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冻干嗜酸乳杆菌菌粉制备及特性研究
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(西北农林科技大学 食品科学与工程学院,陕西 杨陵 712100)

　　[摘　要 ]　通过对嗜酸乳杆菌发酵曲线的测定,初步掌握了该菌的生长、繁殖和代谢规律。在此研究基础上进

行的发酵试验结果表明,采用 20 gökg接种量, 37 ℃恒温静置培养 6 h,活菌数最多,菌龄处于对数生长期末期,适

宜冻干;对几种复合保护剂的保护效果进行研究,得到冻干复合保护剂的最佳配比为:蔗糖 40 gökg,甘油 10 gökg,

L 2cys 1 gökg和V c 1 gökg。
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　　嗜酸乳杆菌属乳杆菌属、乳杆菌种,革兰氏阳性

(G+ )厌氧或兼性厌氧无芽孢杆菌[1 ]。嗜酸乳杆菌在

肠道中发酵,产生乳酸、醋酸及抗菌素,具有整肠作

用,对防治和治疗慢性便秘、腹泻等肠道疾病有一定

疗效。近年来,还发现嗜酸乳杆菌具有降低血液中胆

固醇含量和抑制某些癌细胞生长的作用[2 ] ,使嗜酸

乳杆菌的研究和应用更加引人注目。

由于嗜酸乳杆菌具有保健作用,近年来关于这

方面的研究越来越多,现已成为活菌制剂的研究热

点。活菌制剂在消费之前应当维持较高的活菌水平,

而当前的许多产品都不能有效地防止活菌数的衰

减。如何提高活菌量并延长活菌保藏期,已成为活菌

制剂产品研究开发的技术关键。利用真空冷冻干燥

技术生产活菌制剂是多种保藏方法中较为理想的一

种,但冷冻和干燥过程会造成部分微生物细胞的损

伤、死亡及某些酶蛋白分子的钝化[3, 4 ] ,而且如果冻

干工艺中保护剂选择不当,则发酵活力随之下降。本

研究在对嗜酸乳杆菌发酵曲线进行分析的基础上,

对其抗冻保护剂的组成及浓度进行了研究,以期最

大限度地发挥保护剂的保护功能,减少菌体在冷冻

干燥过程中的死亡,提高细胞的存活率,为高效冻干

发酵剂的研制开发提供依据。

1　材料与方法

1. 1　菌　种

　　嗜酸乳杆菌 (L actobacillus acid op h ilus)由西北

农林科技大学食品科学与工程学院提供,在脱脂乳

中转接 3～ 4次,至凝乳时间不再缩短为止,活化好

的菌种经镜检确定无杂菌污染后,保存于 4 ℃的冰

箱中,每 7 d 转接 1次,备用。

1. 2　培养基

发酵培养基　脱脂乳 (N FM )固形物含量 86

göL , 115 ℃灭菌 15 m in。

活菌计数培养基[4 ]　采用改良的M R S 培养

基,蛋白胨 10 g,葡萄糖 20 g,酵母浸膏 5 g,牛肉膏

10 g,柠檬酸铵 2 g,M gSO 4·7H 2O 0. 2 g, K 2H PO 4

2 g, 乙酸钠 5 g,M nSO 4·4H 2O 0. 05 g, Tw een 80

mL ,琼脂 15 g,L 2cys盐酸盐 0. 5 g,蒸馏水 1 L , 115

℃灭菌 15 m in。

N P 稀释液[5 ]　巯基乙醇酸钠 0. 3 g, 蛋白胨

1. 0 g,磷酸氢二钠 1. 5 g, 磷酸氢二钾 0. 2 g, N aC l

8. 0 g,蒸馏水 1 L。121 ℃灭菌 15 m in。

1. 3　仪器与设备

恒温培养箱、冷冻离心机、灭菌锅、真空冷冻干

燥机。

1. 4　测定方法

酸 度 用 酸 碱 滴 定 法[6 ] 测 定; 还 原 糖 按

GB 5009. 7285 [6 ]方法测定; 氨基酸的测定采用 121

M B 型氨基酸分析仪,测定样品中游离氨基酸和结

合氨基酸的含量; 总菌数采用血球计数板显微镜下

直接计数[7 ]; 活菌数采用改良M R S 固体培养基,以

倾注法测定[7 ]。

将冻干后的菌粉稀释定容至与冻干前相同体

积,测定冻干前后菌液中的活菌数,按下面公式计算
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存活率

存活率= 冻干后样品中菌液 (稀释)的活菌数ö冻干前样品中菌液的活菌数×100%

1. 5　试验工艺流程

菌种活化
↓

牛乳→脱脂→灭菌→冷却→发酵培养基→发酵→菌悬液→冷冻干燥→包装→成品
↑ ↑
保护剂 保护剂

1. 6　工艺操作要点

发酵培养基的制备　选择固形物含量高,不含

抗菌素的健康牛乳,进行理化检测和固形物含量测

定。3 500 röm in 离心 10 m in,滤掉脂肪层。

灭菌　将脱脂乳放于灭菌锅中,于 115 ℃灭菌

15 m in,冷却至 40 ℃接种。

菌种活化　每次进行镜检,确定无杂菌污染后

再进行下一次。

发酵　将接种后的脱脂乳于恒温培养箱中培

养,按照试验方案设计进行各种指标的测定,并观察

记录凝乳时间。

保护剂的添加　甘油、蔗糖等在发酵前进行添

加,V c,L 2cys等在菌液中添加。

冷冻升华干燥　将样品盛于培养皿中,置于干

燥仓中降温,使样品冻结。此过程进行 3 h,料温为

- 30 ℃; 此时开始给补水器供冷媒液,补水器降温

低于- 40 ℃后,开启真空泵抽真空,当干燥仓、补水

器内的真空度降至 30 Pa 时,开启加热系统,并控制

加速度< 50% (温度不超过 0 ℃, 采用手调加热速

度;温度超过 0 ℃,采用自动调节加热速度) ,加热 8

h 后,板温和料温均比较恒定,且在 40 ℃左右停止

加热。此过程由于物料盛入表面皿而未与干燥盘接

触,所以热传递慢,降温、加热过程温差较大。

技术条件　①冻结。冻结温度为 - 25～

- 30 ℃,降温时间 130 m in。②升华。真空度≤30

Pa。

1. 7　试验方案设计

发酵曲线测定　新鲜牛乳经离心脱脂, 115 ℃

灭菌 20 m in,按 20 gökg 接种量接种, 37 ℃恒温静

置培养 36 h,每隔 4 h 取样,定量检测还原糖、乳酸、

蛋白质的代谢情况及活菌数 (N )的变化情况。

最佳收获期的确定　根据生长曲线所确定的对

数生长期范围,固定接种量,在这个时间范围内每隔

1 h,进行活菌计数。

冻干保护剂的优选　试验中选择蔗糖、甘油、维

生素C、L 2半胱氨酸作为保护剂,这几种物质结构上

都具有与蛋白质 (胞壁蛋白与乳蛋白)的亲合能力,

但由于分子构型的不同,亲合能力存在差异。有研究

证明[8, 9 ] ,复合保护剂要比单种保护剂效果好。因此,

设计了蔗糖 (0, 40, 80 gökg)、甘油 (0, 10, 20 gökg)、

L 2半胱氨酸 ( 0, 0. 5, 1. 0 gökg )、V c ( 0, 0. 5, 1. 0

gökg) 4因素 3水平正交试验方案,以研究不同保护

剂的作用效果及确定最佳保护剂配比。

2　结果与分析

2. 1　发酵曲线分析

　　发酵过程中还原糖 (以葡萄糖计)、乳酸、氨基酸

及活菌数的变化如图 1～ 3所示。

图 1　发酵过程中还原糖的变化趋势

F ig. 1　T he change of reducing sugar

图 2　发酵过程中酸度的变化

F ig. 2　T he change of acidity

图 3　发酵过程中活菌数的变化

F ig. 3　T he change of live m icrobes

　　从图 1～ 3 代谢底物、产物的变化情况可以看

出,在发酵前 16 h,还原糖转化较快,这说明 16 h 以

后细菌的生长受到低酸度的抑制。从生长曲线可以

明显看到对数生长期、稳定期和衰亡期,而观察不到

迟滞期,这是因为此菌株迟滞期特别短,而试验时间

间隔为 4 h,初步推断该菌的对数生长期处于 8 h 之
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前,稳定期在 8～ 16 h, 16 h 以后菌体衰亡速率大于

生长繁殖速率,开始进入衰亡期。这是由于培养基中

可利用的营养物质水平差,体系的 pH 值过低,抑制

了细菌的生长。综合生长曲线和代谢底物、产物曲

线, 可以初步确定在 20 gökg 接种量, 37 ℃下试验

菌株的最佳收获期应在 4～ 8 h。在这个基础上再进

行单因素试验, 确定了该菌株的收获期在培养后

6 h。

由发酵过程中氨基酸的测定结果 (图 4, 5)发

现,除色氨酸之外,其他 17种氨基酸都可检测到。

图 4　发酵过程中游离氨基酸的变化

F ig. 4　T he change of am ino acid

图 5　发酵过程中结合氨基酸的变化

F ig. 5　T he change of jo in ted am ino acid

　　由图 4, 5可见,发酵过程中,随着发酵时间的延

长,游离氨基酸的总量逐渐增多,前 16 h 增加最快,

其中脯氨酸、丙氨酸增加较快,发酵初始时脯氨酸含

量为36. 5 m göL ,发酵 16 h 后可达到 166. 1 m göL ,

丙氨酸也由 26. 97 m göL 增加到 178. 1 m göL ,而结

合氨基酸逐渐减少。这说明嗜酸乳杆菌具有一定的

蛋白酶活性和肽酶活性。从游离氨基酸和结合氨基

酸的测定结果可以看出,脱脂牛乳经灭菌后,游离氨

基酸明显增多,这是由于乳中蛋白酶和肽酶共同作

用的结果。

2. 2　冻干保护剂优选结果

对表 1 的正交试验结果进行分析发现,最佳组

合为A 2B 2C3D 3。因而,确定本次试验的最佳保护剂

配比为:蔗糖 40 gökg,甘油 10 gökg, L 2cys 1 gökg,

V c 1 gökg。

表 1　复合保护剂正交试验表

T able 1　T he o rthogonal experim ent of compound p retectan ts

序号
N o.

蔗糖ö(g·kg- 1)
Sugar

甘油ö(g·kg- 1)
Glycerin

L 2cysö
(g·kg- 1)

V cö
(g·kg- 1)

存活率ö%
Survival

rate

1 1 (20) 1 (0) 1 (0) 1 (0) 35. 1

2 1 2 (10) 2 (0. 5) 2 (0. 5) 56. 8

3 1 3 (20) 3 (1. 0) 3 (1. 0) 65. 7

4 2 (40) 1 2 3 62. 5

5 2 2 3 1 73. 8

6 2 3 1 2 70. 4

7 3 (80) 1 3 2 63. 8

8 3 2 1 3 73. 2

9 3 3 2 1 65. 5

K1 167. 6 161. 4 178. 7 174. 4

K2 206. 7 203. 8 184. 8 191. 0

K3 202. 5 201. 6 203. 3 201. 4

k1 55. 87 53. 80 59. 57 58. 13

k2 68. 90 67. 90 61. 60 63. 63

k3 67. 50 67. 20 67. 77 67. 13

优水平
Op tim al level A 2 B 2 C3 D 3

R j 39. 10 14. 10 8. 20 9. 00

主次顺序
P rim ary and

secondary o rder
ABDC
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3　结论与讨论

1)在本试验条件下, 采用 20 gökg 接种量, 37

℃恒温静置培养 6 h,活菌数最多,菌龄处于对数生

长期末期,为最佳收获期。

2)在试验条件下, 加入 40 gökg 蔗糖, 10 gökg

甘油, 1 gökg L 2cys和 1 gökg V c作为冻干保护剂,

菌粉存活率可高达 70%以上,说明产品可作为高效

发酵剂或人体微生态调节剂。

3)嗜酸乳杆菌具有一定的肽酶活性和蛋白酶活

性,但活力较弱,如果在培养基中添加一定量的蛋白

水解酶,其增殖效果会更好。
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R esearch on of p roduct ion qua lity and qua lity of

L actobacillus acidoph ilu s pow der

Y UAN Ya-hong,Y UE Tian - l i, GAO Zhen -peng,W ANG L i-we i
(Colleg e of F ood S cience and E ng ineering ,N orthw est S ci2T ech U niversity of A g ricu ltu re and F orestry , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina)

Abstract: T he grow th, rep roduct ion and m etabo lic pat tern of L actobacillus acidoph ilu s w ere studied ba2
sica lly by m easu ring its ferm en ta t ion cu rve. T he resu lt show ed that the num ber of live m icrobes w as the

greatest w hen amoun t of inocu la t ion w as 20 gökg and cu lt iva ted 6 h at 37 ℃ con stan t tempera tu re. T he age

of m icrobe w as in the stage of the telophase of logarithm grow th, it w as su itab le fo r freeze2drying. T he op2
t im al compound p retectan ts w ere as fo llow ing: sucro se 40 gökg, g lycerin 10 gökg,L 2cys 1 gökg,V c 1 gökg.

T hen live m icrobe w as ob ta ined by ferm en t ing.

Key words: L actobacillus acidoph ilu s; act ive m icrobe pow der; ferm en ta t ion cu rve; p retectan ts fo r freeze2
drying
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