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摘要摘要摘要摘要：：：： 

    Rhodotorula glutinis (BCRC 22360)是一株可累積高油脂的酵母菌，其中不飽和脂肪

酸所佔的含量高，且類似於植物油，適合作為製造生質柴油的油脂。除了生產油脂外也

富含高價值的 β-胡蘿蔔素，β-胡蘿蔔素是天然的抗氧化劑，利用分子中含有多個雙鍵能

與具有不成對電子的自由基結合來中斷脂質過氧化連鎖反應，進而保護細胞不被破壞。

R. glutinis 細胞生長迅速、可達高密度細胞培養，因此具有相當高發展潛力。本研究使

用粗甘油做為碳源並利用氣舉式發酵槽作為反應器以及探討不同發酵策略來提升

Rhodotorula glutinis生長、油脂含量及 β-胡蘿蔔素含量，進而提高整體產物之生產速率。 

實驗中分成三個部分探討，(1) 5 L氣舉式發酵槽批次的實驗中，改變通氣量的影響，

結果得到生物量生產速率與通氣量有正關係，而以 2.5 vvm 通氣量下可得到最大生物產

率高達0.46 g/L/hr、最大油脂生產速率0.22 g/L/hr以及最大β-胡蘿蔔素產率1.1 mg/L/hr。

(2) 為了提升槽體內溶氧量並能節省空壓機供應氣體所消耗的能源，本實驗使用 5 L 氣

舉式發酵槽，並在排氣處設置閥，利用出口閥開合大小改變槽壓的影響，結果顯示出，

增加槽體壓力對於菌種濃度及 β-胡蘿蔔素的含量之間沒有直接關係。故對於 R. glutinis

的培養，在操作及成本考量上，氣升式生物反應器相對於傳統的攪拌生物反應器是較合

適的培養系統。(3) 使用 50 L 氣舉式發酵槽，探討饋料策略的不同對於 R. glutinis生長

的影響，分別以一次性饋料、等速度饋料 (0.3 L/hr)、指數型速度饋料；指數型饋料利

用方程式

S
X

t

Y

eVX
FS

µµ 00
0 = 來計算該時間點的生物含量所需的碳源濃度，此能有效提升生

物濃度，而以微生物油脂生產速率與 β-胡蘿蔔素生產速率的影響上，以一次性饋料的策

略則能得到最佳結果，分別為 0.45 g/L/hr、0.82 mg/L/hr。 
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一一一一、、、、    前言前言前言前言 

近年來由於全球產業提升，工業大量

開發，導致了石化能源日益耗竭，二氧化

碳大量排放，不僅在經濟上受到原油價格

波動的影響，以及造成海平面上升、全球

暖化等環境破壞，迫使各國皆面臨開發新

能源以及能源永續系統的新技術挑戰。 

在眾多替代能源中，生質能源方面包

含了生質酒精以及生質柴油，根據

F.O.Licht 統計 2009 年至 2010 年全球生質

燃料成長將近 10%。其中，生質柴油產量

約占 19.4%（World Ethanol & Biofuels 

Report）。生質柴油是利用動植物油或食物

廢油經由常見的轉酯化製程方式所得到的

生質能源。生質柴油不僅擁有生物可降解

性、無毒性的和清潔的可再生等特性，以

及其特性與常規柴油燃料相似，使得其在

油價高漲的時期具有一定的競爭力。  

每生產 3 mol 生質柴油，便會產生的

1 mol 的副產物-粗甘油，若以粗甘油經由

精煉成純甘油後使用在工業、藥品、食品、

化妝品、飲料…等，所花費的生產成本過

高。顯然地，另闢使用粗甘油的新路線被

視為很重要的環節。利用粗甘油作為碳源，

進行微生物發酵產出的油脂以及高單價的

副產物，不僅能解決高成本的問題也能改

善環境的污染。 

為了有效利用粗甘油，使用富含油脂

的酵母菌進行培養，除了能產出微生物油

脂作為生質柴油的料源外，也產出高價的

β-胡蘿蔔素。再者，β-胡蘿蔔素具有幾點

重要的特色，包括了扮演微生素A的前體、

抗氧化劑、免疫調節等功能，且在食品染

色、保健食品、飼料、化妝品上皆有廣泛

的應用，故本實驗利用粗甘油作為培養基

碳源，且以粘紅酵母菌(Rhodotorula 

glutinis)進行發酵研究，進而藉由氣舉式發

酵槽來探討不同進氣量下對於菌體生長及

代謝產物的影響，以及改變饋料方式對產

率的影響性。  

 

二二二二、、、、    文獻回顧文獻回顧文獻回顧文獻回顧 

2-1 Rhodotorula glutinis介紹介紹介紹介紹 

Rhodotorula glutinis屬於紅酵母成員

之一，也屬於腐生菌的一類，在外觀上，

細胞的型態呈卵圓形，菌落為紅色，並廣

泛的分佈在各種生態中，適合生長在

20~30 ℃，pH5~6 的環境，而 R.glutinis

所累積的油脂中不飽和脂肪酸所佔的含量

高，並且也類似於植物油，因此適合作為

製造生質柴油的油脂，微生物發酵產油對

於未來能源的發展具有相當大的潛力。 

 

2-2 生質柴油生質柴油生質柴油生質柴油介紹介紹介紹介紹 

    生質柴油目前主要裡用植物、動物脂

肪或食用油經由轉酯化反應所製成的，其

特性具有生物可降解性、無毒性、及燃燒

過後所產生的氣體汙染性低，可被添加於

石化柴油中混合使用，然而，使用植物油

為料源會造成與民爭食及土地限制等問題，

為了排除上述困難，發展了第三代生物柴

油燃料；雖然目前利用微生物產油的成本

較植物油高，但經由改善製程方法可大幅

度提升微生物產油過程，除此之外，也不

受到氣候的影響，且含油微生物的生命週

期短而在適當條件下可以產生高達總細胞

重 60 ％的脂質(Yoon and Rhee 1983); (Li, 

Zhao et al. 2007)。含油酵母菌或黴菌所合

成的多不飽脂肪酸非常相似植物油，使含

微生物有利於作為的生物柴油產業原料

(Easterling, French et al. 2009)。     

 

2-3 β-胡蘿蔔素胡蘿蔔素胡蘿蔔素胡蘿蔔素介紹介紹介紹介紹 

由 BCC Research 的數據顯示目前 β-

胡蘿蔔素的市場價值，在 2010 年增加至

2.61 億美元，預計在 2018 年將增長至 3.34

億美元。 
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    β-胡蘿蔔素屬於類胡蘿蔔素

(Carotenoids)的一種，可從胡蘿蔔、木瓜、

菠菜、番茄等蔬果攝取。β-胡蘿蔔素又被

稱為維生素 A 的前體，並可儲存在肝臟與

體脂肪中，需要時能在肝臟中轉變維生素

A（視黃醇），其為構成視覺細胞的感光物

質，因此 β-胡蘿蔔素具有保護眼睛的功能。

除此之外，β-胡蘿蔔素是天然的抗氧化劑，

利用其分子中含有多個雙鍵能與具有不成

對電子的自由基結合來中斷脂質過氧化連

鎖反應，進而保護細胞不被破壞，也能有

效地防止 DNA 和脂蛋白的氧化損傷，因

而能預防冠心病等心腦血管疾病的發生，

也可預防老年白內障。 

β-胡蘿蔔素的生產方法有三種，化學

合成法、植物萃取法、微生物發酵法，但

基於成本、氣候、運輸、量產等因素考量，

微生物發酵法具有較大的開發前景。 

 

2-4 微生物油脂微生物油脂微生物油脂微生物油脂 

    微生物油脂，又稱單細胞油（Single 

Cell Oils, SCO），因其組成相似於植物油，

且能積累脂質達到其生物量的 20％以上

(Ratledge 1991)，所以被認為是可用於生產

生物柴油的料源，許多含油微生物，如細

菌，酵母，真菌和微藻類皆具有這樣的特

性。 

    微生物油脂可作為製造生質柴油的油

料，R. glutinis是一株富含油脂的酵母菌，

並在文獻中(Meng, Yang et al. 2009)得知

累積的油量可達 72%的菌乾重，而根據不

同的培養條件會影響所生產油脂的含量以

及成分的不同，例如粘紅酵母菌中是以棕

櫚油(C16:0)、棕櫚油酸(C16:1)、油酸

(C18:1)、亞油酸(C18:2)等為主。 

 

2-5 氣舉式生物反應器氣舉式生物反應器氣舉式生物反應器氣舉式生物反應器 

    首先，發酵培養上有諸多因素必須考

量，分為兩大類，首先，營養條件包含了

碳源、氮源以及微量金屬，再者，環境條

件包含了 pH、通風量、溫度、壓力、光線

以及發酵槽等皆對細胞生長和生產 β-胡蘿

蔔素、油脂的產量有很大的影響。 

    氣舉式發酵槽的構造簡單，槽體內含

有中空的環狀金屬，俯視來看形成雙環的

結構，藉由氣體由內環中心打入，並和液

體一同湧上，到達頂部後，氣體將會離開

液體，此時液體的密度會上升，便在外環

沉降，如此一來所造成的密度差成為了內

部流體循環的動力，並且能保有細胞的完

整和高氧氣的傳輸以及良好的熱傳導效

果。 

 

三三三三、、、、實驗材料實驗材料實驗材料實驗材料    

    本實驗所使用的菌種 Rhodotorula 

glutinisBCRC 22360，種子培養基：Yeast 

Mold Broth，由ST BIO提供；發酵培養基：

酵母萃取物（Yeast Extract，由 DIFCO BD

提供）硫酸銨（(NH4)2SO4，由 SHOWA 提

供）、磷二氫鉀（KH2PO4，由 SHOWA 提

供）、氯化鈣（CaCl2，由林純藥工業株式

會社提供）、七水合硫酸鎂（MgSO4．7H2O，

由 SHOWA 提供）、氯化鈉（NaCl，由

SHOWA 提供）；甲醇（Methanol，由景明

化工提供）、氯仿（Chloroform，由景明化

工提供）、異丙醇(2-Propane，景明化工提

供)、乙腈（Acetonitrile，景明化工提供)、

乙酸乙酯（Ethyl acetate，景明化工提供） 
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四四四四、、、、實驗步驟實驗步驟實驗步驟實驗步驟    

4-1 R. glutinis培養方法培養方法培養方法培養方法 

種子培養基(Seed Medium) 

Compounds Concentration (g/L) 

Yeast extract 3.0  

Malt extract 3.0  

Peptone 5.0  

Dextrose 10.0  

發酵培養基(Fermentation Medium) 

Compounds Concentration (g/L) 

Crude glycerol 60 g/L 

Yeast extract 2 g/L 

(NH4)2SO4 2 g/L 

KH2PO4 1 g/L 

MgSO4．7H2O 0.5 g/L 

CaCl2 0.1 g/L 

NaCl 0.1 g/L 

Step1. 菌種活化：由上表配製種子培養基

並且滅菌後接入菌種，放置 24 ℃培養箱

24 hr。 

Step.2 接菌：由上表配製發酵培養基並且

滅菌後，將培養 24 hr 的種子培養基接入

發酵培養基中，接菌量為發酵培養基 10%

的體積。 

4-2 實驗大綱實驗大綱實驗大綱實驗大綱 

 

4-3 分析方法分析方法分析方法分析方法 

(1) β-胡蘿蔔素分析 HPLC  (HITACHI) 

    取出經冷凍乾燥後的菌粉 0.05 g，加

入 2 ml 的溶劑(乙腈：異丙醇：乙酸乙酯

=40：40：20 v/v)，再以超音波破碎機進行

細胞破碎，(功率 5，作用時間 3 分鐘)，靜

置 1 小時，在由離心機以轉速 7000 rpm 離

心 10 分鐘，取上清液，再利用 0.45 µm 過

濾飛碟過濾；移動相溶劑(乙腈：異丙醇：

乙酸乙酯=40：40：20 v/v)，設定流速為

0.7 ml/min，並架好 N5-ODS C18 管柱，進

行 LC 分析。 

 

(2) 總脂質濃度分析方法 

    取出經冷凍乾燥後的菌粉 0.05 g，加

入 3 ml 的溶劑(甲醇：氯仿=1：2 v/v)，再

以超音波破碎機進行細胞破碎，(功率 5，

作用時間 2 分鐘)，靜置 1 小時，在由離心

機以轉速 7000 rpm 離心 10 分鐘，取上清

液放入 60 ℃烘箱 48 hr，最後秤得總脂質

量。 

 

五五五五、、、、結果討論結果討論結果討論結果討論    

5-1  5.0 L 氣舉式發酵槽通氣量影響氣舉式發酵槽通氣量影響氣舉式發酵槽通氣量影響氣舉式發酵槽通氣量影響 

    由於 Rhodotorula glutinis屬於好氧酵

母菌，前人的研究中利用 5 L 攪拌式發酵

槽培養 R. glutinis並改變溶氧量，分別控

制在 60±10 %、25±10 %，結果顯示在高

溶氧下菌體濃度較高，但油脂累積卻較低

(Zhang, 2011)，除此之外，為了要降低在

高速攪拌下所產生的剪切力對菌體造成的

傷害，故本實驗利用 5 L 氣舉式發酵槽培

養R. glutinis並改變通氣量(1 vvm、1.5 vvm、

2 vvm、2.5 vvm)，實驗結果如圖一，在最

大菌體濃度部分，分別為 16.6、18.0、25.4、

23.4 g/l，菌體最大生長速率分別為 0.12、

0.31、0.38、0.46 g/l/h，結果顯示隨著通氣

量提升與菌體濃度是具有正相關性。 

    最大油脂含量分別為 46.8、56.42、

51.37、39.03 %，結果顯示如圖二，發現

在 2.5 vvm 通氣量下，所累積的油脂含量

最低，其結果與前人所做的結論相符，在

高溶氧狀態下不利於油脂累積；最大 β 胡

蘿蔔素含量為 0.36、2.04、1.06、1.05 mg/g，

其含量隨著通氣量提升而提升，但在 2.5 

vvm 的條件下卻沒有如期提升，推測是因

發酵槽的高度受限，使氧氣滯留率不高，

導致在高通氣量下無法得到預期的效果，

結論，隨著通氣量提升皆能正向影響 R. 
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glutinis生長與 β 胡蘿蔔素含量，但不利於

累積油脂。 
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圖一 改變通氣量，探討對 R. glutinis濃度之影響 
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圖二 改變通氣量，探討對 R. glutinis累積油脂含

量及 β-胡蘿蔔素含量之影響 

 

5-2   5.0 L 氣舉式發酵槽壓力影響氣舉式發酵槽壓力影響氣舉式發酵槽壓力影響氣舉式發酵槽壓力影響 

    為了節省空壓機供應氣體所消耗的能

源以及提升槽體溶氧量，本實驗固定通氣

量 1.5 vvm，並在槽體排氣處設置閥，以

閥的開合大小來控制槽體壓力。實驗結果

如圖三，壓力從 0、0.2、0.5 atm，其最大

菌體濃度分別為 18、22.2、17 g/l，最大生

長速率分別為 0.31、0.21、0.26 g/l/hr，結

果顯示出壓力與菌體濃度及最大菌體生長

速率並無直接關係，推測在槽體內具有壓

力下，因為排氣量少，導致菌體生長到一

定程度後，所排出的二氧化碳無法順利排

到發酵槽外，導致槽體內的二氧化碳濃度

高，使得菌體生長狀態不穩定。 

    實驗結果如圖四，壓力從 0、0.2、0.5 

atm 下，其最大油脂含量分別為 56.42、

46.25、64.20 %，在 0.5 atm 下油脂含量及

生成速率最佳，而在 0.2 atm 下其結果最差，

反觀，最大 β 胡蘿蔔素含量為 2.04、2.13、

1.59 mg/g，在 0.2 atm 下 β 胡蘿蔔素的含

量為最佳，結論，隨著壓力增加對菌體整

體生長及代謝過程沒有絕對關係。 
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圖三 在通氣量為 1.5 vvm 並改變壓力，探討對 R. 

glutinis濃度之影響 
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圖四 通氣量為 1.5 vvm 並改變壓力，探討對 R. 

glutinis累積油脂含量及 β-胡蘿蔔素含量之影響 
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響響響響 

     為了提升 Rhodotorula glutinis 生長

速率，並且提升油脂及 β-胡蘿蔔素產率，

本實驗利用 50 L 氣舉式發酵槽進行

Rhodotorula glutinis 放大培養，探討不同

饋料方式(一次批次饋料、等速批次饋料、

指數型批次饋料)對於 Rhodotorula glutinis

生長影響。 

    在饋料體積為 3.5 L 之實驗結果如圖

五，由批次發酵實驗中能發現 Rhodotorula 

glutinis在第 48 小時其菌體達最大濃度 24 

g/L，故選擇在第 48 小時進行饋料；饋料
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方式從一次性饋料、等速饋料、指數型饋

料，其最大生長速率分別為 0.4、0.45、0.49 

g/L/h，以指數型饋料方式得到較好的效果，

推測以菌體生長速率作為推斷饋料速率的

關鍵是有利於菌體生長；最大油脂生產速

率為 0.45、0.35、0.23 g/L/h，最大 β 胡蘿

蔔素生產速率為 0.82、0.76、0.43 mg/L/h，

產物生產速率方面皆以一次性饋料的方式

能得到最佳結果，推測在一次饋料後，槽

體內的碳源濃度大幅提升，造成培養基中

碳氮比提高，促使菌體會將過多的碳源進

行油脂累積以及生產 β-胡蘿蔔素，與搖瓶

結果相符，相反地，等速及指數型饋料的

碳氮比較低，對於菌體而言，會將低濃度

的碳源做為生產菌體，將菌體生長速率提

高。 

    結論，以指數型饋料方式有助於提升

菌體生長速率，且增加饋料濃度也能明顯

地提升生長速率，除此之外，指數型饋料

方式也能避免饋料物中的抑制物會對菌體

造成破害；對於產物生產速率方面，以一

次性饋料的方式最佳，推測利用短時間內

提升槽體內的碳氮比是有助於油脂或 β-胡

蘿蔔素的合成，但提升饋料濃度並無明顯

地提升產物合成速率。 
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圖五 改變饋料方式探討對 R. glutinis生長濃度之

影響 
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