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摘要:为提高真菌Aspergillus
 

sp.GXIMD02003的曲酸产量,本研究对其利用大米固体培养基发酵的条件进

行优化,旨在获得成本低廉的曲酸原料,促进曲酸的工业化生产。研究采用单因素控制变量法考察最佳盐度和

最佳发酵时间,通过HPLC法测定曲酸的产量。结果表明真菌Aspergillus
 

sp.GXIMD02003产曲酸的最佳发

酵条件为在2%海盐的大米固体培养基中发酵30
 

d,在此条件下1
 

000
 

g大米培养基能够发酵产生24.2
 

g曲

酸。因此,海洋来源真菌Aspergillus
 

sp.GXIMD02003可以作为曲酸的生产菌株,海盐浓度影响该菌株的曲

酸代谢。
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0 引言

  曲酸(Kojic
 

acid)又名麴酸、曲菌酸,具有抗氧

化、抗菌、杀虫、抗肿瘤等广泛的生物活性,曲酸及其

衍生物现已开发成为护肤霜、洗液、肥皂和牙科护理

产品,广 泛 应 用 于 化 妆 品、食 品 和 制 药 工 业 等 领

域
 [13]。医学方面,有研究表明曲酸有望成为治疗人

角膜内皮细胞衰老相关疾病的药物[4],以及治疗和预

防马尔尼菲蓝状菌感染的重要辅助药物[5,6];另外,
体内外实验研究表明曲酸具有很强的抗弓形虫活

性[7]。在农业领域,曲酸可作为防治飞蝗的有机磷类

杀虫剂的增效剂[8]。在食品方面,曲酸可保鲜蔬菜,
提高食品的保藏品质[9]。虽然一些研究发现曲酸具

有一定的致癌作用[10],但是在有效剂量浓度下曲酸

的使用是安全的[1,3]。随着研究的深入,曲酸的应用

范围将会继续扩大。

  生产曲酸的菌种多见于曲霉属和青霉属真菌,如
Aspergillus

 

oryzae、A.flavus、A.tamarii、Penicil-
lium

 

citrinum、P.griseofulvum、P.purpurogenum
和P.rubrum 等[11]。这些真菌的曲酸产量与其发酵

工艺密切相关,发酵工艺的优化是提高曲酸产量的研

究热点。目前,曲酸发酵工艺的优化主要包括碳源、
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氮源、矿物质元素、促进剂等培养基成分优化和发酵

条件优化[12,13]。在曲酸生产中,葡萄糖、蔗糖和淀粉

通常用作碳源,蛋白胨和酵母膏则是常用的氮源。另

外,部分农工副产品也可用作曲酸发酵的培养基成

分,如豆渣、黄浆水、木薯淀粉、白薯粉淀粉酶水解液、
柑橘皮渣、豆饼粉、鲣油等[1416]。魏少鹏等[17]研究发

现在蔗糖与葡萄糖组合作为碳源时,曲酸产量明显高

于单一碳源,蛋白胨与酵母提取物等有机氮比无机氮

更有利于曲酸产量的提高。而低浓度的甲醇、乙醇、
氯丙醇等作为添加剂也能够提高曲酸产量[18]。

  本研究从海洋沉积物中发现一株曲霉 Asper-
gillus

 

sp.GXIMD02003,其能够在大米培养基中产

曲酸。为进一步提高该真菌的曲酸产量,本研究对海

盐含量和发酵时间对曲酸产量的影响进行实验。曲

酸生产在工业化生产和工艺研究中多采用液体培养

基发酵,但其所需设备和原料成本较高,因此本研究

使用大米固体培养基,旨在规避曲酸生产中添加原料

复杂、成本高、生产过程烦琐的问题,简化生产过程,
从而获得成本低廉的曲酸原料。

1 材料与方法

1.1 试剂与培养基

  曲酸对照品,广州分析测试中心科力技术开发公

司生产;麦芽提取粉,广东环凯微生物科技有限公司

生产;海盐,广东省盐业集团多品种盐股份有限公司

生产;大米,贵州鸿穗农业开发有限公司生产;甲醇、
乙醇、乙酸乙酯、丙酮分析级试剂,均购买于成都市科

隆化学品有限公司;甲酸(分析纯)和磷酸(分析纯),
天津市科密欧化学试剂有限公司生产;磷酸二氢钾

(分析纯),广东光华科技股份有限公司生产;甲醇(色
谱纯),上海星可高纯溶剂有限公司生产。

  种子培养基:称取海盐3
 

g、麦芽提取粉1.5
 

g于

500
 

mL锥形瓶中,加入100
 

mL水和适量玻璃珠,摇
匀,在121℃下高压灭菌20

 

min,冷却后备用。

  大米固体培养基:称取75
 

g大米放入500
 

mL锥

形瓶中,加入75
 

mL一定浓度的海盐水,摇匀,在

121℃下高压灭菌20
 

min,冷却后备用。

1.2 仪器

  LC2030C
 

3D
 

Plus型高效液相色谱仪(日本岛

津),N1300VWB型小型旋转蒸发仪(上海爱朗仪

器有限公司),ZWYR2102型恒温培养振荡器(上海

智诚分析仪器制造有限公司),HR1500IIB2型生物

安全柜(青岛海尔生物医疗股份有限公司),MLS

3781LPC型高压灭菌锅(SANYO
 

Techno
 

Solutions
 

Tottori
 

Co,Ltd.),SB5200D型超声波清洗器(宁波

新芝生物科技股份有限公司)。

1.3 菌种

  菌株分离于广西涠洲岛的海泥,经过ITS
 

rDNA
基因序列分析,鉴定该菌株为真菌Aspergillus

 

sp.,
保藏于广西中医药大学海洋药物研究院,编号为

GXIMD02003。

1.4 方法

1.4.1 种子液制备

  在生物安全柜中将平板培养基的菌种接种于种

子培养基中,在25℃、180
 

r/min下培养72
 

h作为种

子液。

1.4.2 曲酸发酵条件考察

  (1)最佳盐度

  配制盐度分别为0、1%、2%、3%、5%、7%的海

盐水溶液,按1.1节方法制备大米固体培养基,分别

接入种子液5
 

mL,25℃静置发酵30
 

d,每个浓度取3
份样品测定曲酸含量,取平均值。

  (2)最佳发酵时间

  使用最佳盐度制备的大米固体培养基,接入种子

液5
 

mL进行发酵培养,分别在第15,20,25,30,35,

40天取两份样品,检测曲酸含量,计算平均值。

1.4.3 发酵条件验证

  在最佳盐度和发酵时间条件下发酵,高效液相色

谱法(HPLC)检测曲酸含量,计算曲酸产量,从而验

证研究结果的可重现性。

1.4.4 曲酸的提取与检测

  (1)曲酸标准溶液配制

  称取曲酸对照品5
 

mg,精密称量,超纯水溶解

后,转移至10
 

mL容量瓶中,定容至刻度线。配置成

0.54
 

mg/mL曲酸标准储备溶液。在使用时,用超纯

水稀释至所需浓度,分别以质量浓度为8.44,16.88,

33.75,67.5,135
 

mg/L的曲酸标准溶液进样,记录

色谱图。以色谱峰面积(Y)对样品溶液的质量浓度

(X,mg/L)绘制标准曲线,所得回归方程为Y=
24389.37X +2678.94,相 关 系 数 R =0.999

 

99
 

(R2=1),结果说明在8.44-135
 

mg/L内线性关系

良好。

  (2)曲酸的提取

  曲酸的提取方法基于文献[19,20]并作适当调

整。由于曲酸易溶于水,因此通常采用水作为曲酸的

提取溶剂。为确定最佳的提取参数,本研究考察液料
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比和超声提取次数对曲酸提取的影响。其提取方法

简述如下:将发酵后的大米培养基搅碎,称取适量样

品,加入一定比例的蒸馏水超声提取,过滤,合并过滤

液;回收溶剂后得到样品,加入超纯水溶解,定容于

10
 

mL容量瓶中备用。

  (3)曲酸的高效液相色谱法检测

  曲酸检测参照文献[19,20]已报道的方法。色谱

柱:Inertsil
 

ODSSP
 

(5
 

μm,150
 

mm×4.6
 

mm);流
动相:2‰磷酸水溶液(A)/甲醇(B)(95∶5)

 

等度洗

脱;流速:1.2
 

mL/min;柱温:30℃;检测波长:269
 

nm;进样体积:10
 

μL。

2 结果与分析

2.1 曲酸提取条件的确定

  随着提取溶剂体积的增加,大米培养基中曲酸的

提取量均有不同程度提高。方差分析显示,当液料比

达到15∶1后,继续增大液料比,曲酸提取率没有显

著提高,即液料比15∶1和20∶1的提取结果无显著

性差异,因此选择液料比为15∶1(图1a)。另外,随
着超声提取次数的增加,曲酸提取量有所增加,超声

提取1次、2次、3次所得的曲酸含量皆存在显著性差

异,超声提取4次与超声提取3次无显著性差异(图

1b)。因此,3次为最佳提取次数。根据优化的结果,
确定液料比15∶1,提取3次为曲酸的最佳提取

方案。

图1 提取条件的考察

Fig.1 Investigation
 

of
 

extraction
 

condition

2.2 盐度对曲酸产量的影响

  在0、1%、2%、3%、5%、7%盐度下,每克大米产

生的曲酸量分别是11.9,23.6,24.3,21.7,19.9,

19.8
 

mg
 

(图2)。结果表明,随盐度的增加,曲酸产

量增高,在2%海盐的培养基中曲酸产量最高;当海

盐含量大于2%后,曲酸产量呈稍微下降趋势。但总

体而言,含有海盐的大米培养基所产生的曲酸量高于

不含海盐的大米培养基。此外,海盐含量影响 As-
pergillus

 

sp.代谢产物的复杂性,如图3所示,不含

海盐和1%海盐培养基发酵产物的化学成分复杂,非
曲酸成分占比较高;而当盐度达到2%时,代谢产物

成分简单,主要为曲酸。

图2 不同盐度条件下的曲酸产量

  Fig.2 The
 

yield
 

of
 

kojic
 

acid
 

under
  

different
 

salinity
 

conditions

  A-F:浓度依次为0、1%、2%、3%、5%、7%的海盐培养

基,G:曲酸对照品

  A-F:Sea
 

salt
 

medium
 

with
 

concentrations
 

of
 

0,1%,

2%,3%,5%
 

and
 

7%;G:Kojic
 

acid
 

reference
 

substance
图3 不同盐度条件下的发酵产物 HPLC图

  Fig.3 HPLC
 

chromatogram
 

of
 

fermentation
 

products
 

under
  

different
 

salinity
 

conditions

2.3 发酵时间对曲酸产量的影响

  在15,20,25,30,35,40
 

d时的曲酸产量分别为

10.1,13.8,17.0,25.8,26.5,26.2
 

mg/g
 

(图4)。随

发酵时间增加,曲酸的产量越来越高,但30
 

d后曲酸

的产量增幅不大。因此,曲酸的最佳发酵时间为

30
 

d。
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图4 不同发酵时间的曲酸产量

  Fig.4 The
 

yield
 

of
 

kojic
 

acid
 

in
 

different
 

fermentation
 

time

2.4 最佳发酵条件下的曲酸产量

  为进一步验证最佳条件下的曲酸产量,采用2%
海盐的大米培养基发酵30

 

d,HPLC检测曲酸含量,
测得最佳发酵条件下1

 

000
 

g大米培养基发酵产生

的曲酸含量为24.2
 

mg/g
 

(图5)。

图5 最佳发酵条件下的发酵产物 HPLC图

  Fig.5 HPLC
 

chromatogram
 

of
 

fermentation
 

extracts
 

under
  

optimal
 

fermentation
 

conditions

3 讨论

  海盐的主要成分是氯化钠,氯化钠对维持细胞的

正常形态有重要的作用。当盐度提高到一定浓度后,
可能使菌体处于渗透压相对较高的状态而影响真菌

的生长或刺激真菌自身代谢的酶活性,从而影响代谢

产物的变化。与空白组相比,含海盐大米培养基的曲

酸产量均有明显的增加。另外,海盐的含量影响As-
pergillus

 

sp.代谢产物的复杂性(图3),Ola等[21]使

用不含盐的大米培养基培养Aspergillus
 

sp.,其代

谢产物中主要含曲酸,与本研究结果不一致,其原因

可能是文献的菌种Aspergillus
 

sp.是从植物中分离

出,其生长条件不需要盐来维持菌体渗透压便可产生

曲酸。

  真菌的发酵过程可分为真菌生长阶段与代谢产

物积累阶段。在发酵的前期阶段,大米培养基养分充

足,真菌处于生长繁殖时期,代谢产物积累相对较少,

曲酸含量相对较低。随着真菌大量繁殖,其代谢产物

不断积累,曲酸含量明显增加,Aspergillus
 

sp.GX-
IMD02003的曲酸产量在发酵30

 

d达到最高,为

1
 

000
 

g大米培养基发酵产生24.2
 

g曲酸。李天笑

等[22] 发 明 专 利 比 较 米 曲 霉 (A.oryzae
 

ATCC42129)、 杂 色 曲 霉 菌 (A.versicolor
 

ATCC28286)以及黄曲霉(A.flavus)、烟曲霉(A.
fumigatus)、伦氏曲霉(A.lentulus)在不含盐的大米

固 体 培 养 基 发 酵 的 曲 酸 产 量,A.versicolor
 

ATCC28286的产量最高,为1
 

000
 

g大米培养基发

酵产6.2
 

g曲酸[22]。本研究采用含盐大米固体培养

基发酵 Aspergillus
 

sp.GXIMD02003,所得曲酸产

量 高 于 其 报 道 的 杂 色 曲 霉 菌 (A.versicolor
 

ATCC28286)和黄曲霉(A.flavus)
 

的曲酸产量,分
别为3.9倍和22.9倍。

4 结论

  曲酸在生活中被广泛应用,市场需求不断增加,
如何提高曲酸产量备受学者们关注,而优化真菌发酵

工艺是提高曲酸产量的一种重要方法。本研究发现

海洋来源真菌Aspergillus
 

sp.GXIMD02003能够产

生曲酸,其在含2%海盐的大米培养基发酵30
 

d时曲

酸产量相对最高。该研究结果说明海洋来源真菌

Aspergillus
 

sp.GXIMD02003可以作为曲酸的生产

菌株,海盐影响该菌株的曲酸代谢。此外,本研究所

提供发酵工艺所需仪器设备简单、生产成本低、操作

简单,利于工业化生产。
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Abstract:In
 

order
 

to
 

improve
 

the
 

kojic
 

acid
 

production
 

of
 

Aspergillus
 

sp.GXIMD02003,the
 

optimization
 

of
 

fermentation
 

conditions
 

of
 

rice
 

solid
 

medium
 

was
 

carried
 

out
 

to
 

obtain
 

lowcost
 

raw
 

materials
 

of
 

kojic
 

acid
 

and
 

055
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promote
 

the
 

industrial
 

production
 

of
 

kojic
 

acid.
  

The
 

optimal
 

salinity
 

and
 

optimal
 

fermentation
 

time
 

were
 

in-
vestigated

 

by
 

the
 

single
 

factor
 

controlled
 

variable
 

method.The
 

content
 

of
 

kojic
 

acid
 

was
 

determined
 

by
 

HPLC
 

method.The
 

results
 

showed
 

that
 

optimal
 

fermentation
 

conditions
 

for
 

the
 

production
 

of
 

kojic
 

acid
 

by
 

the
 

fun-
gus

 

Aspergillus
 

sp.GXIMD02003
 

were
 

fermented
 

in
 

the
 

2%
 

sea
 

salt
 

solid
 

rice
 

medium
 

for
 

30
 

d.Under
 

these
 

conditions,1
 

000
 

g
 

rice
 

medium
 

can
 

ferment
 

to
 

produce
 

24.2
 

g
 

kojic
 

acid.Therefore,the
 

marinederived
 

fun-
gus

 

Aspergillus
 

sp.GXIMD02003
 

can
 

be
 

used
 

as
 

a
 

kojic
 

acid
 

production
 

strain,and
 

the
 

sea
 

salt
 

concentration
 

affects
 

the
 

kojic
 

acid
 

metabolism
 

of
 

this
 

strain.
Key

 

words:kojic
 

acid,fermatation,Aspergillus
 

sp.,marine
 

fungi,content
 

determination
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