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沙门柏干酪青霉多糖提取工艺优化

及其抗冻伤活性研究
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摘要!利用单因素和
ĈN2̂?;8Q?8

试验对沙门柏干酪青霉胞

内多糖提取工艺%水料比!提取温度和提取时间&进行优化$

并评价胞内多糖的抗冻伤活性"结果表明#最适水料比!提

取温度和提取时间分别为
!0>*

(

"

%

3b

(

9

&!

W)>0 a

和

"$!358

$在该条件下多糖得率约为
"$e

"另外$胞内多糖抗

冻伤活性与甘油相当$

"e

#

$e

的多糖可显著提高短双歧杆

菌!婴儿双歧杆菌和两歧双歧杆菌的存活率"

关键词!沙门柏干酪青霉'多糖'提取条件'冷冻保护剂
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沙 门 柏 干 酪 青 霉 !

N3(';'99'2B ;+B3BF3>?'

#是

+43?3P?JI

干酪的主要成熟剂(它生长在
+43?3P?JI

干酪

的表面(呈白色%

"

&

)在干酪成熟过程中(沙门柏干酪青霉分

泌大量的脂肪酶和蛋白水解酶促进干酪的成熟(并形成

+43?3P?JI

干酪典型的风味和特有的组织结构%

$

&

)目前(关

于
N:E+B3BF3>?'

的研究主要集中在其对干酪品质的影

响%

!T%

&以及
+43?3P?JI

干酪成熟过程中不同成熟剂菌群间

的协同作用等方面%

&T0

&

)此外(研究人员%

*

&发现
N:E+B3B*

F3>?'

可分泌右旋磷霉素(并具有抑制病原菌的作用$

5̂:?I

等%

W

&对
N:E+B3BF3>?'

菌丝营养成分进行分析(发现其富含

糖类+脂类+蛋白质和矿物质(其中糖类总含量为
!!>!e

)目

前(关于
N:E+B3BF3>?'

胞内多糖提取条件优化的研究(未

见报道)本研究拟以沙门柏干酪青霉菌丝体为材料(采用单

因素和
ĈN2̂?;8Q?8

试验对胞内多糖提取工艺进行优化(并

评价沙门柏干酪青霉胞内多糖对冷冻干燥处理过程中双歧

杆菌的保护作用(旨在提高沙门柏干酪青霉胞内多糖的提取

率(并为该多糖在益生菌冷冻保护剂领域的应用提供理论

依据)

"

!

材料和方法

">"

!

材料与仪器

">">"

!

材料与试剂

沙门柏干酪青霉!

N3(';'99'2B;+B3BF3>?'

#"美国
(4@

(5665?

公司$

短双歧杆菌!

7'

/

'<8F+;?3>'2BF>3C3">$$"!

#+婴儿双歧

杆菌 !

7'

/

'<8F+;?3>'2B'(

/

+(?'@">"W&!

#+两 歧 双 歧 杆 菌

!

7'

/

'<8F+;?3>'2BF'

/

'<2B">"W&$

#"哈尔滨美华生物技术股

份有限公司$

液氮"安庆市华兴化工气体有限公司$

)*"



牛肉浸膏+酵母膏+大豆蛋白+蛋白胨"生化试剂$

葡萄糖+

)&e

乙醇+浓硫酸和苯酚等其他化学试剂均为

分析纯)

">">$

!

主要仪器

分析天平"

ZG,$$%

型(岛津仪器!苏州#有限公司$

紫外可见分光光度计"

*&$

型(上海光学仪器有限公司$

+\

$

培养箱"

!""

型(美国
G;?J3C

公司$

数显恒温水浴锅"

UU2%

型(常州国胜电器有限公司$

超净工作台"

[_2+'2$RE

型(上海博讯仪器公司$

冷冻干燥机"

RE2"̂2&#

型(北京博医康实验仪器有限

公司$

高速冷冻离心机"

[G%#Y

型(美国
G;?J3C

公司)

">$

!

试验方法

">$>"

!

沙门柏干酪青霉菌丝的制备
!

在液体
XEZ

培养基中

接种
!

#

&

块沙门柏干酪青霉菌碟(于
$Wa

(

"&#J

*

358

条件

下培养
*$;

)过滤得菌丝球(去除琼脂块(以蒸馏水洗涤
!

#

&

遍后(在
&#a

下干燥至恒重得菌丝体备用)

">$>$

!

胞内多糖提取工艺
!

取菌丝!

B

#置于研钵中(倒入适

量液氮研碎)按水料比例
!#

(

"

!

3b

*

9

#添加
*#a

的热水并

将菌丝全部转到烧杯中(将烧杯置于
*# a

水浴锅中保温

)#358

)冷却至室温(过滤得滤液!

W

#

#(然后加入
!

倍体积

的乙醇!

)&e

#于
0a

冷藏
"$;

)在
0a

(

"####J

*

358

条件

离心
"#358

(收集多糖沉淀(用适量蒸馏水!

W

#复溶%

)

&

)

">$>!

!

多糖含量测定及得率计算
!

采用苯酚'硫酸法%

"#

&制

作多糖测定标准曲线)取浓度为
#>"3

9

*

3b

的葡萄糖标准

溶液
#>"

(

#>$

(

#>!

(

#>%

(

#>&

(

#>0

(

#>*3b

分别加入
$&3b

比色

管中(补蒸馏水至
"3b

(以
"3b

蒸馏水作空白对照)分别

依次加入
0e

苯酚
"3b

(浓硫酸
&3b

(室温静置
!#358

)于

%)#83

下(测定吸光度值!

#

#(试验重复
!

次(取平均值)以

葡萄糖浓度为
1

轴(

#

值为
I

轴绘制标准曲线(得标准曲线

方程"

#c">#$!"ET#>##*$

(

P

$

c#>)))$

)将多糖稀释适

当倍数!

(

#(取
"3b

样品参考标准曲线制作方法测得吸光

度值(代入方程!

"

#得多糖浓度)

N

J

(

K

E

K

W

"###

K

B

K

"##e

( !

"

#

式中"

N

'''多糖得率(

e

$

(

'''多糖稀释倍数$

E

'''多糖浓度(

3

9

*

3b

$

W

'''多糖溶液体积(

3b

$

B

'''菌丝质量(

9

$

"###

'''质量单位换算系数)

">$>%

!

单因素试验
!

!

"

#水料比的选择"固定提取温度为
*#a

(提取时间为

)#358

(称取菌丝置于研钵中(倒入液氮(研碎)分别以
"#

(

"

(

$#

(

"

(

!#

(

"

(

%#

(

"

(

&#

(

"

!

3b

*

9

#的水料比(参考,

">$>$

胞内多糖提取工艺-步骤提取胞内多糖)按照,

">$>!

多糖含

量测定及得率计算-方法获得不同水料比条件下的多糖

得率)

!

$

#提取温度的选择"固定提取时间为
)#358

(水料比

为
%#

(

"

!

3b

*

9

#(称取菌丝置于研钵中(倒入液氮研碎)分

别以
0#

(

*#

(

W#

(

)#

(

"##a

的水(参考,

">$>$

胞内多糖提取工

艺-步骤提取胞内多糖)按照,

">$>!

多糖含量测定及得率计

算-方法获得不同提取温度下的多糖得率)

!

!

#提取时间的选择"固定水料比为
%#

(

"

!

3b

*

9

#(提

取温度为
)#a

(称取菌丝置于研钵中(倒入液氮(研碎)分

别提取
!#

(

0#

(

)#

(

"$#

(

"&#358

(参考,

">$>$

胞内多糖提取工

艺-步骤提取胞内多糖)按照,

">$>!

多糖含量测定及得率计

算-方法获得不同提取时间条件下的多糖得率)

">$>&

!

ĈN2̂?;8Q?8

试验
!

在单因素试验结果的基础上利

用
E?<5

9

8?N

L

?JI"#

设计
ĈN2̂?;8Q?8

试验(并在最优条件

下进行验证(试验重复
!

次)

">$>0

!

双歧杆菌冷冻试验
!

按
$

9

*

b

的接种量将短双歧杆

菌+婴儿双歧杆菌和两歧双歧杆菌冷冻菌粉分别接于
&#3b

(Y[

液体培养基中(置于
!*a

静置培养
$%;

)将双歧杆菌

培养物移至
&#3b

灭菌离心管中(于
"####J

*

3580a

下离

心
"#358

(用适量无菌水洗涤
!

次(分别用
&3b

不同质量分

数的甘油和多糖溶液复溶双歧杆菌菌体(置于
TW#a

下预

冻
!;

(然后置于真空冷冻干燥机中在
T&#a

(

T$#X4

下干

燥
"$;

(得双歧杆菌菌粉备用)

">$>*

!

双歧杆菌计数及活菌存活率计算
!

双歧杆菌活菌计

数参考
-?

等%

""

&报道的方法进行(取冷冻前后的双歧杆菌

进行
"#

倍稀释(分别接种于含
#>#&e b5+6

的固体
(Y[

培

养基上(置于
!*a

二氧化碳培养箱中培养
*$;

计数(试验

重复
!

次(每个重复设
!

个平行)双歧杆菌存活率按式!

$

#

计算"

,

J

$

$

$

"

K

"##e

( !

$

#

式中"

,

'''双歧杆菌存活率(

e

$

$

"

'''冷冻前液体菌悬液中双歧杆菌活菌数$

$

$

'''冷冻后菌粉中双歧杆菌活菌数)

">!

!

数据分析

利用
?NA?6

计算上述数据的平均值和标准偏差(试验结

果以,

7

A

^

,M

-表示)以软件
CJ5

9

58W>"

作图(利用
E?<5

9

8

?N

L

?JI"#>#

处理
ĈN2̂?;8Q?8

试验数据并绘图分析)

$

!

结果与分析
$>"

!

水料比对多糖得率的影响

由图
"

可知(水料比在
"#

(

"

#

%#

(

"

!

3b

*

9

#时(多糖得

率与水料比成正相关关系(当水料比大于
%#

(

"

!

3b

*

9

#时多

糖得率呈下降趋势)即适宜的水料比在
!#

(

"

#

%#

(

"

!

3b

*

9

#范围内(此时多糖得率在
W>#e

#

W>"e

)

$>$

!

提取温度对多糖得率的影响

由图
$

可知(当提取温度在
0#

#

)#a

时(多糖得率随提

取温度升高而增加(并在
)#a

达到最大值
"#>$!e

)当提取

温度大于
)#a

时(多糖得率与温度的增加呈负相关关系(类

似的现象在
V;=

%

"$

&和
(4

%

"!

&等的报道中也被观察到)

#W"

提取与活性
!

$#"0

年第
"$

期



图
"

!

水料比对多糖得率的影响
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图
$

!

提取温度对多糖得率的影响

R5

9
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$>!

!

提取时间对多糖得率的影响

提取时间是影响多糖提取得率的重要因素(因为提取液

渗透到干物料中以及多糖被浸提出来并扩散到提取液中均

需充足的时间%

"$

&

)由图
!

可知(在
!#

#

"$#358

时(多糖得

率与提取时间的增加呈正相关性(而后随着提取时间的增加

多糖得率基本保持稳定)即适宜的提取时间为
"$#358

(此

时多糖得率为
"#>$e

)此外(水料比+提取温度和提取时间

之间往往存在交互作用%

"%T"&

&

(且为获得多糖的最佳提取参

数(在单因素结果的基础上用
ĈN2̂?;8Q?8

试验进一步优化

提取条件)

$>%

!

ĈN2̂?;8Q?8

试验

选择水料比+提取温度和提取时间为变量(并确定它们

图
!

!

提取时间对多糖得率的影响
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9
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M

5?6@CH

L
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的水平!见表
"

#)按表
$

所列组合进行试验(试验结果见

表
$

)利用
E?<5

9

8?N

L

?JI"#>#

进行分析(结果见表
!

)水料

比+提取温度和提取时间均对多糖得率有显著影响(且影响

程度从大到小依次为水料比
)

提取温度
)

提取时间)另外(

表
"

!

因素水平表

G4P6?"

!

R4AICJ<48@6?O?6<

水平
Z

水料比!

3b

*

9

#

^

提取时间*
358 +

提取温度*
a

T" $# 0# *#

# !& "$# W&
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表
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试验设计与试验结果
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二次多项式模型回归系数估计和试验结果方差分析f
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模型参数 系数估计 标准误差 平方和
.

值
X

值

模型
T T !$>00 &W>%0

$

#>###"
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$
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误差
T T #>!&
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f

!

P

$
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P

$

c#>)*
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水料比与提取温度的交互项+提取温度与提取时间的交互项

以及三因素的平方项也对多糖得率有显著影响)回归方

程为"

Ic"$>#0d#>0*#d#>$"7d#>0"ET#>#*&#7T#>*!#ET

#>%&7ET">)0#

$

T#>0W7

$

T#>W!E

$

) !

!

#

模型的方差分析结果见表
!

(方程!

!

#的
X

3C@?6

$

#>###"

+

X

6C<?

c#>W"0*

)

#>#&

+

P

$

c#>)W*

+

Z@

i

P

$

c#>)*#

+

XJ?@P

$

c

#>)%%

(

+B

!变异系数#

c$>!)e

$

&e

)这些表明方程!

!

#显

著+无失拟因素存在(能较好地反应所达三因素与多糖得率之

间的真实关系%

"!

&

(而且具有良好的重现性%

"%

&

)由方程!

!

#任

选
Z

+

^

和
+

中的
$

因素为变量另一因素固定为,

#

水平-点(

作图)多糖得率随水料比+提取温度和提取时间的增加呈现

先增加后减少的趋势(且方程!

!

#存在最大值点!图
%

#

0

#)由

方程!

!

#得多糖得率预测最大值为
"$>$e

(此时水料比+提

图
%

!

水料比和提取时间交互作用响应面和等高线图
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图
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!

水料比和提取温度交互作用响应面和等高线图
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图
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!

提取时间和提取温度交互作用响应面和等高线图
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取温度和提取时间分别为
!0>*$

(

"

!

3b

*

9

#+

W)>&) a

和

"$$>WW358

)为方便验证试验的进行(选择在水料比为

!0>*

(

"

!

3b

*

9

#(提取温度为
W)>0a

和提取时间为
"$!358

条件下(进行验证实验得多糖得率为
"$>"e

(预测值和试验

结果基本一致(进一步确认了模型预测的准确性(即在最优

条件下可以得到较高的提取率)

$>&

!

多糖对冷冻干燥双歧杆菌的保护作用

冷冻干燥是益生菌菌粉生产的关键步骤(然而冷冻和干

燥过程均会对益生菌造成损伤(致使益生菌存活率明显下

降%

"&T"0

&

)为保证益生菌的活力在冷冻干燥过程中使用保护

剂提高益生菌的存活率)保护剂按照化学结构分为
""

类(

常用的保护剂为糖类和醇类(如羟乙基淀粉和甘油%

"&

&

)多

糖也可作为冷冻保护剂减少冷冻干燥对细胞的损伤%

"&

&

(沙

门柏干酪青霉胞内多糖对冷冻干燥双歧杆菌存活率的影响

见表
%

)未添加保护剂的双歧杆菌存活率在
!>$We

#

!>0#e

时(结果显示冷冻干燥对双歧杆菌造成了较大的损伤)以甘

油作为保护剂可显著提高双歧杆菌的存活率(这与李德斌

等%

"0

&的报道一致)与空白相比(质量分数为
"e

#

$e

的多

糖可显著提高短双歧杆菌+婴儿双歧杆菌和两歧双歧杆菌的

存活率(最高存活率分别达
!">$*e

(

!#>%#e

(

!#>00e

)另

外(添加相同浓度的甘油和多糖的双歧杆菌存活率基本一

致(表明等质量分数的甘油和多糖对
!

种双歧杆菌的保护作

用相当)即沙门柏干酪青霉胞内多糖可作为双歧杆菌冷冻

干燥保护剂的潜在选项)

表
%

!

多糖对冷冻干燥过程中双歧杆菌存活率的影响f
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!!!!!!!!!!

f

!"

表示处理组与空白组相比双歧杆菌存活率在
X

$

#>#"

下存在显著差异)

!

!

结论
利用单因素和

ĈN2̂?;8Q?8

试验对沙门柏干酪青霉胞

内多糖提取工艺进行优化(得最适水料比+提取温度和时间

分别为
!0>*

(

"

!

3b

*

9

#+

W)>0a

和
"$!358

(在此条件下多糖

得率为
"$>"e

)该胞内多糖可降低冷冻干燥处理对双歧杆

菌造成的损伤(显著提高双歧杆菌的存活率(其效果与等浓

度的甘油相当)然而(起抗冻伤作用的胞内多糖具体组分及

其抗冻伤机理尚需进一步研究)
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图
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腰果及其微胶囊表面微观结构

R5

9

=J?&

!

+4<;?K8=I35AJCA4

L

<=6?<48@[=JH4A?

35AJC<IJ=AI=J?CH5I

!质量比#$试验得出腰果全粉微胶囊产品基本成分为蛋白质
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+水分
$>!We

+碳水化合物
0">&*e

+灰分
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+脂肪
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)微胶囊包埋率为
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+密度
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9

*
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+自流角

!&>%&r

+溶解度
)$>)"e

+吸湿性
#>**e

(表明产品有较好的品

质及营养价值(其中的腰果油也得到了较好的保护$电镜扫

描得出微胶囊直径多数在
$&

"

3

(包埋性较好(有利于产品

的保藏)在此试验的基础上(制备出了腰果全粉微胶囊产

品(产品色香味俱佳(缺陷是在存放过程中粉末易凝结(速溶

效果不够好(未来对产品的优化可以考虑从改善粉末的结块

现象与速溶性入手)
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