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嗜酸乳杆菌高密度培养时的化学去胁迫

李 丹，赵新淮

(乳品科学教育部重点实验室，东北农业大学，黑龙江哈尔滨，150030)

摘 要 采用向发酵液中添加适当的碱或碱性盐等物质的方法，消除了影响嗜酸乳杆菌生长的有机酸的胁迫作

用，达到单位体积的发酵液内含有更多活菌体的目的。结果表明，在发酵过程中，添加一定量的柠檬酸钠可减少

乳酸对嗜酸乳杆菌的胁迫作用，从而提高了活菌密度。
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乳酸菌(如双歧杆菌属和乳杆菌属)具有许多优

良特性并可以为一些食品提供特殊功能，例如赋予特

殊的食疗作用口]。乳酸菌的存在只有达到一定的数

量时才能发挥其功能，所以需要在相应的产品中保持

活菌体的数量在一定的水平。但是，在乳酸菌的培养

过程中，由于乳酸菌的代谢物质会对乳酸菌的繁殖产

生抑制作用，例如产生的乳酸就会改变发酵液的

pH，从而影响乳酸菌继续繁殖，因此，就不能无限制

的提高发酵液中乳酸菌活菌体的数量。从而，高密度

培养乳酸菌成为当今的研究热点。

国外已经有一些研究人员对益生菌培养过程中

所存在的胁迫问题进行了研究。例如，2003年Aks—

hat Talwalkar研究了氧的存在对嗜酸乳杆菌的氧化

胁迫作用，着重对过氧化酶系统进行了研究，证实了

氧对嗜酸乳杆菌的毒性作用[2]，但是，并没有进一步

研究如何消除胁迫。2004年Kobayashi等通过改变

培养条件的方法培养孔￡r口98加coff“s[3J，但此方法

繁琐，效果仍然不理想。

2005年陆利霞等研究了乳酸杆菌的半连续高密

度培养，探讨了更换新鲜培养基对菌体浓度、解除代

谢产物抑制等的影响[41；2003年韩向红等研究了不

同添加剂，例如胡萝卜汁、大豆浸汁、玉米汁，对嗜热

链球菌和保加利亚乳杆菌活菌数的影响[5]，其结果也

不尽如入意。

为了能够在单位体积发酵液内拥有更多的嗜酸

乳杆菌活菌体，针对嗜酸乳杆菌繁殖过程中产生乳酸

的问题，我们采用向发酵液中添加适当的化学物质的

方法，部分消除了影响嗜酸乳杆菌生长的胁迫作用，

达到了提高活菌数量的目的，为今后嗜酸乳杆菌的规

模化、高密度培养提供一种可能的简便技术手段——
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化学去胁迫。

1 材料与方法

1．’1 材料

嗜酸乳杆菌(工以c￡o沈cizz“s口fido夕矗izMs)为实验

室保藏菌种。其他实验材料如脱脂乳粉、蛋白胨、酵

母提取物、牛肉膏、琼脂粉、葡萄糖、吐温80等均为国

产。

1．2仪器设备

电热蒸气压力消毒器(上海三中医疗器械有限公

司)；无菌操作台(苏州医用器械厂)；光学显微镜(O—

LYMPUS)；精密电子天平(上海)；pHS一3C型精密

pH计(上海)；微量进样器；隔水式电热恒温培养箱

(上海)；远红外线恒温干燥箱(天津)。

1．3 实验方法

1．3．1 菌种的活化

将冷冻干燥保存的嗜酸乳杆菌，使用前按2％的

量接种到12％的脱脂乳培养基中，37℃恒温培养至

凝固(大约16 h)，每次使用前，菌株在脱脂乳培养基

中再活化2次，以便菌株活力得到充分恢复。活化后

的菌种于4℃冰箱保存。

1．3．2 高密度培养嗜酸乳杆菌时化学胁迫作用的确

定

将活化后的嗜酸乳杆菌按2％的量接种到20

mL脱脂乳培养基中，每组有4个平行样，37℃培养。

在发酵过程中(约6 h后)，人为向发酵液中分别添加

一定量的柠檬酸或乳酸溶液，调整发酵液pH至一定

值后，继续培养，24 h后计数。

1．3．3碱性盐对嗜酸乳杆茵培养的化学去胁迫作用

1。3．3．1柠檬酸钠对嗜酸乳杆菌的化学去胁迫作用

将柠檬酸钠配制成一定浓度的溶液，灭菌后备

用。

(1)在20 mL已灭菌的脱脂乳培养基中添加一

   



   



106．7％(如图3B所示)。但是，过度的柠檬酸钠，pH 繁殖，相应地减少了发酵液中嗜酸乳杆菌活菌的数

增大，导致发酵液的环境不是最有利于嗜酸乳杆菌的 量。
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图3柠檬酸钠对嗜酸乳杆菌发酵的去胁迫作用

2．2．2 CaCO。对嗜酸乳杆茵高密度培养的化学去 长；(2)根据解剖学，高浓度的NH≯可导致细胞损伤

胁迫作用

与之相似，发酵前向发酵液中添加CaCO。悬浮

液，同样也可以去除嗜酸乳杆菌高密度培养中的化学

胁迫作用，如图4所示。数据表明，发酵后发酵液中

嗜酸乳杆菌活菌数量随CaC0。添加量的增加而增

加，当CaC0s添加量为100 mg时，发酵液中活菌数

比空白样增加了101．7％。利用添加的CaCO。与乳

酸反应，生成乳酸钙，不会存在食品安全问题。
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图4 发酵前添加CaCo。对嗜酸乳杆菌的去胁迫

虽然，CaCO。对嗜酸乳杆菌高密度培养的化学

去胁迫，可能优于柠檬酸钠的作用效果，因为CaC0。

难溶于水，不会大幅度改变发酵液的pH，不会给嗜

酸乳杆菌的生长环境带来大的影响。然而，正因为

CaCO。在水中的溶解度很低，导致其在发酵液中的

分散性不好，不能够与乳酸充分接触，不能有效地中

和乳酸。因此，嗜酸乳杆菌仍会受到乳酸的化学胁迫

作用的影响，从而导致CaC0。的作用效果不是十分

理想，尤其是在较低的添加水平时，作用效果的增加

幅度有限，只有在较高的添加量下才能显示出较高的

作用效果。

实验中并没采用NaOH和NH。作为化学去胁

迫试剂，其原因是：(1)NaOH属强碱，即使少量添

加，也会使pH变化非常大，不利于嗜酸乳杆菌的生

怕J一

性变化：细胞电子密度降低，线粒体、内质网等细胞肿

胀，细胞内成分开始出现增生修复现象等口]，所以虽

然有可能产生化学去胁迫作用，但是也可能同时产生

细胞损伤。此外，NH。还可能产生食品品质方面的

问题，例如风味。

3 结 论

(1)作为嗜酸乳杆菌代谢过程中的产物，乳酸含

量过高可以抑制嗜酸乳杆菌的进一步繁殖，产生了胁

迫，因为用乳酸降低发酵液的pH，发酵后发酵液中

的活菌数减少。过多地添加柠檬酸，也能导致胁迫作

用的存在。因此，欲实现嗜酸乳杆菌的高密度培养，

需要消除相应的胁迫作用。

(2)在嗜酸乳杆菌培养中，利用柠檬酸钠在发酵

前或半发酵时期调至发酵液的pH，能够消除胁迫作

用，提高发酵液中的活菌数。在半数发酵期将发酵液

的pH调节至5．9，效果最好，活菌数可增加1倍。另

外，CaCO。也能产生一定的效果，CaC0。添加量为

59／L时，发酵液中活菌数也能增加1倍。二者对嗜

酸乳杆菌的高密度培养，均能产生确切的化学去胁迫

作用。

(3)化学去胁迫的方法，可以为今后嗜酸乳杆菌

以至其他益生菌(如双歧杆菌)规模化的高密度培养

提供一种有效的途径。
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