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酵母发酵过程中海藻糖的定性与定量测定
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摘 � 要: 应用纸层析对酵母提取液中海藻糖进行了定性分析,并应用蒽酮硫酸比色- DNS比色法

对酵母提取液中海藻糖进行了定量测定,确定了海藻糖定性定量的条件。研究结果经与 HPLC 分

析结果验证,表明该法对测定海藻糖含量具有较高的准确度和精密度,而且该法操作简单,易于掌

握, 比较适合在海藻糖产生菌筛选中应用。
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Abstract: A method to determine t rehalose in yeast ex t ract using paper chromatography w as

invest ig ated in this manuscript . M eanwhile, a process to determine the concentrat ion of t rehalose

by Anthrone- sulphur ic acid colorimetric method w as developed. Compared to the results f rom

HPLC, the paper chromatog raphy method w as identif ied as highly accurate and precise in the

determinat ion of tr ehalose. T her efore, the paper chr omatogr aphy methods w as proven to be easy

oper ate and suitable fo r the screening o f st rains producing t rehalo se.
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� � 海藻糖( T rehalose)是由两个葡萄糖分子通过

半缩醛羟基结合而成的非还原性双糖
[ 1]
, 广泛存在

于细菌、藻类、酵母、低等植物、昆虫和其他无脊椎

动物中, 尤其在霉菌、蘑菇等真菌中含量高达干重

的 20%
[ 2]
。海藻糖的性质非常稳定, 具有耐干燥、

耐冷冻、保湿、低热值[ 3] 等不同于其它碳水化合物

的独特的生物学性质, 使得海藻糖在食品、医药工

业、化妆品和农业等领域
[ 4]
有着广阔的应用前景。

但是,由于海藻糖是一种非还原性二糖, 在分

子结构上与蔗糖比较接近,一般采用 H PLC对其进

行精确定量分析。但是,使用 HPLC 分析, 不但操

作成本高,而且样品制备比较繁琐, 不适用于海藻

糖生产菌的筛选。作者将采用纸层析法应用于海

藻糖生产菌的筛选工作中, 经过 HPLC 分析验证,

该法不但操作简单,而且重现性和准确性都达到了

较为理想的水平。

1 � 材料与方法

1� 1 � 材料与仪器
1� 1� 1 � 供试菌株 � 酿酒酵母( S accharomyces cere-



v isiae) 3株,江南大学生物工程学院代谢调控与代

谢工程研究室保藏菌种。

1� 1� 2 � 培养基 � 种子培养基(组分 g / L ) : 葡萄糖

10,酵母膏 5, 蛋白胨 10, KH 2 PO 4 3; 发酵培养基

(组分 g/ L ) : 葡萄糖 30, 玉米浆 11, 酵母膏 1,

KH2 PO 4 0� 9, NaH 2PO4 1� 5, M gSO 4 � 7H 2O 0� 15。
培养基调 pH 5� 0~ 5� 5。种子培养基在 0� 07 MPa

下灭菌 15 m in, 发酵培养基在 0� 1 MPa 下灭菌 20

min。

1� 1� 3 � 主要仪器与设备 � 721 分光光度计,上海第

三分析仪器厂产品; 立式圆形压力蒸汽灭菌器, 上

海医用核子仪器有限公司产品; 往复式摇床, 无锡

查桥轻机厂产品; 超净工作台, 苏净集团安泰公司

产品; PHS-3C 型精密 pH 计, 上海雷磁仪器厂产

品; 电热恒温鼓风干燥箱, 上海精宏实验设备有限

公司产品。电热恒温水浴锅, 上海医疗器械五厂产

品; Ag ilent1100,美国安捷伦公司产品。

1� 2 � 实验方法
1� 2� 1 � 酵母提取液的制备 � 将培养离心后的适量
酵母泥置于烧杯中均匀铺成薄层, 放入 90 � 烘箱

中处理 60 m in。然后以固液质量体积比 1 g � 10

mL 加预冷的去离子水,摇匀后 42 � 水浴 20 m in,

取出后 6 000 r/ min离心10 min即得酵母海藻糖提

取液
[ 5]
。

1� 2� 2 � DNS测还原糖 [ 6]

1)称取酒石钾钠 182� 0 g ,溶于 500 mL 蒸馏水

中,加热(不超过 50 � ) , 于热溶液中依次加入 3, 5-

二硝基水杨酸 6� 3 g , NaOH 21� 0 g ,苯酚 5� 0 g, 无
水亚硫酸钠 5� 0 g,搅拌至溶解完全, 冷却后用蒸馏
水定容至 1 000 mL,贮存于棕色瓶中,室温保存。

2) 1 mg / mL 葡萄糖标准液: 准确称取 105 � 烘

至恒重的葡萄糖 1 g ,加少量水溶解后再加 8 mL 浓

盐酸,以蒸馏水定容至 1 000 mL。

3)标准曲线的制作:以标准葡萄糖溶液为基准

液,取数支试管进行 2~ 10 倍系列稀释。分别去稀

释液 0� 5 mL,加入 DNS 试剂 0� 5 mL,混合均与后

沸水浴 5 m in,取出立即冷却并加入 8 mL 蒸馏水,

于 540 nm处测定各管吸光值。以 A 540 nm对葡萄糖

质量浓度绘制标准曲线, 结果见图 1。

4)还原糖的测定: 将酵母提取液直接以 DNS

法测定光密度值, 根据葡萄糖标准曲线, 计算出还

原糖的量[ 7] 。

1� 2� 3 � 蒽酮-硫酸法测总糖 [ 8]

1)蒽酮-硫酸溶液的配制:称取蒽酮 0� 2 g, 加浓
硫酸 100 mL,混匀即可(现配现用)。

2)标准葡萄糖溶液的配制: 精密称取干燥至恒

重的无水葡萄糖配制成浓度为 1� 00 mg/ mL 的溶
液, 备用。

3)标准曲线的制备: 以上述标准液为基准配制

0, 0� 01, 0� 02, 0� 03, 0� 04, 0� 05, 0� 06 mg/ mL 的葡
萄糖溶液各 2� 00 mL, 摇匀, 各管分别加质量分数

0� 2%的蒽酮-硫酸试剂 8 mL 与沸水浴中加热 10

min(从水浴重新沸腾算起) , 取出,用自来水冷却,

在630 nm 处以首管作空白, 测定吸光度。以 A 630 nm

对葡萄糖质量浓度绘制标准曲线,结果见图 2。

4)总糖的测定: 将酵母提取液稀释 100倍, 按

上述操作测 A 630 nm ,根据标准曲线, 计算出酵母提取

液中总糖的含量。

1� 2� 4 � 蒽酮-硫酸法测海藻糖标准曲线
1)标准海藻糖溶液的配制: 精密称取干燥至恒

重的无水海藻糖配制成浓度为 1� 00 mg/ mL 的溶
液, 备用。

2)标准曲线的制备:具体同上述操作。以 A 630 nm

对海藻糖质量浓度绘制标准曲线,结果见图 3。

1� 2� 5 � 纸层析法[ 9]

1)试剂配制

展开剂: V (正丁醇) �V (丙酮) �V (水) � V (醋

酸) = 10� 6� 6�2。

显色剂: A 液: AgNO 3的水-丙酮饱和溶液, V

(水) �V (丙酮) = 1�200

B液: 将 1 g NaOH 晶体溶于 100 g 乙醇水溶

液中, m(乙醇) �m(水) = 1 �1。

2)层析操作: 取长33 cm, 宽15 cm 的层析滤纸

条上,于起始线(起始线距滤纸末端 5 cm )上分别用

海藻糖标准品和提取液相距 1 cm 点样, 斑点直径

不得超过 5 mm,越小越好。点样量为葡萄糖 2 �g、

蔗糖 10 �g、海藻糖 4 �g、提取液 40 �L。吹干后,至

于展开剂饱和的层析缸中, 上行展开层析数小时,

待展开剂距起始线 32 cm 的前沿线上时, 取出。自

然风干,先在滤纸条上均匀喷上 A 液, 50 � 烘干,
再均与喷上 B液, 再烘干, 数分钟后,棕黄色的滤纸

上便显出样品的斑点。

1� 2� 6 � HPLC 色谱分析条件 � 色谱柱: NH 2键合

相柱, 5 mL, 250 mm � 4� 6 mm; 流动相: V (乙腈) �

V(水) = 70�30;流量: 1 mL/ min;柱温: 25 � ; 检测

器: 视差折光检测器 [ 9]。

2 � 结果与讨论

2� 1 � DNS测得还原糖的标准曲线
DNS 测得还原糖的标准曲线见图 1。
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图 1 � DNS测定葡萄糖质量浓度标准曲线

Fig. 1 � The standard curve of glucose measurement by

DNS

2� 2 � 蒽酮测得葡萄糖标准曲线
蒽酮测得葡萄糖标准曲线见图 2。

图 2 � 蒽酮测定葡萄糖质量浓度标准曲线

Fig. 2 � The standard curve of glucose measurement by

anthrone-sulfuric method

2� 3 � 蒽酮硫酸法测得海藻糖标准曲线
蒽酮硫酸法测得海藻糖标准曲线见图 3。

图 3� 蒽酮测定海藻糖质量浓度标准曲线

Fig. 3 � The standard curve of trehalose measurement by

anthrone- sulfuric method

表 1 � 蒽酮硫酸法测得酵母提取液中总糖的质量浓度及对

应的吸光值

Tab. 1 � Total carbohydrates content and relevant OD level by

anthrone-sulfuric method

酵母

稀释后的

总糖
A 值

对应糖

质量浓度/
( mg/ mL)

原提取液

液质量浓度/
( mg/ mL)

总糖对应
A 值

1# 0. 23 0. 022 7 2. 27 23. 2

2# 0. 51 0. 063 3 6. 33 51. 0

3# 0. 28 0. 029 7 2. 97 28. 0

� � 表 2显示 2# 酵母提取液非还原糖含量最高, 3

# 酵母提取液含量其次, 1# 最低。

表 2 � DNS法测得还原糖的质量浓度及 A值差值对应非还原糖的质量浓度

Tab. 2 � Reducing sugar level and nonreducing sugar level by DNS

酵母 A DNS法

还原糖

质量浓度/
( mg/ mL)

A 蒽酮硫酸法 ( A 总糖- A 还原糖 )
非还原糖

质量浓度/
( mg / mL )

1# 2. 51 2. 12 14. 6 8. 6 1. 0

2# 2. 57 2. 17 14. 9 36. 1 4. 2

3# 0. 97 0. 82 5. 7 22. 3 2. 6

2� 4 � 纸层析图
实验结果显示, 酵母提取液中都有与海藻糖标

准品值相同的斑点,这表明酵母提取液中有海藻糖

成分。斑点的大小与所点样品的量有关, 通过纸层

析观察3株酵母海藻糖合成能力的大小。图4结果

显示: 2# 酵母的斑点最大, 3# 酵母的斑点其次, 1

# 酵母的斑点最小, 对应外加 30�g 的海藻糖标准

液层析得到的图谱 2# 最大, 3# 次之, 1# 最小, 所

得结果与用吸光度计算得的结果完全一致。

2� 5 � HPLC视差折光检测器检测法分离测定海藻
糖、葡萄糖、蔗糖的色谱结果

为了准确测定细胞内海藻糖的含量,作者采用

HPLC对其进行了定量分析比对上述测量结果。

� � 3株酵母中 2# 酵母产海藻糖能力最强, 3# 酵

母其次, 1# 酵母最弱。由图 5~ 图9的 HPLC 图和

表 3可看出, 1# 酵母提取液中葡萄糖的含量最高,
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海藻糖含量相对低,由此可知, 1# 酵母海藻糖的转化

能力也较弱。3# 酵母提取液中虽然海藻糖占总糖的

比率较高,但是蔗糖等杂峰较多,相比而言 2# 酵母

最为理想,杂峰少,海藻糖产量高,转化率也较高。

图 4� 标准样品与酵母提取物的纸层析对照图谱

Fig. 4 � Comparison of paper chromatography between

standard sample and yeast extract

图 5 � 葡萄糖和蔗糖标准品 HPLC图

Fig. 5 � Chromatogram of standard sample of glucose and

sucrose

图 6� 海藻糖标准品 HPLC图

Fig. 6 � Chromatogram of standard sample of trehalose

� � 此外, 就葡萄糖、蔗糖和海藻糖 3种糖而言, 2

# 和 1# 酵母中总糖含量较高,约为 7� 3 mg / mL 和

7� 2 mg / mL,而 3# 酵母提取液中总糖为 4� 2 mg/

mL,可以粗略地说明 1# 和 2# 酵母的耐糖能力较

强。

图 7 � 1# 酵母提取液液 HPLC图

Fig. 7 � Chromatogram of sample prepared by the f irst

yeast

图 8� 2# 酵母提取液 HPLC图

Fig. 8 � Chromatogram of sample prepared by the second

yeast

图 9� 3# 酵母提取液 HPLC图

Fig. 9 � Chromatogram of sample prepared by the third

yeast

� � 对比表 2和表 3发现, 用DNS和蒽酮硫酸法测

得的非还原糖的含量和 HPLC 中海藻糖的含量相

差不大,由 HPLC结果知 3株酵母的酵母提取液中

蔗糖与海藻糖的比为 55� 2% , 13� 5% , 31� 5% ,其中

2# 酵母蔗糖含量最小, 而海藻糖产量最高, 因此,

可选 2# 酵母进行下一步研究以提高产量。
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表 3� 3 株酵母提取液中主要糖类的质量浓度

Tab. 3� Concentration of the main carbohydrates in yeast ex-

tract

样品
质量浓度/ ( mg / mL )

葡萄糖 蔗糖 海藻糖

标样 2� 000 5� 000 2� 000

1# 6. 370 0. 289 0. 524

2# 1. 849 0. 648 4. 811

3# 0. 347 0. 932 2. 959

由图中各标准曲线得知, 各波长处的吸光度与糖含

量的正相关线性程度很高;糖成分清晰的 2# 酵母

提取液用两种方法测得的含量分别为 4� 2 mg / mL
和 4� 8 mg / mL,排除来自两种测量方法中由处理方
法不同而带来的误差。所以, 相对于 HPLC 方法,

该法对初步测量酵母海藻糖的含量有较高的准确

度和精密度。由于海藻糖是应激性糖在非还原糖

中的含量是主要的,所以在酵母培养条件优化等胁

迫因素的刺激下含量会更高,蔗糖与海藻糖的含量

比值减小,那么 DN S 和蒽酮硫酸法测得的数值则

更趋近于 HPLC所测得的数值。

3 � 结 � 语

海藻糖作为一种应激代谢物, 在营养缺乏, 环

境胁迫, 生长受限的情况下才大量积累, 其干重甚

至占酵母干重的 16%
[ 10]
。采用 DN S 和蒽酮硫酸

法测得非还原糖的含量与 HPLC 结果相似, 可以简

便的测量海藻糖粗含量。另外通过观察海藻糖纸

层析图中斑点的大小与亮度也可以粗略的判断海

藻糖的含量大小,这样就大大降低了海藻糖生产菌

初筛中的工作量和研究成本,该法比较适宜于大量

潜力菌的筛选工作中。
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