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摘要:目的:研发低成本、高密度的乳酸菌发酵剂.方法:

以从剁辣椒分离的发酵乳杆菌 BLHN３为材料,在 MRS
培养基的基础上优化高密度发酵培养基及其培养条件.

结果:发酵乳杆菌 BLHN３的最佳碳源、氮源、缓冲盐、增

菌因子分别是海藻糖３０．０g/L、大豆蛋白胨３４．０g/L、柠

檬酸铵２．０g/L、乙酸钠５．０g/L、磷酸氢二钾２．０g/L、胡

萝卜汁 １０％,优 化 培 养 基 的 发 酵 乳 杆 菌 活 菌 数 可 达

６．０５×１０９CFU/mL.该培养基优化发 酵 工 艺 为 初 始 培

养pH 为６、培养温度３７℃、接种量３％、装液量３０mL.

半连续高密度培养表明,离心培养３次最佳.结论:优化

培养基及培养条件后,发酵乳杆菌BLHN３的菌体密度显

著高于 MRS培养基,提高了发酵乳杆菌 BLHN３的生长

活性.

关键词:发酵乳杆菌 BLHN３;高密度培养;培养基;培养

条件

Abstract:Objective:Thisstudyaimedtodevelopalowcostand

highdensitylactobacillusstarter．Methods:TheLactobacillus

fermentum BLHN３isolatedfrom choppedpepperwasusedas

material,on the basis of MRS medium,the high density

fermentation medium and cultureconditions were optimized．

Results:Theoptimalcarbonsource,nitrogensource,buffersalt,

growthＧpromotingfactorofL．fermentum BLHN３ wereas

follows:３０．０g/LTrehalose,３４．０g/LSoybeanpeptone,２．０g/L

Ammonium citrate, ５．０ g/L Sodium acetate, ２．０ g/L

Dipotassiumhydrogenphosphate,１０％ Carrotjuice．Theviable

countofL．fermentum BLHN３usingtheoptimizedmediumwas

６．０５×１０９ CFU/mL．Wedeterminedtheoptimalfermentation

processusingthismediumasfollows:InitialculturepH was６,

andculturetemperature was３７ ℃,inoculum was３％,and

loadingliquid was３０ mL．Basedontheseresults,astudyof

semiＧcontinuoushighＧdensityculturewascarriedout,preferably

threecentrifugationcultures．Conclusion:Theoptimizationof

medium andcultureconditionscan significantlyimprovethe

growth activity of L．fermentum BLHN３, which was

significantlyhigherthanthatofMRSmedium．

Keywords:Lactobacillus fermentum BLHN３; high density

culture;medium;cultureconditions

发酵乳杆菌(Lactobacillusfermentum)不仅可以改

善食品风味[１],增加营养[２],还具有降胆固醇[３]、抗病

毒[４]、提高免疫、促进肠道健康等益生特性[５].发酵乳杆

菌代谢产物如胞外多糖(EPS)、抗菌肽,可以作为食品添

加剂[６]、食品防腐剂或抗生素的替代品等[７],在食品保鲜

方面也有重要应用[８].

高密度培养是制备高效型发酵剂的前提,培养基作

为菌体的营养物质来源,优化培养基是获得乳酸菌高密

度培养的关键.胡渊等[９]优化了干酪乳杆菌高密度培养

的营养成分,活菌数达到２．８１×１０１２CFU/mL,较在 MRS
培养基中培养提高了８．２１倍.郑柳青[１０]对鼠李糖乳杆

菌LRＧZB１１０７Ｇ０１的生长条件进行了响应面优化,其活菌

数为９．０８×１０８CFU/mL.Zhang等[１１]通过BoxＧBehnken
设计优化了培养基组分９．５g/L葡萄糖、１５．５g/L水解酪
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蛋白 和 ７．０ mg/L 谷 氨 酸,保 加 利 亚 乳 杆 菌 活 菌 数 达

(２．９５±０．０７)×１０９ CFU/mL.GutuierrezＧSarmiento 等[１２]

对植物乳杆菌 BALＧ０３ＧITTG 的培养条件进行了响应面

优化,活菌数为７．１０×１０９ CFU/mL.Wang等[１３]对鼠李

糖乳杆菌LSＧ８的培养基和发酵条件进行了优化,活菌数

提高到４．５×１０９ CFU/mL.综上,优化培养基成分和培

养条件对提高发酵乳杆菌的密度具有重要意义.

发酵乳杆菌BLHN３是从自然发酵的剁辣椒中分离

筛选出的抗氧化能力较强、产香性能优良的菌株,将其制

备成直投式发酵剂应用于剁辣椒加工,有望提升产品发

酵品质和生产效率[１４].研究拟采用单因素和响应面优化

试验,以 MRS培养基为对照,探究发酵乳杆菌BLHN３菌

株的最适培养基组分及生长条件,以期为发酵乳杆菌

BLHN３发酵剂的制备提供依据.

１　材料与方法

１．１　材料与仪器

１．１．１　材料与试剂

发 酵 乳 杆 菌 BLHN３ (Lactobacillusfermentum
BLHN３):－８０℃甘油保藏;

MRS肉汤培养基、MRS琼脂培养基、大豆蛋白胨、细

菌学蛋白胨、酵母提取粉、牛肉浸粉:生物试剂,广东环凯

微生物科技有限公司;

乳清蛋白粉 WPC９０:食品级,浙江一诺生物科技有限

公司;

菊粉、结晶海藻糖:食品级,郑州明欣化工产品有限

公司;

无水葡萄糖:食品级,西王药业有限公司;

蔗糖、乳糖:食品级,美国LeprinoFoods公司;

可溶性淀粉、DＧ半乳糖:食品级,安徽山河药用辅料

股份有限公司;

胡萝卜、平菇、土豆、包菜、西红柿、黄浆水:市售.

１．１．２　主要仪器设备

电子天平:AS２２０．R２型,苏州培科实验室仪器科技

有限公司;

紫外可见分光光度计:T６新世纪,北京普析通用仪

器有限责任公司;

pH 计:雷磁PHSＧ３E型,上海仪电科学仪器股份有

限公司;

超净工作台:SWＧCJＧ１C型,苏州市金净净化设备科

技有限公司;

灭菌锅:LDZMＧ８０LＧIII型,上海申安医疗器械厂;

冷冻离心机:AvantJＧ２６XP型,美国贝克曼库尔特有

限公司;

生化培养箱:SPXＧ１５０型,中仪国科(北京)科技有限

公司.

１．２　方法

１．２．１　菌株活化培养　将甘油管保藏的菌种按体积分数

３％接种于１０mL的 MRS肉汤培养基中,３７℃培养２４h
作为第一代菌种,再培养１４h进行传代培养２次.

１．２．２　活菌数测定　参照 GB４７８９．３５—２０１６.

１．２．３　菌株生长曲线　将活化菌株以体积分数３％接种

量接种至 MRS肉汤培养基中,３７℃发酵静置培养１d,每
隔２h取样,测定pH、OD６００nm值和活菌数.

１．２．４　发酵培养基单因素试验

(１)MRS培养基组成:细菌学蛋白胨１０g,牛肉浸粉

１０g,酵母提取粉４g,葡萄糖２０g,柠檬酸铵２g,乙酸钠

５g,磷酸氢二钾２g,硫酸镁０．２g,硫酸锰０．０５g,吐温Ｇ８０
１mL,蒸馏水１０００mL.

(２)增菌因子制备方法:胡萝卜、包菜、土豆、平菇、西
红柿经预处理后加５倍水榨汁,与黄浆水分别经双层纱

布过滤,冷藏备用.
(３)发酵培养基碳源、氮源、缓冲盐及增菌因子营养

成分的筛选:以 MRS培养基为基础,分别以２０g/L海藻

糖、蔗糖、乳糖、DＧ半乳糖、淀粉、菊粉代替 MRS培养基中

的碳源;在碳源优化的基础上,分别添加２４g/L的牛肉浸

粉、细菌学蛋白胨、乳清蛋白粉、酵母提取粉、大豆蛋白胨

代替 MRS培养基中的氮源;在碳、氮源优化的基础上,分
别添加９g/L的柠檬酸铵/乙酸钠/磷酸氢二钾、乙酸钠、

柠檬酸钠/磷酸氢二钾、磷酸氢二钾/乙酸钠/柠檬酸钠、

磷酸二氢钾/磷酸氢二钠、磷酸氢二钾/磷酸二氢钾代替

MRS培养基中的缓冲盐.静置培养１４h测定活菌数;在
前期优化基础上,研究增菌因子(体积分数１０％)黄浆水、

胡萝卜汁、包菜汁、土豆汁、平菇汁、西红柿汁对菌株生长

的影响,保持其他组分不变,静置培养 １４h后测定活

菌数.
(４)发酵培养基成分单因素优化:确定最佳碳源、氮

源、缓冲盐及增菌因子后,分别调整不同组分的添加量,

以３％接种量静置培养１４h,以活菌数为考核指标确定最

佳添加量.

１．２．５　发酵培养基响应面优化试验　在单因素试验基础

上,根据 BoxＧBehnken试验设计原理,选择对发酵乳杆菌

BLHN３活菌数影响显著的海藻糖、大豆蛋白胨、胡萝卜

汁添加量为自变量,活菌数为响应值,优化发酵乳杆菌

BLHN３的培养基.

１．２．６　培养条件优化

(１)初始pH:将活化菌株以３％接种量接种至初始

pH 为４．０,６．０,８．０,１０．０,１２．０的优化培养基中,３７℃静置

培养１d,测定活菌数.
(２)培养温度:将活化菌株以３％接种量接种至优化

培养基中,分别于２１,２５,２９,３３,３７,４１,４５,４９℃静置培养

１d,测定活菌数.
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(３)接种量:将活化菌株以１％,２％,３％,４％,５％接

种量接种至优化培养基中,３７ ℃静置培养１d,测定活

菌数.

(４)装液量:将活化菌株以最佳接种量分别接种至装

有１５,３０,４５,６０,７５,９０mL培养基的三角瓶中,３７℃静置

培养１d,测定活菌数.

１．２．７　半连续高密度培养　将活化菌株以３％接种量接

种至优化培养基中,３７ ℃静置培养１４h,３８００r/min离

心１０min[１５],再用等量新鲜培养基替换原发酵液,继续培

养２．５~３．０h,测定活菌数,按式(１)计算比生长速率.

μ＝(lny２－lny１)/(t２－t１), (１)

式中:

μ———比生长速率,h－１;

y１、y２———t１、t２时的乳酸菌量,CFU;

t１、t２———时间,h.

１．３　数据处理

每组试验 平 行 ３ 次,采 用 Origin软 件 作 图.利 用

IBM SPSSStatistics２５ 软 件 进 行 单 因 素 方 差 分 析,

Duncan法进行多重比较.

２　结果与分析

２．１　发酵乳杆菌生长曲线

由图１可知,发酵乳杆菌的生长曲线和 OD６００nm值曲

线变化基本一致.０~２h为发酵乳杆菌 BLHN３生长停

滞期,此时期活菌数变化相对较小;２~１４h为发酵乳杆

菌BLHN３对数生长期,此时期营养物质丰富、细胞生长

旺盛;１４~１８h为发酵乳杆菌 BLHN３生长稳定期,此时

期活菌数基本稳定,细胞死亡数与增殖数趋于平衡;１８h
后为生长衰亡期,增殖速率变慢,死亡菌数增多,活菌数

呈下降趋势.从pH 变化曲线可知,pH 在２~８h下降迅

速,８h后基本稳定,是因为乳酸菌发酵过程不断产生乳

酸,但过多的乳酸会抑制乳酸菌生长,导致产酸减少.

２．２　发酵培养基单因素试验

２．２．１　最佳碳源　由图２(a)可知,相同添加量下,不同种

图１　发酵乳杆菌BLHN３生长曲线

Figure１　GrowthcurveofL．fermentum BLHN３

类糖源对发酵乳杆菌生长的影响不同.海藻糖对发酵乳

杆菌 BLHN３ 的 促 生 长 作 用 最 佳,活 菌 数 为 ４．９０×
１０９CFU/mL;乳糖、DＧ半乳糖、蔗糖的促生长效果差异不

显著,活菌数为３×１０９ CFU/mL左右;葡萄糖中的活菌

数为２．０７×１０９CFU/mL;淀粉和菊粉的促生长效果较

差,活菌数分别为２．００×１０８,５．５０×１０８ CFU/mL.不同

乳酸菌代谢糖类及代谢途径有差别,葡萄糖是异型发酵

乳杆菌的最佳碳源[１６],唾液乳杆菌 BBE０９Ｇ１８在麦芽糖

中生长效果最好,活菌数可达１．８８×１０９CFU/mL[１７];黄
秀敏等[１８]研究发现乳杆菌对单糖利用率较高,可能是乳

杆菌对单糖的代谢能力比较强.综上,不同乳酸菌对糖

类的偏好性不一样,因此选择海藻糖作为发酵乳杆菌

BLHN３最佳碳源.

２．２．２　最佳氮源　由图２(b)可知,牛肉浸粉和大豆蛋白

胨对发酵乳杆菌的促生长效果最好,二者无显著差异,细
菌学蛋白胨和酵母浸粉次之,乳清蛋白粉的效果最差.

孙媛媛等[１９]研究表明,酵母粉复合大分子肽的蛋白胨是

发酵乳杆菌的最适氮源.氮源是乳酸菌生长中的关键成

分,且在乳酸菌规模化应用中的成本高,考虑到以牛肉浸

粉作氮源的成本较高,因此选择价格低廉、促生长效果好

的大豆蛋白胨作为发酵乳杆菌BLHN３的氮源,活菌数可

达５．２３×１０９CFU/mL.

２．２．３　最佳缓冲盐　由图２(c)可知,当缓冲液为柠檬酸

铵/乙酸钠/磷酸氢二钾时,发酵液活菌数最高,效果最显

著,其次是柠檬酸钠/磷酸氢二钾,乙酸钠、磷酸二氢钾/

磷酸氢二钠、磷酸氢二钾/磷酸二氢钾三者无显著性差

异,而磷酸氢二钾/乙酸钠/柠檬酸钠促生长效果最差.

常用的缓冲盐体系有柠檬酸盐、磷酸盐和乙酸盐等,多种

缓冲盐组分效果更佳,与Chen等[２０]的结论一致.柠檬酸

盐可以增强乳酸菌细胞EMP途径中碳通量和 ATP的产

生,柠檬酸铵还可作为乳酸菌生长的无机氮源[２１－２２].因

此,选择柠檬酸铵/乙酸 钠/磷 酸 氢 二 钾 为 发 酵 乳 杆 菌

BLHN３最佳缓冲盐.

２．２．４　最佳增菌因子　由图２(d)可知,相同体积分数下,

胡萝卜汁的促生长效果最显著,其次是黄浆水和土豆汁.

胡萝卜汁营养丰富,含有大量多糖、蛋白质、βＧ胡萝卜素,

可作为促生长因子提高乳酸菌菌群丰度[２３].Kun等[２４]

研究发现双歧杆菌在纯胡萝卜汁上生长效果良好.大豆

黄浆水是豆腐生产过程中的副产物,富含蛋白质、糖、大
豆异黄酮、皂苷等多种成分,是适宜微生物生长的优良基

质[２５].土豆中含有淀粉、膳食纤维、钙、磷、铁等,程方

方[２６]研究表明肠膜明串珠菌 C２７最适增菌因子为土豆

汁.在以相同体积分数的平菇汁、西红柿汁和包菜汁为

增菌因子的试验中,发酵乳杆菌生长效果较差,可能是因

为平菇汁成分不适合发酵乳杆菌的生长,包菜汁中营养

物质较单一、西红柿汁pH较低等阻碍其生长.尤倩倩[２７]
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A~F分别为柠檬酸铵/乙酸钠/磷酸氢二钾、乙酸钠、柠檬酸钠/磷酸氢二钾、磷酸氢二钾/乙酸钠/柠檬酸钠、磷酸二氢钾/磷酸氢二

钠、磷酸氢二钾/磷酸二氢钾;字母不同表示差异显著(P＜０．０５)

图２　菌株在不同碳源、氮源、缓冲盐、增菌因子下的活菌数

Figure２　Viablecountsindifferentcarbonsource,nitrogensource,buffersalt,andgrowthＧpromotingfactor

发现平菇汁、西红柿汁对干酪乳杆菌的促生长效果不显

著.吴祖芳等[２８]研究表明植物乳杆菌 H１７在西红柿汁

和 Na２CO３溶液共同培养下菌体量有显著提升.因此,选
择胡萝卜汁作为发酵乳杆菌BLHN３的最佳增菌因子.

２．２．５　营养成分添加量　由图３(a)可知,发酵乳杆菌

BLHN３活菌数随海藻糖添加量的增加呈先上升后下降

的趋势,当海藻糖添加量为３０g/L时,发酵液活菌数达最

大值;当海藻糖添加量＞３０g/L时,活菌数下降,可能是

初始底 物 糖 浓 度 过 高 抑 制 了 乳 酸 菌 快 速 生 长[２９].由

图３(b)可知,发酵乳杆菌 BLHN３活菌数随大豆蛋白胨

添加量的增加逐渐增加,当大豆蛋白胨含量＞３４g/L时,

活菌数保持稳定,表明乳酸菌可通过分解利用外源蛋白

质高效增殖[３０].由图３(c)可知,发酵乳杆菌 BLHN３活

菌数随缓冲盐添加量的增加先上升后下降,当缓冲盐添

加量为９g/L时活菌数达最大值,与王建等[３１]的结论一

致.由图３(d)可知,发酵乳杆菌 BLHN３活菌数随胡萝

卜汁添加量的增加先上升后趋于平缓,当胡萝卜汁添加

量为１０％时活菌数最高.

２．３　发酵培养基响应面优化试验

２．３．１　响应面试验设计与结果　基于单因素试验结果,

选择对发酵乳杆菌 BLHN３影响显著的碳源海藻糖添加

量、氮源大豆蛋白胨添加量以及胡萝卜汁添加量为自变

量,以活菌数为响应值,设计三因素三水平响应面试验,

试验因素与水平设计见表１,试验方案及结果见表２.

　　采用 DesignＧExpert８．０．６软件对试验数据进行二次

响应面回归分析,得到发酵乳杆菌活菌数与各因变量的

模拟方程:

Y＝＋５．７５－０．１４A＋１．６１B－０．３２C＋０．５３AB－
０．０６０AC＋０．３７BC－０．９９A２－０．７２B２－０．６８C２. (２)

２．３．２　方差分析结果　由表３可知,模型P＜０．０１,极显

著;决定 系 数 R２ ＝０．９９１０,模 型 调 整 系 数 (R２
Adj)为

０．９７９４,表明该回归模型的拟合较好,实际值与预测值接

近;失拟项P 值为０．４８５８,不显著,表明该方程对试验拟

合度好、误差小,可用该回归方程代替真实点对试验结果

进行分析和预测,因此该模型适于发酵乳杆菌BLHN３高

密度培养的培养基优化.由F 值可知,各因素对发酵乳

杆菌BLHN３高密度培养活菌数的影响程度依次为大豆

蛋白胨添加量(B)＞胡萝卜汁添加量(C)＞海藻糖添加量

(A).其中一次项B,二次项 A２、B２和C２对活菌数影响极

显著(P＜０．０１),一次项C,交互项AB和BC对活菌数影
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图３　菌株在不同培养基成分添加量下的活菌数

Figure３　Viablecountsindifferentaddedmediumcontent

表１　响应面因素水平

Table１　Factorsandlevelsofresponsesurface

水平
A海藻糖添加量/

(gL－１)
B大豆蛋白胨添加量/

(gL－１)
C胡萝卜汁

添加量/％

－１ １０ １４ ５

０ ２０ ２４ １０

１ ３０ ３４ １５

响显著(P＜０．０５).

２．３．３　响应面分析　由图４可知,当胡萝卜汁添加量和

大豆蛋白胨添加量不变时,随着海藻糖添加量的升高,发
酵液活菌数先升高后下降.当胡萝卜汁添加量和海藻糖

添加量不变时,随着大豆蛋白胨添加量的增加,发酵液活

菌数逐渐升高.当海藻糖添加量和大豆蛋白胨添加量不

变时,随着胡萝卜汁添加量的增加,发酵液活菌数先升高

后趋于平缓.根据等高线图可知,AB、BC的等高线呈椭

圆形,说明 AB、BC的交互作用显著;AC的等高线接近圆

形,说明 AC的交互作用不显著.

通过回归模型预测高密度培养的培养基最优组成为

海藻糖３０．０g/L、大豆蛋白胨３４．０g/L、胡萝卜汁９．９６％,

活菌数预测值为６．０５×１０９ CFU/mL.为便于操作,将胡

萝卜汁修正为１０％,并进行验证实验,发酵乳杆菌高密度

培养的活菌数可达(６．０５±０．０５)×１０９ CFU/mL,比 MRS
培养基的活菌数提高了２．９１倍,证明所建模型的适用性.

表２　响应面试验设计及结果

Table２　Responsesurfaceexperimentdesign

andresults

试验号 A B C
Y 活菌数/

(×１０９CFUmL－１)

１ １ －１ ０ １．９３

２ ０ ０ ０ ５．９０

３ ０ １ －１ ６．０４

４ ０ ０ ０ ５．７７

５ ０ ０ ０ ５．６０

６ －１ １ ０ ５．１０

７ １ １ ０ ６．０５

８ ０ ０ ０ ５．５０

９ １ ０ １ ３．５３

１０ １ ０ －１ ４．２０

１１ ０ －１ －１ ３．４０

１２ －１ ０ １ ４．１０

１３ ０ ０ ０ ６．００

１４ －１ －１ ０ ３．１０

１５ －１ ０ －１ ４．５３

１６ ０ １ １ ６．０５

１７ ０ －１ １ １．９３
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表３　二次响应面回归模型方差分析†

Table３　Varianceanalysisofquadraticresponsesurface
regressionmodel

方差来源 平方和 自由度 均方 F 值 P 值 显著性

模型 ３２．５５ ９ ３．６２ ８５．６８ ＜０．０００１ ∗∗

A ０．１６ １ ０．１６ ３．７１ ０．０９５３

B ２０．７４ １ ２０．７４ ４９１．１９ ＜０．０００１ ∗∗

C ０．８２ １ ０．８２ １９．４０ ０．００３１ ∗

AB １．１２ １ １．１２ ２６．６１ ０．００１３ ∗

AC ０．０１ １ ０．０１ ０．３４ ０．５７７５

BC ０．５５ １ ０．５５ １２．９７ ０．００８７ ∗

A２ ４．１０ １ ４．１０ ９７．１６ ＜０．０００１ ∗∗

B２ ２．１９ １ ２．１９ ５１．９９ ０．０００２ ∗∗

C２ １．９３ １ １．９３ ４５．７１ ０．０００３ ∗∗

残差 ０．３０ ７ ０．０４


失拟 ０．１３ ３ ０．０４ ０．９８ ０．４８５８

误差 ０．１７ ４ ０．０４

总和 ３２．８５ １６

　†　∗∗差异极显著(P＜０．０１),∗差异显著(P＜０．０５);R２＝

０．９９１０,R２
Adj＝０．９７９４.

２．４　培养条件优化

２．４．１　初始pH　由图５(a)可知,当pH 为６时,发酵乳

杆菌活菌数最高,表明此时发酵乳杆菌的生长效果最好,

与发酵乳杆菌LFＧ８００１最适初始pH 一致[３２].当pH＞６
时,发酵乳杆菌活菌数开始下降;当pH＞８时,活菌数急

速下降;当pH 为１２时,活菌数仅７．３３lg(CFU/mL).不

同微生物对pH 有一定的耐受性,过酸或过碱的环境均不

利于乳酸菌生长[３３].因此,选择pH６作为菌体生长最

佳初始pH.

２．４．２　培养温度　由图５(b)可知,当培养温度＜３７ ℃
时,随着培养温度的升高,活菌数逐渐增加,表明发酵乳

杆菌随培养温度的升高,生长得越快,可能是因为随培养

温度的升高,细胞流动性在一定范围内得到提升,物质运

输能力进一步加强,有利于乳酸菌细胞生长代谢等[３４];当
培养温度＞３７ ℃时,随培养温度的升高,活菌数快速降

低,４９℃时活菌数降至７．２２lg(CFU/mL).培养温度过

高导致乳酸菌的细胞膜流动性、蛋白质活力和酶活性受

损[３５],发酵乳杆菌因失活而生长受到抑制,活菌数降低;

培养温度为３７℃时活菌数最高,表明此温度是发酵乳杆

菌较适宜的培养温度,与对鼠李糖乳杆菌grx１０[３６]、发酵

乳杆菌IMAU１０１２９[３７]的 研 究 结 果 一 致.因 此,选 择

３７℃作为菌体最佳生长温度.

２．４．３　接种量　由图５(c)可知,当接种量＜３％时,随着

接种量的增加,发酵液活菌数上升;当接种量＞３％时,随
着接种量的增加,发酵液活菌数不再增加,反而越来越

低.因此,选择３％作为菌体最佳接种量.

２．４．４　装液量　由图５(d)可知,当装液量为３０mL时,

发酵乳杆菌活菌数最高,是因为发酵乳杆菌在适量氧气

存在下进行有氧呼吸,加快了能量代谢水平,促进自身生

长繁殖[３８].当装液量为１５mL时,发酵液活菌数最低,

与Siciliano等[３９]研究一致,表明过高的溶氧量对细胞存

图４　各因素交互作用对活菌数的影响

Figure４　Effectsoftheinteractionofeachfactoronthenumberofviablebacteria
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字母不同表示差异显著(P＜０．０５)

图５　不同培养条件下的活菌数

Figure５　Viablecountsindifferentcultureconditions

活和生长具有负面作用.当装液量＞３０mL时,随着装

液量的增加,溶氧量越少,发酵液活菌数逐渐下降,但变

化不显著.因此,选择３０mL作为菌体最佳装液量,即培

养体积分数约为１/５.

２．５　半连续高密度培养

由图６可知,在优化培养基的基础上进行半连续高

密度培养工艺的探索,将培养至对数后期的发酵液离心,

补充等量新鲜培养基换液培养后可明显提高发酵液活菌

数,离心前活菌数为９．７７lg(CFU/mL),选择１４h进行离

心更换新鲜培养基后培养２．５~３．０h,相同条件下重复培

图６　发酵乳杆菌BLHN３半连续高密度培养

Figure６　SemiＧcontinuoushighdensitycultureofL．
fermentum BLHN３

养 多 次,发 酵 液 活 菌 数 持 续 增 加,最 高 可 达

１０．０８lg(CFU/mL).乳酸菌多次离心换液后比生长速率

变化一致,均呈下降趋势,表明随着菌体浓度的增加,抑
制了菌体的迅速生长.发酵液活菌数在第４次离心培养

后开始下降,说明随着培养时间的延长,大部分菌体已进

入衰亡期,半连续高密度培养重复进行２~３次为最佳,
与于修鑑[４０]的结果一致.此时细胞仍保持增殖活力,乳
酸菌活菌数仍可继续上升,之后活菌数开始下降,细胞活

力显著降低.因此,离心培养２~３次可作为半连续培养

收获菌体最佳批次,活菌数可达１０lg(CFU/mL),较离心

前提高一个数量级.

３　结论

试验表 明,以 MRS 培 养 基 为 基 础,发 酵 乳 杆 菌

BLHN３在海藻糖３０．０g/L、大豆蛋白胨３４．０g/L、胡萝

卜汁体积分数１０％、柠檬酸铵/乙酸钠/磷酸氢二钾缓冲

盐类物质下的活菌数最高,为 ６．０５×１０９ CFU/mL,是

MRS培养基的２．９１倍;发酵乳杆菌 BLHN３的最佳培养

初始pH 为６、培养温度为３７ ℃、接种量为３％(体积分

数)、装液量为３０mL(即培养体积分数１/５);并对发酵乳

杆菌进行半连续高密度培养,较离心前培养活菌数显著

提高(P＜０．０５),表明发酵乳杆菌BLHN３经高密度培养,
有望成为具有应用潜力的发酵剂.后续将深入探究其冷

冻干燥特性,制备直投式发酵剂,以便其应用于剁辣椒的
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工业化生产.
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