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响应面法优化植物乳杆菌冻干保护剂
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摘   要：采用响应面法对植物乳杆菌冻干保护剂配比进行优化。在单因素试验的基础上，首先利用 Plackett -Burman
设计法研究保护剂对响应值的影响程度，发现脱脂乳、甘油和 VC 对细胞存活率的影响显著，然后利用最陡爬坡

法逼近最大响应区域，最后在上升最高点处由中心组合试验和响应面分析确定其最优保护剂复配比例，即脱脂乳、

甘油和VC的质量浓度分别为 13.68g/100mL、1.97g/100mL和 0.20g/100mL，并通过实验测得优化后的细胞存活率

为 85.01%，与预测值 84.85% 非常接近，植物乳杆菌含菌量为 4.98 × 1010 CFU/g，而加单一保护剂时的细胞存活

率最高值为 52%，存活率提高了 63.48%。
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Abstract ：The formulation of protectant for lyophilized Lactobacillus plantarum was optimized by means of response surface

methodology. First, based on the single factor experiments, Plackett-Burman design was used to evaluate the importance of

ingredients of compound protectant formula affecting cell viability of Lactobacillus plantarum. Second, steepest ascend method

was used to obtain the maximum response regions of the most important ingredients. Finally, central composite design combined

with response surface methodology was employed to investigate the optimal compound protectant formula. Results indicated

that the most important ingredients included skimmed milk, glycerol and vitamin C, and their optimal amounts in 100 mL of

protectant formula were skimmed milk 13.68 g, glycerol 1.97 g and vitamin C 0.20 g. The optimal cell survival rate was observed

to be 85.01% using the optimal compound protectant, which was very close to the expected value (84.85%) and also exhibited

an increase of 63.48% compared with using a single protectant, and the number of living Lactobacillus plantarum was 4.98 ×

1010 CFU/g.
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植物乳杆菌是酸菜等蔬菜发酵的主要微生物之一[1]，

其冻干菌粉可直接应用于家庭及工厂的蔬菜发酵中。用

植物乳杆菌发酵蔬菜的亚硝酸盐含量远远低于自然发酵

蔬菜，并且使用方便，产品质量稳定。在家庭以及工

厂规模化生产中拥有广阔的市场前景。而在植物乳杆菌

冻干菌粉的制作过程中，选择合适的冻干保护剂具有重

要意义。本实验采用响应面法对植物乳杆菌冻干菌粉的

冻干保护剂的优化进行研究，旨在为工业化生产蔬菜发

酵剂提供必要的参数。

1 材料与方法

1.1 材料

植物乳杆菌由本实验室分离并保藏；MRS 培养基

(用于菌种的保藏、活化，制备种子液和活菌计数)；脱



     2010, Vol. 31, No. 05 食品科学 ※生物工程220

脂乳、蔗糖、葡萄糖、乳糖、甘油、山梨醇、V C 、

硫酸锰均为分析纯。

1.2 工艺流程

菌种活化→扩大培养→离心收集菌体→加保护剂→

分装→预冻→真空冷冻干燥→冻干粉→活菌计数

1.3 操作要点

菌体的培养及收集：采用 MRS 液体培养基 37℃培养

48h 后收集菌体，将菌液移入无菌离心管中，4000r/min
离心 20min，弃上清液，用 0.9g/100mL 无菌生理盐水洗

涤沉淀菌体，再以同样的条件离心 20min，弃上清液即

得乳酸菌菌泥。

保护剂的除菌处理：将蔗糖、葡萄糖、乳糖、山

梨醇、甘油、硫酸锰和 V C 分别灭菌待用。其中蔗糖、

葡萄糖、乳糖、山梨醇、甘油、硫酸锰、脱脂乳在

115℃下保温 15min 杀菌，VC 采用膜孔径为 0.22μm 的

滤菌器除菌 [ 2 ]。

保护剂的添加：将离心后的菌体与 10mL 按所需质

量浓度(g/100mL)配制好的保护剂混合，保护剂调菌浓度

至 1010CFU/mL 并在旋涡混合器上混匀，制成细胞悬液。

冻干菌粉的制备：取 1mL 菌悬液分装入无菌带塞的

小瓶中，放在－ 40℃下预冻，8h 后取出在真空冻干机

中冻干，冻干条件为 1Pa 压力－ 45℃下干燥 24h[3]，然

后置于－ 5℃低温冰箱中保存备用。

冻干菌粉的复水处理：按照文献[ 4 ]的方法进行。

冻干菌粉从冰箱中取出，加入无菌水，使其与冻干前

菌悬液的体积相等，于 30℃水浴振荡融化 10min，制成

菌悬液备用。

测定方法：采用平板计数法，厌氧 37℃培养 48h，
测定冻干前后活菌总数，并计算存活率。

                        B
存活率 /%= ——× 100
                        A

式中：A 为冻干前 1mL 液体样的活菌数 /(CFU/mL)；
B 为 1mL 液体样冻干后的活菌数 /(CFU/mL)。
1.4 冻干保护剂优化方法

采用单因素试验、Plackett -Burman 设计、最陡爬

坡试验、中心组合设计、响应面分析法。本研究的试

验设计、数据分析及模型建立分别采用 S A S 软件

(Version 9.0)和 Origin7.0 软件来进行。

1.5 菌粉中含菌量测定

                                  
存活率×1010/(CFU/mL)×10/mL

含菌量 /(CFU/g)＝———————————————

                                               冻干后菌粉质量/g

2 结果与分析

2.1 单因素选取复合试验因素水平

本研究中结合实验成本，根据文献[5-6]的方法选择

常用的对乳酸菌保护效果较好的 8 种保护剂，比较它们

对菌株的冻干保护效果。

2.1.1 脱脂乳质量浓度的选择

脱脂乳中的乳清蛋白在菌体表面形成蛋白膜对细胞

加以保护，并且可以固定冻干的酶类，防止由于细胞

壁蛋白质损坏而引起的胞内物质泄漏[7]。从图 1 可以看

出，在一定的质量浓度范围内，随着脱脂乳质量浓度

的增加，细胞存活率明显提高。但脱脂乳质量浓度高

于 12g/100mL 时，存活率变化不明显，且保护剂含量增

高易出现冻干不彻底现象。因此，脱脂乳的添加量确

定为 12g/100mL。

2.1.2 糖质量浓度的选择

图 2 是不同质量浓度的蔗糖、葡萄糖和乳糖对细胞

存活率的影响。当蔗糖质量浓度低于 8g/100mL 时，随

着蔗糖质量浓度的增加，细胞存活率提高幅度明显，高

于 10g/100mL 几乎无变化，因此，蔗糖的添加量确定为

10g/100mL。
随着葡萄糖质量浓度的增加，细胞存活率明显提

高。但质量浓度高于 10g/100mL 时，细胞存活率提高幅

度较小，因此，葡萄糖的添加量确定为 10g /100mL。

随着乳糖质量浓度的增加，细胞存活率明显提高。

但质量浓度高于 10g/100mL 时，菌体存活率提高幅度较

小。因此，乳糖的添加量确定为 10 g / 10 0mL。

图1   脱脂乳质量浓度对细胞存活率的影响

Fig.1   Effect of skimmed milk amount on cell survival rate of
Lactobacillus plantarum

60
50
40
30
20
10

0

细
胞
存
活
率

/%

脱脂乳质量浓度 /(g/100mL)

0 2 4 6 8 10 12 14 16

图2   蔗糖、葡萄糖和乳糖质量浓度对细胞存活率的影响

Fig.2   Effect of sucrose, glucose, and lactose amounts on cell
survival rate of Lactobacillus plantarum
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2.1.3 甘油质量浓度的选择

甘油属低分子中性物质，在溶液中易结合水分子，

发生水合作用，使溶液的黏度增加，从而弱化了水的

结晶过程，减轻了细胞外溶质质量浓度升高所造成的细

胞损伤。同时，甘油进入细胞后，使细胞内溶质浓

度升高，细胞内压力接近于细胞外压力，减少了细胞

脱水的程度和速度[7]。随着甘油质量浓度的增加，细胞

存活率明显提高。质量浓度为 5g/100mL 时最高达 39.6
g/100mL，见图 3。但达到 5g/100mL 以上时不易冻干，

所制成的菌粉较黏稠，无法研磨成粉末状。因此，甘

油的添加量确定为 4g/100mL。

2.1.4 山梨醇质量浓度的选择

山梨醇质量浓度低于 3g/100mL 时，细胞存活率明

显提高。质量浓度高于 4g/100mL 时几乎无变化，见图

4。因此，山梨醇的添加量确定为 4g /1 00 mL。

2.1.5 VC 和硫酸锰质量浓度的选择

VC 单独使用对细胞的冻干保护作用不明显，随着

VC 质量浓度的增加，细胞存活率最高只有 7.1g/100mL，
但抗氧化剂 VC 能降低保护剂的氧化还原电位，并消耗

实验过程中的部分氧气，和其他保护剂同时使用会加

强保护效果，根据实验结果 VC 质量浓度选择 1g/100mL
(图 5 )。

随着硫酸锰质量浓度的增加，细胞存活率明显提

高。质量浓度达 1g/100mL 后细胞存活率提高不明显，见

图 5。因此，硫酸锰的添加量确定为 1 g / 10 0 mL。

2.2 Plackett-Burman 试验筛选主要影响因素

不同保护剂对菌种的保护效果是不同的，单一保护

剂并不能满足冷冻干燥的要求，不能满足菌体抵抗外界

恶劣条件的要求，所以一般按一定配方混合使用。复

配保护剂中各保护剂在冷冻干燥中均发挥着各自的作

用；同时相互间又具有协同作用；且微生物细胞结构和

大小存在差异性；如果复配保护剂中各保护剂的比例及

质量浓度达到协调时，将会加速干燥且能在干燥和保存

期间维持较高的细胞存活率，达到最佳保护效果[8]。因

此，通过 Plackett-Burman 试验筛选出对存活率影响显著

的几种保护剂，并对其进行复配。

序号
X1 X2 X3 X4 X5 X6 X7 X8 细胞存

脱脂乳 蔗糖 葡萄糖 乳糖 甘油 山梨醇 VC 硫酸锰 活率 /%
1 1 － 1 1 － 1 － 1 － 1 1 1 78.1
2 1 1 － 1 1 － 1 － 1 － 1 1 80.3
3 － 1 1 1 － 1 1 － 1 － 1 － 1 60.1
4 1 － 1 1 1 － 1 1 － 1 － 1 80.9
5 1 1 － 1 1 1 － 1 1 － 1 70.4
6 1 1 1 － 1 1 1 － 1 1 74.9
7 － 1 1 1 1 － 1 1 1 － 1 64.8
8 － 1 － 1 1 1 1 － 1 1 1 53.3
9 － 1 － 1 － 1 1 1 1 － 1 1 60.1
10 1 － 1 － 1 － 1 1 1 1 － 1 72.1
11 － 1 1 － 1 － 1 － 1 1 1 1 63.2
12 － 1 － 1 － 1 － 1 － 1 － 1 － 1 － 1 64.7

表1   Plackett-Burman 试验设计及结果

Table 1   Plackett-Burman experimental design matrix and
corresponding response of cell survival rate of Lactobacillus

plantarum

选用 N ＝ 12 的 Plackett-Burman 实验设计，对 8 个

因素进行研究，每个因素取－ 1 、＋ 1 两个水平。实

验设计及结果如表 1 所示，各因素所代表的参数水平及

分析结果见表 1 和表 2。
由表 2 中的 t 检验可知，对结果产生正效应的因素

图3   甘油质量浓度对细胞存活率的影响

Fig.3   Effect of glycerol amount on cell survival rate of Lactobacil-
lus plantarum
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图4   山梨醇质量浓度对细胞存活率的影响

Fig.4   Effect of sorbitol amount on cell survival rate of Lactobacil-
lus plantarum
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图5   VC 和硫酸锰质量浓度对细胞存活率的影响

Fig.5   Effect of vitamin C and MnSO4 amounts on cell survival
rate of Lactobacillus plantarum
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为脱脂乳、蔗糖和山梨醇，产生负效应的因素为葡萄

糖、乳糖、甘油、V C 和硫酸锰。在 9 9 % 的水平上脱

脂乳、甘油、V C 差异显著，其他因素在这个水平上

差异都不显著。负效应的因素固定在－ 1 水平，正效应

的因素固定在 + 1 水平，所以选取脱脂乳、甘油、V C
这 3 个因素作为中心组合试验的研究对象。

        因素           水平 显著性

编码 名称 － 1 1 t 检验 Pr ＞∣ t ∣ 重要性排列

X1 脱脂乳 10 12 19.19002 0.000309 1
X2 蔗  糖 8 10 0.393417 0.720304 7
X3 葡萄糖 8 10 － 0.30599 0.779617 8
X4 乳  糖 8 10 － 1.31139 0.281063 5
X5 甘  油 3 4 － 9.57315 0.002418 2
X6 山梨醇 3 4 1.398817 0.256326 4
X7 VC 0.6 1 － 4.76472 0.017557 3
X8 硫酸锰 0.8 1 － 1.26768 0.294365 6

表2   Plackett-Burman 试验分析结果

Table 2   Significance test of ingredients of compound protectant
formula

2.3 最陡爬坡试验研究最大响应值的响应区域

由于响应面拟合方程只在考察的紧接邻域里才能充

分近似真实情形，在其他区域，拟合方程与被近似的

函数方程毫无相似之处，拟合几乎是毫无意义的。所

以，必须首先尽可能逼近最大细胞存活率区域后才能建

立有效的响应面拟合方程。最陡爬坡法以实验值变化的

梯度方向为爬坡方向，根据各因素效应值的大小确定变

化步长，能快速、有效地逼近最高存活率区域。

根据 Plackett-Burman 试验分析的结果确定下一步的

最陡爬坡试验。从表 3 可知，脱脂乳有显著正效应，

应增加，甘油、V C 有显著负效应，应减少。试验

设计及结果见表 3，从表 3 可以清楚地看出，4 号试

验脱脂乳、甘油、VC 质量浓度分别为 13.5g/100mL，

2.1g/100mL，0.3g/100mL 时细胞存活率达到最大值，然

后随着质量浓度的变化细胞存活率不断降低。4 号试验

的质量浓度接近最大响应区域，利用该质量浓度作为中

心组合试验的中心点。

序号
脱脂乳质量 甘油质量浓度 / VC 质量浓度 / 细胞存活

浓度 /(g/100mL) (g/100mL) (g/100mL) 率 /%
1 12 3 0.6 79.7
2 12.5 2.7 0.5 81.2
3 13 2.4 0.4 82.3
4 13.5 2.1 0.3 84.2
5 14 1.8 0.2 83.1
6 14.5 1.5 0.1 82.7

表3   最陡爬坡试验及结果

Table 3   Steepest ascend design for skimmed milk, glycerol and
vitamin C and corresponding response of cell survival rate of

Lactobacillus plantarum

2.4 响应面试验优化最佳保护剂配比

根据最陡爬坡试验，响应变量 Y 值逼近最大存活

率，以 4 号试验条件为中心点施行中心组合试验，中心

组合试验的设计及响应值结果如表 4、5 所示。

因素
水平

－ 1 0 +1
X1 13 13.5 14
X5 1.8 2.1 2.4
X7 0.2 0.3 0.4

表4   中心组合试验因素及水平

Table 4   Variables and levels in central composite design

以存活率 Y 1 为因变量，因素 X 1、X 5、X 7 为自变

量的回归方程为：

Y1=84.48655+0.443333X1－0.300879X5－0.448655X7－

1.072736X12 － 0.0875X1X5 － 0.2875X1X7 － 0.789892X52 ＋

0.3625X5X7 － 0.365627X72

用 F 检验评价方程，得到概率水平在 99% 的条件

下回归是显著的(P ＜ 0.000168)。方程的确定系数 R2 ＝

92.44%，说明 92.44% 的试验数据可以用这个方程解释。

图 7～9 显示方程的三维响应面，证实了拟合面有真实的

最大值。

通过软件计算得到，脱脂乳质量浓度为 13.68g/100mL，
甘油质量浓度为1.97g/100mL，VC质量浓度为0.20g/100mL
时，预测细胞存活率最大值为 84.85%。为了验证预测

值，在这个点做重复实验，3 次实验的平均细胞存活率

序号  X1  X5  X7 Y/%
1 － 1 － 1 － 1 82.5
2 － 1 － 1       1 81.2
3 － 1       1 － 1 80.8
4 － 1       1        1 81.7
5       1 － 1 － 1 83.8
6       1 － 1       1 82.1
7       1       1 － 1 82.5
8       1       1       1 81.5
9 － 1.68179       1       1 81.1
10     1.68179       1       1 82.5
11       1 － 1.68179       1 82.9
12       1      1.68179       1 82.3
13       1       1 － 1.68179 84.7
14       1       1     1.68179 82.9
15       1       1       1 84.4
16       1       1       1 84.7
17 1 1 1 83.9
18 1 1 1 85.1
19 1 1 1 84.1
20 1 1 1 84.6

表5   中心组合试验设计及结果

Table 5   Central composite design matrix and corresponding
response of cell survival rate of Lactobacillus plantarum
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为 85.01%。基本与数学模型得到的最大细胞存活率符

合，说明响应面法优化得到的数学模型与实验数据拟合

的较好。

脱脂乳及甘油对菌体有较好的保护作用，VC 增强

了保护剂的抗氧化作用，因而三者结合可有效提高植物

乳杆菌的抗冻干能力。

2.5 蔬菜发酵剂中含菌量测定结果

含菌量 /(CFU/g)＝ 85.681% × 1010 × 10/1.72 ＝

4.98 × 1010

3 结  论

在植物乳杆菌冻干保护剂的优化过程中，在确定各

单一保护剂的最佳质量浓度基础上通过 Plackett-Burman
设计研究了各种保护剂对细胞存活率的影响程度，找出

了影响显著的 3 个因素：脱脂乳、甘油、V C 。然后

通过最陡爬坡试验逼近最大响应区域。最后设计中心组

合试验，拟合出一个三元二次多项式方程，找出了最

佳值。最佳配方以脱脂乳质量浓度为 13.68g/100mL、甘

油质量浓度为 1.97g/100mL、VC 质量浓度为 0.20g/100mL
时，得到最大细胞存活率 85.01%。与不加保护剂时的

细胞存活率 0.2% 相比有极显著提高，与加单一保护剂

时的最高值 52% 相比提高了 63.48%。蔬菜发酵剂含菌量

为 4.98 × 1010CFU/g。
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图6   脱脂乳与甘油交互作用对细胞存活率影响的响应面图(A)和等高

线图(B)

Fig.6   Response surface and contour plots describing the interac-
tive effects of skimmed milk and glycerol on cell survival rate of

Lactobacillus plantarum
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图7   脱脂乳与VC交互作用对细胞存活率影响的响应面图(A)和等高线

图(B)

Fig.7   Response surface and contour plots describing the interac-
tive effect of skimmed milk and vitamin C on cell survival rate of

Lactobacillus plantarum
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图8   甘油与VC交互作用对细胞存活率影响的响应面图(A)和等高线

图(B)

Fig.8   Response surface and contour plots describing the interac-
tive effect of glycerol and vitamin C on cell survival rate of

Lactobacillus plantarum
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