
!山西省教委基金资助项目

收稿日期：!""#$%#$%&，修回日期：!""#’!(’%&

青霉)*"+菌株固态发酵产生类胡萝卜素的研究!
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提 要 本文对青霉!"#$%$&&$’(./0)*"+菌株在固态发酵条件下菌核内产生类胡萝卜素进

行了初步研究。结果表明，在,种固态发酵培养基中，玉米粉培养基（123）比麸皮培养基和

棉籽壳培养基更适合于)*"+菌株固态发酵产生类胡萝卜素。为了增加菌核干重和提高类

胡萝卜素产率，123中需要添加氮源、碳源和植物油。在所试的各种氮、碳源中，以硝酸钠和

麦芽糖效果最佳。通过正交试验确定了在培养基盐溶液中添加硝酸钠,4／5，麦芽糖!%4／5，

豆油(6+4／5能使菌核干重由+6,-4／!%%4提高到"6&%4／!%%4（干料）；类胡萝卜素产率由

(!7"!4／!%%4提高到+(-%!4／!%%4（干料）；"$胡萝卜素在类胡萝卜素中的含量由-!678提高

到&!6,8。
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现在国内外有关丝状真菌和酵母菌产生类胡萝卜素的报道日益增多［!#+］，主要集中

在少数几个菌种，例如)&*+",&"*-.$,/0.*，!12%0(2%",3&*+",&""*#’,，!1*44$*.105062(*
等。国外也曾经有人报道某些青霉菌株菌丝体内可以产生"$胡萝卜素［-，&］，但尚无关于

青霉菌核内积累产生类胡萝卜素或"$胡萝卜素的研究报道。我们从土壤中分离到一株菌

核内富含类胡萝卜素的经鉴定属于!"#$%$&&$’(-10($$,".$",的)*"+菌株，并对影响该

菌株菌核形成和产生类胡萝卜素的培养条件进行了初步研究［#］。由于该菌株只能在固

态培养基上形成菌核，所以只能选择固态发酵方法进行菌核的培养和类胡萝卜素的生产。

迄今为止，几乎所有的产类胡萝卜素的丝状真菌和酵母菌都是在液态发酵条件下得

到菌丝体或菌体细胞，再从菌丝体或菌体细胞中将提取色素［"］。这种液态发酵工艺设备

复杂，能耗较大，对原料的要求也较高。与液态发酵工艺相比，固态发酵设备简单，能耗较

低，各种粮食作物及其下脚料均可作为发酵原料［!%］，是一条更具经济效益和生产潜力的

途径。固态发酵工艺尤其适用于像)*"+菌株这种在菌核内积累色素的菌株。由于

)*"+菌株形成的菌核呈坚硬的砂粒状［#］，这就为使其与培养基质进行分离奠定了基础。

本文报道)*"+菌株利用自然固态基质玉米粉、麸皮、棉籽壳固态发酵产生类胡萝卜

素的初步研究结果。

! 材料和方法

!"! 菌株

!"#$%$&&$’(./0)*"+，从山西汾阳混交林土壤中分离得到。
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!"# 培养基

!"#"! 菌种培养基：查氏琼脂培养基（!"）

!"#"# 固态发酵培养基：选择玉米粉培养基（#$"），麸皮培养基（#$%），棉籽壳培养基

（#$!）&种固态发酵培养基。分别称取’()玉米粉、麸皮、棉籽壳，各加入’*+,盐溶液，

使料：水-./*01，2340*。盐溶液组成每升含/5’3678.)，5!9*0()，$)#78·:3’7*0()，

;<#78*0*.)。

!"$ 固态发酵方法

将上述固态发酵培养基分装入’(*+,三角瓶中，*0.$6=&*+>?灭菌后接入.+,由

!"斜面菌种用无菌水稀释得到的孢子悬液，置’(@黑暗培养。所有试验均设三次重复。

!"% 菌核干重测定

待6AB(菌株在各三角瓶中形成菌核并呈橙红色时，向瓶中加入适量自来水，用玻棒

反复搅拌，使砂粒状菌核与发酵基质分离开来并沉淀到瓶底。弃去上层发酵基质与水的

混合物，收集沉淀在瓶底的菌核，用水充分冲洗干净，置(*@烘干称重。

!"& 类胡萝卜素的提取及含量测定

按文献［1］的方法提取菌核中类胡萝卜素，并按文献［B］的方法计算类胡萝卜素含量。

!"’ 类胡萝卜素组分分离

按文献［(］的方法，在*0’(++硅胶C薄板（青岛海洋化工厂产品）上分别用浓缩后

的类胡萝卜素氯仿浸提液和标准!D胡萝卜素（$<EFG产品）氯仿溶液点样，以石油醚：乙酸

乙酯-B/.为展开剂，于暗处展开，使各组分分离。

!"( !D胡萝卜素的测定

从薄板上将展开的与标准!D胡萝卜素HI值相同的谱带刮下，用氯仿萃取出!D胡萝卜

素；再刮下其余谱带，并用等量氯仿萃取，经玻璃棉过滤后，滤液置:(4型紫外D可见分光

光度计（上海第三分析仪器厂产品）上进行全波扫描，根据各色素成分的最大吸收峰的吸

光度值，按下式计算!D胡萝卜素在类胡萝卜素中的百分含量：

!D胡萝卜素（J）-
"!K!

!
?

L-.
"LKL

M.**

式中"!———!D胡萝卜素吸光度；K!———!D胡萝卜素氯仿萃取液+,数；"L———任一色

素成分吸光度；KL———任一色素成分氯仿萃取液+,数；?———薄板上展开的色素谱带数。

# 结果和分析

#"! 不同培养基对菌核干重和类胡萝卜素产率的影响

从表.可以看出，&种固态发酵培养基对6AB(菌株菌核干重和类胡萝卜素产率有着

不同的影响。在#$"上，菌核干重和类胡萝卜素产率都很高；而在#$%上，虽然菌核干

重很高，但类胡萝卜素产率却很低；#$!则更差。说明玉米粉比麸皮和棉籽壳更适合于

6AB(菌株固态发酵培养菌核和产生类胡萝卜素。所以确定用#$"进行以下的研究。
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表! 不同培养基对菌核干重和类胡萝卜素产率的影响

!"#$%& ’((%)*+(,-((%.%/*0%,-"+/,.12%-34*+(5)$%.+*-""/,)".+*%/+-,1-%$,

培养基

6%,-"

菌核干重

7)$%.+*-",.12%-34*／

（3／&883,.159#5*."*%）

类胡萝卜素含量

:+/*%/*+()".+*%/+-,／

（!3／3,.15)$%.+*-"）

类胡萝卜素产率

:".+*%/+-,1-%$,／

（!3／&883,.159#5*."*%）

76; <=>? @8& A&@B

76C <=<? &BA &8?D

76: &=E< &?> AD<

"#" 添加氮源对菌核干重和类胡萝卜素产率的影响

玉米粉中氮素含量和组成明显不足［&&］，所以添加一定量的有机氮或无机氮是必要

的。在76;中，通过盐溶液分别添加含氮量为8F@D3／G的硝酸钠、硝酸铵、氯化铵、硫酸

铵、尿素、蛋白胨、酵母膏（表A），结果表明，与不加氮源的对照相比，添加氮源能显著地增

加菌核干重，提高类胡萝卜素产率。无机氮源中，硝酸钠效果最好；有机氮源中，蛋白胨的

效果最好。显然硝酸钠比蛋白胨效果更好。

表" 添加氮源对菌核干重和类胡萝卜素产率的影响

!"#$%A ’((%)*+(59HH$%0%/*".1/-*.+3%/5+9.)%5+/,.12%-34*+(5)$%.+*-""/,)".+*%/+-,1-%$,

氮 源

I-*.+3%/

5+9.)%5

菌核干重

7)$%.+*-",.12%-34*／

（3／&883,.159#5*."*%）

类胡萝卜素含量

:+/*%/*+()".+*%/+-,／

（!3／3,.15)$%.+*-"）

类胡萝卜素产率

:".+*%/+-,1-%$,／

（!3／&883,.159#5*."*%）

对照:+/*.+$ <=>? @8& A&@B

硝酸钠I"IJ> D=AB @BE @&A8

硝酸铵IK@IJ> D=&& >E@ >8>>

氯化铵IK@:$ E=A8 @8? ABA>

硫酸铵（IK@）A7J@ <=D& @&> A>BB

尿 素L.%" D=?E AE8 A>@&

蛋白胨M%H*+/% B=<& >DD >?DB

酵母膏N%"5*%O*.")* D=?& >E@ >AA8

对照：在76;中没有添加氮源:+/*.+$：P-*4+9*59HH$%0%/*"*-+/+(/-*.+3%/*+76;=

"#$ 添加碳源对菌核干重和类胡萝卜素产率的影响

由于玉米粉中主要是大分子的淀粉为碳源，所以M!B<菌株在76;中的定殖和营养

生长会受到一定的影响。添加小分子碳源将更有利于其生长发育。在分别添加@种不同

小分子碳源的76;（通过盐溶液添加，添加量<3／G）中的菌核干重与对照相比有了不同

程度的增加，但只有麦芽糖使类胡萝卜素产率有了一定的提高，其余>种糖反而使类胡萝

卜素产率有了不同程度的降低（表>）。

8<& 微 生 物 学 报 >B卷



表! 添加碳源对菌核干重和类胡萝卜素产率的影响

!"#$%& ’((%)*+(,-..$%/%0*"12)"1#+0,+-1)%,+03124%567*+(,)$%1+*5""03)"1+*%0+5325%$3

碳 源

8"1#+0

,+-1)%,

菌核干重

9)$%1+*5"3124%567*／

（6／:;;6312,-#,*1"*%）

类胡萝卜素含量

8+0*%0*+()"1+*%0+53／

（!6／6312,)$%1+*5"）

类胡萝卜素产率

8"1+*%0+5325%$3／

（!6／:;;6312,-#,*1"*%）

对照8+0*1+$ <=&> ?;: @:?A

葡萄糖B$-)+,% <=A? &@C :A?C

蔗 糖9-)1+,% D=&D @&< :D&@

麦芽糖E"$*+,% D=@C &&& @?@?

乳 糖$")*+,% >=CC @A? @;@&

对照：在9EF中没有添加碳源8+0*1+$：G5*7+-*,-..$%/%0*"*5+0+()"1#+0,+-1)%,*+9EF=

"#$ 添加植物油对菌核干重和类胡萝卜素产率的影响

显微观察表明，H!A<菌株菌核内的类胡萝卜素是以油滴形式贮存的。那么当培养基

中添加适量植物油势必会影响H!A<菌株的脂类代谢，亦可能会影响类胡萝卜素的产率。

基于这种考虑，我们在9EF盐溶液中添加了<6／I的豆油，结果，与对照相比，菌核干重

由<J&>6／:;;6提 高 到DJ<?6／:;;6（干 料）；类 胡 萝 卜 素 产 率 由@:?A!6／:;;6提 高 到

@DA>!6／:;;6（干料），提高幅度分别达?;K和&;K。

"#% 氮源、碳源、植物油最适添加量的确定

前面试验表明，在9EF中添加硝酸钠、麦芽糖、豆油均能增加菌核干重、提高类胡萝

卜素产率。为考察其协同作用并确定最适用量，以硝酸钠添加量为F因素，麦芽糖添加

量为L因素，豆油添加量为8因素，各取&个水平，以菌核干重和类胡萝卜素产率为指标

在9EF上进行了IA（&?）正交试验，结果如表?所示。

由极差分析可知，各因素对H!A<菌株菌核干重和类胡萝卜素产率的影响程度为：F
因素!8因素!L因素。其理论最佳条件为：硝酸钠添加量&6／I，麦芽糖添加量:;6／I，

豆油添加量@J<6／I。正交试验中的第>试验号的条件组合与理论最适条件正好吻合，故

菌核干重和类胡萝卜素产率最高。

"#& 固态发酵对"M胡萝卜素在类胡萝卜素中的百分含量的影响

在8F平板上培养得到的菌核中积累的类胡萝卜素由两种色素成分组成，其中"M胡

萝卜素占色素总量的>?J&K［C］。那么在9EF及添加不同氮源、碳源和植物油的各种固

态发酵培养基中，"M胡萝卜素的含量又将如何变化呢？薄层色谱分析表明，在上述条件下

形成的菌核中积累的类胡萝卜素同样是由两种色素成分组成，不过"M胡萝卜素的含量有

了明显的变化（表<）。添加植物油比添加碳源、氮源更能明显提高"M胡萝卜素的含量。

在9EF中同时添加硝酸钠、麦芽糖和豆油，能使"M胡萝卜素由>:J?K提高到D:J&K。

! 讨论

H!A<菌株在玉米粉培养基（9EF）上其菌核中积累的类胡萝卜素含量较高，而在

:<:@期 韩建荣等：青霉H!A<菌株固态发酵产生类胡萝卜素的研究



表! 正交试验结果的极差分析

!"#$%& ’()*%+%,"$-%"."$/010232*)4252."$%(6%*1+%.)

试验序号

’(6%*1+%.)"$

728

9因素

:";)2*9／

（5／<）

=因素

:";)2*=／

（5／<）

>因素

:";)2*>／

（5／<）

菌核干重

?;$%*2)1"@*/A%154)／

（5／BCC5@*/0-#0)*")%）

类胡萝卜素产率

>"*2)%.21@/1%$@／

（!5／BCC5@*/0-#0)*")%）

B & D EFD G8DH &BCC

E & G8D D G8IE IJKC

I & BC G8D G8IH &CBC

& I D D K8GE &GIC

D I G8D G8D K8KE &GDC

H I BC E8D J8GC DEHC

G E D G8D K8ED &&GC

K E G8D E8D K8&B &DDC

J E BC D K8EG &DCC
!LB GF&B，&CIC KFBK，&&II KFDH，&HIG
!LE J8CK，&JBI K8BK，&&EG K8BC，&&CI
!LI K8IB，&DCG K8&&，&DJC K8B&，&&BC

M B8HG，KKI C8EH，BHI C8&H，EI&

表" "N胡萝卜素在类胡萝卜素中的百分含量

!"#$%D !4%6*262*)12.23"N;"*2)%.%1.;"*2)%.21@0

培养基

O%@1"
?O9P7"7QI ?O9PO"$)20% ?O9P?2/#%".21$

7"7QI

?O9PO"$)20%

?2/#%".21$

?O9

"N胡萝卜素含量

"N>"*2)%.%1.;"*2)%.21@0／R
H&8K HD8G HJ8& GB8I HB8&

?O=和?O>上类胡萝卜素含量较低（表B），这可能与玉米粉中含有一定量的类胡萝卜素

如玉米黄质（S%"(".)41.）有关。由于各种类胡萝卜素在结构上的相似性，玉米黄质很可能

被T!JD菌株在类胡萝卜素合成过程中加以吸收利用。在?O9中添加植物油一方面可

以影响菌株的脂类代谢，另一方面也有利于使更多的玉米黄质被溶解出来（脂溶）参与到

类胡萝卜素的合成代谢当中，所以添加植物油既能提高类胡萝卜素的产率，也能大幅度提

高"N胡萝卜素在类胡萝卜素中的百分含量。以上推测还有待进一步试验证实。

大多数青霉菌株都具有极强的产孢能力。我们所希望的是能在最大量形成菌核的同

时，尽可能少地产生分生孢子，这对在固态发酵条件下菌核的分离及色素的提取都是非常

有利的。T!JD菌株在?O9和?O>上都表现出了理想的选择培养特性，即在发酵基质

里分生孢子形成量很少；而在?O=上却有大量的分生孢子产生。究竟是什么因素决定着

T!JD菌株选择性地形成菌核或分生孢子，尚需进一步探讨。
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