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KN03对红发夫酵母生物合成虾青素的影响

华艳艳 孙玉梅 何连芳 陈芳良

(大连轻工业学院生物与食品工程学院，大连，116034)

摘 要 比较了红发夫酵母(Pk∥k砌砒删)以KN0b、NaN03、(NH4)2S04及蛋白胨为氮源的细胞生长及
虾青素合成过程，重点研究了KN0。对红发夫酵母生物合成虾青素的影响。结果表明：低浓度KN03(0．1～0．9

g屯)有利于细胞生长及虾青素合成，而高浓度KN0b(3．0～9．O g屯)抑制细胞生长及虾青素合成。当培养基中

含有0．3 g屯KN03时，红发夫酵母的发酵过程不仅表现出细胞二次生长及虾青素二次合成现象，而且发酵周期

较长，可获得较高的生物量和干细胞虾青素含量，分别为8．13 g屯和0．993 mg电。
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红发夫酵母(P舰．伽砌砒刁吼口)属于担子菌
纲(6口s谢面优弦e￡o“s)的红发夫酵母属(P砌所口)。因

其能发酵多种糖合成具有极高经济价值的虾青素(3，

3’一二羟基一4，4’一二酮基一B，口’一胡萝卜素)而极受关

注u’2J，目前认为红发夫酵母是实现发酵法工业化生

产虾青素最具潜力的菌种之一。

选用能促进产物合成且廉价易得的发酵原料是

控制生产成本和提高产物产量的主要途径之一。

(NH4)2S04是红发夫酵母发酵制备虾青素的常用氮

源L3|。Fang等【4 J研究表明，酵母膏是突变株NCHU—

Fs301培养的最佳氮源。Fontana等【5J以红发夫酵母

发酵制备虾青素，研究发现，蛋白胨是最佳单一氮源；

分别以5．09／L酵母膏、牛肉膏、KN03为氮源，可提

高红发夫酵母中的类胡萝卜素含量。Parajo等№J研

究菌株NRRL Y一17268利用木糖合成虾青素，以3．0

g／L酵母膏和5．0 g几蛋白胨为氮源时，加入0．2 g／
L KNQ有利于提高所产类胡萝卜素中虾青素所占

的比例。而朱明军等¨7J发现，在较高浓度KN03的

培养基中，红发夫酵母的细胞产量及虾青素含量较

低。但目前对KN03为氮源的虾青素发酵过程及动

力学尚无系统研究的报道。

文中采用红发夫酵母AS 2．1557发酵制备虾青

素，比较了以KN03、NaN03、(NH4)2s04及蛋白胨为

氮源的细胞生长和虾青素合成过程，探讨了KN03

对红发夫酵母生长及虾青素合成的影响，以期揭示

KN03影响红发夫酵母生长及虾青素合成的机理。
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1 材料与方法

1．1 实验材料

1．1．1 菌 种

红发夫酵母(珊力m砌谢。列m口)AS 2．1557，
购自中国科学院微生物研究所。

1．1．2培养基

(1)斜面培养基：葡萄糖10 g，麦芽汁(10。Bx)3

g，蛋白胨5 g，酵母膏3 g，琼脂20 g，自来水1 L，pH

6．0。

(2)种子培养基(YM培养基[81)：葡萄糖10 g，麦

芽汁(10。Bx)3 g，蛋白胨5 g，酵母膏3 g，自来水1 L，

pH 6．0。

(3)摇瓶发酵培养基[8]：葡萄糖20 g，(NH4)2S04

5 g，KH2P04 1 g，MgS04。7H20 0．5 g，CaCl2 0．1 g，酵

母膏1 g，自来水1 L，pH 6．0。

1．2实验方法

1．2．1培养方法

(1)菌种活化：取1环4℃保藏的斜面菌种，接种

至新鲜YM斜面，于25℃恒温培养4 d。

(2)液体种子：将2环菌苔接种于装有25 mL种

子培养基的250 mL三角瓶，于22℃、210 r／min振荡

培养48 h。

(3)摇瓶发酵：将2 mL种子液接人装有23 mL

发酵培养基的250 mL三角瓶，于22℃、210 r／min振

荡培养，定期取样测定。

1．2．2测定方法

(1)生物量测定：采用比浊法【9J。取1 mL发酵

液，用纯净水稀释，并以除去菌体的发酵液作空白，测

定500 nm波长下的吸光值。
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由图2可见，当培养基中KN03浓度在0．1～

0．9 g／L时，KN03浓度变化对细胞生长量及虾青素

合成量影响较小，细胞产量及虾青素含量均较高；当

KN03浓度高于0．9 g／L时，明显抑制细胞生长，而

当KN03浓度高于1．5 g／L时，明显抑制虾青素合

成；当培养基中KN03浓度在3．0～9．0 g／L时，

Ⅺ她浓度变化对细胞生长量及虾青素合成量的影响也
较小，但细胞产量及虾青素含量均维持在较低水平。

由此可见，低浓度KNQ对细胞生长及虾青素

的合成有利，而高浓度KNO，会对细胞生长及虾青

素合成产生抑制作用。据文献报道，Cruz等人【12J在

研究红发夫酵母X．如咒dr。砌o“s ATCC 24228以桉

木水解物发酵生产虾青素时，培养基中加入较低浓度

(0．1 g／L)KN03有利于虾青素合成。而朱明军等

人【1lJ在研究以红发夫酵母合成虾青素时，采用了浓

度较高的KN03(6．5 g／L)，这可能就是其生物量及

细胞虾青素含量较低的主要原因。

2．3以Ⅺ、jq为氮源时的发酵动态测定及机理分析

以含7．0 g几(NH4)2S04的摇瓶发酵为对照，跟

踪测定以0．3 g／L KN03为氮源的发酵过程中的生

物量、细胞虾青素含量、发酵液残糖及pH值变化，结

果如图3所示。
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图3以0．3 g／L KN03为氮源的发酵动态测定
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从图3可见，在整个发酵过程中，低浓度KN队

为氮源明显高于(NH4)2S04为氮源的细胞量。在发

酵0～84 h期间，红发夫酵母经历了0～48 h阶段的

快速生长后，有一个短时的平衡阶段，随即在60～84

h期间又出现了一个快速生长阶段，生物量在发酵84

h达到最高值8．13 g几，随后基本趋于稳定。上述实

验现象表明，在含0．3 g几KN03的培养基中，红发夫
酵母的细胞生长存在二次生长。

采用低浓度的KN03为氮源，在发酵的前60 h，

红发夫酵母的虾青素合成与细胞生长同步，与粘红酵

母R幻如￡o州如∥“￡锄括只有在细胞生长停止后才开

始合成类胡萝卜素存在显著差别【13|。在发酵60^

后，细胞的虾青素合成滞后于细胞生长，表现为细胞

达二次生长高峰后，细胞的虾青素合成量剧增，与非

生长关联模式相似，与粘红酵母R^0幽￡orM肠∥“￡i行妇

在细胞生长停止后才开始合成类胡萝卜素存在相似

性。以0．3 g见KN03为氮源，在发酵0～48 h期间，

细胞虾青素含量低于对照组；在发酵48 h时，细胞虾

青素含量达到较高值，在此后较长的一段时间内，细

胞虾青素含量变化不大；在发酵72～96 h期间，菌体

又开始以较快的速度合成虾青素，干细胞虾青素含量

在发酵96 h时达到最大值0．993 mg儋，随后略有下

降。而对照组的细胞虾青素含量在发酵48 h时达到

最高值后明显下降，在发酵60 h后细胞虾青素含量

低于KN0，为氮源发酵的细胞虾青素含量，且随发

酵时间的延长，二者的细胞虾青素含量差别增大。由

此可见，在含0．3 g几KN03的培养基中，红发夫酵母

的虾青素合成存在二次合成，细胞最大量合成虾青素

所需的时间较长。

从图3还可以看出，在整个发酵过程中，低浓度

KN03为氮源与对照组的发酵液pH值和残糖变化

差异较大，表现为前者的发酵液pH值降低幅度较

小，在发酵约60 h开始缓慢回升，接近虾青素合成的

最适pH 4．5～5．0u4|，如此pH值变化对红发夫酵母

的虾青素合成非常有利。而对照组的发酵液pH值

在发酵48 h时降至最低，以后一直稳定在pH 2．25

左右，远低于以低浓度KN03为氮源的同期发酵液

pH值，这可能是导致(NH4)2S04为氮源的发酵后期

细胞虾青素含量不高的主要原因。

以低浓度KNo，为氮源，红发夫酵母的发酵过

程不仅表现出细胞二次生长及虾青素二次合成现象，

而且发酵周期较长，这可能是由于KN03是一种高

度氧化的无机氮源，细胞需将N03一逐步还原成
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