
下勺l. 君6, 八b
.

9
,
君0 0 5

氮源对红友夫酵母生产虾青素的影响

朱晓立
,

朱明军
,

吴振强
,

梁世 中

(华南理工 大学生物科学与工程学院
,

广东广 州 51 06 40 )

摘 要
:

研 究了不 同氮源 对红发夫酵母 生 长及虾青素积 累的影响
。

结果表明
,

在所研究的有机 氮源中
,

玉 米浆是最好的单一

氮源
,

虾青素产量达到 52 5 5卜目L 。

以酵母粉
、

蛋 白膝为单
一氮源 时

,

虾 青素 产量 分 别是 犯87
、

30 87 协g / L ,

远 远低

于 玉 米装 ; 而 无机 氮 源 最佳为柠 檬酸 三按
,

虾青 素产 量
5 7 3 7 林酬L 。

当采 用 玉 米浆和柠檬 酸三 按作 为 混合 氮源

(2: 5 )时
,

虾青素产量达到 7 7 4 6林g /L
。

关键词
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,
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虾青素 (A
s ta x a n th in )

,

即 3
,

3 一二经 基一 4
,

4
’ 一二

酮基一p
,

p
’

一胡萝 卜素
,

呈鲜红色
,

具有极强的抗氧

化
、

抗癌变
、

增强免疫作用 的功能
。

它也是一种理想

的着色剂
,

含虾青 素 的饲料能使蛙 鱼
、

蹲鱼 的皮肤
、

肌 肉象野生鱼一样呈鲜艳的 红色
,

可增加鱼 的抗病

能力
,

提高鱼的繁殖能力
。

由于动物本身体 内并不能

合成虾青素
,

因而虾青素 目前具有广阔 的市场前景
。

红发夫酵母最先 由 P h a ff及其合作者在高纬度地区

落 叶 木 的 渗 出 粘 液 中 发 现
,

属 于 杂 担 抱 子 菌

(H
o te ro b as id io 刀 王笋 et

o
us )

。

该菌具有有氧呼吸和发酵

两种代谢方式
,

有细胞壁
,

是 目前常用于生产虾青素
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本文研究了不同氮源对红发夫酵母生长及

虾青素积累的影响
。

飞 材料与方法
1

.

1 实验材料

菌种 p h 之毋艺a rh o j d名尸刀。 B C Y 3
,

华南理工大学

生化工程研究室选育保藏 ;Y M 培养基 (岁L) 葡萄

糖 lO
,

酵母 膏 3
,

蛋 白陈 5
,

麦芽 汁 3
,

p H S. o; 斜面培

养基 (g / L) 葡萄糖 10
,

酵母 膏 3
,

蛋 白膝 5
,

麦芽汁

3
,

琼脂 2 0
,

p H S
,

O; 液体种子培养基 YM 培养基
;

无

氮基础培养基 (g / 功 葡萄糖 20
,

K ZH PO 4 1
,

M g S O 4
·

7 H ZO 0
.

5
,

酵母膏 0 1
,

p H S
.

O
。

,
.

2 实验方法

1
.

2
.

1 培养方法
1

.

2
.

1
.

1 斜面菌种 的保藏 菌株接人斜面培养基上
,

2 0℃培养 4 8 h
,

4 ℃保藏
。

1
.

2
.

1
.

2 摇瓶种子培养 将一环菌苔接种于装 3 0 m L

种子培养基的 25 0 m L 三角瓶中
,

2O ℃
、

1 6 0 r/ mi
n 培养

4 8 h
。

1
.

2
.

1
.

3 摇瓶发酵培养 将摇瓶种子以 1o % 的接种

量接人装有 3 0 m L 发酵培养基 的 2 5 0 m L 三角 瓶 中
,

2 0 ℃
、

1 6 0 r/ n li n 培养
。

1
.

2. 2 测定方法
1

.

2. 2
.

1 细胞干重的测定 取 1 0 m L 培养液
,

离心洗

涤 2 次
,

1 0 5℃烘至
J

恒重
。

1
.

2. 2 2 虾青素的 提取 [2] 取 sm L 培养液
,

离心洗涤
2 次

,

加 3 m L 3 m o l/ L H C I
,

沸水浴 3 m in
,

迅速冷却
,

离

心洗涤 2 次
,

添加 s m L 甲 醇振荡提取 lm in
,

离心取

上清液
。

如果提取不完全
,

再加甲 醇提取
,

直至菌体

无色
。

提取液置冰箱冷藏至测定
。

1
.

2. 2. 3 虾青素测定 l3] 采用 H P LC 法测定
,

流动相
:

甲 醇
“
乙氰 二 9 : l

,

流动相 流速 I Om L / n 〕in
,

柱温 3 0 ℃
,

以 S ig m
a

公司 的虾青素(A
s ta x a n th in )作为标样

。

2 结果与讨论

2
.

1 不同氮源对红发夫 酵母 生长及虾青素合成的

影响

骊弓译亲万丽
.

刀
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有机氮源采用玉米浆
、

酵母粉
、

脉
、

硫脉
、

蛋 白

陈
;

无机氮源主要是钱盐
,

采用碳酸钱
、

磷酸三钱
、

酒

石酸钱
、

柠檬酸三按
、

硫酸按
、

草酸钱
、

硝酸馁
、

乙酸

按
、

硫酸亚铁钱
。

氮源浓度均采用 6. 5 9 / L[’]
,

研究单一

有机氮源和无机氮源对红发夫酵母 的生长及虾青素

合成的影响
。

2
.

1
.

1 有机氮源对红发夫酵母生长及虾青素合成的

影响 将有机氮源玉米浆
、

酵母粉
、

脉
、

硫脉
、

蛋白陈

添加到无氮培养基中
,

测定其 7 2 h 的细胞干重
、

虾青

素含量及产量
。

有机氮源对红发夫酵母生长及虾青

素合成的影响如 图 1 所示
。
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图 1 有机氮源对红发夫酵母生长及虾青素积累的影 响

虾青素合成的影响如 图 2 所示
。

由 图 2 可知
,

不同 的无机氮源对细胞生长及虾

青素合成的 影响差异很大
,

酒石酸钱
、

柠檬酸三钱
、

草酸按有利于细胞的生长
,

细胞干重分别 为 5. 9 3 、

6. 02
、

5
.

80 别L ;
磷酸三钱

、

酒石酸铰
、

柠檬酸三钱也有

利于虾青素的积累
,

虾青素的含量分别为 7 7 1
、

8 9 9
、

95 3 林 g / g; 酒石酸馁
、

柠檬酸三钱不仅有利于细胞的

生长
,

而且有利于虾青素的积累
,

虾青素 的产量分别

为 5 7 3 4
、

57 3 7 林彭L; 其次为磷酸三钱
,

虾青素产量为

28 67 林盯L 。

而其它无机氮源虾青素产量较低
,

特别是

硫酸亚铁钱
,

虽然其细胞干重为 3 3 2 9 / L
,

但虾青素

含量极低
,

不利于红发夫酵母合成虾青素
。

2. 2 利用有利氮源 时生物量和虾青素积累的变化

曲线

由 图 1 和 图 2 对比可知
,

理想的有机氮源为玉

米浆
,

无机氮源为酒石酸钱
、

柠檬酸三钱
、

磷酸按
。

将

酒石酸铰
、

柠檬酸三按
、

磷酸馁
、

玉米浆添加到 无氮

培养基 中
,

定时测定生物量和虾青素含量
。

2. 2
,

1 有利氮源对红发夫酵母生长 的影 响 这些有

利氮源对红发夫酵母生长的影响如 图 3 所示
。

�闷谕�咽鼻州由 图 1 可 以看出
,

玉米浆
、

酵母粉
、

蛋 白脉有利

于细胞的生长
,

细胞干重分别 为 7. 23
、7

.

2
、

6. 6 9 / L ; 硫

脉和脉不利于细胞的 生长
,

细胞 干重仅 为 2. 7 5 和

2
.

26 彭L 。

玉米浆
、

酵母粉
、

蛋 白陈也有利于虾青素的

积累
,

特别是玉米浆
,

虾青素的含量 为 7 27 林g / g
,

产量

为 5 2 5 5 林g / L
,

远远高于其他 四种有机氮源
,

而且 玉

米浆来源广泛
,

比较廉价
。

因此
,

从工业利用的角 度

来看
,

玉米浆可 以考虑作为红发夫酵母培养生产虾

青素的氮源
。

2
.

1
.

2 无机氮源对红发夫酵母生长及虾青素合成的

影响 将无机氮源碳酸馁
、

磷 酸三按
、

酒 石酸按
、

柠

檬酸三钱
、

硫酸钱
、

草酸钱
、

硝酸钱
、

乙酸钱
、

硫酸亚

铁按添加到无氮培养基 中
,

测定其 7 2 h 的细胞干重
、

虾青素含量及产量
。

无机氮源对红发夫酵母生长及

;Z 一一一一一一一一日
0 1 2 2 4 3 6 4 8 60 7 2 8 4

一今一丘米斗裕泊, 侣檬酸三钱- 祷一酒石酸钱- , 卜- 磷酸三钱

图 3 有利氮源对红发夫酵母生长 的影响

各氮源 的生长较快的 时段不 同
,

玉米浆为 0 一

3 6h
,

酒石酸按 0 一2 4 h ,

柠檬酸三按为 24
一 3 6 h

,

磷酸三

按为 3 6 一4 8h
。

大约在 48 h 之后
,

生物量不再增加
,

趋

于稳定
。

可见
,

有机氮源玉米浆较其它三种氮源更有

利于菌体的生长
,

其次为酒石酸铁
、

柠檬酸三钱
、

磷

酸三按
。

2. 2. 2 有利氮源对虾青素含量和产量的影响 有利

12 00

一闷卜- 玉米浆

一刊卜- 柠檬酸三钱
.

月岭- 酒石酸按

- j 卜- 磷酸三钱
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A 碳酸钱 B 磷酸三按 C 酒石酸钱

D 硫酸馁 E 柠檬酸三按 F 硝酸钱

G 草酸按 H 乙酸钱 I 硫酸亚铁钱

图 2 无机氮源对红发夫酵母生长及虾青素积累的影响 图 4

12 2 4 36 4 8 6 0 7 2 84

培养时间 (h )

氮源对红发夫酵母虾青素含量 的影响

74
.
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酒石酸钱
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图 5 氮源对红发夫酵母虾青素产量的影响

下
,

此 p H 不利于红发夫酵母 的生长
,

使得最终虾青

素的产量相对较低
。

加人酒石酸钱和柠檬酸三铰的 培养基 p H 变化

范围分别为 3
.

4 1一 4
.

1 6
、

3
.

2 8 一 4. 2 5
,

对虾青素积累 的影

响
,

有可能是它们提供了虾青素合成途径中 的有用

物质
。

加入 玉米浆 的 培养基 p H 变化 范 围 为 4. 2 一

5
.

5 6
,

有利于红发夫酵母的生长和虾青素的积累
。

玉米浆和硫酸按混合实验结果如 图 8 所示
。

�闷,ha二�咧代概艇渝

�闷\二明�礼啊播艇输�闷,ha乏�喇如麟枢渝

�闷谕�鼻咽州氮源对虾青素含量和产量的影响如图 东 图 5 所示
。

从 图 4
,

图 5 可知
,

玉米浆虽然不利于虾青素的

积累
, 7 2 h 虾青素含量最高仅为 7 2 6 林岁g

,

但是它有

利于红酵母的生长
,

使得虾青 素产量最高为 53 23 林岁

L; 磷酸三钱有利于虾青 素的积累
,

虾青 素含量最高

为 85 8 林g / g
,

但不利于红酵母的生长
,

使得虾青素产

量仅为 3 27 9 林群L; 柠檬 酸三按
、

酒石酸按有 利于虾

青素 的积累
,

虾青素含量分别为 % 2
、

90 0 林 g / g
,

虾青

素产量分别为 58 88
、

55 10 林扩L 。

由于柠檬酸三钱
、

酒

石酸按成本相对较高
,

所以可以考虑玉米浆与它们

作为混合氮源
,

降低成本
,

发挥各 自的优势
。

2. 2. 3 有利氮源对培养基 p H 的影 响 有利氮源对

培养基 p H 的影响如图 6 所示
。

... 进进
主物量 .!!! 虾青素含星星鳖a 虾 jjj青素素产量量

{{{{{}}}}}}}}IIIJJJ}}}
lllllll
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7 0 0 0

60 0 0

5 0 0 0

4 0 0 0

3 0 0 0

2 0 00

10 00

0

玉米浆占混合氮源的百分 比 ( % )

图 8 玉米浆和硫酸钱混合对红发夫酵母生长

及虾青素积累的影响

从图 8 可知
,

随着玉米浆所 占总氮源百分 比的

增加
,

红酵母 的生物量
、

虾青素的 含量和产量逐渐增

加
,

当玉米浆 占总氮源的 8 0 %时达到最高
,

分别为

6. 0 4 9 / L
、

1 1 0 1 林g / g
、 6 6 4 4 林g / L 。

硫酸钱对红酵母的生

物量
、

虾青素 的含量和产量影响不明显
。

酵母粉与柠檬酸三按混合实验结果如图 9 所示
。
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图 6 红发夫酵母生长过程 中 pH 的变化 曲线

从 图 6 可知
,

加人磷酸三按的 培养基 p H
,

随培

养时间下降明显
。 2 4 h p H 下降至 3

.

09
,

此后降至 3 以
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柠檬酸三铰占总氮源的百分 比 ( % )

图 9 酵母粉和柠檬酸三按混合对红发夫酵母

生长及虾青素积累的影响

从 图 9 可知
,

酵母粉对红酵母 的生长影响很大
,

随着其 比例的下降
,

生物量下降明显
,

当酵母粉占总

氮源百分 比为 8 0 % 和 2 0 % 时
,

生物量分别为 7. 0 4 、

6. 2 9 酬L
。

而柠檬酸三按对虾青素的积累有利
,

随着

其含量 的增加
,

虾青素的含量与产量也随之增加
,

当

占 总 氮 源 8 0 % 时
,

虾 青 素 含 量 与 产 量 分 别 为

1 0 0 4 林9/ 9
、

6 3 1 3 协 g/ L 。

3 结论

实验结果表明
,

不同氮源对于红发夫酵母 的生

长及虾青素产量有显著影响
。
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图 7 玉米浆和柠檬酸三按混合对红发夫酵母

生长及虾青素积累的影 响
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F匕l. 2 6, N d
.

9
,
2 口口J

泡持值
,

同时做空 白实验
。

2
.

3 尸G A 添加量对纯生啤酒泡沫稳定性的影响

见表 1
。

从表 1 可
、

以看出
,

空 白酒样的泡持值为

29 4 5 ; 当试样用量为 3O m g / L 时
,

啤酒 的泡持值 为

36 7 5 ;
当试样用量 为 35 m g / L 时

,

啤酒 的泡持值 为

40 2 5 ; 当用量超过 35 m g / L 时
,

啤酒 的 泡持值 反而呈

下降趋势
。

表 1 PG A 添加量对纯生啤酒泡沫稳定性的影响

表 3 PG A 对清酒理化指标的影响

项 目 加 PG A 所滤的清酒 未加 PG A 所滤的清酒

色度(E BC )

酒精度户11 / m (% )

双乙酞 (m 岁L)
PH

浊度(E BC )

C 0 2 , n『m (% )

总酸(m L/ 10 0m L)
苦味值(B

u
)

6
.

0

3
.

2 1

0
.

05

4
.

4

0
.

3 1

0
.

6 1

1 8 2

13 6

6
.

0

3
.

2 0

0
.

0 6

4
.

5

0
.

33

0
.

60

1
.

82

1 3
.

9

PGA 溶液用量(m g/ L) 0

泡持值 (s ) 2 94

2. 4 户G A 添加量对货 架期 内纯生啤酒泡沫稳定性

的影响

见表 2
。

由表 2 可见
,

在纯生啤酒 中添加微量的
P G A 可明显地提高纯生啤酒的泡沫稳定性

,

有效地

延缓货架期内成 品啤酒泡沫稳定性的衰减
。

表 2 PGA 添加量对货架期内纯生啤酒泡沫稳定性的影响

货架期 间泡持值 (
S
)

0d一809002489085516
112八
、门j八j内、�门j

PG A 用量

(m g / L) ld 7 d 14 d Z ld 3 0 d

3 1 在纯生啤酒中添加适量的 PG A
,

既可提高纯生

啤酒 的泡沫稳定性
,

又可延缓货架期内纯生啤酒泡

沫稳定性的衰减
。

3. 2 啤酒 的泡沫稳定性随 P G A 添加量 的增加而增

强
。

当 P G A 的添加量达到 35 m 留L 时
,

可使纯生啤酒

的 泡 沫稳 定 性 明 显提 高 ; 当 PG A 的 添加 量超 过

35 m 岁L 时
,

其作用效果趋于稳定
,

甚至出现下降趋

势
。

3
.

3 由于 P G A 的 耐热性较差
,

其水溶液在 6 0℃以下

稳定
,

因而 P G A 特别适用于纯生啤酒的泡沫稳定剂
。

3. 4 P G A 的使用对纯生啤酒 的其 他感官指标及生

物稳定性均不会产生不 良 的影响
。

即使通过温瓶处

理
,

P G A 也不会影响纯生啤酒的风味及胶体稳定性
。

3
.

5 P G A 在酸性溶液中特别稳定
,

因此在配制 P G A

溶液时
,

应先将 水的 p H 调整 到 6 .0 以下
,

最终溶液

的 p H 不得超过 5 0 。
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勺J八J八、�飞�亡 内」飞1�找42,14�0

J

Ilj99气
�,1.八j伟O内,八j内、�内」0604206500906722八,飞�4内、�375080024709580勺�

内j内Jq口4飞�
八,�

扭一9016287208%%
,闷
�,白q�八、�伟J月咔八、�勺,

44n八7,‘nQO293031364040390202530354045

2. 5 尸G A 对纯生啤酒理化指标的影响

见表 3 。

通过分析可知
,

添加微量的 PG A 对清酒

的理化指标没有影响
。

2. 6 PG A 对纯生啤酒口味的影响

对添加 P G A 所滤出 的清酒及成品酒与空 白样作

对照品评
,

两者 口味一致
,

未发现有异味
。

3 结论
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单一氮源
,

虾青素产量分别达到 5 2 5 5
、

5 7 3 7 林盯L
。

玉

米浆很容易被微生物利用
,

因为它含有丰富 的氨基

酸 (丙氨酸
、

赖氨酸
、

谷氨酸
、

撷氨酸
、

苯丙氨酸等 )
、

还原糖
、

磷
、

微量元素和生长素 [5]
。

柠檬酸三按被菌体

利用后
,

培养液中 就留 下酸性物质柠檬酸
,

引起 p H

的变化
。

柠檬酸可能与金属 离子作用起到 了调解 p H

的作用
,

而且柠檬酸也是三梭酸循环的 中 间物质
,

对

整个发酵体系 中 的虾青素合成途径有积极作用
。

玉

米浆和柠檬酸三钱的混合氮源对红发夫酵母积累虾

青素效果更佳
,

当玉米浆在混合氮源 中占 4 0 %时
,

虾

青素含量和产量最高
,

分别为 10 68 林酬g
、

77 46 林g / L ,

两者存在正的交互作用
。
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