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(57)摘要

本发明提供了一种产胞外多糖的戊糖乳杆

菌及其发酵工艺和应用，所述戊糖乳杆菌YY112

筛选自天然果蔬表面，于2019年09月16日保藏在

中国普通微生物菌种保藏管理中心，保藏编号为

CGMCC  NO.18492。所述戊糖乳杆菌产胞外多糖的

发酵工艺，包括以下步骤：（1）配置乳酸菌基础培

养基，调节pH值至5.0~7.0，向培养基中接入活化

的戊糖乳杆菌种子培养液，25℃~40℃培养12~
48h；（2）取培养好的发酵液离心去除菌体，上清

液中加入质量体积比80%的三氯乙酸溶液至最终

质量体积比4%，4℃静置过夜，离心取上清液，加

入3倍体积80%乙醇溶液，4℃静置12h，离心取沉

淀；（3）将步骤（2）得到的沉淀用水溶解，经去离

子水4℃透析48h，每隔4h换一次水，最终经冻干

处理，得到胞外多糖。
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1.一种产胞外多糖的戊糖乳杆菌，其特征在于，所述戊糖乳杆菌YY112于2019年09月16

日保藏在中国普通微生物菌种保藏管理中心，保藏编号为CGMCC  NO.  18492。

2.一种如权利要求1所述戊糖乳杆菌产胞外多糖的发酵工艺，其特征在于，所述发酵工

艺包括以下步骤：

（1）配置乳酸菌基础培养基，调节pH值至5.0~7.0，向培养基中接入活化的戊糖乳杆菌

种子培养液3%~5%，25℃~35℃培养18h~30h；

（2）取步骤（1）培养好的发酵液离心去除菌体，上清液中加入质量体积比80%的三氯乙

酸溶液至最终质量体积比4%，4℃静置过夜，离心取上清液，加入3倍体积80%乙醇溶液，4℃

静置12h，离心取沉淀；

（3）将步骤（2）得到的沉淀用水溶解，经去离子水4℃透析48h，每隔4h换一次水，最终经

冻干处理，得到胞外多糖（EPS）。

3.根据权利要求2所述戊糖乳杆菌产胞外多糖的发酵工艺，其特征在于，步骤（1）中戊

糖乳杆菌种子培养液的接种量为4.31%，培养时间24.66h、培养温度29.61℃，发酵初始pH值

6.04。

4.根据权利要求2所述戊糖乳杆菌产胞外多糖的发酵工艺，其特征在于，步骤（1）中戊

糖乳杆菌种子培养液的接种量为4%，培养时间24.5h、培养温度29.5℃，发酵初始pH值6.0。

5.根据权利要求2所述戊糖乳杆菌产胞外多糖的发酵工艺，其特征在于，所述乳酸菌基

础培养基为MRS培养基，其中蔗糖添加量2%~4%，大豆蛋白胨添加量1%，酵母浸粉添加量2%。

6.一种胞外多糖，其特征在于，所述胞外多糖由如权利要求2~4任一项所述发酵工艺得

到。

7.根据如权利要求6所述的胞外多糖，其特征在于，所述胞外多糖的单糖组成为：葡萄

糖、甘露糖、氨基葡萄糖、半乳糖和鼠李糖，摩尔比为62.69∶85.85∶2.46∶2.92∶1.00，平均相

对分子量为5.9×104Da。

8.一种如权利要求1所述戊糖乳杆菌的应用，其特征在于，所述戊糖乳杆菌用于生产胞

外多糖。
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一种产胞外多糖的戊糖乳杆菌及其发酵工艺和应用

技术领域

[0001] 本发明属于微生物技术领域，特别涉及一种产胞外多糖的戊糖乳杆菌及其发酵工

艺和应用。

背景技术

[0002] 乳酸菌是一类可利用碳水化合物发酵生成乳酸的细菌的通称，广泛存在于自然界

与生物体中，被公认为是安全的微生物，具有维持肠道菌群平衡、增强免疫力、降胆固醇、降

血压、抗肿瘤、抗氧化、抗突变等一系列重要  生 理  功 能，是食品工业重要的发酵菌株，是

发酵乳制品、肉制品、果蔬制品领域不可或缺的明星菌株，能够改善产品的风味，提高营养

价值，延长保存时间。乳酸菌还是益生菌家族的重量级成员，其应用领域涉及食品、饲料、保

健品、医药，应用对象涉及人体、家禽、家畜、水产等，对于社会经济的重要性不言而喻。

[0003] 胞外多糖是微生物分泌到细胞壁外的黏液多糖和荚膜多糖的总称，乳酸菌多糖具

有抗肿瘤、抗突变、抗溃疡、抗炎症、免疫调节、降血压、降胆固醇等多种功能，已在制药领域

和食品行业获得广泛应用与关注。新型  EPS 的开发成为工业微生物研究的热点之一，其结

构、性能也愈发受到重视。乳酸菌EPS  产量与菌株自身性质相关，也受到培养基营养成分和

生长条件的影响，目前乳酸菌  EPS 的产量一般都比较低，通常为50‑425  mg·L‑1，如何提高

胞外多糖的产量，是目前一个需要解决的问题。

发明内容

[0004] 针对现有技术中存在的问题，本发明的目的在于提供一种产胞外多糖的戊糖乳杆

菌及其发酵工艺和应用。

[0005] 本发明的目的是通过以下技术方案实现的：

一种产胞外多糖的戊糖乳杆菌，所述戊糖乳杆菌YY112于2019年09月16日保藏在

中国普通微生物菌种保藏管理中心，保藏编号为CGMCC  NO.  18492。

[0006] 一种由上述戊糖乳杆菌产胞外多糖的发酵工艺，包括以下步骤：

（1）配置乳酸菌基础培养基，调节pH值至5.0~7.0，向培养基中接入活化的戊糖乳

杆菌种子培养液3%~5%，25℃~35℃培养18~30h；

（2）取步骤（1）培养好的发酵液离心去除菌体，上清液中加入质量体积比80%的三

氯乙酸溶液至最终质量体积比4%，4℃静置过夜，离心取上清液，加入3倍体积80%乙醇溶液，

4℃静置12h，离心取沉淀；

（3）将步骤（2）得到的沉淀用水溶解，经去离子水4℃透析48h，每隔4h换一次水，最

终经冻干处理，得到胞外多糖（EPS）。

[0007] 进一步的，所述乳酸菌基础培养基为MRS培养基，其中蔗糖添加量2%~4%，大豆蛋白

胨添加量0.5%～1.5%，酵母浸粉添加量1%～2%。

[0008] 进一步的，步骤（1）中戊糖乳杆菌种子培养液的接种量为4.31%，培养时间24.66h、

培养温度29.61℃，发酵初始pH值6.04。
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[0009] 进一步的，步骤（1）中戊糖乳杆菌种子培养液的接种量为4%，培养时间24.5h、培养

温度29.5℃，发酵初始pH值6.0。

[0010] 本发明的另一方面：

一种由上述发酵工艺得到的胞外多糖，所述胞外多糖的单糖组成为：葡萄糖、甘露

糖、氨基葡萄糖、半乳糖和鼠李糖，摩尔比为62.69∶85.85∶2.46∶2.92∶1.00，平均相对分子

量为5.9×104Da。

[0011] 所述戊糖乳杆菌YY112的应用，所述戊糖乳杆菌用于生产胞外多糖。

[0012] 本发明相比现有技术的有益效果为：

本发明采用单因素法分别确定不同营养成分和培养条件涉及因素的适宜范围，再

分别采用正交试验分析法进一步确定不同营养成分最适添加量，采用Box‑Behnken响应面

分析法确定重要培养参数适宜水平，通过两种优化方法结合得出适合YY112发酵产生EPS的

营养条件和培养生长工艺参数。优化后YY112菌株的EPS的产量为380.97  mg·L‑1，较优化前

的260  mg·L‑1增加了46.52%，EPS产量得到了较大提升，对推动戊糖乳杆菌YY112的实际生

产和应用具有积极意义。

[0013]

附图说明

[0014] 图1为葡萄糖标准曲线；

图2为多糖分子量标准曲线；

图3为EPS‑2的相对分子量分布；

图4为标准单糖色谱图；

图5为EPS‑2单糖色谱图。

[0015] 生物保藏

发明人从天然果蔬表面筛选获得所述的戊糖乳杆菌：

本发明所述戊糖乳杆菌（Lactobacillus  pentosae），于2019年09月16日保藏在中

国普通微生物菌种保藏管理中心（保藏单位的缩写为CGMCC），地址为：北京市朝阳区北辰西

路1号院3号中国科学院微生物研究所，邮政编码：100101，保藏编号为CGMCC  NO.  18492。

[0016]

具体实施方式

[0017] 本申请实施例所用试剂：葡萄糖、蔗糖、乳糖、麦芽糖、果糖、乙酸钠、柠檬酸二铵、

柠檬酸三铵、磷酸二氢钾、吐温‑80、硫酸、苯酚、MgSO4·7H2O、MnSO4·4H2O、K2HPO4、HCl、NaOH

等均为分析纯；蛋白胨、胰蛋白胨、大豆蛋白胨、酪蛋白胨均为生化试剂。

[0018] 培养基包括：MRS培养基；SL培养基；SDM培养基；Elliker培养基；PTYG培养基；脱脂

奶粉培养基。

[0019] 实施例1

本实施例提供了一种产胞外多糖的戊糖乳杆菌，所述戊糖乳杆菌YY112于2019年

09月16日保藏在中国普通微生物菌种保藏管理中心，保藏编号为CGMCC  NO.  18492。

[0020] 利用所述戊糖乳杆菌产胞外多糖的发酵工艺，包括以下步骤：
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（1）配置乳酸菌基础培养基，调节pH值至5.0~7.0，向培养基中接入活化的戊糖乳

杆菌种子培养液，25℃~40℃培养12~48h；

（2）取步骤（1）培养好的发酵液离心去除菌体，上清液中加入质量体积比80%的三

氯乙酸溶液至最终质量体积比4%，4℃静置过夜，离心取上清液，加入3倍体积80%乙醇溶液，

4℃静置12h，离心取沉淀；

（3）将步骤（2）得到的沉淀用水溶解，经去离子水4℃透析48h，每隔4h换一次水，最

终经冻干处理，得到胞外多糖（EPS）。

[0021] 采用苯酚‑硫酸法，以葡萄糖作为标准品，绘制标准曲线（如图1所示），得到线性回

归方程：y  =  0.2606x  +  0.001，R2  =0.9995。相同条件下测得波长490  nm处EPS水溶液的吸

光度值，通过线性回归方程计算得到EPS含量。

[0022] 对比例1

为探究不同培养基对EPS产量的影响，本对比例分别配置了MRS、SL、SDM、Elliker、

PTYG、脱脂乳这6种乳酸菌基础培养基，调节pH值至6.0，接入2%活化种子培养液，37℃培养

24h，分别测定EPS含量，确定适宜基础培养基。

[0023] 根据测定，Lactobacillus  pentosae  YY112在上述6种培养基中均可产生EPS，其

中MRS培养基中产量最高，为259.98  mg/L，SDM培养基次之，产量为254.29  mg/L；脱脂乳中

最低，为227.36  mg/L，因此选择MRS培养基为基础培养基。

[0024] 在确定MRS培养基作为基础培养基后，进一步探究具体营养条件对EPS产量的影

响，包括碳源及碳源添加量、氮源及添加量、酵母浸粉添加量。

[0025] 通过分别添加2%葡萄糖、果糖、蔗糖、乳糖、麦芽糖，配置不同碳源的MRS改良培养

基，pH值调至6.0，接入2%活化种子培养液，37℃培养24h，分别测定EPS含量。通过测定可知，

以蔗糖为碳源时，EPS产量最高，为274 .26  mg/L，其次为葡萄糖（260 .12  mg/L）、麦芽糖

（253.09  mg/L）、乳糖（250.57  mg/L）、果糖（233.44  mg/L），选择蔗糖作为碳源。并且EPS产

量随蔗糖添加量增加而不断增加，当蔗糖添加量达到4%时，EPS产量最高，为292.99  mg/L，

但与添加量为3%时EPS产量相比较（291.42  mg/L），差别不明显。综合考虑效率与经济性，选

择蔗糖添加范围为2%～4%。

[0026] 通过分别添加1%大豆蛋白胨、胰蛋白胨、酪蛋白胨、普通蛋白胨配置不同氮源MRS

改良培养基，pH值调至6.0，接入2%活化种子培养液，37℃培养24h，分别测定EPS含量。通过

测定可知，4种蛋白胨均可促进EPS合成，其中当添加大豆蛋白胨作为氮源时，EPS产量最高，

为285.24  mg/L，其次为酪蛋白胨（274.46  mg/L）、蛋白胨（261.78  mg/L）、胰蛋白胨（270.80 

mg/L），选择大豆蛋白胨作为氮源配制培养基。当大豆蛋白胨添加量为1.0%时，EPS产量最

高，为285.22  mg/L，选择0.5%～1.5%为大豆蛋白胨添加量范围。

[0027] 通过分别添加0.25%、0.50%、0.75%、1.00%的酵母浸粉，pH值调至6.0，接入2%活化

种子培养液，37℃培养24h，分别测定EPS含量。通过测定可知，EPS产量随酵母浸粉添加量增

加而提高，当酵母浸粉添加量达到1.5%时，Lactobacillus  pentosae  YY112  EPS产量最高，

为276.58  mg/L，后趋于平稳，因此选择1%～2%作为酵母浸粉添加范围。

[0028] 以碳源添加量、氮源添加量、酵母粉添加量为因素，EPS产量为指标，设计L9（33）正

交试验，确定高产EPS的营养条件。最终确定最适组合为蔗糖添加量3%，大豆蛋白胨添加量

1%，酵母浸粉添加量2%。
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[0029] 对比例2

为探究培养条件对EPS产量的影响，本对比例从初始pH值、接种量、培养温度和培

养时间为因素，EPS为指标，采用Box‑Behnken响应面法设计实验，确定最佳因素水平。

[0030] 单因素实验：

将发酵培养基初始pH值分别调为5.0、6.0、7.0、8.0，接入2%活化种子培养液，37℃

培养24h，分别测定EPS含量。初始pH值对Lactobacillus  pentosae  YY112  EPS产量的影响

为：当pH值为6时，EPS产量达到最大，为320.93  mg/L，故选择5~7为发酵初始pH值范围。

[0031] 将培养基pH值调至6.0，分别将活化种子培养液以1%、2%、3%、4%、5%的体积比接入

发酵培养基中，37℃培养24h，分别测定EPS含量。不同接种量对Lactobacillus  pentosae 

YY112  EPS产量的影响为：EPS产量随接种量增加而增加，当接种量为4%时，EPS产量最高，为

363.07  mg/L。当接种量为5%时，EPS产量出现略微下降趋势，故选择3%~5%作为最适接种量

范围。

[0032] 将培养基pH值调至6.0，接入2%活化种子培养液，分别在20℃、25℃、30℃、35℃、40

℃下培养24h，分别测定EPS含量。培养温度对Lactobacillus  pentosae  YY112  EPS产量的

影响为：当培养温度达到30℃时，EPS产量最高，为345.51  mg/L。当培养温度较低或较高时，

EPS产量均出现下降趋势。这与文献报道培养温度低于最适生长温度有利于EPS的产生相一

致，故选取25~35℃作为最适培养温度范围。

[0033] 将培养基pH值调至6.0，接入2%活化种子培养液，37℃分别培养18h、24h、30h、36h、

42h，分别测定EPS含量。培养时间对Lactobacillus  pentosae  YY112  EPS产量的影响为：当

培养时间达到24h时，EPS产量达到最大，为321.57  mg/L。当培养时间延长时，EPS逐渐下降，

可能是由于培养基中养分减少或多糖发生了水解作用而导致的。故选择18~30  h作为最适

培养时间范围。

[0034] 最终通过软件分析得出最优培养条件为：接种量4.31%、培养时间24.66h、培养温

度29.61℃、发酵初始pH值6.04，在此培养条件下Lactobacillus  pentosae  YY112  EPS产量

理论值为382.886  mg/L。考虑到实际可操作性，将参数优化为：接种量4%、培养时间24.5h、

培养温度29.5℃、发酵初始pH值6.0。

[0035] 实施例2

实施例1得到的胞外多糖为Lactobacillus  pentosae  YY112粗多糖，再采用DEAE‑

Sepharose  Fast  Flow离子交换柱对其进行纯化。向层析柱（D2.6×30  cm）中装入DEAE‑

Sepharose  Fast  Flow凝胶，用去气后的超纯水洗去填料中的乙醇，加入0.1  mol/L  NaCl 

溶液冲洗使填料平衡。将Lactobacillus  pentosae  YY112粗多糖样品用超纯水溶解（50 

mg/mL）后上样，上样量为100  mg。分别用超纯水、0.1  mol/L  NaCl溶液和0.2  mol/L  NaCl 

溶液进行洗脱，流速为3  mL/min。使用自动部分收集器，收集时间设置为4min/支，每管6mL

收集各组分多糖溶液。

[0036] 收集到的多糖采用苯酚‑硫酸法，使用酶标仪进行测定多糖含量。绘制洗脱曲线，

按各组分分布收集单一峰多糖溶液，离子水透析3d，每8h换水一次，浓缩透析样液，经冷冻

干燥得到胞外多糖。

[0037] 对本实施例纯化后的胞外多糖进行单糖组分和分子量的测定。

[0038] 使用高效凝胶过滤色谱法（HPGFC），对不同Dextran标准品进行检测，根据结果绘
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制标准曲线，如图2所示。

[0039] 从图中数据可得到回归方程为：Log  M=12.706‑0.4818RT（R²  =  0.9918）。将EPS‑2

以相同条件进样，测得结果如图3所示。从图中可看出，EPS‑2显示为单一对称峰型。洗脱曲

线保留时间为17.02  min，将保留时间带入回归方程，可计算得出平均相对分子量为5.9×

104  Da。

[0040] 将不同单糖标准品用TFA水解后进样，得到标准单糖色谱图如图4。将EPS‑2同样条

件进样，测得其单糖色谱图如图5所示。对照标准单糖色谱图，可以推测出它们的单糖组成。

[0041] 由图5可以看出，EPS‑2由葡萄糖、甘露糖、氨基葡萄糖、半乳糖、鼠李糖五种单糖组

成，计算得到摩尔比为：62.69：85.85：2.46：2.92：1.00。

[0042] 最后应说明的是，以上仅用以说明本发明的技术方案而非限制，尽管参照较佳布

置方案对本发明进行了详细说明，本领域的普通技术人员应当理解，可以对本发明的技术

方案进行修改或者等同替换，而不脱离本发明技术方案的精神和范围。
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图1

图2
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图3

图4
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图5
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