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菌体形态对发酵法生产番茄红素的影响
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摘要
:

菌体形态是影响霉菌代谢的重要因素
。

主要考察了煤油和不同表面活性剂对三抱布

拉氏霉菌菌体形态及番茄红素合成能力的影响
。

结果表明
:

当添加煤油和 t n t o l卜 X l oo 形成

菌丝球时
,

该菌丝形态不利于物质的传递
,

细胞合成番茄红素的能力无明显变化
。

而当添

加水溶性表面活性剂 sP * 20 时
,

形成粗
、

短分散型的菌丝体
,

强化了传质
,

促进了番茄红

素的合成
,

番茄红素生产能力提高了近 3 倍
。
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,
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番茄红素是一种具有 11 个碳碳共扼双健的类胡萝 卜素
。

近年来的研究表明
,

番茄

红素对单线态氧的淬灭作用是 卜胡萝 卜素的 2 倍
,

其抗氧化作用也明显优于 p
一

胡萝 卜

素 ; 同时它还具有诱导细胞间信息传递的作用
。

因而
,

番茄红素在预防和治疗前列腺

癌
、

乳腺癌以及心脑血管疾病方面具有巨大的潜力 l[]
。

与此同时
,

番茄红素生产工艺

的研究与开发也成为当前研究的热点
。

利用三抱布拉氏霉菌生产 卜胡萝 卜素生产技术较成熟
,

并已在国内实现工业化生

产
。

根据三抱布拉氏霉菌的代谢途径
,

若在发酵过程中
,

添加合适的阻断剂
,

阻断番

茄红素到 件胡萝 卜素的环化途径
,

就可以积累大量的番茄红素 [̀ 〕 。

我们在研究中发现
,

当添加煤油和不同的表面活性剂后
,

三抱布拉氏霉菌呈现不同的菌体形态
,

而这些菌

丝形态与菌体番茄红素的合成能力密切相关
。

因此
,

本文主要研究了煤油和不同表面

活性剂对三抱布拉氏霉菌菌丝形态及番茄红素合成能力的影响
。

1 材料与方法

1
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2 培养基

种子培养基
:

定容至 Ll
,

p H6

淀粉 钓g, 玉米浆 5鲍
,

K H ;

呱 lg
,

M g s q o
.

l g
,

VB
l o

.

ol g
,

自来水

5
。

发酵培养基
:
淀粉 如 g

,

大豆饼粉 20 9, 玉米浆 2 5 9
,

KH
Z

#OP
l g, M螃氏 。 坛

,

V BI

0
.

01 9
,

自来水定容至 lL
,

p H 6
.

5
。

L 3 培养条件

25 0mL 三角瓶
,

装液量 40 mL
,

接种量 10 % ( 1 : 1 )
,

28 ℃
,

25 Or/ m in 培养 s do

.1 4 测定方法

1
.

或 1 菌体干重测定
:

45 ℃真空干燥
,

恒重后称量
。

1
.

4
.

2 番茄红素测定
:
紫外分光光度计

。

47 2 lnn 条件下测定吸光系数
。

1
.

5 实验方法

发酵法生产番茄红素的流程如下
:

斜面培养
一

种子培养
4 8h

~
一 ~

一
- 白卜

正负菌混合
发酵培养

48 h

-一
.

一
一卜

添加阻断剂
抽滤
一

真空干燥
一

石油

醚萃取
-

~ 皂化一 ) 真空浓缩

表 1 不同毗咤添加量对发酵的影响

毗咙添加量 菌体干重 番茄红素含量 番茄红素含量

)L一沼沼币

:2
(司了)L (留)L (州弓菌体干重 ) (耐 )L 阴

`

~ “
`
一

’

m口 L

对照

菌体形态

菌丝聚集体

菌丝聚集体

菌丝聚集体

菌丝聚集体

菌丝聚集体

2 结果与分析

2
.

1 阻断剂添加量的确立

三抱布拉氏霉菌在工

业生产中主要用于 昆胡萝

卜素的生产
。

但当在液体

培养基 中添加含氮的杂环

类化合物时
,

该化合物抑
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制细胞内环化酶的活性
,

阻断番茄红素到 各胡萝 卜素的环化反应
,

诱导菌体合成大量

的番茄红素
。

在本实验中
,

我们以毗吮为阻断剂
,

考察了毗陡不同添加量对发酵的影

响
。

实验结果见表 1
。

从表 1可以看出
,

当在发酵过程中添加毗陡后
,

菌体中番茄红素的含量明显高于

图 1 菌丝显微照片 ( x 6 40 )

对照组
,

而且当添加量为 Z in L /L 时
,

菌体中番

茄红素的含量提高了近 10 倍
。

但随着毗陡添加

量的增加
,

菌体中番茄红素的含量会逐渐减少
。

当毗陡添加量为 12 t l止几时
,

菌体中番茄红素的

含量低于对照组
,

菌体的生产也受到抑制
,

表

明过量的毗淀不仅对菌体生长有毒害作用
,

而

且对菌体的代谢途径产生 了负面影响
。

从显微

照片可 以看出
,

此时的菌体主要是以细
、

长且

有较多分支 的菌丝形成的聚集体的形式存在

(见图 1 )
。

而这种聚集体的形态并不利子物质的

传递
。

而对霉菌来说
,

不同的菌体形态会对次

级代谢产生不同的影响
。

因而
,

我们考察了添

加不同表面活性剂对菌体形态及番茄红素含量
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的影响
。

2
.

2 煤油对发酵的影响

对 于霉菌发酵来说
,

当生物量较高时
,

发酵液

属于非牛顿型流体
,

由于

传质不均
,

只有少部分菌

体处于最佳 的生 长条件
。

因而
,

改变发酵过程中的

微 生 物 学 通 报

表 2 煤油对发酵的影响

添加时间 添加量 菌体干重 番茄红素 番茄红素 一
_

_ _
困体水忐

( h ) ( n

心 L ) (岁L ) (州
g夕 (mg/

L )

0 50 51
.

4 0
.

05 2 2
.

67 松散型菌丝球

0

对照

l 0() 2 3
.

1

0 4 8
.

8 0
.

5 89 2 8
.

7

培养条件可望改善细胞与底物和氧之间的传递特性 z[]
。

比如
,

在发酵液中添加合适的

碳氢化合物或表面活性剂可以改变菌体形态
,

形成菌丝球 ; 而提高搅拌转速或添加速

效碳
、

氮源利于形成松散菌丝
。

因而我们在实验过程中
,

首先考察了煤油对菌体形态

和发酵的影响
。

结果见表 2
。

从表 2 可 以看出
,

煤油的添加使得菌体形成菌丝球
,

但菌体中番茄红素的含量仍

很低
,

而且菌丝球 的

直径大于 4
~

。

从显

微照片中
,

我们发现

在菌丝球 中央的菌丝

体是 白色
,

而菌丝球

外层为橙黄色
。

这表

明处于 菌丝球中央 的

细胞未能合成番茄红

素
。

这主要是 由于较

表 3 不同煤油添加时间对发酵的影响

添加时间

( h )

对照

添加量 菌体干重 番茄红素含量 番茄红素

(d 了L ) (梦L ) (mg/ g ) (mg/ L )
菌体形态

0
.

60 26
.

6

0
.

4 8 9 2 3
.

4

0
.

03 6 1
.

0’7

0
.

7 2 30
.

2

0
.

15 6 84

0
.

6 8

U
.

11

菌丝聚集体

松散型菌丝球

松散型菌丝球

松散型菌丝球

松散型菌丝球

松散型菌丝球

松散型菌丝球

4
00
60Ù
O”尹n

444729424542290501005010050100
244824487272

大的菌丝球阻碍了底物与氧向菌丝球中心的传递
,

菌丝球内部由于营养物质缺乏导致

不能合成番茄红素
。

另一方面
,

在培养前添加的煤油可能也会对菌体产生毒害作用
,

进而改变了细胞的代谢途径闭
。

为此
,

我们继续考察了不同煤油添加时间对发酵的影

响
。

结果见表 3 。

从表 3 可以看出
,

在发酵进行 24 h 至 7h2 间
,

添加煤油 ( 50
n 1L / L ) 不会对菌体生长

和番茄红素合成造成负面影响
。

这的确说明发酵前添加煤油会对菌体产生毒害
,

但随

着添加时间延迟
,

煤油也未明显提高菌体合成番茄红素的能力
。

从形成的菌丝球的照

片 (见图 2 ) 来看
,

与上组实验不同之处仅仅是菌丝球直径在 1~ 左右
,

但其中央菌丝

体依旧呈现白色
。

表明菌丝球内部的传质与传

氧限制了番茄红素的合成
。

2
.

3 城 t o n 一

Xl oo 对发酵的影响

当在发酵液中添加合适的表面活性剂
,

不

仅可 以改善发酵液的流变特性和细胞通透性
,

而且
,

就霉菌来说
,

还可以形成均一
、

紧密的

菌丝球
。

因此
,

我们选择了非离子型表面活性

剂 itr ton
一

x l oo
,

考察它对发酵的影响
。

其结果

见表 4
。

图 2 添加煤油菌体形态
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表 4 幼 to n.

n oo 对发酵的影响

7石Ug.
。

内、ù2836L

添加量

(
l ld了 L )

对照

菌体干重

(留L )

番茄红素含量

(
n

回 g )

0
.

5 89

0
.

5 85

0
.

05 6

番茄红素含量

(m岁 L )
菌体形态

菌丝聚集体

紧密型菌丝球

松散型菌丝球

200 3年 30 (6 )

当 rit not
一

x loo 的添加量

为 1 11正 /L 时
,

菌体形成紧

密型菌丝球 (直径 < 1~
)

,

虽然该菌丝形态对于细

胞的生长是有利的 (菌体

干重 62
,

6 9 /L ), 但对细胞

内番茄红素的合成能力却

ù找à6Q486224

5 0
.

00

没有影响
,

而且随着 itr otn
一

xl oo 添加量的增加
,

细胞合成番茄红素的能力下降
。

这主要

是由于过量的 itr t on
一

xl oo 会对菌体造成毒害
,

引起菌体 自溶的结果
。

从上述 3 组结果可 以说明菌丝球这种菌体形态对于发酵法生产番茄红素是不合适的
。

H

~
二doe fer

r
等闭认为发酵液中的养分和氧不能有效传递会诱导菌体形成菌丝球

,

并

据此提出限制型假说
。

根据我们的研究结果
,

添加煤油和 1石 t。刀
一

xl oo 后
,

发酵液的流变

特性并没有得到有效改善
,

使得三抱布拉氏霉菌在发酵培养基中形成的菌丝球不利于

目标产物的合成
。

表 5 s p即
.

20 对发酵的影响 2
.

4 s p a n .

20 对发酵的影响

添加量

(留)L

菌体干重

(g/ L )

番茄红素含量

(
n毛 /g )

番茄红素含量

( m留)L
菌体形态

465
人232986718对照 48

.

1

1 5 0
.

8

2 54
.

0

4 5 4
.

2

10 45 0

0
.

67 3

1
.

94

1
.

25

0
.

336

O (少14

菌丝聚集体

粗
、

短分散型菌丝

粗
、

短分散型菌丝

粗
、

短分散型菌丝

粗
、

短分散型菌丝

sP -an 20 是一种非离子

型 表面 活性 剂
,

T a k习l a s ll i

等 s[] 报道 sP an
一

20 不仅可 以

消除菌体凝集形成的菌丝

球
,

还可 以促进细胞 的生

长和代谢产物 的合成
。

因

而
,

我们考察了 sP an
一

20 对发酵的影响
。

结果见表 5
。

二

从菌丝形态而言
,

sP二
一

20 使菌丝生长减缓
,

形成短
、

粗且分支少的分散型菌丝体

(见图 3, 图 4 o) 在
s

anP
一

20 添加量合适的条件下
,

这种菌丝形态大大提高了三抱布拉氏

图 3 菌丝显微照片 ( x

o64 ) 图 4 添加
s p a 们网

20 菌体形态 ( x

640 )

霉菌合成番茄红素的能力
,

使其产率提高了 3 倍
。

这主要是由于菌丝在分散条件下能

呱
物和氧有效接触

,

提高了传质效率
。

同为非离子型表面活性剂
,

itr otn
一

X1 00 和

sP an
一

20 的结果却大相径庭
。

我们认为这可能是由于
。

anP
一

20 是水溶性表面活性剂的结

果
。

它有效地改善了发酵液的流变特性和细胞的通透性
,

强化了传质
。

而 itr otn
一

Xl oo 是

油溶性的
,

不具备这样的功能
。
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3 结论

在三抱布拉氏霉菌发酵生产番茄红素的过程中
,

不同的表面活性剂诱导菌体产生

不同的形态
。

当添加水溶性的表面活性剂
, p an

一

20 时
,

菌体形成有利于番茄红素合成的

分散型菌丝体
,

番茄红素的含量提高了 3 倍
。

而当添加煤油和 itr otn
一

xl oo 时
,

菌体形成

菌丝球
,

该菌丝形态不利于物质的传递
,

三抱布拉氏霉菌合成番茄红素的能力无明显

变化
。
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浙江榨菜病毒病病原鉴定

施曼玲

(杭州师范学院生命科学学院 杭州 3 100 12 )

摘要
:

从浙江桐乡和海宁的花叶或叶片皱缩
、

植株矮化的榨菜 (刀m韶 ica , “ 了记 e a
oC

3 s

) 上分离

毒源
,

摩擦接种 5 种鉴别寄主
,

在鉴别寄生上都出现不同症状 ; 间接酶联免疫吸附法 (玩
-

曲℃C t E LI SA ) 检测
,

芜着花叶病毒 ( Zb翔动~ 硫 ~
,

叭湖 、 ) 的检出率为 87
.

5 %
,

黄瓜花

叶病毒 ( O
廷。刃访邵 ~

a
ic

~
,

C MV ) 为 73
.

08 %
,

两者复合侵染率为 65
.

38 %
,

所有的样本

都没有检测到烟草花叶病毒 ( oT b
~ ~ iac ~

,

卫晒v )
; IC

~

R r
巨

cP R 扩增
,

分别得到约

o
.

85 kb 和 0
.

7kb 的两条条带
,

与预期的 压、观 v 和 cvM 的 CP 基因大小吻合
。

C P 基因序列测

定也表明
:

所克隆产物是属于 工。 n
z

和 C M v 的 CP 基因
。

根据以上试验结果判断
:

浙江榨

菜病毒病主要是由叭
」
MV

、

C M丫以及 〕b M V 和 C M V 复合侵染引起
。

关键词
:

榨菜
,

芜著花叶病毒
,

黄瓜花叶病毒
,

病毒病
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