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摘 要： hs!3 菌摇瓶发酵培养过程中，适宜培养时间为 16 h。研究结果表明，接种量、摇瓶转速、

装液量对培养后活菌数及胞外多糖产量都有影响。进一步正交实验得出，摇瓶转速为显著性影响

因素，摇瓶培养的适宜工艺组合为：转速 60 r/min，接种量 3 %，装液量 250 mL（500 mL 三角瓶），

通过 10 L 发酵罐小试，hs!3 菌活菌数最大为 1.12"109cfu/mL，胞外多糖最大产量 819 mg/L，和摇

瓶培养基本一致。
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891(%):(：In the course of Shake-flask Ferment-cultivating of hs!3，the feasible cultivating were obtained，16 h was feasi-

ble. The results indicated that the bacterium yield and exoplysaccharide were effected by rotate speed，inoculation amount

ang the quantity of culture medium. The conditions of Ferment-cultivating were obtained by the L933 orthogonal experi-

ment design and analyzing，rotate speed 60 r/min，inoculation 3 %，the quantity of culture medium enclosing 250 mL（500

mL）were the optimum ferment condtions. The bacterium yield and exoplysaccharide were 1.12"109cfu/mL and 819 mg/L

in the course of 10 L Fermentation tank-cultivating.

;#/ <+%.1：microbe；!"#$%"&’&’’() "*$#+&%*,-() hs!3；shake!flask fermentation；exoplysaccharide

近年来，我国乳制品生产发展非常迅速，尤其是各

种酸乳的生产和消费更是突飞猛进。目前，稳定提高乳

酸菌发酵的质量、研究高效直投式酸奶发酵剂已成为我

国乳品生产面临的重大理论和实践问题［1］。不仅对促进

我国乳品科学的研究具有重要的学术意义，而且对解决

酸乳生产实际问题也具有重要的应用价值［2］。

乳酸菌胞外多糖是在乳酸菌发酵过程中由乳酸菌

通过合成代谢形成并分泌到细胞壁外的粘液或荚膜多

糖［3］。研究表明，乳酸菌胞外多糖具有许多重要的生理

学功能。有报道表明，乳酸菌胞外多糖具有抗肿瘤的作

用［4］，它可以改善人体肠道环境，减少便泌，提高益生菌

菌株对肠道表面的非特异性黏附，促进益生菌的生长，

优化肠道微生态系统。乳酸菌胞外多糖可以促进 T 淋巴

细胞的增殖，增强人体免疫力［5］，同时，乳酸菌胞外多糖

对人体细胞具有保护和降低血清胆固醇的作用［6］。在工

艺及市场发展方面， 乳酸菌胞外多糖能够改善乳制品

的粘度、质构，提高酸乳制品的润滑感［7］。因此，通过优

化发酵条件提高乳酸菌胞外多糖产量具有重要意义。

1 材料与方法

1.1 实验主要材料

嗜热链球菌 hs!3（中国湿地保护区衡水湖分离纯化

鉴定后于衡水学院生物系微生物实验室保藏）。

1.2 培养基

MRS 培养基制备：葡萄糖 10 g；胰蛋白胨 10 g；牛

肉膏 10 g；酵母提取物 5 g；柠檬酸二铵 2 g；磷酸氢二钾

2 g；MgSO4·7H2O 0.58 g；MnSO4·H2O 0.25 g；吐温 80 为

1 mL；蒸馏水 1 L；琼脂 20 g。用醋酸调节 pH 到 6.8，121
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-高压灭菌 20 min。

M17 培养基制备：胰蛋白胨 5 g；大豆蛋白胨 5 g；

牛肉膏 5 g；酵 母 提 取 物 2.5 g；抗 坏 血 酸 0.5 g；硫 酸 镁

0.25 g；!.甘油磷酸二钠 19 g；琼脂 20 g；蒸馏水 1 L。用

醋酸调节 pH 到 6.9，121 -高压灭菌 15 min。

脱脂乳培养基制备：新鲜牛乳经脱脂，调整固形物

含量 11 %左右，108 -灭菌 15 min。

发酵培养基制备：新鲜牛乳经脱脂，调整固形物含

量 11 %左右，加蔗糖 6 %左右，90/95 -处理 5 min。

1.3 实验方法

1.3.1 菌种的活化

实验前，首先将菌株接种到 12 %的复原脱脂乳中，

37 -厌氧培养 20 h，再以 2 %接种量分别转接至 5 mL

的 M17 和 MRS 液体培养基中，37 -厌氧培养 16/18 h，

最后以 2 %接种量分别转接到 l0 mL 的 M17 和 MRS 液

体培养基中备用。

1.3.2 活菌数测定

贮藏试验期间，酸乳中的乳酸菌数用平板法进行计

数，采用改良 TJA 培养基进行活菌计数，39 -厌氧培养

48 h，每次试验均取 3 个重复，取其均值作为计数结果，

乳酸菌数被表达为 cfu/mL。

1.3.3 乳酸菌胞外多糖测定———苯酚.硫酸法［38］

标准曲线的制作：准确吸取标准葡萄糖（或葡萄糖）

20 mg（预先于 105 -烘至恒重）于 500 mL 容量瓶中，加

水至刻度。

分别吸取 0.4 mL，0.6 mL，0.8 mL，1.0 mL，1.2 mL，

1.4 mL，1.8 mL，各以水补至 2.0 mL，然后加入 6 %苯酚

溶液 1.0 mL 及浓硫酸 5.0 mL，静止 10 min，摇匀，室温

放置 20 min 以后于 490 nm 下测光密度，以 2.0 mL 水按

同样显色操作空白，横坐标为多糖微克数，纵坐标为光

密度值，得到标准曲线（图 1）。

将样品经一系列的处理去除蛋白及小分子糖类后

得到上清液，吸取上清液 1.0 mL，按同样操作测光密度，

以标准曲线计算多糖含量。

1.3.4 粗多糖的分离（工艺）

酸乳!蛋白酶水解!上清液离心!沉淀物乳化!离心回 收

上清液!合并上清液!浓缩!加入乙醇沉淀!沉淀物溶解!离

心、醇沉 3 次!粗多糖液!冷冻干燥!粗制乳酸菌胞外多糖

1.3.5 小试实验（摇床实验）

通过在不同转速、装液量、接种量下，培养基中活菌

数及胞外多糖含量的测定，确定最佳转速、接种量、装液

量。

1.3.6 摇瓶正交实验设计（表 1）

1.3.7 l0 L 发酵实验

在 l0 L 的发酵罐内，按 3 %的接种量将扩培好的种

子接入发酵罐中，控制初始 pH 为 6.0，温度在 39 -，搅

拌转速为 60 r/min，发酵时间 20 h。

2 结果与讨论

2.1 生长曲线的测定

为了确定嗜热链球菌 hs.3 在增殖培养基中的生长

过程，从而掌握发酵最适收获期，进行了生长曲线的测

定。在增殖培养基中，39 -恒温培养 24 h，每隔 2 h 取

样，在 600 nm 下测定其吸光值，以培养时间为横坐标、

吸光值为纵坐标，得到如图 2 所示的生长曲线。

由图 2 可看出，hs.3 菌 OD 值从一开始急增，0/4 h

为菌株的延迟期，4/8 h 为菌株的对数生长期，在 16 h

活菌数达到最大，16 h 以后活菌数开始下降，进入衰亡

期。考虑到在对数生长期末期、稳定期初期收获细胞，在

此选择发酵培养 16 h 为其最佳收获期。

2.2 接种量对培养过程中活菌数及胞外多糖的影响

据相关报道，乳酸菌发酵后活菌数、乳酸菌胞外多

糖产量与起始接种量呈一定的相关性。摇瓶发酵培养过

图 1 苯酚.硫酸标准曲线

图 2 hs.3 乳酸菌摇瓶发酵曲线的测定
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程中，起始接种量不同，活菌数及胞外多糖产量也会有

所不同。因此，摇瓶发酵培养过程中分别研究了不同的

接种量（0.5 %，1 %，1.5 %，2 %，2.5 %，3 %，3.5 %，4 %，

4.5 %，5 %）对发酵培养结束后活菌数及胞外多糖产量

的影响，培养温度 39 !，培养时间 16 h，摇瓶装液量 150

mL(500 mL 瓶)，摇瓶转速 50 r/min，结果见图 3。

由图 " 可得，摇瓶培养结束后，不同接种量条件下，

活菌数及胞外多糖的产量不同。开始随着接种量不断增

大，活菌数及胞外多糖产量不断增加；接种量为 "#$ %

时，活菌数及胞外多糖产量同时达到最大，最大产量分

别为 1.27%109cfu/ mL，793 mg/L；之后，随着接种量的加

大，活菌数及胞外多糖产量不断降低。因此，hs&3 乳酸菌

摇瓶发酵培养的适宜接种量为 3.5 %。

2.3 摇瓶转速对培养过程中活菌数及胞外多糖的影响

培养基的供氧情况影响氧化还原电位值，而不同的

氧化还原电位值有可能使乳酸菌的代谢途径发生改变，

因而影响菌体的生长与产物的形成。因此，在 hs&3 乳酸

菌摇瓶发酵培养过程中，通过改变转速，研究不同转速

条件下（20，30，40，50，60，70，80 r/min），培养 16 h 后，

hs&3 菌活菌数及胞外多糖的变化如图 4 所示。摇瓶装液

量 150 mL(500 mL 瓶)，培养温度 39 !，接种量 3.5 %。

由图 4 可以看出，hs&3 菌在转速为 60 r/min 时活菌

数最高，为 1.31 %109cfu/mL，同时在转速为 60 r/min 时，

胞外多糖产量达到最大，为 833 mg/L。

不同转速下活菌数及胞外多糖产量差异较大。活菌

数最大提高 142.60 %，胞外多糖最大提高 63.01 %。说明

摇瓶发酵培养过程中，转速对 hs&3 菌的影响较大，适宜

的摇瓶转速应为 60 r/min。

2.4 摇瓶装液量对 hs&3 菌培养过程中活菌数及胞外多

糖的影响

摇瓶培养过程中，装液量不同，菌体的生长及其代

谢产物也会有很大差异，有些菌体较适宜于浅层表面培

养，有些菌体在深层培养的环境中生长旺盛，因此，研究

了三角瓶不同装液量条件对 hs&3 菌的影响，结果见图

5。培养条件为：转速 60 r/min，培养温度 39 !，培养时间

16 h，接种量 3.5 %，三角瓶装液量分别为 50 mL，100

mL，150 mL，200 mL，250 mL，300 mL，350 mL（500 mL

三角瓶）。

由图 5 看出，不同装液量条件下，hs&3 菌培养 16 h

后，活菌数及胞外多糖产量不同。开始随装液量的不断

增加，活菌数及胞外多糖产量也随之增加，且胞外多糖

产量和发酵培养结束后发酵液中活菌数呈一定的正相

关；装液量为 300 mL 时，活菌数和胞外多糖同时达到最

大，最大活菌数为 1.42%109cfu/mL，胞外多糖最大产量为

880 mg/L。之后装液量增加，活菌数及胞外多糖都有所

降低，说明装液量 300 mL(500 mL 三角瓶)较为适宜。

2.5 摇瓶发酵培养 L9（33）正交实验

根据以上实验结果，分别选择了接种量、摇瓶转速、

装液量为影响摇瓶培养过程中活菌数及胞外多糖的影

响因素，并相应地选择较为适宜的 3 个水平进行正交实

验，以得出较适宜工艺组合为目的，结果见表 2，表 3。

由表 2 可以看出，hs&3 菌摇瓶培养过程中，影响活

菌数产量高低的因素为：转速 > 接种量 > 装液量，其中

图 3 不同接种量下，hs&3 乳酸菌摇瓶培养后，

活菌数及胞外多糖的产量

图 4 不同摇瓶转速对 hs&" 菌发酵培养后

活菌数及胞外多糖的影响

图 5 摇瓶不同装液量对 hs&3 菌活菌数

及胞外多糖产量的影响
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转速为较显著性因素，接种量为显著性因素。以发酵培

养后活菌数为目的产物适宜工艺条件为：转速 60 r/min，

接种量 3 %，装液量 250 mL。

由表 3 可知，正交试验设计条件下，影响 hs-3 菌胞

外多糖产量高低的因素为：转速 > 装液量 > 接种量，其

中转速为显著性因素，以胞外多糖干重为目的产物的适

宜工艺条件为：转速 60 r/min，接种量 3 %，装液量 250

mL（500 mL 三角瓶）。

由摇瓶培养结束后活菌数、胞外多糖两次正交试验

结果及分析可知，发酵培养过程中，胞外多糖产量和菌

丝体产量呈一定正相关性，胞外多糖产量和菌丝体产量

在同一条件下达到最高，因此，以菌丝体和胞外多糖产

量为目的产物的适宜工艺条件为：转速 60 r/min，接种量

3 %，装液量 250 mL（500 mL 三角瓶）。

2.6 hs-3 菌 10L 发酵罐发酵小试

依据摇床数据及经验值确定工艺参数的组合，在摇

瓶实验的基础上，根据放大前后溶氧因子不变的原则，

将 hs-3 菌于 10 L 发酵罐放大培养，培养条件为：培养

时 间 20 h，培 养 温 度 39 .，转 速 45 r/min，初 始 pH 值

6.0，接种量 3 %，装液量 7 L，结果见图 6。

由图 6 可以看出，hs-3 菌 10 L 发酵罐培养过程中，

菌体生长的 4 个阶段：1/8 h 为适应期，菌体生长速度缓

慢，基本处于代谢调整期；8/16 h 为对数生长期，菌体生

长速度大大增加；16 h 以后为稳定期和衰亡期，菌体量

先达到最大值，随着营养物质的消耗，菌体的生长速度

与死亡速度处于平衡，活菌数变化不大，此时代谢产物

大量分泌；之后菌体开始自溶，活菌数逐渐减少，菌体死

亡率增加。活菌数的最大产量为 1.120109cfu/mL，和摇瓶

培养相比，最大活菌数有所降低，这可能是发酵罐放大

和摇瓶培养差异所致。

在发酵罐放大培养过程中，胞外多糖的产量和活菌

数的变化呈一定的正相关性，培养至 16 h 时和活菌数

同时达到最大，最大产量为 819 mg/L，这和摇瓶培养基

本一致。

3 结论

通过摇瓶发酵培养，测得 hs-3 菌适宜培养时间为

16 h。经研究得出，在其他条件一定时，接种量、摇瓶转

速、装液量对发酵培养后活菌数及胞外多糖产量都有不

同程度的影响，进一步正交实验得出，摇瓶转速为显著

性影响因素。分析后可知，摇瓶培养的适宜工艺组合为：

转速 60 r/min，接种量 3 %，装液量 250 mL（500 mL 三

角瓶）。通过 10 L 发酵罐小试可知，hs-3 菌活菌数最大

为 1.120109cfu/mL，胞外多糖最大产量为 819 mg/L，和

摇瓶培养基本一致。
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图 6 hs-3 菌 10 L 发酵罐小试
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