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植物乳杆菌
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冻干保护剂配方优化
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摘要!为制备鲜湿米粉发酵剂%以分离自米粉自然发酵液的

植物乳杆菌
VZ+V$%&#

的菌体存活率为目标%在单因素试验

基础上%经过
/̀-9H7CC+L4E,-2

试验筛选出有显著效果的
#

种

保护剂&山梨醇!麦芽糊精和甘油%进一步通过中心组合试验

设计和响应面分析得到显著性的拟合回归方程$结果表明%

最佳保护剂配方为&山梨醇浓度
&6&

3

(

&%%

3

%麦芽糊精浓度

$;6!

3

(

&%%

3

%甘油浓度
$6;

3

(

&%%

3

%该条件下菌体存活率为

"

("6%!a$6"!

#

^

%与预测值较为接近$

关键词!植物乳杆菌
VZ+V$%&#

'保护剂'存活率
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直投式发酵剂是一种活菌含量高(应用简单(可提升产

品品质的发酵剂)

&

*

%直投式发酵剂的常用干燥方法有喷雾

干燥)

$

*

(流化床干燥)

#

*

(空气对流干燥)

;

*和真空冷冻干燥)

:

*

等$其中真空冷冻干燥是植物乳杆菌最常用的干燥方法%真

空冷冻干燥具有适用范围广(存活率高(运输方便等特点%

但由于冻干过程中微生物体内的游离水会形成较大冰晶对

微生物造成不可恢复的损伤$从而导致菌体死亡$因此通常

需要添加合适的冻干保护剂来提高菌体的存活率)

"N(

*

%植

物乳杆菌种类繁多$在肉类)

!

*

(奶类)

)

*

(泡菜)

&%

*及酸面团)

&&

*

等发酵食品中均有应用%随着研究人员)

&$N&#

*对鲜湿米粉发

酵过程的不断研究$发现植物乳杆菌对鲜湿米粉的品质有重

要的影响$但米粉直投式发酵剂的制备至今鲜见报道%由于

植物乳杆菌来源不同$其形状和结构都有差异$因此对植物

乳杆菌冻干保护剂进行优化具有十分重要的意义%

本研究拟通过对比不同保护剂在植物乳杆菌冻干过程

中的作用效果$并优化复合保护剂的配比$为鲜湿米粉直投

式发酵剂的制备提供理论支持%

&

!

材料与方法

&6&

!

材料与试剂

植物乳杆菌!
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VZ+V$%&#

"由本实验室从鲜湿米粉自然发酵液中采用纯培

养的方法划线分离$并对其技术特征进行分析(基因测序鉴

定后保存备用)

&;

*

!原名称为
M?Q$#

#$现已在中国典型培养

物保藏中心保藏$保藏编号为
MMAMM\$%&(:##

+

\Y?

肉汤和
\Y?

培养基"广东环凯微生物科技有限

公司+

山梨醇$葡萄糖(麦芽糖(海藻糖和甘油"分析纯$国药集

团化学试剂有限公司+

麦芽糊精"山东西王食品有限公司%

&6$

!

主要仪器与设备

双人单面净化工作台"

?W+MA+$OR

型$苏州净化设备有

限公司+

离心机"

AT&"

型$长沙东旺实验仪器有限公司+

冷冻干燥机"

OOR+&'

型$北京医博康实验仪器有限

公司+

"$&



电热鼓风干燥箱"

&%&+$'

型$天津市泰斯特仪器有限

公司+

高压蒸汽灭菌锅"

VXi+Q?+&!?Z

型$上海博实业有限公

司医疗设备厂+

恒温水浴锅"

RbU+$%%%+Q

型$天津市泰斯特仪器有限

公司+

恒温振荡培养箱"

ASAc+M

型$苏州培英实验设备责任

有限公司+

电热恒温培养箱"

RSS:%%%ZZ

型$天津市泰斯特仪器有

限公司+

超低温冰箱"

\RO+#!$*

型$日本三洋电器生物医药

公司%

&6#

!

试验方法

&6#6&

!

工艺流程

活化菌种
%

纯培养
%

液体培养
%

离心过滤收集菌泥
%

加入保护剂
%

分装
%

预冻
%

真空冷冻干燥
%

冻干菌粉
%

活

菌计数

&6#6$

!

操作要点

!

&

#纯培养"将活化好的菌种经过
$

次划线培养$挑选出

单个菌落作为液体培养菌种%

!

$

#液体培养及收集菌泥"将菌种接种至含有
\Y?

肉

汤的三角瓶中$在
#(_

条件下$培养
&!1

后收集菌体+将菌

液移入
$:% ,Q

无菌带盖离心杯中$

;:%%E

'

,.2

离心

$:,.2

$弃上清液$用
%6!:

3

'

&%%,Q

无菌生理盐水洗涤沉淀

菌体$

;:%%E

'

,.2

离心
$:,.2

$弃上清液即得菌泥%

!

#

#保护剂处理及添加"将葡萄糖(麦芽糖(山梨醇(麦

芽糊精(海藻糖(甘油等保护剂配制成所需浓度后$进行灭菌

处理!

&$&_

$

&:,.2

#+混合保护剂以同样的方式灭菌%将取

&6%

3

菌泥与
:,Q%6!:

3

'

&%%,Q

无菌生理盐水混合制备成

菌液!

$%

3

'

&%%,Q

#$以菌悬液
$

保护剂
]&

$

#

比例混合均

匀$制成细胞悬液%

!

;

#冷冻干燥条件"在
N"!_

条件下冷冻
#1

$取出后放

入真空冷冻干燥机中$在压力
#

$: -̀

$

N:$_

的条件下干燥

&"1

$然后放置于
;_

冰箱中保存备用%

!

:

#活菌计数"将冻干粉从冰箱中取出$加入
& ,Q

%6!:

3

'

&%%,Q

无菌生理盐水混匀$使其与冻干前菌悬液的

体积相等$放置在
#%_

水浴锅中水浴
&%,.2

$备用%

&6#6#

!

菌体存活率的测定
!

参考
TL;(!)6$

&

$%&"

方法稍

作修改"采用
\Y?

培养基进行平板计数$

#(_

条件下培养

!

;!a$

#

1

$测定冻干前后活菌总数$并按式!

&

#计算存活率%

I

A

*

M

B

&%%̂

$ !

&

#

式中"

I

&&&菌体存活率$

^

+

*

&&&

&,Q

菌悬液冻干后菌落总数$

MOP

+

M

&&&

&,Q

菌悬液冻干前菌落总数$

MOP

%

&6;

!

试验设计

&6;6&

!

单因素设计
!

以菌体存活率为评价指标$选取了葡萄

糖(麦芽糖(山梨醇(麦芽糊精(海藻糖(甘油作为保护

剂)

&:N&!

*

$并比较它们对植物乳杆菌
VZ+V$%&#

在真空冷冻

干燥过程中的保护效果%

!

&

#甘油保护效果"甘油添加量为
&

$

$

$

#

$

;

$

:

3

'

&%%

3

$不

添加其他保护剂$测定甘油对植物乳杆菌
VZ+V$%&#

的保护

效果%

!

$

#麦芽糖保护效果"麦芽糖添加量为
$

$

;

$

"

$

!

$

&%

3

'

&%%

3

$不添加其他保护剂$测定麦芽糖对植物乳杆菌

VZ+V$%&#

的保护效果%

!

#

#葡萄糖保护效果"葡萄糖添加量为
$

$

;

$

"

$

!

$

&%

3

'

&%%

3

$不添加其他保护剂$测定葡萄糖对植物乳杆菌

VZ+V$%&#

的保护效果%

!

;

#海藻糖保护效果"海藻糖添加量为
%6:

$

&6%

$

&6:

$

$6%

$

$6:

3

'

&%%

3

$不添加其他保护剂$测定海藻糖对植物乳杆菌

VZ+V$%&#

的保护效果%

!

:

#山梨醇保护效果"山梨醇添加量为
&

$

$

$

#

$

;

$

:

3

'

&%%

3

$不添加其他保护剂$测定山梨醇对植物乳杆菌

VZ+V$%&#

的保护效果%

!

"

#麦芽糊精保护效果"麦芽糊精添加量为
&%

$

&:

$

$%

$

$:

$

#%

3

'

&%%

3

$不添加其他保护剂$测定麦芽糊精对植物乳

杆菌
VZ+V$%&#

的保护效果%

&6;6$

!

优化设计
!

以菌体存活率为评价指标$选定葡萄糖(

麦芽糖(山梨醇(麦芽糊精(海藻糖(甘油作为保护剂进行

/̀-9H7CC+L4E,-2

试验设计和分析$从中筛选出
#

种保护效果

较好的山梨醇(甘油和麦芽糊精为因素$并以菌体存活率为

响应变量进行中心组合试验及响应面分析%

&6:

!

数据处理

试验设计(数据分析以及模型建立分别采用
*F97/

$%%#

(

\.2.C-I&"

和
R7D.

3

2+*F

@

7EC6<!6%6"

软件进行方差分

析和模型分析%

$

!

结果与讨论
$6&

!

单因素分析

$6&6&

!

甘油浓度的选择
!

由图
&

可知$在一定范围内$随着

甘油浓度的增加$菌体存活率呈现上升趋势$当甘油浓度为

#

3

'

&%%

3

时$存活率达到!

$)6$&a$6";

#

^

$之后菌体存活率

无显著变化!

`

#

%6%:

#%因此$选择甘油浓度为
#

3

'

&%%

3

进

行后续试验%这与许多研究结果基本一致$许女等)

&(

*添加

含
%6:̂

甘油的复合保护剂$使得冻干后植物乳杆菌
\'$

的

存活率达到
"&̂

+方义川等)

&

*添加含
&̂

甘油(

$6:̂

脱脂奶

粉(

$6:̂

葡萄糖(

&̂

蔗糖和
$6:̂ <

M

的混合保护剂$使得嗜

酸乳杆菌的存活数达到
&6$(e&%

&$

MOP

'

3

%甘油在乳酸菌

冻干保护剂中较为常用$研究发现$甘油可以渗透到菌体内

部$增强菌体与水的结合能力)

&)

*

$减少游离水含量$并增加

溶液粘性$从而减缓晶核的生长$使形成的冰晶较细小$以达

到保护菌体的目的)

&!

*

%但甘油浓度过高$会延长冻干时间$

浪费能源)

$%

*

%

$6&6$

!

葡萄糖和麦芽糖浓度的选择
!

由图
$

可知$当麦芽糖

的浓度低于
"

3

'

&%%

3

时$随着浓度的增大菌体存活率呈上

升趋势$但高于
"

3

'

&%%

3

时$随着浓度的继续增大$菌体存

($&

贮运与保鲜
!

$%&(

年第
)

期



图
&

!

甘油浓度对菌体存活率的影响
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3

4E7&
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图
$

!

葡萄糖和麦芽糖浓度对菌体存活率的影响

O.

3

4E7$

!

*BB79C=B
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活率无显著变化!

`

#

%6%:

#%因此$选择麦芽糖浓度为

"

3

'

&%%

3

进行后续试验%随着葡萄糖浓度不断地增大菌体

存活率呈上升趋势$浓度高于
!

3

'

&%%

3

以后$存活率无显著

变化!

`

#

%6%:

#$因而选择葡萄糖浓度为
!

3

'

&%%

3

进行后续

试验%韩德权等)

&:

*发现$葡萄糖添加量为
&%̂

时$植物乳杆

菌冻干后存活率可以达到
#%̂

以上+

M172

等)

$&

*发现$麦芽

糖添加量为
#̂

时$嗜酸乳杆菌冻干后存活率为
$6;(̂

$而空

白对照组约为
%6!̂

%这些研究表明$葡萄糖和麦芽糖在菌

种冻干过程中均有较好的保护效果%而麦芽糖保护效果优

于葡萄糖$可能与冻干样品玻璃化温度有关)

$$

*

%

$6&6#

!

海藻糖和山梨醇浓度的选择
!

由图
#

可知$山梨醇质

量浓度低于
&6:

3

'

&%%

3

时$菌体存活率不断增加$当其浓度

高于
&6:

3

'

&%%

3

时$菌体存活无显著变化!

`

#

%6%:

#%因此$

山梨醇的浓度应取
&6:

3

'

&%%

3

最为合适%海藻糖的浓度低

于
$

3

'

&%%

3

时$菌体存活率随海藻糖浓度的增大而增大$高

于
$

3

'

&%%

3

时$菌体存活率无显著变化!

`

#

%6%:

#%当海藻

糖和山梨醇浓度均为在
%6(:

3

'

&%%

3

时$菌体存活率一致%

>-1E

等)

$#

*添加含
$%6:̂

海藻糖的复合保护剂$使得冻干后

植物乳杆菌菌种存活量为
&6)#e&%

)

MOP

'

,Q

+

Q77

等)

$;

*添

加
&%̂

山梨醇和
&%̂

脱脂乳粉$使得植物乳杆菌
bS$!(

冻

干存活率达到
!"6#(̂

%表明海藻糖和山梨醇作为植物乳杆

菌的冻干保护剂有显著的效果%研究表明$海藻糖具有多个

羟基 $能与菌体表面的自由基结合$避免菌体暴露在介质中$

图
#

!

海藻糖和山梨醇浓度对菌体存活率的影响

O.

3

4E7#

!

*BB79C=BCE71-/=D7-28D=EI.C=E9=2972CE-C.=2=2

C17D4EK.K-/E-C7=B0C

S

J%':%8-K VZ+V$%&#

同时可与蛋白质形成氢键取代水)

$:

*

$稳定细胞膜和蛋白质

结构)

$"

*

+山梨醇具有多个羟基$在冻干过程中可与菌体蛋白

质极性基团结合形成氢键)

&(

*

$稳定蛋白质的结构和功能%

海藻糖与山梨醇的结构相似$但对此菌种的冻干保护效果有

显著差异!

`

#

%6%:

#$可能与菌种自身的特点有关%

$6&6;

!

麦芽糊精质量浓度的选择
!

由图
;

可知$当麦芽糊精

浓度低于
$:

3

'

&%%

3

时$随着浓度的增加菌体存活率呈上升

趋势$当浓度
"

$:

3

'

&%%

3

时$菌体存活率无显著变化!

`

#

%6%:

#%赵静等)

&!

*研究显示$添加脱脂乳粉
&:6%

3

'

Q

$蔗糖

$%6%

3

'

Q

$麦芽糊精
$:6%

3

'

Q

和甘油
#6%,Q

'

Q

可以使高产

$

+

氨基丁酸植物乳杆菌存活率达到
(:6#̂

%麦芽糊精是大

分子保护剂)

&(

*

$通过0包裹1的形式避免菌体暴露在介质中$

维持菌体的稳定性)

&!

*

%

图
;

!

麦芽糊精浓度对菌体存活率的影响

O.

3

4E7;

!

*BB79C=B,-/C=87FCE.29=2972CE-C.=2=2C17D4EK.K-/

E-C7=B0C

S

J%':%8-K VZ+V$%&#

$6$

!

/̀-9H7CC+L4E,-2

设计及结果分析

选用
+]&$

的
/̀-9H7CC+L4E,-2

试验设计$试验设计和

结果见表
&

(

$

$试验结果分析见表
#

%由表
#

可知$山梨醇(

甘油(麦芽糊精和葡萄糖对菌体保护有促进作用$海藻糖和

麦芽糖有抑制作用%根据回归方程系数可知$与其他
#

种保

护剂相比$葡萄糖的促进效果不显著!

`

#

%%:

#%有研究)

$(

*

表明$在保护剂的选择过程中大分子和小分子保护剂的配合

使用可增强保护效果%因此$选择山梨醇(麦芽糊精和甘油

作为中心组合试验的研究对象%

!$&

第
##

卷第
)

期 樊振南等"植物乳杆菌
VZ+V$%&#

冻干保护剂配方优化
!



表
&

!

/̀-9H7CC+L4E,-2

试验设计因素及水平

A-I/7&

!

O-9C=ED-28/7K7/D=B /̀-9H7CC+L4E,-2C7DC

87D.

3

2

3

#

&%%

3

水平 海藻糖 山梨醇 甘油 麦芽糊精 葡萄糖 麦芽糖

N& &6: &6% $6% $% "6% ;6%

& $6: $6% ;6% #% &%6% !6%

表
$

!

/̀-9H7CC+L4E,-2

试验设计及结果

A-I/7$

!

/̀-9H7CC+L4E,-2C7DC87D.

3

2-28E7D4/CD

海藻糖 山梨醇 甘油 麦芽糊精 葡萄糖 麦芽糖 存活率'
^

N& N& & & & N& ";6&&

& & N& & N& N& "%6:(

N& N& N& & & & :"6!#

N& & & & N& & ":6;#

& & N& & & N& "&6;)

N& & & N& & N& ";6&(

& N& & & N& & :&6:(

N& & N& N& N& & ;!6;#

& N& N& N& & & ;#6$)

& N& & N& N& N& :(6(;

N& N& N& N& N& N& ;!6&!

& & & N& & & :$6$%

$6#

!

中心组合试验及响应面分析

根据
/̀-9H7CC+L4E,-2

试验结果选择
#

种效果较好的保

护剂进行中心组合试验$因素水平及结果见表
;

(

:

%

!!

以存活率!

$

#为因变量$因素
'

(

L

(

M

为自变量的回归方

程为"

$](!#$6:6&;N$6!#*f%6))MN&6%:!N&6#$*Mf

;6#;M!N"6$:*

$

N&%6;"M

$

N)6!&!

$

% !

$

#

表
#

!

/̀-9H7CC+L4E,-2

试验结果分析

A-I/7#

!

/̀-9H7CC+L4E,-2C7DCE7D4/CD-2-/

G

D.D

因素 回归方程系数
:

值
È

"

?

重要性顺序

海藻糖
!

N%6%&! N&6!! %6&&! :

山梨醇
!

%6%$" $6(! %6%#) #

甘油
!!

%6%#& #6#$ %6%$& $

麦芽糊精
%6%#! ;6%; %6%&% &

葡萄糖
!

%6%%) %6)) %6#") ;

麦芽糖
!

N%6%#$ N#6:% %6%&( "

表
;

!

中心组合试验因素及水平

A-I/7;

!

O-9C=ED-28/7K7/D=B972CE-/9=,

@

=D.C77F

@

7E.,72C

3

#

&%%

3

水平
'

山梨醇
L

麦芽糊精
M

甘油

N& %6! $$ $6;

% &6$ $; $6"

& &6" $" $6!

!!

用
?

值检验评估方程$得到的概率水平在
):̂

的条件

下回归方程有显著性!

`

#

%6%:

#%方程!

$

#的确定系数
Q

$

]

%6)";(

$说明
)"6;(̂

的试验数据可以用于方程解释%图
:

是响应面三维图$证实了拟合面含有真实的最大值%通过软

件计算得到最优方案为"山梨醇浓度
&6&#

3

'

&%%

3

(麦芽糊精

浓度
$;6!

3

'

&%%

3

(甘油浓度
$6;:

3

'

&%%

3

$此时菌体存活率

("6"!̂

%为了检验预测值$取山梨醇浓度
&6&

3

'

&%%

3

$麦芽

糊精浓度
$;6!

3

'

&%%

3

$甘油浓度
$6;

3

'

&%%

3

$进行
#

次重复

实验$得到的平均菌体存活率!

("6%!a$6"!

#

^

$此时干粉中

图
:

!

山梨醇!麦芽糊精和甘油之间交互作用对菌体

存活率影响的响应面图

O.

3

4E7:

!

Y7D

@
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@
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%

,-/C=87FCE.2-28
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G
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表
:

!

中心组合试验设计及结果

A-I/7:

!

M72CE-/9=,

@

=D.C77F

@

7E.,72C-/87D.

3

2-28E7D4/C=B

C17D4EK.K-/E-C7=B0C

S

J%':%8-K VZ+V$%&#

序号
' L M

存活率'
^

& N& N& % "&6:!a;6:;

$ & N& % :;6$&a#6!!

# N& & % ":6$"a$6!(

; & & % :$6"#a;6(;

: N& % N& "%6%%a;6:%

" & % N& "&6%:a;6;)

( N& % & :)6;(a#6#:

! & % & ::6()a:6%$

) % N& N& :!6;$a;6$"

&% % & N& :$6"#a#6(;

&& % N& & ;!6;$a;6#"

&$ % & & "%6("a#6;&

&# % % % (:6!)a:6!#

&; % % % (;6:!a;6(&

&: % % % (#6&$a:6:!

&" % % % ("6"!a"6%)

&( % % % (:6;$a#6()

的菌体含量为
!6"e&%

&&

MOP

'

3

%基本上与数学模型得到的

最大菌体存活率符合$说明响应面法优化得到的数学模型与

试验数据拟合较好%

#

!

结论
在单因素试验确定各因素最适浓度的基础上$经过

/̀-9H7CC+L4E,-2

试验筛选出有显著效果的
#

种保护剂"山梨

醇(麦芽糊精和甘油$通过中心组合试验设计和响应面分析

拟合出一个三元二次方程$并得到最佳值%最佳保护剂配方

为"山梨醇浓度
&6&

3

'

&%%

3

$麦芽糊精浓度
$;6!

3

'

&%%

3

$甘

油浓度
$6;

3

'

&%%

3

$此时菌体存活率为!

("6%!a$6"!

#

^

$干

粉中菌体含量为
!6"e&%

&&

MOP

'

3

%虽然植物乳杆菌
VZ+V

$%&#

在该法中菌体存活率仍然低于报道)

$!

*中植物乳杆菌

>MP&&"

的!

)&6("a&6!$

#

^

$但相比不加保护剂时
VZ+V

$%&#

菌体存活率的
)6;!̂

已有极显著提高!

`

#

%6%&

#$可能

除菌种之间的差异外$配方的优化还有进一步提升的空间%

可为植物乳杆菌
VZ+V$%&#

制备直投式发酵剂应用于鲜湿

米粉的控制发酵提供理论依据%
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