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摘 要：采用*+,-)./*/00,微胶囊对两种乳杆菌进行了固定化发酵研究。结果表明，两

种乳杆菌能够在微胶囊内很好地生长和繁殖，菌浓度可分别达到’123’%’’／45胶囊和!1#"
3’%’’／45胶囊，比游离培养高出十倍以上，并且能与游离发酵一样产生乳酸，糖耗时间可缩

短’／&!!／&。进行的多批次发酵显示了巨大的产酸能力。
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生物微胶囊是为器官移植所带动并发展起来的一种新兴的细胞固定化技术［’，!］，它

能将酶、蛋白质或活细胞包封在构成微胶囊的亲水半透膜内，生物大分子和细胞被微胶囊

的膜阻隔开来，培养基中的营养成分和细胞分泌的产物等小分子物质可以自由出入半透

膜，从而达到催化、培养或免疫隔离的目［&!:］。

6+,-（-=>?@4ABCC@C=DBD@CE+FB，硫酸纤维素钠）)./*/00,（.=CG>?4BFHGC>?+CCGC+4)
4=I?@4AHC=J?>B，聚二甲基二烯丙基氯化铵）微胶囊是由两种水溶性的聚电解质构成的体

系，它已在生物技术中有不少成功的报道［#!’%］，从中展示了它在进行细胞固定化培养时

的一些优点，如膜层较薄（!%!!%%"4），机械强度较高，生物相容性良好，传递和截留性质

适宜，物化性质稳定，以及胶囊制备简单。特别在酒精酵母的微囊化培养中所显示的良好

结果［’’］，说明用该胶囊进行细胞固定化培养和高密度高效率生产目标产物的可行性。

乳酸是化学工业、食品工业、皮革工业和制药工业的一种重要的原料，一般均通过发

酵方法得到，目前产乳酸水平比较稳定，但发酵周期稍长（约9%!$%H）。如果通过微囊化

培养，可以在保持现有发酵水平上缩短发酵周期，提高产酸效率，那就会对乳酸的生产具

有新的促进作用，同时也为扩大微胶囊培养细胞范围，高效率生产生物产品提供一种更有

效的方法。本文将用6+,-)./*/00,微胶囊体系进行乳酸杆菌的微囊化培养，以考察

其在微胶囊内的生长繁殖和代谢规律。

! 材料和方法

!;! 实验材料

!;!;! 菌种：短乳杆菌（!"#$%&"#’(()*&+,-’*）和5;K;L;乳杆菌（!"#$%&"#’(()*K;L）由浙

江工业大学提供，本研究所保藏。
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!!!!" 培养基：采用"#$培养基和发酵培养基，发酵培养基组成为（%／&）：葡萄糖’(!
)*(，胰蛋白胨*，酵母膏*，"%$+,(-*，./01(-)，2345+,(-*，63*-*!7-(，接种前加

’8!)*80/0+’。

!!!!# 微胶囊材料：./0$由本实验室自制，59"9::0购于美国:1;<=>?公司。

!!" 实验方法

!!"!! 短乳杆菌和&!@!A乳杆菌的培养：短乳杆菌的培养：将冻干管保藏的菌种先接入

"#$斜面培养基上，’(B下培养,C?。然后接一环菌种于 "#$液体培养基中（’(B，

,C?），定时测定菌浓度、产酸和糖耗情况，并取)(D&移入含E(D&发酵培养基的三角瓶

中培养。在后来的发酵过程中，每次均取上一次发酵结束后的)(D&发酵液移入到下瓶

E(D&发酵培养基中培养，经过多次转瓶发酵，使产酸和糖耗稳定，然后，由同一发酵瓶分

别取)(D&发酵液，用于游离发酵和固定发酵，进行同步比较。

&!@!A乳杆菌的培养：与短乳杆菌的培养相类似，所不同的是温度为,(B，菌种的活

化和发酵均为发酵培养基。

!!"!" 短乳杆菌和&!@!A乳杆菌的培养的微胶囊化：配制*-(8的./0$和4-(8的

59"9::0溶液，灭菌待用。在无菌条件下，将含短乳杆菌或&!@!A乳杆菌的发酵液

)(D&与./0$溶液混合，滴入59"9::0溶液中，固化后即制成微囊化短乳杆菌和&!
@!A乳杆菌。将微囊化的短乳杆菌或&!@!A乳杆菌分别接入相应的培养基中进行培养。

!!"!# 微囊化短乳杆菌和&!@!A乳杆菌的多批次重复培养：将’(D&微囊化短乳杆菌

和&!@!A乳杆菌分别接入相应的E(D&培养基中发酵培养，前者温度为’(B，后者温度

控制在,(B，摇床的转速均为C(<／D=F。定时取样分析培养基中糖浓度、乳酸浓度和微胶

囊中的菌体浓度。当糖耗尽时，更换培养基。如此重复该过程，分别培养了)E批和)7
批。与之同时也进行这二个菌种的游离细胞培养。

!!# 方法分析

葡萄糖：用9.$法测定。

乳酸：用G9H:./滴定乳酸钙法，并换算成乳酸的浓度，并对某些点用高效液相色谱

法验证乳酸的纯度。

总氮量：用凯氏定氮法。

菌体浓度：用血球板计数法测定总菌数，在检测微胶囊化细胞浓度时，取)(个微胶

囊，破壁释放出乳酸杆菌，确定细菌单位体积个数，然后除以微胶囊的总体积，得微胶囊内

的菌浓度。

" 结果和讨论

"!! 微囊化的第一批培养与游离培养的比较

在两种乳杆菌分批发酵的过程中，第一批微胶囊化细胞培养与游离培养具有相似的

产酸和糖耗过程，图)示出了短乳杆菌的第一批培养结果，图4则是&!@!A乳杆菌的首

批培养结果。图)和图4中葡萄糖和乳酸浓度与时间的关系均呈“$”形，与微生物游离培

养规律相同。在短乳杆菌微囊化培养时，乳酸的转化率和产酸速率都低于游离培养，糖耗

尽时间同为,(?，但是这时微胶囊中的细胞浓度已达到,-(I)()(个／D&胶囊，而游离培
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养的细胞浓度是!"#$%#&个／’(，总的细胞量游离培养略多一些，但细胞浓度微囊化培

养比游培养高)倍左右。在(*+*,乳杆菌微囊化培养时，乳酸的转化率和产酸速率与游

离培养几乎一致，由于游离培养的糖浓度略高，所以糖耗尽时间比游离培养时缩短了

%-.，微胶囊中的细胞浓度为%"/$%#%#个／’(胶囊，而游离培养的细胞浓度为0"!$%#&

个／’(。微囊化细胞在第一批培养时，由于细胞在经历了微囊化过程后有一个适应过程，

结果稍差也是正常的。这种效应对短乳杆菌更明显一些。但随着微囊化培养的重复进

行，结果将明显改善。

图% 短乳酸杆菌的微囊化第一批培养

和游离培养时糖耗和产乳酸结果比较

123*% 45’678295:5;3<=>59?>5:9=’6@25:7:A

<7>@2>7>2A685A=>@25:2:@.?;289@B7@>.>=<@=8?5;

?:>769=<7@?A>?<<9C2@.2:@.?;8??>?<<9;58!"#$%&’(

图0 (+,乳杆菌的微囊化第一批培养

和游离培养时糖耗和产乳酸结果比较

123*0 45’678295:5;3<=>59?>5:9=’6@25:7:A

<7>@2>7>2A685A=>@25:2:@.?;289@B7@>.>=<@=8?5;

?:>769=<7@?A>?<<9C2@.2:@.?;8??>?<<9;58(*+*,

!*! 乳杆菌固定化分批重复培养

在图%和图0中所示的两种乳杆菌第一批微囊化培养结果表明，微囊化培养并不优

于游离培养，但是把第一批的发酵液移走加入新的培养液并继续该过程时，就会发现，培

养结果逐步改善。图/和图)表示了部分发酵结果。图/为微囊化短乳杆菌的第一、第

二和第五批发酵结果，第五批以后发酵达到稳定。这时微囊化培养的乳酸转化率为D-E!

图/ 短乳杆菌在微囊化培养时第一批、第二批

和第五批时糖浓度和乳酸浓度的变化关系

123*/ 45:>?:@87@25:5;3<=>59?7:A<7>@2>7>2A5;;289@，

9?>5:A7:A;2;@.B7@>.?92:@.??:>769=<7@?A>?<<9

图) (*+*,乳杆菌在微囊化培养时第一批、第二批

和第三批时糖浓度和乳酸浓度的变化关系

123*) 45:>?:@87@25:5;3<=>59?7:A<7>@2>7>2A>=8F?95;

;289@，9?>5:A7:A@.28AB7@>.?92:@.??:>769=<7@?A>?<<9
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!"#$%，培养时间只需&!’(左右，产酸速率为)#’!*#*+／,-(，显然由于培养时间的缩

短，使产酸速率明显高于游离培养，一般可高出.!$倍，微胶囊中的细胞浓度已达到)#/
0)1))个／2,胶囊，是游离培养的细胞浓度的.1倍左右。图"是,34乳杆菌的微囊化

发酵第一至第三批的结果，第三批以后发酵达到稳定。在第三批微囊化培养以后，不仅产

酸速率能提高)!*倍，而且乳酸的转换率也超过’1%，有的已达到)11%，培养时间为

)"!*.(，约为游离培养的*1%!"1%。此时微胶囊中的细胞浓度已达到*#.0)1)1个／

2,胶囊，是游离培养的细胞浓度的)1倍左右。

!-" 增加糖浓度对微囊化培养的影响

过多的葡萄糖一般会对菌体的生长产生抑制作用，所以在游离培养中，对糖的浓度有

比较严格的限制。这种抑制作用是否在微囊化中有所减轻，本工作进行了两个方面考察。

!-"-# 在短乳杆菌的微囊化发酵中，从第十五批开始，初糖浓度由原来的*%增加到

$%，培养基中其它成份保持不变。结果表明，刚开始乳酸的转化率和产酸速率略为下降，

随即提高，到第十七批后又稳定到一个新的水平。此时，乳酸的转化率仍为!1%左右，但

产酸速率增加到"#!+／（,·(），而且菌浓又开始增加，由原来的)#/0)1))个／2,微胶囊增

加到.#&0)1))个／2,微胶囊，发酵的时间仍保持在&!’(（图$）。很显然，适量的底物浓

度不但不产生抑制作用，反而促进菌体的进一步生长。

!-"-! 对于,-3-4乳杆菌，从第十批起，初糖浓度由$%增加到’#$%，平均乳酸转化率

为’1#*%，平均产酸*#).+／（,·(），发酵时间略有延长（为."(左右，相应游离培养也延

长到&.(以上），细胞浓度增加了一倍左右。从第十四批起又将初糖浓度增加到)$%，平

均乳酸转化率为/1%左右，平均产酸*#1.+／（,·(），发酵时间又进一步延长（"!(），细胞

浓度未见进一步提高。但在此浓度下，发酵后期的培养液中出现了乳酸钙结晶，如果搁置

时间稍长几乎将整个发酵液结成固体状，此时，乳酸的浓度已达到).$+／,以上，远远超

过了乳酸钙的饱和浓度。而当在结晶的培养液中加入新鲜培养液，结晶的培养液重新溶

解，发酵继续进行，直至出现新的结晶（图!）。

图$ 短乳杆菌微囊化多批次培养时的

菌体浓度，乳酸浓度和产酸速率

56+-$ 78968:6;<;=>;<>?<:98:6;<;=+@A>;B?，>?@@B8<C

@8>:6>8>6C6<?<>8DBA@8:?C>?@@B

图! ,34乳杆菌在不同初糖浓度时的

糖耗和产酸情况
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由此可见，底物浓度在一定范围内增加，对微生物在微胶囊内的生长无影响，但达到

很高时，有一定的影响，主要体现在乳酸的转化率有所下降，细胞浓度不再提高。同时即

使产物浓度远远超过了其饱和浓度，对囊内的微生物的影响也很小。很显然，适当提高底

物浓度有利于提高乳酸的产率。

!!" 微囊化培养的菌体浓度与产酸水平和速率之间的关系

在微囊化培养的刚初始时的菌浓度较低（如：短乳杆菌菌浓为"#$%&’()／*+胶囊），

产酸水平也就较低，产酸速率较慢。随着菌浓的增加，产酸水平和产酸速率逐步增高和加

快（从第一批至第四批）。到了第五批达到稳定水平，乳酸的转换率为,)#(-!./#,-，

产酸速率可达0#(!$#$1／（+·2），菌浓也稳定在一定的水平（’#$&’(’’个／*+胶囊）。当

继续增加培养基中初糖浓度时，产酸水平和速率又有提高，并达到一个新的较高水平，菌

浓也增加了%(-，而发酵时间不变，显然这些对发酵有利。

!#$ %#&#’乳酸杆菌发酵培养中氮源的消耗

在游离培养过程中，多批重复发酵过程相似，氮源消耗不大，表’为其中第三和第四

批的结果；在微囊化培养中，第一批培养时氮源的消耗相对较大，而以后几批消耗就减少。

这些数据说明在+!3!4乳杆菌发酵中，对氮源的需求除了在微囊化第一批培养中消耗氮

源用于菌体生长外，其余需氮量都不是太大。

表( %#&#’乳杆菌游离培养和固定化培养中氮源的消耗

56789’ :;<=>19?@>?AB*C<;>?;?D=99@B8<B=96?E;**>7;8;F6<;>?D>=!"#$%&"#’(()*&+,-’*3!4

G=99@B8<B=9 H?@6C

!
!!!

AB86<;>?@B8<B=9

:>!
I?;<;68@>?@9?<=6<;>?

>D?;<=>19?／（1／+）

G;?68@>?@9?<=6<;>?

>D?;<=>19?／（1／+）
:>!

I?;<;68@>?@9?<=6<;>?

>D?;<=>19?／（1／+）

G;?68@>?@9?<=6<;>?

>D?;<=>19?／（1／+!! ）

!!$ ’!/("( ’!$0.( ’ ’!(0// (!)’0%
/ ’!0.(( ’!0/$0 . ’!’0)( ’!(.’(

!!) 乳酸的定性定量检测

在用HJ5K:6法对发酵液中的乳酸钙的含量和纯度进行分析时，有可能受到产品中

其它酸，如甲酸、乙酸等的干扰，因此本文又采用了高效液相色谱对发酵液进行检测。分

析样品为+!3!4乳杆菌的微囊化和游离培养的溶液，用乳酸钙、乙酸钙和甲酸钙标准样

品标定。结果显示微囊化和游离培养的样品均在与标准样品乳酸钙相同的位置出现吸收

峰，而在乙酸钙和甲酸钙的位置没有吸收峰，峰形的大小也一致。说明+!3!4乳杆菌发

酵主要产乳酸，但游离培养样品吸收稍有拖尾现象，而微囊化培养样品的吸收峰非常光

滑，没有拖尾现象。

* 讨论

在第一批微囊化培养时，其目的就是在微囊内积累乳杆菌，再加之菌体对周围环境有

一个适应过程，所以糖耗或产酸速率与游离培养相比无优越性，随着一批又一批发酵的进

行，除了微胶囊内菌浓继续缓慢增加外，由于菌体浓度已处于较高的水平，产酸和糖耗的

速度明显高于游离培养。通过对两种菌体分别进行十九批和十六批的微囊化培养，表明

了乳杆菌在囊内能够很好地生长和繁殖，与游离培养一样正常甚至比游离培养更好地产

生代谢产物。由于微胶囊内能聚集高密度的菌体，并能在分批发酵中重复利用，在保持乳

’’,,期 叶子坚等：乳杆菌微胶囊化培养的研究



酸转化率不变的情况下，大大缩短了发酵时间，提高了产酸速率。有几批!"#"$乳杆菌

的转化率达到了%&&’，并且还能在培养液中结晶。

实验还发现适当增加糖浓度不但没有抑制细胞生长，反而还可以刺激囊内菌体的新

一轮生长和繁殖。在乳酸发酵已处于比较稳定的情况下，微囊化培养方式的出现使产酸

率成倍增加，会对乳酸的发酵法生产困难有一个突破，即使利用原有的发酵罐，也可以生

产出更多的乳酸。同时微囊化培养的料液中不含菌体，对简化后处理过程也具有积极的

作用。

本文的结果以及我们在酒精微囊化的结果，都表明了菌体的高浓度和产品产率的成

倍增加，从而说明该微胶囊体系在高密度细胞培养、高效率生产生物制品具有良好的发展

前景。
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