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摘 要：筛选到一株高产色素、低产桔霉素的红曲霉菌 ,,#.，并鉴定该菌种为红曲红曲菌 ’ 为提高
色素含量、降低桔霉素含量，对该菌的发酵培养基成分进行了研究，通过三因素三水平正交实验得

到了摇瓶最佳培养基配方，在 "# 5的自动发酵罐实验中，以玉米淀粉和谷氨酸单钠盐为主要成分
的发酵液色价达到 "/1 6 7 85，桔霉素质量浓度低于 " 89 7 5’发酵动力学的初步研究表明，色素及桔
霉素的生产与菌体生长有一定的偶联关系，而且桔霉素在发酵后期有一定程度的降解 ’此外，溶氧
条件对红曲霉产色素和桔霉素的影响的初步研究表明，高溶氧对色素和桔霉素的生产都有促进作

用 ’
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中国利用红曲霉已经有上千年的历史，红曲霉 菌生产的天然色素，具有着色性能好、色调丰富等
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特点，由于化学合成色素有毒副作用，用天然红曲

色素代替合成色素用于食品、化妆品、药品的着色，

已成为发展趋势［!］"
由于红曲霉菌不仅生产色素，也产生真菌毒素

桔霉素 "近几年来，法国学者 # $ %&’()等在红曲霉
的液态发酵色素与真菌毒素桔霉素方面发表了一

系列的研究论文［* + ,］"目前国内外的研究注重于以
葡萄糖和谷氨酸为主要碳氮源的合成培养基条件

下，色素与桔霉素的性质，以及桔霉素分析方法方

面的研究［- + !.］" 在我国，液态发酵红曲技术已相当
成熟［!!］，除了在红曲霉菌种的诱变，获得高产色素

菌种方面有重大突破外，在发酵培养基方面，采用

以豆饼粉和淀粉为主要氮碳源的复合培养基及优

化发酵工艺条件，在提高色素产量等方面都取得了

重要的成果，并已应用于生产［!*］"但在液态发酵中
色素与桔霉素的关系方面的研究还较少，尤其是在

如何提高色素产量的同时，降低桔霉素的含量方面

研究得更少，作者就此进行了一系列研究 "

! 材料和方法

! "! 菌种及培养
红曲霉 !"#$%&’% %(( //.0，作者所在实验室保

藏；菌种鉴定方法，按文献［0］进行 " 将菌株接于培
养基平板上，*,1下培养 2 3 后观察菌落色泽、大
小、结构、质地，并于显微镜下观察菌丝、子囊孢子、

分生孢子等 "
! "# 培养基
! "# "! 麦芽汁琼脂培养基! !,4 麦芽汁 5. 6 7 8，琼
脂 !, 6 7 8"
! "# "# #9:培养基! *.. 6 新鲜马铃薯，加水煮并
取汁制成 ! 8；葡萄糖 *. 6 7 8，琼脂 !, 6 7 8"
! "# "$ ! ;*,<培养基 <’<=0 0 6 7 8，>*?#=@ ! 6 7 8，
>A& . ", 6 7 8，B6C=@·2?*= .", 6 7 8，DEC=@·2?*=
.".! 6 7 8，酵母膏 , 6 7 8，琼脂 !, 6 7 8，琼脂融化后再
加入分析纯甘油，加入比率为培养基质量的 *,F "
! "# " % AG:培养基! <’<=0 0 6 7 8，>*?#=@ ! 6 7 8，
>A& . ", 6 7 8，B6C=@·2?*= ." , 6 7 8，DEC=@·2?*=，
. ".! 6 7 8，酵母膏 , 6 7 8，蔗糖 0. 6 7 8，琼脂 !, 6 7 8"
! "# " & BC; 合成培养基 ! 葡萄糖 ,. 6 7 8，味精
, 6 7 8，H(C=@·2?*= .", 6 7 8，A’A&* . "! 6 7 8，>*?#=@ ,
6 7 8，>?*#=@ , 6 7 8，B(C=@·?*= ."0 6 7 8，DEC=@·2?*=
.".! 6 7 8"
! "# "’ GIC培养基! 酵母膏 !. 6 7 8，蔗糖 ,. 6 7 8"
! "$ 红曲霉培养方法
! "$ "! 红曲霉种子培养! 装液量 ,. J8（*,. J8的

三角瓶），接种量为 0 环，（0* K !）1，往复式摇床
!.. L 7 JM(，培养 @ + , 3"
! "$ "# 红曲霉三角瓶培养! 装液量 !.. J8（,.. J8
的三角瓶），接种量 ,F，（0* K !）1，往复式摇床 !..
L 7 JM(，培养 2 3"
! "% 分析方法
! "% "! 色价测定方法
发酵液研磨后，用移液管取少量发酵液用 2.F

（体积分数）乙醇萃取，. " , N后过滤，稀释，以 2.F
（体积分数）乙醇做空白对照，日立 OP0... 分光光
度计上扫描 "色价计算公式：

色价（AP）Q =9,., R稀释倍数

! "% "# 桔霉素测定方法
发酵液经研磨后用磷酸溶液调 S?值至 0 " .，过

滤 "滤液经微滤后用于 ?#8A分析，测桔霉素含量 "
?#8A色谱条件 流动相：)（去离子水，用磷酸

调 S? 0".）T )（甲醇）Q @2 T ,0；高压液相色谱仪：?#
!!..，荧光检测：!EU Q 00! (J，!EJ Q ,.. (J；色谱柱：
,"J；I3VSWE X9% YEZELWE3—SN’WE A!5；柱长及柱径：
*,. JJ R @" - JJ；体积流量：! " . J8 7 JM(；温度：*5
1；上样量：标准样及样品均为 *."8"

# 结果与讨论

# "! 菌种筛选和红曲霉 !"#$%&’% %(( (()$菌种鉴
定

采用作者所在实验室保藏的部分红曲霉菌种，

测定摇瓶发酵液的色价和桔霉素含量，发现在液态

发酵中红曲霉产桔霉素比较普遍，红曲发酵液的色

价及桔霉素的产量与菌种有很大的关系，其中

!"#$%&% %(( //.0 菌株，色素产量最高，所测的几个
典型波长下的色价计算值均高于其它红曲霉菌 " 而
桔霉素含量不高，是一株较理想的工业化生产菌

株 "红曲霉 !"#$%&’% %(( //.0在 @种不同培养基上
的形态特征见表 ! "
培养的红曲霉菌落的光学显微镜特征为：菌丝

有不规则分支，菌丝中有间隔，有橙红色颗粒，分生

孢子圆形，* + 0 个成链状排列于菌丝顶端，子囊果
和子囊孢子橙红色，参考李钟庆等提出的红曲菌属

的分类方法［!0］，初步鉴定 !"#$%&’% %(( //.0为红曲
红曲菌，即 !"#$%&’% $#*$ <’[’\’]’ E^ C’^V "
# "# 氮源对色素及桔霉素的影响
酵母浸出物和蔗糖培养基（GIC）常用来检测真

菌是否产真菌毒素 "在此，作者比较了 GIC 培养基
及几种有代表性的氨基酸为氮源的培养基色素及

桔霉素的产生情况 "结果见表 * "
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表 ! 红曲霉 !"#$%&’% %(( ""#$在不同培养基上的
形态特征

%&’( ! %)* +,-.),/,012&/ 2)&-&23*-143124 ,5 !"#$%&’% %((
""#$ ,67155*-*63 28/38-* 9*71&

培养基 培 养 特 征

麦汁
!"# $ %" # &’，背面紫红色，多皱，辐射不明显，正
面红色，中央多毛 "

()* !"+ $ % &’，背面紫红色，菌落边缘不规则，正面红
色 "

,!+- 不生长 "

./* %"# $ %"+ &’，背面红0紫红色，正面同色，无毛，规
则 "

表 : 不同氨基酸情况下色素及桔霉素的生产
%&’(: ;55*234 ,5 7155*-*63 &916,&2174 ,6 .109*634 &67 213<

-1616 .-,78231,6

氮源

色 价 1（21 ’3）

+#+ 4’ 56# 4’ %6# 4’ 57# 4’

桔霉素
质量
浓度 1
（’8 1 3）

色价值与
桔霉素
质量浓度
数值比

谷氨酸 !+"%7 79"9! !9"+# 7:"%9 #"+9+ 55":

组氨酸 !:"%% 76"+9 !6"+5 !#"77 #"%:9 6%"5

/;< : = = = 5"66 7"6

从表 !可看出，/;< 培养基确实最易产生桔霉
素 "这可能是 /;<培养基中的酵母浸出物含有大量
的其它氨基酸，而某些氨基酸的代谢产物容易转化

为桔霉素 "单一氨基酸为氮源时，产桔霉素明显少
于 /;<培养基的 "组氨酸为氮源的，与谷氨酸为氮
源的相比，色素产量增加 77 " >?，桔霉素产量则是
谷氨酸为氮源的 9:? "故组氨酸应是最理想的氮
源，但由于组氨酸价格较高，从工业化生产的角度

看，仍是以谷氨酸为最佳氮源 "
工业化生产常用豆饼粉等氮源，作者有选择地

比较了几种氮源配方 " 最终选定的氮源组合为
（8 1 3）：* 谷氨酸单钠盐 +；@ 谷氨酸单钠盐
% "+ A豆饼粉 7 "+；. 硝酸钠 +；) 谷氨酸单钠盐
% "+ A蛋白胨 7 "+；; 氯化铵 +；B 硝酸钠 % A豆
饼粉 ! "
氮源以外的其它成分同 C<,合成培养基 "经液

态三角瓶发酵，色素含量及桔霉素含量的结果见表

% "可见，培养基 *和 @以谷氨酸为唯一氮源或主要
氮源，其发酵液中 +#+ 4’及 +79 4’处所测色价均
较高，桔霉素含量与其它氮源的基本持平 "培养基
中含少量的蛋白胨对红曲霉产桔霉素有较大的刺

激作用 "考察色素（吸收峰对应波长为 +#+ 4’）和桔
霉素的数值比，谷氨酸单钠盐是比较理想的氮源 "

豆饼粉为氮源的培养基，发酵液中桔霉素的含量，

与蛋白胨为氮源的培养基相比较低 "以无机氮源的
培养基，色素产量均较低，桔霉素含量与谷氨酸为

氮源的基本持平 "值得注意的是，在培养基 ;（氯化
铵）的发酵液中，没有黄色素（%># 4’左右所测 D)
值），但有紫色素（+79 4’左右所测 D)值），由于紫
色素实际上是橙色素（红曲玉红素和红斑红曲素）

中的 EFGH4HIJ 环的氧原子被氨基（如来自谷氨酸）取
代后的产物，而氯化铵中存在铵离子，故发酵液中

可测出紫色素 "
表 $ 不同氮源对红曲霉产色素和桔霉素的影响

%&’( $ ;55*234 ,5 613-,0*6 4,8-2* ,6 .109*634 &67 213-1616

.-,78231,6

氮源

色 价 1（21 ’3）

+#+ 4’ +7> 4’ %>! 4’

桔霉素

质量

浓度 1
（’8 1 3）

色价值

与桔霉素

质量浓度

数值比

* >+"># 7#:"7# 7#9"# 6"#> 7%"+%

@ >#":# 7#7":+ 6%"!# 6"9# 77">+

. %7"># %9":+ !!"9 5"5# 6"!5

) :+"# >9"7# 66":# !#"95 5"7!

; +7"5! 6#"97 # >"+5 +"%>

B 9+"#+ #"75!9 +6"6+ 5"#: 7+">%

: ($ 碳源对色素及桔霉素产量的影响
选择葡萄糖、米粉、玉米淀粉为研究对象，并考

察了米粉和玉米淀粉液化后的效果 "碳源质量浓度
+# 8 1 3，其余成分同 C<,合成培养基，结果见表 5 "
表 = 不同碳源对红曲霉产色素和桔霉素的影响

%&’(= ;55*234 ,5 2&-’,6 4,8-2* ,6 .109*63 &67 213-1616 .-,<

78231,6

碳源

色 价 1（21 ’3）

+#+ 4’ +7> 4’ %>! 4’

桔霉素
质量
浓度 1
（’8 1 3）

色价值与
桔霉素
质量浓度
数值比

葡萄糖 65"59 6:"+: 7#5"+! 6"!9 7#"!9

米粉 :>":% >%":5 :>"#7 !:"+9 %"75

玉米淀粉 76!"%# 7:9"5! 7>!"7% 6">7 !7"6:

液化米粉 95"+9 99"#: 9>"!9 :"%> 6"9>

当采用葡萄糖或蔗糖为碳源时，葡萄糖为碳源

的色素产量明显高于蔗糖为碳源的色素产量 "而相
对于葡萄糖，采用玉米淀粉原料能较大地刺激色素

的生产，可能是玉米淀粉中含有利于菌体生长的维

生素，能使红色素产量提高到 !%7?，而对桔霉素的
产生基本没有刺激作用 "米粉对桔霉素的产生有较
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大的刺激作用 !因此，玉米淀粉为比较理想的碳源 !
! "# 培养基成分的三因素三水平正交实验
选择碳源、氮源、"#$%& 为考察因素，其余成分

同 ’$(合成培养基 !考察指标为 )*) #+所测色价
和桔霉素质量浓度的比值 !因素及水平的安排见表
)，实验方案和结果见表 , !

表 $ 因素水平表

%&’"$ (&)*+,- &./ 01210- 3. +,*4+*,+53) 1651,371.*
8

因 素
水 平

- . /

!：玉米淀粉 / ) 0

"：谷氨酸单钠盐 *!0 *!/ *!)

#："#$%& *!*) *!*/ *!*0

表 9 正交实验结果
%&’"9 %41 ,1-:0*- +; *41 +,*4+*,+53) 1651,371.*

实验号
玉米淀粉
质量分数

谷氨酸单钠盐
（’$(）质量分数

"#$%&
质量分数

色价 1
（21 +3）

桔霉素质量
浓度 1（+4 1 3）

色价值与桔霉素
质量浓度数值比

- -（/5） -（*!05） -（*!*)5） -.6!6) .0!// &!0)

. -（/5） .（*!/5） .（*!*/5） -/6!-) 7!-6 -,!66

/ -（/5） /（*!)5） /（*!*05） -.*!.) -0!*& 0!*,

& .（)5） -（*!05） .（*!*/5） -&7!,) -.!6. --!)*

) .（)5） .（*!/5） /（*!*05） -.6!-) &!6- .,!/*

, .（)5） /（*!)5） -（*!*)5） -),!-) 6!.- -,!6)

0 /（05） -（*!05） /（*!*05） .*0!* .*!** -*!/)

7 /（05） .（*!/5） -（*!*)5） 7-!7) ,!&& -.!0-

6 /（05） /（*!)5） .（*!*/5） -).!)* --!*6 -/!0)

正交实验数据处理：以因素 !（玉米淀粉）为
例：

$- 8 & !0) 9 -, !66 9 0!*, 8 .7 !7*，
%- 8 $- 1 / 8 6 !,-
$. 8 -- !)* 9 ., !/* 9 -, !6) 8 )& !0)，
%. 8 $. 1 / 8 -7 !.)
$/ 8 -* !/) 9 -. !0- 9 -/ !0) 8 /, !7-，
%/ 8 $/ 1 / 8 -. !.0
& 8 +:;（%- %. %/）< +=#（ %- %. %/）8 -7! .) < 6!,-

8 7!,&

$ 值 ! " #

$- .7 !7* ., !,* /& !&-

$. )& !0) ), !** &. !.&

$/ /, !7- /0 !0, &/ !0-

%- 6 !,- 7 !70 -- !&0

%. -7 !.) -7 !,0 -& !*7

%/ -. !.0 -. !)6 -& !)0

& 7 !,& 6 !7* / !-*

比较 /种因素的极差 &，" 的极差最大，其次是
!，# 的极差最小，说明氮源含量对红色素色价值与
桔霉素质量浓度的比值影响最大，其次是碳源的比

例，而硫酸锌在实验中的变化范围内的影响不是很

大，在这次实验中并没有得出明显的结果，有待于

进一步研究 !根据实验的结果，选择最佳因素水平
为 !.".#-，即玉米淀粉 )5，谷氨酸单钠盐 * ! /5，
"#$%&·0>.% *! *)5，以此作为本实验条件下的最佳
培养基配方 !由于小型发酵罐溶氧条件等的限制，
目前还不能作为大生产的最佳配方 !
! "$ 红曲霉菌种 <<=>液态深层培养
采用正交实验所得的最佳培养基配方，进行了

深层培养，发酵罐条件如下：-* 3的自动发酵罐，通
风量 .* 3 1 +=#，培养温度 /. ?，转速 .** @ 1 +=#，接
种量 )5 培养 0 A!结果如图 -所示 !可见，红曲霉的
生长过程大致可以分为 /个阶段：生长停滞期（* B
)* C），在这个阶段菌体量、色价值、桔霉素质量浓度
都基本没有增长；第二个阶段，菌体干重迅速增加

（)* B -)* C），同时色素产量也伴随着菌体生长迅速
提高，而桔霉素则经历了迅速产生，又降低的过程；

最后一个阶段（-)* B -7* C），菌体干重的增加缓慢，
而色素产量依然有较大程度的增加 !可见，在前期
桔霉素的产生与菌体生长基本同步，但在后期，可

能是桔霉素被降解，发酵液中桔霉素明显下降，而

色素含量持续增加，说明色素的生产与菌体的生长

有一定的偶联，而菌体生长和桔霉素生产在前期是

相偶联的，但在后期则可能是被降解掉 !最终发酵
液的色价为 -7& 2 1 +3，桔霉素质量浓度为 * ! 7. +4 1
3!发酵液经冷冻干燥后，所得产品色价为 /*&& ! .)
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! " #，桔霉素质量分数 $% &’( )# " *# &

图 ! 红曲霉菌种 ""#$发酵曲线
%&’(! )&*+ ,-./0+ -1 !" #$ ""#$ 1+/*+2343&-2 &2 4 !# 5

1+/*+23-/

6 (7 液态发酵中溶氧水平对色素及桔霉素产量的
影响

红曲液态发酵是好氧发酵，因此溶氧水平是个

重要的参数，它直接影响发酵产物尤其是次级代谢

产物色素和桔霉素产量 &作者对溶氧条件对红曲霉
产色素和桔霉素的影响进行了初步的研究 &通过改
变通风量与搅拌转速形成高、低两种不同水平的溶

氧条件，考察红曲霉在这两种不同的溶氧条件下产

色素和桔霉素的情况，结果见图 + &
主要条件为菌种：!"#$%&’% %( ,-.’$；发酵

温度：%+ /；接种量：01；发酵时间：.2 3；低溶氧的
通风量：$’ 4 " )56，搅拌转速：$72 8 " )56；高溶氧的通
风量：%2 4 " )56，搅拌转速：+22 8 " )56&

图 6 不同溶氧对红曲霉产色素和桔霉素的影响
%&’(6 811+,30 -1 9&00-:;+9 -<=’+2 -2 >&’*+23 429 ,&3?

/&2&2 >/-9.,3&-2 @= !%&’#()# #$$ "AB"C! &2 4
6#?5 1+/*+23-/

由图 +可知，低溶氧情况下，产色素与桔霉素的
最高峰时间明显滞后于高溶氧情况下，两种产物的

最终产量也明显低 &可见溶氧对红曲发酵产桔霉素
与色素的影响是较大的 &降低深层发酵中的溶解
氧，可以降低桔霉素的产量，而同时色素的产量也

降低 &桔霉素伴随色素的同时生成，几乎同时达到
顶峰后，稍有降低 &可以认为红曲色素与桔霉素的
产生具有一定的关联性 &这是因为红曲霉的这两种
代谢都是走聚酮体途径，其前体都是四酮体 &
致谢 本课题得到华东理工大学生物反应器工程国家重

点实验室的经费资助 &在此特表谢意 &
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