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摘要!以高产
#

F

氨基丁酸的植物乳杆菌
O

Q

F7"

为出发菌株#

研制直投式发酵剂$并对发酵剂离心工艺及冷冻干燥工艺

进行优化$通过正交试验确定植物乳杆菌
O

Q

F7"

的离心工

艺为'离心温度
0\

#离心时间
!$GCJ

#转速
%$$$=

%

GCJ

#该

条件下植物乳杆菌
O

Q

F7"

离心收得率为
,!),1

$通过单因

素和正交试验进行冷冻保护剂的优化$冷冻保护剂的最佳

组合是
#-1

海藻糖#

#-1

葡萄糖和
#$1

脱脂乳粉$植物乳

杆菌
O

Q

F7"

直投式发酵剂#冻干存活率为
!/)"1

#最佳预冷

时间为
%I

$直投式发酵剂活菌数达到
#)-̂ #$

#"

Da[

%

GO

$
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氨基丁酸
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氨基丁酸(

53?3

)!是一种非蛋白质氨基酸!在动物

体内!

53?3

是一种非常重要的抑制性神经递质"对人体有

镇静安神#降低血压#改善脑机能和调节激素分泌等重要作

用.

#

/

"植物乳杆菌
O

Q

F7"

是本实验室自主分离并保藏的菌

株!具有发酵底物高产
53?3

的能力"由于该菌株具有这

些特点!将其制备成直投式发酵剂!应用于发酵食品的制作

具有重要的意义"

目前直投式发酵剂(

NC=<H><N+@>B<>

!

8&7

)的研究!主要

集中在通过高密培养!提高冻干前菌体数量方面"通过筛选

及优化乳酸菌增殖培养基!优化乳酸菌发酵条件!通过细菌

菌体发酵动力学技术!运用新型发酵技术!营养与代谢基础

上!恒定
Q

T

发酵#进行分批补料发酵等!达到高密度培养的

目的.

"20

/

"乳酸菌高密度培养是制备直投式发酵剂的前提!

通过高密度培养发酵得到大量的活性乳酸菌!然后将培养液

中的菌体进行浓缩收集"由于离心收集法具有不易污染!设

备及操作简单等优点!在实践中被广泛应用"在离心的工艺

中!会产生机械力及摩擦产生的高温!会对菌体造成损伤"

另外!菌体在离心时会有少量的菌体残留在上清液中"因此

选择合适的离心工艺参数!获得理想的离心收得率是非常重

要的"同时如何保证冻干后菌体的存活率也是直投式发酵

剂生产的关键"在冷冻干燥过程中!菌体细胞受到冷冻及真

空干燥两种物理过程!会导致蛋白质变性!造成冻干后活菌

数降低"如何将冻干工艺的伤害降低到较低的水平!尽可能

保持菌体的生理活性及功能!这都是需要解决的问题"除了

选择菌体活菌数较多!活力较强的时间进行冷冻干燥外!加

入冻干保护剂是较有效的解决方法"由于细胞大小和结构

的差异!采用相同的保护剂所得到的保护效果也有差异!同

时保护剂对微生物保护作用具有选择性!这些都需要通过

试验来最终确定"由于冻干保护剂的研究一般属于专利资

料!同时研究报告.

-2%

/的结果一般存在很大差异"因此对

直投式发酵剂的离心及冷冻干燥工艺进行研究!具有重要

意义"

0.#



目前!对于
53?3

产生菌的研究.

.2,

/主要集中在优化发

酵条件提高
53?3

的产量!还未有学者研究高产
53?3

的

植物乳杆菌直投式发酵剂"因此!本研究拟通过对植物乳杆

菌
O9F7"

高密度培养!实现菌体大量增殖!通过优化离心工

艺!对冻干保护剂进行筛选和优化!对预冷时间进行优化!最

终制成具有高产
#

F

氨基丁酸能力的乳酸菌直投式发酵剂"

#

!

材料与方法
#)#

!

材料

#)#)#

!

试验菌株

植物乳杆菌
O

Q

F7"

'本试验室筛选并保藏"

#)#)"

!

培养基

乳酸细菌液体培养基(

U:7

)'葡萄糖
"$

K

#酵母膏
-

K

#

牛肉膏
#$

K

#蛋白胨
#$

K

#

YT

"

9Z

0

"

K

#乙酸钠
-

K

#柠檬酸铵

"

K

#
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K

7Z

0

0

.T

"

Z$)-,

K

#

UJ7Z
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#吐温
,$

#GO

#加蒸馏水定容至
#$$$GO

!

#"#\

灭菌
#-GCJ

"

#)#)!

!

主要试剂

海藻糖#葡萄糖#蔗糖#乳糖#麦芽糊精#谷氨酸钠等'分

析纯!天津市天力化学试剂有限公司&

#

F

聚谷氨酸(

#

F953

)'分析纯!西安百川生物科技有限

公司"

#)#)0

!

主要仪器设备

恒温培养箱'

8*9F#%$

型!上海一恒科技有限公司&

超净工作台'

]̀F,.-

型!苏州顺鑫净化科技有限公司&

立式压力蒸汽灭菌锅'

O8heF-$Y?

型!上海申安医疗器

械厂&

离心机'

O5#$F")03

型!北京时代北利离心机有限公司&

超低温冰箱'

8WFaW!-#

型!中科美菱低温科技有限责

任公司&

真空冷冻干燥机'

a8-F!

型!美国西盟国际公司"

#)"

!

方法

#)")#

!

乳酸菌活菌数的测定
!

采用平板菌落计数法测定乳

酸菌活菌数!在超净工作台内!取
#GO

菌液以加入到
/GO

灭菌的生理盐水中!依次递增稀释!选择
#$

2,

!

#$

2/

!

#$

2#$

!

个稀释度"取
#GO

稀释液于无菌的空培养皿中!倒入

#-GO

溶化并冷却至
0-\

的
U:7

培养基!放置于操作台上

混匀!每个稀释度做
!

个平行样!凝固后
!.\

培养
"0I

后取

出!选择
"-

!

"$$

个菌数的平板进行读数!然后乘以稀释

倍数.

/

/

"

#)")"

!

植物乳杆菌高密度菌悬液的制备
!

将
U:7

培养基!

分装至
#$

个
"-$GO

的三角瓶中!装液量
#-$GO

!于
#"#\

灭菌
"$GCJ

"在超净工作台接种
"1

的种子发酵剂!恒温

!.\

培养
#-I

制取菌悬液"

#)")!

!

高密度菌悬液离心条件的研究
!

将得到的高密度菌

悬液进行离心!在文献.

#$

/的基础上!选择不同的离心温度#

离心时间#离心机转速进行正交试验!每个因素选择
!

个水

平!因素和水平组合表见表
#

"

!!

分别记录离心前后活菌数!按式(

#

)计算样品的离心收

得率"将离心收得率做为衡量离心试验效果的指标"

表
#

!

O

/

"

!

!

#因素和水平组合表

V@;(<#

!

a@H>'=@JN(<+<('PO

/

"

!

!

#

><B>

水平
3

温度-
\ ?

时间-
GCJ D

转速-(

=

0

GCJ

2#

)

# 0 #$ 0$$$

" #$ "$ %$$$

! "$ !$ ,$$$

!!

G

T

J

/

W

#$$1

! (

#

)

式中'

G

***离心收得率!

1

&

J

***沉淀中活菌数!

Da[

-

GO

&

/

***离心前活菌数!

Da[

-

GO

"

#)")0

!

冻干保护剂优化的研究
!

冷冻干燥过程一般工艺流

程为'

高密度培养液
3

离心
3

菌泥
3

添加冻干保护剂
3

菌悬

液
3

预冷
3

预冻
3

真空冷冻干燥
3

收集菌粉

将高密度培养液进行离心!倒掉上清液!将剩下的菌泥

倒于无菌的培养皿中!菌泥与保护剂按
#

"

!

体积比混匀!平

衡
!$GCJ

!制得菌悬液"用保鲜膜封好并扎口!将配置好的

菌悬液在
0\

进行预冷
$

!

#"I

进行成型!在
2.$\

超低温

冰箱中预冻
#0I

后置于真空冷冻干燥设备中!在真空度为

!

!

-9@

条件下冷冻干燥
0,I

左右得到冻干菌粉.

##

/

"

选取海藻糖#葡萄糖#蔗糖#乳糖#麦芽糊精#

#

F953

#脱

脂乳粉#谷氨酸钠作为单一冻干保护剂!通过参考相关文

献.

#"

/确定单一保护剂的浓度!分别测得冻干前后的活菌数

并计算冻干菌体存活率"通过筛选得到较优的
!

种冻干保

护剂进行正交试验!确定最佳的复合保护剂组合配方"冷冻

干燥后菌体存活率按式(

"

)计算'

4

T

J

#

J

"

W

#$$1

! (

"

)

式中'

4

***菌体存活率!

1

&

J

#

***冻干后总活菌数!

Da[
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J

"

***冻干前总活菌数!

Da[

-
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!

预冷时间的优化
!

预冷是在
2.$\

预冻之前!将菌

悬液温度降至
0\

!并保温一段时间"预冷能够很好地提高

乳酸菌的冻干存活率"一方面能将菌悬液各个位置的液体

均匀地降到较低温度!同时不形成冰晶"在下一步预冻工艺

中能缩短菌悬液渡过最大冰晶生成带的时间!减少大的冰晶

形成!从而提高细菌的存活率"另一方面
0\

预冷给细胞一

个低温适应过程!促使细胞做出适应低温环境的一些生化变

化!例如某些与抗冻相关蛋白的形成"试验时!使用优化后

的复合保护剂配方制备菌悬液!然后分别预冷
$

!

"

!

0

!

%

!

,

!

#$

!

#"I

后!采用相同的工艺进行冷冻干燥操作!测量每个样

品冻干存活率!确定最佳预冷时间"

"

!

结果与分析
")#

!

离心条件试验结果

在离心工艺中!影响菌体存活率主要有两个方面因素'

-.#

开发应用
!

"$#%

年第
##

期



$

由于离心力作用产生的摩擦温度及机械剪切作用因素!

造成菌体死亡&

%

离心工艺不可能把所有的菌体都离心到

离心管底部!有少量菌体残留在上清液中造成菌体损失"如

果离心参数控制不当!菌体损失率和死亡率增高!必然造成

菌体收得率降低!最终直接导致活菌数量降低!影响发酵剂

的产品质量.

#!

/

"选择不同的离心温度#离心时间#离心机转

速进行正交试验"

以离心收得率作为衡量标准获得的正交试验结果分析

见表
"

"由表
"

可知!对植物乳杆菌
O

Q

F7"

离心工艺影响大

小的顺序是离心温度
(

离心时间
(

离心机转速"最佳组合

是
3

#

?

!

D

"

!即离心温度为
0\

!离心时间为
!$GCJ

!转速为

%$$$=

-

GCJ

时离心效果最佳"该条件下!进行
!

组平行验

证实验"植物乳杆菌
O

Q

F7"

离心收得率平均达到
,!),1

"

说明正交试验效果较好"

表
"

!

离心正交试验结果表

V@;(<"
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K
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K
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Q
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3 ? D

离心收得率-
1

# # # # -%)$
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"
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- #-)/%% ,)$$$ #)#$$

")"

!

冻干保护剂优化试验结果

")")#

!

保护剂单因素试验
!

本试验选择不同种类的保护剂

溶液进行单因素测试"保护剂的种类和添加量见表
!

"结

果显示!加入单一保护剂对菌体在冻干过程中的保护作用差

异十分明显!冻干存活率从不加保护剂的
$)#%1

提高到

表
!

!

单一保护剂对存活率的影响

V@;(<!

!

EPP<H>'PBCJ

K

(<

Q

='><H>@J>'JBA=+C+@(=@>< 1

种类 加入量 菌体存活率

对照
$ $)#%

海藻糖
#$ #%)"$

#

F953 # $),$

葡萄糖
#$ #$).$

蔗糖
#$ -),$

乳糖
#$ %).$

麦芽糊精
#$ %)-$

谷氨酸钠
#$ ")/$

脱脂乳粉
#$ ,)-$

#%)"1

"在植物乳杆菌冻干工艺中!海藻糖是较优的冻干保

护剂!其次是葡萄糖和脱脂乳粉"
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!

复合保护剂正交试验
!

根据单因素试验结果!选取冻

干效果较好的海藻糖#葡萄糖和脱脂奶粉作为试验因素进行

正交试验"复合保护剂因素水平表见表
0

"

表
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!

复合保护剂因素水平表
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由表
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可知!由海藻糖#脱脂奶粉和葡萄糖组成的混合

保护剂对菌体的保护作用明显强于单一成分的保护剂"所

有组合的菌体存活率均大于单一因素测试中最高的
#%)"1

!

其中混合配方中最高的组合达到
!,)%1

"直观分析可知'海

藻糖对复合保护剂效用的影响最大!葡萄糖也有显著影响!

脱脂奶粉影响最小"最佳的保护剂组合配方为
3

!

?

"

D

!

!即

海藻糖
#-1

#脱脂乳粉
#$1

#葡萄糖
#-1

"进行
!

组平行验

证实验!按此配比制备菌悬液然后冻干!显示植物乳杆菌
O

Q

F

7"

的冻干存活率平均为
!/)"1

!高于正交试验中得到的结

果!正交试验优化的结果有效"

复合保护剂提高菌体存活率的原因主要是由不同种类

的保护剂通过不同的方式保护菌体!复合保护后达到组合保

护的效果"海藻糖#葡萄糖等低分子糖通过维持细胞膜结构

的稳定性!达到抑制膜内结合水形成冰晶!减少细胞体的破

坏"脱脂乳粉的蛋白是大分子物质!可以减少乳酸菌细胞暴

露于介质和空气的面积!并在乳酸菌细胞表面形成保护层!

防止因细胞壁破碎而导致的细胞内物质的泄漏!从而起到保

护作用.
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"当共同使用
!

种保护剂时!菌体存活率明显

表
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!

保护剂正交试验结果分析表
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直投式发酵剂及其离心#冷冻干燥工艺研究
!



增大说明三者复配具有协同累加效应"

")!

!

预冷时间的确定

由图
#

可知!预冷能有效提高菌体的冻干存活率"当预

冻时间在
"

!

%I

!菌体冻干存活率差异显著(

9

#

$)$-

)!菌体

存活率随预冻时间延长而增加"可能是通过将菌悬液的温

度均匀地降低到较低温度!促进菌体的低温适应性和应激反

应!从而提高了菌体的冻干存活率.
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"在
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以后!菌体

冻干存活率差异不显著(

9

(

$)$-

)!菌体冻干存活率不再明

显增加!可能是与提高冻干存活率相关的低温适应性生化反

应基本完成有关.
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/

"试验得出!预冷能有效提高菌体的冻

干存活率!最佳预冻时间为
%I

"

利用优化后的离心和冷冻干燥生产的植物乳杆菌
O

Q

F

7"

直投式发酵剂!其活菌数达到
#)-^#$
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"达到

商品发酵剂的要求!具有较高的实际应用价值"

同一小写字母表示差异不显著(

9

(
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图
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!

预冷对存活率的影响
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结论
在单因素试验基础上!通过正交试验确定了植物乳杆菌
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的最优离心工艺为'离心温度
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!离心时间
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!

离心机转速
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"该条件下植物乳杆菌
O
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F7"

离心

收得率达到
,!),1

"通过正交试验对复合保护剂进行了优

化!得到最优的复合保护剂配方'海藻糖
#-1

#脱脂乳粉

#$1

#葡萄糖
#-1

"植物乳杆菌
O

Q

F7"

添加该复合保护剂

后!冻干存活率达到
!/)"1

"通过对预冻时间进行单因素试

验!得到最佳预冷时间为
%I

"优化后离心及冷冻干燥工

艺得 到 的
O

Q

F7"

直 投 式 发 酵 剂 活 菌 数 达 到
#)-^

#$
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"符合商品发酵剂的要求"同时该发酵剂具

有发酵底物高产
53?3

的效果!因此产品具有实际应用价

值"下一步将对直投式发酵剂保藏过程相关参数进行探索!

最终得到植物乳杆菌
O

Q

F7"

直投式发酵剂更完整的制备

工艺"
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