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乳酸乳杆菌胞外多糖的发酵条件优化

陈若雯, 李里, 段家彩, 卢琪, 高 丽, 潘思轶*

(华中农业大学 食品科学技术学院,湖北 武汉 430070)

摘 要: 对乳酸乳杆菌发酵生产胞外多糖的发酵条件进行了优化。在确定 Elliker 培养基为最适

培养基的基础上,利用 Placket t Burman试验设计, 筛选出对胞外多糖产量有显著影响的因素, 即

酵母粉、发酵时间、初始 pH 值,然后针对这 3个关键因子, 用单因子试验及中心组合试验优化得到

最佳发酵条件。结果表明:当酵母粉为 17 35 g / L ,初始 pH 5 85, 发酵时间 23 18 h时,乳酸乳杆

菌胞外多糖实际产量可达 3 910 g/ L。
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Optimization of Fermentation Conditions for Exopolysaccharid

Production from Lactobacillus lactis

CHEN Ruo w en, LI L i, DUAN Jia cai, LU Qi, GAO Li, PAN Si yi*

( Colleg e of Food Science and T echnolog y, H uazhong Ag r icultural Universit y, Wuhan 430070, China)

Abstract:T his study aims to increase exopolysaccharid product ion d by opt imizing the cultur e and

nutrient condit ions o f L actobaci l lus lact is . T he results show ed that Elliker w as the opt imum

medium. T hree stat ist ically signif icant ingredients, yeast ext ract , the initial pH and fermentat ion

t ime, w hich w er e determined by Placket t Burman design. Based on the r esults of the f ir st phase,

the five level three factor cent ral composite design w as emplo yed to opt im ize the above cr it ical

factors. T he exopo lysaccharid titer w as achieved at 3 910 g / L , w ith the combinat ion of y east

ext ract 17 35 g / L , the init ial pH 5 85, fermentat ion t ime 23 18 h.

Key words: L actobaci l lus lacti s , ex opo lysaccharid, Plackett Burman design, r esponse surface

methodolo gy, cent ral composite design

乳酸菌 ( lact ic acid bacteria, LAB) 胞外多糖

( exopoly saccharide, EPS )是乳酸菌在生长代谢过

程中分泌到细胞壁外常渗于培养基的一类糖类化

合物[ 1] ,除了对细菌自身具有生物学意义, 它还赋

予发酵乳制品特殊的质构和风味, 因而广泛用于各

种食品的增稠、稳定、乳化、胶凝及持水。近年来,

欧美及日本一些学者对 LAB 的大量研究表明,

LAB在抗变异原性、防癌抗癌和增强机体免疫力方

面有着不可低估的作用[ 2] , 而它营养保健特性主要

是通过其代谢过程中形成的胞外多糖物质来完成



的[ 3]。

乳酸菌胞外多糖是微生物适应环境的产物 [ 4] ,

但产量低,菌株稳定性差, 提取成本高,制约着大规

模工业生产
[ 5]
。除与菌种的遗传特性有密切关系

外,培养基的成份(碳源和氮源)和生长环境(温度、

pH、培养时间)等都会直接影响乳酸菌胞外多糖的

分泌积累
[ 1]
,且不同营养条件和环境条件下产生的

多糖的化学结构和生理功能也有差异[ 6- 8] 。所以发

酵条件的优化, 主要包括培养基的优化和生长环境

变量的优化。

作者在确定乳酸乳杆菌最适目的培养基的基

础上, 采用 SAS8. 0中的 Plackett- Burman设计从

发酵条件各变量找出对产量影响最大的因素 [ 9- 10] ,

再以显著因子进行中心组合试验( CCD) [ 11] ,进行进

一步的量的优化, 确定稳定点的位置, 得到最佳的

发酵条件。

1 材料与方法

1 1 材料与仪器

1 1 1 菌种、试剂及培养基 乳酸乳杆菌(来自酸

奶) : 由作者所在研究室分离、鉴定并保藏; 透析袋

(截留相对分子质量为 10 000) ; 基础培养基

( MRS)、M17 培养基、APT 培养基、SL 培养基、

EliKer 培养基、TJA 培养基。

1 1 2 主要仪器与设备 高速冷冻离心机

( 64RL) :美国 Beckman公司生产;紫外分光光度计

( UV 6401) :上海光谱仪器厂生产; pH 计 上海安亭

电子仪器厂生产; 全温振荡培养箱: 太仓实验设备

厂生产。

1 2 实验方法

1 2 1 EPS的提取和测定 活化菌种按体积分数

1%接种于20 mL 发酵培养基中, 于37 下培养 24

h, 将发酵液在 4 、12 000 r/ min 的条件下冷冻离

心 15 min, 取上清液并弃去菌体沉淀。上清液和酒

精按照 1 3的体积比于 4 条件下沉淀 24 h, 再

次在 4 、12 000 r/ m in的条件下冷冻离心 15 m in,

取沉淀利用蒸馏水复溶, 透析过夜, 定容得到粗多

糖液
[ 12]
。以硫酸 苯酚法在 490 nm 下比色测定质

量浓度
[ 13]
。

1 2 2 Placket t Burman 试验设计 采用 N = 16

的 Placket t Burman试验设计, 对培养基的成分和

菌株生长条件等各变量进行考察
[ 15]
,实验设计因素

水平及编码见表 1。

表中自变量编码方程为: x i = (X i- X 0) / X i ,

式中, X i 为自变量编码值; X 0 为自变量实验水平中

心点实际值; X i 为单变量增量
[ 16- 18]

。
表 1 Plackett– Burman实验设计因素水平及编码

Tab. 1 Coded factors and levels in Plackett Burman design

变量
代 码

编码 未编码

编码水平

- 1 + 1

胰蛋白胨

质量浓度/ ( g/ L)
x 1 X 1 20 30

酵母粉

质量浓度/ ( g/ L)
x 2 X 2 5 7. 5

葡萄糖
质量浓度/ ( g/ L)

x 3 X 3 5 7. 5

乳糖
质量浓度/ ( g/ L)

x 4 X 4 5 7. 5

蔗糖
质量浓度/ ( g/ L)

x 5 X 5 5 7. 5

抗坏血酸
质量浓度/ ( g/ L)

x 6 X 6 0. 5 0. 75

氯化钠
质量浓度/ ( g/ L)

x 7 X 7 4 6

醋酸钠
质量浓度/ ( g/ L)

x 8 X 8 1. 5 2. 25

磷酸氢二氨
质量浓度/ ( g/ L)

x 9 X 9 4 6

明胶
质量浓度/ ( g/ L)

x 10 X10 2. 5 3. 75

pH 值 x 11 X11 5 6

温度/ x 12 X12 28 38

时间/ h x 13 X13 24h 48h

接种
体积分数/ %

x 14 X14 2g 3g

金属离子
质量浓度/ ( g/ L)

x 15 X15 0 0. 15

摇床转速/
( r/ min)

x 16 X16 0 150 r / min

1 2 3 中心组合试验设计 结合显著因子单因素

的结果,选择下一步试验水平的中心点和各水平的

步长以及显著因子的水平, 中心组合试验的因素和

水平设计 [ 19]见表 2,试验的设计[ 20- 21] 见表 3。

表 2 试验因素与水平

Tab. 2 Factors and levels

因素

水 平

- r
( - 1 682)

- 1 0 + 1
r

( 1 682)

酵母粉
质量浓度/ ( g/ L)

6. 69 10 15 20 23. 41

初始 pH 值 4. 318 5 6 7 7. 682

发酵时间/ h 21. 32 22 23 24 24. 682
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表 3 中心组合设计矩阵及试验结果

Tab. 3 Design and experimental results of of the central com

posite design

序号
编码变量

x 1 x 2 x 3

EPS 产量/

( g/ L)

1 - 1 - 1 - 1 2. 017

2 - 1 - 1 1 2. 494

3 - 1 1 - 1 1. 976

4 - 1 1 1 2. 219

5 1 - 1 - 1 3. 398

6 1 - 1 1 3. 595

7 1 1 - 1 3. 013

8 1 1 1 3. 177

9 - 1. 682 0 0 1. 745

10 1. 682 0 0 3. 782

11 0 - 1. 682 0 3. 012

12 0 1. 682 0 2. 857

13 0 0 - 1. 682 2. 879

14 0 0 1. 682 3. 496

15 0 0 0 3. 694

16 0 0 0 3. 699

17 0 0 0 3. 687

18 0 0 0 3. 683

19 0 0 0 3. 695

20 0 0 0 3. 703

2 结果与分析

2 1 产胞外多糖最适发酵培养基的确定

在 6种供试培养基中乳酸乳杆菌生长生物量、

产酸及 EPS 产量见表 4。结果表明, MRS、APT、

Eliker都较适合该菌株生长, M RS、Eliker 的产量较

高,但从材料易得及组分相对简单考虑, 选择 Eliker

作为发酵培养基。

表 4 不同培养基对乳酸乳杆菌生长的影响

Tab. 4 Effect of different media on Lactobacillus lactis f er

mentation

培养基
初始
pH 值

终点
pH 值

OD
EPS 产量/
( g / L )

MRS 6. 5 3. 83 1. 638 1. 243

M17 6. 5 4. 69 0. 803 0. 922

APT 6. 5 3. 98 1. 444 1. 054

SL 6. 5 4. 68 0. 983 0. 964

Eliker 6. 5 3. 95 1. 678 1. 420

T JA 6. 5 3. 59 0. 827 0. 970

2 2 影响胞外多糖产量显著因素的筛选

对 Placket t Burman 试验结果进行方差分析,

结果见表 5。对乳酸乳杆菌产胞外多糖影响显著的

因子有酵母粉 ( P < 0 001)、初始 pH 值 ( pH =

0 036 0)和时间( P= 0 004 7)。根据 Placket t Bur

man实验回归方程系数显著性检验(见表 6) , 通过

逐步回归分析获得最优多元一次回归方程为: Y =

2 18 77+ 0 787 1x 2 + 0 194 5x 11- 0 407 7x 14式中

Y 为 EPS 的预测值, 由自变量编码方程可知: x 2 =

( X 2 - 25) / 5, x 11 = ( X 11 - 5 5) / 0 5; x 14 = ( X 14 -

36) / 12。

表 5 回归模型方差分析表

Tab. 5 Analysis of variance for the regression equation

来源 自由度 平方和 均方和 F 值 P r> F

模型 16 4. 421 6 0. 276 4 19. 263 7 0. 016 2

误差 3 0. 043 0 0. 014 3

总离差 19 4. 464 7

R2= 0. 990 4; R2Adj= 0. 938 6.

表 6 回归方程系数显著性检验

Tab. 6 Significance of the regression coef ficients

模型项 回归系数 标准误 t值 P > t

胰蛋白胨 0. 100 7 0. 053 5 1. 880 0 0. 156 7

酵母粉 0. 787 1 0. 053 5 14. 694 4 0. 000 7

葡萄糖 0. 126 1 0. 053 5 2. 354 1 0. 099 9

乳糖 0. 021 7 0. 053 5 0. 405 1 0. 712 5

蔗糖 0. 058 7 0. 053 5 1. 096 0 0. 353 2

抗坏血酸 - 0. 046 9 0. 053 5 - 0. 875 6 0. 445 7

氯化钠 - 0. 069 1 0. 053 5 - 1. 290 0 0. 287 5

醋酸钠 0. 006 3 0. 053 5 0. 117 6 0. 913 8

磷酸氢二氨 0. 006 7 0. 053 5 0. 125 1 0. 908 4

明胶 - 0. 124 3 0. 053 5 - 2. 320 6 0. 103 0

pH 值 0. 194 5 0. 053 5 3. 631 1 0. 036 0

温度 - 0. 020 7 0. 053 5 - 0. 386 5 0. 725 0

接种体积分数 - 0. 061 1 0. 053 5 - 1. 140 7 0. 336 8

时间 - 0. 407 7 0. 053 5 - 7. 611 3 0. 004 7

金属离子 0. 064 1 0. 053 5 1. 196 7 0. 317 4

摇床转速 0. 003 9 0. 053 5 0. 072 8 0. 946 5

2 3 显著因子添加水平的研究

为了寻找合适的中心组合试验的中心点和大

幅度减少试验工作量, 采用单次单因子试验, 对显

著因子的添加水平进行研究[ 22- 23] 。因此,采用酵母

粉 0 3 g/ L, 初始 pH 值为 6, 时间为 23 h 为中心组
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合试验的中心点,结果见图 1。

( a)

( b)

( c)

图 1 酵母粉、初始 pH 值、时间对胞外多糖生产的

影响

Fig. 1 Eff ect of yeast extract、he initial pH and fermen

tation time on exopolysaccharide

2 4 中心组合试验结果

2 4 1 多元二次模型的建立以及回归分析检验

确定了酵母粉质量浓度、初始 pH 值、发酵时间的添

加水平, 按照中心组合试验设计, 具体试验方案及

EPS质量浓度Y 的测定结果见表 7,得到二次响应面

回归方程为: Y= 3 699 355+ 0 578 7 A- 0 101 0 B+

0 155 1 C- 0 367 1 A
2- 0 060 9 AB- 0 044 9AC-

0 306 6B2- 0 033 4 BC- 0 217 2 C
2。式中, Y 为

EPS 产量, A 为酵母粉, B 为初始 pH 值, C 为发酵

时间。

由方差分析可知,实验所选用的模型显著( P=

0 0001) , 预测值和实测值之间有高相关性 ( R
2
=

0 982 1) ,能对试验数据进行较好的拟和,因此该模

型可用于预测菌株的实际发酵。从表 8可以看出,

在试验设计的水平范围内, A、A
2
、B

2
、C

2
对 EPS 产

量的影响达到极显著水平( P< 0 01) , B、C 的影响

达显著水平( P< 0 05) , 而 A B、A C、BC 项对 EPS

产量不显著, 从而确定出优化的回归方程: Y =

3 699 355+ 0 578 7 A - 0 101 0 B+ 0 155 1 C-

0 367 1 A
2
- 0 306 6 B

2
- 0 217 1 C

2
。

表 7 二次多项回归模型方程方差分析结果

Tab. 7 ANOVA results for exopolysaccharide obtained from

CCD

来源
自由度
( DF )

平方和
( SS)

均方和
( MS)

F 值 Pr> F

模型 9 8. 458 5 0. 9398 60. 940 4 0. 000 1

误差 10 0. 154 2 0. 0154

总离差 19 8. 612 7

R2= 0. 9821; R2Adj= 0. 9660

表 8 模型的系数显著性检验的结果

Tab. 8 Regression coefficients and their signif icance of the

quadratic model

模型项 系数估计 标准误 t值 P > t

A 0. 578 7 0. 033 6 17. 220 0 0. 000 1

B - 0. 101 0 0. 033 6 - 3. 006 3 0. 013 2

C 0. 155 1 0. 033 6 4. 616 5 0. 000 9

A 2 - 0. 367 1 0. 032 7 - 11. 220 9 0. 000 1

B2 - 0. 306 6 0. 032 7 - 9. 372 7 0. 000 1

C2 - 0. 217 2 0. 032 7 - 6. 638 4 0. 000 1

AB - 0. 060 9 0. 043 9 - 1. 386 5 0. 195 7

AC - 0. 044 9 0. 043 9 - 1. 022 1 0. 330 8

BC - 0. 033 4 0. 043 9 - 0. 760 1 0. 464 7

2 4 2 EPS响应面分析 响应值 Y 在试验区域中

有个稳定点(0 470 7, - 0 154 2, 0 175 6) ,代入回

归方程 Y= 3 964 g / L。从图 2~ 4 可知,由响应面

值的变化和等高线图的趋势, 分析稳定值的性质,

确定该稳定点为极大值点
[ 11]
, 从而确定最佳发酵条

件为: 酵母粉质量浓度 17 35 g/ L , 初始 pH 值

5 85,发酵时间为 23 18 h。在预测发酵条件进行

发酵实验,得到实际产量为 3 910 g/ L。
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图 2 酵母粉和初始 pH值交互影响 EPS产量的曲面图及其等高线图

Fig. 2 Three dimensional plot and corresponding contour plot of EPS vs yeast extract and the initial pH

图 3 初始 pH值和发酵时间交互影响 EPS产量的曲面图及其等高线图

Fig. 3 Three dimensional plot and corresponding contour plot of EPS vs the initial pH and fermentation time

图 4 酵母粉和发酵时间交互影响 EPS产量的曲面图及其等高线图

Fig. 4 Three dimensional plot and corresponding contour plot of EPS vs yeast extract and fermentation time

3 结 语

在诸多适合于乳酸菌生长的培养基中, 确定

Eliker 培养基最适合乳酸乳杆菌发酵产胞外多糖。

由于乳酸菌代谢中减少乳酸形成, 可能会使更多的

碳原子脱离糖酵解反应进入 EPS 的合成, 所以发酵

过程 pH 值变化幅度小, 有利于 EPS的积累。实验

中还注意到 EPS 产量在达到最大时, 细菌的生物量

也最大。

利用 Plackett Burman 设计, 评价了培养基各

组分和主要工艺参数对胞外多糖合成的影响, 成功

筛选出关键因子。其中酵母粉作为菌株生长所需

氮源影响最显著 [ 24] , 其次是发酵时间, EPS 显著降

低可能与酶降解或培养基物理参数的改变有关[ 25] ,
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相对较小的是初始 pH 值, 可能因为整个发酵过程

变化幅度比较缓和。

中心组合设计是响应曲面分析法中用得最为

广泛的二阶试验设计, 作者通过回归方程的方差分

析检验,确定关键因子对胞外多糖合成量影响的显

著性程度,从而确定出优化的回归方程: Y= 3 699

355+ 0 578 7 A - 0 101 0 B+ 0 155 1 C- 0 367 1

A
2 - 0 306 6 B

2 - 0 217 1 C
2。根据回归方程的计

算, 求的最优酵母粉质量浓度 17 35 g/ L, 初始 pH

5 85,发酵时间 23 18 h。利用最优条件进行试验

验证,结果显示回归模型的预测值与试验的实测值

较为接近, 进一步证明回归模型具有较好的拟合

度。
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