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直投式泡菜乳酸菌发酵剂冷冻保护的研究

申 彤，姜 雷，杨 洁

(新疆大学生命科学与技术学院，新疆 乌鲁木齐      830064)

摘   要：以蔗糖、甘露醇、山梨醇、麦芽糖、谷氨酸钠为保护剂对筛自泡菜的嗜酸乳杆菌 S1 的冻干保护效果

进行研究表明，乳糖为最佳保护剂，菌体存活率可达到了 7 0 % 以上，其次是麦芽糖、山梨醇、蔗糖、甘露醇。

对冻干前后及未加保护剂的菌体作电镜观察表明，所选保护剂对菌体有很好的保护作用。
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Abstract ：Experiments of Freeze-dried protection on S1(Lactobacillus acidophilus) isolated  from  the Chinese Sauerkraut juice

with sucrose, lactose, mannitol , sorbitol, maltose, and sodium glutamate as pretectants, showed that the best protection agent

is lactose. The S1 survival rate is more than 70%, secondly is maltose, sorbitol, sucrose and mannitol. The electron microcopis

observations showed that the protection agent chosen has good protection function on the bacteria.
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酸泡菜为蔬菜的主要加工方式之一，历史悠久，

风味独特，深受众多消费者的喜爱，且主导发酵的乳

酸菌往往是益生菌，其代谢产物及菌体本身对人体有保

健作用，因此乳酸菌除应用于相当成熟的乳制品工业

外，近年来与乳酸菌相关的产品研究开发越来越多，如

植物原料的乳酸发酵饮料、青贮饲料、乳酸发酵肉制

品、乳酸菌素片等，以往采用自然发酵方式的酸泡菜，

也开始采用纯种乳酸菌或混合菌种发酵，以保证安全正

常的生产和优良可口的风味[1]。在应用乳酸菌时都需要

大量的菌种，乳酸菌营养要求复杂，较难保存，为了

生产和管理方便，可仿效乳品行业，也制成直投式乳

酸菌发酵剂(DVS, Direct Vat Set)，既可方便生产，减

少污染，也适合于不同规模的工厂以及家庭、餐饮行

业使用。目前，国内较大规模的酸牛奶生产厂家逐渐

遗弃了传统的发酵剂，而代之以一次性直投式乳酸菌菌

种。真空冷冻干燥技术在应用于食品工业，它适宜于

热敏性及易氧化性物质的干燥。被干燥的物料能保持原

有的形态，复水后易恢复原有的特性，利用该方法制

备的乳酸菌干燥品具有便于贮藏，携带方便，复水性

好等许多优点。但是，要制备出单位重量含活菌数高，

复水后活力强的高效浓缩型乳酸菌发酵剂的粉状制品，

必须降低冷冻干燥过程对乳酸菌细胞膜的损伤作用[2 ]。

据资料报道，将乳酸菌培养液直接进行冷冻干燥，细

菌存活率仅有 10%～30% 左右，若将乳酸菌细胞悬浮于

适宜的介质中进行冷冻干燥，乳酸菌的存活率可达到

70% 以上[3]。本研究以筛自泡菜汁的嗜酸乳杆菌S1 为供

试菌，确定了适合的离心条件和适宜的冷冻干燥介质，

以降低冷冻干燥过程中对菌体的损伤。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 乳酸菌种　

乳酸菌S1(Lactobacillus acidophilus)    微生物实验

室分离和保藏。

1.1.2 M R S 琼脂计数培养基

1.1.3 抗冷冻化合物

乳糖、蔗糖、甘露醇、山梨醇、甘油、麦芽糖、
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谷氨酸钠。

1.2 仪器与设备

贺利式离心机(Heraeus)、超低温冰箱、冷冻干燥

机 CHRIST ALPHA 1- 型、M200 日立牌电镜扫描仪、

手提式高压蒸汽消毒器、电子秤 ACS-6C 型。

1.3 方法

1.3.1 研究工艺路线　

乳酸菌增殖培养基→灭菌→冷却→接种S1菌→离心

分离→加保护剂→预冷冻→冷冻干燥→检验[4]

1.3.2 乳酸菌增殖

选用改良的 MRS 培养基对 S1 菌进行增殖培养，经

过 35℃，16h 培养，使培养液菌数达到 109 个 /ml。

1.3.3 离心分离

为使菌体与培养液分离，以免有害代谢产物的影

响，并达到冷冻干燥需要的含菌量，对培养液进行离

心分离，选择四组离心条件进行对照实验，对菌泥进

行计量，并对菌泥中的活菌进行计数，以做出合理的

选 择 。

 1.3.4 菌悬液的制备

将 S1 菌培养液，分装于离心管中，在贺利式离心

机(Heraeus)中，4℃，以4000r/min，离心20min，弃

去上清液，在菌泥中分别加入配制并灭菌后的保护剂，

体积比为菌泥:保护剂1:3，菌悬液配制好后进行活菌计

数 。

1.3.5 预冷冻

取 1ml 菌悬液加入小干燥瓶中，将胶塞盖上，放

入超低温冰箱，－ 4 0 ℃下，2 4 h 预冻。

1.3.6 冷冻干燥

－ 60℃，0.001mbar，干燥 16h。

1.3.7 产酸能力的测定

 为测定冷冻干燥后，乳酸菌的产酸能力，选择泡

菜及乳酸发酵饮料常用的蔬菜胡萝卜为测试原料。

配胡萝卜汁：

菜水比 1:3，将胡萝卜清洗切片，加水煮至20min，

打浆，最后 11 5℃，15 m i n 灭菌备用。

1.3.8 接种后培养产酸

从复水后的菌液中移取1ml 的菌液至灭好菌的胡萝

卜汁中，于 3 7℃培养 1 6 h。

1.3.9 用滴定法测定发酵胡萝卜汁的酸度。

2 结果与分析

2.1 乳酸菌养液离心条件的选择

根据乳制品乳酸菌的研究资料，选择四种离心条件

加以考察，检测离心后菌泥的质量，菌泥中的活菌数，

实验号
转速 时间 离心后菌泥的质量 菌落总数

(r/min) (min) (g) (CFU/ml)

1# 4000 10 0.073 1.4×109

2# 6000 10 0.150 2.7×109

3# 4000 20 0.184 5.3×109

4# 6000 20 0.166 1.6×109

表1    离心条件筛选实验结果

Table 1      The result screening on centrifugal condition

确定最佳离心条件。

从离心后菌泥的质量可以看出3# ＞ 4# ＞ 2# ＞ 1#，但

不能确定在此离心条件下得到的菌体受到的机械损伤的

情况，于是将上述离心管中的菌泥稀释后进行活菌计

数，结果表明 3 # 的离心条件下，活菌数最多，这和离

心出菌泥量一致，说明在此条件下离出的菌泥量最多，

而且离心对细胞的损伤小，活菌数也最多，因此确定

离心条件为20min，4000r/min。

2.2 乳酸菌抗冻干保护剂的选择

冻干保护剂可分为两种：一是小分子量的化合物，

如氨基酸、有机酸、低分子的糖类和糖醇类等；二是

大分子的物质，如蛋白质、多糖、聚乙烯吡咯烷酮和

其他的合成聚合物等[4]。本研究选择的保护剂为较常见

的：乳糖、蔗糖、甘露糖、山梨醇、甘油，麦芽

糖，谷氨酸钠，以及加一个空白作对照。从表 2 的实

验数据可以看出，各种冻干保护剂对不同保护作用有一

定差异，其中乳糖的保护作用最为显著，冻干后的活

菌数仍然可以达到3.8 × 109，存活率达到70% 以上，因

此通过活菌计数的方法，可以选择乳糖作为菌株 S 1 的

冻干保护剂。

冻干保护剂
浓度 冻干前菌数 冻干后菌数 存活率

(W/W) (CFU/ml) (CFU/ml) (%)

乳糖 5 % 5.0×109 3.5×109 71.6

10% 5.0×109 3.8×109 76.0

蔗糖 5 % 5.0×109 2.8×109 57.4

10% 5.0×109 2.9×109 58.6

甘露糖 5 % 5.0×109 2.8×109 56.0

10% 5.0×109 2.8×109 57.4

山梨醇 5 % 5.0×109 3.1×109 63.2

10% 5.0×109 3.0×109 60.8

麦芽糖 5 % 5.0×109 3.3×109 66.8

10% 5.0×109 3.4×109 69.6

谷氨酸钠 5 % 5.0×109 2.6×109 52.0

10% 5.0×109 2.5×109 50.2

空白(生理盐水) 0.7% 5.0×109 2.0×109 40.0

表2    冻干保护剂的筛选试验结果

Table 2     The result screened on protection agent

2.3 冻干保护剂对菌体产酸能力的影响

乳酸菌在冷冻干燥过程中，除发生致死损伤外，

还会发生生理损伤，使其代谢特性发生变化，产酸能
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力下降，因此在筛选保护剂时，除采用菌落总数作为

可靠的评价指标外还应测定保护剂对菌体产酸能力的影

响具体结果见表 3。表 3 的结果表明，冻干保护剂对乳

酸菌S1 的产酸力有一定影响，本试验选取发酵16h 为测

定时间，结果使各试验组的酸度无明显差异，其原因

是受伤的菌体在短时间得以修复而恢复了产酸力，从另

一侧面也说明真空冷冻干燥法对菌体的破坏性损伤很

小，产酸力与菌存活率之间有一定的相关性。以乳糖

为保护剂的产酸力也较高，结合菌落计数的试验结果最

终确定乳糖为乳酸菌 S1 的最佳保护剂[5]。

2.4 电镜观察

对未冷冻干燥前的 S1 菌、干燥后未加保护剂的 S1

菌及加入乳糖保护剂的 S 1 菌作透射电镜观察，结果见

图 1 、2 、3 。

从图片中可以看出，冻干时若有良好的保护基

质，菌体的形态可以保持不变或变化很小，未加任

何保护剂的菌体表面不圆整，细胞壁有明显的断裂现

象，细胞质皱缩与壁分离，细胞解体，镜检时发现

大量细胞残片(见图 3)。以乳糖为保护剂的菌体表面

光滑圆整，细胞外形受到的冻干影响较小，很好保

持了未干燥前菌体的形态(见图 2)，菌体干燥后存活

率 较 高 。

3 结  论

3.1 在4000r/min 20min 的离心条件下，离出的菌泥量

最多，计算出的活菌数也最多，因此确定离心条件为

4000r/min 20min。

3.2 对乳糖、蔗糖、甘露糖、山梨醇、麦芽糖，谷

氨酸钠的冷冻保护效果的比较研究表明，乳糖的冻干保

护效果最好，其次为麦芽糖、山梨醇。

3.3 观察以乳糖为保护剂的冻干的菌体形状变化不大，

而未加保护剂的冻干菌体损伤严重,出现中间断裂、菌体

溶解的现象，表明所选保护剂在菌体冷冻干燥过程中所

起的作用确实很明显。
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图2    乳糖为保护剂的透射电镜图

Fig.2    The morphology of transmission electron microscope using
lactose as protection agen

 

图3    未加保护剂的透射电镜图

Fig.3    The morphology of transmission electron microscope not
adding protection agent

保护剂 乳糖 蔗糖 甘露糖 山梨醇 麦芽糖 谷氨酸钠 空白(生理盐水)

浓度(W/W) 5 % 10% 5 % 10% 5 % 10% 5 % 10% 5 % 10% 5 % 10% 0.75%

酸度(g/L) 18.90 23.14 23.4l 18.27 15.57 15.03 16.47 20.7l 16.47 19.53 18.9 20.97 14.4

表3    冻干保护剂对菌体产酸能力的影响

Table 3     The effect of protection agent on the ability of producing acid of bacteria

 

 


