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新西兰青霉(Penicillium novae—zeelandiae) ． 

红色素的发酵条件优化及组分分析 

闰 越 ，张永梅 ，李 平，王海磊 

(河南师范大学 生命科学学院，河南 新乡 453007) 

摘 要：对新西兰青霉(Penicillium novae—zeelandiae)红色素的发酵条件进行优化，并对其组分进行初步分 

析．研究结果表明，新西兰青霉红色素的最佳发酵条件是：用 1 mL的接种量(孢子悬液浓度为 2×10 mL )接种于 

300 mL的初始 pH为 6．0的 PD培养基内(葡萄糖质量浓度为 18 g·L-1)，30 C 150 r·rain 振荡培养 40 h，之后 

将其静置于 30。C的培养箱内进行培养．经过优化后，红色素的最高产量达到 2．834 4 g·L ．高效液相色谱和薄层 

层析分析表明，在 260 nm的检测波长下，该红色素分别在 16．667 rain，18．120 rain，19．895 rain，21．022 rain处出现 

4个显著的吸收峰． 
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众所周知，色素在发酵、食品、酿造、化妆品等行业中应用十分广泛．一般来讲，色素可分为人工合成色素 

和天然色素两大类．人工合成色素又因其具有的价格便宜、着色力强、色泽鲜艳且性质稳定等诸多优点而在 

食品加工行业普遍使用．然而，以往的研究结果表明，大多数的合成色素不但不能够向人体提供营养物质，反 

而对人体有致癌、致畸、致突变等不同程度的伤害作用口]． 

与合成色素相比，天然色素在具备色泽鲜亮等优点的同时，其最大的优点仍体现在其低毒性和安全性． 

有的色素如类胡萝 卜素，甚至还具有营养和保健等作用，因此，天然色素日益被人们所青睐．除此之外，由于 

生产技术的不断提高，天然色素无论在明亮度还是产量等方面都已经接近或已达到了合成色素的水平． 

天然红色素的生产方法大致分为两种 ]：一是从天然动植物材料中提取，如果皮、种子、根、昆虫等．该 

种方法的不足是成本高且着色力和稳定性均差；二是利用微生物法生产，这种方法不但安全性高、工艺性能 

好，而且生产不受场地、季节限制，设备简单，易于实现工业化大生产．据报道，国内外已有不少通过微生物发 

酵的方法生产色素，其中研究最广的是红曲色素．然而，Wong HC等人于 1981年从红曲色素中分离出桔霉 

素，并发现该物质对肾脏和神经系统均有不同程度的毒害作用．此外，有学者在对红曲色素的后续研究中发 

现其不仅有致敏现象而且能导致哮喘，因此，人们对其使用的安全性提出质疑．西方许多国家已不承认红曲 

作为食品色素的合法地位 ]．此外，红酵母、细菌和微藻类均可以产生很多不同种类的色素 ．但细菌及微 

藻的低生产能力是限制其商业化的瓶颈；红酵母(Rhodotorula)也可以产生红色素如类胡萝 卜素，然而其提 

取成本过高．因此，如何筛选新的产色素菌种及新型色素，成为国内外本领域的一个热点研究话题．在此背景 

下 ，子囊菌中的青霉属菌种引起了研究人员的关注． 

青霉属(Penicillium)菌株能产生多种色素_7 ]，如 P．persicinum可产生浅粉红色的色素，P．oxalic-um 

var．armeniaca可产生深红色色素．但是，迄今为止，国内外有关青霉菌产生安全、稳定、水溶性红色素的报 
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道仍然较少．在前期试验中发现利用 P．novae-zeelandiae发酵生产的红色素为水溶性，能溶于乙醇、丙酮等 

有机溶剂，对热、pH稳定，急、慢性毒理学及Ames实验均表明其安全无毒性．因此，本文将对 P．novae-zeel— 

andiae红色素发酵条件进行优化，以提高红色素的产量．同时，采用薄层层析和高效液相色谱法对红色素中 

主要组分进行分析．本研究将为该红色素的开发、生产及在食品等领域的应用等提供技术支撑． 

1 实验材料与方法 

1．1 实验材料 ， 

1．1．1 菌种 

新西兰青霉(P．novae-zeelandiae HSD07B)由河南师范大学生命科学学院AEM实验室分离保藏．‘ 

1．1．2 培养基 

种子斜面培养基(PDA)嘲：液体发酵培养基：不加琼脂的PDA；棉籽壳发酵培养基：150 g棉籽壳加水煮 

沸取浸出液，葡萄糖 20 g，用水定容到 i000 mL，pH 自然．查氏培养基：NaNO。2 g，Kz HPO 1 g，MgSO · 

7H2O 0．5 g，KC1 0．5 g，FeSO4·7H2O 0．01 g，蔗糖 30 g，水定容到 1000 mL，pH 自然． 

1．1．3 主要试剂和仪器 

循环水真空泵(北京生物技术公司)、LDZX—FB立式压力蒸汽灭菌器(无锡建仪实验器材公司)、苏净 

SW—CJ超净工作台(济南博涵生物科技公司)、HY一6调速振荡器培养箱(江苏省金坛市友联仪器有限公司)、 

MJP一2501霉菌培养箱(广东省医疗器械公司)、UV一1800紫外分光光度计(江苏生物技术仪器公司)． 

1．2 方法 

1．2．1 色素含量的测定 

将得到的红色素样品按合适的浓度梯度稀释，根据色素浓度和吸光值 OD 。 的关系绘制标准曲线． 

发酵液过滤后稀释一定倍数，根据其 494 nm处吸光值和稀释的倍数计算发酵液中红色素的含量． 

1．2．2 培养方法的建立 

1)菌株活化与孢子悬液的制备 

将保藏的P．novae-zeelandiae HSD07B进行斜面活化，于 29℃培养 3 d．取经两次活化的菌株斜面，在 

无菌操作条件下，制备成一定浓度的孢子悬液． 

2)培养方法的确定 

将 500 mL的锥形瓶中装入 300 mL液体(PD)发酵培养基，分别接入适量的孢子悬液(孢子悬液浓度为 

2×10 mL )，进行 3组不同的处理，每组 3个重复，以筛选最佳的培养方案． 

处理 1，连续静置培养，让其形成菌膜产红色素，观察并记录．处理 2，30℃ 150 r·min 恒温摇床中振 

荡培养一段时间后，置于 3O℃恒温培养箱静置培养，观察记录其产红色素过程．处理 3，置于 30℃ 150 r· 

min 恒温摇床一直振荡培养，观察记录其生长过程． 

1．2．3 红色素发酵条件的优化 

设置发酵培养基、装液量、接种量、温度、培养基初始 pH、振荡培养时间、葡萄糖浓度等 7个因素，以红 

色素的浓度为指标，对 P．novae-zeelandiae产红色素的发酵条件进行优化． 

1．2．4 红色素的分离提取 

将培养好的菌株发酵液抽滤，去除菌体，发酵液采用低温真空浓缩处理，浓缩至原体积的 1／5后加入 

2倍的95 乙醇，放置过夜后再用布氏漏斗真空抽滤去除生物大分子(多糖和蛋白)．取出上清液进行浓缩脱 

醇，然后进行冷冻干燥处理备用． 

1．2．5 红色素的薄层层析和高效液相色谱分析 

红色素的薄层层析(TLC)参考 Touchstone等口。_的方法．将上述提取的红色素用少量甲醇溶解，经微孔 

有机滤膜(孑L径为 0．22 m)过滤后，用高效液相色谱仪(HPLC—Agilent 1200)分析．本实验所设置的分析条 

件是：色谱柱 Carbohydrate Analysis Column 4．6×250 nm，流动相为甲醇：水 (75：25，V／V)等度洗脱，流 

速为 1 mL·min_。，柱温为 30。C，进样量 20 L，紫外检测波长为 260 nm． 
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2 结果与讨论 

2．1 红色素含量的测定 

红色素含量与吸光度 的线性关 系如 图 1所 示．经 

统计分析后得到线性 回归方程 ：Y一 1．355x+0．0005， 

R。= 0．9985． 

2．2 培养方法的确定 

3种不同培养方式的处理效果如表 1所示．处理 2 

中先振荡后静置的培养方法，既能在短时间内得到足 

够的菌体量，又能形成产红色素所需的界面菌膜，最后 

的色素产量也相对较高．因此，采用先振荡后静置的培 

养方法有助于提高发酵产物的产量和缩短发酵时间． 

、 

蚓 

把 

懈 

表 1 不同培养方式的处理效果 

OD值 

图1红色素含量与吸光度的线性关系 

2．3 青霉红色素发酵条件的优化 

2．3．1 红色素的最适发酵培养基 

分别将等量孢子悬液接种于查氏培养基、PD培养基和棉籽壳培养基中，锥形瓶装液量 300 mL／ 

500 mL，3O。C 150 r·min 条件下振荡活化培养，然后转至 3O℃恒温培养箱静置培养，定期测定各培养基 

发酵液红色素浓度，结果如图2所示． 

由图 2可知，该菌株在 PD培养基中产生红色素速率最 

快、产量最大，为最适培养基．其次为棉籽壳培养基，而在查氏 

培养基中几乎不产红色素。 

2．3．2 产红色素的最适装液量 

采用 PD培养基，在 500 mL的锥形瓶中，装液量分别为 

200 mL、250 mL、300 mL、350 mL、400 mL，接种 孢子悬 液 

1 mL(孢子悬液浓度为 2×10 mL )，进行先振荡后静置的 

界面菌膜培养 ，测其 发酵液红色素 的浓度 ，结果如图 3所示 ， 

当装液量为 300 mL／500 mL时，该青霉产红色素产量最高， 

达 1．268 g·L ；当装液量过小(200 mL／500 mL)时，静置时 

可形成较大的菌膜，但是产红色素菌丝层却较薄，红色素产量 

也不高；装液量过大时，形成的菌丝球体积大但数量少，且菌 

＼  

装 

《 
懈 
蝴 

图2不同培养基对红色素产生的影响 

膜面积小，红色素产量低．界面菌膜培养产红色素，虽然菌膜大小和色素产量有关，但却并不是菌膜越大，色 

素产量就越高，菌膜的红色菌丝层厚度对红色素产量也有影响．因此，300 mL／500 mL是最佳装液量． 

2．3．3 产红色素的最适接种量 

分别接种 0．6 mL、0．8 mL、1．0 mL、1．2 mL、1．4 mL的孢子悬液于装液量为 300 mI ／500 mL的PD培 

养基中，于 30。C 150 r·rain 条件下振荡活化培养一段时间，后转至 3O。C恒温培养箱静置培养，6 d后测 

定不同接种量条件下，该青霉发酵液中红色素的浓度，结果见图 4． 
一 个发酵体系内接种量会直接影响菌株的生长曲线，过少或过多都不适宜l】 ．接种量过小(0．6 mL)时， 

发酵初期菌丝增殖缓慢，继而影响菌膜的质地，造成红色素产量低l接种量过大(1．4 mL)，初始的菌丝增殖 

较快，对发酵体系内的营养消耗也较多，造成菌丝密集，发酵液内氧气不足，而且极易得到老化的菌丝球，这 
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样形成的菌膜活力不高，也不利于红色素的产生。因此，在 300 mL／500 mL装液量的条件下，P．novae-zee!一 

andiae产红色素的最佳接种量为 1．0 mL(孢子悬液浓度为2×10 mL )． 

200 250 300 350 400 

装液量／mL 

图3装液量对红色素产生的影响 

O．6 O．8 l_O 1．2 1．4 

接种量／(mL) 

图4接种量埘红色素产生的影响 

2．3．4 产红色素的最适温度 

向装液量为 300 mL／500 mL的PD培养基中接种 1．0 mL孢子悬液，分别于27|C、28。C、29。C、30℃、 

31℃、32℃条件下，150 r·min 振荡活化培养 3 d后在相同温度下转至恒温培养箱中静置培养，7 d后测 

定各温度条件下发酵液中红色素的浓度，结果见图 5． 

由图5可知，最佳的培养温度为 3O℃．一般真菌的生长温度为 28℃，但 P．novae-zeelandiae HSD07B 

在 28℃的条件下，红色素产量并不高，而在 3O℃时，红色素的产量和红色菌丝量都达到最大，这可能是由于 

不同微生物产生次级代谢产物时的温度不同造成的口 ． 

2．3．5 产红色素的最适初始 pH 

将 PD培养基初始 pH分别调节为 3．0、4．0、5．0、6．0、7．0和 8．0，500 mL锥形瓶装液量 300 mL，孢子 

悬液的接种量 1．0 mL(孢子悬液浓度为2×10 mL )，先于 3O℃ 150 r·min 恒温摇床中振荡培养～段 

时间，然后于3O℃恒温培养箱静置培养，测其发酵液红色素的浓度，结果见图 6． 

＼  
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初始pH 

图6初始pH对红色素产生的影响 

由图 6可知，红色素的产量略受培养基 pH的影响．在初始 pH为6．0时，红色素产量最高，产量次之是 

pH为 5．0和 pH为 7．0时．红色素产生的适宜pH为近中性环境，pH过高或过低都不利于红色素的产生． 

2．3．6 产红色素的最适振荡培养时间 

向装液量为 300 mL／500 mL的 PD培养基中接种 1．0 mL孢子悬液(孢子悬液浓度为 2×10 mL )， 

于30。C 150 r·min 振荡活化培养，振荡时间分别为 34 h、36 h、38 h、40 h、42 h和44 h，然后于30℃恒温 

培养箱静置培养，7 d后测定各温度条件下发酵液中红色素的浓度，结果见表 2． 

振荡培养时间不仅影响菌体的生长，而且对成膜时间和产红色素时间都有影响．由表 2可以看出，振荡 

时间为 40 h时，开始形成菌膜与产红色素的时间最短；振荡时间小于 40 h时，由于菌丝球量少，菌膜形成时 

间均大于 12 h；振荡时间大于40 h，虽然也能在 12 h时开始形成菌膜，但开始产红色素时间相对延长．由于 

㈨ ㈣ ㈣ 

一 1．∞一＼ 进删 懈 
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产红色素部位是菌膜，理论上菌膜越厚产红色素越多，但随着振荡时间的增加，发酵体系内的菌体也会老 

化口 “ ．因此，振荡时间过长，形成的菌膜虽然较厚，但红色素的产量不高．综合振荡时间对成膜时间、产红 

色素时间、菌膜质地、红色素产量的影响，确定40 h为最佳的振荡培养时间． 

表2 振荡时间对发酵过程的影响 

振荡时间／h 成膜时间／h 产红色素时间／h 色素产量／(g·L ) 

2．3．7 产红色素的最适葡萄糖浓度 

采用 PD培养基，葡萄糖质量浓度分别设置为 16 g·L-。、17 g·L～、18 g·L～、19 g·L 和 20 g· 

L_。，装液量为 300 mL／500 mL，接种 1．0 mL孢子悬液，于 3O。C 150 r·min 振荡活化培养 3 d后在相同 

温度下转至恒温培养箱中静置培养，7 d后测定各葡萄糖浓度条件下发酵液中红色素的浓度，结果见图 7． 

葡萄糖质量浓度在 18 g·L 时色素产量最高，为 1．449 g·L一，过高或过低均不利于色素的产生．葡 

萄糖浓度过高将会抑制色素的产生，真菌中普遍存在这一现象口引．同时，葡萄糖浓度过低时，可能会导致菌 

体生长所需的营养缺乏，从而导致色素的产量也随之降低． 

2．4 红色素薄层层析和高效液相色谱分析 

如图 8A所示，260 nm检测波长条件下，红色素的 HPLC图谱有 4个显著的吸收峰，分别在 16．667 

rain，18．120 min，19．895 min及 21．022 min．这与 TLC板上红色素显示的4个特征谱带(图 8(B))相吻合． 

1．3 

1．r 

L1 

懈 

器 

3 结 论 

l6 l7 l8 l9 20 

葡萄糖质量浓度／(g·L ) 

图7葡萄糖浓度对红色素产生的影响 
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图8 红色素的HPLC(A)及TLC分析(B) 

本文对影响新西兰青霉红色素产生的发酵培养基、装液量、温度、培养基初始 pH、振荡培养时间、葡萄 

糖浓度等发酵条件进行优化，在最优的培养条件下，红色素的产量可高达 2．834 4 g·L～．通过高效液相色 

谱和薄层层析对该色素进行初步分析，结果发现红色素有 4个主要成分． 

Gunasekaran SE 等利用 Penicillium sp．在可溶性淀粉为碳源和蛋白胨为氮源的优化培养条件下得到 

红色素 1．55 g·L_。．相比而言，本实验利用马铃薯液体培养基在最优的培养条件下，所得红色素的产量提 

高显著，且发酵周期较短． 
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Optimization of Fermentation Conditions and Components Analysis for 

Red Pigments Produced by Penicillium novae—zeelandiae 

YAN Yue，ZHANG Yongmei，LI Ping，WANG Hailei 

(College of Life Science，Henan Normal University，Xinxiang 453007，China) 

Abstract：In this paper，the fermentation process was designed according to the yield of red pigments produced by Peni— 

cillium novae—zeelandiae HSD07B．The components of red pigment were also analyzed．The results showed that the optimal pa— 

rameters are：PD medium ，500 mL flask containing 300 mL medium，the inoculum volume 1 mL (Spore concentration 2× 

10 mL一 )，initial pH 6．0，rotary speed of 150 r·min～ ，temperature 30 ℃ ，oscillating time 40 h．Under the optimal condi— 

tions．the maximum concentration of red pigment is 2．283 44 g·L_。．A11 components of red pigments were analyzed by high 

performance liquid chromatography(HPLC)and thin—layer chromatography(TLC)，and the retention time of four major corn 

ponents were 16．667 min，18．12O min，19．895 min，21．022 rain，respectively． 

Keywords：Penicillium Novae—zeelandiae；fermentation optimization；red pigment；components analysis 
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