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酸奶菌种冷冻干燥保护剂的筛选研究

黄丽金 陆兆新 * 袁勇军

(南京农业大学食品科技学院 江苏 南京      210095)

摘  要 本研究采用Plackett-Burman 设计法 对蔗糖 麦芽糖 乳糖 果糖 葡萄糖 甘油 甘露醇 山

梨醇 可溶性淀粉 明胶 抗坏血酸 谷氨酸钠 L- 半胱氨酸盐酸盐以及脱脂奶粉等14 种材料对德氏乳杆菌保

加利亚亚种和唾液链球菌嗜热亚种冷冻干燥的保护效果进行评价 结果表明 对德氏乳杆菌保加利亚亚种在冷冻干

燥中有显著保护作用的是蔗糖 甘油 山梨醇以及脱脂奶粉 而唾液链球菌嗜热亚种有效的冷冻干燥保护剂为甘

油 谷氨酸钠和脱脂奶粉
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浓缩冷冻干燥发酵剂是乳酸菌细胞悬浮液冻结后在

真空条件下使冰升华 最后达到干燥而制成的发酵剂
[ 1 ] 由于该发酵剂活力强 接种量小 污染率低 便

于运输保藏 使用方便 因此受到广泛的关注 然而

冷冻干燥会导致菌体细胞的损伤 使细胞存活率降低
[ 2 ] 乳酸菌细胞对冷冻干燥的抗性受到菌种 培养条

件 细胞收获期 冷冻速度 干燥温度 保护剂组

成以及贮藏条件等因素的影响[3] 其中 保护剂是最关

键的一个因素

菌体冷冻干燥保护剂的筛选是一项极为复杂的工

作 目前 国内外主要是通过传统的单因子实验来筛

选各菌株的冷冻干燥保护剂 这不仅费时 而且工作

量极大 而Plackett-Burman(PB)设计法是一种两水平的

试验设计方法 它试图用最少的试验次数达到使因素的

主效果尽可能精确的估计 适用于从众多的考察因素中

快速有效地筛选出最为重要的几个因素供进一步研究[4]

本研究采用Plackett-Burman 设计法 从14种材料中分

别筛选出德氏乳杆菌保加利亚亚种以及唾液链球菌嗜热

亚种的优良的冷冻干燥发酵剂 为制备浓缩冷冻干燥酸

奶发酵剂提供基础

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 菌种

德氏乳杆菌保加利亚亚种(Lactobacillus delbrueckii

s u b s p . b u l g a r i c u s ) L B 1 4 及唾液链球菌嗜热亚种

(Streptococcus sativarius subsp. thermophilus)STX2 本

实验室从加拿大进口的直投式乳酸菌发酵剂中分离筛选

获得

1.1.2 培养基

菌体增殖培养基 M R S 培养基[ 5 ]



     2005, Vol. 26, No. 12 食品科学 基础研究104

菌种活化培养基 鲜奶(上海光明乳品厂)经5000r/min

1 5 m i n 离心后用纱布过滤得脱脂乳 然后分装于试管

中 10 8 1 5 m i n 灭菌备用

活菌计数培养基 改良 TJA 固体培养基[6]

1.1.3 保护剂

蔗糖 麦芽糖 乳糖 果糖 葡萄糖 甘油

甘露醇 山梨醇 可溶性淀粉 抗坏血酸 L - 半胱

氨酸盐酸盐均为分析纯试剂或生化试剂 明胶为化学纯

试剂 谷氨酸钠为食品级 含量 9 9 % 脱脂奶粉产

于广东雅士利乳业有限公司

以上保护剂分别用蒸馏水配制成高浓度的贮备液

单独灭菌后 按实验设计配制成各种复合保护剂 其

中 糖类和氨基酸贮备液用 0.22 m 孔径的滤膜过滤除

菌 其它的贮备液在 10 8 下 1 5 m i n 灭菌

1.1.4 主要仪器设备

ALPHA 1-2 型真空冷冻干燥机    德国 CHRIST 公

司 5804R 高速冷冻离心机    Eppendorf 其它微生物

实验室常用仪器设备

1.2 方法

1.2.1 菌株的培养与细胞悬浮液的制备

菌种经菌种活化培养基传代活化至活力恢复以后

以5%(德氏乳杆菌保加利亚亚种)或 1%(唾液链球菌嗜热

亚种)的接种量 接入 MRS 增殖培养基中 37 静置培

养 12h 左右 使菌体处于对数生长期后期 然后等量分

装于无菌离心管中 10000r/min 4 离心 10min 弃

上清液 加各实验号的保护剂 用震荡器混匀 制成

菌悬液 取样计数 并将菌悬液分装于无菌的 7ml 离心

管中 每管 1.0ml

1.2.2 冷冻干燥

将制备好的菌悬液置于4 冰箱中平衡1h 然后于

20 下预冻至其完全冻结 迅速将冻结样品移入冷冻

干燥机中冷冻干燥 2 4 h 使菌粉含水量达 3 % 左右

1.2.3 菌落总数测定

按国标GB/T16347-1996[6]的方法测定菌落总数

1.2.4 细胞存活率的测定

向各冻干样品中加入1ml 脱脂乳 混匀 置于室温

下15min 左右 取样计数 并按下式计算细胞存活率

                          
 每ml菌悬液冻干后存活细胞总数

细胞存活率(%)= 100

                                
冻干前ml菌悬液的细胞总数

1.2.5 Plackett-Burman实验设计

根据保护剂对菌体冷冻干燥的保护机理以及保护剂

筛选的一般原则 结合有关该方面的文献报道[7 10]和本

实验室对保护剂的前期研究 选取蔗糖 麦芽糖 乳

糖 果糖 葡萄糖 甘油 甘露醇 山梨醇 可

溶性淀粉 明胶 抗坏血酸 谷氨酸钠 L - 半胱氨

酸盐酸盐以及脱脂奶粉作为考察对象 并以细胞的冷冻

干燥存活率为响应值 本研究的实验设计 数据分析

及模型建立皆由JMP软件(version 4.0.5 SAS Institute

Inc.1989-2001)辅助完成 自变量及其代号 编码和水

平见表 1 实验设计方案略

2 结果与讨论

按实验设计表进行实验 实验结果及其预测值见表2

组别 
          LB14冷冻干燥存活率(%)            STX2冷冻干燥存活率(%)

实测值 预测值 实测值 预测值

1 59.50 63.96 71.27 69.18

2 35.90 31.42 5.19 9.98

3 27.80 23.74 45.87 43.28

4 81.80 78.06 78.67 75.19

5 64.20 63.10 71.07 73.02

6 32.80 33.20 19.67 20.60

7 28.30 27.50 42.80 46.55

8 46.70 46.78 89.47 91.30

9 24.50 24.42 47.27 45.44

10 45.40 48.84 48.93 50.61

11 43.90 48.68 73.27 70.28

12 40.20 43.94 36.33 39.81

13 29.50 30.60 57.47 55.52

14 67.20 63.44 50.87 50.08

15 3.20 2.50 8.13 5.40

16 25.60 26.72 45.53 40.89

17 45.20 41.04 62.33 66.23

18 40.60 39.18 52.13 54.97

19 27.80 32.28 19.67 14.88

20 18.70 19.40 14.33 17.06

表2   Plackett-Burman实验结果与预测值

Table 2     Experimental and theoretically predicted values of

Plackett-Burman design

变量(g/L)
                     代 码                   编码水平

未编码 编码 -1 1

蔗糖 X 1 x1 0 40

麦芽糖 X 2 x2 0 40

乳糖 X 3 x3 0 40

果糖 X 4 x4 0 40

葡萄糖 X 5 x5 0 40

可溶性淀粉 X 6 x6 0 30

明胶 X 7 x7 0 20

甘油 X 8 x8 0 40

甘露醇 X 9 x9 0 30

山梨醇 X 1 0 x10 0 40

抗坏血酸 X 1 1 x11 0 10

L-半胱氨酸盐酸盐 X 1 2 x12 0 10

谷氨酸钠 X 1 3 x13 0 40

脱脂乳 X 1 4 x14 0 80

表1   Plackett-Burman实验设计因素水平及编码

Table 1     Level and code of variables chosen for the study
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2.1 德氏乳杆菌保加利亚亚种最适冷冻干燥保护剂的确

定

通过JMP软件对表3中的LB14冷冻干燥存活率实测数

据进行方差分析表明 该数据具有统计学意义(p=0.0056)

通过逐步回归分析得LB14 冷冻干燥存活率最优多元线性

回归方程( =0.01)为

Y=18.7633+0.7075 x1 1.2267 x6+0.9825 x8+0.9750 x10+

     1.1650 x14                                                        (1)

式中 Y 为 L B 1 4 冷冻干燥存活率的预测值 x 1

x 6 x 8 x 1 0 x 1 4 分别为蔗糖 可溶性淀粉 甘油

山梨醇和脱脂乳的编码值

对方程(1)进行方差分析表明 F=31.93 F0.01(5,14)

=9.77 证明此模型在概率 =0.01 水平上显著 其拟合

度可通过校正确定系数R Adj2和相关系数R 来验证 经分

析计算此处RAdj2值为0.89 R 值为 0.96 表明 LB14 冷

冻干燥存活率的实测值与预测值之间具有较好的拟合

度 对方程(1 )的系数显著性进行检验 结果表明各因

子系数均有意义(见表3)

模型项 回归系数 标准误 t 值 p值

常数项 18.7633 2.9684 6.32 0.0001

蔗糖(g/L) 0.7075 0.1702 4.16 0.0010

可溶性淀粉 (g/L) -1.2267 0.2268 -5.41 0.0001

甘油(g/L) 0.9825 0.1701 5.78 0.0001

山梨醇(g/L) 0.9750 0.1701 5.73 0.0001

脱脂乳(g/L) 1.1650 0.1701 6.85 0.0001

表3   LB14冷冻干燥存活率回归方程系数显著性检验

Table 3    Regression coefficients and their significance for the

model of the strain LB14

由方程(1)对 LB14 的冷冻干燥存活率最佳预期值进

行分析可知 当蔗糖为40g/L 可溶性淀粉为0g/L 甘

油40g/L 山梨醇40g/L 及脱脂乳80g/L 时 LB14 的冷

冻干燥存活率预测值可达78.06%

其概率为 9 3 % 即欲获得较高的冷冻干燥存活率

需取上述的蔗糖 甘油 山梨醇及脱脂乳实验水平上

限值 可溶性淀粉的实验水平下限值

2.2 唾液链球菌嗜热亚种最适冷冻干燥保护剂的确定

利用 JMP 软件进行方差分析表明 表 2 中 STX2 冷

冻干燥存活率的实测值具有统计学意义(p=0.0016) 通过

逐步回归分析( =0.01) STX2冷冻干燥存活率最优多元

线性回归方程为

Y=29.7567 2.1246x6+1.0376x8+1.3984x13+1.5468x14   (2)

式中 Y 为 S T X 2 冷冻干燥存活率的预测值 x 6

x 8 x 1 3 x 1 4 分别为可溶性淀粉 甘油 谷氨酸钠和脱

脂乳的编码值

对方程(2)进行方差分析 F=46.83 F0.01(5,14)=9.77

因此该方程极显著 且R=0.96 R Adj2=0.91 说明方程

拟合度好 能解释 9 1 % 的变异 而且各因子系数均有

意义(见表4)

模型项 回归系数 标准误 t 值 p值

常数项 29.7567 3.2955 9.03 0.0001

可溶性淀粉(g/L) -2.1246 0.2750 -7.73 0.0001

甘油(g/L) 1.0376 0.206误2 5.03 0.0001

谷氨酸钠(g/L) 1.3984 0.2062 6.78 0.0001

脱脂乳(g/L) 1.5468 0.2062 7.50 0.0001

表4    STX2冷冻干燥存活率回归方程系数显著性检验

Table 4     Regression coefficients and their significance for the

model of the strain STX2

用方程(2)对 STX2 冷冻干燥存活率最佳预期值进行

分析可见 当影响STX 2 冷冻干燥存活率的甘油 谷氨

酸钠以及脱脂乳为上限 可溶性淀粉为下限时 即甘

油为40g/L 谷氨酸钠40g/L 脱脂乳80g/L 可溶性

淀粉为0g/L 时 STX2 冷冻干燥存活率可达91.30% 其

可能性约为 9 9 %

本实验结果表明 并非每种保护剂对所有的微生物

在冷冻干燥过程都有保护作用 由于细胞结构和大小的

差异 对于不同的微生物 即使采用相同的保护剂所

取得的效果也是不同的 德氏乳杆菌保加利亚亚种的细

胞较大 在冷冻干燥过程中更容易受到损伤 因此它

的存活率总体上都比唾液链球菌嗜热亚种的小(见表2)

保护剂的保护效果与它们的化学结构有着非常密切

的关系 其特征是具备三个或更多的氢键 而且能以

适当的方式游离出基团[9] 此外 保护剂与细胞之间的

相互作用是重要的条件 在冻干过程中 细胞因冷冻

脱水和高浓度的盐类的干扰而引起损害 例如细胞膜选

择透性的破坏等 保护剂则可以代替结合水而稳定细胞

的类型 故有效的保护剂应具备对细胞和水有很强的亲

和力[11]

糖类和醇类具备多个羟基 可以与乳酸菌表面的自

由基联结起来 避免菌体暴露在介质中 它们还可以

与菌体中的蛋白质形成氢键以取代水 从而保证了蛋白

质的稳定性 防止胞内胞外冰晶的形成 很多报道说

明 海藻糖与测金盏花醇为很多菌体的最佳冷冻干燥保

护剂[9][12] 但这两种材料均十分昂贵 无法应用于工业

生产中 因此在本实验设计中未涉及到 从表 3 与表 4

可以看出 甘油对德氏乳杆菌保加利亚亚种及唾液链球

菌嗜热亚种都有明显的保护效果 这是因为甘油是一种

低分子化合物 它能渗透到细胞内部 改变胞内过冷

状态 使胞内压力接近胞外压力 降低细胞脱水的皱

缩程度和速度 从而减少了细胞在冷冻干燥过程中的损

伤 提高菌体的存活率 另外 山梨醇对德氏乳杆菌

保加利亚亚种的冷冻干燥过程也具有很好的保护作用

它一方面能与菌体的细胞膜相互作用从而防止细胞膜受
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到损伤[ 1 3 ] 另一方面能稳定蛋白质的构象与功能特性
[14] 因而能够达到保护细胞的效果 Carvalho 等[8]报道

了山梨醇对 L.plantarum及 L.rhamnosus冷冻干燥的良好

保护效果 在冷冻干燥保护剂中 糖类一直是重要而

有效的保护剂 本实验结果表明乳糖 果糖 葡萄糖

麦芽糖对两种菌的冷冻干燥都没有有效的保护作用 仅

蔗糖对德氏乳杆菌保加利亚亚种具有冻干保护作用 因

为蔗糖具有很强的水化能力 能于细胞膜表面形成稳定

的水化保护层 此外 还原性保护糖的醛基能与微生物

蛋白质的伯氨基发生非酶性棕色反应 从而影响微生物

膜的功能 导致微生物死亡[ 1 5 ] 而蔗糖是非还原性二

聚糖 它能在冻干过程中表现出极佳的保护效果

Carvalho 等[16]的实验结果也表明了蔗糖能使德氏乳杆菌

保加利亚亚种在冷冻干燥后有较高的存活率

氨基酸是一类重要的菌体冷冻干燥保护剂 在本实

验条件下 抗坏血酸及L- 半胱氨酸盐酸盐对两种菌的冷

冻干燥均无保护效果 而谷氨酸钠能显著提高唾液链球菌

嗜热亚种的冷冻干燥存活率(p 0.0001) Font de Valdéz G

等[17]认为它的保护机理是氨基酸的氨基团能与菌体蛋白

质的羰基产生反应 从而稳定蛋白质的结构

很多研究表明[8,9] 脱脂乳是一种非常有效的冷冻干

燥保护剂 本实验也证实了这一点 脱脂乳对德氏乳

杆菌保加利亚亚种及唾液链球菌嗜热亚种都有极显著的

保护作用 因为脱脂乳可呈现过冷状态 即在冰点下

的相同温度下该溶液中的溶质(电解质)浓度较小 蛋白

质的盐析变性也较少 且乳清蛋白能在菌体外形成蛋白

膜 这一方面可以使菌体表面暴露于外界的区域进一步

减少 另一方面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露 从而增强保护作

用 而且脱脂乳成分复杂 乳中的其它成分也可能提

高乳酸菌的冷冻干燥存活率

由实验结果可知 可溶性淀粉对供试菌株在冷冻干

燥过程中并没有起到保护作用 它的存在反而会导致菌

体冷冻干燥存活率下降 这是由于可溶性淀粉配成溶

液 经灭菌后形成凝块 不利于冷冻干燥过程中菌体

的存活

3 结  论

乳酸菌冷冻干燥保护剂的筛选是制备高效浓缩型乳

酸菌发酵剂的一项关键技术 许多研究者对此保密 本

研究通过采用Plackett-Burman设计 仅用了20组实验

即从14 种材料中筛选出酸奶菌种的有效的冷冻干燥保护

剂 其中 对德氏乳杆菌保加利亚亚种的冷冻干燥具

有保护作用的是蔗糖 甘油 山梨醇以及脱脂奶粉

而唾液链球菌嗜热亚种有效的冷冻干燥保护剂为甘油

谷氨酸钠和脱脂奶粉 为进一步优化德氏乳杆菌保加利

亚亚种与唾液链球菌嗜热亚种冷冻干燥保护剂提供了基础
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摘   要 采用氨基酸分析仪 LC-MS 对米糠类阿片拮抗肽的结构进行了分析 米糠类阿片拮抗肽由Asp Gly

Ser Val和 Arg组成 它的氨基酸序列为Asp Gly Ser Val Arg

关键词 米糠 类阿片拮抗肽 氨基酸 序列分析

Amino Acid Sequence Analysis of  Opioid Antigonist Peptides from Rice Bran

CHEN Ji-wang1 TAO Guan-jun2 YAO Hui-yuan3 HUANG Tao-ju1 XIA Wen-shui1

(1.Food School of Wuhan Polytechnic University, Wuhan       430023, China

2.Analytical Center of Southern Yangtze University, Wuxi      214036, China

3.Food School of Southern Yangtze University, Wuxi      214036, China)

Abstract The structure of opioid antigonist peptide from rice bran was analysised by using amino acid analyzer and RP-HPLC.

The results showed that it was made up of Asp,Gly,Ser,Val and Arg, and its amino acid sequence was finally identified as Asp-

Gly-Ser-Val-Arg.
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氨基酸序列分析是研究生物活性肽结构和功能关系

的基础 一般采用质谱和蛋白质顺序测定仪来鉴定生物

活性肽的氨基酸序列[1,2] 目前应用较多的质谱电离方法

是基质辅助激光解吸离子化( M A L D I )和电喷雾离子化

(ESI)[3 14] 与其他离子化方法相比 电喷雾离子化(ESI)

有三个显著特征 一 电喷雾离子化(ESI)可以形成多

电荷离子 所以除了小分子化合物的测定外 还可以

用质荷比(m/z)有限的质量分析器分析强极性 热不稳定

的大分子化合物 二 在电喷雾离子化(ESI)中 样品

以溶液导入 这使得它与高压液相色谱和毛细管电泳等

液相分离技术的直接连用变得十分有利  三 电喷雾

离子化(ESI)过程极为温和 使电喷雾离子化(ESI)能够在

气相状态下研究溶液中分子之间的非共价作用 甚至于

分子的三维空间构型 因此电喷雾离子化(ESI)在近年来

获得了迅速的发展和广泛的应用[15,16] 本文采用电喷雾

离子化质谱(ESI)和氨基酸组成分析来解析米糠类阿片拮

抗肽的氨基酸序列

1 材料与方法

1.1 实验材料

自制米糠类阿片拮抗肽(A312)[17]

1.2 实验方法


