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产胞外多糖乳酸球菌的分离筛选及
在Mozzarella干酪中的应用
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摘 要：从东北传统的发酵制品大酱、糖蒜和辣酱中分离出116株乳酸菌，其中LJ35和LJ51两株

茵胞外多糖产量相对较高且稳定，分别为乳酸乳球菌乳酸亚种(L．znc￡is subsp．肠c￡is)和乳酸乳球

菌乳脂亚种(L．肠“is subsp．f心槐or厶)，胞外多糖的产量分别为62．19 mg／L和74．24 mg／L。以

菌株LJ35和LJ51制作Mozzarella千酪的研究表明，添加2％LJ35或2％LJ51作发酵剂制作的

Mozzarellla干酪保水性分别提高了2．1％和3．2％；同时干酪的融化性得到改善，干酪硬度降低，

变得柔软。
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Isolation and Screening of Exopolysaccharide—Producing Lncfococcf

and Their Application in Mozzarella Cheese
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Abstract：Total 11 6 gram—positive and catalase—negative Znf￡ocofci were is01ated from the

traditional fermented foods in the Northeast of China including soybean paste，pepper sauce，and

sweetened garlic．Among of them，two strains，named LJ35 and U51 with stabIe and higher

exopolysaccharide(EPS)production were identified to be L． Z口c￡is subsp． Z口c￡is and L． Z口cfis

subsp．f化优。一s，respectively． It was detected that 62．19 mg／L and 74．24 mg／L EPS was

production by strain LJ35 and U5l，respectively． When strains LJ35 and LJ51 were used to

make Mozzarella cheese，it was found that the moisture retention，the melting property，and the

texture properties of cheese were improved．
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乳酸菌胞外多糖是这类细菌生长代谢过程中

分泌到细胞壁外的黏液或荚膜多糖。胞外多糖具

有独特的物理学特性、良好的流变学特性和生物学

活性，且乳酸菌被认为是安全的食品级微生物(gen—

erally regarded as safe，GARS)，因此乳酸菌胞外多

糖已成为乳品研究与开发的热点¨]。

东北传统的发酵制品如酸菜、糖蒜、大酱等含

有丰富的营养成分，乳酸球菌菌群丰富。国内外从

传统的发酵制品中分离乳酸球菌多用于工业菌种，

对其乳酸发酵性能和细菌素的研究较多，而对乳酸

球菌产胞外多糖方面的研究相对较少。韩国学者

对泡菜中乳酸球菌进行了深人的研究心-51；Tamang

(1996)从作为印度咖喱菜底的泡菜mesu中分离得

到戊糖片球菌¨1；Harris(1992)从德国泡菜

sauerkraut中分离到乳酸乳球菌乳酸亚种NCK400

and LJH80，但并未对乳酸球菌胞外多糖做深入的

研究[7]。Smitinont(1999)从传统的泰国发酵食品

nampla(鱼汁)、kapi(虾鱼酱)、thua—nao(豆制品)和

nham(猪肉香肠)分离出104株乳酸菌，其中戊糖片

球菌AP一1和AP一3在液体培养基中产糖可达6．0

g／L和2．5 g／L[8]。因此分离出产胞外多糖的乳酸

球菌新品种具有实际意义。

Mozzarella干酪是pasta filata中的重要成员，

起源于意大利。Pasta filata干酪以其独特的可塑

性和鲜凝乳在热水中揉捏处理而著名。Mozzarella

干酪随着比萨饼快餐的流行而推广，并被广大消费

者所接受凹-1⋯。利用产胞外多糖的发酵剂可以改

善Mozzarella干酪的物理特性和功能特性。胞外

多糖具有优越的结合水的特性，因而有利于干酪加

工期间水分的保持，改善Mozzarella干酪的质地、

融化性和拉伸性u1|。

作者从东北传统发酵制品种分离筛选产胞外

多糖乳酸球菌，并作为发酵剂用于Mozzarella干酪

的加工，研究胞外多糖对干酪保水性和质构的

影响。

1 材料与方法

1．1 材料

1．1．1 原料豆酱、糖蒜、蒜茄子和辣椒酱，取自

公主岭当地不同家庭制作的发酵制品。

1．1．2 菌种 保加利亚乳杆菌、嗜热链球菌(中国

农业科技东北创新中心农产品加工中心保藏

菌种)。

1．2 主要仪器

超净工作台BNC一1360：北京东联哈尔滨仪器

制造公司制造；高压蒸汽灭菌器MLS-3780：日本

Sanyo制造；显微镜图像处理系统BX51+DP71：日

本Olympus制造；高速冷冻离心机Evolution RC：

德国Eppendorf制造；冻干机Freezon e．6 Freeze

Dry System：美国Labconco制造；物性测试仪TA

XT2i：英国Stable Micro Systems制造。

1．3 方法

1．3．1原料的预处理 糖蒜、豆酱、辣椒酱、蒜茄

子各5 g，加入25 mL灭菌后的生理盐水，浸泡15

min后摇匀，菌液备用。

1．3．2 乳酸球菌的分离和纯化 取稀释后菌液1

mI。接种于6 mI，高压灭菌的12％复原脱脂乳中，

37℃厌氧培养12～36 h，凝乳均匀时取出。以无菌

生理盐水逐级稀释，取0．1 mL涂布于M。，培养基，

37℃厌氧培养48 h。挑取过氧化氢酶阴性、革兰氏

染色阳性和细胞形态为球形的典型产粘菌落，反复

在M。，培养基进行反复划线培养，获得纯菌落。并

将纯化后的菌种穿刺接种于M，，半固体斜面培养

基，37℃培养24 h后置4℃冰箱，短期保存。

1．3．3 胞外多糖的定量分析 采用苯酚一硫酸

法‘1引。

1．3．4乳酸球菌的鉴定对产胞外多糖乳酸球菌

进行生理生化和糖发酵试验L】3|。

1．3．5 Mozzarella干酪加工工艺 牛乳一过滤、净

化一标准化一巴氏杀菌(63℃，30 min)一冷却至

37℃一添加发酵剂(3％)一发酵一添加CaCl。一添

加凝乳酶一凝乳一凝块切割一静置一加温搅拌一

排乳清一堆积一加盐一热烫拉伸。

1．3．6干酪保水性的测定称取干酪样品1 g左

右，放入eppendorf管，置冻干机中冷冻干燥约24

h，计算失水量占干酪质量的百分率。

1．3．7干酪融化性 将10 g干酪放入一个长为

250 mm，直径24 mm，厚度为3 mm的试管。将于

酪压实并用带孑L的胶皮塞封口。4℃下干酪存放4

h，游标卡尺测量其长度。然后将其放人预热至110

℃的烘箱中，加热100 min，然后冷却到22℃，游标

卡尺记录此时的长度。两次长度差即为干酪的融

化长度¨“。

1．3．8 干酪质构的测定 质构仪测定的主要为硬

度、弹性和粘聚性这3个指标。将块状去其表层约

5 mm厚度，在同一水平线上取3个圆柱形样本，大

小为直径15 mm，高10 mm，室温下放置30 min。

以质构剖面分析方法[151测定干酪的硬度、粘聚性和

弹性。物性仪设置参数如下：触发力O．2 N；测试

前速度2．o mm／s；测试速度1．O mm／s；测试后速
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度2．O mm／s；下压距离8 mm；探头P／0．5s。

2结果与讨论

2．1产胞外多糖乳酸球菌的筛选

从东北传统的发酵制品大酱、糖蒜、辣酱和蒜

茄子中分离出116株球菌，其菌落呈圆形、粘稠的

乳白色或淡黄色，表面光滑有光泽、边缘整齐、脐状

隆起，细胞单在、成对、呈短或长链排列。革兰氏染

色阳性、过氧化氢酶阴性。初步鉴定为乳酸球菌。

挑选产粘情况较好的60余株菌，通过苯酚硫酸法

测定其胞外多糖的产量，其中有8株产量相对较高

且稳定，达50 mg／L左右，见表L

表1 8株菌胞外多糖产量

Tab．1 EPs yield of ei2ht strai璐of lactococcus

菌株 EPS／(mg／L)

39．42

56．23

45．74

62．19

74．24

48．18

41．53

53．68

来源于辣酱的LJ35和LJ51两株菌胞外多糖

的产量较高，分别为62．19 mg／L和74．24 mg／L。

按照《伯杰氏细菌鉴定手册》(第八版)和《乳酸细菌

分类鉴定及试验手册》对这两株菌进行硝酸盐还原

试验、联苯胺试验、明胶液化试验、pH 9．6生长、

H。S产生试验、NaCl生长试验、精氨酸水解试验、吲

哚产生试验、葡萄糖产气等试验并结合厌氧特性，

初步确定为乳球菌属，见表2。这两株菌能在10℃

生长，但不能在45℃生长，不能耐受6．5％NaCl。

其中LJ51能利用麦芽糖产酸，还原0．1％美兰牛

乳，但不能利用蜜二糖产酸，不能水解淀粉。与乳

酸乳球菌乳酸亚种的性质相似；LJ35在10℃生长，

还原O．1％美兰牛乳，但不能利用麦芽糖产酸，与乳

酸乳球菌乳亚种相似。初步确定LJ35为乳酸乳球

菌乳亚种(L．如c￡is subsp．z口f￡is)，LJ51为乳酸乳

球菌乳脂亚种(L．如c￡i5 subsp．f，．P仇D应s)。

2．2乳酸球菌胞外多糖对Mozzarella干酪保水性

的影响

如表3所示，LJ35和U51都可以提高Mozza—

rella干酪的保水性。添加1％或2％的LJ35发酵

剂制作的Mozzarella干酪保水性分别提高了o．9％

和2．1％；以1％或2％LJ51菌种作发酵剂制作的

Mozzarella干酪保水性分别提高了1．1％和3．2％。

LJ51在提高Mozzarella干酪保水性方面要优于

LJ35，这可能与LJ51比LJ35胞外多糖产量高有

关。Mozzarella干酪水分质量分数与产糖发酵剂的

添加量成正比关系。有关利用产胞外多糖乳酸菌

提高Mozzarella干酪水分质量分数的研究，国外也

有报道‘16叫7|。

表2 U35和LJ5l的鉴定结果

Tab．2 Identification of LJ35 and LJ5l

表3 菌种LJ35和U5l对Mozzarella干酪水分质量分数

的影响

Tab．3 Effect of strain LJ35 and LJ5l on the moistu他con—

tent 0f Mozzare¨a che瞅

注：a、b、c、d在同一行字母中，相同则表示差异不显著，不

同则表示差异显著(P<o．05)

∞均勰踮钉叫∞驰

U

U

U

U

U阱叫脚
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2．3 乳酸球菌胞外多糖对Mozzarella干酪融化性

影响

如图1可知，MozzareIla干酪贮藏7～28 d期

间，未添加产胞外多糖菌种和添加产胞外多糖菌种

Mozzarella干酪的融化性都得到了提高。添加2％

产胞外多糖菌株LJ35生产的Mozzarella干酪的融

化性在28 d内有了较为明显的提高，第7天和28

天拉伸长度分别为44．32 mm和69．48 mm。相比

较而言，添加2％产胞外多糖菌株LJ5l生产的

Mozzarella干酪的融化特性得到了较大的改善，拉

伸长度为40．oo～77．25 mm，菌株LJ35对Mozza—

rella干酪融化特性的改善效果没有菌株LJ5l明

显，但两者都要比未添加产胞外多糖菌株Mozza—

rella干酪的融化性要好(32．2l～55．24 mm)。本

研究结果表明，发酵剂接种量与干酪的融化特性成

正比，利用产胞外多糖乳酸菌制作Mozzarella干

酪，有利于改善其融化性，与国外报道的一致[16-1 71。

g
曰

枢
型
S

趣

储存时间／d

图l 菌种【J35和LJ5l对MozzareIIa干酪融化性的

影响

Fig．1 Effect of strain IJ35 and LJ5l帅the meIt abiIi—

ty 0f Mozzarella chee辩

2．4 乳酸球菌胞外多糖对Mozzarella干酪质构的

影响

如图2所示可知，干酪贮藏期间(7～28 d，4

℃)，通过对比未添加产胞外多糖菌种、添加1％

U35菌种、添加2％LJ35菌种、添加1％和添加

2％的U51菌种对Mozzarella干酪硬度的影响可

知，添加1％和添加2％的LJ51菌种可使Mozzarel—

la干酪硬度明显下降(444．117～268．471 N，1％

LJ51菌种；376．325～243．996 N，2％LJ51菌种)，

7 d后，添加产胞外多糖的乳酸菌制作的Mozzarella

干酪明显变得柔软，这可能是胞外多糖破坏了蛋白

质的网络空间结构，使其空间结构变得疏松；从图2

(b，c)对添加产胞外多糖的LJ35和U51菌株对

Mozzarella干酪粘聚性和弹性的研究可知，其粘聚

性和弹性并没有什么规律性的变化。
600
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Z 400

趟

酪300
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O

-4

·3

惹．z
搀

-1

0

7 14 28

储存时间／d

a．硬度

7 14 28

储存时间／d

b．粘聚性

口未加产糖菌体
口1％菌株LJ35
目2％菌株LJ35
圆1％菌株LJ5l
囫2％菌株LJ51

产糖菌体
株LJ35

株LJ35
株LJ5l

株LJ5l

。7 14 28

储存时间／d
c．弹性

图2菌种U35和【J51对Mozzarella干酪硬度、粘聚

性和弹性影响

Fig．2 Effect of strain IJ35 and LJ51 on hardness．co·

h器iVene蟠粕d springine醛of Mozzarella che鹤e

3 结 语

从东北传统的发酵制品辣酱中分离出两株产

胞外多糖乳酸球菌LJ35和LJ5l，经鉴定分别为乳

酸乳球菌乳亚种(L．如c￡is subsp．缸c￡is)和乳酸乳

球菌乳脂亚种(L．z口cfis subsp．frPmoris)，其胞外

多糖的产量为分别62．19 mg／L和74．24 mg／L。

产胞外多糖乳酸球菌LJ35和LJ51制作Mozzarella

7

6

5

4

3

2

1

日吕＼掣教
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干酪的研究表明，添加2％U35或2％LJ51作发

酵剂制作的Mozzarella干酪保水性分别提高了

2．1％和3．2％；同时干酪的融化性得到改善，干酪
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