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　　摘要：通过单因素试验从甘油、葡萄糖、凝胶、丰县牛蒡粉、沛县牛蒡粉中，选取葡萄糖、丰县牛蒡粉、沛县牛蒡粉作
为副干酪乳杆菌ＦＭ－ＬＰ－４复合抗热保护剂组分，然后采用正交设计对复合保护剂的组分进行优化。结果表明，其
最佳复合配方为丰县牛蒡粉 ２．０％、葡萄糖 ４％、沛县牛蒡粉 ２．０％，菌体经 ７５℃，１０ｍｉｎ热处理后活菌数为
６．３３ｌｇＣＦＵ／ｍＬ。该结果可为牛蒡功能成分在提高益生菌热耐受研究方面的应用提供数据支持。
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　　牛蒡亦称山牛蒡，为菊科多年生草本植物。牛
蒡根茎较长，为６５～１００ｃｍ；皮色有浅黄、黑褐色２
种；肉为灰白色，质脆，稍粗硬，断面呈浅黄色；内皮

层环纹明显，气香，味甘甜。牛蒡块根富含菊糖、酚

酸、黄酮、维生素 Ａ、维生素 Ｂ、牛蒡苷、生物碱等营
养功能成分。现代医学证明，牛蒡具有健脾胃、清

热解毒、抗氧化、抑菌、抗疲劳、免疫调节、保护肝

脏［１－３］、促进益生菌生长等多种功效［４－６］。

２０世纪８０年代末，江苏省丰县率先引种牛蒡
并栽培成功，现已成为全国最大的牛蒡生产基地，

种植面积超过６６６６．７ｈｍ２，总产量高达１．６亿 ｋｇ。
牛蒡已成为全国较有影响的特色蔬菜之一，目前牛

蒡种植以丰县为中心，不断向全国扩展。抗热保护

剂的选择和使用策略一直是工业化大规模生产益

生菌产品的热点与难点。Ｃｈａｉｋｈａｍ等研究发现益
生元（菊糖、木糖、低聚果糖等）对益生菌的耐热性

有保护作用［７］。Ｌｉ等检测发现牛蒡菊糖能够显著
增强双歧杆菌的活性［８］。本研究通过探索牛蒡全

粉的益生菌耐热保护作用，深入研究牛蒡的保健功

效成分，以期为提高牛蒡附加值提供科技支撑。

１　材料与方法

　　试验于２０１９年７月１２日至２０１９年８月１７日

在江苏省农业科学院农产品加工研究所进行。

１．１　试验材料
试验材料：副干酪乳杆菌 ＦＭ－ＬＰ－４，江苏省

农业科学院农产品加工研究所食品生物工程研究

室保藏。蔗糖、甘油、明胶均为食品级。

用０．０６７ｍｏｌ／Ｌ磷酸盐缓冲溶液（ｐＨ值６．９８）
将明胶溶解，配制成所需浓度的溶液，于 １１４℃ 灭
菌１０ｍｉｎ，冷却后于４℃冰箱中保存备用。使用前
在３７℃水浴中预热１０ｍｉｎ。蔗糖、甘油使用无菌水
配制成所需浓度的溶液，经无菌微孔滤膜过滤（现用

现制）。配制的保护剂溶液在确认无菌后方可使用。

ＭＲＳ肉汤培养基（北京陆桥技术股份有限公司）：用
于菌体扩大培养。ＭＲＳ固体培养基：在液体培养基
的基础上加入１．５％的琼脂即可，用于菌落计数。
１．２　仪器与设备

ＳＷ－ＣＪ－ＩＤ型净化工作台，苏州净化设备有
限公司；ＹＸ２８０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；Ｈ１８５０Ｒ型高速冷冻离
心机，长沙湘仪离心机仪器有限公司；ＨＨ－４数显
恒温水浴锅，国华电器有限公司；ＸＤＷ超微粉碎机，
济南达微机械有限公司；ＨＹＧ－Ａ全温摇瓶柜，太仓
试验设备厂；ＦＷ１００高速万能打粉机，天津市泰斯
特仪器有限公司。

１．３　试验方法
１．３．１　菌种活化及扩大培养　将副干酪乳杆菌
ＦＭ－ＬＰ－４菌种由 ＭＲＳ固体斜面培养基接入液体
培养基中，３７℃恒温振荡培养２４ｈ，反复活化２～３
次。将活化好的纯菌种以５％的接种量接种于ＭＲＳ
液体培养基中，于３７℃恒温振荡进行扩大培养。扩
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大培养的菌液于１０℃，６０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，弃
上清液，用无菌生理盐水冲洗沉淀，制成活菌数为

９ｌｇＣＦＵ／ｍＬ的菌悬液。
１．３．２　活菌数测定　按照 ＧＢ４７８９．３５—２０１０《食
品安全国家标准　食品微生物学检验　乳酸菌检
验》，采用稀释涂布平板计数法，每个样品选取３个
稀释梯度，每个梯度做３个平行试验，求取平均值。
１．３．３　牛蒡超微粉的制备　牛蒡片干燥温度选择：
称量新鲜牛蒡片，每份１０ｇ，分别放置在５０、６０、７０、
８０℃等４个温度，放置不同时间测量其水分含量，
平行测定３次。牛蒡超微粉的制备：将牛蒡放于筛
选得到的干燥温度和时间下，直至含水量在６％以
下，经超微粉碎机粉碎，过３２５目筛得牛蒡超微粉。
１．３．４　抗热保护剂筛选　将菌悬液加入含不同保
护剂的 ＭＲＳ液体培养基中，于７５℃恒温水浴中保
温１０ｍｉｎ。测定保温前后活菌数，并计算存活率。
保护剂的浓度如表 １所示。试验结果采用 ＳＰＳＳ
１３０统计软件进行分析，以筛选出相应温度下的最
佳乳酸菌抗热保护剂及配比。

表１　单一保护剂对菌体抗热性的影响单因素试验设计

保护剂种类 保护剂浓度（％）

甘油 ０、１、３、５、７、９

葡萄糖 ０、２、４、６、８、１０

明胶 ０、０．１、０．５、１．０、１．５、２．０

丰县牛蒡粉 ０、０．１、０．５、１．０、１．５、２．０

沛县牛蒡粉 ０、０．１、０．５、１．０、１．５、２．０

１．３．５　复合保护剂对菌体抗热性的影响　根据单
因素试验结果，以乳酸菌活菌数为考察指标，采用

正交试验Ｌ９（３
４）对丰县牛蒡粉（Ａ）、葡萄糖（Ｂ）、沛

县牛蒡粉（Ｃ）等３种不同抗热保护剂进行考察，因
素水平表见表２。试验结果采用 ＳＰＳＳ１３．０统计软
件进行分析，以筛选出相应温度下的最佳乳酸菌抗

热保护剂及配比。

表２　抗热保护剂正交试验的因素水平

水平

因素

Ａ：丰县牛蒡粉
浓度（％）

Ｂ：葡萄糖
浓度（％）

Ｃ：沛县牛蒡粉
浓度（％）

１ １．０ ４ １．０

２ １．５ ６ １．５

３ ２．０ ８ ２．０

２　结果与分析

２．１　牛蒡片最优干燥时间和温度的确定
由表３可知，将牛蒡片经５０、６０、７０、８０℃温度

干燥后，达到水分含量在６％以下的时间分别为６、
４、３、３ｈ。牛蒡片在７０、８０℃温度下干燥所需时间
虽短，只要３ｈ，但是牛蒡片出现外部焦糊而内部未
完全干燥的现象比较严重，因此选择６０℃、４ｈ为适
宜的干燥温度和时间。

表３　牛蒡片最优的干燥时间和温度

干燥温度

℃）
干燥时间

（ｈ）
含水量

（％）

５０ ５ １１．０９

６ １．２９

７ １．１５

８ １．１５

９ ０．４８

６０ ４ １．７９

５ １．１２

６ １．１１

７ ０．８５

８ ０．４８

７０ ３ １．４３

４ １．４３

５ １．１７

６ ０．７０

７ ０．４８

８０ ２ １４．８２

３ １．４０

４ １．０１

５ ０．４５

６ ０．４９

２．２　单一保护剂对菌体抗热性的影响
加入不同保护剂于７５℃保温１０ｍｉｎ后，菌体

存活率见表４。由表４可以看出，加入保护剂经热
处理过的菌体均呈现出一定的存活率。５种保护剂
中，丰县牛蒡粉的保护效果最好，菌体经热处理后

存活菌数最高，为５．９１ｌｇＣＦＵ／ｍＬ，其他保护剂的
保护效果降序排列为沛县牛蒡粉、葡萄糖、明胶、甘

油。效果较好的３种保护剂的最适使用浓度分别为
丰县牛蒡粉１．５％，沛县牛蒡粉１．５％，葡萄糖６％。
　　其中，使用２种牛蒡粉的存活菌数量随着保护
剂浓度的增大而逐渐提高，但使用浓度大于１．５％
后，菌体存活率开始下降；而使用葡萄糖、明胶、甘

油的存活菌数量，都呈现出随保护剂用量的增加而

先上升后下降的趋势。Ｌｉ等采用葡萄糖作为冷冻
干燥保护剂，在添加浓度为２．０％、４．０％、８．０％时，
益生菌ＬａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓｃａｓｅｉＺｈａｎｇ的活菌数从初始的
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表４　单一保护剂对菌体存活率的影响

保护剂种类
保护剂浓度

（％）
保温前活菌数

（ｌｇＣＦＵ／ｍＬ）
保温后活菌数

（ｌｇＣＦＵ／ｍＬ）

甘油 ０ ９．５９ ０

１ ９．５９ ３．３１

３ ９．５９ ３．７２

５ ９．５９ ３．９１

７ ９．５９ ３．８４

９ ９．５９ ３．７７

葡萄糖 ０ ９．３８ ０

２ ９．３８ ３．８４

４ ９．３８ ４．１３

６ ９．３８ ４．２７

８ ９．３８ ４．０２

１０ ９．３８ ３．９１

明胶 ０ ９．４７ ０

０．１ ９．４７ ３．４７

０．５ ９．４７ ３．９７

１．０ ９．４７ ４．０８

１．５ ９．４７ ３．９４

２．０ ９．４７ ３．５４

沛县牛蒡粉 ０ ９．６５ ０

０．１ ９．６５ ３．８３

０．５ ９．６５ ４．１１

１．０ ９．６５ ４．３１

１．５ ９．６５ ４．５７

２．０ ９．６５ ４．４９

丰县牛蒡粉 ０ ９．８３ ０

０．１ ９．８３ ５．２１

０．５ ９．８３ ５．４５

１．０ ９．８３ ５．６４

１．５ ９．８３ ５．９１

２．０ ９．８３ ５．８７

８．０２ ｌｇＣＦＵ／ｍＬ分 别 下 降 到 ２．０１、２．８７、
３．２０ｌｇＣＦＵ／ｍＬ，确定８．０％为适宜的菌体保护剂
浓度［９］。程艳薇等得出干酪乳杆菌高温驯化抗热

保护剂的最佳配比是明胶１．５ｇ／ｄＬ、蔗糖６ｇ／ｄＬ、甘
油３ｍＬ／ｄＬ，５０℃生长良好，菌活量可以达到要求，
能达到实际生产中所需的菌量［１０］。陈合等经优化

确定了干酪乳杆菌Ｌ６１抗热保护剂的组成及最适添
加量为脱脂乳 １８ｇ／Ｌ、葡萄糖６％、甘油１３ｍＬ／Ｌ，
在７５℃，１０ｍｉｎ下存活率可达到８．４６％［１１］。曾海

英等研究发现添加３％甘油、６％蔗糖、２％明胶作抗
热保护剂，可提高植物乳杆菌１Ｌ－２的高温存活率，
５５℃培养，活菌数可达２．２×１０８ＣＦＵ／ｍＬ［１２］。范娜

等研究表明，海藻糖、明胶、甘油均能够提高菌体的

抗热存活率，３种保护剂之间存在交互作用，其最佳
复合配方为海藻糖 １６％、甘油 ６％、明胶 ０．１４％，
７５℃ 保温３０ｍｉｎ，菌体存活率可达１６．５８％，活菌
数为１．６６×１０８ＣＦＵ／ｍＬ［１３］。
２．３　复合保护剂对菌体抗热性的影响

抗热保护剂配比 Ｌ９（３
４）正交试验因素水平及

结果见表５。直观比较３个因素的极差（Ｒ）大小，可
知各因素对热处理后菌存活的影响程度表现为Ａ＞
Ｃ＞Ｂ。由活菌数大小可知，最佳组合为 Ａ３Ｂ１Ｃ３，即
抗热保护剂的最佳配比为在基础培养基中添加

２０％丰县牛蒡粉、４％葡萄糖、２．０％ 沛县牛蒡粉。
表５　复合抗热保护剂配比正交试验安排及结果

试验号
Ａ Ｂ Ｃ

丰县牛蒡（％）葡萄糖（％）沛县牛蒡（％）
活菌数

（ｌｇＣＦＵ／ｍＬ）

１ １．００ ４ １．００ ３．４５

２ １．００ ６ １．５０ ３．９６

３ １．００ ８ ２．００ ４．１５

４ １．５０ ４ １．５０ ５．９７

５ １．５０ ６ ２．００ ５．８６

６ １．５０ ８ １．００ ５．７５

７ ２．００ ４ ２．００ ６．３２

８ ２．００ ６ １．００ ６．１６

９ ２．００ ８ １．５０ ５．８９

ｋ１ ３．８５３ ５．２４７ ５．１２０

ｋ２ ５．８６０ ５．３２７ ５．２７３

ｋ３ ６．１２３ ５．２６３ ５．４４３

Ｒ ２．２７０ ０．０８０ ０．３２３

最优水平 Ａ３ Ｂ２ Ｃ３

３　结论

经优化筛选获得副干酪乳杆菌 ＦＭ－ＬＰ－４复
合抗热保护剂组分为丰县牛蒡粉 ２．０％、葡萄糖
４％、沛县牛蒡粉２．０％，经７５℃，１０ｍｉｎ热处理后
活菌数为６．３３ｌｇＣＦＵ／ｍＬ。

本研究发现不同产地牛蒡粉的抗热效果不同，

并得出针对 ＦＭ－ＬＰ－４的复合抗热保护剂组成配
比，为益生菌抗热保护剂的制备提供了新思路，为

牛蒡功能成分在提高益生菌热耐受研究方面的应

用提供了数据支持。
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添加葡萄糖作为碳源时，乳酸菌ＭＢ２－１和ＪＸ５发酵在３２ｈ时胞外多糖产量最高，分别为２．７５ｇ／Ｌ和３．０６ｇ／Ｌ，说明
将乳酸菌ＪＸ５作为发酵菌株，葡萄糖作为碳源添加到黑莓汁中进行发酵，可增加黑莓汁中乳酸菌胞外多糖含量。
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　　黑莓浆果风味独特、营养丰富，含有多种具有
生物活性的化合物，是酿酒和生产果汁、果酱、医疗

保健品等的天然原料。黑莓中富含维生素Ｃ、酚酸、
鞣花酸、鞣花素、类黄酮（包括花青素）和类胡萝卜

素等促进健康的物质，具有抗氧化、代谢调节、消除

疲劳、延缓衰老、提高免疫力等作用［１－２］。因此随着

人们生活水平的提高和对健康生活的追求，研究和

开发黑莓相关的产品将具有广阔的前景。

胞外多糖（ＥＰＳ）是一类由特殊微生物在生长代
谢过程中分泌到细胞壁外的一类次级代谢产物［３］。

ＥＰＳ具有多种生理活性功能，可以增强机体免疫力，
具有抗肿瘤、降低血清中胆固醇［４］、降血压、抗氧化

和改善人体肠道微生态环境［５］等作用。乳酸菌ＥＰＳ
是一类来源可靠安全，对人体无毒副作用，并且具

有独特的理化和流变学特性的物质，因此可以作为

增稠剂、稳定剂、乳化剂应用到食品工业中，已经成

为了一种天然安全无公害的食品级添加剂［６］。

笔者研究了２株产胞外多糖乳酸菌在添加不同
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