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摘要:为创新生物保鲜剂的制备并强化其活性成分的抗氧化功能,利用中药优化乳酸菌发酵醇沉组分

以开发生物保鲜剂,并分析其活性成分与抗氧化功能。 在单因素试验的基础上采用正交试验优化乳酸

菌发酵醇沉组分的工艺条件,再利用酸水解醇沉组分以分析活性成分,并测定其 DPPH 自由基清除能

力与多酚含量。 结果显示:中药添加量 3%、菌种添加量 14%、发酵时间 12
 

h 为最优工艺组合,具有最

高的醇沉组分产量与产率,分别为(1
 

188±35)
 

mg / L、(46. 6±1. 3)%,其活性成分主要为蛋白多糖,且随

着蛋白多糖浓度的增加,总酚含量增加,DPPH 自由基清除能力也随之增强,最高可达(83. 0±3. 0)%。 此

活性成分中总酚含量与 DPPH 清除能力有良好的正相关性,可为生物保鲜剂的开发利用提供理论依据。
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Abstract:
 

To
 

develop
 

biological
 

preservatives
 

and
 

strengthen
 

the
 

antioxidant
 

functions
 

of
 

the
 

active
 

compo-
nents,

 

the
 

ethanol
 

precipitated
 

component
 

(EPC)
 

obtained
 

by
 

Lactobacillus
 

fermentation
 

was
 

optimized
 

by
 

using
 

the
 

Chinese
 

herbal
 

medicine,
 

and
 

the
 

active
 

components
 

and
 

antioxidant
 

function
 

of
 

EPC
 

were
 

ana-
lyzed.

 

Based
 

on
 

single
 

factor
 

analysis,
 

orthogonal
 

experiments
 

were
 

used
 

to
 

optimize
 

the
 

EPC
 

preparation
 

technology
 

of
 

Lactobacillus
 

fermentation,
 

and
 

then
 

the
 

active
 

components
 

of
 

EPC
 

were
 

analyzed
 

by
 

acid
 

hydrolysis
 

and
 

DPPH
 

free
 

radical
 

scavenging
 

capacity
 

and
 

total
 

phenolic
 

content
 

of
 

EPC
 

were
 

determined.
 

The
 

results
 

showed
 

that
 

the
 

optimal
 

preparation
 

combination
 

was:
 

3%
 

of
 

Chinese
 

herbal
 

medicine,
 

14%
 

of
 

bacteria
 

inoculations,
 

and
 

12
 

hours
 

of
 

fermentation
 

time.
 

The
 

maximum
 

production
 

and
 

yield
 

of
 

EPC
 

were
 

(1
 

188±35)
 

mg / L
 

and
 

(46. 6±1. 3)%,
 

respectively.
 

The
 

main
 

active
 

component
 

of
 

EPC
 

was
 

proteogly-
can.

 

With
 

the
 

increase
 

of
 

proteoglycan
 

concentration,
 

the
 

total
 

phenolic
 

content
 

and
 

DPPH
 

scavenging
 

capacity
 

increased
 

to
 

the
 

maximum
 

of
 

( 83. 0±3. 0)%.
 

Therefore,
 

the
 

total
 

phenolic
 

content
 

in
 

the
 

active
 

components
 

had
 

good
 

positive
 

correlation
 

with
 

DPPH
 

free
 

radical
 

scavenging
 

capacity,
 

which
 

could
 

provide
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theoretical
 

basis
 

for
 

the
 

development
 

and
 

utilization
 

of
 

biological
 

preservatives.
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　 　 随着国民经济和社会发展水平的提高,人们

对食品的质量要求越来越高,食品防腐保鲜成为重

要的研究课题之一。 生物防腐剂取代化学防腐剂

是目前与未来食品质量保鲜的发展趋势。 为了开

发食品保鲜剂,近年来国内外不少研究者对微生物

在食品保鲜领域的应用进行了研究,其中乳酸菌保

鲜相对于传统的化学保鲜、低温保鲜、辐照保鲜和

气调保鲜,具有安全、高效和低成本等特点[ 1] 。 目

前,乳酸菌主要应用于乳制品和蔬菜水果的保鲜,
而很少应用于水产品的保鲜。 此外,乳酸菌保鲜多

采用其乙醇提取物部分[ 2-3] ,对剩余醇沉成分的功

效却鲜有报道。 研究发现,乳酸菌发酵过程中将糖

转化为有机酸、胞外多糖、醇类甚至乳链球菌素

(Nisin)和过氧化氢等物质,这些物质可有效抑制

有害菌的繁殖,从而提高食品的保藏性能[ 4-5] 。 水

产品易腐败最难保鲜,其中鲜蚝营养丰富,素有水

产牛奶之称,而广西钦州盛产鲜蚝,故可作为水产

品保鲜试验的典型代表。
枸杞、红景天及绿藻因含有丰富的营养物质

如多糖、蛋白、多酚和黄酮类物质,已引起国内外

学者的关注。 枸杞具有提高免疫力、抗衰老、抗

肿瘤等 功 能, 其 中 的 主 要 功 效 成 分 为 枸 杞 多

糖 [ 6] 。 枸杞多糖多采用热水浸提然后乙醇沉淀,
或采用微生物发酵法提取 [ 7] 。 红景天具有抗氧

化和抗疲劳等多种生理功能,其主要活性成分为

红景天苷与苷元酪醇 [ 8- 9] 。 绿藻主要活性成分为

多糖与生物活性生长因子,具有抗氧化、增强人

体免疫功能等功效 [ 10] 。 由于目前生物保鲜剂的

制备量偏少,效果不彰,应用不广,因此,企待创

新方法,提升产量,彰显效果,以因应绿色食品的

潮流趋势。 作者采用枸杞、红景天和绿藻组成的

中药制剂促进乳酸菌发酵,以提升发酵液中醇沉

组分(蛋白多糖) 的提取量并强化其中活性成分

的功能,以期为中药优化生物保鲜剂的制备与功

能研究提供理论支持。

1　 材料与方法

1. 1　 材料与试剂

鲜蚝:钦州市海华蚝业科技开发有限公司;
中药制剂(枸杞、红景天、绿藻) :台湾中药厂与食

品公司;混合乳酸菌种(嗜酸乳杆菌、德氏乳杆菌

保加利亚亚种、嗜热链球菌) :杭州娃哈哈集团有

限公司;MRS 肉汤培养基、MRS 琼脂培养基:杭州

百思生物技术有限公司。 1,1-二苯基-2-苦肼基

自由基( DPPH,
 

Sigma) :西安热默尔生物科技有

限公司;95%乙醇、抗坏血酸、苯酚、葡萄糖、没食

子酸和 Folin-Ciocalteau
 

试剂等均为分析纯。
1. 2　 仪器与设备

Evolution
 

201
 

&
 

220 紫外 -可见光分光光度

计:上海谱祥科学仪器有限公司;TG16
 

MW 台式

高速离心机:湖南赫西仪器装备有限公司;KTNK
-80 冷冻干燥机:上海乔枫实业有限公司。
1. 3　 试验设计

以 MRS 培养基添加经蒸煮提炼的中药浓缩

液(1%,V山药 ∶V枸杞 ∶V红景天 = 1 ∶ 1 ∶ 1) 培养混合乳酸

菌 ( 1%, V嗜酸乳杆菌 ∶ V德氏乳杆菌保加利亚亚种 ∶ V嗜热链球菌 =
1 ∶1 ∶1)作为试验组( EX) ,以不添加中药仅加乳

酸菌发酵为控制组( CL) 和单纯鲜蚝汁为对照组

( BK) 进 行 抗 氧 化 功 能 评 估。 抗 氧 化 功 能 以

DPPH 自由基清除能力为指标,并测定总酚含量,
以阐述抗氧化的机理。
1. 4　 有效成分的提取与分析

将 EX 与 CL 两组试验的发酵液静置于冰箱

3
 

h 后,离心( 6
 

000
 

g,15
 

min) ,取沉淀物于烘箱

中烘干(105
 

℃ ,72
 

h) ,恒质量后即得菌体质量。
离心后的上清液经减压浓缩至 1 / 3 体积后加入 3
倍等体积的乙醇 ( 95%) ,4

 

℃ 静置 24
 

h,取沉淀

物,冷冻干燥,即得粗醇沉组分( Ethanol
 

precipita-
ted

 

component, EPC ) ,称质量得 EPC 产量; EPC
产率为 EPC 干质量与菌体干质量的比值。 进一

步将所得粗 EPC 经 3 次循环的分子质量 ( 18 ~
20

 

kD)透析纯化,冷冻干燥得纯 EPC。 并经巴氏

灭菌法(65
 

℃ ,
 

30
 

min)灭酶杀菌,再利用酸水解

纯 EPC 并分别测定水解前后蛋白质和多糖含量

及纯 EPC 质量,纯 EPC 组成为背景组( BG) 。 同

法进行纯鲜蚝汁的测定作为对照组( BK) 。 蛋白

质和 多 糖 的 总 回 收 率: [ ( 蛋 白 质 + 多 糖 ) / 纯
EPC] × 100%。 纯 EPC 的回收率: ( 纯 EPC / 粗
EPC) × 100%。 蛋 白 质 测 定 采 用 考 马 斯 亮 蓝

法 [ 11] ,多糖测定采用总糖苯酚硫酸法 [ 12] 。
1. 5　 单因素试验和正交试验

单因素试验主要考察中药添加量( 1%、2%、
3%、4%、5%) 、菌种添加量 ( 6%、8%、10%、12%、

68
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14%)
 

及发酵时间(4、6、8、10、12
 

h)对 EPC 产量的

影响。 根据单因素试验结果,以 EPC 产量为评价

指标,进行三因素三水平 L9(33 )的正交优化试验。
1. 6　 抗氧化试验

所有 试 验 所 用 EPC 质 量 浓 度 均 为 10
 

mg / mL,对 EPC 抗氧化能力的评估主要是测定

DPPH 自由基清除能力与总酚含量。 DPPH 清除

能力测定:参考文献[13]的方法。 总酚含量测定:
采用 Folin-Ciocalteu 法,参考 Gao 等[ 14] 的方法。
1. 7　 数据处理

每组试验重复 3 次,所有数据采用 Duncan 法

(P<0. 05)进行差异显著性分析。

2　 结果与分析

2. 1　 醇沉组分制备单因素试验

2. 1. 1　 中药添加量对醇沉组分产量的影响

中药添加量对 EPC 产量的影响如图 1( a)所

示。 随着中药添加量的增加,EPC 的产量呈先上

升后下降的趋势。 当中药添加量为 3% 时, EPC
的产量最高,为(986±13)

 

mg / L,与其他添加量的

产量相比具有显著差异(P<0. 05) ,此时乳酸菌的

生长最稳定,发酵作用最旺盛,最适合 EPC 的生

产。 当中药添加量高于 3% 时,底物抑制现象将

不利于乳酸菌的生长繁殖,从而造成发酵液中

EPC 含量降低,故最适中药添加量为 3% 左右。
中药的添加可影响乳酸菌的发酵作用,提供发酵

生产 EPC 的刺激因子,强化乳酸菌的生长并激发

酶类的生化反应 [ 10] 。 林大成等 [ 13] 研究发现,中

草药(红曲、山药和芦荟,1. 0%)的添加对乳酸菌

发酵产物中胞外多糖的产量和产率均有促进

作用。
2. 1. 2　 菌种添加量对醇沉组分产量的影响

菌种添加量对 EPC 产量的影响如图 1( b)所

　 　 　 　 　

示。 菌种添加量为 6% ~ 12% 时,添加量与 EPC
产量呈正相关。 开始阶段,发酵液中营养物质丰

富,接种量越大,代谢产物含量越高,越有利于中

药制剂的多糖等醇沉组分的溶出,即菌种添加量

的增加有利于 EPC 的生产;但当菌种量超过 12%
时,则会出现微生物量过多而导致底物不足,一

部分菌体在竞争中死亡,从而造成 EPC 产量降

低,故最适菌种添加量为 12% 左右,此时产量最

高,为(982±13)
 

mg / L,与其他添加量的产量相比

具有显著差异(P< 0. 05) 。 郑苗等 [ 15] 研究发现,
添加怀山药的乳酸菌发酵液中主要产物乳酸随

着接种量的增加呈现先上升而后平稳的趋势。
因此,本研究中当菌种量超过 12% 时,随着菌种

竞争使代谢产酸能力下降,蛋白和多糖等醇沉组

分的溶出也随之减少;另外在底物不足时,中草

药中的一些刺激因子也随之减少,降低乳酸菌多

糖等醇沉组分的生成,从而导致最终 EPC 产量降

低,此先上升后下降的变化趋势与文献[ 13]报道

的一致。
2. 1. 3　 发酵时间对醇沉组分产量的影响

发酵液中 EPC 的产量随着发酵时间延长呈

先增加而后趋于稳定的趋势,如图 1( c) 所示。 4
~ 10

 

h 内发酵液的营养物质丰富,乳酸菌快速生

长,产生大量的乳酸和酶类,乳酸促使中药中的

蛋白质、多糖以及多酚等活性成分不断溶出,导

致 EPC 产量快速增加;10
 

h 后随着发酵时间的延

长,乳酸增加速度减慢,蛋白、多糖等成分的溶出也

随之减少;而乳酸菌数量的增加造成溶出的碳源和

氮源被迅速分解,导致发酵液中 EPC 的产量趋于

稳定[ 16] 。 故从经济性考虑,最适发酵时间为 10
 

h
左右,此时 EPC 产量最高,为(889±19)

 

mg / L,
 

除

12
 

h 外与其他发酵时间的产量相比具有显著差

异(P<0. 05) 。 研究发现添加枸杞、红景天等中药

的乳酸菌发酵液中含有酶类(胞内酶和胞外酶) 、
　 　 　 　

注:不同小写字母表示差异显著(P<0. 05) 。 ( a) 、( b) 、( c)分别为中药添加量、菌种添加量、发酵时间对 EPC 产量的影响。

图 1　 单因素试验对 EPC 产量的影响

Fig. 1　 Effects
 

of
 

factors
 

on
 

EPC
 

yield
 

in
 

single
 

factor
 

test
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粗多糖、蛋白质及总酚类成分 [ 17- 18] 。
2. 2　 醇沉组分制备的正交试验

正交试验结果如表 1 所示。 各因素对 EPC
产量影响的顺序为 A > C > B,即中药添加量对

EPC 产量影响最大,发酵时间次之,菌种添加量

的影响最小。 复合乳酸菌发酵怀山药工艺研究

也证实发酵时间对代谢产物的影响大于接种

量 [ 15] 。 最优组合为 A2B 3C 3 ,即中药添加量 3% ,
菌种添加量 14% ,发酵时间 12

 

h。 适当的菌种

添加量可稍微促进乳酸菌 EPC 的生产,充足的

发酵时间比菌种添加量更能促进乳酸菌发酵产

生 EPC,适当的中药添加量可强化促进乳酸菌

生产 EPC [ 19] ,但过量的中药则会抑制 EPC 的

生产。

表 1　 正交试验结果与分析

Table
 

1　 Results
 

and
 

analysis
 

of
 

orthogonal
 

experiments

试验号
A 中药

添加量 / %
B 菌种

添加量 / %
C 发酵
时间 / h

EPC 产量 /
( mg·L- 1 )

1 2 10 8 485±17

2 2 12 10 528±16

3 2 14 12 787±18

4 3 10 10 1
 

018±22

5 3 12 12 1
 

184±40

6 3 14 8 956±16

7 4 10 12 784±15

8 4 12 8 667±24

9 4 14 10 485±23

k1 600 762 703

k2 1
 

053 793 811

k3 779 876 918

R 453 114 215
 

2. 3　 验证试验结果与分析

因正交试验最优组合不在正交试验表中,故
进行验证和对比试验,结果如表 2 所示。 中药制

剂发酵液中 EPC 产量为( 1
 

188 ± 35)
 

mg / L,与正

交试验第 5 组的结果大致符合,证明该正交试验

重现性良好。 添加中药的试验组与不添加中药

的控制组、纯新鲜蚝汁的对照组相比,具有显著

较高的 EPC 产量及产率(P<0. 05) 。 EPC 产量与

产率的高低为试验组>控制组>对照组,此现象显

示乳酸菌的生长量与 EPC 产量及产率呈正相关,
可初步说明试验所用中药制剂对 EPC 产量有促

进作用。 本试验结果与文献报道一致 [ 6,
 

8,
 

20] 。 研

究发现,红景天和轮叶党参混合提取物可促进乳

酸菌的生长,并提高发酵液蛋白质、多糖和多酚

的含量 [ 8] 。 枸杞提取物也可促进微生物发酵液

中胞外多糖的产量 [ 20] 。

表 2　 验证与对比试验结果

Table
 

2　 Verification
 

and
 

comparison
 

test
 

results

试验
生长量 /

( mg·L- 1 )
EPC 产量 /
( mg·L- 1 )

EPC 产率 /
%

试验组( EX) 2
 

553±48 a 1
 

188±35 a 46. 6±1. 3 a

控制组( CL)
 

1
 

869±31b 663±37b 35. 5±2. 0b

对照组( BK) 1
 

236±22 c 381±23 c 30. 8±2. 4 c

　 　 注:不同小写字母表示差异显著(P<0. 05) 。 表 3 同。

2. 4　 醇沉组分中主要活性成分分析

目前利用微生物发酵制得的绿色生物产

品,已有作为抗氧化保健食品与蔬菜抗病毒预

防的 应 用 报 道, 研 究 其 活 性 成 分 为 蛋 白 多

糖 [ 21- 22] 。 将本研究的粗 EPC 再进一步透析纯

化,所得约 90. 5% 纯 EPC 并分析其主要组成,
如表 3 所示,纯蛋白多糖中蛋白质和多糖总和

的回收率 90. 2% ~ 92. 5% ;而蛋白质与多糖分别

占纯 蛋 白 多 糖 的 比 例 为 11. 4% ~ 12. 2% 与

78. 6% ~ 79. 3% ,其中蛋白质含量与王贺等 [ 12]

的研究结果类似。 王贺等以 Sevag 法除去蛋白

质和本研究经巴氏灭菌法灭酶钝化处理,二者

成分皆无活性功能,因此,推断 EPC 中蛋白质可

能为非主要活性成分 [ 12] 。

表 3　 蛋白多糖中的主要活性成分

Table
 

3　 Main
 

active
 

components
 

in
 

proteoglycan

试验
组号

蛋白质含量 /
( mg·L- 1 )

多糖含量 /
( mg·L- 1 )

纯蛋白多糖

含量 / ( mg·L- 1 )
总酚含量 /
( mg·g- 1 )

BG 16 ±5d 27 ±5d 1
 

065 ±4 a 26. 2 ±0. 6 a

EX 122 ±4 a 847 ±3 a 1
 

072 ±12 a 26. 5 ±0. 5 a

CL 75 ±7b 486 ±8b 613 ±6b 15. 2 ±0. 5b

BK 41 ±6 c 272 ±5 c 346 ±8 c 8. 2 ±0. 6 c

　 　 由表 3 可知,试验组( EX) 的蛋白质、多糖含

量、纯蛋白多糖及总酚含量都显著高于控制组

( CL)和对照组( BK) (P < 0. 05) 。 可知试验组的

中药乳酸菌配方组合较能提高 EPC 的产量,效果

优于未添加中药乳酸菌的控制组。 比较背景组

( BG)与试验组酸水解 EPC 前后的组成,显示纯

EPC 质量与总酚含量二者并无显著差异 ( P >
0. 05) ,可知醇沉组分 EPC 由蛋白质与多糖共价

构成的蛋白多糖( proteoglycan,
 

PG) 或多糖蛋白

( Glycoprotein,
 

GP ) [ 12,16] 。 图 2 为蛋白多糖质量

浓度对总酚含量和 DPPH 自由基清除率的影响,
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表 3 与图 2 显示总酚含量与蛋白多糖质量浓度呈

正相关,且 DPPH 自由基清除能力也随蛋白多糖

质量浓度增加而增强;而纯 EPC 中蛋白活性已经

巴氏杀菌法灭酶钝化 [ 12,19] ,故可初步推断 EPC
是以蛋白修饰多糖为主体的蛋白多糖,而非以多

糖修饰蛋白为主体的多糖蛋白。

图 2　 蛋白多糖质量浓度对总酚含量和 DPPH
自由基清除率的影响

Fig. 2　 Effect
 

of
 

proteoglycan
 

mass
 

concentration
 

on
 

TPC
 

and
 

DPPH
 

scavenging
 

capacity

2. 5　 中药优化蛋白多糖的活性分析

由图 2 可知,多酚含量与 DPPH 自由基清除

能力随蛋白多糖质量浓度增加而增强;且总酚含

量与抗氧化活性呈正相关,此与朱秀灵等 [ 23] 的研

究结果符合。 另外王丽霞等 [ 24] 以 Sevag 法除去

山药蛋白多糖体的游离蛋白质,得到结合蛋白质

含量为 13. 98%,与本研究的蛋白多糖含量相当;
而其体外抗氧化能力与蛋白多糖质量浓度呈正

相关性,也与本研究结果相符。 综合文献结果,
前人研究胞外多糖中蛋白质与多糖比例分别为

2. 2% ~ 10. 71% 与 68. 1% ~ 78. 56% [ 25- 26] 。 本研

究的纯蛋白多糖 中 二 者 比 例 分 别 为 11. 4% ~
12. 2%与 78. 6% ~ 79. 3%,皆高于前人的研究;而
前人研究胞外多糖质量浓度在 5 ~ 40

 

mg / mL 时

对 DPPH 自由基清除率为 6. 50% ~ 75. 0%,此时

总酚含量为 0. 52 ~ 18. 96
 

mg / g[ 27- 28] 。 本研究纯

蛋白多糖质量浓度在 2 ~ 10
 

mg / mL 时对 DPPH
自由基清除率为 27% ~ 83%, 此时总酚含量为

3. 5 ~ 26. 7
 

mg / g,也皆优于前人的研究结果。 因

此推论中药特殊成分可激活乳酸菌发酵生化反

应中的酶系统,使原共价结合酚释出可溶性结合

酚而增加总酚含量 [ 29- 30] ,因而表现出较高的 DP-
PH 自由基清除率。 故说明本研究以中药优化生

物保鲜剂的活性成分具有显著效果。

3　 结论

本研究利用中药促进乳酸菌发酵生产 EPC,
以优化生物保鲜剂的制备工艺并分析其活性成

分,显示最佳的 EPC 发酵工艺制备条件为中药添

加量 3%、菌种添加量 14%、发酵时间 12
 

h,此时

EPC 产量和产率最高,分别为 ( 1
 

188 ± 35) mg / L
与(46. 6±1. 3) %。 当 EPC 质量浓度为 10

 

mg / mL
时,其多酚含量为 ( 26. 2 ± 0. 6)

 

mg / g,
 

对 DPPH
自由基清除率可达( 83. 0 ± 3. 0) %。 由于 EPC 主

要活性成分为含多酚的蛋白多糖,且 DPPH 自由

基清除能力随其质量浓度增加而增强,因此,初

步推论 EPC 为含蛋白修饰的蛋白多糖。 本研究

的中药制剂可优化制备工艺,促进乳酸菌产生新

颖优异的蛋白多糖,具有应用于水产食品保鲜的

潜力。
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