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基于动力学模型的法夫酵母发酵生产虾青素的补料策略

优化 
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2 浙江海翔药业股份有限公司, 台州 318000 

摘  要: 对法夫酵母的不同补料发酵方式进行了研究。基于底物抑制模型, 提出了一种优化的两阶段补料策略, 用于法

夫酵母产虾青素的高密度发酵。在发酵的延迟期和对数生长期早期, 糖浓度控制在 25 g/L 左右, 在此条件下, 生物量可

以达到最大, 且时间缩短。在对数生长期后期及稳定期, 糖浓度控制在 5 g/L, 虾青素的合成时间可以有效延长。与传统的

补料方式相比, 采用此补料策略取得了较好的发酵效果。发酵终点细胞干重达到 23.8 g/L, 虾青素产量达到 29.05 mg/L, 分

别比分批发酵提高了 52.8%和 109%。 
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Production by Xanthophyllomyces dendrorhous 
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Abstract: Astaxanthin is a useful pigmentation source in fish aquaculture. It has strong antioxidative activity and therefore has 
potential application in delaying aging and degenerative diseases in human and animals. In recent years, there is a growing demand 
for astaxanthin. The red yeast Xanthophyllomyces dendrorhous (called Phaffia rhodozyma before) is one of the most promising 
microorganisms for the commercial production of astaxanthin. During fermentation, X. dendrorhous shows the Crabtree effect. 
Higher glucose concentration will cause significant reductions in biomass and astaxanthin production. Therefore, fed-batch processes 
are particularly useful. In this paper, effects of glucose-feeding strategies on astaxanthin production by X. dendrorhous were studied. 
Based on the substrate inhibition model, an optimized two-stage feeding strategy for astaxanthin production of high-cell-density 
fermentation was proposed. Glucose concentration was first controlled at about 25 g/L during the lag phase and the early exponential 
phase. In such case, biomass could reach its maximum value in relatively short time. Then the glucose concentration was controlled 
at about 5 g/L in the later exponential phase and stationary phase. The synthesis of astaxanthin could be effectively prolonged. The 
results showed that the optimized two-stage feeding strategy was the best among all the feeding strategies, and could obtain the 
highest biomass (23.8 g/L) and astaxanthin production (29.05 mg/L), which was a significant increase (52.8% and 109% respectively) 
compared with a batch process. 

Keywords: fed-batch fermentation, astaxanthin, kinetic model, two-stage fermentation 
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虾青素(Astaxanthin)是一种红色的天然类胡萝

卜素, 化学名称为 3, 3’-二羟基-β, β’-胡萝卜素-4, 4’-

二酮, 分子式为 C40H52O4, 广泛存在于鲑鱼、虾、蟹、

观赏鱼和鱼卵中, 以及植物叶、花和水果中。动物

实验表明, 虾青素可以清除 NO2、硫化物、二硫化

物, 也可以降低脂质过氧化。近年来的研究证实, 天

然虾青素具有强烈的抗氧化活性, 被赞誉为“超级维

生素 E”, 作为人类的高级保健食品、药品和水产动

物、家禽、家畜的饲料添加剂, 市场非常广阔[1]。化

学合成的虾青素价格昂贵, 且应用范围受到限制。

虾青素的生物合成是另一条重要途径。 

法夫酵母(Xanthophyllomyces dendrorhous)被认

为是最有可能实现工业化发酵法生产虾青素的优良

菌种, 法夫酵母在发酵过程中呈现克雷布特里效应

(Crabtree effect)[2], 因此, 对法夫酵母而言, 目前主

要采用补料分批发酵, 能在一定程度上提高生物量

和虾青素的含量[3−6]。 

法夫酵母虾青素的合成是与其生长密切关联

的[7−9]。虾青素的合成主要集中在酵母细胞的指数生

长期, 在生长稳定期的前期也有合成。因此, 为了获

得虾青素的最大生产率, 对法夫酵母的生长和合成

进行条件优化很有必要。本研究通过建立发酵动力

学模型, 提出了一种基于模型参数的两阶段补料优

化策略 , 取得了较好的发酵结果 , 以期对工业化生

产起一定的指导作用。 

1  材料与方法 

1.1  菌种 
本实验室保藏的法夫酵母, 经连续的诱变获得

的高产菌株[10]。 

1.2  培养基 
葡萄糖(30 g/L), 酵母粉(5 g/L), KH2PO4(3 g/L), 

Na2HPO4(1 g/L), MgSO4(3 g/L); pH 为 5.0。 

1.3  种子制备方法 
接一环斜面种子于 250 mL 三角瓶(装液量 35 mL), 

20oC 200 r/min 培养 24 h, 再将此发酵液接于 2 L 三角

瓶(装液量 350 mL), 20oC 200 r/min 培养 48 h; 最后将

此种子液接于 5 L 发酵罐(装液量 3.5 L)。 

1.4  反应器发酵 
采用全自动发酵罐-5L(B. Braun Biotech, 德国), 

配备 DO、pH 电极。温度自动控制在 20oC±0.5oC。 

消泡控制: 灭菌前加入 0.1%的泡敌, 并在发酵

后期泡沫严重时流加适量 10%的泡敌。 

溶氧控制: 通过调节通气量、搅拌器转速及罐

压来控制溶解氧在 40%以上。 

取样: 每间隔 8 h 取样 1 次, 持续到发酵结束。 

1.4.1  分批发酵 

起始葡萄糖为 60 g/L, 发酵至稳定期, 时间约

90 h。 

1.4.2  补料分批发酵 

分别采用脉冲、恒速、指数、恒 pO2、恒 pH-

葡萄糖-氨水、两阶段补料及其优化策略, 所有补料

方式总糖相等。 

脉冲流加: 起始葡萄糖 30 g/L, 分别在第 16 h、

40 h、48 h 三次补糖, 补料葡萄糖浓度为 250 g/L; 恒

速流加: 基于分批发酵的菌体葡萄糖消耗速率, 采

用如下的恒速流加策略: 第 23 h~27 h 流加, 补料葡

萄糖浓度为 250 g/L, 流加速率 F 为 120 mL/h;  

指 数 流 加 : 基 于 如 下 的 指 数 流 加 模 型 [11]: 

0 0

/
exp( )

( )X S in

V X
F t

Y S S
μ

μ=
−

, 第 23 h 开始流加, 每 2 h

改变一次流速, 依次为: 15.81 mL/h、19.32 mL/h、

23.60 mL/h、28.81 mL/h、35.2 mL/h、43 mL/h, 补料

葡萄糖浓度为 250 g/L;  

恒 pO2 发酵: 控制溶解氧在 48%[12];  

恒 pH 葡萄糖-氨水流加发酵 [7,8]: 控制 pH 为

4.8。 

1.5  测定方法 
1.5.1  生物量测定 

干重法: 取 5 mL 发酵液离心后, 用蒸馏水洗 2

次, 再离心, 60oC 烘箱内烘干至恒重后称重。 

1.5.2  虾青素测定 

用 DMSO 破壁法提取类胡萝卜素, HPLC 方法

测定虾青素含量[13]。 

1.5.3  残糖测定 

DNS 法[14]。 

1.6  动力学参数求解与估计 
模型参数的求解用 matlab 软件 7.0 自编程序, 

最优化方法为 simplex(单形体)法, 利用 ode45(四-五

阶龙格-库塔法)求解微分方程组[15]。其中优化过程

中的目标函数为: 

fmin(μmax、Xmax、Ki、α、β、mx、Yx/s、Yp/s)= 
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Min{(Xi-Xi
’ )2+(Si-Si

’ )2+(Pi-Pi
’ )2+(Si-Si

’ )2。Xi, Xi
’表示

不同时刻的菌体浓度, Si, Si
’表示不同时刻的底物浓

度, Pi, Pi
’表示不同时刻的产物浓度。 

2  结果与讨论 

2.1  分批发酵 
从图 1可以看出, 发酵 48 h, 细胞生长进入稳定

期, 干重为 15.58 g/L, 虾青素含量在 72 h 达到最大, 

为 13.91 mg/ L。法夫酵母细胞生长和虾青素合成是

密切相关的 , 虾青素合成主要集中在指数期 , 在稳

定期也有部分合成。同时由于虾青素是胞内产物 , 

提高细胞密度有利于增加虾青素的产率。因而分阶

段对细胞生长和虾青素合成进行优化很有必要。基

于此目的 , 可以在指数期优化细胞生长 , 以获得较

高的细胞密度 , 同时在后期 , 通过碳源流加控制促

进虾青素合成。 

 

图 1  分批发酵结果 
Fig. 1 Time-course of batch fermentation 
□: Glucose; ■: Biomass; ▲: Astaxanthin 

 

2.2  法夫酵母合成虾青素过程模型及参数估计 
2.2.1  细胞生长动力学模型 

微生物细胞生长动力学可由很多模型来进行描

述, 考虑到已有实验表明较高浓度葡萄糖对法夫酵

母生长有一定抑制作用, 本文采用下述模型进行描

述[16]: 

 max
2

S
i

d
d

XSX
t SK S

K

μ
=

+ +
 (1) 

其中, μmax 为最大比生长速率, Ks 为底物饱和常

数, Ki 为抑制常数。 

2.2.2  产物合成动力学模型 

结合前人研究, 可以初步判断虾青素发酵属于

部分生长偶联型。本研究选用由 Luedeking 和 Piret

提出的经典模型, 描述虾青素的形成规律, 即 

 d d
d d
P X X
t t

α β= +  (2) 

式中α为与菌体生长相关的产物生成系数, β为

与菌体浓度相关的常数系数。 

2.2.3  底物消耗动力学模型 

底物消耗可用下式所示的动力学模型表示, 主

要反映关键底物葡萄糖的消耗与菌体生长、产物形

成的关系: 

 
x/s p/s

d d 1 1 d= 
d d d

x
S X Pm X
t t Y Y t

− × + + ×  (3) 

式中 Yx/s: 碳源用于菌体生长的得率常数, g/g; 

Yp/s: 碳源用于产物合成的得率常数, g/g; mx: 细胞

的维持消耗常数, 1/h。 

2.2.4  模型的参数估计和适用性 

对上述模型进行拟合计算, 结果如表 1、图 2。

在相同的分批发酵控制条件下, 重新实验并采集数

据 , 经上述模型预测 , 除了后期的残糖浓度外 , 细

胞生长和虾青素合成拟合良好。说明该模型具备较

好的适用性。 

表 1  分批发酵动力学模型参数 
Table 1  Parameter values of the kinetics model of batch 

culture 
Parameter Value Unit 

μmax 0.0767 1/h 

Ks 0.7020 g/L 

Ki 836.2630 g/L 

α 0.3422 mg/g 

β 0.5807 mg/(g·h) 

Yx/s 0.7838 g/g 

Yp/s 0.0199 mg/g 

mx 0.0106 1/h 
 

2.3  补料优化方法的建立 
2.3.1  基于模型的最佳细胞生长糖浓度的确定 

基于上述的底物抑制模型 , 即式 (1), 当 S= 

(Ki×Ks)0.5 时, μ取最大值。因而可以将基质浓度控制

在“最优浓度”S=(Ki × Ks)0.5 处, 此浓度下菌体比生

长速率最大。 

由以上分批发酵的模型参数, 即 Ki =836.2630、
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Ks =0.7020, 计算出在一定的发酵条件(转速、通气、

温度)下, 最适菌体生长的底物浓度为: 
S=(Ki×Ks)0.5=24.2 g/L 
因此 , 模型分析结果表明 , 在发酵前期 , 通过

补料使糖浓度控制在 25 g/L 左右, 可以获得最大菌

体密度。对此糖浓度控制策略进行验证, 发酵初糖

浓度为 30 g/L, 接种后每 8 h 取样测定葡萄糖浓度, 

然后通过流加适量的葡萄糖浓缩液, 将葡萄糖浓度

控制在 25 g/L ± 2 g/L, 直到对数生长期结束。结果

表明, 生物量在 48 h 达到最大, 约为 23 g/L ~ 25 g/L。

在总糖耗相等的前提下, 生物量比分批发酵提高了

约 50%, 实现了在指数期优化细胞生长的目的。 

 

图 2  分批发酵细胞生长、虾青素、残糖模型值与实验数

据的比较 
Fig. 2  Comparison of calculated values with experimental 

data of biomass, astaxanthin concentration and glucose 
concentration of batch culture 

○: experimental data of glucose concentration; □: experimental 
data of biomass; ×: experimental data of astaxanthin concentration;  

−−−: calculated value 
 

2.3.2  最佳产物合成糖浓度的确定 

同样 , 发夫酵母发酵产虾青素这一合成过程 , 

也有其最适底物浓度。在发酵后期(48 h∼88 h)将底

物分别控制在 5 g/L、10 g/L、15 g/L, 发酵结果如表

2, 可以看出: 后期糖浓度控制在 5 g/L 时, 虾青素

产量为 29.05 mg/L, 比分批发酵提高了 109%, 也远远

高于后期糖浓度控制在 10 g/L、15 g/L 条件下的  

21.05 mg/L、22.85 mg/L, 可能原因是较高的底物糖浓

度对虾青素的合成有抑制作用。且以上 3 种控制策

略下, 虾青素产量都明显高于分批发酵的虾青素产

量(13.91 mg/L), 达到了产物合成最优化的目标。 

因而 , 我们得出结论 , 发酵后期虾青素合成的

最适底物浓度为 5 g/L, 与文献[17]报道一致。 

基于以上理论和数据支持, 两阶段补料优化策

略如下: 在发酵前期(0 h~48 h)通过实时流加控制葡

萄糖浓度在 25 g/L ± 2 g/L, 发酵后期(48 h~88 h)控

制葡萄糖浓度在 5 g/L ± 2 g/L。该控制策略得到了比

较好的发酵结果, 如图 3 所示。采用这种发酵方式, 

法夫酵母的生长期和虾青素的合成期得到有效延长, 

产量大幅度提高。 

表 2  两阶段补料策略下发酵过程参数比较 
Table 2  Comparison of parameters within the different 

two-stage fed-batch fermentation 

Mode Biomass 
(g/L) 

Astaxanthin
(mg/L) 

△P/△X
(mg/g) 

Control 15.58 13.91 0.89 

5 g/L between 48 h and 88 h 23.80 29.05 1.22 

10 g/L between 48 h and 88 h 23.09 21.05 0.91 

15 g/L between 48 h and 88 h 23.21 22.85 0.98 

 

图 3  两阶段补料优化策略发酵结果 
Fig. 3  Time-course of fed-batch culture under the 

two-stage controlled fermentation 
□: Glucose; ■: Biomass; ▲: Astaxanthin 

 
2.4  优化策略与常规补料发酵结果比较 

分批及脉冲流加、恒速流加、指数流加、恒 pO2、

恒 pH 葡萄糖-氨水、两阶段补料优化策略下细胞生

长和虾青素合成如表 3 所示。 

从表中可以看出: 两阶段补料优化策略控制条

件下虾青素产量最大, 达到 29.05 mg/L, 是分批发

酵的 2.09 倍。虾青素质量分数 P/ X△ △ 达到最大, 为

1.22。脉冲流加和 pH-stat 也获得了较大的细胞生物

量, 分别为 22.60 g/L、21.6 g/L, 但是虾青素产量相

对较低。 
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表 3  不同补料策略下发酵过程参数比较 
Table 3  Comparison of parameters within the different 

fed-batch fermentation 

Mode Biomass 
(g/L) 

Astaxanthin 
(mg/L) 

△P/△X 
(mg/g) 

Batch 15.58 13.91 0.89 

pH-stat 21.60 19.98 0.93 

DO-stat 15.60 12.98 0.83 

Constant 17.24 14.65 0.85 

Exponential 20.60 17.45 0.85 

Pulse 22.60 24.83 1.10 

Two-stage 23.80 29.05 1.22 

 
该两阶段补料优化控制方式基本达到产物合成

最优化的目标, 得到最大的产物合成效率。 

2.5  讨论 
目前国内外对发夫酵母进行两阶段发酵的研究

较多, 朱明军等[18]利用经过优化的简单培养基在 5 L

机械搅拌式生物反应器中对产虾青素红发夫酵母进

行高密度发酵 , 初始阶段以细胞生长为主 , 在发酵

中后期流加尿素, 促进细胞内虾青素合成。发酵结

果为细胞干重 30.8 g/L, 虾青素产量为 28.1 mg/L。

Yamane等[4]在前期采用流加葡萄糖和氨水的 pH-stat

方式 , 以获得较大的细胞生长量 , 然后采用流加乙

醇的 DO-stat 法以促进虾青素的合成。该两阶段补料

策略结果为: 生物量 30 g/L, 虾青素含量达 0.72 mg/g 

(比不流加乙醇高 2.2 倍), 虾青素产量为 20.6 mg/L 

(比不流加乙醇高 2.4 倍)。Yamane 等[3]提出了基于碳

氮化学计量组成分析的两阶段补料策略: 低碳氮比

促进细胞生长, 高碳氮比更适宜虾青素合成。原因

在于虾青素合成需要大量的 NADPH, 高碳氮比不

利于初级代谢中蛋白合成, 因而有大量的 NADPH

用于虾青素的合成 , 在此发酵体系中 , 虾青素产量

最高达 16.0 mg/L。 

然而利用生化动力学模型来优化法夫酵母的生

长的方法未见报道。本研究通过建立底物抑制模型, 

计算出最适细胞生长底物糖浓度, 进而优化细胞生

长, 生物量比分批发酵提高了 52.8%。同时优化了发

酵进入稳定期后的糖控制浓度, 后期将葡萄糖控制

在 5 g/L 能显著延长虾青素的合成时间, 虾青素产量

比分批发酵提高了 109%。通过对比实验, 两者增幅

均高于本文中提到的其他补料方式。该补料优化方

法的建立, 可以为工业化生产中补料控制提供了一

些有益的启示和参考。 
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