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不同碳源对 Lactococcus FML02—8合成
胞外多糖的影响

陈晓红1， 董明盛¨， 黄文利2， 刘小莉1
(1．南京农业大学食品科技学院，江苏南京210095；2．江南大学食品学院，江苏无锡214036)

摘 要：FML02-8分别以葡萄糖、果糖、乳糖、蔗糖、麦芽糖、乳清粉为碳源合成不同量、不同结构

的胞外多糖，经红外光谱分析，波形、特征吸收波段、波峰强度均有差别；用HPLC法测得的相对分

子质量分别为：41 092，54 029，45 468，46 996，46 257，45 468；用气相色谱法分析得到的单糖组成

及摩尔比均不同．结果表明，碳源不仅影响FML02-8合成EPS的产量，而且影响EPS的结构，包

括相对分子质量、单糖组成及摩尔比等．
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Effect of Carbon Sources on ExopOlysaccharides Produced

by Lactococcus FML02—8
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Abstract：Strain FML02—8 can use different carbon sources to synthesize EPS with different

amounts and structures．EPSG、EPSF、EPSL、EPSs、EPSM、EPSw from different carbon sources

were measured by infrared spectroscopic method to analyze their structures preliminarily．All of

infrared spectroscopic results showed characteristic band of EPS。The bands were identified as

pyranose。mostly in the form of a—conformation，but the band shape，characteristic absorption

region and intensity of peak were different．Peak molecular weigh(Mp)of different EPS were

measured through HPLC，and the results were 41 092，54 029，45 468，46 996，46 257，45 468

respectively．EPS were also measured by GC to analyze the composition and mole rate of

monosaccharides．The results indicated that，besides the yield of EPS，different carbon sources

also affect the structures of EPS，including molecular weight，monosaccharide composition and

their mole rate，etc。
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乳酸菌胞外多糖(EPS)对于提高发酵乳制品的

产品质地和生理功能具有重要意义[卜引，目前许多

关于乳酸菌EPS的研究也集中在提高乳品物理品

质(如流变学特性、持水性等)及产量的菌种筛

选D’4]．对多数乳酸菌而言，培养基中的碳源、氮源

及盐类不仅影响EPS的合成量，而且可能影响EPS

的结构∞~8]，而乳酸菌胞外多糖的理化特性及结构

分析对研究其结构与功能的关系非常重要口，z]．中

外学者已对嗜酸乳杆菌、米酒乳杆菌、瑞士乳杆菌、

乳酸乳球菌乳酸亚种、嗜热链球菌等合成的EPS的

结构进行了分析凹~1¨．作者在前期研究的基础上，

获得了Lactococcus FML02—8以不同碳源产生的不

同产量的胞外多糖，采用HPLC法测定各多糖的相

对分子质量，用气相色谱法测定多糖的单糖组成及

摩尔比，用红外光谱法分析了各结构单位的链接方

式，证明了FML02-8以不同碳源合成的多糖的结

构、单糖组成及相对分子质量均有差别，这可能是

导致它们技术功能和生理功能特性不同的原因，为

进一步进行多糖构效关系的研究奠定了基础．

1材料与方法

1．1实验材料

1．1．1 菌种与培养基Lactococcus FML02—8：由

作者所在实验室分离自藏灵菇、鉴定并保藏；

发酵培养基(组分g／dL)：糖2．0，蛋白胨2，酵

母浸出氮0．5，乙酸钠0．5，柠檬酸三铵0．2，吐温80

0．1，MgS04 0．01，MnS04 0．005，K2 HP04 0．2．pH

7．0．

纯品多糖：FML02—8分别以葡萄糖、果糖、乳

糖、蔗糖、麦芽糖、乳清粉为碳源发酵合成，用TCA

法脱蛋白质，乙醇沉淀法提取，Sephrose 4B纯化，

经浓缩后对去离子水透析脱盐，冻干后为纯品，对

应纯品多糖代号分别为EPSG，EPSr，EPS。，EPSs，

EPSM，EPSw．

1．1．2 试剂 标准多糖为葡聚糖，Sigma公司产

品，相对分子质量分别为828，2 900，10 000，

70 000，188 000，482 000，2 000 000．

标准单糖：D～鼠李糖、D一阿拉伯糖、n甘露糖、

D一葡萄糖、n半乳糖等，均为Sigma公司产品；气相

色谱试剂：OV一1701(固定液)、吡啶、盐酸羟胺、醋

酸酐、肌醇六乙酸酯(内标物)，均为色谱纯．

1．2主要仪器

红外光谱仪(5DXB—FT-IR Spectrometer)：美

国Nicolet公司制造；气相色谱仪：日本岛津Shi—

madzu GCl4A制造；高效液相色谱仪(600／2410)：

Waters公司制造；真空冷冻干燥机(ALPHAl—2)：

德国CHRIST公司制造；高速冷冻离心机(64RL)：

美国BECKEMAN公司制造．

1．3实验方法

1．3．1发酵液中EPS测定硫酸一苯酚法‘12]．

1．3．2 FML02—8EPS红外光谱分析 KBr压片

法‘1“．

1．3．3 HPLC测定FML02—8EPS的相对分子质量

1)柱的标定及标准曲线制作：取不同相对分子

质量的多糖标准品，临用前用流动相NaAc溶液配

成标准溶液，10 000 r／rain离心10 min，取上清液制

作标准曲线，分别按次序由小分子到大分子进样．

2)HPLC检测条件：色谱柱为Water Ultra—

hydrogel TM Linear 7．8 mm×300 mm两根串联；

流动相为0．1 mol／L NaNO。；体积流量为0．9

mL／min；柱温45℃．

1．3．4 完全酸水解及气相色谱分析取待分析多

糖样品，每5 mg加入2 mol／L HCI(0．1～0．25

mL)封管，105℃水解2．5 h，真空冻干，得黄色片状

物，而后进行衍生化．

衍生物的制备(糖腈乙酸酯衍生法)：称取10

mg固体水解糖样、10 mg盐酸羟胺和7 mg内标，

加入0．5 mL吡啶，放人90℃水中加热30 min并

振荡．取出后冷却至室温，加入0．5 mL醋酸酐，在

90℃下继续反应30 min进行乙酰化，反应产物直

接用于气相色谱分析．

气相色谱检测条件：色谱柱为弹性石英毛细管

柱OV一1701 30 m×0．32 mm；程序升温：185(3)一

240(25)／3；载气：N2；压力0．60 kg／cm2；体积流

量：1 mL／min；燃气：H2，压力0．65 kg／cm2；助燃

气(空气)压力0．50 kg／cm2；分流比为30：1；检测

器：FID；汽化室温度：260℃；检测器温度：260℃．

2结果与讨论

2．1不同碳源对菌体生长和EPS合成量的影响

选择葡萄糖、果糖、乳糖、蔗糖、麦芽糖、乳清粉

6种碳源，结果见表1．

表l表明，FML02—8能利用供试的6种碳源生

长并合成EPS，其中以葡萄糖为碳源时EPS产量最

大，达到264．15 mg／L．由表l还可看出，生物量和

EPS产量呈现出一定的相关性，生物量高的培养基

中EPS的合成量也较大．
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表1碳源对多糖合成的影响

Tab．1 Effect of C SOUrCes on 0D600 and EPS

2．2不同碳源合成的多糖的红外光谱分析

EPSG，EPSF，EPSL，EPSs，EPSM，EPSw的红外

光谱图的官能团分析表明：6个样品均呈现多糖的

特征吸收峰，即3 000～2 800 cm_1和1 410～1 200

cml波段吸收；样品在3 600～3 200 cm-1出现的

宽峰是O—H的伸缩振动，表明各多糖均存在分子

内或分子间的氢键．振动谱分析表明：6个多糖样品

均为a一型的端基差向异构体(卜H取平伏键)，为
吡喃糖．

2．3不同碳源合成的胞外多糖的相对分子质量

多糖在色谱柱上的洗脱体积或保留时间与其

相对分子质量密切相关．在一定相对分子质量范围
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内，洗脱体积或保留时间与相对分子质量的对数呈

线性关系．作者以相对分子质量分别为828，2 900，

10 000，70 000，188 000，482 000，2 000 000的标准

多糖制作多糖相对分子质量标准曲线，在相同检测

条件下测定EPSG，EPSF，EPSL，EPSs，EPSM，EPS。

的相对分子质量，HPLC图谱见图1．通过系统自动

分析得出EPSG，EPSF，EPSL，EPSs，EPSM，EPSw的

相对分子质量分别为：41 092，54 029，45 468，

46 996，46 257，45 468．可见，FML02-8以不同碳源

合成的胞外多糖的相对分子质量显示了一定的差

异，而以乳糖和乳清粉为碳源时相对分子质量则表

现了惊人的一致，但二者的性质到底有否不同或者

说是否同一物质仍需要进行进一步的研究．这些结

果可以说明FML02-8以不同碳源合成的多糖相对

分子质量不同．

2．4不同碳源合成胞外多糖的单糖组成及摩尔比

以标准单糖胁鼠李糖、D阿拉伯糖、n木糖、n

甘露糖、肛葡萄糖、肛半乳糖得到标样的气相色谱

图．样品EPsG，EPSF，EPSL，EPSs，EPSM，EPSw经

酸水解并干燥后经糖腈乙酸酯衍生化，在标样的气

相色谱检测条件下测得的气相色谱见图2．由图2

分析得到的EPSo，EPSF，EPSL，EPSs，EPSM，EPSw

的单糖组成及摩尔比见表2．
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图1 多糖EPsG，EPSF，EPSL．EPSs，EPSM．EPS。相对分子质量的HPLC图谱及峰值相对分子质量

Fig．1 Chromatograms and Mp of EPSc．EPSr．EPSL-EPSs，EPSM。EPSw determined by HPLC
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图2 EPSG．EPsF。EPSL，EPSs，EPSM．EPSw的气相色谱图

Fig．2 Gas chromatograms of EPSa．EPSr。EPSL-EPSs-EPSM·EPSw
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表2不同碳源合成的多糖的单糖组成及摩尔比

Tab．2 Monosaccharide composition and their mole rate of

EPSs produced by FML02-8

多糖 单糖及摩尔比

EPSc 半乳糖：鼠李糖；葡萄糖一3．01：1．88：1

EPSF葡萄糖：甘露糖=1。98：1

EPSL 半乳糖：葡萄糖：鼠李糖一4．03：1．29：1

EPSs 半乳糖形成的半乳聚糖

EPSM 葡萄糖：鼠李糖：甘露糖一1．41：1．60：1

EPSw半乳糖：葡萄糖：鼠李糖一2．26；1．33：1

结果表明，FML02—8以不同碳源合成的EPS

在单糖组成及比例上均有差别．在2．2的结果中乳

糖和乳清粉合成的多糖EPS。，EPSw相对分子质量

完全相同，但在这里，二者的单糖组成相同比例却

不同．与乳糖相比，乳清粉中还含少量蛋白质和微
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