颜色逐渐加深，３３℃

时最深。可能是因为前期发酵阶段，菌株生长繁殖较

快，所以在不同温度下发酵液呈现不同颜色，在最适温

度下，发酵液的颜色最深。前期发酵阶段不同的温度控

制对发酵结果的影响如图１所示。

图１ 前期发酵温度对红霉素效价的影响

从图１可知，在前期发酵阶段，控制不同的温度，对
红霉素的发酵结果影响非常显著，当温度为３３℃左右
时，发酵液中红霉素的效价最高。因此，前期发酵阶段，

最适温度控制为３３℃。
２．１．２ 中期发酵温度的控制对红霉素效价的影响

取５个２５０ｍＬ锥形瓶，各装入５０ｍＬ起始 ｐＨ值
６８的发酵培养基，接种，摇床转速为２２０ｒ／ｍｉｎ，在４８～
１２０ｈ中期发酵阶段，温度分别控制为 ２７℃、２９℃、
３１℃、３３℃、３５℃，其它发酵阶段温度控制为３３℃。发
酵结束以后，中期发酵阶段不同的温度控制对发酵结果

的影响如图２所示。
发酵中期是红霉素合成的时期，温度高低直接影响

图２ 中期发酵温度对红霉素效价的影响

着红霉素合成。从图２中可知，当温度超过３３℃时红

霉素发酵效价不再增加，这是因为红霉素的生物合成需

要大量的酶参加，温度过高过低都将影响酶的活性，从

而影响红霉素的最终发酵效价。因此，红霉素中期发酵

温度控制为３３℃。

２．１．３ 后期发酵温度的控制对红霉素效价的影响

取５个２５０ｍＬ锥形瓶，各装入５０ｍＬ起始 ｐＨ值

６８的发酵培养基，接种，摇床转速为２２０ｒ／ｍｉｎ，在１２０

～１６８ｈ后期发酵阶段，温度分别控制为２７℃、２９℃、

３１℃、３３℃、３５℃，其他发酵阶段温度控制为３３℃。发

酵结束以后，后期发酵阶段不同的温度控制对发酵结果

的影响如图３所示。

图３ 后期发酵温度对红霉素效价的影响

发酵后期菌株进入衰亡期，温度的高低影响着菌株

的衰亡情况，从图３中得到，温度２９℃时，发酵水平最

高。

２．２ 发酵起始ｐＨ值对红霉素效价的影响

ｐＨ值控制不仅是保证红色糖多孢菌正常生长繁殖

代谢的主要条件，而且是防止杂菌污染的一个主要措

施。当ｐＨ值偏高或偏低，都会影响红色糖多孢菌的生

长繁殖和红霉素的积累。取５个２５０ｍＬ锥形瓶，各装

入５０ｍＬ发酵培养基，发酵起始 ｐＨ值分别调为 ６４、

６７、７０、７３、７６，接种，发酵温度采用变温发酵，前期

发酵温度为３３℃，中期发酵温度为３３℃，后期发酵温

度为２９℃，转速２２０ｒ／ｍｉｎ摇床培养。
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通过观察，起始 ｐＨ值对发酵液颜色和菌丝体影响

较大。随ｐＨ值的增大，发酵液颜色加深，菌丝浓度也增

大。而且随ｐＨ值的增大菌丝有成团现象。用 ｐＨ计测

得，发酵结束时发酵液 ｐＨ值均小于７０。发酵起始 ｐＨ

值对红霉素效价的影响如图４所示。

图４ ｐＨ值对红霉素效价的影响

由图４可知，ｐＨ值对红霉素发酵效果影响显著。

当发酵起始ｐＨ值过低时，影响菌丝体繁殖，从而影响中

期红霉素的生物合成。当发酵起始 ｐＨ值偏碱时，菌丝

体大量繁殖，导致发酵液中菌丝体浓度过高，影响发酵

液中的溶氧量，从而影响红霉素合成。在发酵过程中，

发酵液颜色加深可能是因为菌体自溶引起的。综上，发

酵起始ｐＨ值为６７左右时，发酵效果最好。

２．３ 正交实验

将各发酵阶段温度优化结果和起始ｐＨ值优化结果

进行正交实验，进一步优化温度与 ｐＨ值对红霉素效价

的影响。其各因素水平见表１，实验结果见表２。
表１ 正交因素水平表

水平
Ａ前期温度
（℃）

Ｂ中期温度
（℃）

Ｃ后期温度
（℃）

Ｄ起始
ｐＨ

１ ３１ ３１ ２７ ６５
２ ３３ ３３ ２９ ６７
３ ３５ ３５ ３１ ６９

表２ 正交实验结果（３４）
实验号 Ａ Ｂ Ｃ Ｄ 生物效价（μｇ／ｍＬ）

１ １ １ １ １ ５７７０
２ １ ２ ２ ２ ６２５３
３ １ ３ ３ ３ ４９８３
４ ２ １ ２ ３ ５２２７
５ ２ ２ ３ １ ５５３１
６ ２ ３ １ ２ ４７８１
７ ３ １ ３ ２ ５９６３
８ ３ ２ １ ３ ４９１４
９ ３ ３ ２ １ ４６９４
ｋ１ ５６６９ ５６５３ ５１５５ ５３３２
ｋ２ ５１８０ ５５６６ ５３９１ ５６６６
ｋ３ ５１９０ ４８１９ ５４９２ ５０４１
Ｒ ４８９ ８３４ ３３７ ６２５

Ｇ＝４８１１６

　　注：前期发酵时间为０～４８ｈ、中期发酵时间为４８～１２０ｈ、后期
发酵时间为１２０～１６８ｈ。

从正交实验结果可以看出，实验号２、７得到较高的

发酵水平。其中２号的发酵水平最高，其实验方案为

Ａ１Ｂ２Ｃ２Ｄ２，即前期、中期、后期三个阶段的发酵温度分别

为３１℃、３３℃、２９℃，起始ｐＨ值为６７。由极差分析可

知，四个因素中对发酵水平影响最大的是中期发酵温

度，其次是发酵起始 ｐＨ值，影响最小的是发酵后期温

度。原因在于中期发酵是红霉素合成的主要时期，温度

高低直接影响红霉素生物合成有关酶的活性。发酵起

始ｐＨ值和前期发酵温度主要影响红色糖多孢菌的生长

繁殖。

２．４ 摇床转速对红霉素效价的影响

红霉素发酵过程是一个高耗氧的过程［８］，红色糖多

孢菌的生长繁殖和红霉素合成都需要消耗氧气，因此，

通过控制摇床转速来控制红霉素发酵液中的溶氧量。

取５个２５０ｍＬ锥形瓶各装入５０ｍＬ发酵培养基，编号

为１～５；发酵起始 ｐＨ值 ６７，接种，０～４８ｈ温度为

３１℃，４８～１２０ｈ温度为 ３３℃，１２０～１６８ｈ温度为

２９℃，转速控制情况与实验结果见表３。
表３ 摇床转速情况对发酵水平的影响

组
号

发酵时间（ｈ）
１５０
ｒ／ｍｉｎ

２２０
ｒ／ｍｉｎ

３００
ｒ／ｍｉｎ

２２０
ｒ／ｍｉｎ

１５０
ｒ／ｍｉｎ

生物效价

（μｇ／ｍＬ）

１ ０～１２ １２～２４ ２４～７２ ７２～１４４１４４～１６８ ５５８４

２ ０～２４ ２４～４８ ４８～９６ ９６～１４４１４４～１６８ ６３８３

３ — ０～２４ ２４～４８ ４８～１４４１４４～１６８ ５３２１

４ — ０～４８ ４８～９６ ９６～１４４１４４～１６８ ６５５６

５ — ０～１６８ — — — ６３１２

　　通过控制不同时期摇床转速发现，红霉素发酵过程

中各个时期菌体对氧气的需求量不同。在发酵前期菌

体大量增殖，因此转速过慢则不能满足菌体生长繁殖所

需要的氧。发酵中期到后期是红霉素合成的关键时期，

这时对氧的需求量整体水平高于前期，但是发酵将结束

时，菌体已处于老龄阶段，供氧过高则加速了菌体的自

溶。从表３的实验结果可知，４号取得最高的生物效价

６５５６μｇ／ｍＬ，比恒速发酵的生物效价６３１２μｇ／ｍＬ提高

了３８７％，其最佳控制条件为：０～４８ｈ摇床转速为

２２０ｒ／ｍｉｎ，４８～９６ｈ摇床转速为３００ｒ／ｍｉｎ，９６～１４４ｈ

摇床转速为２２０ｒ／ｍｉｎ，１４４～１６８ｈ摇床转速为１５０ｒ／ｍｉｎ。

３ 结束语

红霉素发酵过程中温度影响着红色糖多孢菌的生

长繁殖和与红霉素生物合成有关的酶的活性。ｐＨ呈碱

性时，菌丝体繁殖较快，不利于红霉素的生物合成，当发

酵液ｐＨ值过低时，影响菌丝体生长繁殖，也不利于菌株

９１第２５卷第４期　　　　　　　　　左 勇等：红霉素摇瓶发酵控制条件的优化



的生长繁殖。通过正交试验，红霉素最佳的发酵条件

为，其实验方案为 Ａ１Ｂ２Ｃ２Ｄ２，前期发酵温度为３１℃，中

期发酵温度为３３℃，后期发酵温度为２９℃，起始最佳

ｐＨ值为６７。在此条件下，摇床转速控制为：０～４８ｈ为

２２０ｒ／ｍｉｎ，４８～９６ｈ为３００ｒ／ｍｉｎ，９６～１４４ｈ为２２０ｒ／

ｍｉｎ，１４４～１６８ｈ为１５０ｒ／ｍｉｎ，出发菌株 ＵＬ５的发酵水

平从工艺优化前的５６７４μｇ／ｍＬ提高到６５５６μｇ／ｍＬ，提

高了１５５４％。
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