
２０１０年 ４月 农 业 机 械 学 报 第 ４１卷 第 ４期

ＤＯＩ：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１０００１２９８．２０１０．０４．０２９

长双歧杆菌 ＢＢＭＮ６８冷冻保护剂筛选与优化

刘松玲１　蒋菁莉２　刘爱萍２　郭慧媛１　冷小京１　任发政１

（１．中国农业大学食品科学与营养工程学院，北京 １０００８３；２．蒙牛乳业（北京）有限责任公司，北京 １０１１０７）

　　【摘要】　为提高长双歧杆菌 ＢＢＭＮ６８的冷冻保藏效果，以冷冻存活率和菌株活力为评价指标，分别评价了

４个类型的 １８种冷冻保护剂。结果表明，脱脂乳、海藻糖、果糖、甘油、维生素 Ｃ、ＬＧｌｕ能对 ＢＢＭＮ６８有效保护。采

用二次回归正交设计，对筛选得到的６种保护剂进行复配，得到复配保护剂的最优配方（质量分数）为：甘油３％、海

藻糖 ５％、果糖 ５％、脱脂乳 ８％、维生素 Ｃ００５％、ＬＧｌｕ００５％。在复配保护剂的作用下，－８０℃保藏期间

ＢＢＭＮ６８菌数稳定，活菌对数值始终保持在 １０５ｌｇ（ｃｆｕ／ｍＬ）；冷冻浓缩物作为直投发酵剂应用于酸奶中，在 ２１ｄ内

菌数变化不大，始终保持在 １０７ｃｆｕ／ｍＬ以上。
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　　引言

作为一种经典的益生菌，双歧杆菌的益生功能

已得到了普遍的认识，在功能食品中的应用也得到

了广泛的关注，其中在乳制品中的应用最具有代表

性
［１］
。双歧杆菌有效应用于乳品发酵主要依赖于

发酵剂的制备和保藏技术
［２］
。深冷技术广泛应用

于发酵剂的制备，其冷冻效果的关键在于冷冻保护

剂的选择。关于冷冻保护剂对菌体的保护作用在乳

酸菌中已有大量的研究，并且各种类型保护剂的作



用在大量的研究中得到了验证，在适当保护剂的作

用下深冷技术能有效地进行发酵剂的制备和保

藏
［３～７］

。但是大量的研究显示保护剂的效果存在菌

株特异性
［８～１２］

。Ｌｅｓｌｉｅ等发现海藻糖对大肠杆菌和
苏云金杆菌有良好的保护效果

［３］
，而 Ｌｉｎｄｅｒｓ等的研

究中海藻糖对植物乳杆菌却没有保护作用
［１３］
。保

护剂的选择在新开发益生菌株的应用中尤为重要。

长双歧杆菌 ＢＢＭＮ６８分离自广西巴马长寿老
人，已证明具有较强的生理功能

［１４］
。本文根据保护

剂的作用机理分别选择渗透性、半渗透性、非渗透性

保护剂和氧化还原保护物质，并通过实验设计对配

比进行优化，使不同成分间的相互作用达到最优，从

而利用深冷技术制备可用于乳品发酵的直投式双歧

杆菌发酵剂。

１　材料与方法

１１　菌种
长双歧杆菌 ＢＢＭＮ６８（Ｂｉｆｉｄｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｌｏｎｇｕｍ

ＢＢＭＮ６８，中科院微生物所菌种保藏中心保藏号：
ＣＧＭＣＣ２２６５）分离自广西巴马长寿老人粪便。
１２　材料

ＭＲＳ培养基（北京奥博星生物技术有限公司）；
甘油、二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）（天津市登峰化学试剂
厂）；山梨醇、甘露醇、肌醇、蔗糖、海藻糖、果糖、可

溶性纤维素、β环糊精、Ｌ谷氨酸（北京世纪华林科
技有限公司）；工业用脱脂乳粉（新西兰 ＯＣＣ公
司）；其他试剂为化学纯试剂。

１３　主要设备
ＤＥＬＴＡ３２０型 ｐＨ计，瑞士 ＭｅｔｔｌｅｒＴｏｌｅｄｏ公司；

ＤＮＰ ９０８２型微生物多用培养箱，北京六一仪器
厂；ＸＳＺ ４Ｇ型显微镜，重庆光学仪器厂；ＺＤＸ
３５ＢＩ型座式自动电热压力蒸汽灭菌器，上海申安医

疗器械厂；３Ｋ３０型高速冷冻离心机，德国 Ｓｉｇｍａ公
司；Ｌ１５２３型发酵罐，瑞士 Ｂｉｏｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ公司。
１４　实验方法
１４１　菌株培养

将保藏的菌种接 ＭＲＳ培养基活化两代，镜检培
养液菌体形态，将活化菌株接种 １５Ｌ发酵罐，接种
量１％（１０７ｃｆｕ／ｍＬ）。于３７℃，ｐＨ值６５，搅拌转速
２２０ｒ／ｍｉｎ条件下厌氧培养１５ｈ后离心收集菌体。
１４２　发酵剂制备流程

高密度发酵菌液于 ４０００ｒ／ｍｉｎ，１０ｍｉｎ离心收
集菌体，加保护剂重悬到原菌液体积的 １／５，迅速冷
冻于 －８０℃超低温冰箱。
１４３　菌株计数

冷冻浓缩物于 ＰＢＳ中 １０倍梯度稀释，于 ＭＲＳ
琼脂培养基中培养４８ｈ，计数。
１４４　菌株活力测定

冷冻浓缩物接种于质量分数为 １０％脱脂乳粉
中，接种量体积分数为 １％，３７℃培养 ７ｈ，测定滴定
酸度（°Ｔ）。
１５　数据分析

采用 Ｅｘｃｅｌ和 ＳＡＳ对数据进行 ｔ检验和回归分
析。

２　结果与讨论

２１　保护剂单独使用的效果评价
以脱脂乳为基础添加不同类型保护剂，对冷冻

后存留活菌数的影响如表１所示。在渗透性保护剂
中，与对照组相比，在甘油存在条件下冷冻后活菌数

有一定的提高，甘油的效果好于 ＤＭＳＯ。Ｚｄｅｎｅｋ总
结了保护剂中添加不同比例的 ＤＭＳＯ对菌株的冷
冻保护作用及毒性

［１５］
，本研究中 ＤＭＳＯ的副作用可

能是由于对菌株的毒性。

表 １　单一保护剂对冷冻后活菌数的影响

Ｔａｂ．１　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｔｈｅｐｒｏｔｅｃｔａｎｔｓｏｎｔｈｅｃｏｌｏｎｙｆｏｒｍｉｎｇｕｎｉｔｏｆｔｈｅｓｔｒａｉｎａｆｔｅｒｆｒｏｚｅｎ

对照
渗透性保护剂

（质量分数３％）

半渗透性保护剂

（质量分数５％）

非渗透性保护剂

（质量分数１０％）

氧化保护物质

（质量分数００５％）

种类
活菌对数

／ｌｇ（ｃｆｕ／ｍＬ）
种类

活菌对数

／ｌｇ（ｃｆｕ／ｍＬ）
种类

活菌对数

／ｌｇ（ｃｆｕ／ｍＬ）
种类

活菌对数

／ｌｇ（ｃｆｕ／ｍＬ）
种类

活菌对数

／ｌｇ（ｃｆｕ／ｍＬ）
脱脂乳 ５８７±１４７ 甘油 ８９１±１４４ 甘露醇 ８５５±０３８ 糊精 ７２５±２５６ 维生素 Ｃ １１５０±２８

ＤＭＳＯ ５５６±０５６ 山梨醇 ８４２±０５０ 淀粉 ７０９±１６９ Ｃｙｓ ７１２±２９８

肌醇 ８９０±２８３ 纤维素 ８５７±２３３ ＬＧｌｕ ９３７±１３１

海藻糖 ９５３±１１１ 酵母粉 ９３６±１３３

蔗糖 ７１８±０２９

麦芽糖 ８４０±０４６

葡萄糖 ７８０±０５２

果糖 ９４２±０９２

　　注：效果显著好于对照组。
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　　从总体上看，半渗透性保护剂对菌体有较好的
保护作用。海藻糖（双糖）的效果最好，其次是果糖

（单糖），其效果好于其他的糖并且优于醇类保护

剂。研究认为，糖类的保护作用是因为在冷冻过程

中由于糖类形成氢键能力较强，稳定蛋白质的高级

结构，防止蛋白质变性，使其即使在低温冷冻和干燥

失水的情况下，仍保持蛋白质结构与功能完整

性
［１６］
。

在非渗透性保护剂的研究中，冷冻后产品的均

一度差，保护剂的效果不明显。非渗透性保护剂是

一些大分子物质，溶解度差，由于脱脂乳中含有较高

比例的大分子物质，本身对菌体具有较好的非渗透

保护作用，所以在复配保护剂的配方优化实验中，将

脱脂乳比例作为一个因素而不再考虑其他大分子化

合物。

双歧杆菌是专性厌氧微生物，对氧极其敏感，所

以降低双歧杆菌存在体系中的氧化还原电势对其活

力的保持尤为重要。这一点在实验中得到了证实，

３种物质均提高了冷冻后的活菌数。根据单因素实
验结果选定脱脂乳、海藻糖、果糖、甘油、维生素 Ｃ、
ＬＧｌｕ为复配保护剂配方。
２２　复配保护剂的配方优化

复配保护剂配方的二次回归正交旋转组合实验

设计的因素水平如表２所示。不同保护剂组合对菌
株活力的影响如表３所示。３３个实验中前 ２７个为
析因点，后５个为中心点，可用来估计实验中的随机
误差，对实验设计进行拟合检验。由 Ｆ检验结果：
总回归系数 ＦＲ＝１６４６３８（ｐ＝０００２８＜００１）达到
了极显著水平，说明回归方程极显著。但是有些因

素未达到显著水平，由于回归正交实验具有正交性

保证了实验因素的列与列之间没有互作用存在，因

此可将未达到０２５显著水平的因素剔除，将其平方
和和自由度并入误差项进行第二次方差分析，以提

高检验的精确度。

表 ２　二次回归正交旋转组合实验设计因素水平

Ｔａｂ．２　Ｆａｃｔｏｒｌｅｖｅｌｓｏｆｑｕａｄｒａｔｉｃｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ

ｒｏｔａｔｉｎｇｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｄｅｓｉｇｎ

水

平

因素

脱脂奶

质量分

数 ｘ１／％

甘油体

积分数

ｘ２／％

海藻糖

质量分

数 ｘ３／％

果糖质

量分数

ｘ４／％

维生素 Ｃ

质量分数

ｘ５／％

ＬＧｌｕ

质量分数

ｘ６／％

２ １２ ５ １００ １００ ０１００ ０１００

１ １０ ４ ７５ ７５ ００７５ ００７５

０ ８ ３ ５０ ５０ ００５０ ００５０

－１ ６ ２ ２５ ２５ ００２５ ００２５

－２ ４ １ ０ ０ ０ ０

表 ３　不同保护剂组合对菌株活力的影响

Ｔａｂ．３　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｏｆｖａｒｉｏｕｓｐｒｏｔｅｃｔａｎｔｓ

ｏｎｔｈｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｔｈｅｓｔｒａｉｎ

实验号 Ｘ１ Ｘ２ Ｘ３ Ｘ４ Ｘ５ Ｘ６ 滴定酸度／°Ｔ

１ －１ －１ －１ －１ 　１ 　１ ４９４７

２ 　１ －１ －１ －１ －１ 　１ ４３０３

３ －１ 　１ －１ －１ －１ 　１ ５２５６

４ 　１ 　１ －１ －１ 　１ 　１ ５１８２

５ －１ －１ 　１ －１ 　１ －１ ５２８３

６ 　１ －１ 　１ －１ －１ －１ ４９９７

７ －１ 　１ 　１ －１ －１ －１ ４８９０

８ 　１ 　１ 　１ －１ 　１ －１ ４６２８

９ －１ －１ －１ 　１ 　１ －１ ５１０９

１０ 　１ －１ －１ 　１ －１ －１ ３９３４

１１ －１ 　１ －１ 　１ －１ －１ ４６０５

１２ 　１ 　１ －１ 　１ 　１ －１ ４２９１

１３ －１ －１ 　１ 　１ 　１ 　１ ４７１６

１４ 　１ －１ 　１ 　１ －１ 　１ ４９２２

１５ －１ 　１ 　１ 　１ －１ 　１ ５００９

１６ 　１ 　１ 　１ 　１ 　１ 　１ ４８３０

１７ －２ 　０ 　０ 　０ 　０ 　０ ４７３３

１８ 　２ 　０ 　０ 　０ 　０ 　０ ４３３２

１９ 　０ －２ 　０ 　０ 　０ 　０ ４６４４

２０ 　０ 　２ 　０ 　０ 　０ 　０ ５０７３

２１ 　０ 　０ －２ 　０ 　０ 　０ ５２７２

２２ 　０ 　０ 　２ 　０ 　０ 　０ ４９９２

２３ 　０ 　０ 　０ －２ 　０ 　０ ４６９２

２４ 　０ 　０ 　０ 　２ 　０ 　０ ５１０３

２５ 　０ 　０ 　０ 　０ －２ 　０ ５４３４

２６ 　０ 　０ 　０ 　０ 　２ 　０ ４２６３

２７ 　０ 　０ 　０ 　０ 　０ －２ ４９４９

２８ 　０ 　０ 　０ 　０ 　０ 　２ ５１２３

２９ 　０ 　０ 　０ 　０ 　０ 　０ ４８８５

３０ 　０ 　０ 　０ 　０ 　０ 　０ ５００８

３１ 　０ 　０ 　０ 　０ 　０ 　０ ５０３９

３２ 　０ 　０ 　０ 　０ 　０ 　０ ５１７３

３３ 　０ 　０ 　０ 　０ 　０ 　０ ５０２５

　　剔除不显著因素后，对显著因素进行方差分析
（表４），总回归达到极显著水平，失拟检验不显著
（ｐ＝０７５９），两种检验均通过，方程相关系数 Ｒ２为

０９７４４，说明所选建模型有效，可以用回归方程进
行预测，回归方程为

Ｙ＝４９０６－１９４Ｘ１＋０７３Ｘ２－２２８Ｘ３－２９２Ｘ５－

０５３Ｘ２１＋３９１Ｘ１Ｘ２＋０７３Ｘ１Ｘ３＋０９６Ｘ１Ｘ６－

０６８Ｘ２Ｘ３＋１３１Ｘ２Ｘ６＋１０６Ｘ３Ｘ４－０８５Ｘ３Ｘ５－

１１７Ｘ３Ｘ６－０７０Ｘ
２
４＋３０４Ｘ４Ｘ６－０６０Ｘ５Ｘ６
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表 ４　复配保护剂各成分对保护效果的影响

Ｔａｂ．４　Ｒｏｌｅｏｆｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓｉｎｔｈｅｗｈｏｌｅｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅａｃｔｉｏｎ

变异来源 自由度 方差 均方 Ｆ值 ｐ值

Ｘ１ １ ９０４４ ９０４４ ６６６１ ００００１

Ｘ２ １ １３０１ １３０１ ９５８ ０００６９

Ｘ３ １ ４１６８ ４１６８ ３０７０ ００００１

Ｘ５ １ ６８５６ ６８５６ ５０５０ ００００１

Ｘ２１ １ ８７８ ８７８ ６４６ ００２１７

Ｘ１Ｘ２ １ ８１６７ ８１６７ ６０１５ ００００１

Ｘ１Ｘ３ １ ８６９ ８６９ ６４０ ００２２３

Ｘ１Ｘ６ １ １４７６ １４７６ １０８７ ０００４５

Ｘ２Ｘ３ １ ７４９ ７４９ ５５２ ００３２０

Ｘ２Ｘ６ １ ２７７５ ２７７５ ２０４４ ００００３

Ｘ３Ｘ４ １ １８００ １８００ １３２６ ０００２２

Ｘ３Ｘ５ １ １１６１ １１６１ ８５５ ０００９９

Ｘ３Ｘ６ １ ２２０７ ２２０７ １６２５ ０００１０

Ｘ２４ １ １５００ １５００ １１０５ ０００４３

Ｘ４Ｘ６ １ ４９４３ ４９４３ ３６４１ ００００１

Ｘ５Ｘ６ １ ５８７ ５８７ ４３２ ００５４０

回归 １６ ３７７５０ ２３５９ １７３８ ００００１

残差 １６ ２１７２ １３６

失拟 １２ １４２１ １１８ ０６３ ０７５９０

纯误差 ４ ７５１ １８８

总平方 ３２ ３９９２２

Ｒ２ ０９７４４

　　注：表示００５显著水平，表示００１显著水平。

　　通过软件 ＳＡＳ８２分析，得到复配保护剂的最
优配方（质量分数）为：甘油 ３％、海藻糖 ５％、果糖
５％、脱脂乳８％、维生素 Ｃ００５％、ＬＧｌｕ００５％。

根据预测的最优条件处理菌体，实验所得的滴

定酸度是（５０６１±０７６）°Ｔ（ｎ＝４），与预测结果
５０２６°Ｔ相差２４％，方程预测精度较高。
２３　冷冻浓缩物在保藏期间的菌数变化

表５为冷冻浓缩物在 －８０℃冷藏期间的菌数变
化。由图可知，菌数变化不显著，实验范围内发酵剂

性能稳定，可以达到生产用发酵剂的要求。

２４　冷冻浓缩物在发酵过程中的稳定性
表６为冷冻浓缩物用于发酵乳，在发酵过程中

和发酵后酸奶４℃贮藏过程中活菌数变化。与初始
接种量相比，发酵终点菌数保持稳定，发酵过程中发

酵剂产酸未影响菌株的存活。贮藏过程中从第７天
开始菌数有所下降，与接种菌数相比有显著差异

（ｐ＜００１），但在保质期内（２１ｄ）活菌对数值大于
７，符合对益生菌的要求。Ｊａｙａｍａｎｎｅ等对１０种市售
益生菌酸奶中益生菌菌数的稳定性的研究中发现，

所有样本购买初菌数均大于 １０６ｃｆｕ／ｍＬ，但是保质
期末期只有５种保持这一水平。对产品中益生菌的
耐酸和耐氧性能进行研究发现菌株对酸和氧的耐受

能力直接影响到其在保藏过程中的稳定性
［１７］
。如

何进一步提高产品中益生菌数量和稳定性还有待研

究。

表 ５　深冷发酵剂 －８０℃保藏期间双歧杆菌活菌对数值变化

Ｔａｂ．５　Ｖａｒｉａｔｉｏｎｓｉｎｃｏｌｏｎｙｆｏｒｍｉｎｇｕｎｉｔｏｆｂｉｆｉｄｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｄｕｒｉｎｇｓｔｏｒａｇｅａｔ－８０℃

贮藏时间／ｄ ０ ７ １５ ３０ ９０ １５０ ２１０ ２７０

活菌对数值／ｌｇ（ｃｆｕ／ｍＬ） １０４９±１１３１０５７±１０９１０５２±１１２１０４５±０９６１０５３±１３７１０４７±０９９１０５６±１１２１０６１±１１０

表 ６　酸奶发酵与贮藏过程中双歧杆菌活菌对数值变化

Ｔａｂ．６　Ｖａｒｉａｔｉｏｎｓｉｎｃｏｌｏｎｙｆｏｒｍｉｎｇｕｎｉｔｏｆｂｉｆｉｄｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ

ｄｕｒｉｎｇｔｈｅｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎａｎｄｓｕｂｓｅｑｕｅｎｔｓｔｏｒａｇｅ

时间／ｄ
发酵 ４℃贮藏

０ ４ １５ ７ １４ ２１

活菌对数值／ｌｇ（ｃｆｕ／ｍＬ）８０８ ８２６ ８１５ ７４１ ７３４ ７１８

３　结束语

对１８种冷冻保护剂单独使用的效果评价证明，
脱脂乳、海藻糖、果糖、甘油、维生素 Ｃ、ＬＧｌｕ对
ＢＢＭＮ６８保护作用良好。与大量文献报道 ＤＭＳＯ的

保护作用相反，本实验中 ＤＭＳＯ对菌株有副作用，
保护剂选择中菌株特异性应该引起极大关注。二次

回归正交试验对筛选得到的 ６种保护剂进行复配，
得到复配保护剂的最优配方（质量分数）为：甘油

３％、海藻糖 ５％、果糖 ５％、脱脂乳 ８％、维生素 Ｃ
００５％、ＬＧｌｕ００５％。在复配保护剂的作用下，
－８０℃保藏期间菌数稳定，冷冻浓缩物作为直投发
酵剂应用于酸奶中，２１ｄ内菌数保持在对益生菌的
要求范围内可以作为生产用发酵剂。酸奶冷藏 ７ｄ
后菌数有所下降，关于酸奶保藏过程中菌数下降的

原因和提高菌体稳定性的途径还有待进一步研究。
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