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　　摘要：从葡萄酒二次发酵液中筛选的优良植物乳杆菌 Ｌ４２为研究对象，对菌株 Ｌ４２的高效直投式发酵剂进行研
制。利用单因素试验和正交试验对菌株Ｌ４２最佳增殖培养基、离心条件、冻干保护剂进行优化，得到植物乳杆菌 Ｌ４２
最佳廉价培养基为番茄汁基础培养基、０．２％ Ｋ２ＨＰＯ４、０．５％胰蛋白胨、１．５％蛋白胨、２．５％葡萄糖，培养后活菌数可达

到５７．８亿ＣＦＵ／ｍＬ，与番茄汁基础培养基相比提高了８．４１倍；最佳离心条件为６０００ｒ／ｍｉｎ、１０ｍｉｎ，离心后活菌数收
得率可达９９．３７％；最佳冻干保护剂的配方为１０％脱脂乳、１０％海藻糖、１．５％谷氨酸钠、１％吐温８０、０．５％酵母浸粉，
冻干存活率为８９．０１％；冻干后的植物乳杆菌Ｌ４２在１１％乙醇度、１３０ｍｇ／ＬＳＯ２、ｐＨ值３．０的环境下能够正常增殖，将

获得的直投式发酵剂于４℃下保存１１个月后活菌数仍可达到１０亿ＣＦＵ／ｍＬ。
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　　苹果酸－乳酸发酵（ＭＬＦ）是乳酸菌以双羧基Ｌ－苹果酸
为反应底物，在苹果酸 －乳酸酶的作用下，转变成单羧基的
Ｌ－乳酸和二氧化碳的过程［１－２］。经 ＭＬＦ作用后，果酒中的
苹果酸被分解为乳酸而达到降低酸度作用；同时乳酸菌代谢

活动还可以改变果酒中的酯类、醛类、氨基酸、有机酸和维生

素等微量成分的含量以及呈香物质的浓度，有利于形成酒体

风味复杂性［３－４］。当葡萄酒酸度较高时，酿造出的葡萄酒口

感较酸涩，须要进行ＭＬＦ改善其风味［５］。

直投式发酵剂（ｄｉｒｅｃｔｅｄｖｅｔｓｅｔｓｔａｒｔｅｒｓ，ＤＶＳＳｔａｒｔｅｒｓ）是高
度浓缩和标准化的冷冻干燥发酵微生物菌种，因使用时不须

要活化和扩培处理而受到发酵行业的广泛欢迎。目前，直投

式发酵剂在欧美等发达国家得到了广泛应用［６－７］，在葡萄酒

生产中得到普遍应用，而国内该领域的相关研究和应用均较

少。笔者已经从自然发酵的葡萄酒中筛选得到对乙醇度、

ＳＯ２浓度、ｐＨ值具有高耐受性的植物乳杆菌Ｌ４２，本研究旨在
通过单因素和正交试验对植物乳杆菌 Ｌ４２的复合增殖培养
基、最适离心条件及冻干保护剂进行优化，确定适合葡萄酒二

次发酵的优良植物乳杆菌高效直投式发酵剂研制参数。

１　材料与方法

１．１　材料与仪器
１．１．１　菌株来源　菌种为植物乳杆菌 Ｌ４２，由笔者所在实验
室从自然发酵的葡萄酒中分离筛选所得。

１．１．２　培养基　（１）复原脱脂乳培养基的制备。脱脂奶粉

加蒸馏水制成 １４％复原脱脂乳液，调节 ｐＨ值为 ６．５，
０．０７ＭＰａ灭菌１０ｍｉｎ冷却后备用。

（２）ＭＲＳ培养基。牛肉膏１０ｇ／Ｌ、蛋白胨１０ｇ／Ｌ、酵母粉
５ｇ／Ｌ、葡萄糖２０ｇ／Ｌ、乙酸钠５ｇ／Ｌ、柠檬酸二胺２ｇ／Ｌ、硫酸
镁０．５８ｇ／Ｌ、硫酸锰０．２５ｇ／Ｌ、吐温８０１ｍＬ／Ｌ、磷酸氢二钾
２ｇ／Ｌ配制固体培养基时另添加 １．８％琼脂，培养基均在
１１５℃ 下灭菌２０ｍｉｎ。

（３）番茄汁培养基。番茄汁制备工艺为：新鲜番茄、清
洗、热烫（９０～９５℃，３～５ｍｉｎ）、榨汁→过滤（１００目滤布）、
调ｐＨ值至６．０，０．０７ＭＰａ灭菌３０ｍｉｎ备用。

（４）白菜汁培养基。白菜汁制备工艺为：选取无破损、无
霉烂、无虫蛀的新鲜白菜清水洗净、沥干→捣碎、打浆→过滤
（１００目滤布）、调ｐＨ值至６．０，０．０７ＭＰａ灭菌３０ｍｉｎ备用。

（５）胡萝卜汁培养基。胡萝卜汁制备工艺为胡萝卜、洗
净、去皮及根梢、称质量、切片→煮沸（料 ∶水 ＝１ｇ∶４ｍＬ，
１００℃，５ｍｉｎ）→榨汁→过滤（１００目滤布）→定容（１ｋｇ胡萝
卜生产５Ｌ汁定义为 １００％胡萝卜汁）、调 ｐＨ值至 ６．０、
０．０７ＭＰａ灭菌３０ｍｉｎ备用。
１．１．３　仪器与设备　酸度计，ＰＨＳ－３Ｃ，上海理达仪器厂；
ＳＷ－ＣＪ－１ＦＤ型洁净工作台，苏州安泰空气技术有限公司；
ＳＰＸ－１５０Ｂ－Ｚ型生化培养箱，上海博讯实业有限公司医疗
设备厂；手提式不锈钢压力蒸汽灭菌器，上海三申医疗器械有

限公司；ＪＡ５００２型电子天平，上海精天电子仪器有限公司；
ＢＣＤ－２１０Ｃ华意冰箱，中国华意电冰箱制造厂；离心机、冻
干机。

１．２　试验方法
１．２．１　菌种活化　菌种分别经１４０ｇ／Ｌ复原脱脂乳液体培
养基、液体ＭＲＳ培养基活化，备用。
１．２．２　廉价增殖培养基的优化
１．２．２．１　基础培养基的确定　将活化菌株按１％接菌量分

—７６１—江苏农业科学　２０１７年第４５卷第１期



别接种于番茄汁、胡萝卜汁、白菜汁基础培养基中，３７℃培养
２４ｈ，每２ｈ取样，测定Ｄ６００ｎｍ值，确定最佳收获期，３７℃恒温
培养至最佳收获期，采用平皿菌落计数法确定最佳基础培

养基。

１．２．２．２　增殖因子的筛选　在所选的基础培养基中添加
０．２％ 磷酸氢二钾的基础上分别添加１％大豆蛋白胨、１％胰
蛋白胨、１％蛋白胨、１％牛肉膏、０．５％酵母膏、２％乳糖、２％葡
萄糖、２％蔗糖、０．５％玉米浆，制成不同增殖培养基，通过活菌
数及结果差异显著性比较确定较优营养因子。

１．２．２．３　增殖复合培养基的确定　在单因素试验基础上采
用正交试验设计，以活菌数为评价指标，以Ｌ９（３

４）正交表（表

１）进行试验设计，筛选出增殖复合培养基。

表１　植物乳杆菌Ｌ４２增殖培养基正交试验因素水平

水平

因素

Ａ：胰蛋白胨
浓度（％）

Ｂ：蛋白胨
浓度（％）

Ｃ：葡萄糖
浓度（％）

１ ０．５ ０．５ １．０
２ １．０ １．０ ２．０
３ １．５ １．５ ２．５

１．２．３　乳酸菌浓缩分离技术　植物乳杆菌 Ｌ４２经液体 ＭＲＳ
培养基活化，分别以１％（活菌数约０．０１亿 ＣＦＵ／ｍＬ）接种于
番茄汁复合增殖培养基中，３７℃恒温培养至对数生长末期，
分别采用不同离心力、离心时间浓缩分离菌体细胞，检测不同

离心条件下离心前初始活菌数和离心后上清液活菌数、沉淀

的活菌数，计算离心损失率、离心存活率、离心收得率，以寻求

获得最高菌体收得率的离心条件。离心损失率、离心存活率、

离心收得率计算公式如下。

　　离心损失率 ＝上清液活菌数（ＣＦＵ／ｍＬ）／初始活菌数
（ＣＦＵ／ｍＬ）×１００％；
　　离心存活率＝沉降细胞活菌数（ＣＦＵ／ｍＬ）／［初始活菌数
（ＣＦＵ／ｍＬ）－上清液活菌数（ＣＦＵ／ｍＬ）］×１００％；
　　离心收得率 ＝沉降细胞活菌数（ＣＦＵ／ｍＬ）／初始活菌数
（ＣＦＵ／ｍＬ）×１００％。
１．２．４　高效冻干保护剂　脱脂奶粉可作为乳酸菌的冷冻保
护剂，糖类也是菌体在冻干时应用较为广泛的保护剂［８－９］，常

用作糖类保护剂的主要有葡萄糖、蔗糖、海藻糖、乳糖。它们

共同点是有大量自由基，具有还原性，抗干燥保护能力较强，

同时还可抑制菌表面自由基的产生［１０－１４］；Ｆｕｃｈｉｇａｍｉ等认为，
海藻糖能使菌体内的水形成细小和钝圆的小冰晶，减弱了冷

冻时冰晶的机械损伤作用，能稳定细胞膜和蛋白质结构，抗逆

保鲜作用较强［１５］。

小分子保护剂，一般具有很强的亲水性，分子结构含有３
个以上氢键，在冷冻或干燥过程中，可与菌体细胞膜磷脂中的

磷酸基团或菌体蛋白质极性基团形成氢键，保护细胞膜和蛋

白质结构与功能的完整性。而大分子保护剂通过包裹形式保

护菌体，同时，促进低分子保护剂发挥作用。

１．２．４．１　单因素保护剂的筛选　将活化后的植物乳杆菌
Ｌ４２，以１％（活菌数约０．１亿 ＣＦＵ／ｍＬ）接种于番茄汁复合增
殖培养基中，３７℃恒温培养至对数生长末期，离心收获菌体，
以１０％脱脂乳为基础保护剂，分别添加单糖类、多糖类、蛋白
质类等多种物质在 －２０～１８℃冷冻１２ｈ，进行真空冷冻干

燥，测定其活菌数计算冷冻存活率及冻干存活率。

１．２．４．２　复合保护剂的筛选　在单因素试验基础上采用正
交试验设计，以活菌数为评价指标，以 Ｌ９（３

４）正交表（表２）
进行试验设计，筛选出以１０％脱脂乳为基础保护剂的复合保
护剂。冷冻存活率、冻干存活率计算公式如下：

　　冷冻存活率 ＝冷冻后细胞活菌数（ＣＦＵ／ｍＬ）／初始活菌
数（ＣＦＵ／ｍＬ）×１００％；
　　冻干存活率 ＝冷冻干燥后细胞活菌数（ＣＦＵ／ｍＬ）／初始
活菌数（ＣＦＵ／ｍＬ）×１００％。

表２　植物乳杆菌Ｌ４２保护剂筛选正交试验因素水平

水平

因素

Ａ：海藻糖
浓度（％）

Ｂ：谷氨酸钠
浓度（％）

Ｃ：吐温８０
浓度（％）

Ｄ：酵母浸粉
浓度（％）

１ ２．５ １．５ ０．５ ０．５
２ ５．０ ３．０ １．０ １．０
３ １０．０ ５．０ １．５ １．５

１．２．５　菌株Ｌ４２直投式发酵剂耐受性验证　将冻干后的菌
株Ｌ４２直投式发酵剂无菌条件下加入等量４％葡萄糖溶液复
溶，以０．１亿 ＣＦＵ／ｍＬ的初始菌量，分别接种于不同乙醇度，
乙醇度分别为 ９％、１１％、１３％；ＳＯ２浓度分别为 ７０、１００、
１３０ｍｇ／Ｌ；ｐＨ值分别为４．０、３．５、３．０的ＭＲＳ液体培养基中，
３０℃恒温培养 ２４ｈ，采用平板计数法测定不同处理的活
菌数。

１．２．６　菌株冻干保护剂贮藏稳定性　将保存于４℃的菌株
冻干发酵剂，每隔２个月测定活菌数，观察菌株在保藏期内的
活菌量变化，为今后确定其保质期提供依据。

２　结果与分析

２．１　廉价增殖培养基的筛选
２．１．１　基础培养基的确定
２．１．１．１　植物乳杆菌Ｌ４２的生长曲线　从图１可以看出，在
３７℃条件下，植物乳杆菌 Ｌ４２在３种基础培养基中培养６ｈ
后细胞生物量开始快速增加，在６～１６ｈ期间，菌体生物量呈
对数增长，Ｄ值增长迅速，但胡萝卜汁的增长速度较番茄汁、
白菜汁增长缓慢。１６ｈ后菌株Ｌ４２在３种培养基中均进入生
长稳定期，此时Ｄ值达到最大，并且保持稳定状态。通常细
菌在对数增长期的后期，菌体细胞的活性较强，存活率较高，

因此，在适宜条件下培养１３～１６ｈ是植物乳杆菌Ｌ４２细胞收
获的最佳时期。

２．１．１．２　基础培养基的确定　从表３可以看出，植物乳杆菌
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Ｌ４２在３种基础培养基中均能生长，但由于３种基础培养基
的营养物质不丰富，其细胞生长量不如 ＭＲＳ培养基，且在３
种基础培养基中，菌株在番茄汁基础培养基中的长势最好，说

明３种基础培养基中番茄汁最适合菌株的生长，且与其他培
养基差异极显著，所以选择番茄汁作为增殖基础培养基。

表３　植物乳杆菌Ｌ４２在不同基础培养基中的生长结果

培养基
活菌数

（亿ＣＦＵ／ｍＬ）

ＭＲＳ ２９．６Ａａ
番茄汁 ６．９４Ｂｂ
胡萝卜汁 ０．４９Ｄｄ
白菜汁 ２．１Ｃｃ

　　注：同列数据后不同小写、大写字母分别表示差异显著
（Ｐ＜０．０５）、极显著（Ｐ＜０．０１）。表４、表６、表７同。

２．１．２　基础培养基增殖因子的筛选　试验以番茄汁为基础
培养基，磷酸氢二钾作为一种缓冲剂添加到番茄汁基础培养

基中，再添加不同的增殖因子，以期获得高活菌数，从表４可
以看出，添加的不同增殖因子对植物乳杆菌 Ｌ４２均有不同的
增殖效果，其中１％胰蛋白胨、１％蛋白胨、２％葡萄糖为最佳
增殖因子，为植物乳杆菌Ｌ４２提供丰富的氮源和碳源。

表４　番茄汁基础培养基中添加不同的营养物质对植物
乳杆菌Ｌ４２细胞生长量的影响

营养物质
ｐＨ值

０ｈ １６ｈ
１６ｈ活菌数
（亿ＣＦＵ／ｍＬ）

ＭＲＳ ６．５０ ４．６２ ６１．００Ａａ
番茄汁 ６．００ ４．１２ ６．８７Ｋｋ
番茄汁＋１％大豆蛋白胨 ５．７８ ４．１０ １９．７０Ｅｅ
番茄汁＋１％胰蛋白胨 ５．８１ ３．９１ ３２．６０Ｂｂ
番茄汁＋１％蛋白胨 ５．６８ ４．１１ ２８．４０Ｃｃ
番茄汁＋１％牛肉膏 ５．５８ ３．９８ １０．１０Ｊｉ
番茄汁＋０．５％酵母膏 ５．６７ ３．７８ １１．１０Ｉｉ
番茄汁＋２％乳糖 ５．５６ ３．９８ １４．２０Ｆｆ
番茄汁＋２％葡萄糖 ５．４９ ３．９７ ２７．７０Ｄｄ
番茄汁＋２％蔗糖 ５．６１ ４．０８ １１．２０Ｈｈ
番茄汁＋０．５％玉米浆 ５．６８ ３．８４ １３．３０Ｇｇ

２．１．３　正交试验筛选植物乳杆菌 Ｌ４２番茄汁增殖复合培养
基　根据单因素试验结果，选用Ｌ９（３

４）正交表进行正交设计

试验，植物乳杆菌 Ｌ４２以胰蛋白胨、葡萄糖、酵母膏作为３个
因素，参考正交表配制不同的复合培养基，从中优化筛选出植

物乳杆菌Ｌ４２的最佳番茄汁复合培养基。以１％接种量分别
接入正交试验所设计的９种复合培养基中，３７℃条件下培养
１６ｈ，进行活菌计数。
　　从表５可以看出，植物乳杆菌Ｌ４２的３个因素中，最佳培
养基配比为Ａ１Ｂ３Ｃ２。即在含有０．２％ Ｋ２ＨＰＯ４的番茄汁基础
培养基中添加０．５％胰蛋白胨、１．５％蛋白胨、２．５％葡萄糖，
植物乳杆菌Ｌ４２经活化后按１％的接菌量接入该复合培养基
中于３７℃条件下培养１６ｈ，活菌数可达到５７．８亿 ＣＦＵ／ｍＬ，
与番茄汁基础培养基相比提高了７．４１倍，活菌数也提高了一
个数量级。

表５　植物乳杆菌Ｌ４２的复合增殖培养基的确定

试验号
因素

Ａ：胰蛋白胨 Ｂ：蛋白胨 Ｃ：葡萄糖
菌数

（亿ＣＦＵ／ｍＬ）

１ １ １ １ ２３．０
２ １ ２ ２ ２４．０
３ １ ３ ３ ５７．８
４ ２ １ ２ １１．０
５ ２ ２ ３ １７．６
６ ２ ３ １ ４２．８
７ ３ １ ３ １７．１
８ ３ ２ １ １８．０
９ ３ ３ ２ ３０．８
ｋ１ ３４．９３３ １７．０３３ ２７．９３３
ｋ２ ２３．８００ １９．８６７ ２１．９３３
ｋ３ ２１．９６７ ４３．８００ ３０．８３３
Ｒ １２．９６６ ２６．７６７ ８．９００

较优水平 Ａ１ Ｂ３ Ｃ３

２．２　乳酸菌浓缩分离技术
离心浓缩分离细胞是收获菌体的简便方法，多被采用。

通过离心试验，可尽量减少残留在上清液中的细胞，也可改善

离心力机械作用所造成的伤害，避免细胞死亡，寻求获得活细

胞最高收得率的最佳离心条件。从表６可以看出，菌株 Ｌ４２
离心损失率最高为 ４０００ｒ／ｍｉｎ、１０ｍｉｎ；其次是 ４０００、
２０ｍｉｎ，５０００、１０ｍｉｎ，６０００、２０ｍｉｎ，６０００、１０ｍｉｎ，５０００、
２０ｍｉｎ，８０００、５ｍｉｎ，８０００、１０ｍｉｎ，且差异极显著（Ｐ＜
００１）。

菌株 Ｌ４２离心收得率由低到高为 ６０００、２０ｍｉｎ，４０００、
１０ｍｉｎ，８０００、１０ｍｉｎ，８０００、５ｍｉｎ，４０００、２０ｍｉｎ，５０００、
１０ｍｉｎ，５０００、２０ｍｉｎ，６０００、１０ｍｉｎ。植物乳杆菌的最佳复合
冻干保护剂为６０００ｒ／ｍｉｎ、１０ｍｉｎ，离心收得率可达９９．３７％。

表６　离心条件对菌体的影响

离心力

（ｇ）
转速

（ｒ／ｍｉｎ）
时间

（ｍｉｎ）
离心前初始活菌数

（亿ＣＦＵ／ｍＬ）
离心后上清活菌数

（万ＣＦＵ／ｍＬ）
离心后沉降活菌数

（亿ＣＦＵ／ｍＬ）
离心损失率

（％）
离心存活率

（％）
离心收得率

（％）
１６３２ ４０００ １０ ３１．５ ７８０ ２７．８ ０．２４８ｂａＡ ８８．４７Ａａ ８８．２５ａＡ
１６３２ ４０００ ２０ ３１．５ ４８０ ２８．５ ０．１５２ｃＢ ９０．６１Ｂｂ ９０．４８ｂＢ
２５５０ ５０００ １０ ３１．５ ３３０ ３０．６ ０．１０５ｃＣ ９７．２４Ｃｃ ９７．１４ｃＣ
２５５０ ５０００ ２０ ３１．５ １２１ ３１．１ ０．０３８ｆＦ ９８．７６Ｄｄ ９８．７０ｄＤ
３６７２ ６０００ １０ ３１．５ １８０ ３１．３ ０．０５７ｅＥ ９９．４２Ｅｅ ９９．３７ｅＥ
３６７２ ６０００ ２０ ３１．５ ２９６ ２７．０ ０．０９４ｄＤ ８５．７９Ｆｆ ８５．７１ｆＦ
５９４０ ８０００ ５ ３１．５ １０５ ２８．３ ０．０３３ｇＧ ８９．８７Ｇｇ ８９．８４ｇＧ
５９４０ ８０００ １０ ３１．５ ７３ ２８．０ ０．０２３ｈＨ ８８．９１Ｈｈ ８８．８９ｈＨ

２．３　冻干保护剂的研究
２．３．１　单因素冻干保护剂的筛选　从表７可以看出，加不同

保护剂的冷冻存活率和冻干后存活率差异极显著，因而从大

分子糖类中选择海藻糖为最佳冻干保护剂，小分子冻干剂以
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谷氨酸钠、吐温８０、酵母浸粉较高，具有抗冷冻作用，为较优
冻干保护剂。

表７　单因素冻干保护剂的筛选

类型 营养基质
存活率（％）

冷冻 冻干

大分子 １０％脱脂乳＋５％海藻糖 ９９．４１Ａａ ８６．９９Ａａ
１０％脱脂乳＋５％乳糖 ９７．５０Ｆｆ ７７．１９Ｄｄ
１０％脱脂乳＋５％葡萄糖 ９９．０８Ｃｃ ８５．５９Ｂｂ
１０％脱脂乳＋５％蔗糖 ９３．６８Ｈｈ ５５．１７Ｇｇ

小分子 １０％脱脂乳＋３％谷氨酸钠 ９８．５９Ｄｄ ７８．１０Ｃｃ
１０％脱脂乳＋１％甘油 ９９．１８Ｂｂ ４６．７９Ｈｈ
１０％脱脂乳＋１％吐温８０ ９４．０９Ｇｇ ６１．５０Ｆｆ
１０％脱脂乳＋１％酵母粉 ９８．１０Ｅｅ ７５．２３Ｅｅ

２．３．２　正交试验筛选植物乳杆菌 Ｌ４２的最佳复合冻干保护
剂　根据单因素试验结果，选用Ｌ９（３

４）正交表进行正交设计

试验，以１０％脱脂乳为基础保护剂，以海藻糖、谷氨酸钠、吐
温８０、酵母浸粉为４个因素，参考正交表设计不同的复合保
护剂，进行真空冷冻干燥试验，结果（表８）表明，较优复合冻
干保护剂为Ａ３Ｂ１Ｃ２Ｄ１，即１０％脱脂乳、１０％海藻糖、１．５％谷
氨酸钠、１％吐温８０、０．５％酵母浸粉为最佳复合冻干保护剂，
冻干存活率为８９．０１％。

表８　冻干保护剂正交试验的结果

试验号

保护剂浓度编码值

Ａ：海藻糖 Ｂ：谷氨酸
钠

Ｃ：吐温
８０

Ｄ：酵母浸
粉

冻干存活率

（％）

１ １ １ １ １ ８３．６７
２ １ ２ ２ ２ ６３．４０
３ １ ３ ３ ３ ６４．０８
４ ２ １ ２ ３ ７１．５３
５ ２ ２ ３ １ ６５．５４
６ ２ ３ １ ２ ６６．４４
７ ３ １ ３ ２ ６９．３６
８ ３ ２ １ ３ ６５．８３
９ ３ ３ ２ １ ８４．１１
ｋ１ ７０．３８３ ７４．８５３ ７１．９８０ ７７．７７３
ｋ２ ６７．８３７ ６４．９２３ ７３．０１３ ６６．４００
ｋ３ ７３．１００ ７１．５４３ ６６．３２７ ６７．１４７
Ｒ ５．２６３ ９．９３０ ６．６８６ １１．３７３

较优水平 Ａ３ Ｂ１ Ｃ２ Ｄ１

２．４　菌株Ｌ４２直投式发酵剂的耐受性
植物乳杆菌Ｌ４２经冷冻干燥后获得的直投式发酵剂对乙

醇、ＳＯ２、ｐＨ值仍具有一定的耐受性，在１１％乙醇、１３０ｍｇ／Ｌ
ＳＯ２、ｐＨ值３．０的环境下能够正常增殖且与原始菌株耐受性
在同一数量级上（表９至表１１）。
２．５　植物乳杆菌Ｌ４２直投式发酵剂保藏期的验证

菌株Ｌ４２冻干发酵剂在４℃，１１个月内活菌数呈下降趋
势，但在１１个月后活菌数依然可以达到１０亿ＣＦＵ／ｍＬ，表明
选择的发酵剂可以满足直投式发酵剂的活菌数要求，在保证

乳酸菌的活菌数方面具有一定的优势，并具有一定的稳定性

（图２）。

３　结论

　　确定植物乳杆菌Ｌ４２的最佳廉价培养基为番茄汁基础培

表９　菌株Ｌ４２对乙醇的耐受性

乙醇度

（％）
菌株Ｌ４２直投式发酵剂

（亿ＣＦＵ／ｍＬ）
原始菌株Ｌ４２
（亿ＣＦＵ／ｍＬ）

９ １．８００ ２．１００
１１ ０．４３０ ０．０５２
１３ ０．０３７ ０．０６３

表１０　菌株Ｌ４２对ＳＯ２的耐受性

ＳＯ２浓度
（ｍｇ／Ｌ）

菌株Ｌ４２直投式发酵剂
（亿ＣＦＵ／ｍＬ）

原始菌株Ｌ４２
（亿ＣＦＵ／ｍＬ）

７０ ３８．０ ８２．０
１００ １０．２ ６１．０
１３０ ５．４ ９．８

表１１　菌株Ｌ４２对ｐＨ值的耐受性

ｐＨ值 菌株Ｌ４２直投式发酵剂
（亿ＣＦＵ／ｍＬ）

原始菌株Ｌ４２
（亿ＣＦＵ／ｍＬ）

４．０ ２９．０ ５３．０
３．５ ２６．０ ３４．０
３．０ ６．３ ８．８

养基、０．２％ Ｋ２ＨＰＯ４、０．５％胰蛋白胨、１．５％蛋白胨、２．５％葡
萄糖；最佳离心条件为６０００ｒ／ｍｉｎ、１０ｍｉｎ；最佳冻干保护剂
的配方为１０％脱脂乳、１０％海藻糖、１．５％谷氨酸钠、１％吐温
８０、０．５％酵母浸粉。在此条件下获得的植物乳杆菌Ｌ４２直投
式发酵剂进行稳定性研究，结果表明，该菌株直投式发酵剂在

４℃条件下保藏１１个月后活菌数仍可保持在１０亿ＣＦＵ／ｍＬ。
经冷冻干燥后获得的植物乳杆菌对乙醇、ＳＯ２、ｐＨ值仍具有
一定的耐受性，在１１％乙醇、１３０ｍｇ／ＬＳＯ２、ｐＨ值３．０环境下
能够正常增殖。

目前，我国大多数葡萄酒厂进行葡萄酒ＭＬＦ依靠进口直
投式活性乳酸菌或自然发酵，致使生产成本极大增加、葡萄酒

质量很难保证。本研究对葡萄酒二次发酵优良植物乳杆菌

Ｌ４２进行高密度培养和直投式发酵剂的制备，为葡萄酒优良
乳酸菌Ｌ４２的大规模培养提供依据，对葡萄酒工业生产具有
深远意义。
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澳洲坚果果皮不同溶剂提取物的含量

和抗氧化活性

林文秋，杨为海，邹明宏，曾　辉，万继锋，陆超忠
（中国热带农业科学院南亚热带作物研究所／农业部热带果树生物学重点实验室，广东湛江５２４０９１）

　　摘要：以成熟的澳洲坚果为试验材料，分别选用水和体积分数７０％甲醇、７０％乙醇与７０％丙酮４种溶剂对澳洲坚
果的新鲜果皮进行浸提，测定各溶剂提取物的总酚、总黄酮与单宁含量及其抗氧化活性。结果表明，不同溶剂对澳洲

坚果果皮中总酚、总黄酮与单宁含量以及ＤＰＰＨ、ＡＢＴＳ自由基清除能力与总抗氧化能力方面存在明显差异，以体积分
数７０％丙酮提取物的总酚、总黄酮与单宁含量最高，分别为（６．６３±０．１５）ｍｇ／ｇ（ＦＷ）、（８．６５±０．３２）ｍｇ／ｇ（ＦＷ）、
（８８０±０．３１）ｍｇ／ｇ（ＦＷ）。其次是７０％甲醇、７０％乙醇；水提取物的含量最低。相关性分析表明，提取物中的总酚含
量与其抗氧化能力显著相关。可见，提取剂的性质明显影响其提取物的酚类物质含量与抗氧化活性。
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　　澳洲坚果（Ｍａｃａｄａｍｉａｓｐｐ．）别称夏威夷果，原产于澳洲，
属于山龙眼科（Ｐｒｏｔｅａｃｅａｅ）澳洲坚果属（ＭａｃａｄａｍｉａＦ．Ｍｕｌｌ）
常绿乔木果树，被誉为世界“干果之王”，以富含多种不饱和

脂肪酸为主要特点，还含有蛋白质、矿质元素和维生素等，具

有较高的营养价值和保健功效。作为一种新兴的高档坚果类

果品，澳洲坚果在国际市场上供不应求，具有广阔的市场前

景。近年来，中国澳洲坚果产业得到迅猛发展，目前种植规模

已达６５２ｋｍ２，年产带壳果约９７００ｔ［１］。
澳洲坚果果实主要由果皮、种壳和果仁组成，其初加工的

主要副产物为约占果实鲜质量的１／２的果皮和约占带壳果干
质量的 ２／３种壳。当前国内外对澳洲坚果果仁的营养成
分［２－５］与保健价值［６－７］、种壳的功能性组分［８－１０］及开发利

用［１１－１３］等方面的研究报道较多，但对果皮内含物的研究仅见

于不同种质果皮的粗蛋白、可溶性糖、单宁及矿质元素含量的

测定与分析［１４－１５］，至今尚未见有果皮酚类物质及其抗氧化活

性研究的报道。本试验采用水和体积分数７０％甲醇、７０％乙
醇与７０％丙酮４种溶剂浸提澳洲坚果果皮，研究不同溶剂提
取物的总酚和总黄酮含量及其抗氧化活性的差异，旨在探讨

适宜获得澳洲坚果果皮中天然抗氧化物质的提取溶剂，为开

发和利用澳洲坚果果皮这一副产物资源提供理论依据。
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