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藏灵菇源乳酸菌复合发酵剂分批发酵条件的优化

贾 慧 1，钟思琼 2，孙 勇 3，刘 慧 1,*
(1.北京农学院食品科学与工程学院，北京      102206；2.华中农业大学食品科学技术学院，湖北 武汉      430070；

3.北京市食品研究所，北京      100162)

摘   要：利用筛选自藏灵菇产胆盐水解酶的干酪乳杆菌 J1、嗜热链球菌 Tx 和乳酸乳球菌乳酸亚种 P5 研究发酵条件

与生长因子对酸奶复合发酵剂活菌数及球杆菌比例的影响。采用 5L 自动发酵罐进行四因素三水平(L9(34))正交试验，

确定分批发酵的优化条件。结果表明：在发酵温度 40℃、发酵液 pH6.5、发酵时间 6h 的条件下，以 5% 胡萝卜

汁为生长因子时，复合发酵剂活菌数最高，为 6.7 × 109CFU/mL。在此优化条件下，发酵剂的活菌数是优化前的

近 7 0 倍。
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Abstract ：Lactobacillus casei J1, capable of producing bile salt hydrolase, Streptococcus thermophilus Tx and Lactococcus lactis

subsp. lactis P5 that were isolated from Tibetan Kefir, were used to explore the effect of fermentation conditions and growth factors

on total viable count of lactic acid bacteria and ratio between Lactococcus and Lactobacillus. Meanwhile, key batch fermentation

conditions were optimized by orthogonal array design method in a 5 L automatic fermentor. The results showed that the optimal

fermentation conditions were fermentation 40 ℃ for 6 h in a medium at pH 6.5 added with carrot juice as growth factor at 5%.

Under these fermentation conditions, the highest total viable count of lactic acid bacteria, 6.7 × 109 CFU/mL was obtained, which

revealed an approximately 70-fold increase compared to pre-optimization.
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藏灵菇(又称开菲尔粒)是由多种乳酸菌、醋酸菌和

酵母菌等微生物经过共生作用而形成的特殊粒状结构的

发酵乳制品。乳酸菌菌群是藏灵菇中含量最多、活力

最高的一部分，属于益生菌，主要存在于人体肠道中。

当其在人体肠道中达到一定数量时，能够改善或调节肠

道微生物菌群的平衡[1]。经研究发现，藏灵菇中的乳酸

菌在生长代谢过程中产生的生物活性物质，可以降低机

体肠道 pH 值，抑制腐败菌的生长和产毒作用，并有助

于降低血清胆固醇水平，提高机体抗氧化能力及抑制肿

瘤细胞的形成[2]。因此，国内有关藏灵菇源益生乳酸菌

的研究逐渐增多，但将其作为酸奶复合发酵剂进行分批

发酵的研究尚未见报道。Graziela 等[3]的研究表明高数量

的活菌细胞是益生菌产品发挥功效的必要条件。因此，

本实验利用筛选自藏灵菇产胆盐水解酶的干酪乳杆菌

J1、嗜热链球菌 Tx 和乳酸乳球菌乳酸亚种 P5 这 3 株乳

酸菌，采用 5L 自动发酵罐进行正交试验优化，研究发

酵条件与生长因子对功能性酸奶复合发酵剂活菌数及球

杆菌比例的影响，确定分批发酵的优化条件，旨在提

高降胆固醇功能性酸奶复合发酵剂的活菌数量，为制备

直投式干粉发酵剂提供参考。
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1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 菌株

干酪乳杆菌(Lactobacillus casei)J1、嗜热链球菌

(Streptococcus thermophilus)Tx、乳酸乳球菌乳酸亚种

(Lactococcus lactis subsp. lactis)P5 均由北京市自然基金

课题组从藏灵菇中筛选，并确定为产胆盐水解酶及科学

降血清胆固醇的菌株[4 ]。

1.1.2 培养基

活化与发酵培养基：纯牛奶，由蒙牛乳业股份有

限公司提供。

生长因子：胡萝卜汁，胡萝卜煮熟榨汁；番茄汁，

番茄直接榨汁；生啤酒，由燕京啤酒集团公司提供。

改良 MRS 培养基[2,5]：将 MRS 培养基[6]中的 10g 蛋

白胨以 5g 乳酪蛋白水解物和 5g 胰蛋白胨替代，其他成

分不变，调节 p H 值为 6 . 5。

1.1.3 仪器与设备

BIOF6005GBN 型微生物自动发酵罐发展   上海高机

生物工程有限公司；BS224S 型电子天平    德国赛多利斯

集团；MLS-3750 全自动高压蒸汽灭菌锅    日本 Sanyo
公司；BCN-1360B 型无菌超净工作台    哈尔滨东联公

司；GHP-9160 型恒温培养箱    上海一恒科学仪器有限

公 司 。

1.2 方法

1.2.1 菌种活化与扩大培养

将干酪乳杆菌 J1、嗜热链球菌 Tx 和乳酸乳球菌乳

酸亚种P5这3株乳酸菌分别以2%的接种量移入装有10mL
灭菌牛奶(纯牛奶于 115℃灭菌 15min)的试管中，37℃培

养至牛乳凝固。如此传代培养 3 次得到活化后的菌种，

冷藏备用。将活化后的菌株以 3% 接种量分别接种于装

有 100mL 灭菌牛奶的三角瓶中，37℃培养 12h 至牛乳凝

固，得到扩大培养液，冷藏备用。

1.2.2 发酵方法

将 2 L 纯牛奶投入 5 L 自动发酵罐中，加入生长因

子，利用发酵罐灭菌系统于 115℃灭菌 15min，待发酵

罐温度降至接种温度，将 J1、Tx 和 P5 这 3 株菌种的菌

液以体积比为 3:2:1 接种于发酵罐内，总接种量为纯牛奶

体积的 4%～5%，利用发酵罐控温系统维持发酵温度，

并利用发酵罐流加系统自动加入灭过菌的 10g /100mL
Na2CO3 溶液[6]，以控制和维持一定的发酵液 pH 值，发

酵期间根据实验设计于一定时间取样，采用平板菌落计

数法测定发酵液中的活菌数。

1.2.3 菌落计数方法

于无菌超净工作台将待测样品摇匀，吸取 1mL 加入

装有 9mL 灭菌生理盐水的试管中，将其标为 10-1，以旋

涡振荡器混匀。按上述操作顺序，制成 10 -2～10 -8 梯度

稀释菌液。根据预计活菌数选择 3 个适当稀释梯度，吸

取 0.1mL 待测稀释菌液加入改良 MRS 培养基平板中，无

菌涂布棒涂匀，静置 10min，于 37℃倒置培养 48h，进

行菌落计数 [ 6 ]。

1.2.4 发酵时间的确定

在发酵温度 40℃、发酵液 pH6.5、无生长因子的

条件下，进行发酵实验，于发酵时间 2 、4 、5 、6 、

7、8 h 取样，测定不同发酵时间发酵液中的活菌数量，

同时观察改良 MRS 培养基平板上球菌和杆菌的菌落特

征，分别计数球菌和杆菌的菌落数量，据此得出球、

杆菌菌落数比例 [ 7 ]，以确定最适发酵时间。

1.2.5 发酵温度的确定

在发酵液 pH6.5，无生长因子的条件下，选取发酵

温度 37、40、43℃[8 ]，进行 3 批次发酵实验，发酵至

最适时间取样并测定活菌数，同时观察菌落特征，计

算球菌、杆菌菌落数比例，以确定最适发酵温度。

1.2.6 发酵液 pH 值的确定

在发酵温度 4 0 ℃，无生长因子的条件下，选取

pH6.2、6.5、6.8 [9]，进行 3 批次发酵实验，发酵至最

适时间，取样并测定活菌数，同时观察菌落特征，计

算球菌、杆菌菌落数比例，以确定最适发酵液 p H 值。

1.2.7 生长因子的确定

在发酵温度 40℃，发酵液 pH6.5 的条件下，依次

选取添加量为纯牛奶体积 5% 的胡萝卜汁、番茄汁、燕

京生啤酒为生长因子[10]，进行 3 批次发酵实验，并在相

同条件下以不添加生长因子为对照，发酵至最适时间，

取样并测定活菌数，以确定最适生长因子。

1.2.8 发酵条件优化

根根单因素试验结果，选择发酵时间、温度、发

酵液 pH 值和胡萝卜汁添加量为影响因素，设计四因素

三水平(L9(34))正交试验。在 5L 自动发酵罐中，以 2L 纯

牛奶为基础培养基，将 J1、Tx 和 P5 这 3 株菌种的菌液

以体积比为 3:2:1 接种于发酵罐内，总接种量为纯牛奶体

积的 4%～5%，按表 1 进行正交试验，每组试验重复 3
次，以测定复合发酵剂活菌数为指标，分析确定高活

菌数复合发酵剂的优化发酵条件。

                           因素

水平 A 发酵 B 发酵 C 发酵液 D胡萝卜汁

时间 /h 温度 /℃ pH 添加量 /%
1 5 37 6.2 3
2 6 40 6.5 5
3 7 43 6.8 7

表 1 优化发酵条件正交试验设计因素水平表

Table 1   Factors and levels of orthogonal tests for optimizing fermenta-
tion conditions



     2012, Vol. 33, No. 07 食品科学 ※生物工程244

1.2.9 验证实验

根据正交试验结果选择高活力复合发酵剂的优化发酵

条件进行实验，检测发酵剂的活菌数量，并与对照组(以
4%～5% 的总接种量将 J1、Tx 和 P5 这 3 株乳酸菌以体积

比 3:1:2 的比例接种于装有 500mL 灭菌纯牛奶的三角瓶中

(添加 1% 胡萝卜汁)，于 37℃保温发酵 12h)进行比较，由

此验证比较高活菌数复合发酵剂发酵条件的优越性。

2 结果与分析

2.1 发酵时间对复合发酵剂活菌数的影响

在制作普通酸奶时，为了避免球菌、杆菌比例失衡

所导致的发酵时间延长，以及产品酸度不足(球菌占优势)
或尖酸而涩(杆菌占优势)等问题，先是分别制备单一菌种

发酵剂，再以球菌、杆菌菌落数(下同) 1 : 1 比例接种发

酵，从而保证球、杆菌之间的共生关系，如此可以缩

短发酵时间，提高产品适口性。本实验采用的 3 株乳酸

菌中球菌、杆菌之间亦存在一定的共生关系。当 3 株乳

酸菌在牛乳中分别单独培养时，凝乳时间较长；而 3 株

乳酸菌按球菌、杆菌菌落数 1:1 的比例混合培养时，凝

乳时间明显缩短[11]。因此，只有保证复合发酵剂混合菌

种的球菌、杆菌比例为 1:1 的前提下，才能在酸奶发酵

中维持球菌、杆菌的比例平衡的共生关系。据此，可

用球杆菌比例作为优化复合发酵剂发酵条件的考察指标。

将乳酸球菌和乳酸杆菌混合为复合发酵剂进行发酵

时，初期球菌生长速度较快，杆菌生长速度较慢。当乳

酸菌生长繁殖至一定程度时，球菌所产生的代谢产物可刺

激杆菌快速生长，从而达到球菌、杆菌数量平衡。由图

1 可知，乳酸菌经过适应期后，迅速进入对数生长期[11]，

发酵剂活菌数于 6h 达到最大值，即 1.7 × 109CFU/mL。由

于杆菌 J1 菌株在改良 MRS 平板上的菌落特征为表面粗

糙、雪花状、边缘不规则、扁平，而球菌 T x 和 P 5 菌

株的菌落特征为表面光滑、边缘整齐、呈圆形、凸起，

因此，可根据计数不同特征的菌落数量计算球菌杆菌的

比 例 。

发酵时间 /h 2 4 5 6 7 8
球、杆菌菌落数比例 1.2:1 1.5:1 1.3:1 1.1:1 0.8:1 0.7:1

表 2  发酵时间对发酵剂球菌、杆菌比例的影响

Table 2   Effect of fermentation time on ratio between Lactococcus and
Lactobacillus

由表 2 可知，将球菌、杆菌以菌落数比例 1:1 混合

发酵后，初期球菌迅速生长繁殖，球菌、杆菌比例于

2h 达到 1.2:1，4h 达到 1.5:1；之后杆菌生长速度加快，

球菌、杆菌比例不断缩小，于 5h 达到 1 .3 :1，6h 达到

1 . 1 : 1；之后球、杆菌比例逐渐失衡，导致总活菌数降

低。因此，选取最适发酵时间为 6 h 。

2.2 发酵温度对复合发酵剂活菌数的影响

发酵温度是影响菌株生长繁殖的重要因素之一。发

酵温度不同，菌株的生长状况明显不同。若发酵温度

偏低，则乳酸球菌生长占优势，引起球菌杆菌共生关

系失衡，乳酸杆菌生长缓慢，导致发酵剂总活菌数降

低；若发酵温度偏高，则乳酸杆菌生长占优势，同样

导致球菌杆菌平衡关系被打破，乳酸球菌生长受阻，发

酵剂总活菌数降低[12 ]。

发酵温度 /℃ 发酵剂活菌数 /(108CFU/mL) 球菌、杆菌菌落数比例

37 7.2 1.4:1
40 17 1.1:1
43 4.3 0.8:1

表 3 发酵温度对发酵剂活菌数的影响

Table 3   Effect of fermentation temperature on total viable count of
lactic acid bacteria

由表 3 可知，当发酵温度为 4 0℃时，发酵剂活菌

数最高，为 1.7 × 109CFU/mL，此时球菌、杆菌菌落数

比例为 1 .1 :1，表明球菌、杆菌生长繁殖较为平衡；当

发酵温度为 3 7 ℃时，发酵剂活菌数次之，为 7 . 2 ×

108CFU/mL，此时球菌、杆菌菌落数比例为 1.4:1，表

明球杆菌共生关系失衡；当发酵温度为 4 3℃时，发酵

剂活菌数最低，为 4.3 × 10 8CFU/mL，此时球菌、杆

菌菌落数比例为 0.8:1，表明球菌、杆菌平衡关系已被打破。

由此说明 J1、Tx和P5这 3株乳酸菌最适生长温度均在 40℃
附近，此时乳酸杆菌与乳酸球菌生长趋势基本平衡，且发

酵剂活菌数最高。因此，选取最适发酵温度为 40℃。

2.3 发酵液 pH 值对复合发酵剂活菌数的影响

发酵液 pH 值对菌株生长繁殖有较大影响。在适当

pH 值条件下，有些乳酸杆菌和球菌将会在生长繁殖过

程中形成共生关系，可在短时间内互相促进生长繁殖，

发酵乳糖产生乳酸[11]。当发酵液 pH 值高于菌种最适生

长 pH 值时，乳酸球菌生长占优势，球杆菌平衡关系失

衡，发酵剂总活菌数降低；而当发酵液 pH 值低于菌种

图 1 发酵时间对发酵剂活菌数的影响

Fig.1   Effect of fermentation time on total viable count of lactic acid
bacteria
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最适生长 pH 值时，乳酸杆菌生长繁殖较快，球菌、杆

菌共生关系被打破，乳酸球菌生长缓慢，导致发酵剂

总活菌数降低[ 1 3 ]。

发酵液 pH 发酵剂活菌数 /(108CFU/mL) 球菌、杆菌菌落数比例

6.2 8.3 0.8:1
6.5 17 1:1
6.8 6.5 1.3:1

表 4 发酵液 pH 值对发酵剂活菌数的影响

Table 4   Effect of initial medium pH on total viable count of lactic acid
bacteria

由表 4 可知，当发酵液 pH6.5 时，发酵剂活菌数最

高，为 1.7 × 109CFU/mL，此时球菌、杆菌菌落数比例

为 1:1，表明球菌、杆菌生长繁殖较为平衡；当发酵液

pH6.2 时，发酵剂活菌数次之，为 8.3 × 108CFU/mL，此

时球、杆菌比例为 0 . 8 : 1，表明球菌、杆菌共生关系失

衡；当发酵液 pH6.8 时，发酵剂活菌数最低，为 6.5 ×

108CFU/mL，此时球菌、杆菌比例为 1.3:1，表明球杆菌

平衡关系已被打破。因此，选取最适发酵液 pH 值为 6.5。
2.4 生长因子对复合发酵剂活菌数的影响

生长因子 对照组 新鲜胡萝卜汁 新鲜番茄汁 燕京生啤酒

发酵剂活菌数 /
1.7 6.7 2.3 2.1

(109CFU/mL)

表 5 生长因子对发酵剂活菌数的影响

Table 5   Effect of growth factors on total viable count of lactic acid
bacteria

胡萝卜汁中富含胡萝卜素、番茄红素、氨基酸、维

生素以及铜、锌等无机盐，可刺激乳酸菌生长繁殖；番

茄汁富含番茄红素和 VC，对乳酸菌的生长繁殖有促进作

用；燕京生啤酒含有麦芽汁的各种氨基酸、肽类以及葡

萄糖、麦芽糖、糊精等营养物质，可促进乳酸菌生长

繁殖[10, 12]。由表 5 可知，不添加生长因子的对照组，发

酵剂活菌数最低，为 1.7 × 109CFU/mL；以胡萝卜汁为生

长因子的发酵剂活菌数最高，达到 6.7 × 109CFU/mL，明

显高于对照组；以番茄汁为生长因子的发酵剂活菌数为

2.3 × 109CFU/mL，以燕京生啤酒为生长因子的发酵剂

活菌数为 2.1 × 109CFU/mL，两者与对照组相比差异较

小，表明番茄汁和燕京生啤酒对 3 株乳酸菌生长繁殖的

促进效果不明显。因此，选取最适生长因子为 5 % 胡

萝卜汁。

2.5 藏灵菇源乳酸菌复合发酵剂的发酵条件优化

由表 6 极差分析可知，对复合发酵剂的活菌数影响

因素的顺序为：D ＞ A ＞ B ＞ C，即胡萝卜汁添加量影

响最大，发酵时间次之，发酵液 p H 值影响最小；由

直观分析得出复合发酵剂分批发酵条件的最优组合为

                  因素

试验号 A 发酵 B 发酵 C 发酵 D胡萝卜汁
发酵剂活菌数 /

时间 /h 温度 /℃ 液 pH 添加量 /%
(109CFU/mL)

1 1 1 1 1 0.89
2 1 2 2 2 6.27
3 1 3 3 3 0.48
4 2 1 2 3 2.45
5 2 2 3 1 2.57
6 2 3 1 2 2.92
7 3 1 3 2 0.87
8 3 2 1 3 0.65
9 3 3 2 1 0.52
k1 2.55 1.39 1.49 1.33
k2 2.65 3.16 2.97 3.34
k3 0.67 1.31 1.30 1.19
R 1.98 1.85 1.67 2.15

表 6 优化发酵条件 L9(34)正交试验结果

Table 6   Orthogonal array design matrix and experimental results for
optimizing fermentation conditions

A 2B 2C 2D 2，在该条件下所得发酵剂中活菌数为 6 . 7 ×

109CFU/mL，经验证实验，较 9 组试验最高组所得的活

菌数(6.27 × 109CFU/mL)高，故确定复合发酵剂最佳发酵

条件为：发酵时间 6h、发酵温度 40℃、发酵液 pH6.5、
胡萝卜汁添加量 5 %。

2.6 验证实验结果

经验证，在优化条件下进行发酵，复合发酵剂活

菌数可达 6.7 × 109CFU/mL，为优化前的活菌数(9.6 ×

107CFU/mL)的近 70 倍。而其他相关研究优化后所得活菌

数则为优化前的 37～55 倍不等[14-16]，与之相比，本实

验发酵剂优化后活菌数提高效果更为明显。

3 结 论

3.1 生长因子胡萝卜汁添加量是影响复合发酵剂活菌数

量的最主要因素，发酵时间次之，发酵温度相对影响

较小，发酵液 pH 值影响最小。即影响复合发酵剂活菌

数量的主次因素顺序为：胡萝卜汁添加量＞发酵时间＞

发酵温度＞发酵液 p H 值。

3.2 利用筛选自藏灵菇产胆盐水解酶的干酪乳杆菌 J1、
嗜热链球菌 Tx 和乳酸乳球菌乳酸亚种 P5，采用 5L 自动

发酵罐进行四因素三水平(L9(34))正交设计试验，确定酸

奶复合发酵剂分批发酵的优化条件为：发酵时间 6h、发

酵温度 4 0℃、发酵液 p H 6 . 5、胡萝卜汁添加量 5 %。

3.3 在正交试验得出的优化条件下进行分批发酵，酸

奶复合发酵剂活菌数可达 6.7 × 109CFU/mL，是优化前

的近 70 倍。可利用该高活力复合发酵剂，用于制备降

胆固醇功能性酸奶的直投式干粉发酵剂。
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