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抗性淀粉在双歧杆菌作用下的体外降解
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摘  要：探寻天然香蕉抗性淀粉在双歧杆菌作用下的体外降解规律。以天然香蕉抗性淀粉为原料，以抗性淀粉的残

留率为指标，在单因素试验的基础上，采用响应曲面法研究菌液浓度、底物质量浓度及发酵时间对抗性淀粉残留率

的影响，建立各种因素与抗性淀粉残留率关系的数学回归模型。确定香蕉抗性淀粉被完全降解的条件为：发酵时间

14h、菌液浓度1011 CFU/mL、底物质量浓度4g/mL。
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Abstract：This study aimed to investigate the in vitro degradation of resistant starch Ⅱ (RS2) from banana by 

bifidobacteria. The residual starch in the degraded product was measured. Response surface methodology (RSM) was 

applied to study the effect of bacterial concentration, substrate concentration and fermentation time on the degradation 

of RS. A mathematical regression model was established between residual rates of RS and the three factors. The optimal 

degradation condition of banana RS was obtained as follows: fermentation time 14 h, bacterial concentration 1011 CFU/mL 

and substrate concentration 4 g/mL. 
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微生态学研究发现，在健康人体消化道中的细菌

约有500多种
[1]
，其数量达1.0×108

以上，其中双歧杆

菌是肠内最有益的菌群，可以预防肿瘤、治疗便秘、

防治心血管疾病、提高乳制品消化率等
[2-3]

。双歧杆菌

数量的减少或消失是“不健康”状态的标志，双歧杆

菌是人体健康的晴雨表
[4-11]

。抗性淀粉
[12]

是1992年才被

联合国粮农组织FAO定义的。Englyst等[13]
在体外模拟的

条件下依据淀粉的生物可利用性将淀粉分为三类：快速

消化淀粉、缓慢消化淀粉、抗性淀粉，抗性淀粉是指在

人体小肠内无法消化吸收的淀粉，属高档膳食纤维
[14]

。

食用不仅可直接减肥，还可增殖有益菌、抑制有害菌、

降低胰岛素反应和肠道pH值、增强肠蠕动、治疗及预防

溃疡等
[15-19]

。

本实验利用双歧杆菌对抗性淀粉的分解作用，探

寻体外抗性淀粉最大程度被降解的条件及规律，为微

生态制剂和抗性淀粉保健品的开发提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

香蕉抗性淀粉(抗性淀粉含量81.32%) 本实验室自

制；婴儿双歧杆菌(CICC6069) 工业微生物菌种保藏中

心；葡萄糖测定试剂盒、迈瑞BS-300生化分析仪 深圳

迈瑞生物医疗电子股份有限公司。

1.2 方法

1.2.1 发酵基础培养基的配制

发酵基础培养基：蛋白胨2g、酵母浸膏2g、氯化

钠0.1g、K2HPO4 0.04g、KH2PO4 0.04g、CaCl2·6H2O 
0.01g、MgSO4·7H2O 0.01g、NaHCO3 2g、吐温-80 2g、
氯化血红素0.05g、VK1 10μL、半胱氨酸盐酸盐0.5g、胆

盐0.5g，蒸馏水加至1000mL。调至pH7.0左右，121℃、

15min高压灭菌
[20]
。

1.2.2 建立体外模拟发酵实验微生态

取100mL配制好的发酵基础培养基，加入1g/100mL
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的抗性淀粉，再加入体积分数2%的双歧杆菌菌悬液，振

荡均匀。

1.2.3 菌液制备

无菌条件下，从纯培养的平板中挑取单个菌落，接

种于无菌生理盐水，搅拌均匀后，用无菌吸头吸取50μL
涂布于相应的琼脂平板，于一定温度和时间培养，然后

计数[21]
。

1.2.4 抗性淀粉含量测定

抗性淀粉的含量测定采用文献[22]方法。

1.2.5 抗性淀粉残留率测定

100= m0

m/%  

式中：m为发酵相同时间点的淀粉平均残留质量/g；
m0为发酵前淀粉的质量/g。
1.2.6 发酵时间对抗性淀粉残留率的影响

将约1g的抗性淀粉和2mL的双歧杆菌菌悬液，加

入100mL发酵基础培养基中，混匀，于37℃厌氧培养

24h[23]
。发酵期间，选择不同的时间点，每隔4h取出3支

离心管，分别测定培养液的淀粉残留量，以测得的淀粉

残留率的平均值对时间作图，可得到抗性淀粉含量的变

化曲线，从而得到抗性淀粉最大程度被分解的时间点。

1.2.7 接种菌液浓度对抗性淀粉残留率的影响

将约1g的抗性淀粉和不同浓度的双歧杆菌菌悬液

(1.0×108
～1.0×1012CFU/mL)，加入100mL发酵基础培养基

中，混匀，于37℃厌氧培养12h。从而得到使抗性淀粉最

大程度被分解的菌液浓度。

1.2.8 底物质量浓度(抗性淀粉添加量)对抗性淀粉残留

率的影响

将不同质量浓度的抗性淀粉(2～10g/mL)和一定浓

度的菌悬液，加入100mL发酵基础培养基中，混匀，于

37℃厌氧培养12h。从而可知抗性淀粉分解率最高时的添

加质量浓度。

1.2.9 响应面试验设计

以发酵时间(X1)、菌液浓度(X2)和底物质量浓度(X3)
为考察因素，采用Box-Behnken设计法设计响应面试

验：考察多因素条件下香蕉抗性淀粉残留率变化情况。

依据响应面试验获得的回归模型，研究香蕉抗性淀粉临

界转化条件。

2 结果与分析

2.1 发酵时间对抗性淀粉残留率的影响

由图1可知，将约1g的抗性淀粉和1.0×109CFU/mL的
双歧杆菌菌悬液接种于基础培养，发酵阶段的前8h内，

抗性淀粉的残留率比较高，在80%以上，发酵12h的时

候，残留率几乎达到最低点，而且在12～24h内，残留率

一直都维持在30%左右，没有继续降低，说明用2mL菌浓

为108CFU/mL的双歧杆菌菌悬液，在37℃厌氧作用于1g
的抗性淀粉时，12h达到了抗性淀粉最大的分解率。这可

能是由于发酵12h后，双歧杆菌数量逐渐降低，对抗性淀

粉的分解能力也随之减弱，导致抗性淀粉的残留率不再

降低，而是基本保持不变。
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图 1 发酵时间对抗性淀粉残留率的影响

Fig.1 Effect of fermentation time on residual rates of RS 

2.2 接种菌液浓度对抗性淀粉残留率的影响
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图 2 菌悬液浓度对抗性淀粉残留率的影响

Fig.2 Effect of bacteria concentration  on residual rates of RS 

由图2可知，1g的抗性淀粉发酵12h阶段内，在菌悬

液浓度为1010CFU/mL时，抗性淀粉的残留率最低，也就

是说此时抗性淀粉的分解程度最高。

通过分析推断，当菌液浓度超过1010CFU/mL时，残

留率反而提高。这可能是由于细菌的新陈代谢及生长繁

殖必须有充足的营养物质和足够的能量，而菌液浓度过

高时，菌体间会产生竞争性抑制，导致菌体数量的平衡

或降低，从而使抗性淀粉的残留率升高。而当菌液浓度

过低时，对抗性淀粉的分解速度变慢，分解能力相应也

低，因此残留率较高。

2.3 底物质量浓度(抗性淀粉添加量)对抗性淀粉残留率

的影响

由图3可知，在菌悬液的浓度为1010CFU/mL时，发酵

12h阶段内，随抗性淀粉质量浓度的增加，抗性淀粉的残留

率也随之增加，当底物质量浓度为4g/mL时，残留率最低，

可达30.02%，说明此时抗性淀粉的分解率最高。产生此结

果的原因可能是由于当底物的质量浓度过高时，在细菌数

量有限的情况下，不能完全把抗性淀粉分解掉。当底物质

量浓度小于细菌的分解能力时，残留率基本保持不变。
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图 3 底物质量浓度对抗性淀粉残留率的影响

Fig.3 Effect of substrate concentration on residual rates of RS  

2.4 响应面试验结果

按照Box-Behnken的中心组合试验设计方案进行三

因素三水平试验，+1、0、－1分别代表着自变量的高、

中、低水平，每个处理测定3次，取平均值。试验因素以

及水平编码表见表1。

表 1 响应面试验设计与结果

Table 1 Box-Behnken design and experimental results

试验号
因素 Y抗性淀粉

残留率/%X1发酵时间/h X2菌液浓度(lg(CFU/mL)) X3底物质量浓度/(g/mL)
1 －1(10) +1(12) 0(4) 62.73
2 －1 0(11) +1(6) 82.14
3 0(12) +1 －1(2) 67.21
4 －1 －1(10) 0 54.74

5 0 0 0 37.19

6 0 －1 +1 80.43
7 0 0 0 45.27

8 +1(14) +1 0 27.99

9 +1 －1 0 26.28
10 0 0 0 41.08

11 0 0 0 38.37

12 0 +1 +1 75.31

13 0 －1 －1 49.93
14 +1 0 +1 65.44

15 +1 0 －1 24.36
16 0 0 0 39.19
17 －1 0 －1 51.49

将所得的试验数据采用Design Expert 软件进行多

元回归拟合，得到以抗性淀粉残留率为目标函数的二

次回归方程：Y=687.7013+28.2807X1－142.5000X2－

11.0494X3－0.7850X1X2+0.6519X1X3－2.8000X2X3－

1.2059X1
2
＋7.5388X2

2
＋5.1153X3

2
。

为了检验方程的有效性，对抗性淀粉降解工艺的数

学模型进行方差分析，方差分析结果见表2。方差分析

中模型F＝18.33说明回归方程是极显著的(P＜0.01)，相

关系数R2
＝0.9593说明响应值(抗性淀粉残留率)的变化

有95.93%来源于所选变量，即发酵时间、菌液浓度、底

物质量浓度。因此，回归方程对试验拟合情况好，试验

误差小，可以较好的描述各因素与响应值之间的真实关

系，可以利用该回归方程代替试验真实点对试验结果进

行分析。

表 2 回归模型方差分析

Table 2 Analysis of variance for the fitted regression equation

变异来源 总和 自由度 均方 F 值 Prob＞F
模型 5297.19 9 588.58 18.33 0.0005

X1 1431.93 1 1431.93 44.60 0.0003
X2 59.73 1 59.73 1.86 0.2148
X3 1521.59 1 1521.59 47.39 0.0002

X1X2 9.86 1 9.86 0.31 0.5967
X1X3 27.20 1 27.20 0.85 0.3880
X2X3 125.44 1 125.44 3.91 0.0886
X1

2 97.97 1 97.97 3.05 0.1242
X2

2 239.30 1 239.30 7.45 0.0293
X3

2 1762.79 1 1762.79 54.90 0.0001
残差 224.76 7 32.11
失拟项 184.86 3 61.62 6.18 0.0555
纯误差 39.91 4 9.98
总和 5521.95 16

对发酵时间(X1)、菌液浓度(X2)、底物质量浓度(X3)进
行方差分析，结果均P＜0.01，表明3个因素是影响抗性

淀粉含量的重要因素。对回归方程系数绝对值大小进行

排序可知，考察的3个因素对抗性淀粉影响作用的大小顺

序为菌液浓度＞发酵时间＞底物质量浓度。

根据回归方程，采用Design-Expert软件作出各因素对

抗性淀粉残留率影响的响应面图，结果见图4，其直观反

映了发酵时间、菌液浓度与底物质量浓度的交互作用对抗

性淀粉残留率的影响。在选取的各因素范围内，设定抗性

淀粉的残留率为5%时的条件为抗性淀粉完全降解的临界

条件，根据回归模型通过Design-Expert软件分析得到多组

完全降解的临界条件的理论最佳组合，对所得数据进行对

比分析，并结合实际情况，选择抗性淀粉完全降解的临界

条件。确定抗性淀粉完全降解的临界条件为：发酵时间

14h、菌液浓度1011CFU/mL、底物质量浓度4g/mL。
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图 4 各因素的交互作用对抗性淀粉残留率的影响

Fig.4 Response surface plots showing the interaction effects of substrate 

concentration and bacterial concentration on residual rates of RS

为了证实预测结果的准确性，用试验中得到的最

佳降解工艺条件重复实验3次，平均抗性淀粉残留率为

22.04%，与预测值21.97%基本一致(相对误差0.85%)，说

明该方程与实际情况拟合很好，充分验证了所建模型的

正确性。

3 结 论

抗性淀粉在双歧杆菌单独作用下的体外降解

规律为：Y=687 .7013＋28 .2807X 1－142 .5000X 2－

11.0494X3－0.7850X1X2＋0.6519X1X3－2.8000X2X3－

1.2059X1
2
＋7.5388X2

2
＋5.1153X3

2
，方程所确定的香蕉天

然抗性淀粉完全降解的临界点为：发酵时间14h、菌液

浓度1011CFU/mL、底物质量浓度4g/mL。在此最佳条件

下抗性淀粉的残留率为22.04%，与预测值21.97%基本一

致(相对误差0.85%)。

本实验中的抗性淀粉的残留率最低只能达到20%左

右，这可能由于体外模拟实验所使用的菌的种类和数量

有限，另外与体外培养时有限的营养、发酵液的pH值降

低及细菌自身的生长阶段有关。
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