
(19)中华人民共和国国家知识产权局

(12)发明专利

(10)授权公告号 

(45)授权公告日 

(21)申请号 201910379386.4

(22)申请日 2019.05.08

(65)同一申请的已公布的文献号 

申请公布号 CN 110106112 A

(43)申请公布日 2019.08.09

(83)生物保藏信息

CGMCC No.16727 2018.11.12

CGMCC No.16728 2018.11.12

(73)专利权人 北京农学院

地址 101000 北京市昌平区回龙观镇北农

路7号

(72)发明人 高秀芝　康建依　易欣欣　范双喜　

金君华　谢远红　刘慧　张红星　

(74)专利代理机构 北京高沃律师事务所 11569

代理人 刘奇

(51)Int.Cl.

C12N 1/20(2006.01)

A23L 19/20(2016.01)

A23L 33/00(2016.01)

C12R 1/225(2006.01)

C12R 1/25(2006.01)

审查员 丁海

 

(54)发明名称
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(57)摘要

本发明涉及一种发酵蔬菜的混合益生菌、发

酵蔬菜及其制备方法，属于蔬菜发酵技术领域。

本 发 明 所 述 发 酵 蔬 菜 的 混 合 益 生 菌 由

Lactobacillus  diolivorans  V73和植物乳杆菌

Lactobacillus  plantarum  V02组成。利用本发

明所述混合益生菌发酵得到的发酵蔬菜具有调

节肠道菌群的功能，预防心血管疾病，有利于人

体健康，并且人工接种发酵蔬菜可强化发酵，降

低亚硝酸盐含量，缩短发酵周期，提高产品质量，

降低生产成本。
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1.基于混合益生菌的发酵蔬菜的方法，包括以下步骤：

将混合益生菌接种于花椒水和食盐的混合溶液中，得到发酵溶液，将发酵溶液与蔬菜

混合后在20~25℃，发酵3d~5d；

所述混合益生菌由Lactobacillus  diolivorans  V73和植物乳杆菌Lactobacillus 

plantarum  V02组成；

所述Lactobacillus  diolivorans  V73的生物保藏编号为CGMCC  No.16728；

所述植物乳杆菌Lactobacillus  plantarum  V02的生物保藏编号为CGMCC  No.16727；

所述混合益生菌中，所述植物乳杆菌Lactobacillus  plantarum  V02的体积分数为30~
35%，所述Lactobacillus  diolivorans  V73的体积分数为65~70%，所述植物乳杆菌

Lactobacillus  plantarum  V02混合前的菌液浓度为(1 .6~2 .5)×109
  CFU/mL，所述

Lactobacillus  diolivorans  V73混合前的菌液浓度为(0.8~1.5)×109  CFU/mL；

所述接种的量为0.45~0.5%；

所述花椒水的制备方法包括：将0.3%~0.5%干花椒，0.1%~0.3%大料，0.2%~0.4%姜片和

98.8%~99.4%水混合，加热煮沸两次，晾凉；

所述花椒水的质量占蔬菜质量的80~120%；

所述食盐的质量占蔬菜质量的2.5~3.5%。

2.根据权利要求1所述的方法，其特征在于，所述蔬菜是生菜、香芹和胡萝卜的组合；或

生菜、圆白菜、香芹和胡萝卜的组合。

3.根据权利要求2所述的方法，其特征在于，所述蔬菜在发酵前进行切丝。
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一种发酵蔬菜的混合益生菌、发酵蔬菜及其制备方法

技术领域

[0001] 本发明涉及蔬菜发酵技术领域，具体涉及一种发酵蔬菜的混合益生菌、发酵蔬菜

及其制备方法。

背景技术

[0002] 发酵蔬菜是我国的一种传统的发酵食品，历史悠久，发酵蔬菜是指新鲜蔬菜在封

闭的坛中经复杂的微生物体系(由原材料携带进入)由微生物和酶的变化，使最终产品的化

学成分等方面发生较大变化发酵而成的蔬菜制品。发酵蔬菜可以延长生菜的贮藏期、利于

运输、周年均衡供应、提高其附加值，还可以改进蔬菜风味，满足人们对蔬菜食品日益增长

的需要。现有发酵蔬菜的方法有自然发酵和母水发酵，大多数传统发酵食品的生产仍然是

依据经验，这使得发酵过程难以控制，同时发酵蔬菜的品质会受到发酵原料蔬菜种类、盐浓

度、生产季节等诸多因素的影响。传统发酵方法生产的发酵蔬菜具有发酵周期较长、品质不

稳定及高盐等不足。

发明内容

[0003] 本发明的目的在于提供一种发酵蔬菜的混合益生菌、发酵蔬菜及其制备方法。本

发明所述混合益生菌腌制出的泡菜具有调节肠道菌群的功能，预防心血管疾病，有利于人

体健康，并且人工接种发酵蔬菜可强化发酵，降低亚硝酸盐含量，缩短发酵周期，提高产品

质量，降低生产成本。

[0004] 本发明提供了一种发酵蔬菜的混合益生菌，所述混合益生菌由Lactobacillus 

diolivorans  V73和植物乳杆菌Lactobacillus  plantarum  V02组成；

[0005] 所述Lactobacillus  diolivorans  V73的生物保藏编号为CGMCC  No.16728；

[0006] 所述植物乳杆菌Lactobacillus  plantarum  V02的生物保藏编号为CGMCC 

No.16727。

[0007] 本发明还提供了基于上述技术方案所述混合益生菌的发酵蔬菜的方法，包括以下

步骤：

[0008] 将上述技术方案所述混合益生菌接种于花椒水和食盐的混合溶液中，得到发酵溶

液，将发酵溶液与蔬菜混合后在20～25℃，发酵3～5d。

[0009] 优选的是，所述接种的量为0.45～0.5％。

[0010] 优选的是，所述混合益生菌中，所述植物乳杆菌Lactobacillus  plantarum  V02的

体积分数为30～35％，所述Lactobacillus  diolivorans  V73的体积分数为65～70％，所述

植物乳杆菌Lactobacillus  plantarum  V02混合前的菌液浓度为(1.6～2.5)×109CFU/mL，

所述Lactobacillus  diolivorans  V73混合前的菌液浓度为(0.8～1.5)×109CFU/mL。

[0011] 优选的是，所述花椒水的制备方法包括：将0.3％～0.5％干花椒，0.1％～0.3％大

料，0.2％～0.4％姜片和98.8％～99.4％水混合，加热煮沸两次，晾凉。

[0012] 优选的是，所述花椒水的质量占蔬菜质量的80～120％。
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[0013] 优选的是，所述食盐的质量占蔬菜质量的2.5～3.5％。

[0014] 优选的是，所述蔬菜包括生菜、香芹和胡萝卜的组合；或生菜、圆白菜、香芹和胡萝

卜的组合。

[0015] 优选的是，所述蔬菜在发酵前进行切丝。

[0016] 本发明还提供了上述技术方案所述方法制备得到的发酵蔬菜。

[0017] 本发明提供了一种发酵蔬菜的混合益生菌。本发明将植物乳杆菌Lactobacillus 

plantarum  V02和Lactobacillus  diolivorans  V73混合对蔬菜进行发酵，不仅可以抑制杂

菌繁殖，保证产品品质，利用本发明所述混合益生菌得到的发酵蔬菜具有调节肠道菌群的

功能，预防心血管疾病，有利于人体健康，并且人工接种发酵蔬菜可强化发酵，降低亚硝酸

盐含量，缩短发酵周期，提高产品质量，降低生产成本。试验结果表明，利用本发明所述混合

益生菌对蔬菜进行发酵，发酵时间仅需3～5d，亚硝酸盐含量0.20～0.27mg/kg，产品品质稳

定，生产成本低。

[0018] 生物保藏说明

[0019] 植物乳杆菌Lactobacillus  plantarum  V02。本菌种保藏在中国微生物菌种保藏

管理委员会普通微生物中心，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，保藏编号为CGMCC  No.16727，保藏时间为2018年11月12日。

[0020] Lactobacillus  diolivorans  V73。本菌种保藏在中国微生物菌种保藏管理委员

会普通微生物中心，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，保

藏编号为CGMCC  No.16728，保藏时间为2018年11月12日。

具体实施方式

[0021] 本发明提供了一种发酵蔬菜的混合益生菌，所述混合益生菌由Lactobacillus 

diolivorans  V73和植物乳杆菌Lactobacillus  plantarum  V02组成；

[0022] 所述Lactobacillus  diolivorans  V73的生物保藏编号为CGMCC  No.16728；

[0023] 所述植物乳杆菌Lactobacillus  plantarum  V02的生物保藏编号为CGMCC 

No.16727。

[0024] 在本发明中，两种乳酸菌均分离筛选于山西地方传统自然发酵蔬菜中，并已于

2018年11月12日保藏于中国微生物菌种保藏管理委员会普通微生物中心，其保藏号分别

为：CGMCC  No.16727(菌株V02)，CGMCC  No.16728(菌株V73)。在MRS琼脂培养基上，V02菌株

的菌落2～3mm，菌落表面光滑，边缘规则，圆形凸起，有光泽，乳白色；个体形态呈短杆状，短

链状排列，G+无芽孢杆菌。V73菌株的菌落1～1.5mm，菌落表面略平滑，边缘整齐，圆形稍凸

起，无光泽，浅白色；个体形态呈短杆状，G+无芽孢杆菌。两个菌株的发酵上清液做抑菌谱，

其中V02对沙门氏菌、单增李斯特氏菌、金黄色葡萄球菌、粪肠球菌有抑制作用，V73对沙门

氏菌和单增李斯特氏菌有抑制作用。

[0025] 本发明对两种乳酸菌菌液的制备方法没有特殊限定，采用本领域技术人员熟知的

常规发酵方法进行培养即可。具体地，在本发明中，两种乳酸菌活化及发酵液的制备步骤优

选如下：

[0026] 植物乳杆菌(Lactobacillus  plantarum)V02：将‑80℃下甘油保藏的植物乳杆菌

V02平板涂布，取单菌落转接入50mL  MRS液体培养基的250ml锥形瓶中，37℃，150r/min～
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180r/min的摇床上培养10h～14h；以2％～5％的接菌量扩大培养V02到50ml的MRS液体培养

基中，培养时间10h～12h。

[0027] 乳杆菌(Lactobacillus  diolivorans)V73：将‑80℃下甘油保藏的乳杆菌V73平板

涂布，取单菌落转接入50mL  MRS液体培养基的250ml锥形瓶中，37℃，150r/min～180r/min

的摇床上培养10h～14h；以2％～5％的接菌量扩大培养V73到50ml的MRS液体培养基中，培

养时间22h～24h。

[0028] 在本发明中，两种菌株的组合发酵得到的蔬菜可以维持人体肠道菌群微生态平

衡、提高机体免疫力、减少有害菌数量、预防腹泻、预防心血管疾病和胃肠道疾病等。

[0029] 本发明还提供了基于上述技术方案所述混合益生菌的发酵蔬菜的方法，包括以下

步骤：

[0030] 将上述技术方案所述混合益生菌接种于花椒水和食盐的混合溶液中，得到发酵溶

液，将发酵溶液与蔬菜混合后优选在20～25℃，发酵3～5d，更优选为22℃发酵4d。

[0031] 在本发明中，所述接种的量优选为0.45～0.5％。

[0032] 在本发明中，所述混合益生菌中，所述植物乳杆菌Lactobacillus  plantarum  V02

的体积分数为30～35％，所述Lactobacillus  diolivorans  V73的体积分数为65～70％，优

选的，本发明所述植物乳杆菌Lactobacillus  plantarum  V02和Lactobacillus 

diolivorans  V73的混合体积比优选为1:2；所述植物乳杆菌Lactobacillus  plantarum 

V02混合前的菌液浓度为(1.6～2.5)×109CFU/mL，所述Lactobacillus  diolivorans  V73

混合前的菌液浓度为(0.8～1.5)×109CFU/mL。

[0033] 在本发明中，所述花椒水的制备方法优选包括：将0.3％～0.5％干花椒，0.1％～

0.3％大料，0.2％～0.4％姜片和98.8％～99.4％水混合，加热煮沸两次，晾凉。本发明对所

述干花椒、大料和姜片的来源没有特殊限定，采用本领域技术人员熟知的常规干花椒、大料

和姜片的常规市售产品即可。在本发明中，所述水优选为纯净水。在本发明中，所述晾凉优

选为晾凉至30～40℃以下。

[0034] 在本发明中，所述花椒水的质量占蔬菜质量的80～120％，更优选的，所述花椒水

与蔬菜的混合质量比为1:1。在本发明中，所述食盐的质量占蔬菜质量的2.5～3.5％，更优

选为3.0％。

[0035] 本发明对所述蔬菜的种类没有特殊限定，采用本领域技术人员熟知的蔬菜即可。

在本发明中，所述蔬菜优选包括生菜、香芹和胡萝卜；或生菜、圆白菜、香芹和胡萝卜。在本

发明中，所述蔬菜优选在发酵前进行切丝。本发明对所述发酵用装置没有特殊限定，优选采

用本领域技术人员熟知的常规容器即可，如泡菜坛子。在本发明中，发酵方式为厌氧发酵，

所述发酵装置优选放置在阴凉通风处。

[0036] 本发明还提供了上述技术方案所述方法制备得到的发酵蔬菜。本发明得到的发酵

蔬菜具有调节肠道菌群的功能，预防心血管疾病，有利于人体健康，产品品质高。

[0037] 下面结合具体实施例对本发明所述的一种发酵蔬菜的混合益生菌、发酵蔬菜及其

制备方法做进一步详细的介绍，本发明的技术方案包括但不限于以下实施例。

[0038] 实施例1

[0039] 发酵蔬菜制作方法

[0040] (1)将来源于发酵蔬菜的6株乳酸菌V02、V22、V53、V66、V71和V73分别用于发酵蔬

说　明　书 3/6 页

5

CN 110106112 B

5



菜实验中，根据发酵蔬菜的风味，筛选出发酵蔬菜效果较好的三株乳酸菌V71、V73和V02，并

将其分别进行单一菌种和不同乳酸菌株等比例组合发酵蔬菜实验。

[0041] 根据发酵蔬菜的色泽、香气、滋味和口感进行感官评价和pH测定，评定小组为专业

的评价人员所构成(即由受过专业感官评价培训的人员组成)，共有10人，采用描述性的检

测方法分别对样品的色泽、香气、滋味和口感进行细致的描述，以感官评价的结果作为益生

菌发酵蔬菜的评定标准。益生菌发酵蔬菜的感官评定标准及评价指标见表1。

[0042] 根据表1感官评定标准作为评价益生菌发酵蔬菜感官品质的试验指标，通过感官

评价结果和pH(酸度终点pH值＜3.6)，组合发酵V02和V73的感官评价结果最好，达到发酵酸

度终点时间较快，最终筛选出其用于后续发酵。

[0043] 表1益生菌发酵蔬菜感官评价评定标准

[0044]

[0045] (2)乳酸菌菌株的培养及活菌计数

[0046] 将‑80℃下甘油保藏的V02和V73转接活化后，经灭菌MRS液体培养基扩大培养，各

取1mL菌液于9mL灭菌生理盐水管，制成10‑1的均匀稀释液，做10倍递增稀释至10‑8；取10‑6～

10‑8的稀释液各1mL置于无菌平皿中，倒入溶化并冷却至44℃的灭菌MRS培养基约15mL，迅速

轻轻旋动平皿，使培养基与菌液充分混匀，每个稀释度3次重复。同时将灭菌MRS培养基注入

加有1mL无菌生理盐水的灭菌平皿内作空白对照。待培养基凝固后，倒置平板，置(36±1)℃

温箱中培养(48±2)h，待菌落长出后即可计数。依据MRS平板计数结果，植物乳杆菌V02 

Lactobacillus  plantarum活菌数量为(1 .7～2.3)×109CFU/ml，V73  Lactobacillus 

diolivorans活菌数量为(1～1.4)×109CFU/ml。
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[0047] (3)乳酸菌接种量的确定

[0048] 两种乳酸菌株等浓度发酵，选择以蔬菜总重量为百分比的接种量梯度0.35％、

0.4％、0.45％、0.5％和0.55％分别用于发酵蔬菜实验中，根据发酵蔬菜的色泽、香气、滋味

和口感评价结果，以较优接种量制作的益生菌发酵蔬菜产品，其颜色均匀，蔬菜有光泽，无

霉斑，有浓郁香味，味道爽口、酸咸度适中、口感清脆，感官评定分数最高，最终选择接种量

为0.45％～0.5％。

[0049] (4)益生菌发酵蔬菜制作工艺

[0050] 1)益生菌发酵蔬菜制作工艺：将新鲜生菜、香芹和胡萝卜(质量比为8:1:1)洗净切

丝放入坛子中备用；制备花椒水(蔬菜总质量：花椒水＝1:1)，将0.3％～0.5％干花椒，

0.1％～0.3％大料和0.2％～0.4％姜片等放于98.8％～99.4％纯净水中，加热煮沸两次，

晾凉至40℃以下备用。将2.8％～3.2％(以下均以蔬菜总质量为百分比)食用盐融于花椒水

中，并加入0.45％～0.5％的两种乳酸菌混合发酵液(体积比V02:V73＝1:2)，将蔬菜总质量

和混合花椒水等比例，混匀于坛中，盖好放置于25℃阴凉通风地，发酵3d～5d。

[0051] 2)配方2的制作方法将1)中原料蔬菜换为新鲜生菜、圆白菜、香芹和胡萝卜(质量

比为4:4:1:1)，其余方法一致。

[0052] (5)益生菌发酵蔬菜中乳酸菌总数和pH值

[0053] 称取25g发酵蔬菜放入含有225mL灭菌生理盐水中，采用拍击式匀质器以8000～

10000r/min的速度处理10s，充分振荡后，制成10‑1的均匀稀释液。再以9mL灭菌生理盐水做

10倍递增稀释至10‑11，取10‑6～10‑9的稀释液各1mL置于无菌平皿中，倒入溶化并冷却至46

℃的改良MRS培养基约15mL，迅速轻轻旋动平皿，使培养基与菌液充分混匀，每个稀释度3次

重复。同时将改良MRS培养基注入加有1mL无菌生理盐水的灭菌平皿内作空白对照。待培养

基凝固后，倒置平板，置(36±1)℃温箱中培养(48±2)h，待菌落长出后即可计数。取50mL混

匀发酵液，用pH计测定pH值并记录。其平板菌落计数及pH值结果显示，发酵主要原料为生

菜，乳酸菌数为(3.5～4.5)×108CFU/ml，发酵5d时pH为3.2～3.4；发酵主要原料为生菜和

圆白菜，乳酸菌数为(5.5～6.6)×108CFU/ml，发酵5d时pH为3.2～3.4。

[0054] (6)益生菌发酵蔬菜的亚硝酸盐测定

[0055] 称取5g(精确至0.001g)匀浆试样，置于250mL具塞锥形瓶中，加12.5mL50g/L饱和

硼砂溶液，加入70℃左右的水约150mL，混匀，于沸水浴中加热15min，取出置冷水浴中冷却，

并放置至室温。定量转移上述提取液至200mL容量瓶中，加入5mL106g/L亚铁氰化钾溶液，摇

匀，再加入5mL220g/L乙酸锌溶液，以沉淀蛋白质。加水至刻度，摇匀，放置30min，除去上层

脂肪，上清液用滤纸过滤，弃去初滤液30mL，滤液备用。

[0056] 吸取40.0mL上述滤液于50mL带塞比色管中，于标准管与试样管中分别加入2mL4g/

L对氨基苯磺酸溶液，混匀，静置3min～5min后各加入1mL2g/L盐酸萘乙二胺溶液，加水至刻

度，混匀，静置15min，用1cm比色杯，以零管调节零点，于波长538nm处测吸光度，绘制标准曲

线比较。同时做试剂空白。亚硝酸盐标准曲线回归方程：y＝0.0477x，R2＝0.9986，发酵主要

原料为生菜，发酵5d时亚硝酸盐含量为0.20～0.27mg/kg；发酵主要原料为生菜和圆白菜，

发酵5d时亚硝酸盐含量为0.20～0.27mg/kg。本发明接种发酵蔬菜0d～5d发酵过程中亚硝

酸盐含量在0.10～0.27mg/kg范围内，发酵过程中未出现“亚硝峰”，亚硝酸盐含量较低且平

稳；自然发酵蔬菜0d～5d发酵过程中亚硝酸盐含量在0.10～2.18mg/kg范围内，自然发酵蔬
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菜的亚硝酸盐含量高于接种发酵蔬菜，自然发酵蔬菜1d时有“亚硝峰”达到2.18mg/kg，但其

含量均在合理限量范围内(国家标准GB  2762‑2017腌渍蔬菜亚硝酸盐含量低于20mg/kg)。

[0057] 以上所述仅是本发明的优选实施方式，应当指出，对于本技术领域的普通技术人

员来说，在不脱离本发明原理的前提下，还可以做出若干改进和润饰，这些改进和润饰也应

视为本发明的保护范围。
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