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[摘要 ]  筛选了一株产类胡萝卜素的间型脉孢菌 (N eurospora interm ed ia ),研究了该菌发酵过程中培养条件、添加物和光照条

件对类胡萝卜素产量的影响.实验结果表明,间型脉孢菌产类胡萝卜素的适宜温度为 30e ;当培养基中添加了 115m g /L没食子

酸和 0105 g /L植酸钙后,所培养菌丝中类胡萝卜素含量分别可达 46144和 54103( Lg /g干菌体 ) ,比对照产量分别提高了 100%

和 133% (以干菌体计 ) ; 增加光照对菌体产类胡萝卜素也有明显的促进作用,与对照相比,类胡萝卜素产量提高了 7317% . 间

型脉孢菌孢子中类胡萝卜素含量明显高于菌丝含量, 达 14515Lg /g孢子.固体培养时产孢量大, 因此物料中类胡萝卜素产量

可达 81194Lg /g干曲.
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Abstrac t: The wo rk screened a strain o fN eurosp ora interm ed ia tha t y ie ld caroteno ids. The effect factors on output of ca-

ro teno ids such as culture cond itions, spec ies add itives and the illum ina tion fo rN. interm ed ia in the ferm enta tion pro cess

w ere studied. The results show ed that optim um temperature o f produc ing caro teno ids w as 30e , when added 11 5 mg /L

ga llic acid and 0105 g /L phy tin respective ly into the culture med ium, the caro teno ids content of myce lium w as up to

46144 and 541 03 (Lg /g dry cell), the caro teno ids y ield increased by 100% and 133% ( dry ce ll) than the contro l re-

spectively. Illum ination had an obv ious effect on prom oting ou tput o f caro teno ids, com pared w ith the contro,l the caro te-

no ids production increased by 731 7% . The caro teno ids content in spo res o fN. interm ed ia is as h igh as 14515Lg /g( dry

spore), sign ificantly h ighe r than that of myce lium content. Spore production capac ity w as larger in cu ltu re so lid, so the

ca rotenoids con tent o fm a terials w as 81194Lg / g dry koj.i
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  类胡萝卜素广泛存在于高等植物、藻类、少数微生物和部分动物体内, 种类繁多, 目前已发现 750多

种
[ 1]

.其中的 B-胡萝卜素作为食品添加剂和营养增补剂, 已被 FAO和WHO食品添加剂联合专家委员会

推荐认定为 A类优秀营养色素,并在世界 52个国家和地区获准应用. 全世界 B-胡萝卜素的年需求量在

1 000 t左右,而且仍在以每年 7% ~ 9%的速度增长, 欧美和日本的需求量增长更大
[ 2]

.

早在 1919年 Steenkbock就发现了 B-胡萝卜素可能具有维生素 A活性, 另外类胡萝卜素在抗氧化作

用、增强人体的免疫能力方面具有明显的作用
[ 3]

,成为研究热点.类胡萝卜素来源有天然来源和全化学合

成两大类.目前市场中类胡萝卜素的主要来源是化学合成品,由于合成品有着安全性方面的疑虑, 因此微

生物来源的天然类胡萝卜素有着更大的优势
[ 4 ]

.

国内外微生物合成类胡萝卜素的研究主要集中在杜氏盐藻 (Dunaliella salina )、三孢布拉霉 (B lak eslea
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trispora)和红酵母 (R hodotorula )等方面.杜氏盐藻产类胡萝卜素含量约 10%
[ 5 ]

,但盐藻培养需要在高盐、

少雨的近海地区,受到地域和技术限制.而且其周期长 (约 2周,冬季需适当延长 ), 生长密度低,通过传统

的光合自养培养体系在单位时间内难以获取高生物量
[ 6]

. 三孢布拉霉突变株生产 B-胡萝卜素量较高,达

到 2 808 Lg /g, 3 d的产量为 352 Lg /g干菌体, 但需以糖为原料,且工艺较为复杂
[ 7]

. 以红酵母产类胡萝卜

素, 3 d产量为 23717Lg /g
[ 4]

,所需原料仍为葡萄糖等来源于淀粉质水解的原料. 近年来, 对作为遗传研究

的模式菌株-脉孢菌的研究表明,该菌具有同时产纤维素酶、半纤维素酶、木糖还原酶等能力,能直接利用

生物质中的纤维素原料而良好生长, 其丰富的酶系和优异的综合性能在生物能源等方面倍受瞩目
[ 8 ]

.脉

孢菌生长迅速,能以非粮原料产类胡萝卜素, 呈现鲜亮桔黄的色彩. 在以脉孢菌产类胡萝卜素方面, 除

M arko Zalokar研究了粗糙脉孢菌中类胡萝卜素的生物合成途径外
[ 9]

,国内外对其产类胡萝卜素的发酵研

究甚少.本工作对筛选的一株间型脉孢菌产类胡萝卜素进行了研究.

1 材料与方法

111 菌  种

  间型脉孢菌 (N eurospora interm edia ), 本实验室分离、鉴定与保藏.

112 培养基

11211 斜面活化培养基

  马铃薯 200 g /L, 葡萄糖 20 g /L,琼脂 20 g /L, pH值自然.

11212 液体培养基

1号培养基:葡萄糖 15 g /L,玉米芯粉 ( 60目 ) 1 g /L,豆粕粉 715 g /L, KH 2PO 4 2 g /L, M gSO4 013 g /L,

CaC l2 013 g /L, pH值自然.

2号培养基:蔗糖 15 g /L, 玉米芯粉 ( 60目 ) 1 g /L,豆粕粉 715 g /L, KH 2PO 4 2 g /L, M gSO4 013 g /L, C aC l2

013 g /L, pH值自然.

3号培养基:糖蜜 15 g /L, 玉米芯粉 ( 60目 ) 1 g /L,豆粕粉 715 g /L, KH 2PO 4 2 g /L, M gSO4 013 g /L, C aC l2

013 g /L, pH值自然.

4号培养基:玉米芯粉 ( 60目 ) 1 g /L,豆粕粉 715 g /L, KH2 PO4 2 g /L, M gSO4 013 g /L, C aC l2 013 g /L.

5号培养基:马铃薯 200 g /L, 蔗糖 20 g /L, pH值自然.

各培养基灭菌冷却后备用.

11213 固体培养基

玉米粉固体培养基 1:玉米粉与豆粕按 1B2的比例, K 2H PO4 # 3H2O 0108 g, M gSO4 0102 g,加水至含水

量 60% (湿基 ) , 灭菌备用.

纤维素固体培养基 2:蔗渣 10 g, 麸皮 5 g, (NH4 ) 2SO 4 013 g, K2H PO4 # 3H 2O 0108 g, M gSO4 0102 g,加

水至含水量 60% (湿基 ), 灭菌备用.

113 培养方法

将脉孢菌斜面菌种中的孢子用无菌水洗下接种于摇瓶培养基中, 装液量 100 m L /250 mL三角瓶,

30e , 180 r /m in条件下培养,分离菌丝后测定类胡萝卜素含量 (以克干菌丝计 ).

固体培养基经灭菌后接入用无菌水洗下的脉孢菌孢子, 装料量 30 g /250mL三角瓶, 30e 培养,定时测

定类胡萝卜素产量 (以每克干曲计 ).

114 生物量测定

菌丝过滤,用水洗涤后, 60 e 烘干至恒重.

115 类胡萝卜素的提取和测定

采用丙酮超声提取的方法
[ 10 ]
并加以改进:每克菌体加 3mL丙酮,室温下超声波提取 30m in,于 10 000

r /m in离心 5 m in, 上清液即为胡萝卜素提取液. 将提取液适当稀释后, 以丙酮为空白对照,在 475 nm 处测

定吸光度,按下式计算胡萝卜素含量: 类胡萝卜素含量 ( Lg /g菌体 ) = A @D @V /0116 @W. 式中, A 为 475

nm波长处的吸光度; V为丙酮用量 /mL; D为测定试样时的稀释倍数; W 为脉孢菌体重量 /g; 0116为胡萝

卜素的摩尔消光系数.
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2 仪器与设备

HD-930型组合式全温摇床 (太仓市博莱特实验仪器厂 ) ; KQ-100E型超声波清洗器 (昆山市超声仪器

有限公司 ); 2802S UV /V IS Spectrophotom eter (尤尼柯-上海仪器有限公司 ) ; PYX-DH S-50X65-S型隔水式

电热恒温培养箱 (上海跃进医疗器械厂 ); FA1004型电子分析天平 (上海天平仪器厂 ); CA-1390-1超净工

作台 (上海上净净化设备有限公司 ). 丙酮等试剂和药品均为国产分析纯试剂.

3 结果与讨论

311 温度对菌体生长及产类胡萝卜素量的影响

  实验设计了不同温度对菌体产类胡萝卜素的影响, 用液体马铃薯葡萄糖培养基培养 6 d,测定菌丝中

类胡萝卜素的含量,结果如表 1所示.

表 1 温度对类胡萝卜素产量的影响

Table 1 Effect on caro teno ids output ofN. interm edia by temperature

Tem perature/e 25 28 30 33

C onten t of carotenoids

( Lg /g w et mycel ium )
3164 8151 1515 1011

  由表 1可见,所用间型脉孢菌产类胡萝卜素的适宜温度为 30 e .

312 培养基成份对类胡萝卜素产量的影响

31211 液体培养基对类胡萝卜素产量的影响

  使用不同成份的 1号 ~ 5号液体培养基接种脉孢菌,在 30e , 180 r /m in条件下分别培养 3 d和 6 d,测

定菌量和类胡萝卜素含量,结果如图 1所示.

从图 1可见,随着培养时间从 3 d延长至 6 d,类胡萝卜素的产量大幅度提高. 其中 1号与 5号培养基

产量较高,分别为 13106 Lg /g湿菌体和 12195 Lg /g湿菌体.蔗糖成本低于葡萄糖,从降低原料成本的角

度,可优先使用 5号的蔗糖培养基.

31212 固体培养基对类胡萝卜素产量的影响
用固体玉米粉培养基 1培养脉孢菌 6 d后, 物料中的类胡萝卜素含量为 75101Lg /g干曲.为进一步降

低物料成本,改用固体纤维素培养基 2,培养 6 d后,物料的类胡萝卜素含量为 81194 Lg /g干曲.因为脉孢

菌是好氧菌,培养基中纤维素原料的加入增加了物料的供氧条件, 因此类胡萝卜素产量更高,纤维素物料

来源丰富、价格低廉, 以其为主要原料优势明显.

313 添加物对类胡萝卜素产量的影响

在培养基中添加植酸钠等促进剂, 有利于提高其他生物产类胡萝卜素的量
[ 11]

. 本工作考察了植酸

钙、植酸钠、维生素 C等在液体培养基 ( 1号 )中对间型脉孢菌产类胡萝卜素的影响.

在 30e , 180 r /m in培养 5 d的条件下,在液体培养基中加入植酸钙、植酸钠等添加物, 测量其对产类

胡萝卜素的影响,结果如图 2所示.

从图 2可见, 适量的植酸钙对提高类胡萝卜素产量效果明显 (类胡萝卜素产量增加到 54103 Lg /g干

菌体, 比对照增产了 133% ).植酸钠的增产效果也比较明显 (类胡萝卜素含量为 50186 Lg /g干菌体 ) ,豆

油和柠檬酸钠的添加对类胡萝卜素产量的影响不明显. 植酸钙镁等可从谷糠等农副产品中得到,在应用中

具有优势.

类胡萝卜素本身是一种抗氧化剂,如果在培养基中加入其他成本更低的抗氧化剂,有可能减少类胡萝

卜素在培养过程中的氧化损失.本工作考察了添加几种抗氧化剂对间型脉孢菌产类胡萝卜素的影响,结果

如表 2所示.

由表 2可见,在菌体开始培养时即添加没食子酸, 对类胡萝卜素产量的影响最明显 ( 46144 Lg /g干菌

体,比对照增加了 100% ). 但在培养 2 d后再加入, 提高效果有限. 这说明其抗氧化性最好在培养全程发挥

作用.加入绿原酸提取液也有一定的效果 ( 36176 Lg /g干菌体 ),绿原酸可从量多易得的烟草中提取, 是一

种很有发展潜力的抗氧化剂和添加剂.
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表 2 添加不同抗氧化剂对菌体生物量及类胡萝卜素产量的影响

Table 2 Effect on biom ass and caro teno ids output by additiona l antiox idant

Aux iliary
Add ition quan t ity

(m g /L)

B iom ass

( g/w etw eight)

C onten t of carotenoids

( Lg/g w etm ycelium )

Con tent of carotenoids

( Lg/g d ry mycelium )

Control 0 4119 3156 23120

Gallic acid 115 4147 7113 46144

Gallic acid

( after 2 days added)
115 5106 4126 27174

Pyrogallic acid 115 4145 4190 31191

Solut ion of chlorogen ic acid 115 4155 5165 36176

VC 115 4126 4174 30185

VE 210 4169 4120 27133

314 溶氧与光照对类胡萝卜素产量的影响
本工作在进行预实验时发现, 光照和溶氧是

影响类胡萝卜素产量的重要因素. 有文献对产氢

红杆菌 ( Rhodobacter sp. )中类胡萝卜素进行代谢

研究, 结果表明其中的叶绿素和类胡萝卜素的合

成具有交替性和时序性
[ 12 ]

,这种交替性和时序性

与光照有关. 因此本工作对光照和溶氧条件对产

类胡萝卜素的影响进行了探讨,结果如图 3所示.

由图 3可见, 光照对类胡萝卜素的产量有明

显的提高作用 (对生物量的影响不大 ) .与对照相

比,使用日光灯提供光照 ( 11W,距离 30 cm )的样

本类胡萝卜素的产量提高了 7317% (干菌体 ) .阳

光对产量也有增加的作用, 但在阳光照明的条件

下是用静态培养,因通气量不足故效果有限; 如果

大规模生产时使用阳光照明的动态培养, 效果可

能更好.

间型脉孢菌的孢子呈鲜艳的桔黄色. 对其孢子中类胡萝卜素的含量进行测定的结果表明,孢子中类胡

萝卜素含量高达 14515 Lg /g干孢子. M arko Zalokar的研究结果也表明, 光照和氧气等对粗糙脉孢菌类胡

萝卜素产量的提高有促进作用,孢子中类胡萝卜素含量明显高于菌丝
[ 9]

. 本工作结果与此一致,说明间型

脉孢菌与粗糙脉孢菌在这一点上基本一致.如果培养脉胞菌时孢子产量提高, 其类胡萝卜素产量也将提

高.固体培养时产孢量大, 因此以脉孢菌产类胡萝卜素最好采用固体培养.
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微生物来源的天然类胡萝卜素在安全性方面有着优势.生物来源的类胡萝卜素的产业化瓶颈主要是

原料与成本问题.用间型脉孢菌生产类胡萝卜素,可直接利用生物质中的植物纤维素为原料,这是其他微

生物所不具备的优势条件.虽然目前所用间型脉孢菌的原始菌株在发酵水平与三孢布拉霉和盐藻、红酵母

等有一定差距,但如果能在菌种诱变等方面使产量有所突破, 则适应性强、营养要求简单的脉孢菌在类胡

萝卜素产业开发方面将有着巨大的潜力.

4 结  论

( 1) 所用间型脉孢菌产类胡萝卜素的适宜温度为 30e .该菌营养要求简单,能直接利用纤维素物料,

因此在原料来源方面有望降低生产成本.

( 2) 添加物对脉孢菌的类胡萝卜素产量有较大影响, 其中以加入植酸钙的效果最好, 在添加量为

0105 g /L时, 类胡萝卜素含量为 54103( Lg /g干菌体 ) ,比对照产量提高了 133% . 添加 115m g /L的没食子

酸后, 类胡萝卜素含量为 46144( Lg /g干菌体 ) ,产量比对照提高了 100%.

( 3) 光照对类胡萝卜素的产生有明显的促进作用, 使用日光灯照明 ( 11W, 距离 30 cm )的类胡萝卜素

产量比对照组提高了 7317% (干菌体 ) .

( 4) 该间型脉孢菌孢子中的类胡萝卜素含量 ( 14515Lg /g干菌体 )明显高于菌丝中的含量 ( 23120Lg /

g干菌体 ), 因此产孢量大的固体培养在用该菌产类胡萝卜素方面更具优势.

( 5) 培养间型脉孢菌时,用玉米粉固体培养基培养的类胡萝卜素产量为 75101 Lg /g干曲,用纤维素

固体培养基培养的类胡萝卜素产量为 81194 Lg /g干曲.因此, 以纤维素为原料的类胡萝卜素生产在原料

成本方面有着更大的潜力.
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