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适于益生菌发酵的青稞酶解液制备工艺优化
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摘要#采用程序升温法对青稞进行酶解#以还原糖含量为响

应值#采用响应面法对青稞酶解液制备工艺进行了优化%结

果表明&按料水比
$

#

$0

!

T

)

FP

"溶解青稞粉#经糊化后冷却

至
.0W

#加入
/)R<

)

T

+青稞的
!

S

淀粉酶和原料质量
")#Q

#

!)0Q

的糖化酶(菠萝蛋白酶#保温
"#FD9

后升温到
B#W

酶

解#直至碘试液体呈无色#过滤得到青稞酶解液#其还原糖(

氨基酸态氮含量分别为
0)B/Q

(

#).%

T

)

P

#可作为制备益生菌

发酵青稞饮料的良好基质%

关键词#青稞'酶解液'还原糖'程序升温法'益生菌发酵液
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青稞&
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'属于

禾本科植物!主要产自中国的青藏高原!青藏高原也是世界

上最早&公元前
$$##

年'栽培青稞的地区0

$

1

"青稞仅含少量

的脂和糖!却含有较高的蛋白质%纤维素以及维生素等!其中

蛋白质含量平均可达
$$)!$Q

%脂肪
$)/#Q

!

!)#RQ

%淀粉含

量
%#Q

以上0

"

1

!除含有包括
/

种人体必需氨基酸在内的

$/

种氨基酸外!还含有
$"

种微量元素如钙%镁%硒%铜%锌%

铬%锰%铁%磷等0

!

1

!其
"

S

葡聚糖含量在
!)BBQ

!

/)B"Q

!平均

值为
0)"0Q

"现代医学0

"

1已经证明青稞不仅营养价值高!而

且在降血脂%预防糖尿病%促进胃动力等方面具有独特的保

健作用"青稞既可以作为粮食!也可用于加工各类食品!如

饼干%蛋糕%麦片粥%米花%青稞酒%青稞汁饮料等"

研究证明益生菌对肠道功能紊乱%呼吸感染以及过敏性

症状有治疗作用0

.

1

!同时具有调节人体免疫系统%提高乳糖

的利用率%防癌%降低胆固醇等功能0

0

1

"国外研究者如
+,-S

659AA'9

等0

B

1的研究证明了.在燕麦这样的非乳基质上益生

菌能很好地存活和生长!并在冷藏条件下存活率较高"益生

菌是定殖于宿主肠道内%当达到一定量就能对宿主产生积极

作用的一类活菌"利用青稞淀粉生产益生菌发酵食品!是青

稞产业化创新发展的一条新途径"益生菌不能直接利用青

稞淀粉进行发酵!在生产益生菌发酵青稞饮料时!首先要将

青稞淀粉进行酶解糖化!以提供能被益生菌利用的还原糖

类0

%

1

"同时!如果能先将结合于淀粉颗粒上的蛋白质降解!

生成一定量的氨基酸!使酶解液有更适宜的碳氮比!则更有

利于淀粉酶解!进而有效地增进益生菌的生长"

本研究拟利用由
!

S

淀粉酶%糖化酶%菠萝蛋白酶组成的

复合酶的协同作用!采用程序升温法对青稞进行酶解"采用

程序升温是基于
.0W

为菠萝蛋白酶最适作用温度!而
B#W

则为兼顾
!

S

淀粉酶和糖化酶的最适作用温度!可使液化和糖

化同时进行!在产生足够还原糖的同时确保淀粉最大限度水

解成可溶性低聚糊精和低聚糖!以构成益生菌发酵所需的益

生元(研究不同料水比%

!

S

淀粉酶用量%糖化酶用量和菠萝蛋

白酶用量对青稞酶解液还原糖含量的影响(并以还原糖含量

.%$



为响应值!采用响应面法对青稞酶解液制备工艺进行优化!

以期制备出能适合益生菌发酵的青稞酶解液!并为益生菌发

酵青稞饮料的进一步工业化大生产提供理论依据"

$

!

材料与方法
$)$

!

材料与仪器

$)$)$

!

材料与试剂

中温
!

S

淀粉酶.

&

!%##<

/

T

!北京奥博星生物技术有限

责任公司(

糖化酶&固体型
$#

万
<

/

T

'%菠萝蛋白酶&

0#

万
<

/

T

'.锐

阳生物科技有限公司(

柠檬酸.食品级!市售"

$)$)"

!

仪器

高速万能粉碎机.

1̂S$##

型!北京中兴伟业仪器有限

公司(

水浴振荡器.

:e;S:

型!哈尔滨市东联电子技术开发有

限公司(

电子天平.

P>

型!沈阳龙腾电子有限公司(

电热恒温干燥箱.

>:4SR$.$

型!上海宏精实验设备有

限公司(

分析天平.

[;$$#;

型!北京赛多利斯天平有限公司(

恒温水浴锅.

::S.

型!金坛市金城国胜实验仪器厂"

$)"

!

试验方法

$)")$

!

工艺流程

青稞
.

粉碎(过筛
.

加水混匀
.

加热糊化
.

冷却
.

调节

X

:

.

加入
!

S

淀粉酶(糖化酶(菠萝蛋白酶
.

搅拌均匀
.

保温

酶解
.

灭酶
.

过滤
.

青稞酶解液

$)")"

!

理化指标检验方法

&

$

'还原糖的测定.直接滴定法0

/

1

$!/V$.#

!以葡萄糖计"

&

"

'氨基酸态氮的测定.电位滴定法0

/

1

$R/

"

$)")!

!

试验设计
!

选取影响青稞酶解的关键因素.料水比%

!

S

淀粉酶用量%糖化酶用量%菠萝蛋白酶用量进行单因素试

验!在单因素试验的基础上!以还原糖含量为响应值!采用响

应曲面法对益生菌发酵青稞饮料酶解液制备工艺进行优化"

试验结果为每组
"

个平行样的平均值"

&

$

'料水比对还原糖含量的影响.准确称取
$#

份过
/#

目筛的青稞粉!每份
0

T

!盛于
$#

个
"0#FP

的三角瓶中!分

为
0

组!每组
"

份做平行样!分别按料水比
$

#

$#

!

$

#

$")0

!

$

#

$0

!

$

#

$%)0

!

$

#

"#

&

T

/

FP

'加入
!0W

的水!搅拌使其充分

吸水!糊化
"#FD9

后冷却至
0#W

左右!用
$#Q

的柠檬酸调

节
X

:

至
0)#

左右!然后分别加入原料质量的
/<

/

T

的
!

S

淀

粉酶!

$)RQ

的糖化酶和
!)0Q

的菠萝蛋白酶!放入水浴震荡

器中
.0W

保温
"#FD9

!继续升温至
B#W

酶解直至碘试液体

呈无色!然后在沸水浴中灭酶
$#FD9

后进行过滤!得到青稞

酶解液!测定其还原糖含量!确定最适料水比"

&

"

'

!

S

淀粉酶用量对还原糖含量的影响.按
$)")!

&

$

'确

定的最适料水比溶解青稞粉!除加入青稞质量
$)RQ

的糖化

酶和
!)0Q

的菠萝蛋白酶外!分别按
.

!

B

!

/

!

$#

!

$"<

/

T

2青稞

的比例加入
!

S

淀粉酶!其它同
$)")!

&

$

'!测定其还原糖含量!

以确定最适
!

S

淀粉酶用量"

&

!

'糖化酶用量对还原糖含量的影响.按
$)")!

&

$

'确定

的最适料水比溶解青稞粉!除加入
/<

/

T

2青稞的
!

S

淀粉酶

和
!)0Q

的菠萝蛋白酶外!分别加入青稞质量的
$)!Q

!

$)BQ

!

$)RQ

!

")"Q

!

")0Q

的糖化酶!其它同
$)")!

&

$

'!测定其

还原糖含量!以确定最适的糖化酶用量"

&

.

'菠萝蛋白酶用量对还原糖和氨基酸态氮含量的影

响.按
$)")!

&

$

'确定的最适料水比溶解青稞粉!除加入

/<

/

T

2青稞的
!

S

淀粉酶和
$)RQ

的糖化酶外!每组分别加入

青稞质量
")#Q

!

")0Q

!

!)#Q

!

!)0Q

!

.)#Q

的菠萝蛋白酶!其

它同
$)")!

&

$

'!测定还原糖和氨基酸态氮的含量!以确定最适

菠萝蛋白酶用量"

"

!

结果与分析

")$

!

单因素试验结果

")$)$

!

料水比对还原糖含量的影响
!

水是物料和酶的溶剂!

生化酶促反应都须在水中进行!料水比影响酶促反应底物浓

度进而影响青稞中蛋白质和淀粉的酶解!以及最终制得的酶

解液中还原糖和氨基酸态氮的含量"本研究考察了料水比

对青稞酶解液中还原糖含量的影响!结果见图
$

"

图
$

!

料水比对还原糖含量的影响
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由图
$

可知!酶解液中的还原糖含量随料水比的增加而

减少"还原糖含量直接影响益生菌的生长以及发酵后产品

的酸度!在一定范围内还原糖含量越高经发酵后生成的酸也

越多!酸度也就越高!反之亦然"酸度过高影响口感和稳定

性!过低又达不到要求(通常可通过料水比控制酶解液中还

原糖 含 量 以 达 到 设 计 产 品 的 要 求"在 料 水 比 为
$

#

$0

&

T

/

FP

'时!还原糖含量为
0)0.Q

!能符合设计产品的要

求!因此!确定最适料水比为
$

#

$0

&

T

/

FP

'"
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!!

S

淀粉酶用量对还原糖含量的影响
!!

S

淀粉酶又称

液化酶!作用于淀粉后其主要产物是糊精!糊精在
!

S

淀粉酶

和糖化酶的协同作用下生成还原糖和少量低聚糖0

R

1

"本研

究考察了
!

S

淀粉酶用量对还原糖含量的影响!结果见图
"

"

!!

由图
"

可知!当
!

S

淀粉酶用量小于
/<

/

T

2青稞时!还原

糖含量随
!

S

淀粉酶用量的增加呈上升趋势(

!

S

淀粉酶的用量

为
/<

/

T

2青稞时!还原糖含量达到了最高值&

0)0%Q

'(

!

S

淀粉

酶用量高于
/<

/

T

2青稞后!还原糖含量随着
!

S

淀粉酶用量的

增加趋于稳定且略有下降!说明
!

S

淀粉酶用量过多会抑制其

酶活"所以!确定
!

S

淀粉酶的最适用量为
/<

/

T

2青稞"

0%$

开发应用
!

"#$%

年第
!

期



图
"
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S

淀粉酶用量对还原糖含量的影响

D̂

T

G-5"
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NII576A'I
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S,F
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(,A57'96596'9685

-5HG7D9

T

AG

T

,-7'96596
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!

糖化酶用量对还原糖含量的影响
!

糖化酶可使淀粉

的
!

S$

!

.S

和
!

S$

!

BS

糖苷键水解而生成葡萄糖!同时还能水解

糊精%糖原的非还原末端释放
"

SVS

葡萄糖0

$#

1

"本研究考察

了糖化酶用量对还原糖含量的影响!结果见图
!

"

图
!

!

糖化酶用量对还原糖含量的影响
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由图
!

可知!当糖化酶用量小于
$)RQ

时!还原糖含量随

糖化酶用量的增加呈上升趋势(糖化酶用量为
$)RQ

时!还原

糖含量达到了最大值&

0)0RQ

'(糖化酶用量高于
$)RQ

后!随

着糖化酶用量的增加!其还原糖含量趋于稳定"所以!确定

糖化酶的最适用量为
$)RQ

"

")$).

!

菠萝蛋白酶用量对还原糖和氨基酸态氮含量的影响

青稞中含有淀粉颗粒结合蛋白!利用菠萝蛋白酶水解蛋

白质为氨基酸!不仅为酶解液提供了菌体生长所需的速效氮

源!同时也有利于淀粉的酶解!提高酶解液中还原糖含量!使

酶解液含有适宜的碳源和氮源!更有利于益生菌的生长和发

酵!并提高益生菌青稞发酵饮料的营养价值0

$#

1

"本研究考

察了菠萝蛋白酶用量对还原糖和氨基酸态氮含量的影响!其

结果见图
.

"

!!

由图
.

可知!菠萝蛋白酶可以明显提高酶解液中氨基酸

态氮和还原糖的含量!当菠萝蛋白酶用量小于
!)#Q

时!随着

酶用量的增加!氨基酸态氮和还原糖含量均呈增长的趋势(

当菠萝蛋白酶用量为
!)#Q

时!氨基酸态氮和还原糖的含量

均达到最高值!分别为
#).0

T

/

P

和
0)B0Q

(当菠萝蛋白酶用

量大于
!)#Q

时!随着酶用量的增加!还原糖含量趋于稳定!

而氨基酸态氮含量则略有降低"因此!最适菠萝蛋白酶用量

确定为
!)#Q

"

图
.

!

菠萝蛋白酶用量对还原糖和氨基酸态氮含量的影响

D̂

T

G-5.

!

NII576A'I@-'F5(,D97'96596'9685-5HG7D9

T

AG

T

,-

7'96596,9H,FD9',7DH9D6-'

T

597'96596

")"

!

响应面优化酶解工艺试验

")")$

!

响应面法试验设计及结果
!

依据
[']S[58E59

试验设

计的统计学要求!以
!

S

淀粉酶用量%糖化酶用量%菠萝蛋白酶

用量
!

个因素为自变量!以还原糖含量为响应值!设计了三

因素三水平的响应面试验组0

$$V$"

1

!试验因素水平见表
$

"

!!

根据试验因素和水平的相关要求!设计了
$%

次试验!其

试验结果见表
"

"

表
$

!

[']S[589E59

试验因素水平表

2,@(5$

!

,̂76'-A,9H(5Y5(A6,@(5'I[']S[589E59

5]

X

5-DF596H5AD

T

9

编码水平
L

!

S

淀粉酶用量/

&

<

2

T

V$

'

[

糖化酶

用量/
Q

M

菠萝蛋白酶

用量/
Q

V$ B $)B ")0

# / $)R !)#

$ $# ")" !)0

表
"

!

响应面试验设计与结果

2,@(5"

!

O5AG(6A'I5]

X

5-DF596'I7'F@D9,6D'9

-'6,6D'9,(H5AD

T

9

试验组别
L [ M

还原糖含量/
Q

$ # V$ $ 0)B"

" # # # 0)B0

! V$ # $ 0)B"

. # # # 0)B.

0 $ # $ 0)B%

B # V$ V$ 0)0$

% # # # 0)B.

/ # # # 0)B0

R $ # V$ 0)B!

$# V$ V$ # 0)0!

$$ # $ V$ 0)B"

$" V$ # V$ 0)0!

$! $ $ # 0)BB

$. $ V$ # 0)00

$0 # $ $ 0)B%

$B # # # 0)B.

$% V$ $ # 0)0/

B%$
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")")"

!

响应面试验结果与分析
!

应用
>5AD

T

9SN]

X

5-6/)#)0)#

统计软件!对表
"

中的试验数据进行二次回归分析!得到

!

S

淀粉酶用量
+

%糖化酶用量
/

%菠萝蛋白酶用量
!!

个因

素与还原糖百分含量
O

之间的多元二次回归方程为.

Oa0)B0K#)#!$+ K#)#.#/K#)#!B!K#)#$0+/V

#)#$"+!V#)#$0/!V#)#"R+

"

V#)#!%/

"

V#)##."0!

"

"&

$

'

表
!

为
>5AD

T

9SN]

X

5-6/)#)0)#

统计软件分析得出的多元

二次回归模型系数显著性检验结果"

!!

由表
!

可知!此模型的
1

值
B")"!

!

C

*

#)###$

!回归模

型高度显著"模型一次项
L

%

[

%

M

和二次项
L

"

%

[

"极显著!

交互项
L[

%

[M

%

LM

显著!

M

"对还原糖含量的影响不显著"

!

个因素均对还原糖含量产生了不同程度的影响!说明本试

验设计的因素选择是成功的"回归模型的决定系数
G

"

a

#)R/%0

!调整后的回归模型决定系数
G

"

LH

U

a#)R%$.

!说明模

型的拟合程度好"失拟项
Ca#)#/!R

为不显著&

C

)

#)#0

'!

说明该模型无需再引入其他因素!试验条件合适"各因素对

还原糖含量的影响序次是.

[

&糖化酶用量'

)

M

&菠萝蛋白酶

用量'

)

L

&

!

S

淀粉酶用量'"

运用
>5AD

T

9SN]

X

5-6/)#)0)#

软件对表
"

的数据进行分

析!得出二次回归方程的响应面及等高线图见图
0

!

%

"

由图
0

可知!

!

S

淀粉酶用量和糖化酶用量对还原糖含量

均有较大影响!且糖化酶用量对还原糖含量的影响大于
!

S

淀

粉酶用量的影响(等高线图椭圆度较大!说明
!

S

淀粉酶用量

和糖化酶用量两因素间交互作用显著"

由图
B

可知!菠萝蛋白酶用量对还原糖含量的影响大于

!

S

淀粉酶用量的影响(等高线图椭圆度较大!说明
!

S

淀粉酶

用量与菠萝蛋白酶用量两因素间交互作用显著"

!!

由图
%

可知!糖化酶用量和菠萝蛋白酶用量对还原糖含

表
!

!

回归方程系数显著性检验结果

2,@(5!

!

O5AG(6A'IAD

T

9DID7,9665A6I'--5

T

-5AAD'97'5IID7D596

来源 平方和 自由度 均方和
1

值
C

值 显著性

模型
#)#.. R .)/.0NV##! B")"!

*

#)###$

11

L %)/$!NV##! $ %)/$!NV##! $##)!.

*

#)###$

11

[ #)#$! $ #)#$! $B.).#

*

#)###$

11

M #)#$$ $ #)#$$ $!0)#"

*

#)###$

11

L[ R)###NV##. $ R)###NV##. $$)0B #)#$$.

1

LM B)"0#NV##. $ B)"0#NV##. /)#! #)#"0!

1

[M R)###NV##. $ R)###NV##. $$)0B #)#$$.

1

L

"

!)B#"NV##! $ !)B#"NV##! .B)"% #)###!

11

[

"

0)B/BNV##! $ 0)B/BNV##! %!)#!

*

#)###$

11

M

"

%)B#0NV##0 $ %)B#0NV##0 #)R/ #)!00R V

残差
0).0#NV##. % %)/0#NV##.

''''''''''''''''''''''''''''''''''

失拟项
.)"0#NV##. ! $).$%NV##. .)%" #)#/!R V

纯误差
$)"##NV##. . !)###NV##0

总量
#)#.. $B

变异系数
#)$B#

平均值
0)B$#

!!!!!!!!!!

j

!

C

*

#)#$

!极显著#

11

$(

#)#$

*

C

*

#)#0

!显著#

1

$(

C

)

#)#0

!不显著#

V

$(

G

"

a#)R/%0

!

G

"

LH

U

a#)R%$.

"

图
0

!!

S

淀粉酶用量与糖化酶用量对还原糖含量影响的响应面及等高线

D̂

T

G-50

!

O5A

X

'9A5AG-I,75(,

J

5-,9H7'96'G-

X

('6'I685FG6G,(S,II576D'9'I685GA5(5Y5('I

!

S,F

J

(,A57'96596,9H

'I685GA5(5Y5('I

T

(G7',F

J

(,A57'96596'9685O5HG7D9

T

AG

T

,-7'96596

%%$

开发应用
!

"#$%
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图
B

!!

S

淀粉酶用量与菠萝蛋白酶用量对还原糖含量影响的响应面及等高线

D̂

T

G-5B

!

O5A

X

'9A5AG-I,75(,

J

5-,9H7'96'G-

X

('6'I685FG6G,(S,II576D'9'I685GA5(5Y5('I

!

S,F

J

(,A57'96596,9H

'I685GA5(5Y5('I@-'F5(,D97'96596'9685O5HG7D9

T

AG

T

,-7'96596

图
%

!

糖化酶用量与菠萝蛋白酶用量对还原糖含量影响的响应面及等高线

D̂

T

G-5%

!

O5A

X

'9A5AG-I,75(,

J

5-,9H7'96'G-

X

('6'I685FG6G,(S,II576D'9'I685GA5(5Y5('I

T

(G7',F

J

(,A57'965967'96596

,9H'I685GA5(5Y5('I@-'F5(,D97'96596'9685O5HG7D9

T

AG

T

,-7'96596

量均有较大影响!且糖化酶用量对还原糖含量的影响大于菠

萝蛋白酶用量的影响(等高线图的椭圆度较大!说明糖化酶

用量和菠萝蛋白酶用量两因素间交互作用显著"

")")!

!

最佳工艺条件的验证

由
>5AD

T

9SN]

X

5-6/)#)0)#

软件得到优化后的青稞酶解液

制备工艺!确定最佳工艺参数为.料水比
$

#

$0

&

T

/

FP

'!糖化

酶用量
")#!Q

!

!

S

淀粉酶用量
/)R#<

/

T

2青稞!菠萝蛋白酶

用量
!)0#Q

!预测的还原糖含量为
0)BRQ

"根据最佳酶解工

艺参数!考虑实验的可操作性!以料水比
$

#

$0

&

T

/

FP

'!糖化

酶用量
")#Q

!

!

S

淀粉酶用量
/)R<

/

T

2青稞!菠萝蛋白酶用

量
!)0Q

!进行
!

组平行实验!实验测得值还原糖含量为

0)B/Q

!与理论值的相对误差为
#)$%Q

(其氨基酸含量为

#).%

T

/

P

"采用响应面法优化法得到的青稞酶解液制备的

最佳工艺条件与实际相符合"

!

!

结论
&

$

'本研究采用程序升温法对青稞进行酶解!运用响应

面法对青稞酶解液制备工艺进行了优化!结果表明
!

S

淀粉酶

用量%糖化酶用量%菠萝蛋白酶用量
!

个因素对青稞酶解液

的还原糖含量均有极显著影响!

!

个因素两两间的交互作用

对还原糖含量也有显著影响"益生菌发酵青稞酶解液的最

佳工艺条件为.按料水比
$

#

$0

&

T

/

FP

'溶解青稞粉!经糊化

后冷却至
.0W

!加入
/)R<

/

T

2青稞的
!

S

淀粉酶和原料质量

")#Q

!

!)0Q

的糖化酶%菠萝蛋白酶!保温
"#FD9

后!再升温

到
B#W

保温酶解直至碘试液体呈无色!过滤得到青稞酶解

液!此条件下制备的青稞酶解液的还原糖%氨基酸态氮含量

分别为
0)B/Q

%

#).%

T

/

P

"

&

"

'本研究利用由
!

S

淀粉酶%糖化酶%菠萝蛋白酶组成

的复合酶协同作用和程序升温法对青稞进行酶解!使所制得

的酶解液中同时含有碳源%氮源和益生元!可作为制备益生

菌发酵青稞饮料的良好基质"
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