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红发夫酵母培养产虾青素的工艺研究

蔡焱湘  张梓龙  颜  静  戴  韬  唐建洲

长沙学院生物与环境工程学院  湖南  长沙  410022

【摘要】虾青素具有多种生理活性，在医药、美容、饲料添加等方面均有广泛的应用，其抗氧化性在目前发现的天然抗氧

化剂中是最强的。虾青素的前景市场广大，是目前研究的热点，然而，利用雨生红球藻提取虾青素的成本很高，红发夫酵

母发酵生产虾青素的产量又很低。因此，本文先以发酵培养时间、接种量、豆粕发酵液和胡萝卜汁比例为单因子进行实验，

最后正交实验以期获得一个最佳的提高红发夫酵母虾青素产量的发酵工艺。结果表明：实现最大的虾青素产量的单因子水

平为：发酵培养 102h、接种量 10%、豆粕发酵液 10%、胡萝卜汁 8%。正交实验在发酵时间 90h、接种量 12%、豆粕发酵液

8%、胡萝卜汁 8%条件下收获最大的生物量和虾青素产量分别为 9.4g/L、786.26μg /mL。结论：最佳的提高虾青素产量的

发酵工艺为发酵时间 90h、接种量 12%、豆粕发酵液比例 8%、胡萝卜汁比例 8%。
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虾青素（Astaxanthin）属于类胡萝卜素的一种，

是一种萜烯基团类不饱和化合物 ,含有多个共轭双键，

在自然条件下虾青素由部分藻类、微生物和浮游生物产

生。具有高效的抗氧化性，是维生素 E的几百倍，能够

增强机体免疫功能和巨噬细胞吞噬功能，并且能抑制肿

瘤的产生。虾青素能有效防止脂类的紫外光氧化，从而

保护眼睛和皮肤组织。其还具有消炎作用，能够提高动

物繁殖能力和存活率。虾青素可以有效治疗脊髓损伤、

Parkinson综合征、Alzheimer综合征等中枢神经系统疾

病。

自然中的虾青素是部分藻类、细菌和浮游生物的次

级代谢产物。利用虾青素的生物来源生产虾青素，一是

利用藻类生产；二是利用酵母发酵生产，红发夫酵母发

酵生产虾青素是目前研究的重点方向。发酵法生产的虾

青素天然无污染，但成本较高、培养环境要求高和产量低。

目前市面上的虾青素大多数是由化学合成的，但人

工合成的虾青素缺少生物活性，其只能在经济动物的饲

料中添加，且动物吸收，转化的效率极低。药用的虾青

素为雨生红球藻提取和红发夫酵母发酵生产，雨生红球

藻时所有能合成虾青素的物种中虾青素含量最高的物种，

但其培养周期长，虾青素存在于其厚壁孢子中，其破壁

提取率低，成本高。虾青素虽然也能够通过红发夫酵母

发酵生产，但酵母内虾青素的含量较低。目前国内外微

生物发酵生产虾青素普遍采用的真菌。红发夫酵母可利

用多种糖作为碳源发酵生产虾青素，细胞代谢快，可实

现高密度培养；生产周期短，成本低，天然无污染；细

胞壁容易破碎，生产的虾青素为有生物活性的反式结构。

本文研究不同发酵原料和发酵条件对红发夫酵母发酵生

产虾青素的影响，优化发酵工艺降低生产成本，为虾青

素的生产提供理论支撑。

1材料与方法 
1.1 实验材料

1.1.1酵母菌株

红发夫酵母 Phaffia rhodozyma，长沙学院营养与

调控重点实验室保存。

1.1.2培养基及主要试剂

YPD培养基（美国）、虾青素标准品（sigma公司）、

液相色谱流动相（国产）

1.2 仪器设备

超净工作台 (SW-CK-2F)、 生化培养箱 (微电脑控

制 LRH-180)、AP-01P真空泵、 岛津高效液相色谱系统

（CBM-10A ）、反相柱 (YWG C18)。 

1.3实验方法 

1.3.1菌种活化及种子扩大培养

红发夫酵母的活化与扩大培养：在超净工作台中，

取一环菌种，划线接种于斜面试管培养基上， 20℃恒温

培养 3-4天。：用接种环取一环已经活化的菌种接种于

装有 30 mL种子培养基中，放入 20℃摇床 160 r/min培

养 48小时后，以 10%的接种量接入发酵培养基中，置于

160 r/min，28℃摇床培养。

1.3.3酵母生物量的测定

取 10 m L培养液，4000 r/min、4℃离心 8 min，

倒掉上清液，蒸馏水洗涤，重复两次后，将菌体移入预

先干燥至恒质量为 M的称量瓶中，置于电热恒温鼓风干

燥箱中， 105 ℃干燥至恒重（至少 24h），称量称量瓶

和菌体总质量 M0，生物量计算公式：

1.3.4虾青素提取、测定

1.3.4.1虾青素的提取

采用酸热法破碎酵母细胞。取 5 mL发酵液培养液于

离心管中，4000 r/min、4℃离心 8 min，蒸馏水离心洗

涤 2次，倒去上清。加入 3 mol/L的盐酸 5 mL，混匀，

沸水浴 3 min，迅速冷却，蒸馏水洗涤次。离心去上清，

加入 5 mL甲醇，暗处振荡提取 30 min，离心，上清液

即为虾青素提取液，冰箱避光冷藏保存。

1.3.4.2虾青素的测定

高效液相色谱法测定虾青素含量。配置 0.05、0.02、

0.5、0.8、1.0μg/mL的虾青素标准溶液。流动相的组
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成为 V甲醇 :V乙腈 = 9:1，检测波长：478 nm，流速：1.5 

mL/min； 色谱柱：C18 柱 4.6 mm×150 mm。采用外标

法计算提取液中虾青素含量。

1.3.5单因子实验确定最佳发酵时间

设计发酵培养时间梯度： 6 h、18 h、30 h、42 h、

54 h、78 h、90 h、102 h，8个梯度，每个梯度重复 3

次。种子液以 10%的接种量接入发酵培养基，置于 160 

r/min，20℃的培养，以酵母生物量和虾青素含量确定最

佳的发酵时间。

1.3.6单因子实验确定最佳接种量

设计发酵接种量梯度：2%、5%、8%、10%、12%，每

个梯度重复 3次，发酵 78h后测定酵母生物量和虾青素

含量。

1.3.7单因子实验确定最佳豆粕发酵液添加比例

设计豆粕发酵液添加体积比梯度：2%、5%、8%、

10%、12%、15%，每个梯度重复 3次，发酵 78h后测定酵

母生物量和虾青素含量。

1.3.8单因子实验确定最佳胡萝卜汁添加比例

设计胡萝卜汁添加体积比梯度：2%、5%、8%、10%、

12%、15%每个梯度，重复 3次，发酵 78h后测定酵母生

物量和虾青素含量。

1.3.9正交实验确定最佳发酵工艺

以时间、接种量、豆粕和胡萝卜汁为因子，设 4因

子 3水平正交试验，每组重复 3次，以酵母生物量和虾

青素含量为衡量指标。进一步优化发酵工艺，正交设计

方案见表 1。

表 1发酵条件正交实验方案 

2结果与分析
2.1不同发酵时间对红发夫酵母生长和虾青素积累

的影响

由图1可知，红发夫酵母在30h开始进入对数生长期，

酵母细胞生长迅速，生物量不断增加。58h进入平衡期，

细胞缓慢生长，生物量只有小幅度的变化，在 90h达

到最大值 4.69g/L，酵母细胞内的虾青素开始积累，在

102h时，虾青素含量达到 328.09 μg /mL。

图 1不同发酵时间生物量和虾青素含量

2.2不同接种量对红发夫酵母生长和虾青素积累的

影响

由图 2可知，接种量从 5%到 10%，红发夫酵母生物

量逐渐增加达到最大值 5.74 g/L，虾青素含量也是缓慢

增加，达到 499.2μg /mL。接种量高于 10%时，养分消

耗过大，对于酵母细胞的持续增长和产物合成积累不利。

图 2 不同接种量生物量虾青素含量

2.3不同比例豆粕发酵液对红发夫酵母生长和虾青

素积累的影响

酵母细胞的生物量随着豆粕发酵液添加比例的增加

而增加，在 15%达到最大值 13.9g/L（图 3）。豆粕发酵

液添加比例在 2%至 10%时，虾青素含量随添加比例的

增加而升高，达 519.4 μg /mL，而添加比例在 10%至

15%时，虾青素的含量却随添加比例的增加而下降。

图 3不同豆粕发酵液比例生物量和虾青素含量

2.4不同胡萝卜汁比例对红发夫酵母生长和虾青素

积累的影响

由图 4可知，在 2%至 12%的胡萝卜汁添加比例时，

酵母生物量缓慢增加，12%时达到最大 9.1g/L；虾青

素含量随着添加比例的增大而增加，8%时达到最大值

605.4 μg /mL，而后在 8%至 15%时，发生大幅度的下降。

图 4不同胡萝卜汁比例生物量和虾青素含量
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2.5发酵条件正交实验结果

2.5.1红发夫酵母生物量、虾青素含量结果分析

以发酵时间、接种量、豆粕发酵液、胡萝卜汁 4个

因子进行单因子实验确定 3个水平进行正交一共是 9组

搭配，每组 3次平行共 27次实验的生物量测量结果见表

2，当发酵工艺为发酵时间 90h、接种量 12%、豆粕发酵

液添加比例 8%、胡萝卜汁添加比例 8%时，生物量最大，

达 9.40 g/L，虾青素含量最高，达 786.2 6μg /mL 

表 2正交实验生物量

组号 观测数

生物量 虾青素含量

总和 g/L 平均 g/L 总和μg /mL 平均μg /mL
1 3 25.1 8.37±0.06a 1556.45 518.82±3.49c

2 3 23.6 7.87±0.20c

1556.73 518.91±0.50c

3 3 28.1 9.37±0.30a 1944.05 648.02±3.02b
4 3 27.9 9.30±0.07a 2354.64 784.88±51.55a
5 3 22.3 7.43±0.10c 1705.64 568.55±79.27c
6 3 28.2 9.40±0.07a 2358.78 786.26±2.49 a
7 3 25.5 8.50±0.12b 1778.59 592.86±32.94c
8 3 23.7 7.90±0.28c 1683.51 561.17±7.38c
9 3 26.5 8.83±0.09b 1512.91 504.30±0.94c

3结束语
通过发酵时间和接种量单因子实验发现，虾青素含

量与酵母细胞生物量成正相关，意味着确定合适的发酵

条件以获得最大的生物量就能够收获更多的虾青素。但

是，通过豆粕发酵液和胡萝卜汁单因子实验却发现，通

过改变发酵原料以求提高虾青素含量，超出一定的单因

子原料浓度，酵母细胞生物量却与虾青素含量成反比，

这个结果不能说明所有改变发酵原料以求获得更高虾青

素产量的方法，但至少存在因为所添加的发酵原料含有

虾青素合成的前体物质如β-胡萝卜素而在低浓度提高

酵母虾青素含量，在高浓度抑制虾青素的合成；或者是

原料中含有诱导酵母细胞将能量流向细胞生长方向的物

质如豆粕氨基酸，从而减少合成虾青素方向的能量，造

成虾青素含量降低。

1、发酵培养 90小时红发夫酵母生物量最大，发酵

培养 102小时，虾青素产量最大，而接种量为 10%，虾

青素含量及酵母的生物量均达到最大。添加豆粕发酵液

进行发酵时，15%的比例能收获最大生物量，而虾青素

产量最大的是 10%的添加比例。在胡萝卜汁梯度中，12%

的比例生物量最大，而 8%的胡萝卜汁比例能收获最大的

虾青素产量。

2、红发夫酵母生物量和虾青素含量是正相关的，

在其发酵工艺为发酵时间 90h、接种量 12%、豆粕发酵

液添加比例 8%、胡萝卜汁添加比例 8%时，红发夫酵母

的生物量达到最大为 9.40g/L，虾青素产量达到最大为

786.26μg /mL。

3、综合分析得出最佳的提高虾青素产量的发酵工艺

为：发酵时间 90h、接种量 12%、豆粕发酵液添加比例 8%、

胡萝卜汁添加比例 8%，此条件下酵母细胞内的能量能够

最大化流向合成虾青素，在较低的发酵成本下获得最大

的虾青素产量。
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