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法夫酵母低聚糖的结构分析
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摘 要：法夫酵母发酵生产的低聚糖经高效液相色谱分离纯化后经质谱和核磁共振分析，结果表

明该低聚糖为相对分子质量504 000的pn呋喃果糖(2—6)-a—D吡喃葡萄糖(2—1)-13-D-呋喃果

糖，即新科斯糖。
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Abstract：The major and specific Ol培osaccharide produced by Xanthophyl!omyces dendrorhous

was purified by liquid chromatography(LC)method．and its structure was further identified by

mass chromatography(MS)method associated with nuclear magnetic resonance(NMR)method．

The results indicated that the molecular weight of oligosaccharide was 504 000，and its structure

was p—D-fructofuranose(2·6)一a-D-glucopyranose(1·2)一p—D-fructofuranose，namely called

neokestose．

Key words：Xanthophyllomyces dendrorhous，neokestose，structure，identification

对于担子菌纲的法夫酵母(Phaffia rhodozy-

ma)，研究主要集中于其发酵生产虾青素的特性，如

高产虾青素的菌株选育口]、发酵工艺研究[2‘31、酵母

细胞破壁¨]、色素提取n3及虾青素的功能特性[61等，

而对它其他性质的研究报道较少。2000年Kilian

等首次就法夫酵母发酵生产新科斯糖进行了报

道[7]，然而，Kilian对法夫发酵生产新科斯糖的结果

并未就该糖的结构进行鉴定论证。有研究认为新

科斯糖具有一般低聚果糖的特性外，尤其具有优越

的增殖双歧杆菌的能力，在食品、饲料行业的应用

前景广泛。作者报道了新科斯糖结构的分析方法。

1材料与方法

1．1主要仪器与试剂

液相色谱仪：HITACHI 655A一12，HITACHA

公司产品；检测器：Waters 2414示差折光检测器，
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美国Waters公司产品；质谱仪：Waters Platform

ZMD 4000，美国Waters公司产品；核磁共振波谱

仪：Bruker-av500，瑞士Bruke公司产品；旋转蒸发

仪：RE-52A，上海亚荣生化仪器厂产品；冷冻干燥

机：I，ABCoNCO，照生有限公司产品；乙腈：色谱

纯，国药集团化学试剂有限公司产品。

1．2方法

1．2．1 多糖混合液的制备 将发酵液以3 000 r／

min离心10 min，使糖液和菌体分离。将得到的糖液

于沸水中煮沸5 min，10 000 r／rnin离心10 rnin，除去

蛋白质沉淀，0．45”m微孔过滤，得到多糖混合液。

1．2．2 低聚糖的纯化 以色谱柱Liehrospher

NH：为分离柱，葡萄糖，蔗糖为参照物，V(乙晴)：V

(水)一60：40为流动相，流量为1 mI。／min，柱温

35℃的条件下对上述多糖混合液分离纯化，以示差

折光检测器检测出峰情况。

1．2．3 质谱分析条件 离子方式：ESI一，ESI+，

离子源温度：100℃，脱溶剂气温：250℃，质量范

围：100～800(m／z)，气体体积流量：4．2 L／h。

1．2．4核磁共振分析条件 上海有机所Bruker-

av500核磁共振波谱仪，溶剂D。O。

2结果与分析

2．1低聚糖的纯化

按照1．2．2的条件，对得到的多糖混合液进行
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图1 多糖混合物的液相层析谱图

Fig．1 Graph of Liquid chromatograph of the mixtures

根据葡萄糖和蔗糖谱图的对照，图1中保留时

间为7．457 min和8．040 min的两个峰分别为葡萄

糖和蔗糖，而保留时间9．407 min的峰为发酵所得

的低聚糖产物。这个结果表明，法夫酵母发酵蔗糖

所得低聚糖产物相对单一。将收集得到的低聚糖

经旋转蒸发浓缩，冷冻干燥得到白色粉状固体作为

质谱和核磁共振分析样品。

2．2质谱图谱分析

图2(a)，(b)质谱图分别显示[M+Na3+和[M一

1]。的荷质比(优／z)分别为527 000和503 000，由此

表明该低聚糖的相对分子质量为504 000。

2．3 13C核磁共振图谱分析

通过对图3核磁共振图谱的分析，得到表1

中”C核磁共振化学位移和表2化学位偏移。
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图2低聚糖的质谱谱图

Fig．2 Graph of The MS of the oligosaccharide
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图3低聚糖的”C核磁共振谱图

Fig．3 Graph of 13C NMR resonances of oligosaccharide

表1”C核磁共振化学位移

Tab．1”C NMR Chemical shifts(6)of sucrose and oligosac-

charide

表1结果表明：低聚糖在150×10叫以上均无

谱线说明无羰基碳，其结构为环状结构。

低聚糖的异头碳部位常在93×10-6～105×

10叫处呈现13C共振谱线，线数反映结构中单糖的

残基数。在样品糖的谱图中，分别在94．64×10_6

和106．3×10-6处有3根谱线(其中106．’3×10．6处

为重叠谱线)，说明其有3个单糖残基，是一个三糖。

在还原糖a一和pp吡喃葡萄糖的特征化学位

移出现在92．9×10“和96．7×10一，B-D-吡喃果糖

和B一兮呋喃果糖C-2的特征化学位移分别为98．9

×10叫和102．3×10叫[8]。以此判断低聚糖的谱图

中，94．6×10-6为a一胁吡喃葡萄糖的异头碳，106．3

×10-6为B—n呋喃果糖的异头碳。除异头碳外，剩

余的碳的化学信号一般出现在5l×10叫～86×

lO叫之间。

碳链上如果发生取代，取代位置的碳的化学位

移将向低场移动L9]。低聚糖中a～p吡喃葡萄糖的

C-1和C-6的化学位移向低场移动了1．7×10-6和

2．6×10一，B～D-呋喃果糖C-2向低场移动。如果葡

萄糖的6位碳上无取代其一CH。0H谱线在61×

10_6处，若有取代，其一CHOH-的谱线在66×10_6左

右。蔗糖中，．-D-,lt喃葡萄糖C-6的化学位移为

61．0×10一，t3-D-呋喃果糖D1，C_6为62．5×10州

和63．2×10～，低聚糖对应的碳的化学位移为

64．15×10一，62．9×10_6和65．0×10一，初步判断

该低聚糖为新科斯糖。

表2”C核磁共振化学位移偏移

Tab．2 Chemical shifts(AS)for 13C resonances

×106

相比较于目前的糖而言，吡喃己醛糖基与吡喃

戊醛糖基以(1一n)键位连接时，相连接的碳向低场

位移5×10叫～9×10一，周围的碳向高场位移1×

10_6～2×10一。如．果吡喃己醛糖基与p—D呋喃果

糖以2位连接时，这些碳仅有较小位移。因此，这

个原则用于确定伊胁呋喃果糖的C-2的连接位置。

蔗糖a—D毗喃葡萄糖的C-1的化学位移没有

偏移，而B—n呋喃果糖的C-1和C-2向高场和低场

移动了1．1×10_6和1．9×10一。新科斯糖中，a一肛

吡喃葡萄糖的C-1的化学位移向低场移动了1．7×

10～，而p_n呋喃果糖的C一1和C-2向高场和低场

移动了0．6×10叫～0．7×10_6和3．7×10—6(表
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2)。如果是两个吡喃糖连接，a—D-Ⅱtt喃葡萄糖的C一

6的化学位移向低场位移5×10-6～8×10～，而低

聚糖中a—p吡喃葡萄糖的C一6的化学位移偏移较

小，与p肛呋喃果糖基的c-2相连接。因此证实该

低聚糖为新科斯糖。

3 结 语

通过以上分析，法夫酵母发酵生产的低聚糖的

相对分子质量为504 000，根据核磁共振谱图分析其

为新科斯糖，结构见图4。
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