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万心怡!等" 罗伊氏乳杆菌产罗伊氏细菌素的工艺优化
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摘要! 罗伊氏乳杆菌#

/0123401%55)6 7*)2*7%

$是一种安全%高效生产罗伊氏细菌素的菌株& 作者优

化了罗伊氏乳杆菌
!"#$ %&'()

转化甘油生产罗伊氏细菌素的工艺参数& 结果表明"处于初期

稳定期#

*' +

'的
/8 7*)2*7%

!其细胞内甘油脱水酶能达到最大酶活
*,- ./01

!有利于转化甘油生产

罗伊氏细菌素& 正交实验优化后的最佳生产工艺"甘油浓度
23( 004567

!接种量
88( 01607

!酶转

化时间
- +

!转化温度
&( "

!

9: ';-

& 优化后罗伊氏细菌素的平均产量达到#

-28,-!&,2

'

004567

&

关键词! 罗伊氏乳杆菌(罗伊氏细菌素(酶转化(抑菌剂

中图分类号!< =&=,=- 文章编号!8'>&?8')=

"

-(8=

#

88?(('&?(> ()*

!8(,&='=6@,ABBC, 8'>&?8')=,-38=,88,33=

罗伊氏乳杆菌产罗伊氏细菌素的工艺优化

万心怡! 徐学明 D

! 吴凤凤
%江南大学 食品学院!江苏 无锡

-828--

&

收稿日期!

-(8>?(&?-&

基金项目! 国家自然科学基金项目%

&8%(8%-&

&'国家(十三五)重点研发计划项目"

-(8'EFG3233>38?3&

&'公益性行业"农业&科研专项项

目"

-38&3&3>3?3-

&*

D

通信作者! 徐学明"

8=')

+#!男!博士!教授!主要从事食品组分与物性方面的研究*

H?0IA5

$

J0JKL@AIC1CIC,MNK;OC

引用本文! 万心怡!徐学明!吴凤
;

罗伊氏乳杆菌产罗伊氏细菌素的工艺优化
PQR;

食品与生物技术学报!

-(8=

!

&)

%

88

#$

'&?'=;

研究论文

罗伊氏乳杆菌 %

90123401%55)6 7*)27*%

# 是美国

FGS

认证的一种安全和健康的食品补充剂!广泛地

存在于人,猪,家禽和其他动物的胃肠道中P8R

* 在甘

油溶液中!罗伊氏乳杆菌能转化甘油生产的罗伊氏

细菌素%

TMKUMVAC

#* 罗伊氏细菌素是一种由
&?

羟基

丙醛的单体,水合物和环状二聚物混合组成的天然

广谱抑菌物质!在水溶液中存在动态平衡P-R

* 罗伊氏

细菌素能有效抑制革兰氏阴性菌,阳性菌,酵母菌,

霉菌和原生动物的生长P&R

!可作为抑菌剂P2?>R

,抗感染

治疗剂P)?83R

,生物交联剂P88R

,新型生物材料P8-R等* 目前

已知能转化甘油生成罗伊氏细菌素的微生物主要

是杆菌属%

:01%55)6

#!克雷伯菌属%

;5*46%*550

#!柠檬

菌属%

<%2734012*7

#!肠杆菌属%

=&2*734012*7

#!梭菌属

%

<53627%>%)+

#和乳酸杆菌属%

?0123401%55)6

#

P8&?8>R

*其中

+%
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具有较高转化甘

油生产罗伊氏细菌素的能力! 是研究较多的菌株"

有研究指出# 在纯的甘油溶液中!

2/ 0'+1'0&

是已知

微生物中产罗伊氏细菌素最强的菌株!"#

"

目前利用
2/ 0'+1'0&

生产罗伊氏细菌素的产量普

遍小于
$%& ''()*+

!,

!

$,-.&#

"

+!/01-2345

等人在厌氧的条

件下! 利用
2/ 0'+1'0&

细胞转化
.&& ''()*+

甘油生成

$6& ''()*+

的罗伊氏细菌素!.$#

!这是已有报道中较高

的产量!但仍然达不到工业生产的要求" 由于罗伊氏

细菌素对细胞有毒害作用! 限制了体外高浓度的积

累" 许多研究者在转化过程中添加氨基脲!..-."#

$亚硫

酸氢钠!.7-.%#

!能有效降低这种影响!使罗伊氏细菌素

在体外较高浓度积累!但这些方法也增加了产物分离

纯化的难度" 本研究旨在优化
2/ 0'+1'0&

生产罗伊氏细

菌素的条件!提高罗伊氏细菌素的生产效率和产量!

为今后大规模的工业化生产提供一定的参考"

!"!

主要试剂和仪器

辅酶
8(9

$.

和
"-

甲基
-.-

苯并噻唑啉酮腙盐酸

盐水合物%

:9;<

&#购于
=15'>

公司'蛋白胨和酵母

粉#购于
?@(1A

公司'其他试剂均购于国药集团化学

试剂有限公司"

=01'>ABC

高效液相色谱仪%

+8-.&D;

&'

EF=

厌

氧培养箱' 北京普析紫外
*

可见分光光度计 %

;G-

$H&&

&' 上海之信细胞破碎仪 %

IJE-HH&+

&'

;03K'(

高速离心机"

!"#

静息细胞的制备

细胞的制备方法参照
D@3)LL(4

等人 !7#并有稍许

修 改 " 罗 伊 氏 乳 杆 菌 %

2(31-$(3&""+% 0'+1'0&

&

D;88%"M&,

在
:N=

培养基 %蛋白胨
$O

! 牛肉膏

$O

!酵母粉
&P7O

!葡萄糖
.O

!硫酸镁
&P&.O

!乙酸

钠
&P%O

!柠檬酸三胺
&P.O

!磷酸氢二钾
&P.O

!硫酸

锰
&P&&%O

!吐温
,& &P$O

&中
"6 "

静置过夜培养活

化" 活化两次后的种子液以
MO

的接种体积分数接

种到
:N=

培养基中! 厌氧条件下静置发酵培养
.7

0

"发酵后的菌悬液经
% &&& K*'14

离心
$& '14

!并用

磷酸缓冲液%

Q< 6P&

&冲洗一次!以收集湿细胞"

!"$

罗伊氏细菌素的制备

将收集的湿细胞加入到
6 '+

已灭菌的甘油溶

液%

$&&R%&& ''()*+

&中!在不同的设定温度%

.&R%&"

&

中厌氧静置培养%

&P%R% 0

&" 菌悬液经
$& &&& K*'14

离心
% '14

!获得的上清液在
7 "

下保存"

!"%

罗伊氏细菌素的检测

罗伊氏细菌素的检测方法参照
81KS)3

等人!.M#的

方法" 由于罗伊氏细菌素没有标品!而罗伊氏细菌

素在酸性条件下能脱水生成丙烯醛!丙烯醛在浓盐

酸的作用下可与色氨酸进行缩合反应!生成紫色化

合物!其最大吸收峰在
%M& 4'

处" 因此可以用比色

的方法来检测罗伊氏细菌素的含量! 并且
$ '()

的

罗伊氏细菌素反应后生产
$ '()

的丙烯醛! 故用丙

烯醛标准品配置成
&R&P6 ''()*+

的溶液!绘制标准

曲线" 样品检测时!在
$& '+

的离心管中加入
$ '+

的样品$

&P6% '+

的色氨酸试剂$

" '+

的浓盐酸混

匀!

"6 "

下保温
.& '14

后检测在
?E

%M&

的吸光值"

!"&

甘油脱水酶酶活的检测

细胞悬浮液置于冰浴中超声细胞破碎 %功率

"&& F

!破壁
$ L

!间歇
" L

!重复
"&&

次&" 破碎后于

7 "

条件下
$& &&& K*'14

离心
% '14

!上清液即为粗

酶液" 甘油脱水酶活力的检测方法参照
;(K>T>

等人!.6#

的
"-

甲基
-.-

苯并咪唑腙法" 甘油在甘油脱水酶的

作用下生成
"-

羟基丙醛! 生成的
"-

羟基丙醛与
"-

甲基
-.-

苯并咪唑腙%

:9;<

&反应生成腙类化合物!

因此可以用比色的方法来检测" 在
% '+

的离心管

中加入
$&& !+

的
. '()*+ $

!

.-

丙二醇!

$&& !+

的

&P% '()*+ U8)

!

$& !+

的
$P% ''()*+

辅酶
9

$.

!

MH&

!+

的
%& ''()*+

磷酸钾缓冲液%

Q< 6P&

&!

$&& !+

的

粗酶液!

"6 "

保温
$& '14

" 加入
$ '+

的
&P$ '()*+

柠檬酸钾缓冲液%

Q< "PM

&终止反应!再加入
&P% '+

的新配
&P$O:9;<

!

"6 "

保温
$% '14

" 最后加入
$

'+

的蒸馏水!混合均匀后在
"&% 4'

处测吸光值"

$

个酶活单位定义为# 在
"6 "

$

Q< 6P&

条件下!

$ '14

催化生成
$ !'()

丙醛所需的酶量"

粗酶液蛋白质含量测定方法参照
9K>AV(KA

法!.,#

!

以牛血清蛋白为标品"

!"'

甘油浓度的检测

甘油浓度通过高效液相色谱检测! 色谱条件

为#

W?N9DX Y<

.

柱!柱温
"& "

!流动相乙腈
#

水
Z

H#$

%

[*[

&!流速
$ '+*'14

!示差折光检测器" 样品检

测前用
&P7% !'

微孔滤膜过滤"

#"!

菌龄对罗伊氏细菌素产量的影响

处于不同菌龄的细胞!它的生理状态有一定的

材材材材材料料料料料与与与与与方方方方方法法法法法
9999

9

结结结结结果果果果果与与与与与讨讨讨讨讨论论论论论
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差异!这会显著影响
!" #$%&$#'

细胞内甘油脱水酶的

酶活"如图
!

所示!在厌氧发酵的早期阶段!

!" #$%&$#'

细胞内甘油脱水酶的酶活非常低!

!" #

后酶活显著

增加"当细胞处于稳定期初期#

$% #

$!细胞内甘油脱

水酶的酶活达到最大
$&$ '()*

!之后稳定在
$ '()*

左右% 因此!使用稳定期初期的细胞用于酶转化!有

利于提高罗伊氏细菌素的产量!这与
+,-.-/0

等人12"3

的研究结果类似"

图
!

菌龄对罗伊氏细菌素产量的影响

"#$% ! &''()*+ ,' )(--+ .$( ,/ *0( 1(2*(1#/ 31,42)*#,/

5%5

缓冲溶液浓度和
36

对罗伊氏细菌素产量的

影响

不同离子浓度会影响微生物的生理活性!因此

研究不同缓冲溶液浓度对罗伊氏乳杆菌生产罗伊

氏细菌素的影响" 如图
2

&

4

$所示!以不同浓度的磷

酸氢二钾
5

磷酸二氢钾&

67+

$作为甘油溶液的缓冲

体系!控制
89

稳定在
%&:

% 随着缓冲溶液浓度的增

加!罗伊氏细菌素的产量显著增加% 当缓冲溶液浓

度为
:&:; )<=>?

时!产量达到峰值%当浓度超过
:@2

)<=>?

后!罗伊氏细菌素浓度急剧下降% 这是因为当

缓冲溶液浓度较低时!缓冲稳定性相对较差!甘油

溶液
89

不能稳定在最适值' 当缓冲溶液浓度超过

:&:; )<=>?

后!细胞有一定的自我调节能力!而超过

一定浓度后!溶液中离子强度过高!影响细胞的生

理活性!细胞转化能力急剧下降%

89

值能显著影响罗伊氏乳杆菌内甘油脱水酶

的活性! 不同微生物来源的甘油脱水酶的最适
89

差异较大% 肺炎克雷伯菌&

(")*$%+,*'-$

$和弗劳地

枸橼酸杆菌&

./0#$%*1'' A+B C::":

$来源的甘油脱

水酶!其最适
89

为
;&D

12E5CF3

%与其他来源的甘油脱水

酶相比!

!" #$%&$#'

来源的甘油脱水酶的最适
89

偏

低% 马会亮等人研究发现罗伊氏乳杆菌 &

!" #$%&$#'

GH::F

$中的甘油脱水酶最适
89

在
%I2

左右 1C23

% 因

此研究了不同
89

值对
!" #$%&$#'

生产罗伊氏细菌

素的影响! 并比较了用缓冲溶液控制恒定
89

和只

调节初始
89

的差异%分别利用磷酸氢二钾
5

磷酸二

氢钾缓冲体系控制甘油溶液保持不同的恒定
89

!

以及用
9G=

(

J4K9

把甘油溶液配置成不同的初始

89

%分别检测酶转化
F #

后罗伊氏细菌素产量%如图

2

&

L

$所示!在两种不同的
89

调节方式下!当
89 %

时

罗伊氏细菌素的产量都表现为最大值% 并且在弱酸

的条件下!有利于
!"#$%&$#'

生产罗伊氏细菌素%

图
5

不同缓冲溶液浓度和
36

对罗伊氏细菌素产量的影响

"#$% 5 &''()*+ ,'72''(1 ),/)(/*1.*#,/ ./4 36 ,/ *0(

1(2*(1#/ 31,42)*#,/

5%8

甘油浓度对罗伊氏细菌素产量的影响

甘油作为催化反应的底物!其浓度对罗伊氏细

菌素产量有显著影响% 作者研究了不同浓度的甘油

作为底物!催化
F #

后罗伊氏细菌素的产量!见图
C

%

甘油浓度低于
C:: ))<=>?

时!罗伊氏细菌素的产量

随着甘油浓度的增加而增加!甘油转化为罗伊氏细

菌素的比例&甘油转化率$均在
D:M

以上% 之后随着

甘油浓度再增加!产量逐渐降低% 实验表明!在一定

范围内增加甘油浓度有利于罗伊氏细菌素产量的

提高!由于甘油是罗伊氏乳杆菌的自杀底物!过高

的甘油浓度会抑制菌体的生长% 因此!静置培养时!

()
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的甘油浓度是最适合的底物浓度!同时

在实际生产时可以采取流加甘油的形式!使甘油浓

度维持在一定范围!从而降低甘油对菌体的抑制作

用"

图
!

甘油浓度对罗伊氏细菌素产量的影响

"#$% ! &''()* +' $,-)(.+, )+/)(/*.0*#+/ +/ *1( .(2*(.#/

3.+42)*#+/

5%6

酶转化时间对罗伊氏细菌素产量的影响

罗伊氏乳杆菌体内存在代谢甘油的还原途径(!

!

!!)

"

甘油经依赖辅酶
*

+,

的甘油脱水酶转化为罗伊氏细

菌素(!"

!

!-)

!再经依赖
./0

1的
+

!

!2

丙二醇脱氢酶转化

为
+

!

!3

丙二醇(!43!5)

" 罗伊氏细菌素是甘油两步代谢

的中间产物!酶转化时间能影响罗伊氏细菌素和副

产物
+

!

!3

丙二醇的产量" 如图
-

所示!随着时间的

增加!罗伊氏细菌素的产量显著增加!在
+ 6

后达到

最大值
+4- ##$%&'

!之后随着反应时间的延长产量

逐渐降低" 由于甘油转化成罗伊氏细菌素的途径

中!需要依赖辅酶
*

+,

的甘油脱水酶的催化!并且在

催化的同时!辅酶
*

+,

的
737$

键由于底物甘油的作

用! 发生不可逆的断裂形成
4

#

3

脱氧腺苷和烷基钴

氨素类似物!而甘油脱水酶与形成的烷基钴氨素结

合!致使甘油脱水酶失活(!8)

"推测随着发酵时间的延

长!胞内的甘油脱水酶由于甘油的自杀抑制作用逐

渐失活"

+ 6

后大部分的甘油脱水酶失活!这时细胞

不再能转化甘油!而胞内还残留有
./09

!罗伊氏

细菌素经依赖
./09

的
+

!

!3

丙二醇脱氢酶继续转

化形成
+

!

!3

丙二醇$或是能转化少量甘油!但产生

罗伊氏细菌素的量低于罗伊氏细菌素反应生成

+

!

!3

丙二醇的量!这都能使得检测到的罗伊氏细菌

素浓度降低%

578

接种量对罗伊氏细菌素产量的影响

甘油脱水酶作为反应的关键限速酶!其浓度直

接决定催化反应速率" 在酶转化过程中!反应速率

表现为甘油溶液中的细胞浓度" 如图
4

所示!接种

量从
," #:&#'

增加到
8" #:&#'

时!罗伊氏细菌素

产量呈线性增加$ 接种量超过
+"" #:&#'

之后!随

着接种量的增加! 罗伊氏细菌素的产量反而减少"

这可能是因为细胞浓度过高!细胞与甘油的接触比

表面积减小!导致传质阻力增大而酶转化速率下降"

图
6

发酵时间对罗伊氏细菌素产量的影响

"#$% 6 &''()* +' (/9-:( )+/;(.<#+/ *#:( +/ *1( .(2*(.#/

3.+42)*#+/

图
8

接种量对罗伊氏细菌素产量的影响

"#$% 8 &''()* +' )(,, )+/)(/*.0*#+/ +/ *1( .(2*(.#/

3.+42)*#+/

=%>

温度对罗伊氏细菌素产量的影响

温度不仅能影响细胞内甘油脱水酶的酶活!还

能影响罗伊氏细菌素对细胞的毒害作用 (,")

!因此设

置不同温度!观察温度对细胞产罗伊氏细菌素的影

响"图
;

表明!

!" !

时罗伊氏细菌素的产量最大!同

时在较低的温度下&

," !

'!还能保持较高的罗伊氏

细菌的产量! 推测低温有利于罗伊氏细菌素的积

累% 此结果不同于
76<=

等人报道的罗伊氏乳杆菌

酶转化的最佳温度为
!5 !

! 以及温度对酶转化影

NN
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!但与
%&'()*(+

等人研究的温度对罗伊

氏乳杆菌
,-.. /0123

的影响结果相似!42$

'

图
A

温度对罗伊氏细菌素产量的影响

9"+B C )77/*0 %7 0/<>/$D06$/ %- 01/ $/60/$"- >$%:6*0"%-
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正交实验优化

在单因素实验的基础上!采用
5

61

#

7

/

&正交表设

计实验!研究了缓冲溶液
89

值(甘油浓度(酶转化

时间(接种量(温度对罗伊氏细菌素产量的影响!实

验安排及结果见表
6:;

'

由表
<

可以看出!实验的
/

个因素对罗伊氏细

菌素的产量都有极显著影响#

!

!

2=>?

&!影响罗伊氏

细菌素产量因素的主次排序依次是"

"

#甘油浓度&

!

#

#接种量&

!$

#时间&

!%

#温度&

!&

#

89

&'根据多重比

较确定各因素的最佳水平组合为
'

7

(

7

$

7

%

0

&

7

! 其中

&

0

和
&

7

无显著性差异' 考虑到甘油脱水酶的最适

89

为
1=;

! 为了节约在实际应用中控制
89

使用的

碱液的量!最佳
89

定为
1=;

'因此!全细胞转化生产

罗伊氏细菌素的最佳条件为"甘油浓度
7>> @@&'A5

!

接种量
66> BA5

!酶转化时间
?;> @CD

!温度
0> "

!

发酵
89 1=;

'

对最佳条件进行验证试验!

1

次独立重复实验!

罗伊氏细菌素平均产量达到#

;7?=;#0=7

&

@@&'A5

!较

单因素实验中最佳产量提高了
0>E

'

研究发现!处于稳定期初期的
)* +,-.,+/

!其细

胞内甘油脱水酶的酶活最大!有利于转化甘油生产

罗伊氏细菌素' 通过单因素和正交实验的优化!

)*

+,-.,+/

转化甘油生产罗伊氏细菌素的产量达到了

#

;76=;#0=7

&

@@&'A5

!生产的效率和产量得到了显著

提高!为今后大规模的工业化生产提供一定的指导'

结结结结结 语语语语语
%%%%

%

因素

水平

0

89

"

甘油浓度
A

F@@&'A5G

$

时间
A@CD

(

接种量
A

H@BA@5G

%

温度
A"

? /=/ 4/> 7/ 3> 4>

4 /=3 0>> 1> I> 4/

0 1=4 0/> I> ?>> 0>

7 1=/ 7>> ?4> ??> 0J

表
E

方差分析表

GDH(/ E =-D(,4"4 %7 ID$"D-*/ 7%$ 01/ %$01%+%-D( :/4"+-

注"

1

<

KII=3E

!

1

<

#

LMNO+P(M

&

KII=JQ

'

方差

来源
平方和 自由度 均方

2

值

89 332=1;I 0 ;I0=/70 663=0/I

甘油

浓度
07 7;I=7I1 0 66 7J1=7II 7 1;J=7;1

时间
; 3J7=;1I 0 I/3=2I2 031=062

!

值

!

2=26

!

2=26

!

2=26

接种

量
I 26;=26; 0 0 227=227 6 ;66=;76

!

2=26

温度
6 706=/1I 0 7JJ=6I2 6I;=72J

!

2=26

误差
66I=27/ 73 ;=732

表
J

正交实验因素水平表

GDH(/ J 9D*0%$ (/I/( %7 %$01%+%-D( :/4"+-
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会 议 消 息

会议名称!第
(

届食品安全与营养国际会议"

)*+,- !.!.

#

会议时间"

!"!"#"$#%$

至
!"!"#"$#%&

会议地点
'

兰阿姆斯特丹

主办单位
'()*+, !"!"

联 系 人
'

蔺女士

电 话
'-.&!#$&""#"%$/

012343567895:;;7<8;=

会议简介"%

()*+, !"!"

& 第
/

届食品安全与营养国际会议将于
!"!"

年
$

月
%$#%&

日在荷兰阿姆斯特丹隆重召开'

()*+,

!"!"

录用的文章能发表在国际论文集
>

并被
?@A4B)2=> C@@D4; +5E@42A> )A@77 A;6> FA@GH;7=> )IJ(

等检索'三位顶级

教授受邀参加会议并将为会议呈现学术前沿的大会报告和研究成果' 第一位是来自
K28527=;A 08L3A@81;8=

);8=A;> K28527=;A M83L;A73=N> K28527=;A KI% OPG> MQ

的教授
R2A=38 I<S< F2AAN

' 第二位是来自
F@4N=;5E835

(87=3=H=; @6 T37;H> F@A=HD24

的教授
U2VH;4 B; F38E@ *;AA;3A2 CH38!

' 第三位是来自西班牙巴塞罗那大学的教授

S@7; KH37 IA2H7 WA=;D2

'

!"!"

年
$

月
%&

日将在荷兰阿姆斯特丹将进行为期一日旅游和观光'

会议网址"

E==X'YYZZZ<35678<@ADY

投稿方式"

E==X'YY5@867N7<35@86<@ADY7H:13773@8Y35678!"!"

会议邮箱"

3567895:;;7<8;=

联系电话"

-.&!#$&""#"%$/

会议专员"蔺女士

/$


