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摘要:目的:研究标准化稳定天然酵母发酵剂的制备工

艺,探究干燥工艺及保护剂对天然酵母活性的影响,并研

究其贮藏活性.方法:选用多种水果制备天然酵母,研究

其发酵过程并分离菌株通过ITs和１６s基因测序在数据

库中比对鉴定优势菌株.以干燥工艺处理后的存活率和

贮藏活性为指标,通过选择干燥工艺、样品状态和保护剂

配方来获得最佳方案.结果:葡萄天然酵母制备的面包

具有最好的比容、孔隙度和硬度.在此基础上,以干燥存

活率和贮藏活性为指标得到两种保护效果较好的配方:

① 冷冻干 燥 优 势 菌 种 菌 液,脱 脂 乳 粉 ３５％、麦 芽 糊 精

７．５％和海藻糖２５％,干燥存活率约为９３％;② 天然酵母

整体喷雾干燥,脱脂乳粉３５％、麦芽糊精１０％和海藻糖

１５％,干燥存活率约为９０％.结论:喷雾干燥的发酵剂贮

藏活性下降较快,而冷冻干燥的发酵剂贮藏活性较强.

关键词:天然酵母;面包;乳酸菌;干燥工艺;保护剂

Abstract:Objective:Thisresearchaimedtostudythepreparation

ofstandardizedandstablesourdoughstarter,toexplorethe

effectsofdifferentdryingprocessesandprotectiveagentsonthe

survivalrateofsourdough,andexamineitsstorageactivity．

Methods:Avarietyoffruitswereselectedtopreparesourdough,

thefermentation process wasstudied,andthestrains were

isolatedandidentifiedbyITsand１６sgenesequencinginthe

database．Theoptimum schemewasobtainedbyselectingthe

dryingprocess,samplestateandprotectantformulationwiththe

activityafterdryingandstorageactivityasindexes．Results:It

wasfoundthatthebreadpreparedwithgrapesourdoughhadthe

bestspecificvolume,porosityandhardness．Onthisbasis,the

dryingsurvivalrateandstorageactivitywereusedasindexesto

studythecombinationofdryingprotectants．Finally,twobetter

protective agent formulations were obtained by orthogonal

experiment:① FreezeＧdriedthedominantpurebacterialsolution,

skim milk３５％,maltodextrin７．５％andtrehalose２５％,andthe

dryingsurvivalratewasabout９３％．② Spraydriedsourdough

germ whole,skim milk３５％,maltodextrin１０％ andtrehalose

１５％,andthedryingsurvivalratewasabout９０％．Conclusion:Itwas

foundthatthestorageactivityofthesprayＧdriedstarterdecreased

rapidly,whilethatofthefreezeＧdriedstarterwasslower．

Keywords:sourdough; bread;lactic acid bacteria; drying

process;protectiveagent

面包是世界范围内食用最广泛的主食之一[１].诸多

新型健康天然产品中,天然酵母有３０００多年的历史,其
通常被定义为面粉、水和内源性微生物的发酵混合物[２].

乳酸菌和酵母菌是天然酵母微生物的两种主要类型,二
者比例通常为１００∶１[３].用天然酵母制备的面包具有降

低血糖指数[４],提高矿物质生物利用度[５]和降低麸质含

量等作用.与普通面包相比,天然酵母面包含有更少的

可发酵低聚糖、双糖、单糖和多元醇(FODMAP)[６],且含

有更多的生物活性化合物,如γＧ氨基丁酸和多酚类化

合物[７].

根据微生物发酵活性,天然酵母的应用形式可分为I
型、II型和III型三大类.I型天然酵母是通过传统方法

培养,主要为室温环境下的连续继代培养(间隔时间一般

为８~２４h).这种发酵方式可以保证内源微生物始终处

于较活跃状态.同时,其微生物来源主要为环境、原料和

水,这种发酵过程能够保持自身菌群处于较稳定的状

态[８].近年来,对微生物基因等方面的高通量研究方法

愈发完善,使得对复杂菌群的研究更加深入,天然酵母就

是其中一例,其样本通常同时含有１~２种酵母菌和数种

乳酸菌.I型天然酵母在面包制备中有很好的产气效果

(一般不额外添加商用即发酵母),且能够改善面包组织、
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增添风味和延长保质期.然而,天然酵母的微生物多样性

使其品质差异巨大.I型天然酵母在使用中存在的主要问

题为规模小、操作复杂、易污染、难以标准化等.生产中存

在的不利因素促进了II型和III型天然酵母的产生[９].

II型天然酵母是通过大型发酵装置实现大批量一次

发酵,来实现更合理的批次化面包生产,其流程通常是持

续发酵１５~２０h或者发酵８h后再投料扩大发酵一次,

完成发酵后贮藏于相应容器中,再投入生产.因其一般

维持一个较长的发酵阶段,内部微生物群通常处于代谢

中后期,因此II型天然酵母一般表现出较高的酸度,在面

包生产中更多地扮演酸化剂和风味添加剂的角色.为达

到使用时仍有较好发酵活性的效果,II型天然酵母的菌

种一般具有较好的耐酸性能,常见的酵母菌有酿酒酵母

(Saccharomycescerevisiae),乳 酸 菌 有:短 乳 杆 菌

(Levilactobacillus brevis )、 发 酵 乳 杆 菌

(Limosilactobacillus fermentum )、 植 物 乳 杆 菌

(Lactiplantibacillus plantarum )、罗 伊 氏 乳 杆 菌

(Limosilactobacillus reuteri) 和 旧 金 山 乳 杆 菌

(Fructilactobacillussanfranciscensis)等[１０].由于II型天

然酵母的酸度较强(一般pH 低于３．５),生产过程中会影

响最终产品的食用品质.同时,在批次化生产中,尽管II
型天然酵母在同一批次的产品中效果较均一,但经过长

时间使用后其批次间差异仍较为显著[１１].
为达到长时间的品质均一,研究者对稳定化的天然

酵母发酵剂进行了相关研究,III型天然酵母就是其中最

主要的产品形式.III型天然酵母是将培养完成的天然酵

母通过不同的干燥手段制备成的粉末状发酵剂[１２].这种

方式保留了天然酵母的风味特性,批次间生产的稳定性

也得到提升.然而,因干燥工艺和菌种保护的缺陷导致

发酵剂的发酵活性较差,生产中通常需要极大的投料量

(超过面粉质量１０％).因此,根据发酵微生物的发酵活

性、风味物质产出和温度敏感性选择合适的菌种是制备III
型天然酵母的关键因素.其中异型发酵的短乳杆菌(L．
brevis)、兼 性 异 型 发 酵 的 戊 糖 片 球 菌 (Pediococcus

pentosaceus)和兼性异型发酵的植物乳杆菌(L．plantarum)

具有较好的相应属性[１３].同时,针对在干燥过程中缺少适

合的保护剂等问题,需进一步研究以优化天然酵母发酵

剂,使其品质稳定、贮藏活性好、干燥存活率高.

研究拟对天然酵母进行分离鉴定,采用不同方案进

行不同干燥工艺处理,分析保护剂对其存活率的影响,并
进一步对存活率高的方案进行贮藏试验,以探究其实际

应用价值,旨在为天然酵母面包产业化发展提供理论和

技术指导.

１　材料与方法

１．１　材料、试剂与仪器

高筋小麦粉:益海嘉里金龙鱼粮油食品股份有限公司;

起酥油:艾迪科食品有限公司;

即发干酵母:乐斯福(明光)有限公司;

乳酸杆菌琼脂培养基(MRS):杭州百思生物技术有

限公司;

水果、食用盐、蔗糖、海藻糖(HRE)、麦芽糊精(MD)、

脱脂乳粉(SM)、乳清蛋白(WHEY):市售;

酵母浸出粉胨葡萄糖培养基(YPD)、片状 NaOH、酚

酞:国药集团药业股份有限公司;

酵母基因组 DNA提取试剂盒、细菌基因组 DNA 提

取试剂盒:上海碧云天生物技术有限公司;

引物:苏州金唯智生物科技有限公司;

真空冷冻干燥机:LGJＧ１０E 型,四环福瑞科技有限

公司;

喷雾干燥机:BUCHIBＧ２９０型,步崎实验室设备贸易

有限公司;

电烤箱:WTNS３６型,联合纬创机械有限公司;

醒发箱:JWＧLD１８SP型,联合纬创机械有限公司;

PCR仪:XP型,博日科技有限公司;

物性分析仪:TA．XTCＧ１８型,保圣实业有限公司;

pH计:FE２０型,梅特勒—托利多精密仪器有限公司;

霉菌培养箱:BMJＧ４００C型,博讯医疗生物有限公司.

１．２　试验方法

１．２．１　天然酵母及其面包制备

(１)天然酵母的培养:参考虞桠芳[１４]的方法并修改.

将百香果、葡萄、橙子、梨洗净,擦干,切成２cm×３cm×

３cm 块状.取４００g水果于玻璃发酵罐中,加入４００mL
灭菌水,４０g蔗糖,保鲜膜封口后关闭罐口,室温下避光

培养７d.发酵完成后得到百香果天然酵母发酵液(pfs)、

葡萄天然酵母发酵液(gs)、橙子天然酵母发酵液(os)和梨

天然酵母发酵液(ps).将发酵液和高筋面粉按质量比

１∶１混匀,２８℃发酵２４h,按相同比例添加等质量的灭

菌水和面粉,再发酵２４h,并重复添加和发酵两次,最终

得到天然酵母,分别命名为PFS、GS、OS和PS.

(２)面包制作:将面包面团所需物料按表１配制好,

向搅拌机内投入物料搅打成团.加入起酥油,搅打至表

面光滑,获得面包面团.将面团正反两面于室温各静置

醒发３０min,分割 成 １５０g的 面 团 并 搓 圆.静 置 松 弛

２０min,用擀面杖将面团擀整成型,放入模具中醒发,醒

发温度为３８ ℃,８５％湿度,醒发时间５０min.放入烤箱

烘烤,上火１８０ ℃,下火２００ ℃,时间２５min.为控制发

酵菌数量,进行了发酵剂添加量的平衡,即发干酵母一般

的活菌数为１０１０CFU/g,天然酵母稳定后的总活菌数一

般不超过５×１０８CFU/g,因此在配方上对其添加的发酵

剂数量进行了控制.各天然酵母制备的面包分别命名为

PFSB、GSB、OSB和PSB,空白面包样命名为CB.面包于
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表１　面包配方†

Table１　Recipeofbreads g

物料 空白面包 天然酵母面包

小麦粉　　 １０００ ９５０

细砂糖　　 １００ １００

即发干酵母 １５ ８

天然酵母　 / １００

盐　　　　 １０ １０

水　　　　 ６００ ５５０

起酥油　　 ６０ ６０

　†　天然酵母中含有小麦粉和水,其质量比为１∶１;天然菌种

的添加量依据其总活菌数量,使其与空白样品中所含发酵

菌数量水平相同.

室温静置６h后取样测定或冻干备用.

１．２．２　菌群分离与鉴定　取部分天然酵母进行１０倍梯

度稀释至１０－８.于适当的稀释梯度(通常为１０－５,１０－６,

１０－７)下取１０μL样品涂布于 YPD 和 MRS平板进行培

养.在菌落数量较合适的平板上挑取全部单菌落,放入

相应液体培养基中进行扩大培养,取部分菌液按体积比

１∶１加入６０％甘油,混匀,于－８０℃贮藏.

采用１６s和ITS高通量基因测序对分离得到的菌种

进行鉴定.用细菌基因组 DNA 提取试剂盒提取乳酸菌

DNA,用酵母基因组 DNA提取试剂盒提取酵母菌 DNA,

对比其吸光度值,并判断其纯度.进行PCR扩增试验,反

应体系为５０μL,包括上游引物２μL、下游引物２μL、

DNA 模 板 ２μL、PCR 扩 增 预 混 液 ２５μL 和 ddH２ O

１９μL,其中PCR预混液包括 DNA聚合酶、脱氧核苷酸、

Mg２＋ 等.扩增条件:９５℃保持５min,开始循环９５℃保

持２０s,５５℃保持３０s,７２℃保持１min,重复３３次,循环

结束后７２℃保持５min,于４ ℃贮藏.乳酸菌所使用的

上 游 扩 增 引 物 为 ２７F: (５′Ｇ

AGAGTTTGATCCTGGCTCAGＧ３′),下 游 扩 增 引 物 为

１４９２R:(５′ＧCTACGGCTACCTTGTTACGAＧ３′),酵 母 菌

所 使 用 的 上 游 扩 增 引 物 为 ITS１: (５′Ｇ

TCCGTAGGTGAACCTGCGGＧ３′),下 游 扩 增 引 物 为

ITS４: (５′ＧTCCTCCGCTTATTGATATGCＧ３′). 取

２．５μLPCR产物进行１％的琼脂糖凝胶电泳,并使用化

学凝胶成像系统进行成像拍照.将 PCR 产物寄送检测

公司进行测序,并与已知菌种序列进行同源性对比.

１．２．３　发酵剂制备　将分离鉴定出的优势菌种进行扩大

培养,按菌种分布比例混合后命名为天然酵母优势菌菌

液,并加入保护剂,若不加保护剂则加入５％的小麦面粉

作为载体.将天然酵母整体加入保护剂或不加保护剂作

为干燥底 料.两 种 干 燥 方 式 的 菌 落 数 控 制 在 酵 母 菌

１０７CFU/mL,乳酸菌１０９ CFU/mL.冷冻干燥条件:底

料混匀后于－８０℃冷冻４~６h,真空冷冻干燥,－２０ ℃
真空处理２~３d.喷雾干燥工艺条件:干燥底料于４０℃
水浴１０min后进料,进出口温度１３５/７５ ℃、进料速度

１mL/s.得到干燥后的发酵剂于 ４ ℃ 贮藏(不控制空

气),按干燥后和贮藏时间取样进行活菌量测定.将天然

酵母整体和优势菌菌液分别进行喷雾干燥和冷冻干燥处

理,喷雾干燥天然酵母整体命名为SDＧD,冷冻干燥天然

酵母整体命名为FDＧD,喷雾干燥优势菌菌液命名为SDＧ

S,冷冻干燥优势菌菌液命名为FDＧS.

保护剂试验中,经筛选得到麦芽糊精(MD)、海藻糖

(TRE)、脱脂乳粉(SM)和分离乳清蛋白(WHEY)作为保

护剂.在得到单保护剂最佳浓度后,排除分离乳清蛋白

后,进行三因素三水平的正交试验分析最佳的复配保

护剂.

１．２．４　pH 值测定　采用pH 计.

１．２．５　存活率测定　待测样品使用灭菌水进行１０倍梯

度稀释至１０－８.选择３个较恰当的浓度梯度(通常为

１０－４,１０－５,１０－６),取１０μL稀释液进行平板涂布(MRS
琼脂平板和 YPD琼脂平板),分别倒置于３７,２８ ℃培养

４８h,进行菌落计数.每组样品重复测定３次.

１．２．６　比容测定　参照 AACC１０Ｇ０５标准测试方法并修

改.使用小米替代油菜籽测定体积,使用电子秤称重后

计算比容.每组样品重复测定３次.

１．２．７　孔隙度测定　将面包放凉后切薄片,使用扫描仪

扫描面包截面,用ImageJ软件分析面包截面孔隙属性.

每组样品重复测定６次.

１．２．８　质构测定　参照 AACC７４Ｇ０９测试方法并修改.

面包放凉后３h,将其切为均匀薄片(１６~１８mm),取３片

进行 TPA测试.探头为 P３６R,下压速率２mm/s、测定

速率１．５mm/s、应变力０．００５N,形变程度５０％,两次压

缩间隔４s.

１．２．９　数据统计与分析　采用 Excel２０１９和SPSS２０软

件进行统计分析和显著性分析,显著性水平为０．０５.数

据可视化由 Origin２０２２软件完成.

２　结果与讨论

２．１　天然酵母发酵过程

由图１(a)可知,os和pfs在培养初期的pH 值显著

低于ps和gs的,其中os的pH 值最低为５．０３.其主要

原因为不同天然酵母选用的发酵底物自身酸度不同[１５].

发酵第３~５天,４种天然酵母的 pH 值均快速下降至

３．５~４．０,与Fang等[１６]的研究结果类似.其主要原因为

天然酵母在培养过程中经过前期的菌群竞争出现了有显

著生存优势的菌种,并且在中期优势菌群进行快速生长

产生了大量的有机酸代谢物使得整体 pH 值快速下降.

发酵末期,４种天然酵母的pH值变化基本稳定,gs和ps

９９１
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图１　不同天然酵母发酵过程的pH 值和菌群数量变化

Figure１　ChangesofpHvalueandcolonynumberduringfermentationofdifferentsourdoughs

的pH 值仍显著高于os和pfs的,但绝对差距缩小了近

５０％.发酵后期酸度差异主要来源于发酵底物的酸度不

同和优势菌群代谢差异[１５].

　　由图１(b)可知,菌落总数在整个发酵期间持续增长,

在发酵前２d和第７天的增速较为缓慢,在发酵中期的增

速最快,与刘若诗[１７]的研究结果类似,与天然酵母发酵期

间pH 值的变化结果相符合.发酵后期,不同天然酵母的

菌落数均＞１０８CFU/mL且无显著差异,主要原因是获得

竞争优势的主要菌种为植物乳杆菌,其生长活性差异较

小且环境给予的营养物质总量固定.

不同的天然酵母发酵过程中的pH 值均呈先缓慢下

降后快速下降再趋于稳定的趋势,表明天然酵母培养存

在前期菌群水平高、杂菌多的情况,这是天然酵母优势菌

群不稳定的主要原因.中期优势菌群迅速生长繁殖,代
谢产物快速增多;后期菌群达到动态稳定,在环境营养物

质不足等因素影响下,整体代谢活性降低.

２．２　天然酵母的品质

由表２可知,GSB的比容显著大于其他面包的,CB、

PFSB和 OSB的次之且无显著差异,PSB的比容显著小

于其他面包的.不同的天然酵母制备的面包因其优势菌

不同,其品质也有一定差异,主要是不同菌株的代谢产物

有差异,包括胞外多糖、有机酸种类和产量等[１８].５种面

包的平均孔隙无显著差异,但 PSB和 PFSB的孔隙相对

较大.孔隙大小能在一定程度上反映面包的组织品质,

细密的空隙能包裹更多的气体,更利于品质提升[１９].

GSB和PSB的硬度小于其他面包的,同时 GSB的品

质略优于 PSB.OSB的硬度显著小于 PFSB和 CB的.

Yu等[１５]研究表明,添加天然酵母可以改善面包的质构特

性,尤其是硬度及其相关属性,其主要原因是有机酸和其

他有益代谢物改善了面包的组织结构.在弹性方面,

PSB、OSB和PFSB的弹性相对优于其他面包,但其绝对

差距较小.综上,GSB的品质相对更好,并以此为基础进

行发酵剂的开发.

２．３　菌种鉴定

由表３可知,酿酒酵母和植物乳杆菌是４组天然酵

母中丰度相对较高的菌种.酿酒酵母是活性相对较强的

菌种,一般可以耐受较低的pH 值和高渗透压,比较适合

天然酵母和面包生产的体系.植物乳杆菌作为主要的细

菌菌种,在多个方面起到有益作用,包括肠道和抗氧化方

面,而其对多种碳水化合物的消化能力是使其在该体系

中较为常见的主要原因[２０].

２．４　干燥工艺分析

由图２可知,经 FDＧS和 SDＧD 处理后的活菌数显

著 高于其他组别,经SDＧS和FDＧD处理后的活菌数较少

表２　天然酵母面包烘焙属性†

Table２　Bakingqualitiesofsourdoughbreads

样品
比容/

(cm３􀅰g－１)

平均孔隙大小/

mm２

孔隙度/

％

硬度/

N
弹性

CB ４．６８±０．０７b １７３．７３±６．４１ ３９．６２±２．１０c ０．２７３±０．０１９a ０．８０±０．０３c

PFSB ４．６５±０．０１b １７９．４９±１．０６ ４９．４３±１．６１a ０．２５０±０．０１０a ０．８４±０．０１ab

GSB ４．７９±０．０１a １７６．６８±７．０９ ４１．７７±２．７０bc ０．１７６±０．０１２c ０．８２±０．０２bc

OSB ４．６４±０．０４b １７４．５１±３．２５ ４３．８０±３．０５b ０．２１２±０．０１１b ０．８５±０．０１ab

PSB ４．５４±０．０８c １８２．３０±５．６４ ４６．８３±２．７４ab ０．１８５±０．０１２c ０．８７±０．０２a

　　　　　　　†　字母不同表示差异显著(P＜０．０５).

００２
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表３　天然酵母微生物分离鉴定

Table３　Isolationandidentificationofsourdoughstrains

样品名
酵母菌

菌种 菌株名称 占比/％

乳酸菌

菌种 菌株名称 占比/％

PFS 酿酒酵母 S．cisolateA３ ４３．５ 植物乳杆菌 L．p Heal１９ ８３．６

酿酒酵母 S．cKSD ２３．７

PS 酿酒酵母 S．cisolate２８ ５６．３ 植物乳杆菌 L．p３３５６ ６４．８

S．cY１２５ ２６．４ 乳酸乳球菌 L．lactis４３５５ ２９．２

GS 酿酒酵母 S．cY１１７ ３４．０ 融合魏斯氏乳酸菌 W．c３０５２ ７．９

酿酒酵母 S．cTU１１ ２７．６ 植物乳杆菌 L．p２１９４ ３２．１

酿酒酵母 S．cXZFM１５F１ ２６．３ 植物乳杆菌 L．p２３２９ ２５．７

植物乳杆菌 L．p NＧ１ １６．９

植物乳杆菌 L．p２８７７ １３．４

OS 酿酒酵母 S．cOM３８ ８５．８ 植物乳杆菌 L．p２１９４ ５１．５

植物乳杆菌 L．pSKLＧ１８ ３７．０

图２　无保护剂干燥处理的乳酸菌存活情况

Figure２　Survivalrateofbacteriatreatedwithout

protectiveagentdrying

(＜５％).酵母菌的存活能力较强,在干燥处理后存活率

要高于细菌.FDＧS的活菌数始终保持最高,但在无保护

剂环境下,活菌数呈指数级下降.同时,经 SDＧS处理后

的活菌数和贮藏活菌数均显著低于其他组别.FDＧS采

用冻干优势菌株菌液的方案处理,其活菌数和贮藏效果

较好,可能是因为菌株菌液更适应冻干的处理方式,且在

后续贮藏中微胶囊能较好地延续微生物的低新陈代谢状

态[２１].SDＧD采用整体喷雾干燥天然酵母的方案处理,保
留了大部分固体作为载体,其初始活菌数较高但贮藏效

果较差,主要原因可能是在缺少保护剂的情况下,尽管进

行了温度等条件的调整,但活菌的细胞壁仍会受到热损

伤.在干燥初始的情况下可以进行繁殖,但在低新陈代

谢的情况下菌株难以长期存活[２２].因此,选择纯菌液冻

干和天然酵母整体喷干两种方式进行保护剂添加处理,
可以弥补其缺点提高存活率并延长贮藏期限.

２．５　干燥保护剂优化

由图３可知,SM保护剂对两种干燥方案的保护效果

FDSMD１０为添加１０％麦芽糊精冻干优势菌菌液;FDSTRE２０
为添加２０％海藻糖冻干优势菌菌液;SDD MD１０为添加１０％麦

芽糊精喷干天然酵母整体;SDDTRE２０为添加２０％海藻糖喷干

天然酵母整体;FDSSM３０为添加３０％脱脂乳粉冻干优势菌菌

液;FDSWHEY１０为添加１０％乳清蛋白冻干优势菌菌液;SDD

SM３０为添加３０％脱脂乳粉喷干天然酵母整体;SDD WHEY１０
为添加１０％乳清蛋白喷干天然酵母整体

图３　添加单种保护剂后的存活率曲线

Figure３　Survivalrateofbacteriatreatedwith

protectiveagents

显著高于其他保护剂,使用 MD和 TRE保护剂进行冻干

处理的存活率约为４０％,且贮藏保护效果较好,第３０天

时仍有约３０％的存活率.所有喷雾干燥组均存在贮藏过

程中存活率下降较快的问题,可能是单保护剂的使用量

和保护效果对降低热处理造成的损伤作用不强[２３].使用

WHEY作为冻干保护剂时,初始存活率较低,其保护效

果不佳.干燥过程中糖类保护剂的羟基会与蛋白质表面

的极性基团形成氢键,取代表面的水分子,形成一层膜防

止菌体表面直接暴露从而提高菌活性[２４].使用 MD 和

１０２
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TRE作为保护剂进行干燥的初始存活率为４０％~６０％,

保护效果相对较好.同时,糖类保护剂在冻干时会转变

为玻璃态,具有较高的黏度和较低的扩散性,会包裹在物

质表面维持整体结构,这可能是糖类保护剂在冻干处理

时贮藏效果较好的主要原因[２３].蛋白保护剂通常能够自

发吸附在菌体表面,对大多数菌的干燥处理都有保护作

用,SM 为常见且有效的保护剂.WHEY 在两种处理方

式中效果均相对较差,其主要原因可能是乳清蛋白对菌

体的包裹性不好,同时 WHEY自身的热稳定能力在其原

本的工艺流程中结构已经被破坏.因此,选用 SM、MD
和 TRE进行后续复配研究.

　　在前期试验基础上,以 MD 添加量、TRE添加量和

SM 添加量为试验因素,以菌种存活率为考察指标进行三

因素三水平正交试验优化最佳的复配保护剂配比.试验

因素水平见表４,试验设计及结果见表５.

　　由表５可知,试验７的冷冻干燥初始存活率显著高

于其他组,试验３和试验５的冷冻干燥初始存活率最低,

其他组的冷冻干燥存活率为６５％~８５％.试验１、试验４
和试验７的冷冻干燥存活率相对较高,试验３、试验６和

试验９的冷冻干燥存活率相对较低,其主要原因可能是

MD添加量较低时,SM 和 TRE能发挥较好的保护作用,

MD添加量较高时,同等含量的SM 和 TRE的保护作用

明显减弱.这可能是 MD对蛋白结合位点的抢夺能力强

于其他物质,且 MD自身的保护能力较弱,导致高含量时

整体的保护效果减弱[２５].SM 的保护效果随其添加量的

增加而增强,但容易受到其他物质的干扰,说明其结合能

表４　试验因素水平表

Table４　Testfactorleveltable ％　

水平 ASM 添加量 BMD添加量 CTRE添加量

１ ２５ ７．５ １５

２ ３０ １０．０ ２０

３ ３５ １２．５ ２５

力相对较弱,但保护效果很好.综上,冷冻干燥保护剂的

最佳配方为SM３５％、MD７．５％和 TRE２５％.

试验８的喷雾干燥存活率最高,其次为试验７和试

验９的,试验３的最低.试验３的保护效果最差可能是因

为 MD添加量太高在喷干过程中黏性过强,因而在有面

粉等碳水化合物的环境中无法包裹菌体形成较好的微胶

囊[２５].试验７、试验８和试验９的喷雾干燥存活率相对较

高,可能是因为SM 添加量较高,在有面粉等基础物质的

环境中需要一定含量才能完成蛋白质的包裹.相对更高

的试验８中糖类保护剂更少,可能是糖类保护剂的黏性

太强会影响SM 的包裹.最佳喷雾干燥复配保护剂配方

为SM３５％、MD１０％和 TRE１５％.

２．６　贮藏稳定性

由图４(a)可知,冷冻干燥组在贮藏第１周存活率快

速下降,之后进入稳定期,存活率下降缓慢,贮藏２个月

时仍有约７５％的存活率,与Stefanello等[２６]的研究结果

类似.冻干保护剂与菌体表面通过羟基等连接形成膜,

既可以降低冰晶对菌体的伤害,又可以包裹菌体在贮藏

表５　试验设计及结果†

Table５　Thedesignandresultsofexperimental

试验号 A B C
冷冻干燥

存活率/％

喷雾干燥

存活率/％

１ １ １ １ ６９．４±０．６c ６４．５±１．３d

２ １ ２ ２ ８０．３±１．０b ７０．５±１．３c

３ １ ３ ３ ４６．３±１．４d ５４．７±２．９e

４ ２ １ ２ ８５．１±１．７b ６５．６±２．１d

５ ２ ２ ３ ４０．３±０．５d ６４．０±２．６d

６ ２ ３ １ ７０．２±１．４c ７３．９±１．２c

７ ３ １ ３ ９４．５±０．８a ８４．９±１．９b

８ ３ ２ １ ７８．０±１．３b ９０．３±１．８a

９ ３ ３ ２ ６３．５±２．９c ８２．１±２．５b

　†　字母不同表示差异显著(P＜０．０５).

图４　最优存活率复配保护剂的贮藏效果

Figure４　Comparisonofstoragequalityofprotectivecompoundagentswithoptimalsurvivalrate

２０２
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期间维持菌体的低新陈代谢状态.由图４(b)可知,喷雾

干燥组在贮藏６周内一直保持较快的失活速率,其主要

原因可能是喷雾干燥的热处理不可避免地会导致菌体失

活,即使在低新陈代谢下,蛋白受损、变性等因素会影响

菌体的存活率[２７].贮藏６周后菌体的存活率较为稳定,

且贮藏２个月内活性仍保持＞６５％,能够满足作为发酵

剂使用的活性要求.总体而言,冷冻干燥天然酵母优势

菌菌液具有相对更好的存活率和贮藏品质.

３　结论

通过对比多种水果天然酵母的应用品质,得到较好

的一种,并将其制备成具有较好贮藏活性的天然酵母发

酵剂.结果表明,天然酵母的最终优势菌群在发酵第３
天获得竞争优势,在后续快速生长繁殖,并在发酵５d后

进入稳定期.其中,葡萄天然酵母具有最佳的应用品质,

其 主 要 优 势 酵 母 菌 株 为 酿 酒 酵 母 Y１１７、TU１１

XZFM１５F１,乳酸菌菌株为融合魏斯氏乳杆菌３０５２、植物

乳杆菌２１９４、植物乳杆菌２３２９、植物乳杆菌 NＧ１和植物

乳杆菌２８７７.

　　通过研究干燥方式和复配保护剂对天然发酵剂的存

活率和贮藏活性影响,最佳的复配保护剂配方为:① 冷冻

干燥优 势 菌 种 菌 液 (FDS),脱 脂 乳 粉 ３５％、麦 芽 糊 精

７．５％和海藻糖２５％;② 天然酵母整体喷雾干燥(SDD),

脱脂乳粉３５％、麦芽糊精１０％和海藻糖１５％.两种天然

酵母发酵剂在贮藏２个月时仍有较高的活性,但喷雾干

燥的发酵剂贮藏活性相对冷冻干燥下降得更快.研究对

标准化天然酵母发酵剂进行了系列试验,开发了稳定化

高活性的天然酵母发酵剂,但其中关于发酵剂应用效果

评价与其贮藏活性延长还需要进一步研究.其应用效果

评价应从组织质构、风味属性和保质期等多方面进行评

估;其贮藏活性延长可从保护新工艺开发等方面入手.
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