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摘  要: 【目的】考察不同补料工艺对法夫酵母菌株生长和虾青素合成的影响。【方法】

对法夫酵母 JMU-VDL668 和 JMU-MVP14 菌株在 7 L 罐中进行分批及分批补料培养; 同

时, 测定发酵过程中生物量、虾青素和葡萄糖含量的变化。【结果】采用恒 DO 补料, 法

夫酵母 JMU-VDL668 菌株获得的生物量最大(64.6 g/L), 是分批培养的 2.2 倍; 采用恒 pH

补料发酵, 虾青素的产量最高(20.6 mg/L), 是分批培养的 1.5 倍。与 JMU-VDL668 菌株不

同, 虾青素高产菌株 JMU-MVP14 菌株采用恒 pH 补料, 获得生物量最大(48.5 g/L), 但虾

青素产量大大降低(仅 17.5 mg/L); 采用脉冲补料, 虾青素产量最高, 达到 414.1 mg/L, 与

分批发酵相比提高了 200.2%; 采用恒 DO 补料 , 生物量 (38.5 g/L)和虾青素产量

(403.2 mg/L)增加显著, 与分批发酵相比分别提高了 133.1%和 192.3%。【结论】不同补料

工艺对法夫酵母菌株生产虾青素影响很大。其中 , 采用恒 pH 补料工艺 , 法夫酵母

JMU-VDL668 菌株可以获得最高的虾青素产量, 而采用脉冲补料工艺, 最适于法夫酵母

JMU-MVP14 菌株发酵生产虾青素。 
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Abstract: [Objective] Several fed-batch fermentation modes were studied to investigate the 

effect on cell growth and astaxanthin synthesis of Phaffia rhodozyma. [Methods] Biomass, 

astaxanthin concentration and residual sugar concentration were detected when two Phaffia 

rhodozyma strains (JMU-VDL668 and JMU-MVP14) were fermented in 7 L bioreactor by 

batch and fed-batch culture. [Results] The highest biomass (64.6 g/L) of Phaffia rhodozyma 

JMU-VDL668, which was more than 2.2 times of batch culture, was obtained from DO-stat 

feeding culture; and pH-stat feeding culture brought the highest astaxanthin concentration 

(20.6 mg/L), which was 1.5 times of batch culture. Differently with the results of Phaffia 

rhodozyma JMU-VDL668, the highest astaxanthin concentration (414.1 mg/L) of Phaffia 

rhodozyma JMU-MVP14 was obtained by Pulse-fed culture, which increased by 200.2% 

compared with batch fermentation. Actually, biomass (38.5 g/L) and astaxanthin concentration 

(403.2 mg/L) were also improved significantly when DO-stat feeding culture was used, in-

creased by 133.1% and 192.3% compared with batch fermentation respectively. [Conclusion] 

The production of astaxanthin had a significant effect due to different fed-batch fermentation 

modes. What’s more, the highest astaxanthin concentration of Phaffia rhodozyma 

JMU-VDL668 was obtained by pH-stat feeding culture while Pulse-fed culture was optimal for 

Phaffia rhodozyma JMU-MVP14 to product astaxanthin.  

Keywords: Phaffia rhodozyma, Astaxanthin, Fermentation, Fed-batch process 

虾青素(Astaxanthin)是一种脂溶性的酮式类

胡萝卜素, 因具备很强生理功能, 如抗氧化性以

及抗肿瘤、增强免疫力等, 而在食品、饲料、化

妆品、医药等方面具有广泛的应用[1]。 

法夫酵母(Phaffia rhodozyma)是可生产天然

虾青素的主要微生物之一。在法夫酵母发酵过程

中, 通过补料的方式控制底物浓度, 可以实现菌

体高密度培养, 提高虾青素产量。国内外对法夫

酵母产虾青素的分批补料发酵方式进行了较多

的研究: Ho 等[2]通过研究不同的补料方式对法夫

酵母发酵的影响, 发现采用 DO-stat 法可得到最

大 生 物 量 (17.4 g/L), 而 胞 内 虾 青 素 含 量 最 低

(307 μg/g); 采用指数流加方式得到的生物量最

低(14.7 g/L), 但胞内虾青素含量最高(412 μg/g)。
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de la Fuente 等[3]在 10 L 发酵罐中进行法夫酵母的

分批补料培养同时照射白光, 其胞内虾青素含量

达到 4.7 mg/g, 虾青素产量达到 420 mg/L。梁新

乐等[4]研究发现, 采用指数补料流加, 生物量最

大可达 32.56 g/L, 虾青素含量达到了 14.52 mg/L。

汪洪涛等[5]对法夫酵母的不同补料发酵方式进行

了研究, 结果表明: 采用恒 pH 葡萄糖-氨水流加

培养, 类胡萝卜素总量和生物量均具有最大值, 

分别为 54.3 mg/L 和 49.5 g/L。鲁明波等[6]在法夫

酵母的发酵动力学模型的基础上, 提出一种两阶

段补料策略, 虾青素产量达到 29.05 mg/L; 肖安

风等[7]在 5 L 发酵罐中进行法夫酵母反复分批补

料培养, 第二批次的生物量及虾青素含量都达到

了第一批次的水平, 通过该法缩短了发酵周期, 

使生产效率得到提高。 

从以上研究可以发现, 不同的补料发酵方式

对法夫酵母的细胞生长和虾青素合成影响很大; 

同时, 由于不同菌株之间的发酵特性差异较大, 

所需的最优补料方式也有所不同。本实验室在前

期研究中, 以法夫酵母 JMU-VDL668 为出发菌株

筛选得到了一株高产虾青素的法夫酵母菌株

(JMU-MVP14), 其 虾 青 素 的 细 胞 产 率 可 达 到

6 mg/g 以上, 在 7 L 罐中采用分批补料发酵 225 h, 

产量可达到 400 mg/L[8], 显示该菌株具有很强的

虾青素生产能力。因此, 为了进一步提高法夫酵

母 JMU-MVP14 菌株的虾青素生产能力和产业化

利用价值, 本研究考察了几种常用补料工艺(脉

冲补料发酵、恒 pH 补料发酵、恒 DO 补料发酵)

对法夫酵母 JMU-VDL668 和 JMU-MVP14 菌株

产虾青素的影响。 

1  材料与方法 

1.1  菌种 

法夫酵母 JMU-VDL668 菌株: 以法夫酵母

Pst-1 菌株(德国柏林工业大学 Stahl 教授赠送)为

出发菌株, 经紫外诱变, 用薄层色谱法筛选得到, 

该菌株虾青素占总类胡萝卜素的 95%。 

法 夫 酵 母 JMU-MVP14 菌 株 : 法 夫 酵 母

JMU-VDL668 菌 株 经 甲 基 磺 酸 乙 酯 诱 变 , 用

0.5%的双氧水结合紫外照射产生自由基淘汰低

产菌株选育得到。 

1.2  培养基 

斜面菌种培养基: 4° Bx 麦汁培养基, pH 6.0, 

琼脂 2%。 

种子制备培养基(g/L): 葡萄糖 20, KH2PO4 

2, MgSO4·7H2O 1, (NH4)2SO4 5; 金属离子、维生

素和微量元素成分(mg/L): CaCl2·2H2O 10, H3BO3 

2.67, CuSO4·5H2O 0.8, KI 0.27, MnCl2 2.67, 
Na2MoO4·2H2O 1.07, ZnSO4·7H2O 12, CoCl2 0.8, 

FeSO4·7H2O 8, 泛酸钙 2.67, 生物素 0.13, 肌醇

66.67, 烟酸 2.67, 对氨基苯甲酸(PABA) 0.53, 盐

酸吡哆醇 2.67, 盐酸硫铵 2.67, pH 6.0。其中维生

素成分采用过滤除菌。 

法夫酵母 JMU-VDL668 菌株发酵培养基

(g/L): 葡萄糖(分批发酵 80; 补料发酵 30), 酵母

膏 3, (NH4)2SO4 5, KH2PO4 2, MgSO4·7H2O 1, 

CaCl2·2H2O 0.2, 初始 pH 值 6.0。 

法 夫 酵 母 JMU-MVP14 菌 株 发 酵 培 养 基

(g/L): 葡萄糖(分批发酵 60; 补料发酵 30), 酵母

膏 15, (NH4)2SO4 5, KH2PO4 3, MgSO4·7H2O 6, 初

始 pH 值 6.0。 

1.3  培养方法 

1.3.1  摇瓶种子的制备: 将斜面活化的菌种接种

于装有 30 mL 种子培养基的 250 mL 摇瓶中, 于

22 °C、190 r/min 的摇床中培养 3 d, 得到 1 代摇

瓶种子。取 1 mL 1 代摇瓶种子转接到新鲜的种子

培养基中, 于相同条件下培养 2 d, 得到 2 代摇瓶

种子。 

1.3.2  7 L 发酵罐实验: 分批发酵: 以 5%的接种

量将摇瓶种子接入装有 5 L 发酵培养基的 7 L 发
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酵罐中, 发酵过程中 pH 值控制为 4.0 (利用 8%

氨水和 2 mol/L 的硫酸控制), 通气量 3 L/min, 

发酵温度 21 °C, 通过调节搅拌转速控制溶氧 

值>30%。 

脉冲补料发酵: 当葡萄糖耗尽, 溶氧迅速回

升时, 开始第一次补加葡萄糖浓缩液, 此后每隔

12 h 补加 10 g/L 的葡萄糖, 其他控制条件与分批

发酵试验相同。 

恒 pH 补料发酵: 当发酵液中的葡萄糖耗尽, 

pH 值上升至 4.2 时, 补加 10 g/L 的葡萄糖。 

恒 DO 补料发酵: 当葡萄糖耗尽时, 溶氧迅

速回升, 此时向培养基中补加 10 g/L 的葡萄糖, 

溶氧随之下降, 通过补料控制发酵过程溶氧维持

在 30%−50%之间。 

1.4  分析方法 

1.4.1  生物量的测定: 取 5 mL 发酵液于离心管, 

3 500 r/min 离心 5 min, 并用去离子水洗涤菌体 2

次, 105 °C 烘干至恒重。 

1.4.2  虾青素含量的检测: 采用分光光度法测定

发酵液中虾青素含量[9]。 

1.4.3  发酵液残糖的检测: 采用 3,5-二硝基水杨

酸法测定还原糖[10]。 

1.4.4  二次参数的计算 : 虾 青 素 细 胞 产 率

(Specific productivity of astaxanthin)=虾青素含量/

生物量(mg 虾青素/g 干细胞) 

细胞得率(Biomass yield)=生物量/消耗的糖

浓度(g 干细胞/g 葡萄糖) 

虾青素得率(Astaxanthin yield)=虾青素含量/

消耗的糖浓度(mg 虾青素/g 葡萄糖) 

2  结果与分析 

2.1  分批发酵 

法 夫 酵 母 JMU-MVP14 菌 株 是 以

JMU-VDL668 菌株为出发菌株, 选育得到的一株

低耗糖、高产虾青素的菌株, 对溶氧的要求相对

较低[8]。为了对两株菌株的生长代谢情况进行比

较, 分别在 7 L 发酵罐中对两株菌株进行分批培

养, 其发酵过程曲线如图 1 所示。 

 

 

图 1  法夫酵母 JMU-VDL668 (A) 和 JMU-MVP14 菌株 (B) 的分批发酵曲线 
Fig. 1  Time-course of batch for Phaffia rhodozyma JMU-VDL668 (A) and Phaffia rhodozyma JMU-MVP14 (B) 
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从 图 1A 中 可 以 看 出 , 法 夫 酵 母 JMU- 

VDL668 的色素合成与菌体的生长是密切相关

的。发酵前 24 h 处于延滞期, 菌体生物量和虾青

素含量变化缓慢。随后进入指数生长期, 生物量

和虾青素含量迅速增加, 发酵至 60 h, 葡萄糖已

经基本耗尽, 菌体生物量趋于稳定。虾青素的合

成与菌体生长情况较为一致, 主要在对数生长期

进行快速的积累, 发酵至 72 h, 虾青素积累速度

有所放缓。至发酵终点生物量达到 28.5 g/L, 虾青

素含量为 13.5 mg/L。 

分析法夫酵母 JMU-MVP14 菌株的分批发酵

曲线变化状况(图 1B), 该菌株整个发酵过程中生

长缓慢, 菌体生物量一直以较低的速率增加。虾

青素在进入对数生长期后大量合成, 至 108 h, 随

着细胞生长达到稳定期, 虾青素合成速率降低。

发酵至 144 h, 菌体生物量达到 16.5 g/L, 虾青素

含量为 137.9 mg/L, 而发酵液中仍含有少量葡 

萄糖。 

2.2  脉冲补料发酵 

脉冲补料发酵是分批补料培养中较为简单有

效的一种底物补加方式, 在该补料策略下法夫酵

母 JMU-VDL668 和 JMU-MVP14 菌株细胞生

长、底物消耗和虾青素积累随时间的变化如图 2

所示。 

法夫酵母 JMU-VDL668 菌株脉冲补料发酵

过程中, 葡萄糖在 36 h 时已基本耗尽(图 2A), 此

时开始进行脉冲补料, 之后每隔 12 h 补料一次, 

使发酵液中糖浓度达到 10 g/L。从图 2A 可以看

出, 菌体生物量和虾青素含量从 24 h 开始迅速增

加, 发酵至 168 h 时, 生物量为 52.8 g/L, 虾青素

含量达到 15.4 mg/L, 比分批发酵分别提高了

85.1%和 13.8%。此补料策略下, 菌体生物量增加

明显, 主要原因可能是由于培养基中的葡萄糖一

直维持在比较低的浓度, 使得培养基中碳氮比较

低而有利于菌体的生长[11], 菌体的大量积累使得

虾青素产量得到了提高。 

 

 
 

图 2  法夫酵母 JMU-VDL668 (A) 和法夫酵母 JMU-MVP14 菌株 (B) 的脉冲补料发酵结果 
Fig. 2  Time-course of astaxanthin fermentation in pulse fed-batch for Phaffia rhodozyma  

JMU-VDL668 (A) and Phaffia rhodozyma JMU-MVP14 (B) 
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与法夫酵母 JMU-VDL668 脉冲补料的发酵

情况相比, JMU-MVP14 菌株在整个发酵过程中, 

生长速率较慢(图 2B)。虾青素的合成在整个发酵

过程中保持着较为稳定的速率。发酵至 38 h 时, 

葡萄糖已全部耗尽, 开始补加糖液。从结果中发

现, 发酵 96 h 后, 菌体生物量趋于平稳, 菌体对

葡萄糖的消耗速率有所减缓, 葡萄糖开始产生积

累。至发酵终点, 生物量为 32.5 g/L, 虾青素含量

为 414.1 g/L, 生物量和虾青素含量分别比分批发

酵提高了 96.4%和 200.2% (图 2B)。   

2.3  恒 pH 补料 

恒 pH 补料发酵策略是一种响应 pH 值变化的

补料方式, 利用氨水替代氢氧化钠、葡萄糖替代

硫酸, 使整个发酵过程处于稳定的 pH 值条件, 

法夫酵母 JMU-VDL668 和 JMU-MVP14 菌株恒

pH 补料发酵动力学曲线如图 3 所示。 

在法夫酵母 JMU-VDL668 菌株发酵过程中

(图 3A), 发酵液 pH 在发酵至 48 h 时上升至设定

值 4.2, 此时葡萄糖已基本耗尽, 此后, 通过补加

葡萄糖使葡萄糖浓度维持在较低的范围。生物量

和虾青素含量在整个发酵过程中不断地增加, 至

发酵终点生物量达到 46.7 g/L, 虾青素含量为

20.6 mg/L, 与分批发酵相比分别提高了 63.8%和

52.1%。 

采用恒 pH 补料策略, 法夫酵母 JMU-MVP14

菌株的整个发酵过程仅在 27、57 和 140 h 补加了

3 次葡萄糖。至发酵终点, 生物量达到 48.5 g/L, 

而虾青素含量仅为 17.5 mg/L (图 3B)。由于法夫

酵母 JMU-MVP14 是一种生长慢、低耗糖、高产

虾青素的菌株, 在发酵过程中产生的有机酸等代

谢副产物很少。而恒 pH 补料策略是基于发酵液

中 pH 的变化来响应补料的: 当发酵液中葡萄糖

耗尽, 菌体生长开始利用发酵过程中产生的有机

酸等代谢产物, 从而引起发酵液 pH 的升高, 到

达设定值时开始补加葡萄糖。因此, 该补料策略

下, 碳源供应不足, 所补加的葡萄糖基本上用于

细胞生长, 而没有足够的物质和能量用于虾青素

合成。 

 

 

图 3  法夫酵母 JMU-VDL668 (A) 和法夫酵母 JMU-MVP14 菌株 (B) 的恒 pH 补料发酵结果 
Fig. 3  Time-course of astaxanthin fermentation in pH-stat fed-batch for Phaffia rhodozyma  

JMU-VDL668 (A) and Phaffia rhodozyma JMU-MVP14 (B) 
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2.4  恒 DO 补料发酵 

氧的供应对法夫酵母细胞生长和虾青素合成

具有重要作用: 当溶氧降低到一定水平时, 氧的

供应就无法满足法夫酵母的生长需求; 同时, 若

发 酵 过 程氧 供 应 不足 , 会 导 致 虾 青 素 产量 降   

低[2]。法夫酵母 JMU-VDL668 和 JMU-MVP14 菌

株恒 DO 补料发酵曲线如图 4 所示。 

对法夫酵母 JMU-VDL668 菌株而言, 在进行

恒 DO 补料工艺发酵时, 发酵至 60 h, 葡萄糖已

经耗尽 , 溶氧值迅速升高 , 此时开始进行补料

(图 4A)。至 84 h 生物量基本稳定, 而虾青素含量

继续增加, 至发酵终点生物量达到 64.6 g/L, 虾

青素含量为 17.4 mg/L, 与分批发酵相比分别提

高了 126.4%和 28.2%。 

法夫酵母 JMU-MVP14 菌株在该补料策略下

发酵时, 生物量在前 60 h 迅速增加, 之后基本达

到稳定; 虾青素在整个发酵过程一直维持着较为

稳定的合成速率, 至发酵终点生物量为 38.5 g/L, 

虾青素含量为 403.2 mg/L (图 4B), 分别是分批发

酵的 2.3 倍和 2.9 倍。 

2.5  不同补料方式培养结果的比较 

从法夫酵母发酵过程曲线可知, 与分批培养

所得实验结果相比, 采用分批补料发酵培养法夫

酵母其生物量和虾青素含量都有不同程度的提

高。JMU-VDL668 菌株分批及脉冲、恒 pH、恒

DO 补料策略下菌体生长和虾青素合成情况如表 1

所示。 

对法夫酵母 JMU-VDL668 菌株而言, 恒 DO

补料最有利于法夫酵母菌体的生长, 其生物量为

64.6 g/L, 是分批培养的 2.2 倍, 采用恒 pH 补料发

酵, 虾青素产量最大, 为 20.6 mg/L, 是分批培养

的 1.5 倍。脉冲补料发酵也获得了较大的生物量

(52.8 g/L), 但是虾青素产量并没有明显提高。对

比恒 pH 补料与恒 DO 补料的虾青素发酵产量, 发

现恒 pH 补料策略下, 虾青素的细胞产率和虾青

素得率(0.44 mg/g, 0.14 mg/g)都明显高于恒 DO

补料(0.27 mg/g, 0.07 mg/g)。根据相关文献报道, 

法夫酵母在发酵过程中会出现克雷布特里效应, 即 

 

 

图 4  法夫酵母 JMU-VDL668 (A) 和法夫酵母 JMU-MVP14 菌株 (B) 的恒 DO 补料发酵结果 
Fig. 4  Time-course of astaxanthin fermentation in DO-stat fed-batch for Phaffia rhodozyma  

JMU-VDL668 (A) and Phaffia rhodozyma JMU-MVP14 (B) 
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表 1  不同补料工艺对法夫酵母 JMU-VDL668 菌株产虾青素的影响 
Table 1  The effects of different sugar-feeding strategies on astaxanthin by Phaffia rhodozyma JMU-VDL668 

菌株 
Strain No. 

补料方式 
Fed-batch 

生物量
Biomass

(g/L) 

虾青素含量 
Astaxanthin 

concentration 
(mg/L) 

虾青素细胞产率 
Specific Productive 

of astaxanthin 
(mg/g) 

细胞得率 
Biomass yield 

(g/g) 

虾青素得率 
Astaxanthin 

yield 
(mg/g) 

分批培养(Batch) 28.53 13.56 0.48 0.34 0.16 

脉冲补料(Pulse-fed) 52.80 15.43 0.29 0.36 0.10 

恒 pH 补料(pH-stat) 46.73 20.63 0.44 0.32 0.14 

Phaffia 
rhodozyma 
JMU-VDL668 

恒 DO 补料(DO-stat) 64.60 17.38 0.27 0.27 0.07 

 

表 2  不同补料工艺对法夫酵母 JMU-MVP14 菌株产虾青素的影响 
Table 2  The effects of different sugar-feeding strategies on astaxanthin by Phaffia rhodozyma JMU-MVP14 

菌株 
Strain No. 

补料方式 
Fed-batch 

生物量 
Biomass 

(g/L) 

虾青素含量 
Astaxanthin 

concentration 
(mg/L) 

虾青素细胞产率
Specific productive 

of astaxanthin 
(mg/g) 

细胞得率 
Biomass 

yield 
(g/g) 

虾青素得率
Astaxanthin 

yield 
(mg/g) 

分批培养(Batch) 16.53 137.96 8.45 0.26 2.61 

脉冲补料(Pulse-fed) 32.47 414.12 12.76 0.24 3.54 

恒 pH 补料(pH-stat) 48.47 17.54 0.36 0.56 0.21 

Phaffia 
rhodozyma 
JMU-MVP14 

恒 DO 补料(DO-stat) 38.53 403.24 10.46 0.30 3.16 

 
培养过程中部分葡萄糖代谢产生乙醇、乙酸等副

产物[12], 这些糖代谢产物对法夫酵母产虾青素具

有促进作用[13−14]。恒 pH 补料工艺是根据 pH 值

的上升而响应补料, 此时已对乙醇、乙酸等代谢

副产物开始进行利用, 有利于虾青素的积累; 而

恒 DO 补料发酵当葡萄糖耗完时立刻进行糖液的

补加, 对糖代谢副产物的利用较少, 虾青素产量

相对较低。 

比较法夫酵母 JMU-MVP14 菌株在不同补料

工艺下的细胞生长和虾青素合成状况(表 2), 可

以发现, 采用脉冲补料菌体的生长及虾青素的积

累都有比较明显的增加, 该补料策略下, 虾青素

的细胞产率(12.76 mg/g)和虾青素得率(3.54 mg/g)

较分批发酵有显著的提高。此外, 恒 DO 补料发

酵 策 略 下 虾 青 素 的 产 量 也 有 明 显 的 增 加

(403.2 mg/L); 采用恒 pH 补料策略, 生物量提高

显著, 但虾青素产量却很低(17.54 mg/L)。从表 2

中可知, 恒 pH 补料策略下, 菌体的细胞得率最

大(0.56 mg/g), 这说明葡萄糖主要用于菌体生长

代谢, 没有足够的碳源和能量用于虾青素的合成。 

3  结论 

在 7 L 发酵罐上, 考察不同补料方式(脉冲补

料 、 恒 pH 补 料 、 恒 DO 补 料 )对 法 夫 酵 母

JMU-VDL668 和 JMU-MVP14 菌株菌体生长和虾

青素合成的影响, 实验结果表明: 两株菌生长代

谢 特 征 相差 较 大 , 不 同 补 料 方式 对 法 夫酵 母

JMU-VDL668 和 JMU-MVP14 菌株菌体的生长和

虾青素的积累影响有明显的差异。对法夫酵母

JMU-VDL668 菌株来说, 恒 DO 补料最有利于法

夫酵母 JMU-VDL668 菌株菌体的生长, 其生物量

为 64.6 g/L; 采用恒 pH 补料发酵, 虾青素产量最

大, 为 20.6 mg/L。对法夫酵母 JMU-MVP14 菌株

来 说 , 脉 冲 补 料 发 酵策 略 最 有利 于 法 夫酵 母

JMU-MVP14 菌 株 虾 青 素 的 积 累 , 达 到

414.1 mg/L; 此外, 恒 DO 补料策略下, 虾青素的
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产量(403.2 mg/L)也有比较明显的提高。 
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