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三孢布拉氏霉菌发酵产番茄红素工艺条件的优化
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　　摘要：利用三孢布拉氏霉菌发酵生产番茄红素，并对其发酵条件进行探讨，确定其最佳发酵条件。结果表明，番茄
红素最大吸收波长为５０８ｎｍ；活化的冻干粉菌种在斜面培养基上于２５℃培养５ｄ后，呈较好生长状态，菌丝粗壮，孢
子生长状态饱满，镜检显示，其个体生长状态良好；扩大培养１２０ｈ时孢子数量达到最高峰；发酵至３６ｈ时添加阻断剂
效果最好，发酵至７２ｈ时添加增氧剂效果最好。通过发酵条件优化的正交试验发现，三孢布拉氏霉菌发酵产番茄红
素的最优发酵工艺为发酵温度２５℃、ｐＨ值５．０、发酵时间５ｄ、接种量１０．０％。
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　　番茄红素主要存在于植物细胞的有色体中，因
具有抗癌、降低心血管疾病发病率、预防动脉粥样

硬化、提高免疫力等生理功能，国内外对其研究热

度逐年递增，目前国内外生产番茄红素的方法有以

下几种：有机溶剂提取法、超临界萃取法、化学合成

法等，利用这些方法合成的番茄红素存在化学物残

留问题，品质不高。采用生物合成中的微生物合成

法，利用三孢布拉氏霉菌发酵产出番茄红素，和其

他的方法相比，具有不受季节控制、操作工艺简单、

用时短、生产成本较为低廉等优势。另外相对其他

几种方法来说，生物合成法可以获得较高的番茄红

素得率，是生产番茄红素的一种理想途径。

本试验研究利用生物发酵法生产番茄红素时

发酵条件、培养基成分、各类抑制剂等对成品产量

及品质的影响，并对工艺进行优化，初步建立通过

微生物发酵生物合成番茄红素的基本工艺。

１　试验材料

１．１　试验时间及地点
试验于２０１９年６—１０月进行，试验地点为学院

微生物实训中心。

１．２　材料及试剂
ＧＭ３．５６０三孢布拉氏霉（中国微生物菌种保藏

中心，编号：ＡＴＣＣ１４０５９）；玉米粉、玉米淀粉（在超
市或农贸市场购买）；番茄红素标准品（ＣＡＳ：５０２－
６５－８，有效成分含量＞９８％，规格：２０ｍｇ／支）；可溶
性淀粉、硫酸镁、磷酸二氢钾、淀粉均为分析纯；琼

脂、维生素Ｂ１、酵母膏为生化试剂。
１．３　培养基

活化用培养基：磷酸二氢钾 １ｇ、七水硫酸镁
０．５ｇ、可溶性淀粉 １５ｇ、酵母膏 ４．０ｇ，溶于
１０００ｍＬ蒸馏水中，加入琼脂 １５ｇ，充分溶解。
１２１℃ 灭菌２０ｍｉｎ，制备斜面。

扩大培养用培养基：除不添加琼脂外，其他成

分同活化用培养基。

发酵培养基：玉米粉４０ｇ、淀粉糖化液４０ｇ、可
溶性淀粉 ５０ｇ、磷酸二氢钾 ０．５ｇ、七水硫酸镁
０．２５ｇ、维生素Ｂ１少量，溶于１Ｌ蒸馏水中，加热至
完全溶解，调节ｐＨ值为６．５，分装在１０个锥形瓶中
标号１～１０，冷却备用。

２　试验方法

ＡＴＣＣ１４０５９→活化→扩大培养→计孢子数→
接种至发酵培养基中→发酵→添加阻断剂和增氧
剂→发酵条件的优化→发酵醪→过滤→滤液→减
压浓缩→成品
２．１　番茄红素最大吸收波长的确定

对番茄红素标准品在４８０～５２０ｎｍ范围内进行
最大吸收波长的扫描［１－３］，找到番茄红素标准品最
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大吸收峰，由此确定番茄红素的最大吸收波长。

２．２　番茄红素标准线性范围的确定
取２０ｍｇ番茄红素标准品置于５０ｍＬ容量瓶

中，用乙酸乙酯定容至刻度，将其作为储备液。用

移液管移取１ｍＬ储备液置于５０ｍＬ容量瓶中，同样
用乙酸乙酯定容至刻度，作为标准使用液。分别吸

取标准使用液 ０．００、２．５０、５．００、７．５０、１０．００、
１２．５０ｍＬ置于２５ｍＬ容量瓶中，并用乙酸乙酯定容
至刻度，然后于最大吸收波长处分别测定其吸光

度，绘制标准曲线。

２．３　菌种的活化及扩大培养
将０．１ｍＬ无菌生理盐水加入到冻干菌粉的安

瓿瓶中，振荡成悬浮状，吸取全部菌体悬浮液，移至

４支斜面培养基上，在２５℃培养５～７ｄ［４－７］。将活
化后的菌种接种到扩大培养用培养基中，在２５℃振
荡培养，转速为１５０ｒ／ｍｉｎ。自培养 ４８ｈ开始每隔
２４ｈ取菌液计数，当培养基中孢子数达 １０９ ～
１０１０个／ｍＬ时，停止培养，此培养液备用。
２．４　发酵培养

向发酵培养基中接种 １０％种子液，摇匀，在
２５℃ 振荡培养，转速为１５０ｒ／ｍｉｎ［８］。
２．５　阻断剂及增氧剂添加时间的确定

选用烟草废弃物作为阻断剂，在发酵培养２４、
３０、３６、４２、４８ｈ时分别向１～５号瓶中加入阻断剂
００７ｇ，均进行５ｄ发酵培养。过滤发酵液，弃去滤
渣，将滤液减压浓缩，分析确定阻断剂添加时间。

以不添加阻断剂为空白对照。

分别在发酵培养的４８、６０、７２、８４、９６ｈ时向６～
１０号瓶中各加入增氧剂３０％ Ｈ２Ｏ２０．５ｇ，均进行
５ｄ发酵培养，分析确定增氧剂最佳添加时间。以
不添加增氧剂为空白对照。

２．６　发酵条件的优化
探讨温度（２０、２５、３０℃）、ｐＨ值（４．５、５．０、

５５）、发酵时间（４、５、６ｄ）、接种量（７．５％、１０．０％、
１２５％）等因素［９－１４］对发酵结果的影响，分析确定

采用三孢布拉氏霉菌发酵生产番茄红素的最佳

条件。

３　结果与分析

３．１　番茄红素最大吸收波长的确定
如图１所示，番茄红素标准品在５０８ｎｍ处有最

大吸收峰，因此番茄红素的最大吸收波长为

５０８ｎｍ。

３．２　番茄红素标准工作曲线的绘制
采用分光光度计在波长为５０８ｎｍ处测定标准

系列溶液的吸光度，得到如图２所示结果。

３．３　菌种的活化培养
在斜面培养基上于２５℃培养５ｄ后的冻干粉

菌种呈较好的生长状态，菌丝粗壮，孢子生长状态

饱满。图３显示，该菌菌丝非常粗壮且长度较大，菌
丝无横膈膜，属于单细胞，具有多个细胞核，未发现

假根。

３．４　种子的扩大培养时间
从表１可以看出，从培养４８ｈ开始，随着培养

时间的延长，孢子数呈对数递增趋势，到培养１２０ｈ
时，孢子数量达到最高峰，随后再延长培养时间，孢

—５１２—江苏农业科学　２０２０年第４８卷第２０期



子数量没有明显的增加，说明此时扩大培养基中营

养成分已经较少，代谢产物积累较多，菌体开始由

对数生长期转向稳定生长期，新生细胞数与死亡细

胞数保持动态平衡，孢子数量出现减少趋势，可以

推论，此后霉菌将进入衰亡期，因此，选择在培养

１２０ｈ时终止培养，得到种子培养液。
表１　扩大培养时间对三孢布拉氏霉菌产孢子数量的影响

培养时间（ｈ） 孢子数量（个／ｍＬ）

４８ ２．６×１０４

７２ ４．７×１０６

９６ ５．１×１０１０

１２０ ５．８×１０１０

１４４ ７．１×１０９

３．５　阻断剂添加时间的确定
在５０８ｎｍ处分别测定减压浓缩后滤液的吸光

度［１５］，由于测得的吸光度过大，不在番茄红素标准

工作曲线的线性范围内，因此测定之前分别将５瓶
发酵液稀释２倍，得到图４所示结果。空白对照组
发酵５ｄ后，经测定吸光度为０．２９５。由图４可见，
比较试验组的吸光度与对照组发现，发酵过程中添

加阻断剂能有效阻断胡萝卜素的生成，从而使得产

物仍为番茄红素。当发酵进行至３６ｈ时添加阻断
剂效果最好，因此，选择添加时间为发酵 ３６ｈ时。

３．６　增氧剂添加时间的确定
在５０８ｎｍ处分别测定减压浓缩后滤液的吸光

度，由于测得吸光度过大，不在番茄红素标准工作

曲线的线性范围内，因此测定之前分别将５瓶发酵
液稀释２倍，得到图５所示结果。空白对照组发酵
５ｄ后，经测定吸光度值为０．２８７。由图５可见，比
较试验组的吸光度与对照组发现，发酵过程中添加

增氧剂能有效增加番茄红素的生成量。当发酵进

行至７２ｈ时添加增氧剂效果最好，因此，选择添加
时间为发酵７２ｈ时。

３．７　发酵条件的优化
３．７．１　发酵温度的确定　由图６可知，在一定范围
内当发酵温度升高时，番茄红素的浓度也随之增

加；当温度上升到２５℃时，番茄红素的浓度达到最
高值；如果温度继续升高，番茄红素的浓度反而下

降，这是因为三孢布拉氏霉菌的最适发酵温度为

２５～２８℃，因此选择２５℃为其发酵最佳温度。

３．７．２　发酵液ｐＨ值的确定　由图７可知，当发酵
液ｐＨ值上升至５时，番茄红素的浓度达到最高值；
继续升高ｐＨ值，番茄红素的浓度反而下降，说明三
孢布拉氏霉菌的最适发酵ｐＨ值在５左右。

３．７．３　发酵时间的确定　由图８可知，当发酵进行
至５ｄ时，番茄红素含量达到最大值，其后，随着时
间的延长，产物含量不增反降，可能是由于番茄红
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素本身不稳定，发生了部分分解，因此，选择最佳发

酵时间为５ｄ。

３．７．４　接种量的确定　由图９可知，在一定范围内
番茄红素产量随着接种量增加逐渐递增，当接种量

增加到１０％时，番茄红素产量达到最大，其后随着
接种量的持续增加，番茄红素产量没有明显变化，

从经济角度考虑，选择接种量为１０％。

３．７．５　发酵条件优化的正交试验结果　由于测得
吸光度不在番茄红素标准工作曲线的线性范围内，

因此测定之前分别稀释２倍，得到表２所示结果。
由正交试验结果可知，影响三孢布拉氏霉菌发酵产

番茄红素各因素的主次顺序是 Ｃ＞Ａ＞Ｂ＞Ｄ，即发
酵时间＞发酵温度＞ｐＨ值＞接种量。由ｋ值可得，
最佳组合方案为Ａ２Ｂ２Ｃ２Ｄ２，即发酵温度２５℃、培养
基ｐＨ值５．０、发酵时间５ｄ、接种量１０．０％。

因为最佳组合方案没有在９组正交试验中出
现，所以根据正交试验所得到的最佳条件因素做验

证试验。经过试验测定得出，在最佳组合方案下吸

光度为１．１２１，对照标准曲线计算得到的番茄红素
浓 度 为 １７．６１μｇ／ｍＬ，比 正 交 试 验 ４ 号 的
１５．９３μｇ／ｍＬ大。结果表明，发酵温度２５℃、培养
基ｐＨ值５．０、发酵时间５ｄ、接种量１０．０％是发酵最
佳工艺参数。

表２　正交试验结果与分析

序号 Ａ Ｂ Ｃ Ｄ 吸光度
番茄红素浓度

（μｇ／ｍＬ）

１ １（２０℃） １（４．５） １（４ｄ） １（７．５％）０．７４６ １１．７
２ １ ２（５．０） ２（５ｄ）２（１０．０％）０．９８７ １５．５０
３ １ ３（５．５） ３（６ｄ）３（１２．５％）０．７６６ １２．０２
４ ２（２５℃） １ ２ ３ １．０１４ １５．９３
５ ２ ２ ３ １ ０．９０５ １４．２１
６ ２ ３ １ ２ ０．８０９ １２．７０
７ ３（３０℃） １ ３ ２ ０．７８７ １２．３５
８ ３ ２ １ ３ ０．６７７ １０．６２
９ ３ ３ ２ １ ０．７６２ １１．９６
ｋ１ １３．０７ １３．３３ １１．６７ １２．６２
ｋ２ １４．２８ １３．４４ １４．４６ １３．５２
ｋ３ １１．６４ １２．２３ １２．８６ １２．８６
Ｒ １．４３ １．２１ １．６０ ０．９０

　　注：Ａ表示温度；Ｂ表示ｐＨ值；Ｃ表示发酵时间；Ｄ表示接种量。

４　结论

本试验确定了番茄红素的最大吸收波长为

５０８ｎｍ；活化的冻干粉菌种在斜面培养基上于２５℃
培养５ｄ后，呈较好的生长状态，菌丝粗壮，孢子生
长状态饱满，镜检显示，其个体生长状态良好；扩大

培养１２０ｈ时孢子数量达到最高峰；当发酵进行至
３６ｈ时添加阻断剂效果最好，发酵进行至７２ｈ时添
加增氧剂效果最好；通过发酵条件优化的正交试验

发现，三孢布拉氏霉菌发酵产番茄红素的最佳发酵

条件为发酵温度２５℃、培养基ｐＨ值５．０、发酵时间
５ｄ、接种量１０．０％。
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研究进展［Ｊ］．食品科学，２０１３，３４（１９）：３３６－３４０．

［３］王　敏，杨　慧，高俊莲，等．高产番茄红素链霉菌选育及摇瓶发

酵研究［Ｊ］．中国生物工程杂志，２００９，２９（１２）：６４－６８．

［４］马永强，韩春然．三孢布拉霉生产番茄红素发酵条件的研究

［Ｊ］．食品研究与开发，２００７，２８（４）：５４－５７．

［５］万红贵，吴启赐，蔡 恒，等．基于三孢布拉霉菌番茄红素的提取

工艺研究进展［Ｊ］．安徽农业科学，２０１０，３８（１０）：５３１５－

５３１７，５４２４．

［６］黄　进，高伟欣，乔汉桢，等．从新鲜番茄中提取番茄红素的条件

优化［Ｊ］．饲料研究，２０１９，４２（９）：８６－９０．

［７］陈文静，张　欢，董　旭，等．番茄红素的研究现状及应用前景

［Ｊ］．安徽农业科学，２０１５，４３（２７）：２９－３２，９９．

［８］巴宁宁，王　瑞，王英明，等．提取方法不同对番茄红素油树脂抗

氧化活性的影响［Ｊ］．粮食与油脂，２０１９，３２（８）：８３－８６．
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［９］张玉丹，杨　阳，刘沐霖．番茄红素生产工艺研究进展［Ｊ］．中国

食物与营养，２０１６，２２（４）：３８－４１．

［１０］蔡文杰，汤华成，温丹旭．阻断剂对三孢布拉霉菌产番茄红素的

影响［Ｊ］．黑龙江八一农垦大学学报，２０１７，２９（３）：４５－４８，６９．

［１１］庞昆云，吴嘉琦，王泽建，等．三孢布拉霉菌发酵番茄红素提取

工艺的优化［Ｊ］．华东理工大学学报（自然科学版），２０１６，４２

（３）：３４３－３５０．

［１２］姜　丰，王　颖，汤华成，等．三孢布拉霉菌发酵生产番茄红素

的最佳条件的筛选［Ｊ］．黑龙江八一农垦大学学报，２０１３，２５

（２）：４８－５２．

［１３］范　超，洪　皓，李　妍，等．三孢布拉霉发酵生产类胡萝卜素

的产业化关键点探讨［Ｊ］．食品与发酵工业，２０１８，４４（５）：

２８４－２９０．　

［１４］闫　兴，向梦雄，王常高，等．代谢调节剂对三孢布拉氏霉菌发

酵的影响［Ｊ］．湖北工业大学学报，２０１６，３１（１）：８５－８８．

［１５］向梦雄，闫　兴，王常高，等．发酵促进剂对三孢布拉氏霉菌发

酵产 β－胡萝卜素的影响［Ｊ］．氨基酸和生物资源，２０１５，３７

（１）：５６－６０．

肖亚冬，杨慧珍，李大婧，等．不同护色预处理对铁棍山药热风干燥特性及品质变化的影响［Ｊ］．江苏农业科学，２０２０，４８（２０）：２１８－２２３．

ｄｏｉ：１０．１５８８９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００２－１３０２．２０２０．２０．０４２

不同护色预处理对铁棍山药热风干燥特性

及品质变化的影响

肖亚冬１，杨慧珍１，２，李大婧１，顾千辉３，刘春泉１，徐亚元１，宋江峰１，刘春菊１，张钟元１

（１．江苏省农业科学院农产品加工研究所，江苏南京２１００１４；２．南京农业大学食品科学与技术学院，江苏南京 ２１００９５；

３．三只松鼠股份有限公司，安徽芜湖２４１０００）

　　摘要：为了研究护色联合烫漂处理是否能够提高铁棍山药切片干燥速率和干制后品质，采用６种单一或复合护色
液对切片铁棍山药进行护色，然后通过热烫处理，分析其热风干燥后感官和营养品质变化。结果表明：未经护色处理

的山药片干燥时间最短，经护色处理后会在一定程度上提高其前期干燥速率，但总干燥时间变长。经不同护色预处理

干燥后山药片收缩率变大、复水比变小；未经护色预处理干燥后山药片的总色差值变化最大，且与其他护色处理之间

具有显著性差异（Ｐ＜０．０５），其中热烫９０ｓ和０．１％柠檬酸＋０．１％ＮａＣｌ＋０．５％氯化钙＋热烫９０ｓ护色预处理干燥后
山药片色差变化较小。不同护色预处理干燥后山药片维生素Ｃ和多糖含量变化之间无关联性，未经护色处理干燥后
山药片中维生素Ｃ含量最高，多糖含量最低；而经０．１％柠檬酸＋０．１％ＮａＣｌ＋０．５％氯化钙＋热烫９０ｓ处理后山药干
燥样品中多糖含量最高。因此，复合护色联合烫漂处理能够一定程度改善铁棍山药切片干燥后色泽，且多糖含量保留

率较高，但维生素Ｃ损失较多。
　　关键词：山药；护色联合烫漂预处理；热风干燥；品质变化；干燥时间；色泽
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　　山药，学名薯蓣（ＤｉｏｓｃｏｒｅａｏｐｐｏｓｉｔｉｆｏｌｉａＬ．），是
薯蓣科薯蓣属植物，缠绕草质藤本。而铁棍山药是

许多山药品种中的一个，产于河南省，以焦作市温

县一带最为有名。因其表皮有像铁锈一样的痕迹，

故得名铁棍山药。山药营养丰富，含有皂苷、黏液

质、糖蛋白、自由氨基酸、多酚氧化酶、烟酸、抗坏血

酸及微量元素等，具有很高的食用和营养价值，可

预防心血管疾病及肥胖，提高机体免疫力，增强机

体消化吸收功能，抗肿瘤，延缓衰老和抗氧化，降血

压等［１－４］。然而，新鲜山药不耐贮存，容易发霉褐

变，因此，可将其进行脱水干燥处理来延长它的保

质期。

山药中含有的多酚类物质在多酚氧化酶（ＰＰＯ）
的催化作用下容易发生褐变，导致其色泽、风味和

质地的变化，从而影响山药干制品的商业价值。当

前，有关山药脱水干燥的研究较多，涉及热风干

燥［５－６］、热泵干燥［７］、红外干燥［８］、微波干燥［９］及其

他联合干燥方式［１０－１２］。其中，热风干燥因经济适用

且样品处理量较大，是产业化应用中最为常见的干

燥方法。近年来，针对山药干燥前进行护色处理以
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