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摘 要: 研究了由镰刀霉菌( Fusarium sp) JN158发酵所产紫色素的提取条件和理化性质,结果表

明:该紫色素的提取溶剂为体积分数 95%乙醇溶液; 紫色素在酸性条件下对温度, 光照,柠檬酸和

苯甲酸钠有较好的稳定性;最大吸收波长为 310 nm 和 510 nm; 对 H 2O 2和 Na2SO 3敏感; 蔗糖与葡

萄糖有增色效果; 金属离子 Zn2 + 、Na+ 、Ca2 + 对色素稳定性无影响, K + 、Mg 2 + 、Fe3+ 、Al3+ 、Cu2+

对色素影响较大。
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Abstract:T he opt imum condit ions o f ext racting pur ple pigment f rom the culture of Fusarium sp

JN158 w ere studied, and then the physicochemical propert ies w ere analyzed. T he r esults show ed

that the purple pigment could be ext racted w ith 95% ethano l( pH= 1) . Under the acid condition,

the pigment w as stable to heat , light , cit ric acid, and sodium benzonate. the max imum absorpt ion

w avelengh w ere 310nm and 510nm, w hich affected by H2O 2 and Na2SO 3; Sucro se and Glucose had

the hyperchromic ef fect; T he pigment w as influenced by Fe3+ , A l3+ , K + , Cu2+ , M g2 + , but

M g2 + , Zn2 + , N a+ , Ca2 + could not badly affect it at al l.
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色素即着色剂,是印染工业和食品添加剂的一

个重要组成部分,它可以改善印染物品和食品的色

泽, 是决定产品品质的关键因素之一, 通常分为天

然色素和人工色素
[ 1]
。天然色素主要来自于植物、



动物、微生物和矿物质等 [ 2]。而矿物色素大多对人

体有害, 现已不再用于食品的着色; 动植物色素是

天然色素应用最多的一类, 但由于原料受季节、气

候、产地等因素的影响,从中提取的色素价格昂贵,

应用受到局限。合成色素一般色泽鲜艳、着色力

强、稳定性好,还易于溶解、调色,此外其成本较低,

所以受到许多厂家的青睐,但不少合成色素具有慢

性毒性和致癌性, 已有逐渐被天然色素取代的趋

势[ 2 3]。目前人们已经认识到, 天然色素也可以改

善食品色泽、增加营养,并能提高安全性, 是食品加

工中决定食品质量的关键因素之一, 另外在化妆品

和医药工业中也有广泛的用途。

利用微生物资源生产天然色素,克服了以动植

物为原料生产天然色素的诸多不足,并且易于工业

化生产。因此, 采用微生物生产天然色素将逐渐成

为天然色素来源的主流
[ 4]
。作者正是着眼于微生

物产色素这一优点, 利用镰刀霉菌 ( Fusarium sp)

JN158液态发酵产紫色素, 并对该紫色素的提取条

件及理化性质进行了初步研究, 以探索其在生产中

的应用前景。

1 材料与方法

1 1 材料

1 1 1 菌种

镰刀霉菌( Fusar ium sp) JN158, 作者所在实验

室筛选并保藏。

1 1 2 培养基 PDA 斜面培养基 ( g/ L ) : 土豆

200, 葡萄糖 20,琼脂 20, pH 自然; 种子培养基( g/

L) :土豆 200,葡萄糖 20, pH 自然; 液态发酵培养

基( g / L ) :土豆 200,葡萄糖 20, 牛肉膏 3, pH 自然。

1 1 3 试剂 丙酮、氯仿、盐酸、无水乙醇、乙酸乙

酯,石油醚,异丙醇、二甲基亚砜、葡萄糖、蔗糖、柠

檬酸、苯甲酸钠、亚硫酸钠、双氧水等均为分析纯。

1 1 4 仪器 高速冷冻离心机: H IT ACHI公司产

品; PB 10 pH 计: 赛多利斯科学仪器有限公司产

品;冷冻干燥机 EZ585Q :美国 FT S公司产品。

1 2 实验方法

1 2 1 镰刀霉菌的培养及色素提取 从斜面培养

基上挑取菌落一小块, 转接到有种子培养基的三角

瓶( 250 mL 三角瓶中装液量 50 mL) , 30 下旋转

式摇床以 200 r/ min 的转速培养 36 h,以 5% 的接

种量接到 4 L 的发酵罐中(装液量 3 5 L) ,发酵 72

h。发酵液经离心 10 min( 8 000 r / min) , 收集紫色

菌体冷冻干燥, 加入 4倍体积的体积分数 95%乙醇

溶液( pH= 1, HCl调节 pH 值)浸提 4 h, 得到色素

提取液,再加入 1 mol/ LNaOH 溶液直到颜色褪净,

离心得到紫色沉淀,即得色素粗品。

1 2 2 几种破壁方法对紫色素提取的影响 取

0 1 g 的干菌体, 分别用研磨法, 反复冻融法, 细胞

自溶法, 甲苯法[ 7] 破碎细胞, 然后加 10 mL 的体积

分数 95%乙醇( pH= 1)浸提 4 h,在 510 nm 处测定

色素提取液的吸光值,对照为直接用 95%乙醇( pH

= 1)浸提。

1 2 3 提取条件的研究

1) 提取溶剂对色素提取的影响 取破碎后的

干菌体 0 1 g, 分别加入 10 mL 的水, 无水乙醇, 体

积分数 95%乙醇( pH = 1, HCl调节 pH 值) , 甲醇,

丙酮,氯仿, 乙酸乙酯, 石油醚, 异丙醇和二甲基亚

砜中,室温下浸提 4 h, 在 510 nm 处测定色素提取

液的吸光值。

2) 提取液 pH 对色素提取的影响 取破碎后

的干菌体 0 1 g, 分别加入 10 mL pH 为 1 ~ 6 的

95%乙醇,在室温下浸提 4 h, 然后离心得上清, 在

510 nm 处测定吸光值。

3) 乙醇体积分数对色素提取的影响 取 pH=

1的体积分数别分为 40、50、60、70、80、90、95%乙

醇 4 mL 加入到 0 1 g 菌体中, 室温下浸提 4 h , 离

心得到上清,在 510 nm 处测定吸光值。

1 2 4 色素的显色反应 对色素溶液进行不同的

物理、化学处理(如不同光照,化学试剂) ,观察色素

溶液颜色变化。分别取 10 mL 色素提取液放置在

日光灯与紫外灯下照射 1 h,同时取 10 mL 色素提

取液,分别加入 200 L,质量分数 1%的硝酸铝, 中

性醋酸铅, 氯化锶, 三氯化铁, 硼酸, 氨水, 反应 5

min后观察变化现象。

1 2 5 色素的稳定性研究 取一定量色素样品溶

于一定量的体积分数 95%乙醇( pH= 1, HCl调节

pH 值)中得到色素溶液,以便于研究其稳定性。

1) 热稳定性 取色素溶液 5 mL,分别置于 4、

20、30、40、50、60、70、100 的水浴锅中加热1 h,然

后在 510 nm 处测定吸光值。

2) 光照对色素的影响 取 10 mL 色素液放入

平板中(用保鲜膜封口) , 分别置于太阳光和紫外灯

下照射 24 h,每 3 h在 510 nm 处测一次吸光值。

3) 金属离子对色素稳定性的影响 配置含各

种金属离子的溶液, 浓度分别为 0 005、0 05、0 1

mo l/ L ,取5 mL 色素溶液, 分别加入 500 L 各种金

属离子溶液, 相同条件下放置 3 h, 然后在 510 nm

处测定吸光值。

4) 氧化剂与还原剂的影响 分别配置质量分
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数为 0 2%、0 4%、0 6%、0 8% 的 H 2 O 2 和

Na2 SO 3 , 分别取 1 mL 加入到 5 mL 的色素液中, 放

置 1 h后在 510 nm 处测定吸光值。

5) 葡萄糖和蔗糖对色素的影响 分别配置质

量分数为 2 5、5、10、20%的葡萄糖和蔗糖溶液,取 1

mL 加入到 5 mL 的色素液中, 放置 1 h 后在 510

nm 处测定吸光值。

6) 食品添加剂 配制质量分数为 0 5% 的苯

甲酸钠和柠檬酸, 各取 200 L 放入一定浓度的 5

mL 色素液中, 在室温下暗处放置 24 h ,定时在 510

nm 处测定吸光值。

2 结果与讨论

2 1 紫色素含量测定最佳波长的确定

经镰刀霉菌( Fusar ium sp) JN158 发酵得到大

量菌丝体, 经干燥后加入 40 倍体积的体积分数

95%乙醇( pH = 1, HCl调节 pH ) , 8 000 r/ min 离

心 10 min得到红色提取液, 再往色素提取液中加入

1 mol/ L NaOH 溶液直到红色褪净,离心得到紫色

沉淀,即得色素粗品。取 10 mg 色素溶于 4 mL 的

体积分数 95%乙醇溶液( pH= 1) ,然后通过分光光

度计( UV 3000)全波长扫描, 结果见图 1。

图 1 紫色素吸收光谱曲线

Fig. 1 Absorption spectrum of purple pigment

由图 1可知,该色素在波长 200~ 700 nm 之间

最大吸收值为 310 nm 和 510 nm, 由于提取液中可

能混有蛋白质和核酸等众多物质, 这些物质在紫外

区均有吸收,因而选取可见光的最大吸收波长以便

测定提取液中的值,可以提高色素含量测定的灵敏

度和稳定性,避免其它因素的干扰, 能够更准确的

反映色素的相对含量, 故后继研究中天然紫色素相

对含量的确定均以 A 510为指标。

2 2 几种破壁方法对色素提取的影响

由于该色素是存在于菌体中,为了更有效的提

取色素,所以要对发酵菌体进行破壁, 其影响的结

果如表 1所示。由表可知, 4种破壁方法中, 反复冻

融法的破壁效果最差, 其次是研磨法和甲苯法, 效

果最好的是细胞自溶法, 总吸光值可达到 1 518,相

对提高 68 1%。所以作者选择细胞自溶法为最佳

破壁方法,并且分别对这 4 种破壁方法提取的色素

液进行了全波长扫描,吸收峰不变。
表 1 破壁对色素提取的影响

Tab. 1 Effect of destrong cell wall on pigment extraction

破碎方法 A 510 nm 相对提取率/ %

对照 0. 903 0. 019 100

反复冻融 0. 964 0. 035 106. 8

研磨 1. 006 0. 046 111. 4

甲苯法 1. 231 0. 044 136. 3

细胞自溶 1. . 518 0. 029 168. 1

2 3 提取条件的选择

色素的提取主要有以下几种方法: 溶剂萃取

法、压榨法、粉碎法、酶反应法、培养法等,但是大部

分生产天然色素的原料, 基本上都是利用溶剂萃取

的方法。有机溶剂提取法萃取剂便宜、设备简单,

且操作步骤简单易行、提取率较高。因此, 选用有

机溶剂提取法。

2 3 1 提取溶剂对色素提取的影响 天然色素原

料萃取所用的溶剂应根据不同原料所含不同色素

的性质来选择。一般采用的溶剂是乙醇、水、丙酮、

氯仿、石油醚等。通过实验观察该紫色素易溶于酸

性乙醇和二甲基亚砜, 微溶于甲醇, 不溶水, 乙醇,

丙酮,氯仿, 乙酸乙酯, 石油醚, 异丙醇。在酸性条

件中显红色,二甲基亚砜中显紫色。从安全与经济

上来考虑,因此选用盐酸 乙醇作为最佳提取剂。

2 3 2 提取溶剂的 pH 对色素提取的影响 由于

有些色素不稳定,需要处于不同 pH 值的环境中,采

用混合溶剂萃取法来提高萃取率, 因此选择了盐

酸 乙醇作为提取剂。提取液 pH 对色素提取的影

响如图 2所示, 由图可以看出, pH 值越小, 提取效

果越好,在本实验范围内,当提取液 pH= 1时,色素

提取效果最佳。

2 3 3 乙醇体积分数对色素提取的影响 为了能

够更有效的提高色素提取率和合理利用有机溶剂,因

此要确定乙醇体积分数对色素提取的影响。结果如

图 3所示,由图3可知,用 pH= 1的体积分数 95%乙

醇作为提取剂效果最好, 所以实验中选用 95%乙醇

( pH= 1, HCl调节 pH)作为最佳提取条件。

140 食 品 与 生 物 技 术 学 报 第 30卷



图 2 pH对紫色素提取的影响

Fig. 2 Eff ect of pH on Purple pigment extraction

图 3 乙醇体积分数对紫色素提取的影响

Fig. 3 Effect of ethanol on purple pigment extraction

2 3 4 色素的显色反应 由于多数天然化合物结

构中含有一些特殊基团,所以经一些物理、化学处理

会有特定的反应变化
[ 11]
。由表 2可知, 该紫色素在

可见光和紫外光下所显红色是其本色;而经氨水和氯

化锶(氨性)处理显示的颜色变化是由于溶液的 pH

值由酸性变碱性, 导致色素沉淀;醋酸铅使色素形成

白色沉淀,是因为该色素中含有邻二酚羟基或兼有 3

OH, 4= O 或 5 OH , 4= O,与醋酸铅形成络合物;

FeC13会使色素有绿色沉淀, 说明色素中含有游离酚

羟基;硝酸铝使色素由红色变为紫红色。

表 2 物理、化学处理对色素颜色的影响

Tab. 2 Effeet of physical and chemical disposal on purple

pigment

处理条件 颜色变化 沉淀情况

可见光下 红色 无

紫外光下 红色 无

质量分数 1%硝酸铝 紫红色 无

质量分数 1%中性醋酸铅 浅红 白色沉淀

质量分数 1%氯化锶 浅红 紫色沉淀

质量分数 1%三氯化铁 绿色 绿色沉淀

质量分数 1%硼酸 红色 无

氨水处理 褪色 紫色沉淀

2 3 5 色素的稳定性研究 由于大部分天然色素

对光、热、氧、金属离子等敏感, 稳定性较差,严重制

约着它的开发应用。

1) 色素热稳定性 色素的热稳定性结果见图

4,由图可知该色素在酸性乙醇中对热较稳定, 在一

定的温度条件下加热红色素,吸光度增加且随着温

度的升高,在 50 以下随时间的延长吸光度值变

化不大,说明红色素在 50 以下比较稳定;当温度

为 60 时,随着时间的延长, 溶液的吸光度略有下

降的趋势。总体来说该色素的耐热性较好。因此

应用于食品加工中可以耐受一定程度的高温处理。

图 4 温度对色素稳定性的影响

Fig. 4 Ef fect of temperature on purple pigment stability

2) 光照对色素的影响 光照结果见图 5,在室

内避光放置 24 h, 该色素不会变化, 在阳光直射和

紫外灯(色素置于培养皿中, 保险膜封口)下照射 24

h后,色素有些褪色, 吸光值有所下降, 变化不大。

因此认为与其他常见的天然色素相比, 该色素在体

积分数 95%乙醇溶液( pH= 1, H Cl调节 pH 值)中

具有较好的光稳定性, 但在加工和使用过程中仍应

尽量避免长时间的日光直射。

图 5 光照对色素稳定性的影响

Fig. 5 Ef fect of illumination on stability of purple pig

ment

3) 金属离子对色素稳定性的影响 金属离子
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对色素的影响如表 3所示 , 由表可知, 当加入 K + 、

Mg 2 + 、Al3 + 时 , 随着离子浓度的升高, 色素的吸光

度逐渐下降 , Al
3 +
是颜色由红色变为紫红色,说明

这种离子影响色素的稳定性; 加入 Cu
2 +
、Fe

3 +
, 因

为这 2种离子本身颜色的影响, 所以随着浓度的增

大,色素吸光度下降, Fe3 + 还会和色素形成络合沉

淀物,而在 Zn
2 +
、Na

+
、Ca

2 +
等离子存在的条件下

,色素非常稳定 ,且色泽鲜艳。

表 3 不同金属离子对色素的影响

Tab. 3 Effect of metal iron on purple pigment stability

金属离子
离子浓度/
( mol/ L )

放置 3 h 后

的 A 510 nm

颜色
变化

沉淀
情况

Mg 2+ 0 005

0 05

0 1

0 308 0 002

0 305 0 007

0 289 0 003

红色 无

Zn2+ 0 005

0 05

0 1

0 300 0 007

0 303 0 005

0 306 0 009

红色 无

Cu2+ 0 005

0 05

0 1

0 278 0 007

0 195 0 007

0 131 0 003

蓝色 无

Fe3+ 0 005

0 05

0 1

0 284 0 003

0 192 0 004

0 153 0 007

棕绿色 绿色沉淀

Na+ 0 005

0 05

0 1

0 297 0 010

0 308 0 004

0 313 0 006

红色 无

K + 0 005

0 05

0 1

0 321 0 006

0 309 0 011

0 305 0 007

红色 无

Al3+ 0 005

0 05

0 1

0 303 0 012

0 267 0 009

0 232 0 007

紫红色 无

Ca2+ 0 005

0 05

0 1

0 305 0 005

0 316 0 008

0 312 0 009

红色 无

4)氧化剂与还原剂的影响 结果见图 6, 由图

可知 H 2O 2、Na2SO 3使色素褪色,吸光度明显下降。

原因可能是色素属多元酚, 极易氧化 ,从而导致色

素分解。

5) 葡萄糖和蔗糖对色素的影响 结果见图 7,

由图可知,葡萄糖和蔗糖对色素都有增色效应, 颜

色不变。随着糖浓度的增加, 吸光值升高不太明

显,说明色素在体积分数 95%乙醇溶液 ( pH = 1,

HCl调节 pH )中的耐糖性比较稳定。

6) 食品添加剂对色素稳定性的影响 苯甲酸

钠和柠檬酸是常用的食品添加剂, 对色素稳定性影

响结果见表 4,由表可知,苯甲酸钠和柠檬酸随放置

时间的变化在体积分数 95%乙醇溶液( pH= 1, HCl

调节 pH )中对色素稳定性没有影响。

图 6 不同质量分数的氧化剂与还原剂对色素的影响

Fig. 6 Ef fect of oxidizer and redueing agens on purple

pigment stability

图 7 不同质量分数的糖对紫色素的影响

Fig. 7 Ef fect of dif ferent concentration sugar on purple

pigment stability

表 4 不同食品添加剂对紫色素的影响

Tab. 4 Eff ect of dif ferent food additives on purple pigment

stability

添加剂
A 510 nm

2 h 4 h 8 h 24 h

对照
0 208
0 006

0 208
0 006

0 208
0 006

0 208
0 006

苯甲酸钠
0 227
0 007

0 231
0 003

0 293
0 005

0 310
0 004

柠檬酸
0 227
0 005

0 235
0 003

0 228
0 008

0 224
0 01

3 结 语

研究了镰刀霉菌紫色素的提取条件和理化性

质, 选择用体积分数 95% 乙醇 ( pH = 1, HCl 调节

pH )来作为提取剂; 在 310 nm 和 510 nm 处有吸收

峰;易溶于酸性的有机溶剂和 DMSO, 微溶于甲醇;
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色素在酸性条件下呈红色, 在 DMSO 中呈紫色, 在

中性和碱性条件下不溶, 呈紫色的粉末状; 在酸性

条件下热稳定性较好; 具有较好的光稳定性; 对

H 2O2和Na2SO 3敏感;蔗糖与葡萄糖有增色效果; 金

属离子 Zn
2 +
、Na

+
、Ca

2 +
对色素稳定性无影响,

K+ 、Mg2 + 、Fe3+ 、A l3+ 、Cu2+ 对色素影响较大; 氨

水和氯化锶(氨性)会使色素沉淀; 醋酸铅使色素形

成白色沉淀;硝酸铝使色素由红色变为紫红色。

近年来合成色素陆续从各国许可使用范围内

被撤除 ,而天然色素研究日趋活跃。目前大部分国

内许可使用的天然色素是从植物中提取得到 ,然而

,这些天然色素远远不能满足现实的需求 , 急待我

们去开发新型的色素资源。作者所研究的紫色素

属于天然色素, 从对它性质的初步研究发现, 目前

尚未发现有对该色素的相关报道, 所以对其分子

量、化学式等都还不了解, 要想把其用作食品添加

剂或用于化妆品和医药中, 还必须对其做一些必要

的毒理试验, 弄清此紫色素的化学结构式, 是今后

研究工作的重点。
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