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乳酸杆菌冻干发酵剂
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摘要：以乳酸杆茵为菌种，进行单因素和响应面法实验优化得到制备冻于发酵剂的复合保护荆

为：脱脂乳粉9．7 g／dL，半胱氨酸0．03 mol／L，谷氨酸钠3．2 g／dL，所得冻干发酵剂存活率为

89．5“。且该冻干发酵剂于4℃保存6个月后的存活率为66．4％。
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Studied on the Freeze-Dried Starter of Lactobacillus sp．

XIONG Qiang，LU Li—xia。，SUN Yun，YU Xiu@an，XIONG Xiao—hui

(College of Life Science and Pharmacy，NaNing University of Technology，Naming 210009，China)

Abstract：This paper studied on the freeze-dried starter of Lactobacillus sp．．Based on the results

of single and response surface methodology，the optimum combination cryoprotectant was

developed containing：skimed milk 9．7％，L—cystein 0．03 mol／L，and sodium glutamine 3．2％．

The survival rate of lactobacillus sp was maintained at 89．5％using this combined protector．

The survival rate of the starter could stay at 66．4％咖hen storing it at 4℃for six months．
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直接式发酵剂活力强、用量少、污染低、品种

多，便于运输、保藏，使用方便，在西方发达国家已

得到广泛应用。但乳酸菌浓缩发酵剂较难长期保

存[1]，因此乳酸菌的保藏成了热门的研究课题。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o”]。

作者在实现乳酸杆菌高密度培养的基础上[4]，

进一步研制直投式发酵剂。以乳酸杆菌为菌种，比

较了蔗糖、乳糖、谷氨酸钠、半胱氨酸、壳聚糖、脱脂

奶粉、甘油、维生素C等对乳酸菌的冻干保护效果，

从而筛选良好的冻干保护剂，以期最大限度地发挥

保护剂的保护功能，提高乳酸菌的存活率，旨在为

研制开发高效冻干直接式发酵剂提供依据。

1材料与方法

1．1实验材料

1．1．1菌株乳酸杆菌(Lactobacillus sp．)，作者

所在实验室分离保藏。

1．1．2培养基种子培养基(组分g／dL)：葡萄糖

2．0，蛋白胨1．0，牛肉膏0．5，酵母膏0．5．pH 6．5～

6．7。

计数培养基(组分g／dL)：葡萄糖1．0，胰胨
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1．0，牛肉膏1．0，酵母膏1．0，琼脂1．5．pH 6．5～

6．7。

发酵培养基(组分g／dL)：葡萄糖：乳糖(1：1)

2．0，牛肉膏1．0，柠檬酸钠0．5，吐温80 0．05，氯化

钠0．25，硫酸镁0．1．PH 6．5。

1．1．3主要仪器设备Thermo Savant冷冻干燥

机，美国Thermo Electron Co制造。

1．2实验方法

由表1可以看出，在加入保护剂之后，乳酸菌

的存活率均有不同程度的提高，即多选择的保护剂

均对乳酸菌有一定的保护作用。以半胱氨酸的效

果最为显著，冻干存活率达80．3％。脱脂乳粉、谷氨

酸钠等对乳酸菌具有良好的保护作用。蔗糖和乳糖

可抑制菌表面自由基的产生，对乳酸杆菌也有较好的

保护作用”J，这与卢行安等”3研究结果一致。

表l冻干保护剂的筛选结果

1．2．1乳酸杆菌发酵液制备参照文献[4]培养Tab·1 Screening results of cryoprotectantsfo’Lact06acil妇

至对数生长期末期终止发酵。

1．2．2冻干发酵剂制备

1)冻干菌悬液制备：乳酸杆菌培养到一定时间

后，将发酵液于6 000 r／min离心20 rain，弃上清

液，以无菌水制成一定浓度的均匀菌悬液。

2)保护剂的配制与添加：将不同保护剂配成一

定浓度的溶液，灭菌后添加到已装有菌悬液的各冻

干瓶中，制成与离心前发酵液浓度相同的菌悬液。

3)冷冻干燥：将添加有不同冻干保护剂菌悬液

的冻干瓶置于超低温冰箱中急速冷冻，以保证形成

小的冰晶和冻结完全。之后立即放入真空冷冻干

燥机中进行干燥，冻干结束后立即用密封带密封冻

干瓶，用于检测活菌数。

1．2．3保存性实验将冻干后的发酵剂于4℃冰

箱保存，6个月时取出检测活菌数，并计算存活率。

1．2．4乳酸杆茵活茵数的计数方法 参照文献

[4]，梯度稀释倾注平板法。

1．2．5乳酸杆菌存活率的计算

细胞存活率一臻幸需荐案毒黼×，00％
2结果与分析

2．1冻干保护剂(单因素多水平)筛选试验

比较蔗糖、乳糖、壳聚糖、脱脂乳粉、甘油、谷氨

酸钠、半胱氨酸等对乳酸杆菌的冻于存活率，结果

见表1。

X口·

鬟褊浓度零繁j臻繁j魏
蔗糖 5 g／dL 188 69 36 7

蔗糖 lO∥dL 188 78 41 5

蔗糖 20 g／dL 188 89 47．3

乳糖 5 g／dL 188 37 19．?

乳糖lO g／dL 188 106 56．4

乳糖 20 g／dL 188 92 49．2

壳聚糖 5 g／dL 188 148 48．7

脱脂乳粉12 g／dL 188 124 66．0

甘油lO g／dL 188 85 45．2

谷氨酸钠 5 g／dL 188 132 70．2

半胱氨酸0．04 md／L 188 15I 80．3

维生索C 0．04 mol／L 188 67 35．6

对照 一 188 22 ¨．7

2．2不同悬浮基质对冷冻保护效果的影响

微生物冻干需在一定的悬浮介质中进行，不同

乳酸菌有不同适宜的悬浮介质，悬浮介质的特性在

整个冻干过程中对细胞活力都有重要的影响。从

表2可以看出，同一冻干保护剂在不同的悬浮介质

中存活率也有明显的差异。新鲜培养基优于脱脂

乳粉，以下试验均选择新鲜培养基为冻干悬浮

介质。

袁2不同悬浮介质对存活率的影响

Tab．2 Effect of different suspension medium on the survival rate
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2．3响应面法优化冻干保护剂配方

2．3．1 实验设计根据Box-Behnken的中心组合

设计原理，以脱脂乳粉、谷氨酸钠、半胱氨酸3个因

素为自变量，以乳酸菌的存活率为响应值设计了三

困素三水平共15个实验点的响应面分析实验⋯。

根据单因素实验结果，实验因素和水平见表3。

袭3实验因素和水平

Tab．3 Factors and levels in the design

通过Statistica 6．0软件，拟合二次回归模型，

并对其进行分析以确立最优响应因子水平，分析结

果见表5。

根据表5，拟台的二次回归方程为：

y一68．655 56+3．991 67 X1十1．012 50x2+

0．437 50x3+5．266 67x12+8．345 83x2。十

1．445 83x3 2+0．075 OOxl22—2．075 OOxl 3／7a

1．750 00x2zj

表5回归方程中回归系数的估计值

Tab．S Parameter∞tiⅡmt8 of the regression equation

2．3．3确定各因素的最优水平进一步对响应值

y与各因素。，，z。，z，进行响应面三维和等高线分

析。结果表明响应面的稳定点在所试验的范围之

内，即得到各因素的最优值分别为：z，一0．097，

z2—0．030，z1—0．032。

2．3．4验证实验根据回归分析结果和响应面的

稳定点，确定脱脂乳粉、半胱氨酸、谷氨酸钠的浓度

分别为9．7 g／dL，0．03 mol／L，3．2 g／dL。验证实

验结果见表6。冻于前活菌数为1．43×10”cfu／

mL。表6的结果表明，由响应面优化得到的复合保

护剂作用于乳酸杆菌有很好的保护作用。

表6验证试验结果

Tab．6 Result of the valldatloll lest

2．4冻干发酵剂的保存性实验

将真空冷冻干燥后发酵剂在4℃常压状态下

进行贮藏，于6个月后测定活菌数。贮藏结果见表

7。由表7可知，最终乳酸杆菌冻干发酵剂的存活

率为66．4％，说明该发酵剂的保存性较好。
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表7冻干发酵剂4℃保存6个月后的存活率

Tab．7 SⅡrvival rate of freeze-dried starter stored at 4"12 after

six months

3结论

1)在所实验的8种保护剂中，半胱氨酸的保护

参考文献：

作用最好，乳酸杆菌存活率80．3％。采用新鲜培养

基作为悬浮介质优于12％的脱脂乳粉。

2)通过响应面优化得到复合冻干保护剂。结

果表明：对乳酸菌影响最大的保护剂是半胱氨酸，

经过优化取得的最优值分别为：脱脂乳粉9．7

g／dL，半胱氨酸0．03 mol／L，谷氨酸钠3．2 g／dL。

活菌存活率最高达到89．5％。

3)该乳酸杆菌冻干发酵剂，在4℃常压状态下

进行贮藏，于6个月后的存活率为66．4％，该冻干

发酵剂的保存性较好。
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