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摘 要：应用共固定化技术建立乳酸茵L3，根霉 R2和酵母 Y5三茵之间的互生发酵体系．通 

过对固定化载体微环境的生态学特性分析，结果表明：乳酸茵，根霉和酵母细胞分别以l：2：l 

的初始细胞比例组成的共固定化细胞体系，在亚适量供氧条件下最有利于形成生态分布协调 

的多茵群体体系． 
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乳酸菌、根霉和酵母是传统混合酿造体系中的重要组成微生物．由于各自生长代谢所需生态环境以 

及所进行的生化反应过程各不相同，因而各菌在多菌种发酵体系中所起的作用也各不相同．但在传统的 

游离细胞的多菌混合培养状态下，各菌所处的生境是均同的，这就很难保持各菌之间最适宜的代谢平衡 

关系，难以发挥菌体自身的发酵潜力，因而在传统发酵过程中发酵条件的控制相当复杂．这也是造成传 

统发酵效率低、周期长、产品品质不稳定的一个主要原因． 

以往的研究表明在发酵过程中通过乳酸菌、根霉和酵母等多菌种之间形成协调的生境更有利于促 

进糖化、醇化等一系列复杂生化过程的进行 J．本文在研究共固定化乳酸菌、根霉和酵母的发酵性能 

的基础上，进一步从多菌生长的生态效应上研究共固定化细胞协同性发酵的机理，以进一步揭示共固定 

化细胞的生理代谢特征． 

1 材料及方法 

1．1 菌种 

乳酸杆菌 L3，根霉 R2，酵母菌 Y5．以上菌种均为本室从小曲中分离、筛选． 

1．2 培养基 

增殖培养基 ：牛肉膏 0．5％，酵母膏 0．5％，蛋白胨 1％，葡萄糖 l％，乳糖 0．5％，NaCL0．5％，pH6． 

8，0．1MPa，20min； 

发酵培养基 ：淀粉 l％ 一5％，黄豆粉 1．5％，磷酸二氢钾 0．05％，硫酸镁 0．025％，0．1MPa灭菌 

20min，pH自然． 
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1．3 固定化材料 

海藻酸钠，卡拉胶，氯化钙 ，氯化钾等． 

1．4 共固定化方法 

(1)固定化细胞的活化：乳酸杆菌 【3接种到液体增殖培养基中30~C静置培养24h；根霉 R2接种到 

PDA平板上，30~C培养2—4 d；酵母菌 Y5接种到液体增殖培养基中30~C，120r／m振荡培养48h． 

(2)标准菌悬液的制备：乳酸杆菌 【3增殖培养液4~C，4000r／m，离心 20min；取菌体细胞沉淀，加无 

菌水调制成含菌 1O 一10m／mL菌悬液；无菌水洗涤平板上的根霉 R2孢子，调整孢子浓度为 1O 一1O。／ 

mL；酵母菌 Y5培养液 4~C，4000r／m，离心 15min；取菌体细胞沉淀，加无菌水调制成含菌 1O 一10 ／mL 

菌悬液． 

(3)共固定化：无菌条件下分别按不同的比例取各种不同的菌悬液混合，取混合菌悬液 20mL加到 

50mL 2．5％海藻酸钠卡拉胶混合溶液中混合均匀，用恒流泵将含菌混合液滴入 5％CaC1：，0．5％KC1溶 

液中制成共固定化凝胶颗粒．固化4h后用无菌水冲洗备用．颗粒直径为4—5mm． 

(4)共固定化颗粒的增殖：每 10g共固定化颗粒加入70mL增殖培养基 ，于 250mL三角瓶中30~C， 

120r／m振荡培养 48h后用无菌水冲洗备用． 

1．5 共固定化细胞的培养 

分别取共固定化细胞颗粒按不同比例接入250mL三角瓶进行试验，每瓶装发酵培养基50mL，各设 

平行组 5瓶．培养过程按实验给定的条件控制． 

1．6 测定方法 

固定化细胞的计数 ：按金其荣等 J． 

还原糖测定：斐林试剂法，测定总糖时，发酵液先经 HCL水解后再测定． 

乙醇含量：GC9800气相色谱仪测定．色谱柱：固定相 SE30固定液，硅藻土载体，长 2m；柱温 150~C， 

汽化温度250~C，检测器温度250~C；载气(N2)50mL／min；柱前压0．08Mpa；灵敏度选择进样0．4—0．8肛L 

时峰值适当为准． 

常规指标：按《工业发酵分析》测定． 

共固定化颗粒内部细胞分布状态 ：扫描电镜观察，上海师范大学分析测试中心． 

2 结 果 

2．1 海藻酸钠浓度对共固定化细胞的生长性能的影响 

在保持卡拉胶浓度 0．5％不变的条件下，改变固定化载体海藻酸钠的浓度制作共固定化细胞，测定 

图 1 海藻酸钠浓度对固定化颗粒的影响 

在不同载体浓度下被固定细胞的生长情况，结果见图 1．由图 1可见 ，随着海藻酸钠浓度的增加，固定化 
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颗粒的抗膨胀性能有了较好地提高．但又在很大程度上使颗粒内细胞的生长受到了限制，影响了细胞的 

发酵性能．这主要是因为载体浓度增加使载体凝胶对细胞的封闭程度增强，影响了物质在凝胶颗粒内部 

的扩散；而海藻酸钠浓度太低 ，又会使凝胶的封闭性能太差，被固定化细胞容易泄漏引起固定化功能失 

效．综合共固定化载体强度及共固定化细胞的生长，海藻酸钠浓度以2％为宜． 

2．2 共固定化初始菌体细胞数量的对发酵性能的影响 

图 2 初始细胞数对共固定化颗粒性能的影响 

由图2可见，在共固定化时向载体溶液中混入的细胞数量对颗粒发酵性能有一定的影响．菌体细胞 

起始数量在 1 x 10。一5 x 10。时生长情况较好，颗粒在增殖后的崩解率较低；而高细胞密度共固定化不 

仅不会增加发酵培养液中的糖化酶活，而且固定化颗粒破碎严重．因此在共固定化时需要调整细胞数量 

在4 x10。一6 x10 较为适合． 

2．3 菌种的配比对共固定化颗粒发酵性能的影响 

分别以不同的菌种组合进行共固定化，考察共固定化颗粒发酵时的产酸、糖化酶和乙醇情况．结果 

见图 3． 
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图 3 不同种类的菌种对共固定化颗粒发酵性能的影响 

由图可见，固定化三菌只有在共同存在时其糖化活力以及乙醇转化率才有明显地提高．仅有根霉 

与乳酸菌存在时其糖化酶活力为 28．59U／mL；根霉与酵母协同发酵时其糖化活力只有 25．55 U／mL；而 

三种固定化微生物共同存在时则其糖化活力 32．46U／mL，显著提高了6．91U／mL．其原因可能是乳酸菌 

的发酵产物能有效地促进根霉的生长，而随着糖化产糖的积累，又在一定程度上抑制了根霉分泌糖化酶 

的能力，影响了糖化力的进一步增加．当酵母将糖分及时地转化为乙醇时，根霉的受产物抑制作用被解 

除，其糖化力得以快速增加；与此同时，乳酸菌的生长也受到根霉和酵母分解培养基中的淀粉、蛋白质等 

产生葡萄糖、氨基酸等小分子营养物质影响，有利于乳酸菌的发酵产酸，发酵培养基呈偏酸环境，使得生 

态环境更适应于根霉、酵母的生长．又由于酵母产醇浓度不高(小于6％)，对乳酸菌及根霉的生长不构 
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成抑制，未妨碍其生长代谢活动的正常进行 ，这样就使得共固定化三菌之间的关系得以协调，发酵过程 

能够高效进行．实验说明了在适当的基质浓度中固定化乳酸菌、根霉和酵母是在相互协同的过程中完成 

整个发酵过程的．实验结果还发现乳酸菌的存在使发酵液中乙醇浓度的上升速率比不含乳酸菌的共固 

定化颗粒快，可能对颗粒的物质通透性有某种帮助，有待进一步论证． 

2．4 不同比例的3种细胞固定化协同发酵性能 

通过调整共固定化细胞内菌体数和霉菌孢子数之间的最初比例，控制凝胶内 3种微生物细胞的比 

例关系，从而定量地控制淀粉转化为葡萄糖，避免葡萄糖过多地消耗转化为霉菌的菌丝体，提高乙醇的 

产率．结果如图4所示． 

图 4 共固定化细胞组成的发酵产醇性能(发酵72h) 

对乳酸菌、根霉和酵母三种细胞进行不同比例混合进行共固定化发酵试验，可以发现固定化初始 

细胞数比例对共固定化细胞发酵性能有明显影响．发酵72h时气相色谱测试发酵液的乙醇含量显示如 

图4．综合各项试验结果表明：共固定体系的发酵转化率，淀粉、还原糖和乙醇相互之间的协调关系都有 

显著地变化．其中 1：2：1的配比其发酵的协同性能较好． 

2．5 淀粉浓度对共固定化体系发酵性能的影响 

选取 l％、3％、5％和8％的淀粉浓度的发酵培养基对共固定化发酵体系进行发酵试验 ，30℃，12Or／ 

m培养 72h其发酵性能如图5所示． 

图5 淀粉浓度对共固定化细胞发酵性能的影响 

从以上4种浓度的淀粉发酵液的发酵可见在发酵前 72小时的还原糖和乙醇的变化情况．淀粉浓度 

小于 3％时还原糖和乙醇生成速率较为平缓，产率较低．而淀粉浓度在 3％ 一5％共固定化颗粒发酵转化 

明显增加，还原糖和乙醇生成速率协同性能良好，随着淀粉浓度大于5％以上时，曲线斜率趋缓，说明还 

原糖和乙醇生成速率减小．由于还原糖进一步向乙醇转化，糖的积累不再增加，有利于三菌之间代谢的 

更加协调一致． 
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2．6 摇床转速对共固定化体系发酵性能的影响 

在共固定化颗粒的摇瓶培养中，选用不同的转速对 1：2：1菌数比组成的共固定化细胞体系的发 

酵性能的影响如图6所示． 

图 6 溶氧对固定化细胞发酵性能的影响 

从图6可以看出，随着摇床转速的增加共固定化细胞颗粒的产糖及产醇速率也呈现相应的增长趋 

势．摇床转速高于150r／m时，颗粒表面菌丝缠绕成菌丝球，培养液酸度增加，乙醇的含量有所下降．这是 

由于固定化颗粒对氧气扩散有阻碍作用，摇床转速增加会使颗粒表面好氧性根霉菌体容易过快生长，形 

成菌丝球 ，进一步阻止了氧气向颗粒内部传递，造成内部缺氧的生态环境，从而使共固定颗粒内部的乳 

酸菌和酵母在厌氧条件下分泌乳酸和乙醇等代谢物质． 

2．7 共固定化细胞的协同发酵条件的优化 

以淀粉浓度、发酵温度和摇床转速为因素，设定不同水平进行正交试验，结果如表 1，2，3所示． 

表 1 正交试验 

从正交试验的结果分析来看，1：2：1共固定化细胞颗粒发酵体系中影响产酸的主要因素是通气． 

氧气供给不足时，产酸明显增加．这与根霉在厌氧状态下产酸有关 ；影响糖化酶活力的最主要因素也是 

通风，其次是温度，在 200r／m和 30~C时糖化酶活力较高；而淀粉浓度对发酵过程中乙醇生成速率影响 

明显．综合可以看出，在利用固定化乳酸菌、根霉和酵母组合成为共同发酵体系进行发酵过程中，要使该 

体系的发酵得以协同进行，必须权衡基质浓度、发酵温度和通风量三者之间的对立统一的关系，恰当地 
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2．8 供氧速度对共固定细胞生态分布的影响 

采用 2％海藻酸钠和0．5％卡拉胶复合载体制成的共固定化乳酸菌、根霉和酵母颗粒在不同的供氧 

条件下，颗粒内部的细胞生长情况有明显差异．低速度(小于 100r／m)摇瓶培养容易使颗粒表面形成絮 

状菌丝球体，颗粒直径明显增大，基质传递到颗粒内部细胞阻力大，内部细胞生长缓慢，颗粒内细胞生态 

分布呈现表层好氧性丝状菌丝体密集，表层细胞较为密集，而中心部位细胞数较少(见图7颗粒照片 A， 

B，C)．转速达到 150r／m以上的培养过程颗粒表面菌丝缠绕密集，颗粒体积稍有扩大，内部细胞呈现出 

由表及内的细胞种类和数量的规律性变化．0r／m和 100r／m摇床转速培养条件下，1：2：1共固定化细 

胞颗粒内部情况见电子显微镜照片(见图7颗粒照片 E，F)． 

(A) (B) (C) 

(D) (E) (F) 

(A—F分别为颗粒表面、表层、中心以及凝胶包埋的细胞和0r／m，100r／m摇床转速下的颗粒内部情况) 

图7 共固定化颗粒扫描电镜观察(放大 4OOO倍) 

3 讨 论 

乳酸菌、根霉和酵母组成的共固定化发酵体系比较传统的天然混合发酵，其发酵效率有了明显的提 

高．所采用的三株菌的固定化颗粒在发酵过程中以适当的初始比例混合进行的确定性混合发酵，不仅有 
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效地提高了发酵菌种的基因库容 ，丰富了发酵产物，而且它们之间具有十分显著的互生关系，更有利于 

加快反应速度，提高发酵基质的产率和生产效率  ̈． 

好气性根霉在共固定化培养过程中，菌丝易在颗粒表面形成菌丝膜 J．其主要原因是因为存在于 

颗粒表面的根霉孢子因氧气充足而先萌发 ，在颗粒表面长成了一层菌丝膜．菌丝膜的形成易使颗粒内部 

酸度增加，引起海藻酸钠的凝固性下降，导致了颗粒的坍塌 ，影响固定化细胞的发酵性能．通过调整颗粒 

内部的孢子初始数量和添加卡拉胶等载体以及调节通气量等手段，能有效地改善根霉固定化颗粒的发 

酵性状-5 】．MUSSENDEN等 发现采用 k-卡拉胶包埋法固定产黄青霉，能改变菌体的某些生理特性 ，使 

菌体的生长期明显延长，增加颗粒内部菌丝量；TANAKA 等尝试了通过调节孢子的接种量的方法来限 

制颗粒表面菌丝膜的形成速度． 

固定化乳酸菌、根霉和酵母在协同发酵过程中，产酸、糖化力以及产醇速度等方面都与一般游离发 

酵有了明显的差别．其中除了由于固定化细胞具有高密度、高活性及高转化率等原因外，固定化细胞在 

载体内部生长时其代谢规律也会发生部分改变．Mattasson，陈家任等 ·加 提出了微环境对固定化细胞 

代谢的影响模型，认为固定化微环境与游离状态下的细胞相比，其中的水活度和氧分压都有了降低，从 

而调节了细胞的代谢．但其中的调节机制尚不能弄清． 
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Study on the Ecological Effects of the Mutualism Fermentation System of 

Co·inunobflized Lactic bacteria，Rhizopus and‘Yeast 

CHEN Jun，SHEN Jian，XIA Zhi-hua，XU Bao-xiao 

(Colloge of Life and Environment Sciences，Shanghai Normal University，Shanghai 200234，China) 

Abstract：Applied CO—immobilized technology tO cultivate imm obilized Lactobacillus L3。BhizopusR2 and Yeast Y5 from Xiao- 

qu in order tO study the ecological effectiveness of the Mutualism Fermentation System of the Co—imm obilized cells．By a series 

of experiments to study the ecological system of the mi cro—environment of the CO—imm obilized cartier．Th e results show that 

mixed cells with initial cells amount proportion 1：2：1(Lactobacillus： z0plls：yeast)formed mixed fermentation system had 

favorable synergistic fermentation capab ilities under suboptimal oxygen concentration． 

Key words：CO—imm obilization ceils；Syne~istic Ferm entation；ecological ctivenes8 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com

