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发酵米线重金属镉消减菌株的组合优化
卢　露，吴卫国，傅亚平

（湖南农业大学 食品科技学院，湖南 长沙　４１０１２８）

摘　要：基于Ｄｅｓｉｇｎ－Ｅｘｐｅｒｔ软件，通过中心组合实验和响应面分析，以发酵米线重金属镉（Ｃｄ）的
消减百分率为指标，研究发酵米线最佳镉消减菌株配比。在单因素实验基础上，通过中心组合实验

和响应面分析确定最佳镉消减菌株配比，即植物乳杆菌、酿酒酵母和嗜酸乳杆菌添加量（Ｖ／Ｖ）分
别为２．８４％、２．３１％、３．００％，通过验证实验测得该比例添加量下镉的消减百分率为７９．９４％，与方
程预测值８０．８７％相近。发酵米线最终产品中重金属镉含量为０．０８ｍｇ／ｋｇ（以大米水分含量折
算），比大米镉含量国家食品安全标准值低６０％。研究表明，发酵米线重金属镉的消减百分率的提
高可以通过发酵菌株的组合优化来实现。
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　　发酵米线是一类传统食品，主要以大米为原料，

经微生物作用改善质构、风味，再经糊化形成具有一

定形状和韧性的米制品。因其营养合理、易于消化、

食用方便等优势，深受消费者喜爱；尤其在湖南、广

西、云南等地，发酵米线的消费量很大。

制作发酵米线最重要的原料是大米。近年来，

由于工业的发展，种植水稻的土壤受到污染，导致大

米重金属镉超标严重。张良运［１］等人的调查发现：

南方３０％以上的大米镉含量超出国家食品安全标

准值（国家食品安全标准值为０．２ｍｇ／ｋｇ）。大米及
其米制品镉超标的现状亟需改善，而近几年国内外

的有关研究（如水稻育种、土壤改良等方法）均未能

取得显著成效加以推广。

大米加工制成米制品后，其重金属的含量或有

较大程度的降低。刘晶［２］等人研究发现：浸泡可减

少大米中重金属元素含量，提高其食用安全性。浸

泡是制作发酵米线最关键的步骤之一，故通过浸泡

发酵以消减重金属的可行性高，而通过发酵消减大

米制品中重金属的相关研究鲜见报道。浸泡发酵过

程中起主要作用的是几类微生物，包括植物乳杆菌

（ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓｐｌａｎｔａｒｕｍ）、嗜酸乳杆菌（ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ
ａｃｉｄｏｐｈｉｌｕｓ）、酿酒酵母 （ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ）
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等［３－４］，若能根据自然浸泡发酵中的优势微生物种

类，选取具有重金属消减作用的菌种，进行接种发

酵，使米制品镉含量降低至符合国家标准，不仅能控

制发酵米线的品质，还能保证产品的食用安全性，促

进发酵米线产业的健康发展。本研究通过中心组合

实验和响应面分析，研究发酵消减大米制品中镉含

量的最佳菌种配比。两种或两种以上菌种配比参与

发酵，可促进两特定菌种间的互利共生、营造更好的

增殖环境、提供更多代谢产物，或可以更好地降低发

酵米线中的重金属镉。

１　材料与方法
１．１　材料、试剂与仪器

镉含量为０．４ｍｇ／ｋｇ的原料米：湖南省粮油科
学研究设计院提供；植物乳杆菌：湖南农业大学食品

科技学院保藏；酿酒酵母：广东省微生物菌种保藏中

心斜面保藏；嗜酸乳杆菌：广东省微生物菌种保藏中

心冻干粉；镉标准溶液（１００μｇ／ｍＬ）：国家标准物质

研究中心；硝酸（优级纯）、过氧化氢（３０％优级纯）：
国药集团化学试剂有限公司；高氯酸（优级纯）：天

津市鑫源化工有限公司；去离子水：河南新源科技有

限公司；ＭＲＳ肉汤：广东环凯微生物科技公司；酵母

膏：天津市英博生化试剂有限公司；蛋白胨：天津市

北辰方正试剂厂；葡萄糖：上海国药集团。

电砂浴锅：北京市永光明医疗仪器有限公司；

ＡＡ７０００石墨炉原子吸收光谱仪：岛津公司；磨浆

机：美的公司；蒸锅：浙江苏泊尔股份有限公司；

１０１Ａ－３ＥＴ电热鼓风干燥箱：上海实验仪器厂有限
公司；无菌操作台：苏州佳宝净化工程设备有限公

司；恒温培养箱：常州欧邦电子有限公司；高压灭菌

锅：上海晓科科学仪器有限公司；研钵：景德镇市大

成窑炉材料经营部。

１．２　实验方法

１．２．１　菌悬液的制备

植物乳杆菌［５］：取５ｍＬ实验室保存的植物乳
杆菌菌液在无菌条件下接种到灭菌的ＭＲＳ肉汤中，

３７℃恒温培养２４～３６ｈ，平板计数、稀释至浓度达
到１０７ｃｆｕ／ｍＬ左右时，即为菌悬液。

酿酒酵母［６］：在无菌条件下用接种环刮取酿酒

酵母斜面菌，接种到自制 ＹＰＤ培养基（１％酵母膏、
２％蛋白胨、２％葡萄糖）中，３０℃恒温培养 ２４～
３６ｈ，平板计数、稀释至浓度达到１０７ｃｆｕ／ｍＬ即可。

嗜酸乳杆菌［５］：内含嗜酸乳杆菌冻干粉的安培

瓶开封后，用无菌吸管或移液枪吸取１ｍＬ灭菌的
ＭＲＳ肉汤注入安培管内，振荡使冻干粉全部溶解

后，吸取全部悬液，接种到２～３支５ｍＬ的灭菌ＭＲＳ

肉汤中，在３７℃下培养２４～３６ｈ，直至菌液浑浊产

生白色沉淀。按上述方法扩大培养，平板计数、稀释

至浓度达到１０７ｃｆｕ／ｍＬ，即得菌悬液。

１．２．２　发酵米线的制备

工艺流程［７］：原料→磨粉→浸泡发酵→过滤

（取滤渣）→磨浆→糊化→冷却回生→成型→干燥

→成品。

具体制备过程：原料米用小型粉碎机打磨成粉，

过６０目筛；取原料米粉２０ｇ，加入８０ｍＬ去离子水混

合均匀，然后添加相应比例的发酵剂，在相应的恒温

条件下发酵１２ｈ；取出过滤，滤渣加少量水用磨浆机
或研钵研磨成浆；米浆装盘置于蒸锅中加热糊化，然

后放置室温冷却回生，待表面收缩冷却后取出切片，

并置于鼓风干燥箱内干燥为成品，干燥温度为６０℃。

１．２．３　重金属镉的检测［８］

准确称取样品 １．００００ｇ（精确至小数点后 ４

位）至５０ｍＬ的直口锥形瓶中，加入７ｍＬ浓硝酸、

２ｍＬ高氯酸和２ｍＬ过氧化氢，摇匀，在锥形瓶瓶口
放置弯颈漏斗和坩埚盖，静置过夜，次日，在电砂浴

锅上升温加热，９０℃保持 ３０ｍｉｎ，１５０℃保持 ６０

ｍｉｎ，２５０℃消解至澄清透明，然后在电热板上赶酸

至剩余１ｍＬ消解液，用去离子水定容至２５ｍｌ，上机

检测［８］。标准溶液使用国家标准物质研究中心提

供的镉标准溶液（１００μｇ／ｍＬ）），逐级稀释至浓度为

０、２．０、４．０、６．０、８．０μｇ／Ｌ的镉标准溶液。

１．２．４　实验设计
采用单因素实验、中心组合设计、响应面分析

法，分别以植物乳杆菌、酿酒酵母、嗜酸乳杆菌的添

加量为变量，研究其对发酵米线重金属镉消减百分

率的影响。利用 Ｄｅｓｉｇｎ－Ｅｘｐｅｒｔ软件进行实验设

计、数据分析和模型建立，确定发酵米线最佳镉消减

的菌株配比。

根据不同菌种的最适温度选取的单因素实验条

件不同，目的是保证单因素实验能达到最佳效果。

单因素实验固定条件如下：植物乳杆菌单因素实验

的发酵温度３７℃、发酵１２ｈ；酿酒酵母单因素实验

发酵温度３０℃、发酵１２ｈ；嗜酸乳杆菌单因素实验
的发酵温度３７℃、发酵１２ｈ。

考虑到植物乳杆菌和嗜酸乳杆菌的最适温度为
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３７℃，酿酒酵母的最适生长温度为３０℃，但其在３７
℃也能保持良好的生长繁殖水平。故响应面实验的
发酵条件确定为：发酵温度３７℃、发酵１２ｈ。

２　结果与分析
２．１　单因素实验

发酵米线在发酵过程中，植物乳杆菌、嗜酸乳杆

菌和酿酒酵母是优势菌种［９］。研究表明，镉可能通

过某些特征基团与蛋白质结合形成大米结合蛋白，

通过酶的作用瓦解蛋白质的结构，可能对镉含量的

消减有积极作用［１０］。本文选择植物乳杆菌、嗜酸乳

杆菌、酿酒酵母为考察因素，研究发酵米线镉消减

情况。

２．１．１　植物乳杆菌添加量对镉消减百分率的影响
设定植物乳杆菌添加量（Ｖ／Ｖ）分别为 ０％、

０．５％、１．０％、１．５％、２．０％、２．５％、３．０％、３．５％，
３７℃发酵１２ｈ。结果见图１。

图１　植物乳杆菌添加量对镉消减百分率的影响

在发酵过程中，微生物为维持自身代谢，将大米

中的蛋白质作为氮源，破坏蛋白质结构，将其分解成

氨基酸和小分子肽，此过程可能对镉的消减百分率

影响较大。由图１可知：植物乳杆菌作为发酵米线
的优势菌，其添加量对镉的消减有显著的影响，镉消

减百分率最高达到７１．５％，与无添加组（４２％）相
比，镉消减百分率提高７０％。镉消减百分率随着
菌添加量的增加，逐渐提高，在添加量为３．０％时
达到最高水平。综合各方面因素，选取２．０％、２．
５％、３．０％三个水平进行后续实验。
２．１．２　酿酒酵母添加量对镉消减百分率的影响

设定酿酒酵母添加量（Ｖ／Ｖ）分别为 ０％、
０．５％、１．０％、１．５％、２．０％、２．５％、３．０％、３．５％，发
酵温度３０℃、发酵１２ｈ。结果见图２。

由图 ２可知：酿酒酵母添加量对镉的消减
百分率有较大影响，镉消减百分率最高达到了

６６．２％，无添加组的百分率为３９．８％，镉消减百分

图２　酿酒酵母添加量对镉消减百分率的影响

率提高６６．３％。镉消减百分率随着菌添加量的增
加而逐渐提高，在添加量为２．０％时达到最高水平。
综合各方面因素，选取１．５％、２．０％、２．５％三个水
平进行后续实验。

２．１．３　嗜酸乳杆菌添加量对镉消减百分率的影响
设定嗜酸乳杆菌添加量（Ｖ／Ｖ）分别为 ０％、

０．５％、１．０％、１．５％、２．０％、２．５％、３．０％、３．５％，
３７℃发酵１２ｈ。结果见图３。

图３　嗜酸乳杆菌添加量对镉消减百分率的影响

由图３可知：嗜酸乳杆菌添加量对镉的消减有
较大的影响，最高消减百分率为６４％，比无添加组
的３９％提高了６４％。添加量小于１．５％时，消减作
用提高不明显；添加量大于１．５％时，随添加量增加
镉消减百分率明显提高，至添加量为２．５％时，达到
最高消减百分率（６４％）。综合考虑，选取 ２．０％、
２．５％、３．０％进行后续实验。
２．２　中心组合设计和响应面分析确定最佳消减剂
配比

２．２．１　响应模型的建立与验证
根据 Ｄｅｓｉｇｎ－Ｅｘｐｅｒｔ软件中的 Ｃｅｎｔｒａｌ－Ｃｏｍ

ｐｏｓｉｔｅ实验原理，综合单因素实验结果，选择植物乳
杆菌、酿酒酵母、嗜酸乳杆菌三个因素，采用三因素

三水平的响应面分析法。实验设计方案与实验结果

见表１。
通过Ｄｅｓｉｇｎ－Ｅｘｐｅｒｔ软件，以镉消减百分率为
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目标函数，对结果进行多元回归拟合、方差分析及显

著性检验。二元回归方程为：

Ｙ＝７８．３８＋４．３８Ａ－１．９７Ｂ＋１．４２Ｃ＋１．７２ＡＢ－
０．５２ＡＣ＋４．６８ＢＣ－３．５７Ａ２－３．１８Ｂ２－１．０９Ｃ２，其中
Ｙ为镉消减百分率，Ａ为植物乳杆菌添加量、Ｂ为酿
酒酵母添加量、Ｃ为嗜酸乳杆菌添加量。

表１　中心组合实验设计及结果

实验号
植物

乳杆菌／％
酿酒

酵母／％
嗜酸乳

杆菌／％
镉消减

百分率／％
１ ２．５ ２．０ ２．５ ７７．８２
２ ２．５ ２．０ ２．５ ７７．２１
３ ３．３４ ２．０ ２．５ ７５．８９
４ ２．５ ２．０ ２．５ ７８．８３
５ ２．０ １．５ ３．０ ６６．９０
６ ３．０ ２．５ ２．０ ６８．９１
７ ２．５ ２．０ ２．５ ７８．７２
８ ２．５ ２．０ １．６６ ７３．３０
９ ２．５ ２．０ ３．３４ ７７．８８
１０ ３．０ １．５ ３．０ ７１．５６
１１ ２．５ ２．０ ２．５ ７８．７９
１２ ２．５ ２．８４ ２．５ ６６．６３
１３ ２．０ １．５ ２．０ ７２．６１
１４ ２．５ ２．０ ２．５ ７８．８２
１５ ２．５ １．１６ ２．５ ７２．６９
１６ ３．０ １．５ ２．０ ７８．７０
１７ ２．０ ２．５ ２．０ ５５．３２
１８ ３．０ ２．５ ３．０ ７９．８４
１９ １．６６ ２．０ ２．５ ６１．２５
２０ ２．０ ２．５ ３．０ ６８．９６

表２　回归模型的方差分析

来源 自由度 平方和 均方 Ｆ值 Ｐ值 显著性

Ａ １ ２６２．２１ ２６２．２１ ７１５．１６ ＜０．０００１ 
Ｂ １ ５３．１１ ５３．１１ １４４．８５ ＜０．０００１ 
Ｃ １ ２７．６２ ２７．６２ ７５．３４ ＜０．０００１ 
ＡＢ １ ２３．５３ ２３．５３ ６４．１８ ＜０．０００１ 
ＡＣ １ ２．１４ ２．１４ ５．８４ ＜０．０００１ 
ＢＣ １ １７５．０３ １７５．０３ ４７７．３９ ０．０３６２ 
Ａ２ １ １８３．３７ １８３．３７ ５００．１４ ＜０．０００１ 
Ｂ２ １ １４５．８９ １４５．８９ ３９７．９１ ＜０．０００１ 
Ｃ２ １ １６．９７ １６．９７ ４６．２９ ＜０．０００１ 
模型 ９ ８４８．７１ ９４．０８ ２５６．５９ ＜０．０００１ 
失拟项 ５ １．３１ ０．２６ ０．５５ ０．７３４３
残差 １０ ３．６７ ０．３７
净误差 ５ ２．３６ ０．４７
总和 １９ ８５０．３８

　　注：表示差异显著（Ｐ＜０．０５），表示差异极显著（Ｐ＜
０．０１）。

从表２模型的Ｆ值大小可得出该模型显著；失
拟项的Ｐ值为０．７３４３，表示该模型的误差不显著；
各模型项的Ｐ值均小于０．０５，表示各项均为显著模
拟项；拟合方程的拟合度 Ｒ２为０．９９５７，拟合度好，
表明该模型可靠。

２．２．２　各因素交互作用对镉消减百分率的响应面
分析

在尽可能减少实验次数的条件下，根据响应曲

面所具有的特性，能通过方程预测得到与最佳配比

接近的结果［１１］。为直观反映各个因素对响应值 Ｙ
的影响，分别将嗜酸乳杆菌、酿酒酵母、植物乳杆菌

三个因素中一个固定在０水平，分析另外两个因素
对镉的消减百分率的影响。

如图４～图９所示，运用Ｄｅｓｉｇｎ－Ｅｘｐｅｒｔ软件绘
制各因素交互作用的等高线图和响应面图，从图中

可看出：植物乳杆菌和酿酒酵母、植物乳杆菌和嗜酸

乳杆菌两组的等高线呈椭圆形，而酿酒酵母和嗜酸乳

杆菌，其等高线呈“Ｈ”型。故植物乳杆菌和酿酒酵
母、植物乳杆菌和嗜酸乳杆菌两组分别存在交互作

用；而酿酒酵母和嗜酸乳杆菌两个因素的水平差距较

大，而交互作用不明显。为验证该组合实验结果的可

靠性，可选取图中响应值周围水平再进行一组实验。

通过图５、图７、图９中显示的方程响应面图，证
实拟合曲面的最大值是真实可见的。当酿酒酵母在

１．５％～２．０％范围内时，镉消减百分率随植物乳杆
菌添加量的增大而升高；当植物乳杆菌的添加量在

２．０％～２．９％，嗜酸乳杆菌添加量在１．５％～２．６％
时，植物乳杆菌和嗜酸乳杆菌的作用相辅相成，镉消

减百分率随植物乳杆菌和嗜酸乳杆菌添加量的增加

而升高。

图４　酿酒酵母和植物乳杆菌添加量对镉消减

影响的等高线图

图５　酿酒酵母和植物乳杆菌添加量对镉消减影响的响应面图
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图６　嗜酸乳杆菌和植物乳杆菌添加量对镉消减影响的等高线图

图７　嗜酸乳杆菌和植物乳杆菌添加量对镉消减
影响的响应面图

图８　嗜酸乳杆菌和酿酒酵母添加量对镉消减影响的等高线图

图９　嗜酸乳杆菌和酿酒酵母添加量对镉消减影响的响应面图

２．２．３　验证实验
通过Ｄｅｓｉｇｎ－Ｅｘｐｅｒｔ软件的预测，得到最佳消

减百分率为８０．８７％。此时优化组合的添加量配比
为：植物乳杆菌２．８４％、酿酒酵母２．３１％、嗜酸乳杆

菌３．００％。按照软件预测的优化组合配比进行验
证实验，验证实验结果镉消减百分率为７９．９４％，与
回归方程的预测值相近。发酵米线最终产品中重金

属镉含量为０．０８ｍｇ／ｋｇ（以大米水分含量折算）。

３　结论
在发酵米线重金属消减菌株优化组合的选择过

程中，先利用单因素实验确定具有较强重金属镉消减

能力的实验水平范围，再利用Ｄｅｓｉｇｎ－Ｅｘｐｅｒｔ软件的
Ｃｅｎｔｒａｌ－Ｃｏｍｐｏｓｉｔｅ模型进行组合优化，拟合出三元
二次方程并进行响应面分析，通过方程预测，得出优

化组合的添加量配比：植物乳杆菌２．８４％、酿酒酵母
２．３１％、嗜酸乳杆菌３．００％，相应的预测结果（镉消减
百分率）为８０．８７％，验证实验表明镉消减百分率为
７９．９４％，与预测结果基本相符，且远远高于无添加组
的平均镉消减百分率。最终发酵米线产品的镉含量

为０．０８ｍｇ／ｋｇ，比大米镉含量的国家食品安全标准值
０．２ｍｇ／ｋｇ低６０％。通过发酵菌株的组合优化，提高
发酵米线重金属镉消减百分率的方法切实可行。
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