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Lactobacillus helveticus ND．01培养条件的优化 

及冻干发酵剂的制备 
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摘 要：瑞士乳杆菌Lactobacillus helveticus ND-01是一株分离、筛选自新疆酸马奶中的乳酸菌，并且在发酵牛 

乳的过程中能产生较高的ACE—I抑制活性和 一氨基丁酸。实验通过对L helveticus ND-01培养基的组分进 

行优化，从而得出L．helveticus ND-01优化培养基配方为：乳糖25 g／L，大豆蛋白胨 14．1 g／L，酵母粉 14．1 g／ 

L，醋酸钠 15．3 g／L，柠檬酸纳 6．5 g／L，K2HPO4 2．2 g／L，MgSO4·7H2O 2 g／L，MnSO4·5H2O 25 mg／L，吐温 一 

80 1 g／L，L一半胱氨酸盐酸盐 750 mg／L，维生素 B9(VB9)20 mg／L。L．helveticus ND-01在此培养基中经 

42℃，18 h培养，其活菌数可达到4．2 x10 efu／mL，比MRS中(8．2×10 cfu／mL)提高近5倍。将此优化培养 

基作为基础培养基，在5 L发酵罐中，经优化发酵条件，其活菌数可达到3．1×10 cfu／mL，发酵液离心收集菌 

体，加入保护剂，冷冻干燥后活菌数可达到 2．5×10 cfu／g。冻干菌粉经90 d的低温贮藏，其存活率为 

81．20％ 。 
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Optimization of Fermentation Conditions for Lactobacillus helveticus 

ND_01 and Preparation for Freeze．dried Starter 
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Abstract：LactobaciUus êlveticus ND-01 is a lactic acid bacteria isolated from Koumiss in Xiniiang．It can produce 

higher inhibitory activity against ACE-I andv̂．aminobutyric acid during tlle fermentation process．The medium com— 

ponents for L．helveticus ND 1 were optimized by response surface methodology，which contained lactose(25 g／L)， 

soy peptone(14．1 L)，yeast extract(14．1 L)，sodium acetate(15．3 s／L)，sodium citrate(6．5 s／L)，K2HPO4 

(2．2 g／L)，MgS04‘7H20(2 g／L)，MnSO4·5H2O(25 mg／L)，tween-80(1 L)，L—cysteine(750 mg／L)， 

Vitamin Bq(VBq)20 ms／L．After cultivation in optimization medium for 18h at 42oC，the viable count of L．helvetic— 

ND-01 was 4．2×10 cfu／mL，which was about 5 times higher than that in MRS(8．2×10 cfu／mL)．Fermenta— 

tion conditions were optimized using this enrichment medium as the basal medium culture in tIle 5L ferm enter．the 

viable count of L．klveticus ND-01 reached 3．1×10 cfu／mL．After centrifugal separation of the cell form  fermenta． 

tion broth and freeze drying．a viable count of 2．5×10 cfu／g was obtained．After 90 days storage．survival rate of 

the freeze drying starter reached 81．20％ ． 
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Lactobacillus helveticus是一类具有较强蛋白 

分解和自溶特性的乳酸菌 ]，通常被用作生产瑞 

士干酪和意大利干酪的发酵剂或发酵乳制品的辅 

助发酵剂 ， ，从L．helveticus发酵脱脂乳中还可 
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分离出具有降血压功能的短肽 VPP与 IPPl4-6]。 

许多研究证实了在干酪中添加高度 自溶的L．hel— 

veticus能够改善干酪 的风味并 加速干 酪的成 

熟 J。然而，也有一些研究表明有些 L．helveti． 

c 不适于冷冻干燥制作直投式发酵剂，这可能与 

L．helveticus在发酵过程中极易发生 自溶 1。。，以 

及其菌体的细胞膜面积较大，不耐受冷冻干燥等 

原因有关 。 

L．helveticus ND-01是一株分离 自新疆酸马 

奶的乳酸菌，经 16S rDNA同源性分析，与 Gen 

Bank中标 准 菌 株 L．helveticus NCDO 2712 T 

(X61141)的同源性达99％l12]。研究表明L Z． 

veticus ND-01具有很强的蛋白水解能力和高度自 

溶特性，用它来发酵牛乳，具有较高的ACE—I抑 

制活性，并产生 一氨基丁酸 。 

本研究根据 L．helveticus ND-01的生物学特 

性和营养需求，对菌体的增菌培养基成分和含量 

进行筛选和优化，确定出适宜的增殖培养基，并将 

其用于菌体的高密度培养中。通过对发酵条件的 

初步优化，为下一步制备高浓缩益生菌制剂创造 

良好的基础。 

1 材料与方法 

1．1 菌株来源 

L．helveticus ND-01分离 自新疆传统发酵酸 

马奶中，由内蒙古农业大学乳品生物技术与工程 

教育部重点实验室乳酸菌菌种资源库保藏。 

1．2 活化与接种发酵 

L．helveticus ND-01菌株于灭菌脱脂乳中 

一 40~C保存，使用前，将其按2％比例接种于脱脂 

乳培养基中，第二代接种于 MRS培养基 中， 

42℃静态培养 18 h。 

1．3 培养基营养成分的筛选 

以 MRS培养基为基础，采用各种不 同的碳 

源、氮源、碳氮比、缓冲盐、微量元素与生长因子分 

别取代MRS中的各营养成分配制培养基，将活化 

两代的L．helvetic~ND-01以1×10 cfu／mL接种 

量接种，42~C静态培养18 h，根据菌体生长情况选 

择适宜的营养成分。 

1．4 培养基组分的优化 

以1．3确定的主要影响因素(包括碳源、氮 

源和缓冲盐)，设计三因素正交旋转回归实验，以 

菌体密度为响应值作响应面设计，对营养成分进 

行优化。 

1．5 L．helveticus ND-01发酵罐培养条件 的 

研究 

在5 L发酵罐(上海保兴B10-5)中，以优化培 

养基为基础发酵液，对影响菌体密度较大的因素 

如乳糖添加量、发酵温度、起始 pH等进行优化， 

筛选出较适培养条件。 

1．6 ．helveticus ND．O1冻干发酵剂的制备 

取发酵结束的菌液在无菌条件下于4~C，经 

6 000 g，10 min离心。离心处理后的菌体沉淀中 

逐次加入保护剂成分，混合均匀后将菌液放人 
一 40℃条件下预冻3 h，然后将其放入真空冷冻干 

燥机中冻干。冻干后的菌饼在无菌条件下研磨 

成粉。 

1．7 菌体生长情况测定 

1．7．1 茵体密度 发酵培养液稀释至一定浓度 

(OD锄 =0．5—1．5)，用紫外可见分光光度计(HI— 

TACHI U-2000)在波长 600 nm下测定光密度 

(OD锄)，结果再乘以相应稀释倍数得到菌体密 

度值 ]。 

1．7．2 活茵计数 菌液经倍比稀释到适宜梯度， 

TPY琼脂培养基_1引平板倾注，37~C培养72 h后 

计菌落总数。 

1．7．3 细茵总数的测定 将发酵液稀释10倍， 

在显微镜下直接用霍泽(Petrof Hausser)细菌计数 

板进行计数。 

1．8 实验设计及数据分析 

采用 Design Expea 7．0设计软件进行响应面 

设计与分析；采用 Origin7．5绘图软件绘图，采用 

SAS 9．0统计软件进行数据处理。 

2 结果与讨论 

2．1 培养基优化试验 

2．1．1 碳源与氮源的筛选 不同的碳源和氮源 

对于 L．helveticus ND-01的生长影响极显著 

(P<0．01)，结果见表1。通过比较各培养基成分 

对 ．helveticu~ND-01的增殖效果，实验选定乳糖 

作为最佳碳源，大豆蛋白胨与酵母粉复配作为氮 

源，复配比例为 1：1，其配合比例及对菌体生长情 

况的影响见表 2。 
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表 1 L． 口̂如￡如Hs ND-O1在不同碳氮源培养基中的菌体密度( 4-SD，N=3) 

Table 1 The cell density of L helvetw~ND-O1 in different carbon and nitrogen source medium(x±SD-N=3) 

注：同列中不同大写字母表示差异极显著(P<0．01) 

Note：Each means with different capital letters in column showed ex~emely sigmficant difference(P<0．01) 

表2 L．helveticus ND-01在大豆蛋白胨与酵母粉 

不同复配比例培养基中的菌体密度 

( ±SD，N=3) 

Table 2 The cell density of L helveticus ND-O1 in 

nitrogen source medium of different soy peptone and 

yeast extract proportion(x±SD-N=3)． 

处理 大豆蛋白胨 ：酵母粉 菌体密度(0D彻) 

Treatment Soy peptone：yeast extract Cell density(OD600) 

注：大豆蛋白胨和酵母粉总添加量为2％；不同字母的数据之 

间差异显著(P<0．05) 

Note：The total addition of soy peptone and yeast extract is 2％ ； 

Data with different small letters in same column showed significant 

difference(P<0．05)． 

2．1．2 缓冲盐优化 由表3可见，培养基中补充 

适合的缓冲盐对菌体的增殖效果明显高于空白 

组，不同的缓冲体系和同一缓冲体系不同浓度对 

菌体的增殖效果之间差异极显著(P<0．01)，以 

柠檬酸钠／乙酸钠／K：HPO 缓冲体系对菌体促生 

长效果最好。因此选定此缓冲体系进一步通过三 

因素四水平正交试验对缓冲体系各成分比例进行 

优化(实验数据略)，得到最佳水平为：l4 L乙 

酸钠、6 g／L柠檬酸钠和 2 L K HPO ，即最佳比 

例为7：3：1。 

2．1．3 微量元素的选择 微生物在生长繁殖及 

合成 目的产物的过程中，需要某些微量元素作为 

其生理活性物质的组成成分或生理活性作用的调 

节物。Fe 、cu 、Zn 、Mn 、Mg 等微量元素 

作为酶的激活剂或生物活性物质的组成成分也是 

微生物在生长繁殖过程中不可缺少的，虽然在培 

养基原料中可能含有一定量，但不同菌株对微量 

元素的需要程度是不同的 。图 1显示了在分 

别添加不同浓度的FeSO ·7H O、CuSO ·5H2O、 

ZnSO4·7H2O、MnSO4·5H2O、MgSO4·7H2O的培 

养基中L．helveticus ND-01的生长情况。 

由图1可知，添加 CuSO4·5H2O对 L．helveti- 

CU$ND-01的生长并没有起到促进作用，反而抑制 

了菌体的生长。添加FeSO ·7H2O、MnSO ·7H：O、 

ZnSO ·7H：O组在低浓度下能促进菌体生长，当 

浓度增加到一定程度就反过来抑制菌体生长了。 

Mg。 是许多重要酶(如己糖磷酸化酶、柠檬酸脱 

氢酶、羧化酶等)的激活剂-1引，对L．helveticus ND一 

01生长具重要作用。在当培养基中 MgSO · 

7H：0的浓度在 0—2 000 mg／L范围内，随着 

MgSO4·7H20添加量的增加，L．helveticus ND-O1 

菌体密度呈显著的增长效应，这与 Rogosa等  ̈

的研究结论相一致。 
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表3 不同缓冲盐体系培养基中的L helveticus ND-O1菌体密度(i±SD。N=3) 

Table 3 The cell density of L．helveticus ND-O1 in medium witll different buffer salts(x-I-SD。N=3) 

注：培养基初始 pH均为6．5；不同大写字母表示差异极显著(P<0．01) 

Note：The initial pH of medium is 6．5；Different capital letters mean extremely significant difference(P<0．01) 

嚣 
粗 毫 

U 

0 10 20 3040 50 0 10 20 304O 5O 0 1O 2O 30 4O 50 0 20406080100120140 0 5001000150020002500 

FeSO4·7H20(mg／L)CuSO4．5H20(mg／L)ZnSO·7H20(mg／L) ]~nSO4’5H20(mg／L)MnSO4’7H20(mg／L) 

图 1 L．helveticus ND-01在不同微量元素含量的培养基中的菌体密度 

Fig．1 The cell density of L．helveticus ND-01 in medium with different trace elements content 

由于实验中使用的发酵罐为铁制不锈钢发酵 

罐，这种发酵罐内的溶液即使不加任何铁化合物， 

其 Fe 浓度也可以达到 30 mg／L，所以Fe。 就不 

必在培养基中添加。加J。实验最终确定 MnSO · 

7H2 O 和 MgSO4·7H：0 的 添 加 量 分 别 为 

25 mg／L和 2 000 mg／L。 

2．1．4 生长因子的选择 生长因子是微生物正 

常代谢必不可少且不能用简单的碳源或氮源自行 

合成的有机物。维生素是第一类生长因子，大多 

数维生素是辅酶的组成成分。有些氨基酸也是多 

种微生物的生长因子。因此实验对补充维生素和 

氨基酸的效果进行了研究。 

在上述确定的培养基各组分基础上分别补充 

了10 mg／L的B族维生素(包括 VBl、VB2、VB5、 

VB6、VB9、VB12)与维生素c，补充了100 mg／L的 

氨基酸(包括苯丙氨酸、精氨酸)、L一半胱氨酸盐 

酸盐和肝脏粉[2̈，接种发酵测定菌体生长情况， 

结果见表4。 

由表4可知，添加不同种类的生长因子对 L 

helveticus ND-O1菌体密度的影响显著。实验选取 

对L．helveticus ND-O1菌体增殖效果较好的VB9 

与L一半胱氨酸盐酸盐，进一步对这两种生长因 

子的浓度进行了确定。结果见图2。 

由图2可知，VB。与 L一半胱氨酸的添加量 

分别为 20 ms／L和750 mg／L浓度时菌体密度 

最大。 

8  6  4  2  O  8  6  4  2  O  8  6  3  
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表 4 添加不同种类的维生素与氨基酸对 L．helveticus ND-O1菌体密度的影响 

Table 4 The cell density of L helveticus ND-01 in medium of adding different kinds vitamin and amino acid 

注：生长因子的添加量为20 mg／L；同列中不同的小写字母表示差异显著(P<O．05) 

Note：The content of growth factors are 20 ms／L；Different small letters in same column mean significant difference(P<O．05) 

粗 
0 

0 250 500 750 1000 1250 1500 

L一半胱氨酸盐酸盐(me／L) 

L-Cystcinc HCI(mg／L) 

图2 添加不同浓度的VB。与 L一半胱氨酸盐酸盐对 L helveticus ND-01茵体密度(OD 600)的影响 

ig．2 The cell density(OD 600)0f L．helveticus ND-01 in medium with different concentration of VB9 and L—Cysteine HCI 

2．1．6 培养基组分的优化 采用 Design Expert 

软件进行三因素二次正交旋转设计对上述选定的 

培养基主要营养成分碳源、氮源和缓冲盐含量进 

行优化，以菌体密度为响应值。具体因素水平情 

况和试验结果见表5。 
‘

通过 Design Expert软件对表5数据进行多项 

回归分析，获得 L．helveticus ND-01菌体密度对碳 

源 x ，氮源 x ，缓冲盐 x，的多项回归方程为： 

Y=8．59+0．78X1+0．28X2+0．74X3 

+0．02X1X2+0．57X1X3—0．13 X3 

— 0．26Xl2-0．21X22+0．14X32 

— 0．4X12X2—0．24X12X3+0．13X1X22 

式中：Y为茵体密度预测值，X．、 、Xs分别为碳源、氮 

源和缓冲盐对应的编码值。 

方差分析表明该模型极显著(P=0．000 8)， 

失拟项不显著(P=0．051 8)。模型确定系数 R = 

0．976 5，校正系数 aajn =0．925 6。 

求解方程极值得到预测最优培养基配方为： 

碳源 X ：25 g／L，氮源 X2=28．2 g／L，缓冲盐 

X3=24 g／L，预测最大菌体密度为 10．363。将 

L．helveticus ND-01接种于模型预测最优化培养基 

中，经 42℃ 18 h培养后实际测得菌体密度为 

10．289，与模型预测值拟合率达 99．2％。活菌数 

4．2×10 cfu／mL，比在MRS培养基中培养活菌数 

(8．2×10 efu／mL)提高了近5倍。 

2．2 高密度发酵培养条件的优化 

以上述优化培养基为基础培养基分别对 ． 

helveticus ND-O1的高密度发酵过程中影响较大的 

条件(乳糖添加量、发酵温度、初始pH)进行了优 

化。因为在高密度发酵过程中，菌体迅速繁殖需 
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表5 三因素二次正交旋转回归设计及试验结果 

Table 5 Three factors twice rotation perpendicular regressive design and resuh 

注： 代表碳源(g／L)，碳源为乳糖； 代表氮源(g／L)，大豆蛋白胨和氮源为酵母粉 1：1比例混合； 代表缓冲盐(g／L)，缓冲盐为醋 

酸钠、柠檬酸钠和磷酸二氢钾以 14：6：2比例混合。 

Note：Xl represents carbon SOUlX3e(g／L)，carbon source is lactose； represents nitrogen source(g／L)，nitrogen source is mixture of soy pep‘ 

tone and yeast extract(1：1)；X3 represents buffer salt(g／L)，buffer salt is mixture of sodium acetate，citrate sodium，and potassium dihydro— 

gen phosphate(14：6：2)． 

要大量的碳源作为其能量物质，而除碳源外的其 

它培养基成分在发酵过程中基本上是足量的，因 

此实验对培养基中乳糖含量也进行了优化，实验 

结果见表6。 

表 6 不同发酵条件对 L helveticus ND-01菌体密度的影响 (i±SD，N=3) 

Table 6 The cell density of L helveticus ND-01 in different fermentation conditions(x±SD，N=3) 

注：角标中含有相同字母的数据之间差异不显著(P<0．05) 

Note：The content of growth factors are 20 rag／L；Different small letters in same column mean significant difference(P<O．05) 
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由表 6可知，不同发酵条件对 L．helveticus 

ND-01菌体密度影响差异显著 (P<0．05)，综合 

考虑发酵成本与效果，最终确定了L．helveticus 

ND-01的优化培养条件为乳糖含量为 85 L，发 

酵温度为 42~C，初始 pH5．8。在初始通人氮气， 

鋈l 
》 

瑟 
蹈 

0 

溶氧率为0％，搅拌速度300 rpm的条件下发酵 

16 h，活菌数可达到3．1×10 cfu／mL。发酵过程 

中活菌数、细菌总数、菌体密度与耗碱速率的变化 

情况见图3。 

蠡 
船 8 
! 

{随吾 

毫尝 

．霎 

图3 L．helveticus ND-O1在高密度发酵过程中各指标的变化情况 

Fig．3 Changes of viable count，total bacteria，cell density and alkali-consume rate during 

the high density fermentation of L helveticus ND-01． 

L．helveticus ND-01在发酵 18 h后停止耗碱， 

因此实验只对其发酵过程的前 18 h进行监控。 

通过对比发酵过程中活菌数与细菌总数的变化情 

况可知，菌体在发酵过程中大量死亡，这可能是由 

于L．helveticus ND-01在发酵过程中产生的蛋白酶 

活力太强，将自身细胞结构破坏，从而导致菌体死 

亡_22 J。在发酵后期，发酵液中的细菌总数与菌体 

密度都有下降的趋势，这可能是由于 L．helveticus 

ND-O1在发酵后期菌体发生了自溶现象_2引。 

2．3 冻干发酵剂的制备 

冷冻干燥是一种相对有效的长期保存高密度 

乳酸菌菌种的方法 J。然而，在实际操作过程 

中，有许多因素影响着菌体在冻干和贮藏过程中 

的存活率，其中包括菌体的初始浓度_2 、生长条 

件 、干燥保护剂 等。实验就冷冻干燥保护 

剂进行了筛选。 

以脱脂乳加L一谷氨酸钠作为基础保护剂， 

在此基础上，添加不同种类的保护剂进行复配，以 

菌体存活率为评价指标，最终得出效果相对较好 

的保护剂组合，实验还对保护剂与菌泥的比例进 

行了筛选(数据略)。从而得出了L．helveticus ND． 

01保护剂配方为：10％脱脂乳，8％乳糖，1％ 

L一谷氨酸钠，1％VC，1％甘油，保护剂(V)：菌 

泥(w)=10：1，菌体与保护剂的混合液在 一40℃ 

条件下预冻3 h，放入真空冷冻干燥机中冻干。得 

到菌粉各项指标见表7。 

3 结论 

经培养基优化试验确定 L．helveticus ND-01 

最适培养基为：25 g／L乳糖，14．1 g／L大豆蛋白 

胨，酵 母粉14．1g／L，15．3g／L醋酸钠，6．5g／L 
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表 7 L．helveticus ND-O1冻干茵粉的各项指标 

Table 7 The indexes of L helveticus ND-01 freeze—drying starter powder 

柠檬酸纳，2．2 L K2 HPO4，2 g／L MgSO4· 

7H2O、25 mg／L MnSO4·5H2 O，1 g／L吐温 8O， 

0．75 g／L L一半胱氨酸，20 mg／L VB9，20 mg／L 

VB2。L．helveticus ND-01在此培养基中经42o【=， 

培养 18 h，其活菌数可达到 4．2×10。cfu／mL，比 

MRS中(8．1×10 cfu／mL)提高近5倍。 

经发酵罐发酵条件优化实验可以确定L．hel— 

veticus ND-01的发酵条件为：乳糖含量为 85 L 

(其他成分不变)，温度42~C，初始 pH5．8。在初 

始通入氮气，溶氧率为0％，搅拌速度300 rpm条 

件下，发酵 16 h，发酵液的活菌数可达到 3．1× 

10 cfu／mL。 

经保护剂选择实验可 以确定从而得出了 

L．helveticus ND-O1保护剂配方为：10％脱脂乳， 

8％乳糖，1％L一谷氨酸钠，1％VC，1％甘油。保 

护剂(V)：菌泥(w)=10：1，菌体与保护剂的混合 

液在一40~C条件下预冻3 h，随后将其冻干，活菌 

数可达到 2．5×10加cfufg。冻干发酵剂在低温 

(一40~C)贮 藏 90 d后，其 存 活 率 可 达 到 

81．2O％ 。 

L．helveticus ND-01在发酵过程中菌体出现大 

量死亡和自溶现象，将这种特性应用在干酪及其 

他发酵乳制品的生产是十分有利的，但对于微生 

态制剂的生产是极为不利的。这也成为我们下一 

步研究中亟待解决的问题。 
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课题名称：高活性益生乳酸菌发酵剂制造核心技术研究 

课题编号：NO．2006AA10Z345 

所属专 项目：现代食品生物工程技术 

课题内容、目标： 

1．建立快速高效筛选模型，从我国传统发 

酵乳制品中分离筛选具有降血脂、降血压、免疫 

调节、抗过敏、抗氧化、抗幽门螺杆菌、转化共轭 

亚油酸益生作用的优良益生菌菌种。 

2．对筛选的益生菌遗传稳定性和安全性进 

行研究。 

3．利用遗传组学和代谢工程手段研究改善 

益生菌菌种的功能性状。采用安全的基因组重 

组融合技术，进行多次递推式多次融合，筛选出 

具有多重优良性状的益生菌菌种；通过代谢分 

析建立益生菌的生长代谢模型，寻找高效的益 

生菌发酵生产工艺。 

4．以微滤技术、分子膜技术、透析培养、耦 

合发酵为主要技术手段，通过耦合、互生、预培 

养、解除反馈抑制等方案来实现益生菌的高密 

度发酵。 

5．建立体外冷冻保护模型，高效筛选具有 

冷冻保护功能的保护剂；从细胞和分子水平研 

究保护剂对细胞干燥的保护机制，优化设计高 

效的保护剂，实现高效益生菌发酵剂保护和干 

燥工艺技术。 

课题进展： 

选育具有 自主知识产权的益生菌6～8株； 

研制益生菌高活性发酵剂3—4种；实现超浓缩 

发酵剂菌体浓度达到1 012个／mL；取得发明专 

利4—5项。目前已经完成70％的研究内容。 


