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［摘　 要］ 　 为了优化猪源嗜酸乳杆菌 Ｌａ － ０２３１ 菌粉生产工艺。 采用单因素试验、正交试验，优化

发酵温度、培养基初始 ｐＨ 值、氢氧化钠流加浓度、发酵时间、离心时的流量设定值、预冻温度、冷冻

干燥中物料仓的真空度，并对冻干菌粉进行了耐酸、耐胆盐性能测试。 结果表明，优化的 ５ 吨生产

罐发酵控制参数为：发酵温度 ３７ ℃，培养基初始 ｐＨ 值为 ６． ４０，氢氧化钠的流加浓度为 ２５％ ，发酵

时间为 １６ ｈ，发酵液最终 ｐＨ 值范围在 ４． ２０ ～ ４． ８０ 之间，ＯＤ６００ ｎｍ值在 ６． ００ 以上，发酵液的活菌数为

６． ８０ × １０９ＣＦＵ ／ ｍＬ。 离心时的流量设定值以 ２１６Ｌ ／ ｈ 为优。 确定预冻温度为 － ４５ ℃ ～ － ５０ ℃最

佳，冷冻干燥中物料仓的真空度设定以 ５０ Ｐａ 较为适宜。 优化后猪源嗜酸乳杆菌 Ｌａ － ０２３１ 菌粉生

产工艺，冻干菌粉活菌数含量为 ４． ５６ × １０１１ＣＦＵ ／ ｇ，水分含量 ３． １９％ ；经耐酸、耐胆盐性能测试，显示

其具有良好的耐酸、耐胆盐特性。
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ｓａｌｔ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ

　 　 嗜酸乳杆菌（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ ａｃｉｄｏｐｈｉｌｕｓ），１９００ 年

首先从婴儿粪便中分离出来，当时被命名为嗜酸芽

孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓ ａｃｉｄｏｐｈｉｌｕｓ）。 １９７０ 年经 Ｈａｎｓｏｎ 和

Ｍｏｑｕｏｔ 重新鉴定、分类后，修改为现在的名称，属于

乳杆菌属，革兰氏阳性杆菌。 国外专家称它是

ＧＲＡＳ，即公认安全的食品微生物［１］。 嗜酸乳杆菌

是少数可以存活并定植于人或动物肠道内的益生

菌之一，其在肠道内的定植能力强于其它微生物。
它能竞争性地定植于小肠上皮细胞，产生细菌素和

有机酸，维持肠道内低 ｐＨ 环境，促进肠道中微生态

环境的正常化［２］。 赵臣等［３］ 测定了一株猪源嗜酸

乳杆菌的体外生物学特性。 采用试剂盒法测定了

该菌株的产酸力和抗氧化性能；采用琼脂平板扩散

法检测了该菌株的抑菌特性；使用猪肠上皮细胞测

定了该菌株的黏附性能。 Ｍａｔｔｈｅｗ 等［４］研究发现嗜

酸乳杆菌在鸡体内大量存在，能利用各种碳源生

长，耐胆汁、耐酸，能在 ｐＨ３． ００ 的环境下，存活 ５ ｈ；
代谢乳糖，产生抗菌物质，生物合成乳酸。 嗜酸乳

杆菌作为动物肠道中重要的益生菌，具有维护动物

肠道健康、缓解不良应激、改善饲养环境、调节机体

脂肪代谢和改善畜禽产品品质等功能［５］。 嗜酸乳

杆菌 Ｌａ － ０２３１ 来源于猪肠道，经测定其耐酸、耐胆

盐能力强。 研究的目的是为了优化其菌粉生产

工艺。
１　 材料与方法

１． １　 试验材料

１． １． １ 　 供试菌种　 嗜酸乳杆菌，由本公司分离自

猪肠道，保藏菌株号 Ｌａ － ０２３１。
１． １． ２　 培养基　 固体斜面培养基（ＭＲＳ）：葡萄糖

２０ ｇ ／ Ｌ，蛋白胨 １０ ｇ ／ Ｌ，牛肉膏 １０ ｇ ／ Ｌ，酵母浸膏

５ ｇ ／ Ｌ，乙酸钠 ５ ｇ ／ Ｌ，柠檬酸氢二铵 ２ ｇ ／ Ｌ，Ｋ２ＨＰＯ４

２ ｇ ／ Ｌ，ＭｇＳＯ４ ·７Ｈ２ Ｏ ０． ５８ ｇ ／ Ｌ， ＭｎＳＯ４ ·４Ｈ２ Ｏ

０． ２５ ｇ ／ Ｌ，１ ｍＬ ／ Ｌ 吐温 ８０，琼脂 １８ ｇ ／ Ｌ（液体 ＭＲＳ
培养基不加琼脂），ｐＨ６． ２０ ～ ６． ４０。 种子培养基：
葡萄糖 ２０ ｇ ／ Ｌ，蛋白胨 １５ ｇ ／ Ｌ，牛肉浸粉 １０ ｇ ／ Ｌ，酵
母浸膏 ５ ｇ ／ Ｌ，乙酸钠 ５ ｇ ／ Ｌ，柠檬酸氢二铵 ２ ｇ ／ Ｌ，
Ｋ２ＨＰＯ４２ ｇ ／ Ｌ，ＣａＣｌ２ １ ｇ ／ Ｌ， Ｌ － 半胱氨酸盐酸盐

１ ｇ ／ Ｌ，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ ０． ５ ｇ ／ Ｌ，ＭｎＳＯ４·４Ｈ２Ｏ ０． ２５
ｇ ／ Ｌ，１ ｍＬ ／ Ｌ吐温 ８０。 发酵培养基：葡萄糖 ２０ ｇ ／ Ｌ，
蛋白胨 １０ ｇ ／ Ｌ，牛肉浸粉 １０ ｇ ／ Ｌ，酵母浸膏 ５ ｇ ／ Ｌ，
乙酸钠 ５ ｇ ／ Ｌ，柠檬酸氢二铵 ２ ｇ ／ Ｌ，Ｋ２ＨＰＯ４２ ｇ ／ Ｌ，
ＣａＣｌ２１ ｇ ／ Ｌ，Ｌ －半胱氨酸盐酸盐 ０． ５ ｇ ／ Ｌ，ＭｇＳＯ４·
７Ｈ２Ｏ ０． ５ ｇ ／ Ｌ，ＭｎＳＯ４·４Ｈ２Ｏ ０． ２５ ｇ ／ Ｌ，１ ｍＬ ／ Ｌ 吐

温 ８０；豆粕水解物 ６． ００ ｇ ／ Ｌ；复合氨基酸 ０． ２５ ｇ ／ Ｌ
（异亮氨酸 ０． ０５ ｇ ／ Ｌ、半胱氨酸 ０． ０５ ｇ ／ Ｌ、天门冬氨

酸 ０ ０５ ｇ ／ Ｌ、丙氨酸 ０． ０５ ｇ ／ Ｌ、赖氨酸 ０． ０５ ｇ ／ Ｌ）。
以上培养基均经 １１８ ℃灭菌 ２０ ｍｉｎ 处理。 复合氨

基酸装玻璃三角瓶，１１５ ℃ 灭菌 １５ ｍｉｎ，单独灭

菌处理。
１． ２　 试验方法

１． ２． １　 一级摇瓶种子培养方法

１． ２． １． １　 菌种活化培养　 将培养好的斜面菌种接

种于活化管种子培养基中，３７ ℃ 恒温静止培养

１１ ｈ ～ １５ ｈ。
１． ２． １． ２　 一级摇瓶种子培养　 按 ２％ 接种量将活

化种子液转接至装液量为 ２００ ｍＬ ／ ２５０ ｍＬ 三角瓶

的种子培养基中，３７ ℃恒温静止培养 ８ ｈ ～ １２ ｈ。
１． ２． ２　 优化培养试验方法

１． ２． ２． １ 　 培养温度的优化 　 试验选取 ３３ ℃、
３５ ℃、３７ ℃、３９ ℃四个温度，采用种子培养基，一
级摇瓶培养方法，培养 １８ ｈ 后，取发酵菌液，测定菌

液的 ｐＨ、ＯＤ６００ ｎｍ和ＣＦＵ ／ ｍＬ值。
１． ２． ２． ２　 培养时间的优化　 试验选取 １０ ｈ、１４ ｈ、
１８ ｈ、２２ ｈ 和 ２６ ｈ 五个培养时间，采用种子培养基，
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一级摇瓶培养方法，培养不同时间，取发酵菌液，测
定菌液的 ｐＨ、ＯＤ６００ ｎｍ和 ＣＦＵ ／ ｍＬ 值。
１． ２． ２． ３　 培养基起始 ｐＨ 的优化 　 将种子培养基

起始 ｐＨ 值分别调整至 ５． ４０、５ ８０、６． ２０ 和 ６． ８０，一
级摇瓶培养方法，培养 １８ ｈ，取发酵菌液，测定菌液

的 ｐＨ、ＯＤ６００ ｎｍ和 ＣＦＵ ／ ｍＬ 值。
１． ２． ２． ４　 培养温度、培养时间和培养基起始 ｐＨ 值

的优化组合 　 采用发酵培养基，一级摇瓶培养方

法，Ｌ９（３４ ） 正交试验，测定各试验号发酵菌液的

ＣＦＵ ／ ｍＬ 值。
１． ２． ３　 ５ 吨生产罐发酵试验方法

１． ２． ３． １　 二级摇瓶种子培养　 按 ２％ 接种量将一

级摇瓶种子液转接至装液量为 ２０００ ｍＬ ／ ３０００ ｍＬ
三角瓶的种子培养基中，３７ ℃恒温静止培养１０ ｈ ～
１４ ｈ。
１． ２． ３． ２　 种子罐培养　 ５０ Ｌ 培养基配制及灭菌：
将种子培养基原料准确称量后置于约 ３０ Ｌ 配料桶

中，加入约 ２０ Ｌ 净化水，搅拌溶解后过 ２００ 目滤布

添加到种子罐中，将冲洗配料桶的净化水过 ２００ 目

滤布倒入种子罐中，并补水至罐体适宜容量（９５％
±５％ ），８０ ｒ ／ ｍｉｎ 搅拌 ５ ｍｉｎ，进行灭菌处理。 ５０ Ｌ
种子罐培养条件：接种量 ４％ ，接种后维持罐压

０ ０２Ｍｐａ ～ ０． ０４ ＭＰａ，搅拌转速 ８０ ｍｉｎ，培养时间

８ ｈ ～ １０ ｈ。
１． ２． ３． ３　 发酵罐发酵　 ５ 吨发酵培养基配制及灭

菌：①首先向配料罐中通入约 ４ 吨净化水，打开蒸

汽阀，使配料罐中的水温维持在 ４０ ℃ ～６０ ℃，打开

搅拌机进行搅拌溶解；将发酵培养基原料准确称量

后添加到配料罐中进行溶解，时间约为 １０ ｍｉｎ；待
物料完全溶解后，打开输送泵，将料液经 ２００ 目过

滤器输送至发酵罐中。 然后在配料罐中加入适量

净化水清洗配料罐，将清洗后的水经 ２００ 目过滤器

输送至发酵罐中（水量保证灭菌后加入复合氨基酸

溶液和接种种子液后的终体积在 ４５００Ｌ ± １００Ｌ）。
②复合氨基酸配制及灭菌：向备用 １００ 升种子罐中

注入净化水至罐体容量的 ９０％ （保证复合氨基酸

溶液灭菌后体积在 １００Ｌ ± １０Ｌ），先对净化水进行

１２１ ℃２０ ｍｉｎ 灭菌处理，灭菌后降温至 ６０ ℃以下，

将复合氨基酸准确称量后投入灭过菌的净化水中，
搅拌均匀充分溶解后，对复合氨基酸溶液进行

１１５ ℃ １０ ｍｉｎ 灭菌处理，灭菌结束后降温至室温备

用。 ③氢氧化钠溶液配制及灭菌：先打开进净化水

水阀，向 ３５０ 升补碱罐中注入适量净化水，称取适

量氢氧化钠，缓慢倒入 ３５０Ｌ 补碱罐中，充分溶解。
配制结束后，向罐内通入蒸汽，灭菌压力控制在

０． ０５ Ｍｐａ ～ ０ １０Ｍｐａ，时间 １５ ｍｉｎ，然后关闭蒸汽

进气阀，夹层通入冷却水，降温至 ４０ ± １ ℃，自然

冷却待发酵培养基调初始 ｐＨ。 ５ 吨发酵罐培养

条件：接种量 ２％ ，接种后维持罐压 ０． ０２Ｍｐａ ～
０ ０４ ＭＰａ，搅拌转速 ８０ ｍｉｎ。
１． ２． ３． ４　 流加氢氧化钠溶液发酵试验方法　 试验

选取流加 １５％ 、２５％ 、３５％ 三个浓度的氢氧化钠溶

液进行发酵试验，同时测定不同发酵时间发酵液的

ｐＨ、ＯＤ６００ ｎｍ和 ＣＦＵ ／ ｍＬ 值，以确定最佳的氢氧化钠

溶液流加浓度和停罐发酵时间。
１． ２． ４　 离心参数的确定试验方法　 试验采用管式

离心机离心收集菌泥，试验选 １４４、１８０、２１６、２５２ 和

２８８Ｌ ／ ｈ 五个流量值进行离心，在菌泥收得率和菌

体存活率之间找到一个平衡点，以最大限度地收得

到高活菌存活率的菌泥。
１． ２． ５　 冻干参数的确定试验方法

１． ２． ５． １ 　 菌泥乳化方法　 在 ３００Ｌ 乳化罐中加入

适量净化水，准确称取冻干保护剂各组分（按 １ ｋｇ
菌泥添加脱脂奶粉 １９５ ｇ、海藻糖 ７５ ｇ、蔗糖 ５７ ｇ、
甘露醇 ４０ ｇ、甘油 ３０ ｇ 配制固体保护剂），按各组分

先后程序分别称取并倒入乳化罐中，开启搅拌，搅
拌转速 ８０ ｍｉｎ，待固体保护剂成分充分溶解后，补
足水量，在乳化罐夹套中通入蒸汽进行加温灭菌，
灭菌料温维持在 １１５ ℃ ～ １１８ ℃，时间１５ ｍｉｎ。 灭

菌后通冷凝水进行降温，维持罐内料温 ４ ℃ ～
８ ℃，加入离心收集的菌泥，菌泥：液体保护剂（固
体保护剂 ＋水） ＝ １∶ ２，乳化时间 ５ ｍｉｎ ～ １０ ｍｉｎ。
１． ２． ５． ２　 预冻温度的确定试验方法　 将乳化后的

料液装入托盘，控制物料厚度在 ８ ｍｍ ～ １２ ｍｍ 之

间，放入冻干仓，进行冷冻干燥。 预冻对菌体在冻

干过程中的存活率有重要影响，试验设预冻温度为

·８５·
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－ ３０ ℃、 － ３５ ℃、 － ４０ ℃、 － ４５ ℃和 － ５０ ℃五个

温度值，预冻 １ ｈ，冻干过程物料仓的真空度 ４０ Ｐａ，
测定冻干菌粉的 ＣＦＵ ／ ｇ 值和水分含量。
１． ２． ５． ３ 　 真空度的确定试验方法 　 在冻干过程

中，物料仓的真空度是个重要的参数，试验设真空

度为 ３０ Ｐａ、４０ Ｐａ、５０ Ｐａ 和 ６０ Ｐａ 四个值，测定其对

冻干菌粉的 ＣＦＵ ／ ｇ 值和水分含量的影响。
１． ２． ６　 冻干菌粉耐受性测定方法

１． ２． ６． １　 酸耐受性测试方法　 称取 ４ ｇ 待测冻干

菌粉溶解于 ３６ ｍＬ 无菌生理盐水中，充分混匀制成

菌悬液。 吸取 ０． ５ ｍＬ 菌悬液至装有 ４． ５ ｍＬ 无菌

生理盐水试管中，充分混匀，制成 １０ － ２稀释度菌悬

液，以此方法制备 １０ － ３ ～ １０ － １０稀释度菌悬液，用平

板倾注法进行菌落计数。 吸取 ０． ５ ｍＬ 菌悬液至

４ ５ ｍＬ 已经灭菌处理的 ＭＲＳ 液体培养基（用盐酸

调节 ｐＨ３． ００）试管中，充分混匀，制备 １０ － ２稀释度

菌悬液，以此方法制备 ３ 支 １０ － ３稀释度菌悬液，置
于 ３７ ℃水浴中；分别在 １ ｈ、２ ｈ 和 ４ ｈ 时取出，用生

理盐水稀释后，平板倾注法进行菌落计数。 以用无

菌生理盐水稀释的菌悬液活菌数计数结果作为空

白对照（０ ｈ）。 统计经 ＭＲＳ 液体培养基（ｐＨ３． ００）
处理 １ ｈ、２ ｈ 和 ４ ｈ 后的菌悬液活菌数计数结果，
以处理时间作为横坐标，活菌数计数结果作为纵坐

标绘制曲线。
１． ２． ６． ２　 胆盐耐受性测试方法　 称取 ４ ｇ 待测冻

干菌粉溶解于 ３６ ｍＬ 无菌生理盐水中，充分混匀制

成菌悬液。 吸取 ０． ５ ｍＬ 菌悬液至装有 ４． ５ ｍＬ 无

菌生理盐水试管中，充分混匀，制成 １０ － ２稀释度菌

悬液，以此方法制备 １０ － ３ ～ １０ － １０稀释度菌悬液，用

平板倾注法进行菌落计数。 分别称取 ４ ｇ 待测冻干

菌粉溶解于 ３６ ｍＬ 浓度为 ０． ２０％和 ０． ３０％的猪胆

盐试剂瓶中，充分混匀，置于 ３７ ℃水浴中；分别在

１ ｈ、２ ｈ 和 ４ ｈ 时取出，用生理盐水稀释后，平板倾

注法进行菌落计数。 以用无菌生理盐水稀释的菌

悬液活菌数计数结果作为空白对照（０ ｈ）。 统计经

不同猪胆盐浓度处理 １ ｈ、２ ｈ 和 ４ ｈ 后的菌悬液活

菌数计数结果，以处理时间作为横坐标，活菌数计

数结果作为纵坐标绘制曲线。
１． ３　 测定方法

１． ３． １　 ＯＤ６００ ｎｍ值的测定方法　 用 ７５２ Ｎ 紫外可见

分光光度计测定，用蒸馏水作空白。
１． ３． ２ 　 ｐＨ 值的测定方法　 按照 ＧＢ ／ Ｔ ６９２０ 规定

的方法测定。
１． ３． ３　 活菌数的测定方法 　 按照 ＧＢ ／ Ｔ ２０１９１ 规

定的方法测定。
１． ３． ４　 水分的测定方法　 按照 ＧＢ ／ Ｔ ６４３５ 规定的

方法测定。
１． ４　 数据处理与分析　 数据利用 ＳＰＳＳ ２１． ０ 统计

软件进行方差分析，差异显著时采用 Ｄｕｎｃａｎ’ ｓ 法

进行多重比较，显著性水平为 ０． ０５。
２　 结果与分析

２． １　 优化培养试验

２． １． １　 培养温度的优化 　 嗜酸乳杆菌 Ｌａ － ０２３１
在 ３７ ℃下培养，菌液中的活菌数最高达到（８． ６２ ±
０． １４） × １０８ ＣＦＵ ／ ｍＬ，显著高于其它培养温度（Ｐ ＜
０． ０５）；此时 ＯＤ６００ ｎｍ 值也最高为 （２． ９１ ± ０． １３），
ｐＨ 值为（４． ５１ ± ０． １３）（表 １）。

表 １　 培养温度的优化试验结果

Ｔａｂ １　 Ｏｐｔｉｍｉｚｅｄ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｃｕｌｔｕｒｅ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

　 　 　 指标
温度（℃）　 　 　 　 ３３ ３５ ３７ ３９

ｐＨ ４． ９０ ± ０． ２１ａ ４． ８１ ± ０． ２１ａ ４． ５１ ± ０． １３ａｂ ４． ２２ ± ０． ２１ｂ

ＯＤ６００ ｎｍ １． ３８ ± ０． １３ａ ２． ３１ ± ０． １４ｂ ２． ９１ ± ０． １３ｃ ２． ５８ ± ０． ０３ｂ

活菌数（ × １０８ＣＦＵ ／ ｍＬ） １． ９８ ± ０． ３７ａ ２． ９８ ± ０． ０８ｂ ８． ６２ ± ０． １４ｃ ３． ２１ ± ０． １４ｂ

·９５·
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２． １． ２　 培养时间的优化　 培养时间为 １８ ｈ 时，菌液

中的活菌数最高达到（８． １１ ±０． ４７） ×１０８ ＣＦＵ／ ｍＬ，显
著高于其它培养时间（Ｐ ＜０． ０５）；此时 ＯＤ６００ ｎｍ值也最

高为（３． ０７ ±０． １６），ｐＨ 值为（４． ４９ ±０． ３１）（表 ２）。
２． １． ３　 培养基起始 ｐＨ 的优化 　 培养基起始 ｐＨ
值为 ６． ２０ 时，菌液中的活菌数最高达到（１６． ００ ±
０． １４） × １０８ ＣＦＵ ／ ｍＬ，显著高于其它培养基起始 ｐＨ

值（Ｐ ＜ ０． ０５）；此时 ＯＤ６００ ｎｍ 值也最高为（３． ２２ ±
０ １８），ｐＨ 值为（４． ３５ ± ０． ２５）（表 ３）。
２． １． ４　 培养温度、培养时间和培养基起始 ｐＨ 值

的优化组合 　 Ｌ９ （３ ４ ）正交试验结果，实际最佳

组合和理论最佳组合一致，均为正交表的试验号

５ （ Ａ２ Ｂ２ Ｃ３ ） ， 结 果 值 为 ４ ． ４２ × １０ ９ ＣＦＵ ／ ｍＬ
（表 ４） 。

表 ２　 培养时间的优化试验结果

Ｔａｂ ２　 Ｏｐｔｉｍｉｚｅｄ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｃｕｌｔｕｒｅ ｔｉｍｅ

　 　 　 指标
时间（ｈ） 　 　 　 １０ １４ １８ ２２ ２６

ｐＨ ５． ３５ ± ０． ２３ａ ５． ０４ ± ０． ２８ａｂ ４． ４９ ± ０． ３１ｂｃ ４． １１ ± ０． １１ｃ ４． ０８ ± ０． ２８ｃ

ＯＤ６００ ｎｍ ０． ９８ ± ０． ０６ａ ２． １２ ± ０． ０２ｂ ３． ０７ ± ０． １６ｄ ２． ６４ ± ０． ０７ｃ ２． ２１ ± ０． ０８ｂ

活菌数（ × １０８ＣＦＵ ／ ｍＬ） ０． ２３ ± ０． ０３ａ ０． ９８ ± ０． ０７ｂ ８． １１ ± ０． ４７ｄ ５． ２７ ± ０． ２３ｃ ４． ９８ ± ０． ２５ｃ

表 ３　 培养基起始 ｐＨ 的优化试验结果

Ｔａｂ ３　 Ｏｐｔｉｍｉｚｅｄ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｉｎｉｔｉａｌ ｐＨ ｏｆ ｃｕｌｔｕｒｅ ｍｅｄｉｕｍ

　 　 　 指标
ｐＨ　 　 ５． ４０ ５． ８０ ６． ２０ ６． ８０

ｐＨ ４． ９８ ± ０． ２８ａ ４． ８５ ± ０． ２１ａｂ ４． ３５ ± ０． ２５ａｂ ４． ２９ ± ０． ２１ｂｃ

ＯＤ６００ ｎｍ １． ２３ ± ０． ０８ａ １． ５２ ± ０． ０８ａ ３． ２２ ± ０． １８ｃ ２． ６８ ± ０． ２０ｂ

活菌数（ × １０８ＣＦＵ ／ ｍＬ） ０． ６７ ± ０． ０４ａ １． ２１ ± ０． ０７ａ １６． ００ ± ０． １４ｃ ６． ９１ ± ０． ３４ｂ

表 ４　 Ｌ９（３４）正交试验结果

Ｔａｂ ４　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ Ｌ９（３４） ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ

　 　 因素
试验号　 　

Ａ
培养温度（℃）

Ｂ
培养时间（ｈ）

Ｃ
培养基起始 ｐＨ

重复（ × １０９ＣＦＵ ／ ｍＬ）

１ ２ ３

活菌数平均值

（ × １０９ＣＦＵ ／ ｍＬ）

１ １（３６） １（１６） １（６． ００） ０． ８９ ０． ６７ ０． ９１ ０． ８２

２ １ ２（１８） ２（６． ２０） ２． １２ ２． ３８ １． ２１ １． ９０

３ １ ３（２０） ３（６． ４０） ２． ０５ ２． ４１ ２． ４８ ２． ３１

４ ２（３７） １ ２ １． ９１ １． ８９ ２． ５６ ２． １２

５ ２ ２ ３ ４． ６１ ３． ９１ ４． ７４ ４． ４２

６ ２ ３ １ ３． ２２ ３． ５８ ４． ８６ ３． ８９

７ ３（３８） １ ３ ３． ４１ ３． ３２ ３． ２３ ３． ３２

８ ３ ２ １ １． ８１ １． ９２ １． ６８ １． ８０

９ ３ ３ ２ ０． ７１ ０． ５８ ０． ５０ ０． ６０

均值 ｋ１ １． ６８ ２． ０９ ２． １７

均值 ｋ２ ３． ４８ ２． ７１ １． ５４

均值 ｋ３ １． ９１ ２． ２７ ３． ３５

极差 Ｒ １． ８０ ０． ６２ １． ８１

实际最佳组合是 Ａ２Ｂ２Ｃ３

理论最佳组合是 Ａ２Ｂ２Ｃ３

·０６·
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　 　 因此，嗜酸乳杆菌 Ｌａ － ０２３１ 发酵培养条件为：
培养温度 ３７ ℃、培养基初始 ｐＨ 值 ６． ４０、培养时间

１８ ｈ，并为下一步 ５ 吨生产罐发酵参数的确定提供

了试验依据。
２． ２ 　 ５ 吨生产罐发酵参数的确定 　 嗜酸乳杆菌

Ｌａ － ０２３１ 在发酵的过程中会不断的产生乳酸，乳酸

的不断积累会使 ｐＨ 值持续下降，这对于高密度发

酵菌体的积累很不利。 因此，５ 吨生产罐发酵参数

中 ｐＨ 控制和发酵终点（发酵时间）判定极为重要。
图 １ 为 ３７ ℃、ｐＨ 自然条件下发酵过程 ＯＤ６００ ｎｍ和

ｐＨ 值测定曲线。

图 １　 ３７ ℃、ｐＨ 自然条件下发酵过程 ＯＤ６００ ｎｍ和

ｐＨ 值测定曲线

Ｆｉｇ １　 Ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｐｒｏｃｅｓｓ ＯＤ６００ ｎｍ ａｎｄ ｐＨ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ

ｃｕｒｖｅ ａｔ ３７ ℃ ａｎｄ ｐＨ ｕｎｄｅｒ ｎａｔｕｒａｌ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

　 　 当发酵液的 ｐＨ 值第一次达到 ４． ９０ 时，流加一

定量的氢氧化钠溶液，使 ｐＨ 值回升到 ５． ２０，停止

流加，如此反复两次，菌体在不受低酸度抑制的情

况下实现大量累积。 发酵温度 ３７ ℃，流加 １５％ 浓

度氢氧化钠溶液发酵 １７ ｈ，发酵液的活菌数达到最

高为（１８． ６２ ± １． ０５） × １０８ ＣＦＵ ／ ｍＬ，显著高于发酵

１６ ｈ、１８ ｈ（Ｐ ＜ ０． ０５）；流加 ２５％浓度氢氧化钠溶液

发酵 １６ ～ １７ ｈ， 发酵液的活菌数达到最高为

（６３ １１ ±２． ２３） ×１０８ ～ （６８． ０１ ± ３． ０８） × １０８ＣＦＵ／ ｍＬ，
显著高于发酵 １５ ｈ、１８ ｈ（Ｐ ＜ ０． ０５），发酵 １６ ｈ ～
１７ ｈ之间无显著性差异（Ｐ ＞ ０． ０５）；流加 ３５％ 浓度

氢氧化钠溶液发酵 １６ ｈ，发酵液的活菌数达到最高

为（２０． １２ ± １． １３） × １０８ ＣＦＵ ／ ｍＬ，显著高于发酵

１５ ｈ、１７ ｈ（Ｐ ＜ ０． ０５）（表 ５）。
表 ５ 中，流加 １５％ 、２５％ 、３５％浓度氢氧化钠溶

液发酵液活菌数最高值比较，流加 ２５％浓度氢氧化

钠溶液发酵液的活菌数为最高，达到 （６８． ０１ ±
３ ０８） × １０８ ＣＦＵ ／ ｍＬ，显著高于流加 １５％ 、３５％ 浓

度氢氧化钠溶液（Ｐ ＜ ０． ０５）。
所以，嗜酸乳杆菌 Ｌａ －０２３１ 菌株 ５ 吨生产罐最佳

发酵控制参数为：发酵温度 ３７ ℃，培养基初始 ｐＨ 值

为 ６． ４０，氢氧化钠的流加浓度为 ２５％，发酵时间为

１６ ｈ，发酵液最终 ｐＨ 值范围在 ４． ２０ ～ ４． ８０ 之间，
ＯＤ６００ ｎｍ值在 ６． ００ 以上，活菌数为 ６． ８０ ×１０９ＣＦＵ／ ｍＬ。

表 ５　 流加不同浓度氢氧化钠溶液发酵试验结果

Ｔａｂ ５　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｆｅｄ － ｂａｔｃｈ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｓｏｄｉｕｍ ｈｙｄｒｏｘｉｄｅ
ＮａＯＨ

浓度（％）

参数
发酵

时间（ｈ）

１５ ２５ ３５

ｐＨ ＯＤ６００ ｎｍ

活菌数

（ × １０８

ＣＦＵ ／ ｍＬ）
ｐＨ ＯＤ６００ ｍｍ

活菌数

（ × １０８

ＣＦＵ ／ ｍＬ）
ｐＨ ＯＤ６００ ｍｍ

活菌数

（ × １０８

ＣＦＵ ／ ｍＬ）

１３ ４． ８７ ± ０． ２７ａ ４． ９０ ± ０． １７ａ ２． ９８ ± ０． １０ａ ４． ９５ ± ０． ２８ａ ５． ５２ ± ０． ２５ａ １２． ０２ ± ０． ４５ａ ５． ０２ ± ０． ２３ａ ５． １１ ± ０． ２１ａ ５． ０２ ± ０． １６ａ

１４ ４． ６８ ± ０． ３３ａｂ ５． ３２ ± ０． ２４ａｂ ４． ５８ ± ０． ２５ｂ ４． ７３ ± ０． ２７ａｂ ５． ９７ ± ０． ２０ａｂ ２４． ９１ ± ０． ８５ｂ ４． ８４ ± ０． １０ａｂ ５． ３９ ± ０． ３５ａｂ ８． ７５ ± ０． ４０ｂ

１５ ４． ５４ ± ０． ２３ａｂ ５． ５４ ± ０． １６ｂｃ ８． ４３ ± ０． ４８ｃ ４． ５９ ± ０． ４６ａｂ ６． ５０ ± ０． ２０ｂ ４４． １０ ± １． ２４ｃ ４． ６７ ± ０． ２１ａｂ ５． ９９ ± ０． ３０ｂｃ １２． ０８ ± ０． ５５ｃ

１６ ４． ３６ ± ０． ３１ａｂ ５． ８８ ± ０． ２５ｂｃ １５． ９１ ± ０． ６６ｄ ４． ３１ ± ０． １３ａｂ ６． １７ ± ０． ２１ａｂ ６８． ０１ ± ３． ０８ｅ ４． ５５ ± ０． １８ｂｃ ５． ８５ ± ０． ３５ｂｃ ２０． １２ ± １． １３ ｆ

１７ ４． ２４ ± ０． １８ｂｃ ５． ９０ ± ０． ３４ｂｃ １８． ６２ ± １． ０５ｅ ４． ２２ ± ０． ３０ｂ ７． ２１ ± ０． ４１ｃ ６３． １１ ± ２． ２３ｄｅ４． ５０ ± ０． １３ｂｃ ６． ２１ ± ０． １３ｃ １８． ０１ ± ０． ５７ｅ

１８ ４． １８ ± ０． １１ｂｃ ６． ２０ ± ０． １７ｃ １７． ０１ ± ０． ４８ｄ ４． ２０ ± ０． １６ｂ ７． ３０ ± ０． ２１ｃ ６１． ９８ ± ２． １９ｄ ４． ４６ ± ０． １７ｂｃ ６． １２ ± ０． １７ｃ １７． ９３ ± ０． ７１ｅ

１９ ４． １７ ± ０． １８ｂｃ ６． ０７ ± ０． ４２ｃ １５． ７２ ± ０． ４５ｄ ４． １８ ± ０． １８ｂ ７． ２９ ± ０． ３１ｃ ５８． ３２ ± ３． ５５ｄ４． ３０ ± ０． １４　 ｃ ６． １２ ± ０． ３４ｃ １６． １４ ± ０． ５１ｄ

·１６·
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２． ３　 离心参数的确定 　 发酵液在离心过程中，流
量的大小决定离心所用的时间和菌泥的收得率，同
时离心过程由于离心力的作用，会对菌体有一定的

损伤。 离心时的流量为 ２１６ Ｌ ／ ｈ 时，在每升发酵液

获得（１０． ３２ ± ０． ６７） ｇ 较高菌泥收率的情况下，菌
泥活菌数含量最高为（７． ０２ ± ０． ２３） × １０１１ ＣＦＵ ／ ｇ，
显著高于其它流量指标（Ｐ ＜ ０． ０５），计算总活菌数

为 ７． ２４ × １０１２ ＣＦＵ ／ ｇ（表 ６）。

表 ６　 流量对菌泥收率和活菌数含量的影响

Ｔａｂ ６　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｆｌｏｗ ｒａｔｅ ｏｎ ｔｈｅ ｙｉｅｌｄ ａｎｄ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｖｉａｂｌｅ ｂａｃｔｅｒｉａ
　 　 　 　 流量（Ｌ ／ ｈ）

参数　 　 　 　 １４４ １８０ ２１６ ２５２ ２８８

菌泥收得率（ｇ ／ Ｌ） １１． ８５ ± ０． ５１ａ １１． １１ ± ０． ４０ｂ １０． ３２ ± ０． ６７ｃ ９． ５０ ± ０． ４２ｄ ９． １２ ± ０． ４１ｅ

活菌数（ × １０１１ＣＦＵ ／ ｇ） ２． １１ ± ０． ０７ａ ３． ５５ ± ０． １３ｂ ７． ０２ ± ０． ２３ｄ ５． ３０ ± ０． １８ｃ ５． １２ ± ０． １８ｃ

总活菌数（ × １０１ ２ＣＦＵ） ２． ５０ ３． ９４ ７． ２４ ５． ０４ ４． ６７

２． ４ 　 冻干参数的确定 　 预冻温度在 － ４５ ℃ ～
－５０ ℃的条件下，冻干菌粉的活菌数含量最高达到

（３． ６１ ±０． １３） ×１０１１ ～ （３． ９７ ±０． ０８） ×１０１１ ＣＦＵ／ ｇ，显
著高于其它预冻温度（Ｐ ＜ ０． ０５），预冻温度 － ４５ ℃
～ －５０ ℃之间无显著性差异（Ｐ ＞ ０． ０５）；此时水分

含量为（３． １０ ± ０． ３１）％ ～ （３． ２２ ± ０． １４）％ （表 ７）。

表 ７　 预冻温度对冻干菌粉的活菌数和水分含量的影响

Ｔａｂ ７　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｐｒｅｆｒｅｅｚｉｎｇ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｏｎ ｖｉａｂｌｅ
ｂａｃｔｅｒｉａ ｃｏｕｎｔ ａｎｄ ｍｏｉｓｔｕｒｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ｆｒｅｅｚｅ －ｄｒｉｅｄ ｐｏｗｄｅｒ

　 　 指标
预冻温度（℃）　 　 　 　 活菌数（ × １０１１ＣＦＵ ／ ｇ） 水分（％ ）

－ ３０ １． ４５ ± ０． ０４ａ ５． ３４ ± ０． １１ａ

－ ３５ ２． １２ ± ０． ０７ｂ ４． １６ ± ０． １７ｂ

－ ４０ ３． ２５ ± ０． ２７ｃ ３． ５１ ± ０． １１ｃ

－ ４５ ３． ９７ ± ０． ０８ｄ ３． ２２ ± ０． １４ｃｄ

－ ５０ ３． ６１ ± ０． １３ｃｄ ３． １０ ± ０． ３１ｄ

　 　 ５０ Ｐａ 的真空度对冻干菌粉活菌数含量的影响

最小，冻干菌粉活菌数含量最高为（４． ５６ ± ０． １４） ×
１０１１ ＣＦＵ ／ ｇ，显著高于其它真空度（Ｐ ＜ ０． ０５）；冻干

菌粉水分含量为（３． １９ ± ０． １４）％ （表 ８）。
表 ８　 真空度对冻干菌粉的活菌数和水分含量的影响

Ｔａｂ ８　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｖａｃｕｕｍ ｄｅｇｒｅｅ ｏｎ ｖｉａｂｌｅ ｂａｃｔｅｒｉａ
ｃｏｕｎｔ ａｎｄ ｍｏｉｓｔｕｒｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ｆｒｅｅｚｅ － ｄｒｉｅｄ ｐｏｗｄｅｒ

　 　 　 　 指标
真空度（Ｐａ） 　 　 　 　 活菌数（ × １０１１ＣＦＵ ／ ｇ） 水分（％ ）

３０ ２． ７８ ± ０． １１ａ ４． １２ ± ０． １４ａ

４０ ３． １２ ± ０． １１ｂ ３． ７４ ± ０． １０ｂ

５０ ４． ５６ ± ０． １４ｃ ３． １９ ± ０． １４ｃ

６０ ２． ４４ ± ０． １１ｄ ２． ８５ ± ０． １１ｃ

２． ５　 冻干菌粉耐受性测定

２． ５． １　 对酸的耐受性测试　 嗜酸乳杆菌 Ｌａ －０２３１
在 ｐＨ３． ００ 的ＭＲＳ 液体培养基中处理 ０ ～１ ｈ，活菌数

从（２． ３１ ± ０． ０６） × １０１１ ＣＦＵ／ ｇ 降至（１． ９１ ± ０ ０６） ×
１０１１ ＣＦＵ／ ｇ（Ｐ ＜ ０． ０５），存活率为 ８２． ６８％；处理 ０ ～
２ ｈ，活菌数从 （２． ３１ ± ０． ０６） × １０１１ ＣＦＵ／ ｇ 降为

（１． ８２ ± ０． ０７） × １０１１ ＣＦＵ ／ ｇ（Ｐ ＜ ０． ０５），存活率为

７８． ７９％ ；处理 ０ ｈ ～ ４ ｈ，活菌数从（２． ３１ ± ０． ０６） ×
１０１１ ＣＦＵ ／ ｇ 降为（１． ３１ ± ０． ０４） × １０１１ ＣＦＵ ／ ｇ（Ｐ ＜
０ ０５），存活率为 ５６． ７１％ （图 ２）。

图 ２　 活菌数随处理时间的变化趋势

Ｆｉｇ ２　 Ｔｈｅ ｃｈａｎｇｉｎｇ ｔｒｅｎｄ ｏｆ ｖｉａｂｌｅ ｂａｃｔｅｒｉａｌ

ｃｏｕｎｔ ｗｉｔｈ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｔｉｍｅ

２． ５． ２ 　 对胆盐耐受性的测试 　 嗜酸乳杆菌 Ｌａ －
０２３１ 在 ０． ２０％浓度的猪胆盐溶液中处理 ０ ｈ ～ １ ｈ，
活菌数从（１． ２３ ± ０． ０６） × １０１１ＣＦＵ ／ ｇ 降至（１． ０８ ±
０． ０６） × １０１０ＣＦＵ ／ ｇ（Ｐ ＞ ０． ０５），存活率为 ８７． ８０％ ；
处理 ０ ｈ ～ ２ ｈ，活菌数从（１． ２３ ± ０． ０６） × １０１１ ＣＦＵ ／
ｇ 降为（１． ０８ ± ０． ０６） × １０１０ ＣＦＵ ／ ｇ（Ｐ ＞ ０． ０５），存
活率为 ８７． ８０％ ；处理 ０ ｈ ～ ４ ｈ，活菌数从（１． ２３ ±

·２６·
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０ ０６） × １０１１ＣＦＵ ／ ｇ 降为（１． ０１ ± ０． ０６） × １０１０ ＣＦＵ ／
ｇ（Ｐ ＞ ０． ０５），存活率为 ８２． １１％ 。 在 ０． ３０％浓度的

猪胆盐溶液中处理 ０ ｈ ～ １ ｈ，活菌数从（１． ２３ ±
０ ０６） × １０１１ ＣＦＵ ／ ｇ 降至为 （０． ７４ ± ００３） × １０１０

ＣＦＵ ／ ｇ（Ｐ ＜ ０． ０５），存活率为 ６０． １６％ ；处理 ０ ｈ ～
２ ｈ，活菌数从 （１． ２３ ± ０． ０６） × １０１１ ＣＦＵ ／ ｇ 降为

（０ ７０ ± ０． ０４） × １０１０ ＣＦＵ ／ ｇ（Ｐ ＜ ０． ０５），存活率为

５６． ９１％ ；处理 ０ ｈ ～ ４ ｈ，活菌数从（１． ２３ ± ０． ０６） ×
１０１１ ＣＦＵ ／ ｇ 降为（０． ７０ ± ０． ０４） × １０１０ ＣＦＵ ／ ｇ（Ｐ ＜
０ ０５），存活率为 ５６． ９１％ （图 ３）。

图 ３　 活菌数随处理时间的变化趋势

Ｆｉｇ ３　 Ｔｈｅ ｃｈａｎｇｉｎｇ ｔｒｅｎｄ ｏｆ ｖｉａｂｌｅ ｂａｃｔｅｒｉａｌ

ｃｏｕｎｔ ｗｉｔｈ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｔｉｍｅ

３　 讨论与结论

陈齐等采用分离自人体肠道的一株嗜酸乳杆

菌 ＬＡ － Ｇ８０，通过单因素试验优化获得其最佳基础

培养基为葡萄糖 ４１． ５ ｇ ／ Ｌ、麦芽糖 ２０ ｇ ／ Ｌ、牛肉浸

粉 １８． ６４ ｇ ／ Ｌ、蛋白胨 １５ ｇ ／ Ｌ、胰蛋白胨 １０ ｇ ／ Ｌ、大
豆低聚糖 １０ ｇ ／ Ｌ、乙酸钠 ５ ｇ ／ Ｌ、柠檬酸三铵 ２ ｇ ／ Ｌ、
Ｋ２ＨＰＯ４２ ｇ ／ Ｌ、ＭｇＳＯ４ ·７Ｈ２ Ｏ ０． ２５ ｇ ／ Ｌ、ＭｎＳＯ４ ·
４Ｈ２Ｏ ０． ０５ ｇ ／ Ｌ、１ ｍＬ ／ Ｌ 吐温 － ８０；添加豆饼粉

７ ４３ ｇ ／ Ｌ、 花生蛋白粉 ５． ４３ ｇ ／ Ｌ、 天门冬氨酸

０． １６ ｇ ／ Ｌ、丙氨酸 ０． １６ ｇ ／ Ｌ、丝氨酸 ０． １６ ｇ ／ Ｌ 作增

殖因子。 最佳发酵条件为接种量 ２％ 、恒温 ３７ ℃、
培养基初始 ｐＨ６． ００、恒定 ｐＨ５． ５０ 厌氧发酵，发酵

液最高活菌数 ４． ２２ × １０９ ＣＦＵ ／ ｍＬ；相比较 ＭＲＳ 发

酵培养基活菌数提高约 ９ 倍［６］。 赵燕霞等采用分

离自 新 疆 传 统 酸 马 奶 中 的 一 株 嗜 酸 乳 杆 菌

ＩＭＡＵ３００６７，通过单因素试验、正交试验以及响应

面法 优 化 得 到 其 最 佳 基 础 培 养 基 为 葡 萄 糖

３０． ００ ｇ ／ Ｌ、麦芽糖３０． ００ ｇ ／ Ｌ、鱼蛋白胨 ３０． ００ ｇ ／ Ｌ、
海藻糖 ２０． ００ ｇ ／ Ｌ、大豆蛋白胨 １０． ００ ｇ ／ Ｌ、乙酸钠

５． ７４ ｇ ／ Ｌ、柠檬酸钠 ２． ２９ ｇ ／ Ｌ、Ｋ２ ＨＰＯ４ ２． ２９ ｇ ／ Ｌ、
ＭｇＳＯ４ ·７Ｈ２ Ｏ ０． ８０ ｇ ／ Ｌ； 添加 马 铃 薯 提 取 物

６． ００ ｇ ／ Ｌ、组氨酸 ０． １０ ｇ ／ Ｌ 作增殖因子。 最佳发酵

条件为接种量 １ × １０６ＣＦＵ ／ ｍＬ、初始 ｐＨ 值 ６． ５０，于
３７ ℃ 恒 ｐＨ５． ００ 厌氧发酵，发酵液最高活菌数

３． ７２ × １０９ ＣＦＵ ／ ｍＬ；相比较 ＭＲＳ 发酵培养基活菌

数提高约 ８ 倍［７］。 张超凤等采用中国普通微生物

菌种保藏管理中心（ＣＧＭＣＣ）购买的嗜酸乳杆菌菌

种，通过单因素试验、正交试验优化获得其最佳基

础培养基为 ４°Ｂｘ 碎米水解液、豆粕（豆粕加水煮沸

２０ ｍｉｎ，过滤）２０ ｇ ／ Ｌ、葡萄糖 １５ ｇ ／ Ｌ、乙酸钠 ５ ｇ ／ Ｌ、
ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ ０． ５ ｇ ／ Ｌ、ＭｎＳＯ４·４Ｈ２Ｏ ０． ２５ ｇ ／ Ｌ；添
加白萝卜汁 ７０ ｇ ／ Ｌ、麦芽汁６０ ｇ ／ Ｌ、乳糖 ９ ｇ ／ Ｌ 作增

殖因子。 最佳发酵条件为接种量 ５％ 、恒温 ３７ ℃、
培养基初始 ｐＨ５． ５０ ～ ６ ００、通 ５％ＣＯ２厌氧发酵，发

酵液最高活菌数６． ２０ × １０９ ＣＦＵ ／ ｍＬ。 相比较其最

佳基础培养基活菌数提高约 １２ 倍［８］。
研究以猪源嗜酸乳杆菌 Ｌａ － ０２３１ 为供试菌

株。 以葡萄糖 ２０ ｇ ／ Ｌ，蛋白胨 １０ ｇ ／ Ｌ，牛肉浸粉

１０ ｇ ／ Ｌ，酵母浸膏 ５ ｇ ／ Ｌ，乙酸钠 ５ ｇ ／ Ｌ，柠檬酸氢二

铵 ２ ｇ ／ Ｌ，Ｋ２ＨＰＯ４２ ｇ ／ Ｌ，ＣａＣｌ２１ ｇ ／ Ｌ，Ｌ － 半胱氨酸

盐酸盐 ０． ５ ｇ ／ Ｌ，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ ０． ５ ｇ ／ Ｌ，ＭｎＳＯ４·
４Ｈ２Ｏ ０． ２５ ｇ ／ Ｌ，１ ｍＬ ／ Ｌ 吐温 ８０ 为基础培养基（改
良 ＭＲＳ 培养基）；添加豆粕水解物 ６． ００ ｇ ／ Ｌ、复合

氨基酸 ０． ２５ ｇ ／ Ｌ（异亮氨酸 ０． ０５ ｇ ／ Ｌ、半胱氨酸

０ ０５ ｇ ／ Ｌ、天门冬氨酸 ０． ０５ ｇ ／ Ｌ、丙氨酸 ０． ０５ ｇ ／ Ｌ、
赖氨酸 ０． ０５ ｇ ／ Ｌ）作增殖因子。 与上述陈齐，赵燕

霞等采用的基础培养基相比较，原料用量少，成本

低；与张超凤等采用的基础培养基和增殖因子相比

较，原料处理简单，更符合工业化生产要求。 本研

究经单因素试验、正交试验优化的 ５ 吨生产罐发酵

最佳控制参数为接种量 ２％ 、发酵温度 ３７ ℃、培养

基初始 ｐＨ 值为 ６． ４０、流加氢氧化钠浓度为 ２５％控

制发酵液 ｐＨ４． ９０ ～ ５． ２０、发酵时间为 １６ ｈ、发酵液

最终 ｐＨ 值范围在 ４． ２０ ～ ４． ８０ 之间、ＯＤ６００ ｎｍ值在

６． ００ 以上，发酵液最高活菌数 ６． ８０ × １０９ ＣＦＵ ／ ｍＬ，

·３６·
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相比较采用 ＭＲＳ 发酵培养基活菌数提高约 １０ 倍；
优于上述陈齐、赵燕霞、张超凤等试验所获结果。
同时，与上述陈齐、赵燕霞、张超凤等试验所获最佳

发酵条件相比较，培养基初始 ｐＨ 值、控制发酵过程

发酵液 ｐＨ 范围等参数值有所不同。 上述试验结果

比较说明，进一步开发不同猪源嗜酸乳杆菌发酵生

产工艺，菌株不同，基础培养基、添加增殖因子以及

最佳发酵条件也略有不同，本试验结果仅供参考借

鉴。 但发酵过程 ３７ ℃培养、流加 ２５％ 浓度氢氧化

钠控制发酵液 ｐＨ 应具有普适性。
本研究发酵液离心时的流量设定值以 ２１６ Ｌ ／ ｈ

为优。 确定预冻温度为 － ４５ ℃ ～ － ５０ ℃最佳，冷
冻干燥中物料仓的真空度设定以 ５０ Ｐａ 较为适宜。
离心、冻干工艺优化后，冻干菌粉活菌数含量为

４ ５６ × １０１１ ＣＦＵ ／ ｇ，水分含量 ３． １９％ 。 与优化前冻

干菌粉活菌数含量相比提高约 ３ ～ ５ 倍。 此结果为

进一步开发不同猪源嗜酸乳杆菌离心、冻干工艺，
为进一步扩大猪源嗜酸乳杆菌 Ｌａ － ０２３１ 菌粉产业

化规模生产，提供了指导意义。
袁林等采用 Ｐｌａｃｋｅｔｔ － Ｂｕｒｍａｎ 试验设计优化其

增殖培养基及其发酵条件，获得发酵液的最高活菌

数为 ４． ３２ × １０１０ＣＦＵ ／ ｍＬ［９］。 王晓萌等通过单因素

和响应面试验，对冷冻干燥前的嗜酸乳杆菌进行休

克处理条件优化，再结合复合冻干保护剂，使其冷

冻干燥后的存活率提高至 ９６． ９４％ ；比未冷休克，添
加保护剂冷冻干燥（７８． ９９％ ）高出 １７． ６５％ ；比未

冷休克，未添加保护剂冷冻干燥 （２１． ４２％ ） 高出

７５． ２２％ ［１０］。 参比上述试验研究方法，为进一步提

高猪源嗜酸乳杆菌 Ｌａ － ０２３１ 发酵液活菌数及冻干

菌粉活菌含量，采用一些更新的思路、更新的手段

优化菌粉生产工艺值得借鉴。
经耐酸、耐胆盐性能测试，显示猪源嗜酸乳杆

菌 Ｌａ － ０２３１ 具有良好的耐酸、耐胆盐特性。

参考文献：
［１］ 　 Ｗｉｄｙａｓｔｕｔｉ Ｙ， Ｒｏｈｍａｔｕｓｓｏｌｉｈａｔ， Ｆｅｂｒｉｓｉａｎｔｏｓａ Ａ． Ｔｈｅ Ｒｏｌｅ ｏｆ

Ｌａｃｔｉｃ Ａｃｉｄ Ｂａｃｔｅｒｉａ ｉｎ Ｍｉｌｋ Ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ［Ｊ］ ． Ｆｏｏｄ ＆ Ｎｕｔｒｉｔｉｏｎ

Ｓｃｉｅｎｃｅ， ２０１４， ５（４）： ４３５ － ４４２．

［２］ 　 Ｓｃａｐｉｎ Ｄ， Ｇｒａｎｄｏ Ｗ Ｆ， Ｒｏｓｓｉ Ｅ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ａｎｔａｇｏｎｉｓｔｉｃ Ａｃｔｉｖｉｔｙ

ｏｆ Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ ａｃｉｄｏｐｈｉｌｕｓ ＬＡ１０ ａｇａｉｎｓｔ Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ ｅｎｔｅｒｉｃａ Ｓｅｒ⁃

ｏｖａｒ Ｅｎｔｅｒｉｔｉｄｉｓ ＳＥ８６ ｉｎ Ｍｉｃｅ［Ｊ］ ． Ｂｒａｚｉｌｉａｎ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ⁃

ｏｇｙ， ２０１３， ４１（１）： ５７ － ６１．

［３］ 　 赵 臣，王四新，张董燕，等． 一株猪源嗜酸乳杆菌的体外生长、

产酸、抑菌、粘附及抗氧化能力的研究［ Ｊ］ ． 甘肃农业大学学

报，２０１８，５３（２）：６ － １２．

Ｚｈａｏ Ｃ， Ｗａｎｇ Ｓ Ｘ， Ｚａｎｇ Ｄ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｇｒｏｗｔｈ， Ａｃｉｄｏｇｅｎｉｃｉｔｙ，

Ｂａｃｔｅｒｉｏｓｔａｓｉｓ， Ａｄｈｅｓｉｏｎ ａｎｄ Ａｎｔｉｏｘｉｄａｔｉｏｎ Ｃａｐａｃｉｔｙ ｏｆ Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌ⁃

ｌｕｓ ａｃｉｄｏｐｈｉｌｕｓ ｆｒｏｍ Ｐｏｒｃｉｎｅ ｉｎ ｖｉｔｒｏ［ Ｊ］ ． Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｇａｎｓｕ Ａｇｒｉ⁃

ｃｕｌｔｕｒａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， ２０１８， ５３（２）： ６ － １２．

［４］ 　 Ｍａｔｔｈｅｗ Ｂ， Ｓｕｅ Ｐ， Ｊｕｌｉａｎ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ Ｌｉｆｅ Ｈｉｓｔｏｒｙ ｏｆ Ｌａｃｔｏｂａ⁃

ｃｉｌｌｕｓ ａｃｉｄｏｐｈｉｌｕｓ ａｓ ａ Ｐｒｏｂｉｏｔｉｃ： Ａ Ｔａｌｅ ｏｆ Ｒｅｖｉｓｉｏｎａｒｙ Ｔａｘｏｎｏｍｙ，

Ｍｉｓｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ Ｃｏｍｍｅｒｃｉａｌ Ｓｕｃｃｅｓｓ［Ｊ］ ． ＦＥＭＳ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏ⁃

ｇｙ Ｌｅｔｔｅｒｓ， ２０１３， ３４９： ７７ － ８７．

［５］ 　 胡国才，黄 静，吴晓玉． 猪源肠道嗜酸乳杆菌的分离、鉴定及

其驯化［Ｊ］ ． 动物营养学报，２０１５，２７（４）：１３１６ － １３２５．

Ｈｕ Ｇ Ｃ， Ｈｕａｎｇ Ｊ， Ｗｕ Ｘ Ｙ． Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ， Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ Ａｃｃｌｉ⁃

ｍａｔｉｏｎ ｏｆ Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ ａｃｉｄｏｐｈｉｌｕｓ ｆｒｏｍ Ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ Ｔｒａｃｔｓ ｏｆ Ｐｉｇｌｅｔｓ

［ Ｊ ］ ． Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ａｎｉｍａｌ Ｎｕｔｒｉｔｉｏｎ， ２０１５， ２７ （ ４ ）：

１３１６ － １３２５．

［６］ 　 陈 齐，马章献，郑建丰，等． 嗜酸乳杆菌 ＬＡ － Ｇ８０ 发酵培养基

的优化［Ｊ］ ． 乳业科学与技术，２０１９，４２（５）：９ － １５．

Ｃｈｅｎ Ｑ， Ｍａ Ｚ Ｘ， Ｚｈｅｎｇ Ｊ Ｆ， ｅｔ ａｌ． Ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ Ｍｅｄｉｕｍ

Ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ａｎｄ Ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ｆｏｒ Ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ ａｃｉｄｏｐｈｉ⁃

ｌｕｓ ＬＡ － Ｇ８０ ［ Ｊ］ ． Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｄａｉｒｙ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，

２０１９， ４２（５）： ９ － １５．

［７］ 　 赵燕霞，王元弛，姚国强，等． 嗜酸乳杆菌 ＩＭＡＵ３００６７ 增殖培

养基的研究［Ｊ］ ． 中国乳品工业，２０１９，４７（２）：１５ － ２１．

Ｚｈａｏ Ｙ Ｘ， Ｗａｎｇ Ｙ Ｃ， Ｙａｏ Ｇ Ｑ， ｅｔ ａｌ． Ｓｔｕｄｙ ｏｎ ｔｈｅ Ｏｐｔｉｍｉｚａ⁃

ｔｉｏｎ ｏｆ Ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ Ｍｅｄｉｕｍ ｏｆ Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ ａｃｉｄｏｐｈｉｌｕｓ

ＩＭＡＵ３００６７［Ｊ］ ． Ｃｈｉｎａ Ｄａｉｒｙ Ｉｎｄｕｓｔｒｙ， ２０１９， ４７（２）： １５ － ２１．

［８］ 　 张超凤，李情敏，严美婷，等． 增殖因子对嗜酸乳杆菌液态培

养的影响［Ｊ］ ． 食品研究与开发，２０１７，３８（１４）：１７８ － １８２．

Ｚｈａｎｇ Ｃ Ｆ， Ｌｉ Ｑ Ｍ， Ｙａｎ Ｍ Ｔ， ｅｔ ａｌ． Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ Ｆａｃ⁃

ｔｏｒ ｏｎ ｔｈｅ Ｌｉｑｕｉｄ Ｃｕｌｔｕｒｅ ｏｆ Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ ａｃｉｄｏｐｈｉｌｕｓ［ Ｊ］ ． Ｆｏｏｄ

Ｒｅｓｅａｒｃｈ ａｎｄ Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ， ２０１７， ３８（１４）： １７８ － １８２．

［９］ 　 袁 林，张明华，涂熠坤，等． 响应面法优化包被发酵嗜酸乳杆

菌的高密度培养［Ｊ］ ． 中国酿造，２０１９，３８（２）１０４ － １１０．

Ｙｕａｎ Ｌ， Ｚｈａｎｇ Ｍ Ｈ， Ｔｕ Ｙ Ｋ， ｅｔ ａｌ． Ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ Ｈｉｇｈ Ｄｅｎｓｉ⁃

ｔｙ Ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ ａｃｉｄｏｐｈｉｌｕｓ ｂｙ Ｒｅｓｐｏｎｓｅ Ｓｕｒｆａｃｅ

Ｍｅｔｈｏｄ［Ｊ］ ． Ｃｈｉｎａ Ｂｒｅｗｉｎｇ， ２０１９， ３８（２）： １０４ － １１０．

［１０］ 王晓萌，甄 妮，田启远，等． 冷休克处理提高嗜酸乳杆菌的冻

干存活率［Ｊ］ ． 中国食品学报，２０２１，２１（３）：２０３ － ２０９．

Ｗａｎｇ Ｘ Ｍ， Ｚｈｅｎ Ｎ， Ｔｉａｎ Ｑ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｉｍｐｒｏｖｅｍｅｎｔ ｏｆ Ｆｒｅｅｚｅ －

ｄｒｙｉｎｇ Ｓｕｒｖｉｖａｌ Ｒａｔｅ ｏｆ Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ ａｃｉｄｏｐｈｉｌｕｓ ｂｙ Ｃｏｌｄ Ｓｈｏｃｋ

Ｔｒｅａｔｍｅｎ［Ｊ］ ． Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ｆｏｏｄ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ

Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ， ２０２１， ２１（３）： ２０３ － ２０９．

（编 辑：陈 希）

·４６·


