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摘要: � 对链霉菌 G�HD�4发酵液采用酸沉淀、碱性溶液提取、酸水解, 以及多种有机溶剂抽提等工艺手段分

离、纯化出黑色素, 研究其理化性质.结果表明, 该黑色素的最大吸收峰为 246 nm, 与标准黑色素最大吸收峰

相一致� 在 400 nm 波长下, 其光密度值(D )随黑色素质量浓度的增加而增大; 容易被强氧化剂所氧化,而紫

外、光照、温度、有机溶剂、还原剂、各种盐, 以及金属离子对黑色素的影响较小,氨基酸、淀粉等添加物对黑色

素稳定性没有影响,说明该黑色素稳定性良好.
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许多合成黑色素对人体有一定的危害性,有的甚至会致癌, 而天然黑色素因其食用安全性越来越受

到人们的青睐[ 1] .从动物或植物体内提取的黑色素,虽然对人体没有危害性,但是因生产过程繁琐, 生产

成本高等缺点无法大规模生产.微生物所产黑色素一般是由体内的酪氨酸酶催化酪氨酸形成 L�多巴,

再经一系列氧化过程而形成, 属于氨基酸的衍生物,具有无毒、无害、产品稳定性好的特点.而且,产黑色

素的微生物资源丰富,生产工艺简单,便于操作,因此, 研究微生物发酵产生黑色素具有很大的优势[ 2�4] .

黑色素不仅可以作为天然的食用黑色素添加剂,而且在化妆品、防紫外辐射、清除自由基及生物杀虫剂

的光保护等方面的应用比较广泛
[ 5]
. 链霉菌是一种很重要的次生代谢物产生菌种,有可能通过基因工程

方法, 使同一菌种既能产生黑色素, 又能产生某种抗生素,成倍地提高经济效益
[ 6]
. 据文[ 7�8]报道, 产黑

色素的微生物多为细菌, 而放线菌产黑色素较少. 对放线菌所产黑色素的稳定性研究报道较少. 本文就

链霉菌 G�HD�4发酵培养、黑色素的提取及其稳定性进行研究.

1 � 材料与方法

1. 1 � 材料

1. 1. 1 � 菌种 � 链霉菌 G�HD�4(华侨大学工业生物技术福建省高等学校重点实验室分离、筛选并保藏
的菌种) .

1. 1. 2 � 培养基 � ( 1) 高氏一号培养基 [ 6] ( 1 L ) .可溶性淀粉 20 g, KNO 3 1. 0 g , KH 2PO4 0. 5 g, M gSO4

0. 5 g, NaCl 0. 5 g, FeSO4 0. 01 g,琼脂 15 g , pH= 7. 4~ 7. 6.于 121 � 高压蒸汽下灭菌 20 min. ( 2) 种

子培养基( 1 L) .土豆 200 g,胰蛋白胨 5 g,酵母膏 3. 0 g ,葡萄糖 10 g, KH 2 PO 4 2. 0 g , MgSO4 0. 8 g,

CaCl2 0. 3 g , pH= 6. 0.于 115 � 高压蒸汽下灭菌 30 m in. ( 3) 基础发酵培养基( 1 L) .土豆 200 g ,葡萄

糖 20 g, KH 2PO4 3. 0 g, M gSO 4 1. 5 g,胰蛋白胨 5. 0 g, L�酪氨酸 1. 0 g , pH= 5. 9.于 115 � 高压蒸汽

下灭菌 30 min.

1. 2 � 仪器
MP 200A型电子天平, T U�1810PC型紫外�可见分光光度计, 85�2型恒温磁力搅拌器, PHS�3C型
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数字酸度计, DKZ�2型电热恒温振荡水槽, 3K30型超速低温冷冻离心机, DHG�9070型电热恒温鼓风干
燥箱.

1. 3 � 试验方法
1. 3. 1 � 培养方法 � ( 1) 菌种活化.将保存的链霉菌 G�HD�4接种于高氏一号培养基斜面上活化, 于 30

� 培养 2~ 4 d . ( 2) 种子制备. 取新鲜斜面菌种 1环,接种于装有 50 mL 种子培养基的 250 mL 三角瓶

中. 于 150 r  min
- 1
, 30 � 的摇瓶中培养3 d. ( 3) 发酵培养.取 1 mL 种子液,接种于装有 50 mL 基础培

养基的 250 mL 三角瓶中,于 150 r  min- 1 , 30 � 的摇瓶中培养 5 d.

1. 3. 2 � 黑色素的提取与纯化 � 采用酸化沉淀提取黑色素的方法. 将发酵液离心, 去菌体, 上清液用 6

mol  L - 1的 HCl调 pH 值至2~ 3左右,静置过夜,使其充分沉淀,离心后得黑色素的粗提物;粗提物用

1 mol  L
- 1
的 NaOH 溶液充分溶解,离心后, 将上清液再次用 6 mo l  L

- 1
的 HCl调 pH 值至 2~ 3左

右,静置 4 h� 离心得絮状沉淀物重悬于二次蒸馏水中,洗涤至中性后冷冻干燥; 干粉在 6 mo l  L - 1的

HCl中酸解 4 h后, 依次在氯仿、乙酸乙酯、乙醇等有机溶剂中进行抽提,最后得到的固体物用二次蒸馏

水清洗 3次后, 即为纯化的黑色素.

在提取纯化过程中, 多次用6 mol  L
- 1
的HCl处理,以清除极易与黑色素结合在一起的多糖、蛋白

质及脂类等杂质,最后,用二次蒸馏水洗涤至中性,于60 � 烘箱烘干,放置- 20 � 冰箱备用. 100 mL 的

发酵液提取黑色素粗品 520 mg,菌体干重为 512 mg,回收的黑色素质量浓度为 5. 2 g  L - 1 .

1. 3. 3 � 黑色素的物理化学性质 � ( 1) 光谱特征.将链霉菌 G�HD�4所产的黑色素和 Sigma 公司的标准

黑色素分别配成 NaOH 稀释液(简称试验液)� 在室温下以蒸馏水作为基线校正, 用 TU�1810PC型紫
外�可见分光光度计于 200~ 800 nm 波长范围内进行光谱扫描,测定其最大吸收值. 将样品和标准黑色

素分别配成不同质量浓度的溶液, 在 400 nm下测定光密度值( D ,为 3次测得的平均值,下同略) .

据文[ 9]报道,黑色素溶液在可见光区 400 nm 处,其光密度值随着黑色素质量浓度的升高而升高,

图 1� � 黑色素光密度值与质量浓度关系

Fig. 1� T he relation on absorbance and

concentr ation fo r the melanin

并由此可确定黑色素的质量浓度 � 因此, 试验在 400

nm 处测定链霉菌所产黑色素光密度值以检测其性质�
结果发现,黑色素溶液在质量浓度为 0~ 100 mg  L

- 1

范围内,光密度值随质量浓度的增加而增大, 均呈线性

升高,如图 1所示. 这一性质与 Sigma 公司合成的标准

黑色素相一致. 为检测方便, 以下黑色素的理化性质均

在 400 nm 下测其光密度值.

( 2) 溶解性.取提纯的黑色素分别溶解到水、酸、碱

及普通有机溶剂中, 在 25 � 下振荡反应 1 h. 以不加黑

色素的溶剂作为空白对照,在 400 nm 下测定光密度值,

结合光密度值和溶液的颜色变化来比较黑色素在不同

溶液中的溶解性.测定各自溶解性.

( 3) 热稳定性.将试验液分别置于不同温度的恒温

水浴中保温,以 0. 5 h为时间间隔取样,取出后快速冷却至室温, 测定光密度值.

( 4) 光稳定性. 将试验液在日光、黑暗及紫外灯(样品于 15 W 紫外灯 40 cm 处)下放置,在不同的时

间取样,测定光密度值.

( 5) 酸碱稳定性.取一定量 pH= 8. 0的试验液, 分别用 HCl和 NaOH 稀释液调节其 pH 值至 1~

12.样品室温放置 30 min,测定光密度值并观察黑色素的色泽变化.

( 6) 抗氧化性.配制含有质量分数为 30%的 H 2O 2 的不同质量浓度的黑色素溶液, 室温避光放置

0, 0. 5 h,测定光密度值.另取 0. 5, 1. 0, 1. 5 mL 质量分数为 10%的 NaOCl溶液, 加入到相同稀释条件

下 10 mL 黑色素溶液中, 反应 10 m in 后测定光密度值.

( 7) 抗还原性.配制含不同质量浓度亚硫酸钠的黑色素溶液,定时取样测定光密度值.

( 8) 抗干扰性� 分别配制质量浓度为 0. 5 g  L - 1的 CuSO4 , MgSO 4 , CaCl2 , NaCl, FeCl3 , AICl3 ,

ZnSO 4 , KCl, NiSO 4 , M nSO 4和 Li2SO4溶液,取 50 �L 各金属离子溶液,分别加到 10 mL 的黑色素溶液
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中,定时取样测定光密度值.分别配制含有体积分数为 2%的蔗糖、葡萄糖、淀粉、柠檬酸、L�酪氨酸的黑

图 2 � 黑色素的紫外�可见光吸收光谱

� � F ig . 2 � UV spectra o f melanin

色素溶液,定时取样测光密度值.

2 � 结果与分析

2. 1 � 黑色素的吸收光谱

链霉菌所产黑色素与 Sigma 公司的标准黑色素的

吸收光谱,如图 2 所示.由图 2可知, 两者在 246 nm 处

都有一个强吸收峰, 在可见光区内没有特征吸收峰, 吸

收值随波长的增大而减少� 这与文[ 10]具有类似的紫

外吸收光谱.

2. 2 � 黑色素的溶解性
不同溶剂的黑色素的光密度值及颜色, 如表 1 所

示.由表 1 可知, 该黑色素溶于碱性水溶液(如 N aOH ,

Na2 CO 3 )中,其颜色为棕褐色,难溶于水及普通有机溶剂中(如甲苯、氯仿、乙酸乙酯、乙醇、甲醇、乙酸、

石油醚、丙酮、异戊醇等) ,但微溶于二甲基亚砜;在 pH 值小于 3的酸性溶液中, 黑色素以不溶解性的固

体沉淀物存在. 这与文[ 5, 8]报道的黑色素性质基本一致.

表 1 � 不同溶剂的黑色素光密度值及颜色

Tab. 1� M elanin so lutions! abso rbency and co lo r in different solvents

溶剂 D( 400) 颜色 溶剂 D(400) 颜色 溶剂 D(400) 颜色

碱液( pH = 8. 0) 0. 200 棕褐色 甲苯 0. 004 无 石油醚 0 无

二甲基亚砜 0. 045 淡褐色 氯仿 0 无 丙酮 0 无

蒸馏水 0. 008 无 乙醇 0 无 异戊醇 0 无

乙酸乙酯 0. 007 无 乙酸 0 无 酸液( pH= 3. 0) 0 无

甲醇 0. 005 无

2. 3 � 温度对黑色素稳定性的影响

温度( �)对黑色素稳定性的影响结果,如表 2所示. 由表 2可知, 温度在 25~ 60 � 之间,黑色素的

损失很小,光密度值几乎没有变化;在 80 � 加热 0. 5 h, 其光密度值也没有什么变化� 但随着时间( t)的

延长,黑色素的光密度值有所减少;在 100 � 加热 2 h,其光密度值仅减少了 3. 02% .总体上来说, 黑色

素溶液随着温度的升高、时间的延长,光密度值的变化比较小,表明该黑色素对温度有较好的稳定性.

表 2� 温度对黑色素稳定性的影响

T ab. 2� Effect of temperatur e on the stability of the melanin

�/ �
t/ h

0 0. 5 1 1. 5 2 2. 5

25 0. 959 0. 959 0. 959 0. 960 0. 957 0. 957

40 0. 959 0. 959 0. 955 0. 956 0. 956 0. 955

60 0. 959 0. 957 0. 957 0. 955 0. 956 0. 953

80 0. 959 0. 955 0. 942 0. 942 0. 942 0. 939

100 0. 959 0. 946 0. 939 0. 936 0. 934 0. 930

表 3 � 光照对黑色素稳定性的影响

Tab. 3 � Eff ect o f light on the stabilit y of t he melanin

t/ d 0 5 10 15

日照 0. 900 0. 900 0. 898 0. 886

黑暗 0. 900 0. 900 0. 899 0. 898

t/ m in 0 20 40 60

紫外灯 0. 971 0. 979 0. 969 0. 972

2. 4 � 光对黑色素稳定性的影响

光照对黑色素稳定性的影响, 如表 3所

示.由表 3 可知, 黑色素溶液在日照处放置

15 d后,其光密度值仅下降了 1. 55%; 而在

紫外灯下照射 1 h 后,光密度值几乎不变.表

明,该黑色素耐光性良好.

2. 5 � pH值对黑色素稳定性的影响

pH 值对黑色素溶液稳定性的影响,如图 3所示.从图 3可看出, 黑色素在不同的 pH 值下, 其光密
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图 3 � pH 值对黑色素溶液稳定性的影响

F ig. 3� Effect of pH on

the stability o f the melanin

度值有较大变化, 随着 pH 值的升高,黑色素溶液的光

密度值也不断升高.

由于黑色素基本不溶解于 pH 值小于 4的水中, 故

当溶液的 pH 值小于 4时,黑色素的光密度值很低且变

化不大;当 pH= 4~ 5时, 随着黑色素溶解度快速增加,

其光密度值也快速增大; 而当 pH 大于 5时, 随着黑色

素溶解度缓慢增加, 其光密度值也缓慢增大, 溶液颜色

也逐渐加深� 如黑色素颜色在 pH= 3~ 7呈现棕红色,

在 pH= 7~ 12 为棕褐色. 黑色素的这一特性可以适用

于不同的领域, 如化妆品、食品工业、油漆、染料等.

2. 6 � 氧化剂对黑色素稳定性的影响

氧化剂对黑色素稳定性的影响, 如表 4,图 4所示�
由表 4、图 4可知,黑色素溶液随着氧化剂含量的增加,

作用时间的延长,其光密度值降低,颜色明显变浅,长期放置颜色变为无色.这表明, H 2O2 和 N aOCl对

图 4� NaOCl对黑黑色素稳定性的影响

Fig . 4 � Effect of NaOCl on

t he stability of the melanin

该黑色素有漂白作用,同时也说明链霉菌 G�HD�4所产的黑色
素对强氧化剂不稳定.

表 4� H 2O2 对黑色素稳定性的影响

Tab. 4� Effect of H 2O2 on t he stability o f the melanin

t/ h
w( H2O 2) / %

0 0. 1 0. 4 0. 8 1. 2 3. 0

0 0. 481 0. 479 0. 470 0. 457 0. 450 0. 440

0. 5 0. 481 0. 475 0. 457 0. 448 0. 446 0. 423

2. 7 � 还原剂对黑色素稳定性的影响
表 5为还原剂对黑色素稳定性的影响.由表 5可知,在所

考察的范围内,无论是增加亚硫酸钠质量浓度, 还是延长时

间,黑色素溶液的光密度值几乎没有变化. 该结果表明, 还原

剂对该黑色素没有影响.

表 5 � 还原剂对黑色素稳定性的影响

T ab. 5� Effect of r educer on the st abilit y of the melanin

t/ h
 ( Na2 SO3 ) / g  L- 1

0 0. 05 0. 1 0. 2 0. 4 1. 0

0 0. 475 0. 472 0. 465 0. 475 0. 475 0. 476

24 0. 476 0. 470 0. 467 0. 474 0. 471 0. 474

48 0. 471 0. 469 0. 466 0. 467 0. 470 0. 471

96 0. 484 0. 475 0. 471 0. 470 0. 480 0. 470

2. 8 � 金属离子对黑色素稳定性的影响

在食品中往往存在一些金属离子, 金属离子对黑色素颜色的影响,以及是否形成沉淀决定着黑色素

在食品添加剂中的适用性.试验结果表明,当黑色素溶液与离子混合时,其光密度值并没有明显变化.

� � 在 24 h 后, Zn2+ , Fe3+ , Ca2+ 的存在,使得黑色素溶液的光密度值有所增大; 在 48 h 后,含有N a+ ,

K+ 的黑色素溶液的光密度值也有所升高, 而含有 Mn2+ , Ni2+ 的黑色素溶液的光密度值有所减少.总的

来说, 48 h 后的黑色素溶液颜色变化不明显,并且这些离子均没有与黑色素产生沉淀物,这说明金属离

子对黑色素稳定性没有太大影响.

2. 9 � 添加物对黑色素稳定性的影响

葡萄糖、淀粉及各种氨基酸是食品中常见的添加剂� 试验结果表明, 黑色素对各种添加剂的耐受

性,除了柠檬酸外,其余的添加物均对黑色素溶液的稳定性没有影响� 这主要是因为黑色素在酸性溶液
中沉淀,所以柠檬酸的添加使得溶液颜色变浅,光密度值明显降低.
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3 � 结束语

从链霉菌 G�HD�4发酵液分离、纯化出黑色素,在紫外可见光谱下测其最高吸收峰为 246 nm, 与

Sigma公司的黑色素峰型一致.在 400 nm 处光密度值随着黑色素浓度的增加而增大.该黑色素在 pH

值低于 4的酸性溶液中沉淀, 而溶解于碱性溶液中; H 2O2 和 NaOCl等强氧化剂对黑色有漂白作用,长

期放置后,黑色素溶液变为无色,故在应用过程中应避免与氧化剂接触.该黑色素对热、光、还原剂、添加

剂,以及各种金属离子表现出良好的稳定性. 本研究利用发酵法制得的黑色素,其理化性质与其他来源

的黑色素极为相似, 有开发的价值.
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Extraction and Physico�Chemical Proterties of the Melanin

Produced by Streptomyces G�HD�4

ZHENG Chen�na, FANG Bai�shan,
LU O Ju�x iang , JIN Hong�wei

( Key Lab oratory of In dust rial Biotechnology of Fujian Province University, H uaqiao University, Quan zhou 362021, Ch ina)

Abstract: � The melanin deriv ed from ferment br oth o f S tr ep tomyces G�HD�4 w as iso lated and pur ified by acid depo sitio n,

alkaline ex traction, acid hydrobysis and multiplicat e o rg anic solvents extr action, and their physical and chemical pr oper�

t ies w ere studied. The result shows that the max imum absorpt ion peak o f the melanin was 246 nm which ag ree w ith the

typical melanin. The absorbance of the melanin increase w ith an incr ease of melanin! s concentration at 400 nm. T he mela�

nin could be bleached by st rong ox idants, but it had less sensitivit y t o ultrav iolet lig ht o r room light, t emperat ur e, org anic

so lv ents, reducing agents, salts and metal�ions fo r the melanin. Different o f additions such as amino acid, starch et al,

had no effect on the stability of melanin. Physical and chemical pr operties o f the melanin r evealed that t he melanin from

Str ep tomyces G�HD�4 had a favo rable stability.

Keywords: � Str ep tomyces G�HD�4; melanin; ex tr action; purificat ion; physical�chemical pr operties
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