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发酵前包被裂殖壶菌微胶囊工艺优化及其对

裂殖壶菌生长和代谢特性的影响
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摘要：为了探究发酵前微胶囊化对裂殖壶菌生长代谢及二十二碳六烯酸（ＤＨＡ）生产的影响，采用
内源乳化凝胶法制备发酵前裂殖壶菌微胶囊，通过单因素实验和正交实验优化微胶囊制备工艺，并

探究了裂殖壶菌在固化核心和液化核心两种微胶囊条件下的生长、代谢特性及耐热性。结果表明：

裂殖壶菌微胶囊的最佳制备条件为海藻酸钠质量浓度１２ｇ／Ｌ、Ｓｐａｎ８５添加量２ｇ／Ｌ、水油相体积比
１∶３、搅拌速度３００ｒ／ｍｉｎ，在此条件下微胶囊平均粒径为（４２０．４９±２３．１２）μｍ，最适粒径比例为
５５．７４％，得率为７３．１０％。微胶囊环境下裂殖壶菌呈现聚团生长特征；与游离培养相比，微胶囊培
养裂殖壶菌的葡萄糖消耗无显著变化，而 ｐＨ变化和氮源消耗显著变慢；与游离培养相比，裂殖壶
菌在液化核心微胶囊条件下生物量、油脂含量和ＤＨＡ含量没有明显变化，而在固化核心微胶囊条
件下均显著下降；微胶囊化提高了裂殖壶菌高温下的耐热性和胞内 ＤＨＡ保存率。综上，发酵前包
被微胶囊有助于裂殖壶菌耐热性的提高，且液化核心微胶囊更有利于裂殖壶菌的生长、代谢。
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　　二十二碳六烯酸（ＤＨＡ）是 ｎ－３家族多不饱和
脂肪酸，在治疗心血管疾病、防治癌症、促进婴幼儿

神经及智力发育等方面具有重要的作用［１］。裂殖

壶菌（Ｓｃｈｉｚｏｃｈｙｔｒｉｕｍｓｐ．）是破囊壶菌科的一种海洋
微生物，富含油脂，其含油量最高可达到５０％以上，
且脂肪酸组成简单，其中 ＤＨＡ占总脂肪酸含量的
３５％以上［２］。裂殖壶菌因发酵周期短、生长较快、

ＤＨＡ含量高而被认为是一种极具潜力的 ＤＨＡ工业
发酵菌株［３］，其在２０１０年被原卫生部（现国家卫健
委）正式批准可用于生产 ＤＨＡ藻油。但 ＤＨＡ容易
受氧气、光照、高温等环境因素的影响而发生氧化、

聚合等反应，失去原有的性质与功能，从而限制了裂

殖壶菌工业化生产 ＤＨＡ的发展［４－５］。此外，ＤＨＡ
作为裂殖壶菌胞内产物，需要经过菌体收集、干燥、

破碎和离心等过程获取，这些过程涉及较高的温度，

也会对ＤＨＡ的稳定性产生影响［６］。

微胶囊技术是一种利用天然或人工合成的高分

子材料将活性物质或细胞等包埋起来，使其免受外

部胁迫影响的技术［７］。研究发现，微胶囊技术可以

提高 ＤＨＡ的氧化稳定性，进而延长 ＤＨＡ的保质
期［８］。Ｓｏｎｇ等［９］发现，ＤＨＡ微胶囊保存周期较未
包埋ＤＨＡ显著延长。然而，目前研究多采用发酵后
收获菌体直接微胶囊化或裂解细胞提取 ＤＨＡ油脂
后进而微胶囊化的方式，其环节多，ＤＨＡ损失率
大［１０－１２］。发酵前包被技术是将较低密度的微生物

细胞作为种子包埋在微胶囊中，再进行培养，使微生

物在微胶囊中继续生长代谢，从而实现其囊内增殖

和目标产物活性保护的目的［１３］。韦梦婷等［１４］对发

酵前包被酵母微胶囊进行培养，发现与游离培养相

比，发酵前包被培养活菌量提高了 ４．５３倍。张琳
等［１５］研究发现，与未包被的菌粉相比，发酵前包被布

拉迪酵母菌和粪肠球菌微胶囊对储藏、高温、胃液和

肠液等胁迫作用的抵抗力显著增强，且存活率显著提

升。因此，发酵前微胶囊包被技术不仅对ＤＨＡ的稳

定性具有积极作用，同时在提高菌体生物量方面具有

一定潜力。然而，关于发酵前包被裂殖壶菌微胶囊的

工艺及其对ＤＨＡ的保护效果还未见报道。
发酵前微胶囊制备方法主要有挤压法［１６］、静电

液滴法［１７］、乳化凝胶法［１８］等。研究表明，乳化凝胶

法可以生产较小粒径的微胶囊，对生产设备要求低、

操作简单、反应条件温和，适合大规模制备［１９］。乳

化凝胶法又分为外源乳化凝胶法和内源乳化凝胶

法，其中，内源乳化凝胶法克服了外源乳化凝胶法中

ＣａＣｌ２溶液加入引起的微胶囊凝聚现象，可制备粒

径更小、更均一的微胶囊［２０］。另外根据核心状态的

不同，微胶囊可分为固化核心微胶囊和液化核心微

胶囊，本文以海藻酸钠和壳聚糖为主要材料，采用内

源乳化凝胶法制备发酵前裂殖壶菌微胶囊，通过单

因素实验和正交实验优化微胶囊制备工艺，研究了

裂殖壶菌在固化核心和液化核心两种类型微胶囊内

部的生长和代谢特性，并探究ＤＨＡ的活性稳定化效
果，以期为发酵前微胶囊包被技术在裂殖壶菌生产

ＤＨＡ中的应用提供新思路。
１　材料与方法
１．１　实验材料
１．１．１　原料与试剂

裂殖壶菌（Ｓｃｈｉｚｏｃｈｙｔｒｉｕｍｓｐ．）ＡＴＣＣ２０８８８，由
中国农业大学提供；海藻酸钠、葡萄糖、次氯酸钠（有

效氯含量５％）、亚硝基铁氰化钠，麦克林生化科技有
限公司；３，５－二硝基水杨酸（ＤＮＳ）、碳酸钙，索莱宝
试剂公司；司盘８５（Ｓｐａｎ８５）、液体石蜡、二水柠檬酸
钠、盐酸、磷酸二氢钾、氯化钾、氯化钠、二水氯化钙、

苯酚、冰醋酸，国药集团化学试剂有限公司；低聚壳聚

糖，华迈科生物技术有限公司；酵母粉、蛋白胨、琼脂

（生化试剂），正己烷、异辛烷（色谱纯），赛默飞世尔

有限公司。除特别注明外，所有化学试剂均为分

析纯。
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１．１．２　培养基
种子培养基：３０ｇ／Ｌ葡萄糖，１０ｇ／Ｌ酵母粉，

５ｇ／Ｌ蛋白胨，２０ｇ／Ｌ海水晶，ｐＨ为６．５。
发酵培养基：１００ｇ／Ｌ葡萄糖，５ｇ／Ｌ酵母粉，

３．９４ｇ／Ｌ氯化钠，０．２６４ｇ／Ｌ氯化钾，０．５ｇ／Ｌ硫酸
铵，１ｇ／Ｌ磷酸二氢钾，１．４３ｇ／Ｌ硫酸镁，０．０４ｇ／Ｌ
氯化钙，１０ｇ／Ｌ谷氨酸钠，ｐＨ为６．５。
１．１．３　仪器与设备

ＬＲＨ－１５０生化培养箱，上海一恒科学仪器有
限公司；ＩＳ－ＲＤＤ３台式恒温振荡器，苏州捷美电子
有限公司；ＭＹＰ２０１１－２５０电动搅拌器，上海梅颖浦
仪器仪表制造有限公司；ＣＫＸ４１生物倒置显微镜、
ＩＸ７１荧光倒置显微镜，日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ公司；ｐＨ计，
德国赛多利斯科学仪器公司；Ｍａｓｔｅｒｓｉｚｅｒ２０００激光
粒度仪，英国马尔文仪器有限公司；７８９０气相色谱
仪，美国安捷伦科技有限公司。

１．２　实验方法
１．２．１　菌液培养

挑取固体斜面上较大的裂殖壶菌菌泥，接种于

种子培养基，于２８℃、２００ｒ／ｍｉｎ摇床培养２ｄ。
１．２．２　裂殖壶菌微胶囊的制备及核心化处理

以质量比３∶１称取海藻酸钠与碳酸钙，加入去
离子水及１．２．１中裂殖壶菌菌液，分别配制成不同
质量浓度的海藻酸钠混合溶液作为水相（裂殖壶菌

浓度７．６×１０５ｃｆｕ／ｍＬ）；将Ｓｐａｎ８５按一定添加量加
入石蜡中作为油相；按一定体积比将水、油两相混

合，在一定转速下搅拌５ｍｉｎ，加入２００μＬ冰醋酸酸
解８ｍｉｎ后，加入生理盐水，分离并收集裂殖壶菌微
胶囊。

取裂殖壶菌微胶囊，用生理盐水清洗２～３次，
加入１０倍体积５ｇ的壳聚糖溶液反应１５ｍｉｎ，静置
分离，制得覆有壳聚糖膜的固化核心裂殖壶菌微胶

囊（ＡＣＳ）。取ＡＣＳ，用０．２ｇ／１００ｍＬ的海藻酸钠溶
液中和微胶囊表面带有的正电荷，生理盐水清洗后

加入１０倍体积ｐＨ６．３的柠檬酸钠溶液反应５ｍｉｎ，
静置分离，制得液化核心裂殖壶菌微胶囊（ＡＣＬ）。
１．２．３　微胶囊平均粒径、形态、分离效率及得率的
测定

采用激光粒度仪测定微胶囊的平均粒径和跨度

（粒径分布）；以纯水为分散剂，在泵速２０００ｒ／ｍｉｎ、遮
光度５％～３０％条件下，采用生物倒置显微镜观察微胶
囊的球形度；测定１０ｍｉｎ内微胶囊在去离子水中的沉
降速度来表征其分离效率；将微胶囊置于已知质量滤

纸上，６０℃烘干至恒重，称其质量，以微胶囊质量与海
藻酸钠和碳酸钙总质量的比值计算微胶囊得率。

１．２．４　微胶囊化裂殖壶菌的培养
以游离裂殖壶菌（ＦＲＥＥ）为对照，调整初始活

菌量一致，分别将ＡＣＳ和 ＡＣＬ接入发酵培养基，于
２８℃、２００ｒ／ｍｉｎ摇床中培养７ｄ。
１．２．５　微胶囊化裂殖壶菌的形态观察

采用荧光倒置显微镜观察游离及微胶囊化裂殖

壶菌的微观形态。

１．２．６　微胶囊化裂殖壶菌生长和代谢特性的测定
生物量：用化学破囊液（０．２ｍｏｌ／ＬＮａＨＣＯ３和

０．０６ｍｏｌ／Ｌ二水柠檬酸钠，ｐＨ７．８）对微胶囊样品进行
破碎得菌液［２１］。取１ｍＬ菌液于已知质量的离心管，
７０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，去离子水清洗沉淀２～３次，离
心后弃上清，真空冷冻干燥后称其质量，计算生物量。

葡萄糖消耗测定：通过 ＤＮＳ法测定裂殖壶菌微
胶囊发酵上清液的葡萄糖质量浓度。以体积比１∶１
向质量浓度分别为０、０．２、０．４、０．６、０．８、１．０ｇ／Ｌ的葡
萄糖溶液加入ＤＮＳ试剂，９０℃温浴５ｍｉｎ，冷却至室
温，用紫外分光光度计在５４０ｎｍ波长处测定吸光度
并绘制标准曲线。取１ｍＬ发酵液于离心管，７０００
ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，取上清液稀释后于５４０ｎｍ处测定
吸光度并代入标准曲线方程计算葡萄糖质量浓度。

氮源消耗测定：采用靛酚蓝 －分光光度法测定
裂殖壶菌微胶囊发酵上清液中的铵离子质量浓度。

溶液Ａ的配制：称取１．００ｇ苯酚溶解于８０ｍＬ纯
水，加入４００μＬ１４．４８８ｇ／Ｌ的亚硝基铁氰化钠溶
液，定容至１００ｍＬ，棕色瓶保存。溶液Ｂ的配制：称
取０．５ｇＮａＯＨ、０．４ｇ柠檬酸三钠和７００μＬ次氯酸
钠溶于８０ｍＬ纯水中，定容至１００ｍＬ，棕色瓶保存。
使用纯水将氨氮标准溶液稀释成质量浓度分别为

０、１、２、３、４、５μｇ／ｍＬ的系列溶液，各取１０μＬ分别加
入５００μＬ溶液 Ａ和溶液 Ｂ，充分混合，３７℃显色２０
ｍｉｎ，用紫外分光光度计在６４０ｎｍ波长处测定吸光
度，以氨氮标准溶液质量浓度为横坐标，吸光度为纵

坐标绘制标准曲线。将１ｍＬ发酵液在８０００ｒ／ｍｉｎ
下离心５ｍｉｎ后取上清液，稀释一定倍数后，于６４０
ｎｍ波长处测定吸光度，代入标准曲线方程计算铵离
子质量浓度。

发酵液ｐＨ测定：取３ｍＬ发酵液于离心管，采
用ｐＨ计测定发酵液的ｐＨ。

油脂含量测定：取０．２ｇ冻干 ＦＲＥＥ及微胶囊
样品，加入６ｍＬ６ｍｏｌ／Ｌ的ＨＣｌ溶液，振荡混匀后，
６５℃超声水浴１ｈ，冷却至室温，加入４ｍＬ正己烷
混匀，静置分层，转移上层溶液至已知质量的离心管

中，氮吹后称其质量，计算发酵液中油脂含量。

ＤＨＡ含量测定：用气相色谱仪检测油脂的ＤＨＡ
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含量。向收集了油脂的离心管中加入４ｍＬ异辛烷，
加入２００μＬ２ｍｏｌ／Ｌ的氢氧化钾 －甲醇溶液反应
１０ｍｉｎ，加入１ｇ硫酸氢钠去除多余的氢氧化钾，取
上清液进行气相色谱检测。气相色谱条件：ＶＦ－
２３ｍｓ色谱柱（３０ｍ ×０．２５ｍｍ ×０．２５μｍ）；进样
量１μＬ；载气为Ｎ２；进样口温度２６０℃；检测器温度
２６０℃；分流比１００∶１；升温程序为初始温度１１０℃，
保持 ３ｍｉｎ，以 ４℃／ｍｉｎ升至 ２２０℃，保持 １５ｍｉｎ。
以ＤＨＡ甲酯标准品的出峰时间进行定性，将样品
ＤＨＡ峰面积代入以ＤＨＡ甲酯标准品绘制的标准曲
线方程中进行定量，计算发酵液中ＤＨＡ含量。
１．２．７　微胶囊化裂殖壶菌耐热性测定

参考 Ｚｈａｎｇ等［２２］的方法，在１３０℃和１５０℃下
分加热冻干ＦＲＥＥ及微胶囊样品５、１０ｍｉｎ和１５ｍｉｎ

后，测定其ＤＨＡ含量，计算ＤＨＡ保存率。
１．２．８　数据处理

采用ＳＰＳＳ２２软件进行实验数据分析，所有数据
均进行３次独立重复实验，结果以“平均值 ±标准
偏差”表示，采用方差分析进行多组均数间比较，采

用Ｄｕｎｃａｎ′ｓｔｅｓｔ法进行方差分析有统计学意义的事
后两两比较；统计分析取双侧检验，显著性检验水平

取α＝０．０５；用Ｏｒｉｇｉｎ２０２１进行绘图。
２　结果与讨论
２．１　裂殖壶菌微胶囊制备工艺的单因素实验
２．１．１　搅拌速度的影响

在海藻酸钠质量浓度 １５ｇ／Ｌ、水油相体积比
１∶３、Ｓｐａｎ８５添加量２ｇ／Ｌ的条件下，考察搅拌速度
对微胶囊制备的影响，结果如表１所示。

表１　搅拌速度对微胶囊制备的影响
Ｔａｂｌｅ１　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｓｔｉｒｒｉｎｇｓｐｅｅｄｏｎｔｈｅｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎｏｆｍｉｃｒｏｃａｐｓｕｌｅｓ

搅拌速度／（ｒ／ｍｉｎ） 球形度 分离效率 平均粒径／μｍ 得率／％ 跨度

２００ ＋＋ ＋＋ ９１４．９６±３９．９７ａ ７６．８９±８．７６ａ １．４８±０．０７ａ

３００ ＋＋ ＋＋ ４６２．９７±１８．４８ｂ ６８．１０±６．１８ａｂ １．５５±０．１０ａ

４００ ＋＋ ＋＋ ３８３．４８±２９．４１ｃ ５６．５２±２．８６ｂｃ １．４７±０．１７ａ

５００ ＋ ＋ ３５１．１６±３０．２４ｃ ４９．８９±３．８８ｃ １．３１±０．１０ａ

　注：＋＋、＋分别表示好、一般；同列不同字母表示具有显著差异（ｐ＜０．０５）。下同
　Ｎｏｔｅ：＋＋ａｎｄ＋ｉｎｄｉｃａｔｅｇｏｏｄａｎｄｆａｉｒ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｅｔｔｅｒｓｉｎｔｈｅｓａｍｅｃｏｌｕｍｎｉｎｄｉｃａｔｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ（ｐ＜
０．０５）．Ｔｈｅｓａｍｅｂｅｌｏｗ

　　由表１可知，随着搅拌速度的增加，微胶囊的平
均粒径显著减小，这可能是因为随着搅拌速度的增

加，剪切力提高，有利于海藻酸钠溶液分散形成更小

的液滴［２３］。研究发现，搅拌速度在３００～５００ｒ／ｍｉｎ
时均可形成粒径大小合适（３００～６００μｍ）的微胶
囊［２４］，结合表１，３００ｒ／ｍｉｎ条件下制得的微胶囊得
率较高，且相对于４００ｒ／ｍｉｎ和５００ｒ／ｍｉｎ具有更小
的剪切力，有利于降低对微生物的机械损伤，同时可

以降低生产成本，因此选择３００ｒ／ｍｉｎ作为最佳搅

拌速度。

２．１．２　海藻酸钠质量浓度的影响
海藻酸根离子与钙离子结合形成海藻酸钙凝胶

是微胶囊成型的关键，海藻酸根的质量浓度对微胶

囊的粒径分布和形态影响巨大，也决定了微胶囊的

凝胶强度和致密性［２５］。在搅拌速度３００ｒ／ｍｉｎ、水
油相体积比１∶３、Ｓｐａｎ８５添加量２ｇ／Ｌ的条件下，考
察海藻酸钠质量浓度对微胶囊制备的影响，结果如

表２所示。
表２　海藻酸钠质量浓度对微胶囊制备的影响

Ｔａｂｌｅ２　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｓｏｄｉｕｍａｌｇｉｎａｔｅｍａｓｓｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｎｔｈｅｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎｏｆｍｉｃｒｏｃａｐｓｕｌｅｓ

海藻酸钠质量浓度／（ｇ／Ｌ） 球形度 分离效率 平均粒径／μｍ 得率／％ 跨度

１０ ＋ ＋ ３０８．１０±８．７３ｃ ６７．６３±５．２４ａ １．３５±０．２８ｂ

１５ ＋＋ ＋＋ ３８８．５８±４８．６３ｂ ７２．４６±１３．３０ａ １．５４±０．１８ａｂ

２０ ＋＋ ＋＋ ４０９．２４±１５．３２ｂ ７４．２７±１１．７５ａ １．６２±０．０２ａｂ

２５ ＋＋ ＋＋ ７０４．６０±２６．７８ａ ６６．８２±５．０３ａ １．８１±０．０２ａ

　　由表２可知，随着海藻酸钠质量浓度的增加，微
胶囊平均粒径和跨度显著增大，高质量浓度的海藻

酸钠具有更高的黏性，在剪切力相同情况下更难被

打散成小液滴，导致形成粒径更大的微胶囊。海藻

酸钠质量浓度为１０、１５ｇ／Ｌ和２０ｇ／Ｌ下制备的微胶

囊平均粒径均在３００～６００μｍ的范围内，与１０ｇ／Ｌ
下制备的微胶囊相比，１５、２０ｇ／Ｌ下制备的微胶囊
具有更好的形态与分离效率，但１５ｇ／Ｌ下制备的微
胶囊具有更小的平均粒径且能节约成本，因此选择

１５ｇ／Ｌ作为最佳海藻酸钠质量浓度。
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２．１．３　水油相体积比的影响
在搅拌速度３００ｒ／ｍｉｎ、海藻酸钠质量浓度 １５

ｇ／Ｌ、Ｓｐａｎ８５添加量２ｇ／Ｌ的条件下，考察水油相体
积比对微胶囊制备的影响，结果如表３所示。

表３　水油相体积比对微胶囊制备的影响
Ｔａｂｌｅ３　Ｅｆｆｅｃｔｏｆａｑｕｅｏｕｓｐｈａｓｅｔｏｏｉｌｐｈａｓｅｖｏｌｕｍｅｒａｔｉｏｏｎｔｈｅｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎｏｆｍｉｃｒｏｃａｐｓｕｌｅｓ

水油相体积比 球形度 分离效率 平均粒径／μｍ 得率／％ 跨度

１∶１ ＋ ＋ ３２５．５９±１４．１６ｃ ４９．７１±５．０９ｂ １．３１±０．０６ｃ

１∶３ ＋＋ ＋＋ ４８１．５７±３６．２３ｂ ８３．４５±１．８２ａ １．７８±０．０７ａ

１∶５ ＋＋ ＋＋ ５３１．０４±８．２５ａｂ ７３．４１±１２．５７ａｂ １．６４±０．０５ａｂ

１∶７ ＋ ＋＋ ５７７．１０±３１．４５ａ ７５．３３±５．５９ａｂ １．５８±０．１０ｂ

　　由表３可知，随着油相体积增大，微胶囊的平均
粒径总体呈现显著增加的趋势，这可能是因为油相

体积较小时，海藻酸钠混合溶液分散空间较小，容易

受到机械桨的连续剪切作用，形成更小、更均一的乳

滴，进而有利于小粒径微胶囊的生成。但随着油相

体积增大，形成了较大的分散空间且有比较大的搅

拌阻力，更有利于大液滴的形成，因此形成微胶囊粒

径更大。水油相体积比为１∶１及１∶３时，制备的微
胶囊平均粒径均在合适范围内，但水油相体积比１∶３

条件下微胶囊得率更高，球形度和分离效率更好，因

此选择１∶３为最佳水油相体积比。
２．１．４　Ｓｐａｎ８５添加量的影响

Ｓｐａｎ８５的添加可以降低反应体系中油 －水界
面张力，从而有利于提高稳定性［２６］。在搅拌速度

３００ｒ／ｍｉｎ、海藻酸钠质量浓度１５ｇ／Ｌ、水油相体积
比１∶３的条件下，考察 Ｓｐａｎ８５添加量对微胶囊制
备的影响，结果如表４所示。

表４　Ｓｐａｎ８５添加量对微胶囊制备的影响
Ｔａｂｌｅ４　ＥｆｆｅｃｔｏｆＳｐａｎ８５ｄｏｓａｇｅｏｎｔｈｅｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎｏｆｍｉｃｒｏｃａｐｓｕｌｅｓ

Ｓｐａｎ８５添加量／（ｇ／Ｌ） 球形度 分离效率 平均粒径／μｍ 得率／％ 跨度

１ ＋ ＋ ５２８．９３±１９．６６ａ ７４．５３±８．６５ａ １．８５±０．０７ａ

３ ＋＋ ＋＋ ３８５．８７±２１．５７ｂ ６２．８８±７．２３ａｂ １．８９±０．０３ａ

５ ＋＋ ＋ ３２９．６２±３．０５ｂｃ ４８．７５±２．４９ｂ １．７３±０．０４ａｂ

７ ＋ ＋ ３００．９１±２６．１７ｃ ５６．４３±３．０５ｂ １．６１±０．１０ｂ

　　由表４可知，随着Ｓｐａｎ８５添加量的增加，微胶
囊的平均粒径、得率减小，且具有更小的跨度，这可

能是因为在油相液滴表面，乳化剂形成的空间位阻

效应降低了油滴聚集速度，导致形成了更小的液滴，

同时增加了乳液的稳定性，使乳滴大小接近，具备了

更小的跨度［２７］。但过多的乳化剂会阻碍Ｈ＋通过水
油界面，从而影响海藻酸钠与碳酸钙反应，释放出的

Ｃａ２＋含量降低，与海藻酸钠结合形成凝胶受到影
响，最终导致微胶囊得率降低。在 Ｓｐａｎ８５添加量
为３ｇ／Ｌ时，制备的微胶囊平均粒径在合适范围内，
且具有良好的球形度与分离效率，因此选择３ｇ／Ｌ
作为Ｓｐａｎ８５的最佳添加量。
２．２　裂殖壶菌微胶囊制备工艺的正交实验

在单因素实验的基础上，固定搅拌速度为３００
ｒ／ｍｉｎ，以海藻酸钠质量浓度（Ａ）、Ｓｐａｎ８５添加量
（Ｂ）、水油相体积比（Ｃ）为考察因素，以微胶囊最适
粒径（３００～６００μｍ）在总粒径分布中所占比例为指
标，设计 Ｌ９（３

４）正交实验，正交实验因素水平见表

５，正交实验设计及结果见表６，正交实验方差分析
见表７。

表５　正交实验因素水平

Ｔａｂｌｅ５　Ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｆａｃｔｏｒｌｅｖｅｌｓ

水平
Ａ海藻酸钠

质量浓度／（ｇ／Ｌ）
ＢＳｐａｎ８５

添加量／（ｇ／Ｌ）
Ｃ水油
相体积比

１ １２ ２ １∶７
２ １５ ３ １∶５
３ １８ ４ １∶３

表６　正交实验设计及结果

Ｔａｂｌｅ６　Ｄｅｓｉｇｎａｎｄｒｅｓｕｌｔｓｏｆｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ

实验号 Ａ Ｂ Ｃ 最适粒径比例／％
１ １ １ １ ５１．６６
２ １ ２ ３ ５２．５２
３ １ ３ ２ ４７．７３
４ ２ １ ３ ５４．１９
５ ２ ２ ２ ５０．６１
６ ２ ３ １ ４６．６９
７ ３ １ ２ ４２．２０
８ ３ ２ １ ４１．２２
９ ３ ３ ３ ３９．９７
ｋ１ ５０．６３ ４９．３５ ４６．５２
ｋ２ ５０．５０ ４８．１２ ４６．８５
ｋ３ ４１．１３ ４４．８０ ４８．８９
Ｒ ０９．５０ ０４．５５ ０２．３７
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表７　正交实验方差分析
Ｔａｂｌｅ７　ＡＮＯＶＡｆｏｒｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ

因素 偏差平方和 自由度 方差 Ｆ ｐ
Ａ １７８．２０８ ２ ８９．１０４ ３５３．７２２ ＜０．０１
Ｂ ３３．３４４ ２ １６．６７２ ６６．１８４ ＜０．０５
Ｃ ９．９０３ ２ ４．９５１ １９．６５６ ＜０．０５
误差 ０．５０４ ２ ０．２５２

由表６可知，对最适粒径比例影响最大的因素
是海藻酸钠质量浓度，其次是 Ｓｐａｎ８５添加量，水油
相体积比的影响最小。最优因素水平组合为

Ａ１Ｂ１Ｃ３，即海藻酸钠质量浓度１２ｇ／Ｌ、Ｓｐａｎ８５添加
量２ｇ／Ｌ、水油比相体积１∶３。由表７可知，各因素
对最适粒径比例的影响大小顺序为海藻酸钠质量浓

度（Ａ）＞Ｓｐａｎ８５添加量（Ｂ）＞水油相体积比（Ｃ），

与极差分析结果一致。此外，３个因素对最适粒径
比例均有显著影响（ｐ＜０．０５）。

在最佳制备条件下进行３次平行验证实验，得
微胶囊平均粒径为（４２０．４９±２３．１２）μｍ，最适粒径
比例为５５．７４％，微胶囊得率为７３．１０％。
２．３　微胶囊化裂殖壶菌生长和代谢特性
２．３．１　微胶囊化裂殖壶菌形态

微胶囊为包埋菌体提供了较为稳定的内部空间，

避免了搅拌剪切力对微生物增殖活性的不利影响，但

也限制了菌体的增殖空间，这些都会使微生物细胞增

殖呈现出不同于游离培养条件下的形态特征。取最佳

工艺下得到的裂殖壶菌微胶囊，经核心化处理后按

１．２．４方法进行培养，并观察其形态，结果如图１所示。

图１　不同培养条件下的裂殖壶菌形态
Ｆｉｇ．１　ＭｏｒｐｈｏｌｏｇｙｏｆＳｃｈｉｚｏｃｈｙｔｒｉｕｍｓｐ．ｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｕｌｔｕｒｅｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

　　由图１可知：游离培养的裂殖壶菌呈现松散分
离的生长状态；ＡＣＳ呈现出更加紧密的聚团生长现
象，菌团呈圆形，界限清晰可见；ＡＣＬ同样呈现出聚
团状态，但由于 ＡＣＬ具有更大的内部空间，因此菌
团形状不规则，且彼此间界面不明显，表明液化核心

微胶囊更利于菌体生物量的提升。同时，聚团生长

使得裂殖壶菌细胞局部密度变大，而单个细胞体积

受到挤压变小，因此其生长和代谢过程将会受到

影响。

２．３．２　微胶囊化裂殖壶菌生长代谢特征
对不同培养条件下（游离，微胶囊）裂殖壶菌的

生长代谢指标进行测定，结果如图２所示。
葡萄糖是供给微生物生命活动所需的直接碳

源，是其生长代谢的重要影响因素［２８］。由图２ａ可
见，ＦＲＥＥ、ＡＣＳ和ＡＣＬ３种裂殖壶菌葡萄糖消耗无
明显差异，表明微胶囊环境无论是固态核心还是液

态核心，对裂殖壶菌主要底物葡萄糖的消耗没有明

显影响。氮源是微生物的主要营养物质，对微生物

蛋白质、核酸等的合成具有重要作用［２９］。氮源的消

耗反映了微生物的生长代谢状况。由图２ｂ可见，培
养初期，ＡＣＳ和 ＡＣＬ的氮源消耗明显低于游离培
养，表明在微胶囊培养条件下延迟期较长，可能是裂

殖壶菌在微胶囊制备过程中受到一定的物理损伤，

且需要适应微胶囊新环境，从而导致生长延迟期变

长。培养 ２ｄ后 ＡＣＬ的氮源消耗开始加速，与
ＦＲＥＥ的氮源消耗相差不大，而 ＡＣＳ的氮源消耗仍
然较慢。ｐＨ通过影响微生物原生质膜电荷及胞内
各种酶的活性，从而影响代谢和产物合成，是代谢过

程重要监测指标［３０］。发酵过程中，ｐＨ会随着底物
的消耗及代谢产物的排出而变化。由图２ｃ可见，３
种培养条件下发酵液的ｐＨ均随着培养时间的延长
总体升高，ＦＲＥＥ在培养２ｄ后趋于平稳，ＡＣＬ在培
养４ｄ后趋于平稳并接近游离培养，这与 ＡＣＬ较长
的生长延迟期有关。而与 ＦＲＥＥ和 ＡＣＬ相比，ＡＣＳ
发酵液的 ｐＨ增长缓慢，其 ｐＨ始终低于 ＦＲＥＥ和
ＡＣＬ的。上述结果同时表明，由于ＡＣＳ内部为固体
的凝胶状态，微生物自由度和生长空间较小，而且相

对液体状态，凝胶状态下物质传递，包括营养物质和

代谢物质的传递均变慢，因此影响了裂殖壶菌的生

长和代谢速度。ＤＨＡ是裂殖壶菌生产的重要目的
产物，裂殖壶菌的生物量及ＤＨＡ产量对裂殖壶菌的
工业生产和实际应用具有重要指导意义。由图２ｄ、
２ｅ和图２ｆ可知，ＡＣＬ的生物量、ＤＨＡ含量及油脂含
量与ＦＲＥＥ无显著差异，而 ＡＣＳ的生物量、油脂含
量、ＤＨＡ含量显著低于 ＦＲＥＥ和 ＡＣＬ的（ｐ＜
０．０５），这与上述裂殖壶菌底物消耗和 ｐＨ变化趋势
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一致。此外，裂殖壶菌积累脂质促使胞体膨大，挤压

了ＡＣＳ的固态环境，进一步限制了菌体的增长，从
而导致脂滴的积累减少［３１］。由于液化核心条件下，

裂殖壶菌的生长代谢与游离条件更相似，因此液化

核心更适合用于裂殖壶菌微胶囊产品的制备、培养

和应用。

　 　
注：同一条件不同字母表示差异显著（ｐ＜０．０５）。下同

Ｎｏｔｅ：Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｅｔｔｅｒｓｆｏｒｔｈｅｓａｍｅｃｏｎｄｉｔｉｏｎｉｎｄｉｃａｔｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ（ｐ＜０．０５）．Ｔｈｅｓａｍｅｂｅｌｏｗ
图２　不同培养条件下裂殖壶菌的生长及代谢变化

Ｆｉｇ．２　ＧｒｏｗｔｈａｎｄｍｅｔａｂｏｌｉｃｃｈａｎｇｅｓｏｆＳｃｈｉｚｏｃｈｙｔｒｉｕｍｓｐ．ｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｕｌｔｕｒｅｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

２．４　微胶囊化裂殖壶菌的耐热性
ＤＨＡ易受到高温破坏及空气氧化，有研究报

道，微胶囊化可有效提高大鲵油中 ＤＨＡ的保存

率［３２］。温度对微胶囊化裂殖壶菌 ＤＨＡ保存率的影
响如图３所示。

　　　
图３　温度对微胶囊裂殖壶菌ＤＨＡ保存率的影响

Ｆｉｇ．３　ＥｆｆｅｃｔｏｆｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｏｎｔｈｅｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｏｎｒａｔｅｏｆＤＨＡｉｎｍｉｃｒｏｅｎｃａｐｓｕｌａｔｅｄＳｃｈｉｚｏｃｈｙｔｒｉｕｍｓｐ．

　　由图３ａ可知，在１３０℃下，随着加热时间的延
长，３种裂殖壶菌的ＤＨＡ保存率均出现降低趋势，相
较于 ＦＲＥＥ，ＡＣＳ和 ＡＣＬ的 ＤＨＡ保存率显著提高
（ｐ＜０．０５），且ＡＣＳ的 ＤＨＡ保护作用随着加热时间
的延长更加明显。由图 ３ｂ可知，在 １５０℃下加热
５ｍｉｎ时，ＡＣＳ和ＡＣＬ的ＤＨＡ保存率显著高于ＦＲＥＥ
（ｐ＜０．０５），加热１０ｍｉｎ和１５ｍｉｎ时，３种裂殖壶菌
的ＤＨＡ保存率无显著差异，但 ＡＣＳ的 ＤＨＡ保存率
最高。这些结果表明，无论是固化核心还是液化核

心，短时间的高温处理下，微胶囊环境都很好地保护

了裂殖壶菌胞内 ＤＨＡ，但随着加热时间的延长或温
度的升高，微胶囊的保护效果逐渐减少甚至丧失。

３　结　论
本文通过单因素实验和正交实验优化了内源乳

化凝胶法制备发酵前裂殖壶菌微胶囊的工艺条件，并

探究了裂殖壶菌在固化核心和液化核心两种类型微

胶囊条件下的生长和代谢特性以及耐热性。结果表

明：微胶囊最佳制备工艺为海藻酸钠质量浓度１２ｇ／Ｌ、
Ｓｐａｎ８５添加量２ｇ／Ｌ、水油相体积比１∶３、搅拌速度
３００ｒ／ｍｉｎ，在此条件下微胶囊平均粒径为（４２０．４９±
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２３．１２）μｍ，最适粒径比例为５５．７４％，微胶囊得率为
７３．１０％。微胶囊环境不影响裂殖壶菌培养过程中的
葡萄糖消耗，而会导致 ｐＨ变化和氮源消耗显著变
慢；与游离培养相比，固化核心微胶囊显著降低了裂

殖壶菌生物量、油脂含量和ＤＨＡ含量，而液化核心微
胶囊无显著影响，液化核心微胶囊更适合用于裂殖壶

菌的包被、培养和应用。固化核心微胶囊和液化核心

微胶囊均提高了裂殖壶菌的耐热性。
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