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摘要：为提高嗜酸乳杆菌冻干存活率和研发以嗜酸乳杆菌冻干菌粉为基础的直投式复合发酵剂，本研究以嗜酸乳杆菌为试验菌

株，在单因素实验、析因实验和最陡爬坡实验的基础上采用响应面分析优化了嗜酸乳杆菌真空冷冻干燥的保护剂配方。优化后将嗜酸

乳杆菌冻干菌粉与肉糖葡萄球菌冻干菌粉以一定质量比复合并应用于萨拉米香肠的制备中。结果表明，嗜酸乳杆菌最佳冻干保护剂（以

11%脱脂乳为基础）配方为：海藻糖 3.03 g/100 mL、甘油 9.50 g/100 mL、谷氨酸钠 3.50 g/100 mL，此条件下，嗜酸乳杆菌冻干存活

率高达 81.24%；嗜酸乳杆菌与肉糖葡萄球菌的冻干菌粉最佳比例为 1:2，直投式复合发酵剂最佳接种量为 108 cfu/g。与对照组相比，

该直投式复合发酵剂生产的萨拉米香肠酸味柔和，色泽、硬度、弹性良好，总体接受度最高。 
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Abstract: In order to improve the freeze-drying survival rate of Lactobacillus acidophilus and develop a freeze-dried Lactobacillus 

acidophilus-based direct-vat-set composite culture, this study used Lactobacillus acidophilus as the experimental strain. On the basis of single 

factor experiment, factorial experiment and steepest ascent experiment, the lyoprotectant formula for Lactobacillus acidophilus subjected to 

vacuum freeze-drying was optimized by response surface methodology. After optimization, freeze-dried Lactobacillus acidophilus and 

Staphylococcus aureus powders were compounded in a certain mass ratio and applied to the preparation of salami. The obtained results indicated 

that the optimal lyoprotectant formula for Lactobacillus acidophilus (based on 11% skim milk) was: trehalose 3.03 g/100 mL, glycerol 9.50 

g/100 mL, sodium glutamate 3.50 g/100 mL. Under these conditions, the freeze-drying survival rate of Lactobacillus acidophilus was 81.24%. 

The optimal ratio of freeze-dried Lactobacillus acidophilus and Staphylococcus aureus powders was 1:2, and the optimal inoculum quantity for 

the direct-vat-set composite culture was 108 cfu/g. Compared with the control group, the salami produced using the direct-vat-set composite 

culture had a mild sour taste, and good color, hardness and elasticity, with the highest overall acceptance. 
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嗜酸乳杆菌作为第三代酸乳发酵剂菌种，广泛应

用于食品中[1]，它的主要作用是降低产品 pH 值，保证

产品安全性和延长货架期。嗜酸乳杆菌作为益生菌， 
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对人体有多种保健功能，有研究[2]表明，嗜酸乳杆菌 
在胃肠道内的存活率达 59%，远远超过目前市场上常

用的存活率只有 0.65%~0.01%的保加利亚乳杆菌和嗜

热链球菌。由于胃酸和胆汁的作用，嗜酸乳杆菌能较

好地通过胃并在肠道内存活，它能定植于人体肠道内，

通过产生乳酸、抗菌素、杀菌素等[3,4]抑制肠道内的有

害菌，保护胃肠道，具有整肠作用；它还对便秘、腹

泻等肠道疾病有一定疗效[5,6]；Ying 等[7]发现嗜酸乳杆
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菌可降低血液中胆固醇含量和抑制某些癌细胞生长[8]

等。多种益生性和保健功能，使嗜酸乳杆菌成为活菌

制剂的研究热点[9]，而制备高活性菌粉的关键则是如

何提高冻干存活率，真空冷冻干燥技术制备冻干菌粉

虽较为理想，但冷冻和干燥过程会造成细胞损伤、死

亡及某些酶的钝化，所以添加保护剂是解决该问题的

关键[10]。 
随着第三代乳酸菌与微球菌混合菌种发酵剂的诞

生，产酸菌与产香菌的结合成为一大研究热点，两菌

混合不仅可弥补单菌种发酵的单调性，使产品的风味

物质更丰富，质量更优，还可增加产品的营养与保健

功能的多样性[11]。嗜酸乳杆菌能快速降低原料肉的 pH
值，低 pH 能抑制病原菌和腐败菌的生长，还能降低

蛋白质的保水性有利于干燥过程，对发酵香肠的安全

性和延长货架期具有重要作用。另外，虽然肉糖葡萄

球菌产酸能力弱，但它具有将硝酸盐还原成亚硝酸盐

的能力，具有分解脂肪和蛋白质的能力，对促进发色、

清除过氧化物和形成特有风味非常重要。 
萨拉米香肠是一种营养丰富、色泽诱人、保质期

长的西式即食保健发酵香肠，深受欧洲民众喜爱，但

传入中国后，由于口感偏酸，很难被我国消费者接受。

其次，我国发酵剂多从国外进口，成本较高，所以本

研究旨在研发具有自主知识产权的直投式复合发酵剂

和适合国人口味的萨拉米香肠。由于实验室前期已研

究了嗜酸乳杆菌和肉糖葡萄球菌的生理特性和混合使

用的拮抗性、酶学特性等[12]，所以本研究首先优化了

嗜酸乳杆菌的保护剂配方，然后将冻干菌粉与肉糖葡

萄球菌冻干菌粉[13]进行复合制成直投式复合发酵剂，

应用于萨拉米香肠的制备中，以探讨其质量优劣和应

用前景。目前将这两种冻干菌粉复合制成直投式复合

发酵剂并应用于萨拉米香肠的研究还未曾见到相关报

道。 

1  材料与方法 

1.1  试剂与材料 

菌种：嗜酸乳杆菌（Lactobacillus acid ophilus）
购自中国工业微生物菌种保藏管理中心 (China 
Centero fIndustrial Culture Collection，CICC)；肉糖葡

萄球菌（Staphylococcus carnosus）由扬州大学食品学

院微生物实验室提供；两菌种已经过安全性评价，保

存于-80 ℃冰箱中。 
培养基：嗜酸乳杆菌培养用 MRS 肉汤培养基，

活菌计数用 MRS 琼脂培养基；肉糖葡萄球菌培养用

BHI 肉汤培养基，活菌计数用 PCA 琼脂培养基，

121 ℃灭菌 15 min。 
主要试剂：脱脂乳，购于迈高乳业有限公司；氯

化钠、海藻糖、乳糖、半乳糖、蔗糖、甘露醇、侧金

盏花醇、甘油、谷氨酸钠、硫酸锰、乙酸钠、氯化钙、

脯氨酸、精氨酸、甘氨酸，均购于国药集团化学试剂

有限公司；105 ℃灭菌 20 min 备用。 
萨拉米香肠原辅料：4 号猪肉、牛肉、猪背膘；

亚硝酸钠、食盐、D-异抗坏血酸钠、葡萄糖、黑胡椒

粉、小茴香籽粉、大蒜粉等均为食品级，由肉品加工

与质量控制国家重点实验室提供。 

1.2  主要仪器设备 

MJ-78A 型高压蒸汽灭菌锅，施都凯仪器设备（上

海）有限公司；FD-1C-50 型真空冷冻干燥剂，北京博

医康仪器有限公司；CM-14 型斩拌机，荥阳市成远食

品机械厂；MB-22S 型台式绞肉机，北京南常肉食机

械有限公司；VF-620 型真空灌肠机德国汉德曼公司，

CTHI-250B 型恒温恒湿箱施都凯仪器设备(上海)有限

公司，FE28 型 METTLER 酸度计，梅特勒-托利多国

际贸易（上海）有限公司。 

1.3  试验方法 

1.3.1  试验工艺流程 

 
图1 本试验的主要工艺流程 

Fig.1 The main technological process of experiment 

1.3.2  菌体培养及菌悬液的制备 

在无菌条件下，挑取平板划线分离出的单菌落至

装有 10 mL 肉汤培养基的试管中，37 ℃培养 24 h，用

移液枪吸取 1‰的菌液至三角瓶肉汤培养基中，37 ℃
恒温震荡扩大培养 24 h，然后将菌液分装于 50 mL 无

菌离心管中离心[13,14]后，弃去上清液，收集菌泥加入

等量的无菌生理盐水（0.85%），漩涡振荡，制得菌体

悬浮液。 
1.3.3  菌体冻干及活菌计数 

在无菌条件下，用移液枪吸取一定体积的菌悬液

和保护剂于已灭菌的真空冷冻干燥瓶内，充分混匀后

封膜，将干燥瓶放于-80 ℃冰箱预冻 3 h，然后置于已

经预冷的真空冷冻干燥机内，开启真空泵，干燥 24 h
得冻干菌粉。 

向离心后收集的菌泥和冻干后的菌粉样品中分别
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加入与冻干前等体积的 0.85%生理盐水复水 15 min
后，采用平板计数法，根据公式（1）计算活菌数，以

菌落数在 30~300 cfu 的为有效菌落数。试验重复三次，

取其平均值。 
冻干存活率/%=冻干后活菌数/冻干前活菌数

×100%                                    （1） 
注：活菌数单位：cfu/mL。 

1.3.4  制备冻干菌粉的试验设计 

以嗜酸乳杆菌冻干存活率为指标，采用三步法进

行优化。首先，以脱脂乳为基础保护剂研究其浓度及

与菌悬液的体积比；然后，通过单因素试验和二水平

部分因子析因设计（试验设计见表 3）从 15 种物质中

筛选最佳保护剂组分；最后，通过最陡爬坡试验和响

应面（试验设计见表 7）分析[15]确定保护剂的最佳配

比。 
1.3.5  直投式复合保护剂制备及应用 

在 1.3.4 的基础上，以 pH 值和感官评价为指标，

将制好的嗜酸乳杆菌冻干菌粉与肉糖葡萄球菌冻干菌

粉，按照不同比例、不同接种量复合，应用于萨拉米

香肠的制作，进而筛选出最佳比例和最佳接种量的直

投式复合发酵剂。 
1.3.6  理化指标测定 

萨拉米香肠失重率/%=萨拉米香肠发酵前和发酵

结束后的重量差/发酵前的重量×100%； 
pH 值：根据 GB 5009.237-2016，称取 10.00 g 绞

碎的样品于三角瓶中，加入 0.1 mol/L 的氯化钾溶液

100 mL，震荡 30 min 后过滤，用酸度计测定滤液的

pH； 
蛋白质的测定：采用 GB 5009.5-2016 的凯氏定氮

法； 
脂肪的测定：采用 GB 5009.6-2016 的酸水解法； 
亚硝酸盐含量：采用 GB 5009.33-2016。 
以上指标重复测定三次，取平均值。 

1.3.7  感官评价 

按照邹冰青等[16]人的方法，稍作修改：将经发酵

成熟后的萨拉米香肠切成薄片进行感官评价。邀请 10
名专业人士组成评定小组，评定标准见表 1。 

 
表1 萨拉米感官评价表 

Table 1 The sensory evaluation form of salami 

指标 8~10 分 5~7 分 1~4 分 

色泽 
瘦肉鲜红（枣红或者玫瑰红色），

有光泽 

肌肉呈暗红色或者咖啡红色， 

色泽稍淡 
肌肉灰暗无色，暗淡无光 

组织形态 
肠体干燥，表面有自然皱纹，断

面组织紧密；无肉眼可见杂质 

肠体略有松软感，断面组织偶有

开裂或气孔；无肉眼可见杂质 

肠体松软无弹性，断组织有水

粘液；有肉眼可见杂质 

滋味 
口感细腻，咀嚼弹性好， 

酸味均匀 

口感略粘，咀嚼弹性不足， 

酸味能接受 

口感很黏，咀嚼性差， 

过酸或酸味不明显 

气味 醇香浓郁而不腻，无异臭、 
无酸败和哈喇味等 

酸味稍淡或刺鼻，无异臭、 
无酸败和哈喇味等 

肠体切片有轻度异臭、 
酸败和哈喇味等 

总体接受度 食欲高 食欲一般 基本无食欲 

1.3.8  色差测定 

采用色差计进行色差值的测定，利用标准白板进

行校正。将萨拉米香肠切成薄片，在切片的不同位置

测定其 L*值(亮度值)、a*值(红度值)、b*值(黄度值)，
平行测定 6 次，取其平均值。 
1.3.9  质构测定 

采用质构剖面分析法（Texture profile analyze，简

写 TPA）进行萨拉米香肠的硬度、弹性、咀嚼性等指

标的测定。将萨拉米香肠切成 2 cm×2 cm×2 cm 的立

方体，探头 P/50，测定参数：测前速度 2 mm/s，测中

速度 5 mm/s，测后速度 2 mm/s，间隔时间 5 s，压缩

比 50%，触发力 5 g，每个样品测 6 次，取其平均值。 
1.3.10  致病菌的测定 

按照奚秀秀等[17]人的方法，利用微生物快速检测

仪BacTrac 4300的直接电阻法检测萨拉米香肠中的多

种致病菌，如大肠杆菌、沙门氏菌、单增李斯特菌和

金黄色葡萄球菌。 
1.3.11  统计分析 

利用 Microsoft Excel 2010 建立数据库，采用

Origin 8.0 软件作图，采用 SPSS 17.0 统计软件进行方

差分析，采用最小显著差异法（ least significant 
difference，LSD）和 Duncan`s 法进行显著性分析，以

p<0.05 为显著性差异判断标准，数据以平均值±标准

差表示。 

2  结果与讨论 

2.1  脱脂乳对嗜酸乳杆菌冻干存活率的影响 
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图2 不同浓度的脱脂乳对嗜酸乳杆菌冻干存活率的影响 

Fig.2 Effect of different concentrations of skimmed milk on 

freeze-dried survival rate of Lactobacillus acidophilus 

注：字母 a~e 表示平均数大小间的差异显著，各平均数凡

有一个相同字母的即为差异不显著，凡无相同字母的即为差异

显著（p<0.05）。 

 
图3 菌悬液和11%脱脂乳不同体积比对嗜酸乳杆菌冻干存活率

的影响 

Fig.3 Effect of different volume ratios of bacterial suspension 

and 11% skimmed milk on freeze-drying survival rate of 

Lactobacillus acidophilus 

注：字母 a~d 表示平均数大小间的差异显著，各平均数凡

有一个相同字母的即为差异不显著，凡无相同字母的即为差异

显著（p<0.05）。 

由图 2 可知，嗜酸乳杆菌冻干存活率随脱脂乳浓

度的增加呈先增大后减小的趋势，这说明添加脱脂乳

并增加浓度，可提高嗜酸乳杆菌的冻干存活率，因为

脱脂乳可作为一种赋形剂和复合型保护剂，固定冻干

酶类，为菌体提供多孔无定形结构和保护性外膜[18]，

提高了菌体复水性和冻干存活率[19]；在 11%之后，脱

脂乳浓度过高，引起的高渗透压导致菌体细胞膜破坏、

胞内物质外漏、蛋白质降解等[20]。因此，选取 11%的

脱脂乳为最佳浓度值。 
由图 3 可知，嗜酸乳杆菌的冻干存活率随脱脂乳

体积的增加呈现先后减小的趋势，这说明增加脱脂乳

的量可使脱脂乳充分扩散到菌体中，在菌体表面形成

蛋白膜，减少菌体暴露在外界的面积，起到一定得保

护作用；在 1:3 之后，由于菌体表面被脱脂乳完全覆

盖，溶液过于黏稠，冻干过程中水分挥发较慢[21]，通

过无定型结构加速了菌体细胞内的蛋白质聚集，破坏

了细胞膜等[22]。因此，选取菌悬液与脱脂乳 1:3 时为

最佳体积比。 

2.2  单一保护剂对嗜酸乳杆菌冻干存活率的

影响 

 
图4 不同保护剂对嗜酸乳杆菌冻干存活率的影响 

Fig.4 Effect of different protective agents on freeze-drying 

survival rate of Lactobacillus acidophilus 

注：以上保护剂均以 11%脱脂乳为基础保护剂。字母 a~e

表示平均数大小间的差异显著，各平均数凡有一个相同字母的

即为差异不显著，凡无相同字母的即为差异显著（p<0.05）。 

由图4可知，与对照组11.82%的冻干存活率相比，

一些无机盐类如硫酸锰，醇类如甘露醇，氨基酸类如

精氨酸等，菌体冻干存活率与对照组水平相当，甚至

更低，这可能是因为它们与脱脂乳结合聚团，造成细

胞膜渗透压过高，引起细胞脱水，影响了亲水性大分

子的性能[23]。而蔗糖、脯氨酸保护效果极显著，冻干

存活率提高了 4 倍；谷氨酸钠、甘油、海藻糖等保护

效果较显著，冻干存活率提高了 3 倍，因此可进入下

一步复合保护剂的筛选；因此，初筛出海藻糖、半乳

糖、蔗糖、脯氨酸、甘油和谷氨酸钠六种物质进入下

一步的优化试验。 
初筛出的六种不同浓度的保护剂对冻干存活率的

单因素试验结果如表 4 所示，由表 2 可知，每种因素

对菌体的保护效果均呈现先增加后减少的趋势。只有

当复配保护剂中各组分比例和浓度达到协调时，才会

加速水分挥发，提高冻干存活率，达到最佳保护效果。

通过显著性分析发现，各保护剂的最佳添加量分别为：

海藻糖 4 g/100 mL，半乳糖 4 g/100 mL，蔗糖 12 g/100 
mL，脯氨酸 2 g/100 mL，甘油 4 g/100 mL，谷氨酸钠

4 g/100 mL。 
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表2 六种保护剂的单因素试验结果 

Table 2 Single factor experiment results of six protective agents 

因素 添加量/(g/100 mL) 冻干存活率/% 

海藻糖 

0 45.82±1.06e 

4 69.06±0.23a 

8 57.32±0.40b 

12 55.73±0.59c 

16 54.06±0.57d 

20 30.64±0.59f 

蔗糖 

0 45.82±1.06d 

4 50.79±0.53b 

8 51.28±1.22b 

12 69.83±1.15a 

16 48.04±0.46c 

20 46.62±1.27cd 

甘油 

0 45.82±1.06f 

2 50.35±1.59e 

4 56.09±1.61b 

6 52.56±0.87d 

8 56.26±1.07a 
10 54.64±1.33c 

半乳糖 

0 45.82±1.06d 

2 51.30±1.23b 

4 59.35±0.88a 

6 50.26±0.83bc 

8 49.11±0.24c 

10 46.59±0.63d 

脯氨酸 

0 45.82±1.06d 

2 67.94±0.88a 

4 58.52±0.67b 

6 49.23±0.54c 

8 48.58±0.66c 

10 48.33±0.75c 

谷氨酸钠 

0 45.82±1.06e 

2 52.19±0.91d 

4 64.45±0.59a 

6 61.39±0.69b 

8 60.81±0.86b 

10 58.69±1.05c 

注：以上保护剂均以 11%脱脂乳为基础保护剂。字母 a~f

表示平均数大小间的差异显著，各平均数凡有一个相同字母的

即为差异不显著，凡无相同字母的即为差异显著（p<0.05）。 

2.3  六因素二水平试验 

根据 2.2 的试验结果，以嗜酸乳杆菌冻干存活率

R/%为指标，对六因素分别设置高、低两个水平，因

素水平见表 3，共进行 16 次试验，以确定每个因素的

贡献率，试验结果见表 4。 
表3 六种物质的因素水平表（g/100 mL） 

Table 3 Factor levels of six substances (g/100 mL) 

水平
海藻

糖 A
半乳

糖 B 蔗糖 C 脯氨 
酸 D 甘油 E 谷氨 

酸钠 F

-1 2 2 10 1 8 2 

+1 6 6 14 4 12 6 

表4 六因素二水平试验结果 

Table 4 Six factors and two levels experiment results (N=16) 

序号 A B C D E F R/% 

1 -1 -1 -1 +1 -1 +1 70.39±0.44

2 +1 -1 -1 -1 +1 -1 49.41±0.53

3 -1 +1 +1 +1 -1 +1 57.27±0.41

4 -1 +1 +1 -1 -1 -1 48.43±0.58

5 -1 +1 -1 +1 +1 -1 47.02±0.11

6 -1 -1 +1 -1 +1 +1 51.37±0.63

7 +1 +1 -1 -1 -1 +1 54.52±0.57

8 +1 +1 +1 -1 +1 -1 46.93±0.12

9 +1 +1 -1 +1 -1 -1 47.68±0.75

10 -1 -1 +1 +1 +1 -1 46.05±0.80

11 +1 +1 +1 +1 +1 +1 53.39±0.57

12 +1 -1 -1 +1 +1 +1 45.34±0.57

13 -1 +1 -1 -1 +1 +1 65.54±0.83

14 +1 -1 +1 +1 -1 -1 48.46±0.70

15 +1 -1 +1 -1 -1 +1 59.69±0.51

16 -1 -1 -1 -1 -1 -1 52.33±0.62

注：以上保护剂均以 11%脱脂乳为基础保护剂，数据表示

形式为平均值±标准差。 

表5 偏回归系数及影响因子的显著性分析 

Table 5 Significant analysis of partial regression coefficient and 

its influencing factors 

因素 偏回归 
系数 

影响 
水平 

贡献

率/%
显著

性 

截距 52.83125  / * 

A 海藻糖 2.184962 4.37 9.62 * 

B 半乳糖 -0.224897 -0.45 0.10  

C 蔗糖 -1.364829 -2.73 3.75  

D 脯氨酸 -0.619436 -1.24 0.78  

E 甘油 2.060128 4.12 8.57 * 

F 谷氨酸钠 4.448623 8.90 39.98 * 

注：*差异显著（p<0.05）。 

六因素二水平试验结果如表 4 所示，通过 Design 
Expert 8.0.6 对试验结果进行分析，得到各因素对试验
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结果影响的显著性、偏回归系数和贡献率（表 5）。 
由表 5 可知，该试验模型显著；由贡献率大小可

知，谷氨酸钠的贡献率最大，达到 40%，这说明谷氨

酸钠添加量的改变可引起冻干存活率较大的变化，这

可能是因为谷氨酸钠与水的结合能力极强，可使冻干

菌粉保留适量水分，满足菌体生命的最低需求[24]，它

还可抑制三酰甘油的氧化和自由基的形成，对细胞膜

起到保护作用[25]；其次是海藻糖，海藻糖易与细胞膜

蛋白质的亲水基团结合，保持蛋白质结构稳定，抑制

冰晶形成，避免了细胞膜损伤、蛋白质失活[26,27]；最

后是甘油，甘油可渗透到菌体内部，增强菌体与水的

结合能力，减少游离水的含量[21]，增加溶液粘性，形

成较细小的冰晶带，达到保护菌体的目的。 
根据表 5 偏回归系数正负相关可知，半乳糖、蔗

糖、脯氨酸三种物质对菌体冻干存活率存在负效应，

因此，选取海藻糖、甘油、谷氨酸钠进一步优化。 

2.4  最陡爬坡试验 

在 2.3 的基础上，选定合适方向和步长，优化复

合保护剂的精确点，最陡爬坡试验结果见表 6。 
表6 最陡爬坡试验设计表及结果（g/100 mL） 

Table 6 Steepest ascent experiment design table and results 

(g/100 mL) 

组别 海藻糖 甘油 谷氨酸钠 冻干存活率/%

1 2 8 2 57.44±0.81d 

2 3 9 3 76.01±0.84a 

3 4 10 4 70.49±0.71b 

4 5 11 5 62.65±1.11c 

5 6 12 6 61.19±1.41c 

注：以上保护剂均以 11%脱脂乳为基础保护剂。字母 a~d

表示平均数大小间的差异显著，各平均数凡有一个相同字母的

即为差异不显著，凡无相同字母的即为差异显著（p<0.05）。 

由表 6 可以看出，当三种物质浓度逐渐增大时，

嗜酸乳杆菌的冻干存活率呈现先增大后减小的趋势，

在第 2 组冻干存活率最大，可达到 76.01%，所以选取

第 2 组的添加量作为下一步响应面试验的中心点，即

选取海藻糖 3 g/100 mL，甘油 9 g/100 mL，谷氨酸钠

3 g/100 mL 为试验点，进行下步试验。 

2.5  响应面优化冻干复合保护剂 

在 2.4 的基础上，利用中心组合设计原理进行响

应面分析，变量及因素水平见表 7，响应面试验设计

表及结果见表 8，试验结果方差分析见表 9。 
根据表 8，以冻干存活率 R 为因变量，以海藻糖

A，甘油 B、谷氨酸钠 C 为自变量，通过 Design Expert 

8.0.6 软件得二次多项回归方程为： 
R=73.50-0.84×A-1.84×B+4.48×C+5.07×A×B-3.71

×A×C+6.71×B×C-4.34×A2-0.82×B2-0.80×C2。 
表7 响应面试验变量及其水平表（g/100 mL） 

Table 7 Table of variables and levels in response surface 

methodology (g/100 mL) 

水平 海藻糖 甘油 谷氨酸钠 

-1 2.5 8.5 2.5 

0 3 9 3 

+1 3.5 9.5 3.5 

表8 响应面试验设计表及结果（g/100 mL） 

Table 8 The design form and results of response surface 

methodology (g/100 mL) 

序号 海藻糖 甘油 谷氨酸钠 冻干存活率/%

1 0 -1 +1 71.27 

2 +1 0 +1 66.93 

3 0 0 0 73.12 

4 +1 -1 0 65.84 

5 -1 +1 0 60.69 

6 -1 -1 0 75.25 

7 -1 0 -1 62.37 

8 0 0 0 74.49 

9 0 +1 -1 59.06 

10 0 0 0 73.82 

11 0 +1 +1 81.75 

12 +1 +1 0 71.56 

13 0 0 0 71.48 

14 +1 0 -1 65.71 

15 -1 0 +1 78.42 

16 0 -1 -1 75.43 

17 0 0 0 74.61 

注：以上保护剂均以 11%脱脂乳为基础保护剂。 

由表 9 可知，模型的 p<0.05，表明该模型显著，

即试验方案具有可靠性；失拟项 p=0.1879>0.05，表明

不存在失拟因素，回归方程具有较好的拟合性。其中，

在一次项中，B 和C 对冻干存活率的影响达显著水平；

在交互项中，BC 达到极显著水平；在二次项中，A2

对冻干存活率的影响达显著水平；又由于三因素的 p
值分别为 p1=0.1980，p2=0.0166，p3=0.0001，所以，

各因素对冻干存活率的影响程度依次为：谷氨酸钠>
甘油>海藻糖。模型的 R2Adj=0.9308，说明该模型能

较好地描述 93.08%的响应值结果，可较好地描述各因

素对冻干存活率的影响。 
根据软件分析可知，当海藻糖为 3.03 g/100 mL，

甘油为 9.50 g/100 mL，谷氨酸钠为 3.50 g/100 mL 时，
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嗜酸乳杆菌冻干存活率高达 81.24%，在此条件下重复

3 次实验，嗜酸乳杆菌冻干存活率为 81.24%±0.04%，

与理论预测值基本一致(相差百分比不超过 1%)，说明

模型的预测值能较好地反映冻干存活率的实际值。 
表9 响应面试验结果及方差分析 

Table 9 The results of response surface experimentand variance analysis 

方差来源 平方和 自由度 均方 F 值 p 值 显著性 

模型 620.13 9 68.90 24.90 0.0002 显著 

A-海藻糖 5.59 1 5.59 2.02 0.1980  

B-甘油 27.12 1 27.12 9.80 0.0166 * 

C-谷氨酸钠 160.20 1 160.20 57.90 0.0001 * 

AB 102.82 1 102.82 37.16 0.0005 * 

AC 54.98 1 54.98 19.87 0.0029 * 

BC 180.23 1 180.23 65.13 <0.0001 ** 

A2 79.47 1 79.47 28.72 0.0011 * 

B2 2.86 1 2.86 1.03 0.3430  

C2 2.71 1 2.71 0.98 0.3555  

残差 42.68 1 2.77    

失拟项 19.37 1 4.28 2.62 0.1879 不显著 

纯误差 12.83 1 1.63    

所有项 639.50 16     

相关系数（R2） 0.9697      

校正系数（R2Adj） 0.9308      

注：**差异极显著（p<0.01）；*差异显著（0.01<p<0.05）。 

2.6  直投式复合发酵剂的优化 

 
图5 两冻干菌粉不同比例和不同接种量对pH值的影响 

Fig.5 Effect of different proportion and inoculation amount of 

two freeze-dried fungal powder on pH value 

注：A：107 cfu/g；B：108 cfu/g；C：109 cfu/g。 

当产酸菌嗜酸乳杆菌与产香菌肉糖葡萄球菌以不

同比例复合时，产生的 pH 值有所不同，有文献[28]指

出，大多数人能接受的 pH 为≥5.0；不同接种量的发

酵香肠产酸速度也不同，接种量越大，产酸速度越快，

接种量越小，产酸速度越慢；虽 pH 都能降到 5.3 以下，

但产酸速度过快，香肠口感较酸，不易被接受；产酸

速度过慢，香肠的安全性得不到保证，两冻干菌粉不

同比例和不同接种量对 pH 值的影响如图 5，两冻干菌

粉不同比例和不同接种量的感官评价如图 6。 

 

 
图6 两冻干菌粉不同比例和不同接种量的感官评价 

Fig.6 The sensory evaluation of different proportion and 

inoculation amount of two freeze-dried fungal powder 

注：A：107 cfu/g；B：108 cfu/g；C：109 cfu/g。 

由图 5 可知，当嗜酸乳杆菌与肉糖葡萄球菌的冻
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干菌粉比例为1:2和1:3；接种量为107 cfu/g和108 cfu/g
时，pH 值均≥5.0，均符合标准，1:1 和 2:1 酸味较淡

或没有酸味，比例为 3:1 和 3:2、接种量为 109 cfu/g 组

酸味刺鼻，比较不能引起人们的食欲；综上，选取以

下比例 1:2 和 1:3，接种量 107 cfu/g 和 108 cfu/g 组，

作下一步感官评价。 
由图 6 可以看出，当比例为 1:2 时，萨拉米的色

泽、组织形态、滋味和总体接受度的得分均高于 1:3
组，所以选取 1:2 为两冻干菌粉最佳复合比例；当接

种量为 108 cfu/g 时，萨拉米的色泽、组织形态、滋味

和总体接受度的得分均高于 107 cfu/g 组，所以选取 108 

cfu/g 为直投式复合发酵剂的最佳接种量。 

2.7  直投式复合发酵剂的应用 

将嗜酸乳杆菌与肉糖葡萄球菌的冻干菌粉以 1:2
的比例复合，并按 108 cfu/g的接种量应用于萨拉米中，

以不加发酵剂为对照组，按照相同的生产工艺和配方

制作萨拉米，14 d 以后测定相关指标，结果见表 10。 
表10 萨拉米相关指标的测定结果 

Table 10 The determination results of salami related indicators 

分类 指标 对照组 试验组 

理化指标 

失重率/% 34.20±0.19 34.48±0.44 

蛋白质/% 22.49±0.71 21.92±0.54 

脂肪/% 33.80±1.11 32.84±0.93 

亚硝酸盐 

/(mg/kg) 
9.930±0.77 9.112±0.59 

色差 

L* 42.55±0.48 41.31±0.36 

a* 12.96±0.09 14.08±0.11 

b* 8.183±0.042 8.040±0.06 

质构 

硬度 11252.30±64.32 10197.19±182.12

弹性 0.673±0.02 0.607±0.02 

内聚性 0.657±0.02 0.545±0.02 

咀嚼性 4943.28±66.19 4277.46±97.66 

安全指标 致病菌 未检出 未检出 

注：数据以平均值±标准差表示。 

由表 10 可知，两组萨拉米失重率均在 35%以下，

此时萨拉米的生产周期缩短至 14 d，相较于传统工艺，

大大提高了生产效率；蛋白质和脂肪的试验组均低于

对照组，这表明添加了发酵剂的萨拉米在发酵过程中，

经过微生物作用，蛋白质、脂肪等生成了相关的产物，

如醇类、酸类、酯类等，因为它们才使得萨拉米呈现

独特风味，引起人们的食欲；亮度值 L*和黄度值 b*
均低于对照组，亮度值 L*下降可能由于在干燥成熟过

程中水分含量减少[29]；黄度值 b*下降可能由于发酵剂

中微生物的生长繁殖代谢过程中产生的抗氧化活性物

质对脂质的氧化起到了一定的抑制作用[30]；红度值 a*
高于对照组，可能由于嗜酸乳杆菌产生的亚硝酸盐还

原酶和乳酸，肉糖葡萄球菌产硝酸还原酶协同作用的

结果[31]；硬度、凝聚性和弹性等值越高，萨拉米越难

咀嚼，本试验可能是肉糖葡萄球菌的产蛋白酶能力强，

提高了萨拉米的嫩度和口感；亚硝酸盐均低于国标 30 
mg/kg，致病菌未检出，这表明两组萨拉米均符合食

品安全卫生标准。 

3  结论 

3.1  嗜酸乳杆菌最佳冻干保护剂（以 11%脱脂乳为基

础）配方为：海藻糖 3.03 g、甘油 9.50 g、谷氨酸钠

3.50 g，水 100 mL；嗜酸乳杆菌冻干菌粉活菌数达

2.83×1010 cfu/g，与其他研究[1,2,8]相比，本研究制备的

嗜酸乳杆菌冻干菌粉成本低、活菌数高。 
3.2  嗜酸乳杆菌冻干菌粉与肉糖葡萄球菌冻干菌粉

的最佳比例为 1:2，直投式发酵剂最佳接种量为 108 

cfu/g；与对照组相比，生产的萨拉米酸味柔和，色泽、

硬度、弹性良好，总接受度最高。 
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