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保加利亚乳杆菌分批发酵工艺研究

李艾黎，都立辉，霍贵成

（东北农业大学乳品科学教育部重点实验室，黑龙江哈尔滨 !"##$#）

摘 要：研究得出保加利亚乳杆菌适宜的碳氮源分别为乳糖和牛

肉膏，适宜的碳氮比例为 %&!。在 !#’ 发酵罐水平上探明
了新型培养基的增殖效果，证实保加利亚乳杆菌在优化发

酵培养基中 ()*培养 +,后的活菌数达到 $-%.!#/012 3 4’，
增殖效果是经 !#5脱脂乳培养后的 !-" 倍。同时发现，当
发酵液中乳酸盐浓度高于 $6-)7 3 ’会抑制菌体生长，亟待
发展新技术来解决代谢产物遏制的难题。
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德 氏 乳 杆 菌 保 加 利 亚 亚 种（!’*,-#’*)%%$+
./#(/$*0)) ++1" 2$%&’()*$+）属于乳杆菌属的热细菌
亚属，或专性同型发酵菌群 -%.。作为重要的食品工业

用菌株，保加利亚乳杆菌的发酵培养密度直接影响

各企业的生产，但长期以来其在实际生产中所需的

一些培养控制条件、技术指标往往是在低水平的三

角瓶条件下获得，缺乏对发酵过程的动力学解析，无

法在目的微生物的生理生化特性、营养供给及发酵

设备三者之间建立起有机联系。这使得当反应器规

模发生变化时，发酵结果常常不能重复。针对上述问

题，本研究利用 %$/ 搅拌发酵罐探究保加利亚乳杆
菌的发酵过程动力学行为，尝试将实验室成果向工

业发酵规模过渡。

$ 材料与方法
$%$ 材料与设备
保加利亚乳杆菌（!"#） 为东北农业大学畜产品

加工研究所提供。

全自动机械搅拌发酵罐 上海国强生化工程设

备；01计 梅特勒)托利多 23456’#$；低温冷冻离心
机 上海离心机械研究所。

$%! 实验方法
%&#&% 碳氮源对乳酸菌生长的影响
%&#&%&% 碳氮源种类的影响 在 %$7脱脂乳中分别
添加 %7（8 9 :）碳源（葡萄糖、蔗糖、乳糖）或 $&+7（8 9 :）
氮源（大豆蛋白胨、酪蛋白胨、胰蛋白胨、牛肉膏），!"#
按 ’7（8 9 :）接菌量 ;#<培养 *=，测定菌株活菌数的
变化。

%&#&%&# 碳氮源比例的影响 适当调整 *7乳清培养
基中最适氮源的含量，比较不同碳氮源比例 > 9?（8 9
8）@%A%、#A%、;A%和 *A%对菌株生长的影响。
%&#&# 分批发酵培养 !"# 按 ’7接种于优化培养
基，流加 #$7（: 9 :）氨水恒定 01*&$B*&#，;#<培养菌
体 %*= 后放罐。培养期间每隔 #= 取发酵液样品，测
定活菌数和发酵活力并绘制生长曲线，对照组为

%#7脱脂乳。

$%& 指标值测定方法
%&’&% 活菌数测定 保加利亚乳杆菌的分离与计数
均采用 CD"培养基-#.，’,<培养 ;E=后计算菌落数目。
%&’&# 发酵活力测定 取不同生长阶段的 ’7菌液
接种于 %$7（8 9 :）的脱脂乳中，;#<培养 ’&+= 后在室
温下测定发酵液 01。
%&’&’ 比生长速率测定 根据 #?@F# 9 F%，采用活菌
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数作为比较指标，计算公式如下!"#：

$%&’($%&)*!（’(’)）
&’ 和 &) 分别为时间 ’ 和开始时的细胞密度；!

为比生长速率。

+,",- 实验统计方法 实验数据重复测定 " 次（%*
"）， 采 用 ./..++,) 软 件 中 的 .’012%’ (32456% (
720$89’28’进行多重比较，最小差异显著水平为 :;<。

! 结果与讨论
!%$ 碳氮源对保加利亚乳杆菌生长的影响
=,+,+ 不同氮源的影响 如图 + 所示，因乳酸菌的
蛋白质分解能力有限，其增殖速度快慢和培养基中

蓄积的游离氨基酸和肽类等物质的含量密切相关 !-#，

故 !"# 适宜的氮源主要是水解蛋白类物质，特别是牛
肉膏和酪蛋白胨（>?),);）。其中牛肉膏提供了大量多
肽类、核苷酸类、有机酸类和高缓冲磷酸盐等水溶性

营养物质；而酪蛋白胨则富含氨基酸和维生素类，尤

其是 @A+的含量较高，有助于从多方面满足菌体的营

养要求!;#。

=,+,= 不同碳源的影响 如图 = 所示，蔗糖的增殖
效果略低（>?),);），这与乳酸菌缺乏分解淀粉等大分
子碳水化合物的酶系有关!B#。相对乳糖而言，!"# 更容
易吸收和利用单糖———葡萄糖，不过乳糖也极大地

促进了 !"# 的增殖，使得测定指标值显著高于参照组
+)<脱脂乳C>?),);D。由于制备的乳酸菌发酵剂成品
终需在牛乳中发酵乳糖进行生产，所以确定工业用

碳源为乳清粉或乳清浸出液；另外，因葡萄糖属于乳

酸菌优先利用的快速碳源，若含量过多易产生碳源

分解代谢物阻遏作用（加速乳酸产生），所以只考虑

适量添加 ),+<E),;<葡萄糖来促进乳酸菌增殖。

=,+," 碳氮源比例的影响 兼性厌氧的乳酸菌除利
用碳源作为碳架参与菌体合成和提供维持生命活动

能源的作用外，其主要作用为进行同型发酵转化成

乳酸 !F#，是需要量最大的营养源，添加比例往往远高

于氮源。而生产中究竟使用多少浓度的碳源最为合

适，可以按下列说明进行估算：一般 !"# 耐受乳酸的
最大量为 =<!:#，理论上乳酸菌经同型发酵途径每消

耗 +5G$葡萄糖会转化成 =5G$ 乳酸和 =5G$HI/，若产
生 =<乳酸需要消耗约 =<葡萄糖，而总糖消耗量应
达到 "<E-<或略高才能满足 !"# 的营养要求。
由表 + 的数据统计结果可知，当培养基中乳清

粉（乳糖含量约为 ;)<）和牛肉膏比例约为 BJ+时，!"#
的活菌数值（>?),);）和产酸性能都是最高的。本实验
的测定值在理论值范围，进一步说明了优选的碳氮

源比例符合实际情况，并初步确定优化培养基配方

为 B<乳清K+<牛肉膏K),;<酵母粉。

!%! 保加利亚乳杆菌的分批发酵
在简单分批培养过程中，除随时调节培养液的

酸碱度外，与外界没有其他物料交换，这使得细胞浓

度、基质浓度和菌体代谢产物的浓度均在不断发生

变化 !+)#。由此可推断分批发酵的优化控制能否实现，

取决于我们对发酵过程中菌体生长与底物消耗的动

态平衡及内在规律是否有充分的认识，从而对其进

行有目的的控制。

=,=,+ 细胞的生长特性 如图 " 所示，!"# 的生长代
谢可明显分为四个阶段：延滞期（)E=L），可以认为微
生物在此阶段调整自身代谢的酶系以便适应新环

境；对数期（-EFL），此时优化培养基质中营养丰富，
有害代谢产物少，!"# 在单位时间内的比生长速率达
到 ),M;M N L，高于在 +=<脱脂乳培养基中的 ),BF; N L；
稳定期（FE+=L），因细胞快速繁殖，迅速消耗营养物
质，使得细胞数目和菌体发酵活力逐渐达到最高点，

此时 !"# 在优化培养基中的活菌数为 ",BO+):E",=O
+):PQ0 N 5R，发酵活力为 >S-,"，而在 +=<脱脂乳培养
基中的活菌数约为 =,BO+):E=,-O+):PQ0 N 5R，菌体发酵
活力 >S-,-；衰亡期（+=E+BL），因生长环境开始恶化，
活细胞数量和发酵活力逐渐降低。

=,=,= 代谢产物的影响 如图 - 所示，用于中和菌
体代谢产物的氨水流加速率也间接反映出 !"# 的生
长速率。在氨水消耗量高峰处，细胞也出现了最大生

长速率，同时 !"# 的发酵活力也是最高的；虽然 !"#
的乳酸盐耐受范围在 =,+=E;),B=T N R 之间，一旦发酵
液中的乳酸盐浓度超过了 "M,=T N R（发酵 FL 时），氨
水流加速率明显开始减缓，菌体细胞也逐渐进入生

长稳定期。

图 + 不同氮源对 !"# 生长的影响
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图 = 不同碳源对 !"# 生长的影响
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碳氮源比例 UJ3 产酸性能>S
活菌数

（RGT PQ0 N 5R）
发酵活力

>S
B<乳清JB<牛肉膏 ",:+ F,:"F1 -,;;
B<乳清J"<牛肉膏 ",B; :,)-+P -,-;
B<乳清J=<牛肉膏 ",BM :,+:)V -,"F
B<乳清J+<牛肉膏 ",B" :,==-6 -,-=

表 + 碳氮源比例对保加利亚乳杆菌生长的影响（&W.X）

注：6Y VY PY 1（.’012%’(32456%(720$89’28’Y"*,);）。

!"



!"#$%&’("$)%’%**+

!""#年第 $!期

研 究 与 探 讨 食品工业科技

图 ! 比较 !"# 在最优培养基与 "#$脱脂乳
培养基中的生长趋势
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（5）活菌数增殖曲线
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（9）发酵活力曲线

% 结论
在了解微生物生理代谢特性的基础上，控制其

在生物反应器中的逐级放大与工艺优化，仍是目前

工业化发酵生产乳酸菌的重点和难点。由本实验结

果可知，随着发酵规模的扩大，两个重要因素将影响

产物生成量的高低：营养物质消耗，生长后期的菌种

活力并没有明显降低，只是培养基中一种或几种营

养物质的消耗限制了菌体细胞进一步繁殖。若在培

养后期通过补充新鲜的和充足的营养基质，解除底

物消耗的抑制可能会进一步增殖菌体；代谢产物积

累，在发酵期间生产的乳酸盐随着发酵时间的推移，

其含量不断增高，对菌体的生长产生了严重干扰。如

果能采用超滤或透析等方法来解除产物的反馈抑制

作用，细胞的对数生长期会得以延长。

综上所述，若能突破乳酸菌高密度发酵生产这

一瓶颈问题，将为其广泛应用开创全新的领域，并引

领乳酸菌工业进入另一个崭新时代。
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图 ( !"# 在优化培养基中的氨水消耗曲线\34 2 84]
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“开始”开始测量。由于采用了计算机，其采样精度可

达小数点后第 (位（吸光度）。能量 "##左右时，将测
得的漂移值与 #&##)N9O 比对。只有当漂移值小于
#&##)N9O，基线才是稳定的。

$&’ 实验中测 ()含量时加入 *+,-!的作用
这是因为镁在空气<乙炔火焰中测定时有很多

元素干扰，如铝、铍、磷、硅、钛、钒和锆对钙有干扰，

铝、磷、硅、钛、对镁有干扰，而在有释放剂镧或锶存

在下，这些干扰常可被消除。所以，在测 =.时要加入
GDV,*。

! 实验结论
经过实验我们可以看出，栀子中含有非常丰富

的 =.，而 V1、ZI、̂L、=I等元素的含量相对较低。我
们对栀子作为保健品的开发关键是对其中富含的

=. 元素的开发，从而使栀子在食品以及保健品方面
得到综合应用。
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