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摘要!为探究富含棕榈油酸"_O+#的酵母提取液在化妆品中的应用潜力和价值!以具有 _O+合成

能力的产油酵母 D015++5.24*305225!4H#582#2aGc!,*-& 及其重组菌株 GG $*! 为研究对象!检测二者

油脂及_O+含量!并测定了 DF25!4H#582#2aGc!,*-& 和 GG $*! 酵母提取液的多酚含量$抗氧化活

性和酪氨酸酶抑制活性% 结果表明&DF25!4H#582#2aGc!,*-& 及其重组菌株 GG $*! 两株酵母油脂

含量分别为 *#8,!B和 &#8&'B!_O+在油脂中的占比分别为 *!8"&B和 *(8""B'两株酵母提取液

的多酚含量最高分别可达"& !(- h'(#

"

=?0C和"& '#( h!(%#

"

=?0C!对a__L自由基的清除率最

高分别可达 ,*8,"B和 ,,8&%B!还原力最高分别可达 "8#'- 和 "8',%!对酪氨酸酶抑制率最高分别

可达 -*8!'B和 --8&,B% 综上!两种酵母提取液均具有良好的抗氧化活性和酪氨酸酶抑制活性!

在化妆品领域具有优良的应用前景%
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HH近年来$生物发酵技术在化妆品中的应用已成为

推动化妆品行业发展的重要创新力量'*(

% 酵母因其

安全性高且能够合成多种活性因子$如活性糖类)多

酚类'!(

)多肽)维生素等天然成分而备受关注% 与

'-
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植物提取相比$酵母发酵技术具有周期短)成本低)

产量效率高)绿色安全等优势$因此利用酵母发酵获

取活性因子是化妆品原料开发的重要来源'&(

%

棕榈油酸"_O+#是一种由 *( 个碳原子组成且

含 * 个双键的
!

$, 单不饱和脂肪酸$有+天然的抗

炎剂,+时光逆转素,的美称'#(

% 研究表明$_O+具

有抑制人体细胞内的黑素因子$改善人体皮肤色素

沉淀的功效!此外$_O+钙盐有显著的润滑性$对金

黄色葡萄球菌及痤疮丙酸杆菌具有选择性杀菌作

用'' $((

% 因此$_O+在化妆品中具有潜在的应用价

值% _O+在自然界物种中特别稀少$高纯度_O+市

场价可达到每克两百多元% 目前$_O+的分离富集

主要以澳洲坚果)沙棘果和鱼油等为原料$但这些来

源存在_O+含量低)资源量严重不足)生产成本高

的问题', $-(

% D015++5.24*305225!4H#582#2aGc !,*-&

是鲜见报道的可以合成_O+的产油酵母$其胞内油

脂中 _O+含量大于 *"B

'*" $**(

% 且 DF25!4H#582#2

aGc!,*-& 具有底物谱广)耐受性强)生物量高)生

物安全性好等特性$ 在最佳培养条件下$ DF

25!4H#582#2aGc!,*-& 的生物量和油脂产量分别达

到了 *(8, =?C和 '8!- =?C$_O+产量为 "8,"" # =?C%

利用基因工程对 DF25!4H#582#2aGc!,*-& 中 _O+

的合成途径进一步强化后$所得重组菌株 GG $*! 的

生物量和油脂产量分别达到了 '-8( =?C和 !-8( =?C$

_O+产量达 ,8& =?C

'*!(

$是目前报道的产油微生物

中_O+产量最高的% _R<=等'*&(通过动物实验证明

了富含 _O+的产油酵母 DF25!4H#582#2aGc!,*-&

没有口服毒性% 但目前关于产 _O+酵母提取液的

活性研究报道较少% 因此$本研究以 DF25!4H#582#2

aGc!,*-& 和其重组菌株 GG $*! 为研究对象$检测

其油脂及_O+的含量$并测定了这两种酵母提取液

的多酚含量)抗氧化活性)酪氨酸酶抑制活性$以探

究富含_O+的酵母提取液在化妆品中的应用潜力

和价值$以期为_O+在化妆品领域的应用提供理论

和技术支撑%

<=材料与方法

*8*H实验材料

D015++5.24*305225!4H#582#2aGc!,*-& 与其重组

菌株 GG $*!$由实验室保藏和构建%

J_a培养基&酵母提取物*" =?C$蛋白胨!" =?C$

葡萄糖 !" =?C% cGc培养基&主培养基 %(" 0C$盐

溶液 !" 0C$微量元素液 !" 0C$"8' =?0C葡萄糖母

液 !"" 0C% 其中&主培养基组成为二水柠檬酸钠

"8* =?C$酵母提取物 "8* =?C$"ML

#

#

!

GO

#

#8,! =?C$

* C磷酸缓冲液!磷酸缓冲液组成为 L̀

!

_O

#

%8--

=?C$M1

!

L_O

#

1!L

!

O"8*! =?C$YL为 '!盐溶液组

成为c=GO

#

1,L

!

O!" =?C$酵母提取物 *" =?C!微

量元素液组成为Q1Q3

!

1!L

!

O# =?C$TRGO

#

1,L

!

O
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以上成分均在 **'e灭菌 !" 02<%

Ld.$'" 高压灭菌锅$日本L2V14101公司!,!'

超低温冰箱$日本三洋公司!cOa$̂ *b单层恒温

振荡培养箱$上海晏泉仪器有限公司!'#!' 型高速

离心机$德国艾本德公司!)d*"""a紫外可见分光

光度计$翱艺仪器"上海#有限公司!&"""T+型多功

能酶标仪$上海闪谱生物科技有限公司%

*8!H实验方法

*8!8*H菌种的培养

摇瓶发酵培养&将 DF25!4H#582#2aGc!,*-& 和

GG $*! 分别接种至含有 ' 0CJ_a培养基的试管

中$置于 !'e)!"" V?02< 恒温摇床振荡培养 &( ;$

按体积分数 *B的接种量转接至 *"" 0C含有 J_a

培养基的摇瓶中继续培养 &( ;%

发酵罐培养&将摇瓶发酵培养的种子接种到

!8' CcGc培养基"保证初始 Oa

(""

为 *#中进行补

料分批发酵$每隔 *! ; 取样检测葡萄糖含量$控制

葡萄糖含量在 '" =?C$每天补加体积分数 !B的微

量元素液和盐溶液% 在 !'e)#"" V?02< 下培养 &(

;$之后转速提高至 %"" V?02<$继续培养 *(% ;$期间

溶解氧保持在 &"B以上$通过自动添加 # 063?C的

M1OL和L

&

_O

#

将 YL控制在 '8""%

*8!8!H酵母提取液的制备

参考安佳星等'*#(的方法制备酵母提取液% 取

*8!8* 在 %"" V?02<发酵罐培养 *!")*##)*(% ;时的

培养液$! '"" V?02< 离心 ' 02<$去除上清液$用生

理盐水清洗沉淀 & 次$以去除培养基$获得菌泥% 取

"8! =菌泥$加入 !'

"

C破壁酶)'

"

C巯基还原剂)

#,"

"

C山梨醇$&"e水浴锅中反应 *8' ]!8" ;$加

入 "8!! ]"8!& =酸洗玻璃珠$涡旋 *"% :$离心取上

清液$得到酵母提取液%

*8!8&H酵母油脂含量)_O+含量及占比测定

采用气相色谱法测定酵母油脂含量'*'(

% 具体

步骤如下&DF25!4H#582#2aGc!,*-& 和 GG $*! 发酵

*(% ;后$取发酵液在 ! '"" V?02< 下离心 ' 02<$去

除上清液$菌体用生理盐水重悬后进行二次离心$获

得菌体细胞% 菌体细胞经液氮速冻后$置于真空冷

冻干燥机中冻干 #% ],! ;至恒重% 准确称取 !" 0=

冻干样品于 *' 0C的玻璃管中$加入 *8' 0C正己

(-
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烷)"8' 0C含 ! 0=?0C苯甲酸甲酯"内标#的正己

烷以及 ! 0C含 *'B硫酸的甲醇溶液$-%e金属浴

振荡 ! ;$期间每 &" 02< 取出涡旋 * 次% 反应完成

后$取出试管$待试管内液体冷却后开盖$加入 * 0C

无菌水充分混匀$低温离心后取上清液进行气相色

谱检测%

色谱条件&L_$%% 气相色谱柱"(" 0g"8!'

00g"8!

"

0#!升温程序为初始温度 *#"e$保持

' 02<$以 #e?02< 升至 !#"e$保持 *' 02<% 按照

公式"*#计算油脂含量")#%

)i-$

"

K-

"

*

*

g*""B "*#

式中&-为样品中脂肪酸峰面积之和!-

"

为内标

峰面积!$

"

为内标含量$0=!*

*

为实际称取的冻干样

品质量$0=%

_O+含量计算式为将式"*#中脂肪酸峰面积之

和替换为_O+峰面积% _O+占比为_O+含量与油

脂含量的比值%

*8!8#H酵母提取液的多酚含量测定

采用福林酚法测定样品多酚含量'*((

% 取 * 0C

样品于试管中$加入 '8" 0C体积分数 *"B的福林

酚溶液$反应 ' 02< 后$加入 #8" 0C质量分数 ,8'B

的碳酸钠溶液$振荡混匀$室温下放置 * ;% 反应结

束后取 !""

"

C反应液于 -( 孔板中$使用酶标仪测

量 ,(" <0处的吸光值$将测得的吸光值代入以没食

子酸为标准溶液绘制的标准曲线中计算多酚含量

"以没食子酸当量表示#%

*8!8'H酵母提取液的抗氧化活性测定

*8!8'8*Ha__L自由基清除能力

参考文献'*,(测定样品的 a__L自由基清除

能力% 取 * 0C样品使用 ! 0C水稀释$置于 ' 0C离

心管中$加入 * 0C"8*! 0=?0Ca__L乙醇溶液$振

荡$室温下反应 ' 02<$ 反应结束后取 !""

"

C反应

液于 -( 孔板中$使用酶标仪测定 '*, <0处的吸光

值"-#% 按上述方法测定 * 0C样品 n! 0C水 n*

0C-'B乙醇的吸光值"-

"

#)& 0C水 n* 0C"8*!

0=?0Ca__L乙醇溶液的吸光值"-

*

#)& 0C水 n*

0C-'B乙醇的吸光值"-

!

#% 根据所测得的吸光

值$按公式"!#计算a__L自由基清除率"J#%

Ji'* $"-$-

"

#?"-

*

$-

!

#( g*""B "!#

以维生素.作为阳性对照$用 -'B乙醇配制不

同质量浓度梯度的维生素 .溶液$按照上述操作测

定其吸光值$并计算a__L自由基清除率$以维生素

.质量浓度为横坐标$a__L自由基清除率为纵坐

标绘制标准曲线% 再根据样品的吸光值计算其维生

素.当量浓度%

*8!8'8!H还原力

参考文献'*%(测定样品的还原力% 取 #""

"

C

样品$加入 '""

"

C质量浓度 * =?*"" 0C的铁氰化

钾溶液)'""

"

C磷酸盐缓冲液$振荡混匀$置于

'"e水浴锅中反应 !" 02<$加入 '""

"

C质量浓度

*" =?*"" 0C的三氯乙酸溶液$摇匀后 & """ V?02<

离心 *" 02<% 取 '""

"

C上清液$加入 '""

"

C蒸馏

水)*""

"

C"8* =?*"" 0C的氯化铁溶液$常温反应

*" 02<后$测定 ,"" <0处吸光值% 以吸光值表征样

品还原力$吸光值越高代表样品的还原力越强%

*8!8(H酵母提取液酪氨酸酶抑制活性的测定

参考文献'*-(测定样品酪氨酸酶抑制活性%

取 * 0C样品$加入 "8' 0C*"" )?0C酪氨酸酶溶

液$充分混匀后$置于 &,e水浴锅中孵育 *" 02<%

孵育结束后加入 ! 0C* 0=?0C的左旋多巴溶液$混

匀后继续于 &,e水浴锅中孵育 ' 02<$测定反应溶

液在 #,' <0处的吸光值"-#% 将 "8' 0C*"" )?0C

酪氨酸酶溶液替换成磷酸氢二钠$柠檬酸缓冲液$

按照上述操作测定其吸光值"-

"

#!同时测定 * 0C

磷酸氢二钠$柠檬酸缓冲液n"8' 0C*"" )?0C酪

氨酸酶溶液的吸光度"-

*

#)*8' 0C磷酸氢二钠$柠

檬酸缓冲液的吸光度"-

!

#% 按公式"!#计算酪氨酸

酶抑制率%

*8!8,H数据统计与分析

采用OV2=2< !"!# 软件对数据进行统计与绘图!

采用 G_GG GX1X2:X29:!! 软件对数据进行显著性差异

分析$,j"8"' 表示有显著性差异%

>=结果与分析

!8*HDF25!4H#582#2aGc!,*-& 和 GG $*! 的油脂含

量$_O+含量与_O+占比

DF25!4H#582#2aGc!,*-& 和 GG $*! 胞内油脂

含量)_O+含量与_O+占比如表 * 所示%

表 <=酵母提取液的胞内油脂含量%T"7含量与T"7占比

O'8&%<=#,0/'6%&&4&'/&+.+-6),0%,0& T"76),0%,0',-

T"7/'0+) )*:%'(0%50/'60( S

酵母种类 油脂含量 _O+含量 _O+占比

DF25!4H#582#2aGc!,*-& *#8,! *8,, *!8"&

GG $*! &#8&' '8'" *(8""

HH由表 * 可知$DF25!4H#582#2aGc!,*-& 和 GG $

*! 的 _O+含量分别为 *8,,B和 '8'"B$油脂中

_O+占比分别为 *!8"&B和 *(8""B% 常见产油酵

母如圆红冬孢酵母和斯达氏油脂酵母的油脂中

_O+含量不高$为 *B ](B$导致 _O+占其总细胞

干质量不足 'B

'!" $!*(

$低于本研究中 GG $*! 的%

,-
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工业中常用的非产油酵母如马克斯克鲁维酵母)酿

酒酵母和裂殖酵母$其_O+在油脂中的含量虽然普

遍较高$但非产油酵母积累油脂能力低下$导致

_O+在细胞中含量仍然很低$皆低于 &B

'!! $!#(

% 综

上$GG $*! 胞内富含油脂$且油脂中 _O+占比较

高% 因此$GG $*! 酵母提取液是在化妆品领域具有

应用潜力的抗黑色素原料%

!8!H酵母提取液中的多酚含量

多酚类物质是天然的抗氧化剂$具有良好的酪

氨酸酶抑制活性和抗氧化作用$对自由基有良好的

清除作用'!'(

% DF25!4H#582#2aGc!,*-& 和 GG $*!

酵母提取液中多酚含量如图 * 所示%

H注&

(

,j"8"'$

((

,j"8"*$

(((

,j"8""*% 下同

HM6XR&

(

,j"8"'$

((

,j"8"*$

(((

,j"8""*8F;R

:10R5R36\

图 <=两种酵母提取液的多酚含量随发酵时间的变化

?+@A<=V'/+'0+),)*.)&:.1%,)&6),0%,0()*0;) :%'(0

%50/'60(;+01*%/2%,0'0+),0+2%

HH由图 * 可知$随着发酵时间延长$两种酵母提取

液中多酚含量均呈上升趋势$当发酵时间为 *(% ;

时$GG $*! 酵母提取液中多酚含量达到"& '#( h

!(%#

"

=?0C$DF25!4H#582#2aGc!,*-& 酵母提取液

的多酚含量达到"& !(- h'(#

"

=?0C% 酿酒酵母常

作为工程菌株用于天然产物的合成$被广泛应用于

化妆品领域% 赵丹等'!((研究表明$酿酒酵母发酵玫

瑰所获得的玫瑰发酵液中多酚含量为"%#, h*&#

"

=?0C% 许满青'!,(研究表明$酿酒酵母发酵桑葚所

获得的果酒中多酚含量为"&-8!' h"8"(#

"

=?0C%

相比而言$DF25!4H#582#2aGc!,*-& 和 GG $*! 两种

酵母提取液多酚含量较高$在抗氧化类化妆品领域

更具有应用前景%

!8&H酵母提取液的抗氧化活性

!8&8*Ha__L自由基清除能力

DF25!4H#582#2aGc!,*-& 和 GG $*! 酵母提取

液的a__L自由基清除率如图 ! 所示%

由图 ! 可知$在相同发酵时间下$GG $*! 酵母

提取液的 a__L自由基清除率大于 DF25!4H#582#2

aGc!,*-& 酵母提取液的% 当发酵时间为 *(% ;

时$DF25!4H#582#2aGc!,*-&和 GG $*!酵母提取液都

具有较高的a__L自由基清除率$分别达 ,*8,"B和

,,8&%B% 以维生素 .作为阳性对照$发酵时间为

*(% ;时$DF25!4H#582#2aGc!,*-& 和 GG $*! 的酵

母提取液的维生素.当量浓度分别为"& "*( h,'*#

"

=?0C和"& #,# h'(%#

"

=?0C% 可见$两种酵母提

取液对a__L自由基有良好的清除能力$具有较强

的抗氧化能力%

图 >=两种酵母提取液的!TTW自由基清除率

随发酵时间的变化

?+@A>=V'/+'0+),)*!TTW/'-+6'&(6'P%,@+,@ /'0%()*0;)

:%'(0%50/'60(;+01*%/2%,0'0+),0+2%

!8&8!H还原力

DF25!4H#582#2aGc!,*-& 和 GG $*! 酵母提取

液的还原力如图 & 所示%

图 D=两种酵母提取液的还原力随发酵时间的变化

?+@AD=V'/+'0+),)*/%-46+,@ .);%/()*0;) :%'(0

%50/'60(;+01*%/2%,0'0+),0+2%

HH由图 & 可知$当发酵时间为 *## ;时$GG $*! 酵

母提取液还原力最高""8',%#$而 DF25!4H#582#2aGc

!,*-& 酵母提取液的还原力在发酵时间 *(% ; 时最

高""8#'-#% 刘晓燕等'!%(研究了发酵前后活性物质

与抗氧化能力存在的相关性$结果显示$发酵液中总

酚含量与TR

& n还原力)a__L自由基清除能力之间

呈极强正相关$说明发酵后还原力有大幅度提升可

能是总酚含量上升的结果% 在发酵时间为 *!")*##

;时$GG $*! 酵母提取液的还原力要明显高于 DF

25!4H#582#2aGc!,*-& 的$这可能是因为GG $*! 酵

母提取液中_O+含量高$其还原力强% 当发酵时间

为 *(% ;时$GG $*! 酵母提取液的还原力显著降低$

%-
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可能是由于在发酵后期$所获得 GG $*! 酵母提取液

中的部分抗氧化物质被氧化分解$或部分细胞死亡

所致%

!8#H酵母提取液的酪氨酸酶抑制活性

黑素对皮肤颜色影响最大$黑素在表皮基底部

的黑素细胞中形成'!-(

% 酪氨酸酶是黑素形成的关

键酶$控制着黑素的形成过程$其活性程度对色素沉

着起主要作用'&"(

% 目前市场上销售的大多数美白)

祛斑的产品都是以抑制酪氨酸酶活性达到美白作

用$故对酪氨酸酶抑制作用的强弱是评价增白化妆

品的主要指标'&*(

% DF25!4H#582#2aGc!,*-& 和 GG $

*! 酵母提取液的酪氨酸酶抑制活性如图 # 所示%

图 G=两种酵母提取液的酪氨酸酶抑制活性

随发酵时间的变化

?+@AG=V'/+'0+),)*0:/)(+,'(%+,1+8+0)/: '60+P+0: )*

0;) :%'(0%50/'60(;+01*%/2%,0'0+),0+2%

HH由图 # 可知$两种酵母提取液的酪氨酸酶抑制

活性较高$均在 %"B以上$且 GG $*! 酵母提取液的

酪氨酸酶抑制活性均大于 DF25!4H#582#2aGc!,*-&

酵母提取液的$这是由于_O+以剂量依赖的方式抑

制了酪氨酸酶的表达'*-(

% 在发酵时间为 *## ; 时$

GG $*! 和 DF25!4H#582#2aGc!,*-& 酵母提取液的酪

氨酸酶抑制活性均最高$抑制率分别达 --8&,B和

-*8!'B% 邓逸琳等'&!(测定了 ( 种乳酸菌发酵液的

酪氨 酸 酶 抑 制 活 性$ 结 果 表 明$ G/0;4H/0#==92

,=/8;/.9*M! 和 G/0;4H/0#==92,=/8;/.9*M# 具有较高

的酪氨酸酶抑制活性$其抑制率分别为 ,*B和 (%B$

均低于 %"B% 可见$富含_O+的酵母提取液具有良

好的酪氨酶抑制活性和抑制黑素生成的功效%

D=结=论

本研究对 DF25!4H#582#2aGc!,*-& 及其重组菌

株 GG $*! 的油脂含量和 _O+含量进行测定$并分

析了二者酵母提取液的多酚含量)抗氧化作用和酪

氨酸酶抑制活性% 结果表明$两株酵母油脂中 _O+

含量较高$酵母提取液中含有丰富的多酚类物质$具

有良好的抗氧化活性和酪氨酸酶抑制活性$在化妆

品领域具有良好的应用潜力% 本研究为富含 _O+

的酵母提取液在化妆品领域的应用提供了理论

基础%
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