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摘要!采用响应面法对影响食窦魏斯氏菌
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'产胞外多糖&

4X;

F

;1

I

6/223/<0946

!

-Z$

'的发酵

培养基组分和发酵条件进行优化#以
-Z$

产量为指标!首

先探究培养基中碳源"氮源对
-Z$

产量的影响!结果表明!

以
`#$

为基础培养基!维持
%P

葡萄糖不变"用
':>P

大豆

蛋白胨替代蛋白胨!可增加菌株
$C)&%

的
-Z$

产量$在单因

素试验基础上采用
;̂X)̂435J45

中心组合试验设计对影响

-Z$

产量的因素进行优化!获得菌株
$C)&%

产
-Z$

的最适发

酵条件%接种量
?:&&P

"培养时间
?@3

"培养温度
?+f

!在此

条件下理论预测
-Z$

产量为
??>:&?.

=

(

\

!验证实验测得

-Z$

产量为
??':@+.

=

(

\

!比未优化前提高了
'+P

#

关键词!食窦魏斯氏菌$胞外多糖$发酵
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乳酸菌胞外多糖!
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(

-Z$

#是乳酸菌生

长代谢过程中分泌于细胞壁外常渗到培养基的一类多糖类

化合物(包括荚膜多糖与黏液多糖(是乳酸菌的次级代谢产

物,

'

-

)胞外多糖具有抗肿瘤+降低血清胆固醇+优化肠道微

生态系统等生理功能,

%

-

)此外(

-Z$

能改善食品的黏稠度+

质构及口感(可作为天然增稠剂$同时(产
-Z$

乳酸菌亦可

直接作为益生菌菌种增加酸奶的凝固特性和赋予其保健功

能,

%S?

-,

@

-

+S'&

)常见的产胞外多糖乳酸菌有
L05>*)05';;DC

?&072*CDC

+

L4

1

;02>0?D7

+

L450C.'

+

L405'6*

1

&';DC

等,

>

-

)

由于乳酸菌产胞外多糖量低(培养中
-Z$

可发生降解(

限制了它的应用,

(

-

)影响乳酸菌产胞外多糖的因素包括菌

株的遗传特性+培养基的组分及菌株生长环境,

+S,

-

(因此(优

化发酵条件对提高胞外多糖产量尤为重要)大量研究,

,S'&

-

表明(碳+氮源(培养温度(培养时间等是影响乳酸菌
-Z$

产

量的主要因素)本实验室在前期试验中筛得一株源于传统

四川泡菜的具有产胞外多糖能力的食窦魏斯氏菌
$C)&%

!

+.'CC.;;05')0?'0$C)&%

#!目前关于魏斯氏菌产胞外多糖的

报道鲜见(且还未发现探究其发酵条件的研究#(拟对其产胞

外多糖发酵条件进行优化(旨在提高
-Z$

产量(为菌株发酵

生产胞外多糖提供一定的数据参考)
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材料与方法
':'

!

材料与仪器

':':'

!

材料与试剂

菌种"食窦魏斯氏菌
$C)&%

!

+.'CC.;;05')0?'0$C)&%

#(分

离于四川传统泡制的泡生姜盐水(由四川农业大学食品微生

物实验室保存$

透析袋"选用
`R?@..

(截留量
,&&&

"

'@&&&R/

(上

海源叶生物科技有限公司$

`#$

液体及固体培养基"参考冯美琴等,

*

-的方法$

@*'



苯酚+硫酸+三氯乙酸!

M!U

#等"分析纯(万科化学试剂

公司)

':':%

!

主要仪器设备

立式自动电热压力蒸汽灭菌锅"

\Rjb)@&U"

型(上海三

申医疗核子仪器厂$

冷冻离心机"

$;<L/11$M'(#

型(美国科俊仪器有限

公司$

紫外
)

可见分光光度计"

!/<<

I

(&

型(安捷伦科技有限

公司$

精密电子天平"

M-@'%)\

型(德国
$/<8;<0D6

公司$

超纯水系统"

0̀110)]Y</90458

型(美国
0̀110

F

;<4

公司)
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!

方法

':%:'

!

种子液制备
!

将保藏于
S,&f

的食窦魏斯氏菌
$C)

&%

甘油管进行
`#$

平板划线(

?+f

活化
%@3

(挑取单菌落

至
`#$

液体培养基中培养
%@3

(按
%:&P

接种量接种到

`#$

液体培养基中(

?+f

培养
%@3

制得种子液)

':%:%

!

-Z$

含量测定
!

采用苯酚
)

硫酸法,

''

-

(以葡萄糖为标

准品制作标准曲线)

':%:?

!

碳+氮源对食窦魏斯氏菌
$C)&%

产
-Z$

的影响

!

'

#碳源对
-Z$

产量的影响"以
`#$

培养基为基础培

养基(其中的葡萄糖用等质量的果糖+蔗糖+乳糖+半乳糖+麦

芽糖替换(接入
%P

的种子液(

?+f

培养
%@3

(测定培养液中

-Z$

含量)

!

%

#葡萄糖质量浓度对
-Z$

产量的影响"以
`#$

培养

基为基础培养基(葡萄糖浓度梯度设置为
':&P

(

':>P

(

%:&P

(

%:>P

(

?:&P

(接入
%P

的种子液(

?+f

培养
%@3

(测定

培养液中
-Z$

含量)

!

?

#氮源对
-Z$

产量的影响"以
`#$

培养基为基础培

养基(其中的蛋白胨用等质量的大豆蛋白胨+胰蛋白胨+酪蛋

白胨替换(接入
%P

的种子液(

?+f

培养
%@3

(测定培养液中

-Z$

含量)

!

@

#大豆蛋白胨质量浓度对
-Z$

产量的影响"以
`#$

培养基为基础培养基(大豆蛋白胨浓度梯度设置为
&:>P

(

':&P

(

':>P

(

%:&P

(

%:>P

(接入
%P

的种子液(

?+ f

培养

%@3

(测定培养液中
-Z$

的含量)
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食窦魏斯氏菌
$C)&%

产
-Z$

发酵条件的优化

!

'

#菌株
$C)&%

接种量对
-Z$

产量的影响"以优化组分

的
`#$

培养基为基础培养基(分别以
'P

(

%P

(

?P

(

@P

(

>P

的接种量接入培养基中(

?+f

培养
%@3

(测定培养液中

-Z$

含量)

!

%

#培养时间对
-Z$

产量的影响"以优化组分的
`#$

培养基为基础培养基(按最优接种量接入培养基中(

?+f

分

别培养
'%

(

%@

(

?(

(

@,

(

(&3

(测定培养液中
-Z$

含量)

!

?

#培养温度对
-Z$

产量的影响"以优化组分的
`#$

培养基为基础培养基(按最优接种量接入培养基中(分别于

%%

(

%+

(

?%

(

?+

(

@%f

培养
%@3

(测定培养液中
-Z$

含量)

!

@

#食窦魏斯氏菌
$C)&%

产
-Z$

发酵条件的响应面试

验"在单因素试验结果的基础上(选取菌株
$C)&%

接种量+培

养时间和培养温度为影响因素(以
-Z$

产量为响应值(根据

;̂X)̂435J45

中心组合设计原理(进行三因素三水平响应面

试验设计(每组重复
?

次)

':%:>

!

数据处理
!

运用
R460

=

5-X

F

4<8,:&>

软件处理数据(

并作显著性分析)

%

!

结果与分析
%:'

!

食窦魏斯氏菌
$C)&%

产
-Z$

的最优培养基组分

%:':'

!

最适碳源及其最适质量浓度
!

碳源对胞外多糖产量

影响大(可为乳酸菌生长提供能量和营养物质)碳源的种类

不仅会影响乳酸菌胞外多糖的产量(而且其相对分子质量大

小也可能产生影响,

'%

-

)本试验在
`#$

培养基中分别加入

乳酸菌生长常用碳源(接种培养
%@3

后(培养液
-Z$

产量见

图
'

)从图
'

中可以看出(葡萄糖作为碳源时(

-Z$

产量最高

!

?'&:'.

=

*

\

#(蔗糖次之!

%*(:?.

=

*

\

#(而以麦芽糖作为碳

源时
-Z$

产量最低!

',,:*.

=

*

\

#(因此选择葡萄糖作为食

窦魏斯氏菌
$C)&%

产胞外多糖的最适碳源)顾笑梅等,

'?

-

+刘

燕,

@

-

'+S'*分别比较了含有不同糖类的培养基对菌株
j

%%%

+德

氏乳杆菌保加利亚亚种
Y'

产
-Z$

的影响(都是以葡萄糖为

碳源时
-Z$

产量最高(与本试验结果一致)

!!

由图
%

可知(葡萄糖质量浓度为
%P

时菌株
$C)&%

的

-Z$

产量最高(为
?'&:?.

=

*

\

)有报道,

'@

-也证明乳酸菌以

':>P

"

%:&P

葡萄糖为碳源时可得到最高产量的胞外多糖(

当葡萄糖质量浓度超过
%:>P

后
-Z$

产量显著下降(可能是

图
'

!

碳源对
+.'CC.;;05')0?'0$C)&%-Z$

产量的影响
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图
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!

葡萄糖质量浓度对
+.'CC.;;05')0?'0

$C)&%-Z$

产量的影响
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较高葡萄糖质量浓度产生了一定的渗透压(不利于魏斯氏菌

$C)&%

在生长代谢过程中分泌胞外多糖(因此以质量浓度
%P

为葡 萄 糖 最 适 添 加 量)

Y<;7745

等,

'>

- 研 究 指 出
L4

6.X)?D.5O''6D76

F

:@D;

3

0?'5DCB!T̂%++%

以葡萄糖为碳源

时(

-Z$

产量比以果糖为碳源时提高
%

倍(本试验碳源选择

结果与之一致)

%:':%

!

最适氮源及其最适质量浓度
!

氮源是添加到培养基

中给予微生物生命活动提供所需氮元素的营养物质(主要用

于合成微生物细胞的结构成分(分为无机氮源和有机氮源
%

种,

'(

-

)同碳源一样(氮源也是乳酸菌产胞外多糖的影响因

素之一)有机氮源含有丰富的蛋白质+氨基酸和维生素等(

因此本研究以大豆蛋白胨+普通蛋白胨+酪蛋白胨和胰蛋白

胨作为食窦魏斯氏菌
$C)&%

生长所需氮源探讨胞外多糖产

量的变化)由图
?

可知(大豆蛋白胨有利于胞外多糖的合

成(产量达到
?'>:,.

=

*

\

(普通蛋白胨次之!

?&@:'.

=

*

\

#(而

以胰蛋白胨作为氮源时胞外多糖的产量最低!

%+(:,.

=

*

\

#(

较以大豆蛋白胨为氮源时降低了
'%:?P

(因此选择大豆蛋白

胨为魏斯氏菌
$C)&%

产胞外多糖的最适氮源)

!!

由图
@

可知(大豆蛋白胨质量浓度为
&:>P

"

':>P

时(随

其质量浓度的增加(胞外多糖产量也逐步上升(当大豆蛋白胨

质量浓度为
':>P

时(胞外多糖产量达到最高!

?%?:*.

=

*

\

#(

大豆蛋白 胨质量浓度为
%:&P

时胞外多糖产量与之无显著性

图
?

!

氮源对
+.'CC.;;05')0?'0$C)&%-Z$

产量的影响

T0

=
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F
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图
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!

大豆蛋白胨质量浓度对
+.'CC.;;05')0?'0

$C)&%-Z$

产量的影响
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F
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F
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+.'CC.;;05')0?'0$C)&%

差异(质量浓度继续升高至
%:>P

(胞外多糖的产量反而降

低(因此以大豆蛋白胨浓度
':>P

为最适氮源质量浓度)崔

景丽等,

'+

-通过对内蒙古传统发酵酸马奶中分离出的
L4

50C.'j3/5

=

进行胞外多糖合成条件的研究(当以酪蛋白胨替

换普通蛋白胨为氮源时(其胞外多糖含量由
,@:'+.

=

*

\

提

高至
'&+:>,.

=

*

\

)陶静等,

',

-通过正交试验得到乳酸乳球

菌乳亚种
\\*

在选用乳糖作为碳源(大豆蛋白胨作为氮源(

菌株在最佳培养条件下
-Z$

产量可达到
%(%:(%,.

=

*

\

)

%:%

!

食窦魏斯氏菌
$C)&%

产胞外多糖最优发酵条件

%:%:'

!

接种量对食窦魏斯氏菌
$C)&%

胞外多糖产量的影响

适宜接种量是乳酸菌生长与代谢产物积累的前提(接种

量多少可影响培养液的初始菌量(进而影响菌体在生长过程

中代谢产物的产量)如图
>

所示(当接种量由
'P

逐渐升至

?P

时(胞外多糖的产量显著增加(在接种量为
?P

时最高(可

达
?%@:+.

=

*

\

(而当接种量继续增加(胞外多糖产量逐渐下

降(这是因为随着接种量的增加(菌种量逐渐增多其代谢产

物也相应增加(当接种量过高时(培养基中有限的能量及营

养物质不能满足菌体细胞正常的生长代谢(致使其代谢产物

也相应减少)因此以
?:&P

种子液为菌种的适宜接种量)

图
>

!

接种量对
+.'CC.;;05')0?'0$C)&%-Z$

产量的影响

T0

=

D<4 >

!

-HH428 ;H 05;2D1D. 2;52458</80;5 ;5 -Z$

F

<;9D280;57

I

+.'CC.;;05')0?'0$C)&%

%:%:%

!

培养时间对魏斯氏菌
$C)&%

胞外多糖产量的影响

由图
(

可知(不同的培养时间对胞外多糖的产量有影

响)在培养前期胞外多糖产量较低(说明在菌株
$C)&%

对数

生长期(由于培养基中营养物质充足(有利于菌体的生长繁

殖但不利于
-Z$

的积累)当培养至
?(3

时(

-Z$

产量为

?'?:+.

=

*

\

!最大值#(这时菌株
$C)&%

正好处于生长稳定期

的后期(一般
-Z$

产生于菌体的对数生长末期和稳定期(因

此延长培养时间有利于
-Z$

的积累,

(

-

)而进一步延长培养

时间(菌体会分泌能够降解多糖的酶而使胞外多糖产量开始

呈下降趋势,

'*

-

(在培养
(&3

时胞外多糖产量仅为
%+,.

=

*

\

(

比最大产量减少了
''P

)故确定魏斯氏菌
$C)&%

合成胞外

多糖的适宜培养时间为
?(3

)

%:%:?

!

培养温度对食窦魏斯氏菌
$C)&%

胞外多糖产量的影

响
!

培养温度不同(乳酸菌菌株的生长速度及其合成
-Z$

的产量也有明显的区别,

'&

(

%&

-

)不同培养温度对胞外多糖产

量的影响见图
+

)当温度为
%%f

时(由于培养温度较低(菌

体生长繁殖缓慢(菌体细胞浓度不高(使合成
-Z$

的类异戊

(*'

第
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图
(

!

培养时间对
+.'CC.;;05')0?'0$C)&%

-Z$

产量的影响

T0

=

D<4(

!

-HH428;H052D7/80;580.4;5-Z$

F

<;9D280;5

7

I

+.'CC.;;05')0?'0$C)&%

图
+

!

培养温度对
+.'CC.;;05')0?'0$C)&%-Z$

产量的影响

T0

=

D<4+

!

-HH428;H052D7/80;584.

F

4</8D<4;5-Z$

F

<;9D280;57

I

+.'CC.;;05')0?'0$C)&%

二烯脂质载体发生钝化作用(使胞外多糖合成产量较低,

%&

-

(

仅为
%&?:>.

=

*

\

$随着培养温度的升高(胞外多糖产量也随

之增大(培 养 温 度 为
?+ f

时 胞 外 多 糖 产 量 达 到 峰 值

!

?'+:'.

=

*

\

#(可能是魏斯氏菌的最适生长温度为
?+f

左

右(此时菌株生长旺盛(繁殖积累了较多的菌体(使
-Z$

合

成量也相应增加$当温度继续升高至
@%f

时(过高的温度使

菌体细胞生长和细胞壁的合成过快(不利于胞外多糖的产

生(胞外多糖产量较之前明显下降,

%'

-

)因此(选择
?+f

为

魏斯氏菌
$C)&%

合成胞外多糖的适宜培养温度)

4̂5

=

;/

等,

'&

-研究认为(副干酪乳杆菌菌株!

L4

1

0?050C.'68</056!")

R!U,?'%@

+

!"R!U,?'%?

+

!"R!U,??*

#在较低培养温度下

有利于合成
-Z$

(其中菌株
!"R!U,??*

在
%&

(

?&f

培养比

?+f

培养增加了约
'

倍
-Z$

产量(菌株
!"R!U,?'%@

在
%&

(

?&

(

?+f

培养下(

-Z$

的产量分别为
''+&

(

>%+

(

?+?

'

=

*

'i

'&

,

!TW

(而菌株
!"R!U,?'%?

在不同温度下
-Z$

产量约有

差异(而且不同培养温度影响
-Z$

相对分子质量大小)这

些研究结果表明了不同种类及菌株乳酸菌合成
-Z$

的培养

温度不同(进而说明菌株
-Z$

发酵条件优化的意义)

%:%:@

!

响应面试验结果与分析

!

'

#

;̂X)̂435J45

试验设计和响应面分析"

;̂X)̂435J45

试验设计见表
'

(响应面试验设计及结果见表
%

)

!!

对表
%

中魏斯氏菌
$C)&%

胞外多糖产量的试验数据进行

多元回归拟合(获得胞外多糖产量对接种量+培养时间和培

表
'

!

;̂X)̂435J45

试验设计因素水平表

M/714'

!

T/28;</5914L41;H ;̂X)̂435J459460

=

5

水平
U

接种量*
P ^

培养时间*
3 !

培养温度*
f

S' ' '% ?%

& % %@ ?+

' ? ?( @%

表
%

!

菌株
$C)&%

产
-Z$

的响应面试验设计及结果

M/714%

!

-X

F

4<0.4589460

=

5/59<46D18;H#$U;H-Z$)

F

<;)

9D205

=

7

I

68</05$C)&%

序号
U ^ ! /-Z$

产量*!

.

=

2

\

S'

#

' & & & ?'@:@

% & ' ' %*':*

? ' ' & ??&:'

@ S' ' & %,&:%

> & & & ?&*:'

( S' & ' %>(:,

+ & S' S' %@(:%

, & S' ' %@':'

* S' S' & %@(:'

'& ' & S' ?&':,

'' ' S' & %>+:*

'% S' & S' %+&:?

'? ' & ' ?'':*

'@ & ' S' ?&,:*

'> & & & ?'':'

养温度的二次多项回归方程"

/a?'':>?k',:>@, k%+:>&@S?:%'!k*:>%,@k

>:*&,!S?:&?@!S*:*%,

%

S%?:&@@

%

S'(:@%!

%

) !

'

#

对该模型方程进行方差分析(结果见表
?

)由表
?

可知(

本试验所选用的二次多项模型具有显著性(失拟项不显著(

其相关系数为
&:*(+*

(说明
-Z$

产量的实测值与预测值之

间具有较好的拟合度(此方法能够较好地模拟出各因素对胞

外多糖产量的影响情况)

!!

方程一次项中
U

和
^

因素均极显著!

Z

'

&:&'

#(

!

因素

不显著!

Z

(

&:&>

#(但二次项因素均显著(具有显著的曲面关

系)

Û

对响应值的影响显著!

Z

'

&:&>

#(表明
U

和
^

之间的

交互作用显著影响了
-Z$

含量(

!

和
U

及
^

之间的交互作

用影响不显著!

Z

(

&:&>

#)因此(

?

个因素之间并非简单线性

关系(而存在交互作用)各因素按影响大小依次排序为培养

时间
(

接种量
(

培养温度)

!!

!

%

#各因素交互作用对
-Z$

含量的响应面分析"各因素

交互作用的响应面图和等高线图见图
,

"

'&

)根据响应曲面

和等高线变化看出(培养时间略显著于接种量(二者之间协

同作用对
$C)&%

产
-Z$

影响较大!图
,

#$接种量比培养温度

对
$C)&%

产
-Z$

的影响更为显著(二者之间的交互作用较弱

!图
*

#$培养时间比培养温度对
$C)&%

产
-Z$

的影响更为显

著(二者之间的交互作用较弱(但这二者强于接种量与培养

+*'

开发应用
!

%&',
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温度的交互作用!图
*

#)上述表明(

?

个因素对菌株
$C)&%

的

-Z$

产量的影响因素显著性顺序为"培养时间
(

接种量
(

培

养温度(与方差分析结果一致)

通过比较图
,

"

'&

可知(

?

个因素在取值内均能产生最

佳响应值(说明取值选择合理)由
R460

=

5)-X

F

4<8,:&>

软件

对试验参数进一步优化(得出的产胞外多糖的最优条件为"

接种量
?:&&P

(培养时间
??:(?3

(培养温度
?+:&@f

(可获得

胞外 多糖产量为
??>:&?.

=

*

\

)考虑到实际可操作性(将优

表
?

!

回归方程方差分析Q

M/714?

!

U5/1

I

606;HL/<0/524H;<<4

=

<4660;5.;941

方差来源 自由度 偏差平方和 平均偏差平方和
E

值
Z<

(

E

显著性

U ' %+@*:'' %+@*:'' *>:*' &:&&&%

&&

^ ' (&>&:&& (&>&:&& %'':&(

'

&:&&&'

&&

! ' ,%:>( ,%:>( %:,, &:'>&@

Û ' ?(%:*& ?(%:*& '%:(( &:&'(%

&

U! ' '?*:%@ '?*:%@ @:,( &:&+,+

!̂ ' ?(:(& ?(:(& ':%, &:?&*+

U

%

' ?(?:'& ?(?:'& '%:(+ &:&'(%

&

^

%

' '*(&:?' '*(&:?' (,:?* &:&&&@

&&

!

%

' **>:'& **>:'& ?@:+% &:&&%&

&&

回归模型
* '%?(>:?, '?+?:*? @+:*? &:&&&?

&&

误差项
> '@?:?% %,:((

""""""""""""""""""""""""""""""""""

失拟项
? '%*:&& @?:&& (:&& &:'@('

纯误差
% '@:?? +:'(

所有项
'@ '%>&,:+&

!!!!!!!!!!

Q

!

%

&&

&表示差异极显著!

Z

'

&:&'

#$%

&

&表示差异显著!

Z

'

&:&>

#)

图
,

!

接种量和培养时间的响应面立体图和等高线图

T0

=

D<4,

!

"5;2D1D.2;52458</80;5/59052D7/80;580.42;58;D<1054

=

</

F

3/592D702

=

</

F

3;H<46

F

;5646D<H/24

图
*

!

接种量和培养温度的响应面立体图和等高线图

T0

=

D<4*

!

"5;2D1D.2;52458</80;5/59052D7/80;584.

F

4</8D<42;58;D<1054

=

</

F

3/592D702

=

</

F

3;H<46

F

;5646D<H/24
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图
'&

!

培养时间和培养温度的响应面立体图和等高线图

T0

=

D<4'&

!

"52D7/80;580.4/59052D7/80;584.

F

4</8D<42;58;D<1054

=

</

F

3/592D702

=

</

F

3;H<46

F

;5646D<H/24

化参数调整为"接种量
?:&&P

(培养时间
?@3

(培养温度

?+f

)为检验响应面分析法的可靠性(采用所得优化参数

进行食窦魏斯氏菌
$C)&%

发酵实验(经
?

次平行实验(得菌株

$C)&%

胞外多糖产量平均值为
??':@+.

=

*

\

(与理论预测值的

相对误差为
':'*P

(说明本试验优化获得的发酵条件结果正

确(具有实践意义)

?

!

结论
本试验以

`#$

为基础培养基(通过碳+氮源种类及其添

加水平的优化(维持葡萄糖
%P

添加量不变+可用
':>P

的大

豆蛋白胨替代其中的普通蛋白胨(通过
;̂X)̂435J45

设计对

发酵条件进行优化(得出最优发酵条件为接种量
?:&&P

+培

养时间
?@3

+培养温度
?+f

)此条件下食窦魏斯氏菌
$C)&%

的
-Z$

理论值为
??>:&?.

=

*

\

(经过验证魏斯氏菌
$C)&%

在

此条件下
-Z$

产量为
??':@+.

=

*

\

(与理论预测值相对误差

仅为
':'*P

(比优化前提高了
'+P

)
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