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糙米酵素混菌发酵工艺优化
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摘要!为促进混合发酵的糙米酵素中酿酒酵母和植物乳杆菌

快速生长!以活菌数为指标对传统糙米酵素发酵培养基组分

进行优化!并研究各因素之间的交互作用#由预试验确定各

组分适宜浓度范围后通过
F1/>T<::,)37./4

试验得出
!

个重

要影响因子'蜂蜜"糙米和
A/C1

#根据
!

个重要影响因子的

效应大小设定最陡爬坡试验的方向和步长!采用
)8Z,)<24T<4

试验设计
!

因素
!

水平的响应面分析试验#优化后的混菌最

佳发酵培养基的组成成分为蜂蜜
!;!(
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和茶叶
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#采用以上最佳发酵培养基进行验证实

验得出活菌数为
%;!%_"$
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C̀ N

,

.X

!是基础糙米酵素培养

基活菌数$

%;'"_"$

#

C̀ N

,

.X

%的
&;!'

倍#验证实验说明响

应面法优化得到的函数模型与实际数据较为拟合#

关键词!糙米酵素&培养基&活菌数&工艺优化
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糙米!

>92Y)9(:/

$是指除了外壳之外都保留的全谷粒#

其营养及保健价值均大于精白米*

"

+

#但由于口感较粗#蒸煮

耗时#不符合现代人饮食习惯#而加工成精白米造成食物资

源浪费达
"$H

"

?$H

*

?

+

&糙米酵素是在糙米中加入蜂蜜,麦

芽等#采用酵母等发酵而成的功能性食品基料&微生物通过

本身的中间代谢#使底物产生一系列的生物化学变化#不仅

改善了口感*

!

+

#而且在保留原有营养的基础上又通过微生物

代谢产生了很多诸如
(

,

谷维醇*

+U#

+

,

fG)G

和
fWO

等*

'U(

+

生理活性物质&关于糙米酵素的研究国外起步较早#日本和

美国已有众多相关发酵文献#部分酵素产品如米乳米露等已

经面世并广泛销往港澳台等地*

?

+

&中国近年已有糙米酵素

的研究报道#较多学者集中探讨了糙米酵素合适的发酵工艺

条件#如陈庶来等*

"

+以还原糖消耗量为指标优化了发酵时

间#酵母活化时间及添加量%张丽萍等*

?

+以酸度及感官评定

为指标分别对配方及发酵工艺作了改进%吕美等*

!

+以
fWO

为指标确定了糙米米糠的配比,加水量,蜂蜜添加量及玉米

胚油的添加量&

但传统的糙米酵素发酵工艺存在几点缺憾"

&

原料未

进行灭菌#只靠优势菌种发酵#发酵不易控制且易染菌*

&

+

?U!

%

'

处理工艺未经过糖化#很多不具有产淀粉酶的菌株不能

有效利用糙米中的碳源#使得发酵不完全#发酵剂开发受

限*

&

+

!U%

%

(

大部分糙米酵素的发酵采用固态或半固态发酵#

相关参数不易控制*

?

+

&本实验室改进了以上部分工艺#利用

$("



酿酒酵母!

6%::7%92K

'
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$与本实验室保藏的植物

乳杆菌
X

+?

!

4%:C2R%:(;;$B

U

;%)C%9$K

$混合发酵*

"$

+

#在预试

验的基础上*

""

+

#利用
F)

试验!

F1/>T<::,)37./4

$

*

"?

+

,最陡爬

坡试验*

"!U"+

+和响应面
))

试验!

)8Z,)<24T<4

$

*

"%

+对混合发

酵培养基进行优化#旨在较短的发酵时间内获得理论最大活

菌数#以确保
fG)G

与
fWO

等代谢产物的积累*

"#U"'

+

&通

过改进糖化工艺使多菌种发酵成为可能#添加灭菌工艺使纯

种发酵不易受影响#同时便于活菌计数排除杂菌干扰#并以

活菌量作为发酵指标进行配方优化#旨在为后续的酵素生产

工艺及产物测定研究提供参考&

"

!

材料与方法
";"

!

供试菌株

酿酒酵母"安琪酵母股份有限公司%

植物乳杆菌
X

+?

"由本实验室筛选及保藏&

";?

!

材料与试剂

EaW

肉汤"北京奥博星生物技术有限公司%

蛋白胨"北京双旋微生物培养基制品厂%

酵母浸粉"英国
[Z80=

公司%

蜂蜜"桂林周氏顺发食品有限公司%

糙米"黑龙江鹤岗市五谷农家养生坊%

大麦芽,小麦芽"烟台市帝伯仕啤酒技术有限公司%

云南大叶种晒青毛茶叶"云南品润有限公司%

A/C1

,!

AO

+

$

?

W[

+

"分析纯#天津市福晨化学试剂厂&

";!

!

培养基

dFB

培养基!供酿酒酵母种子活化使用$"酵母浸粉

"$

5

(

X

#蛋白胨
?$

5

(

X

#葡萄糖
?$

5

(

X

%

EaW

培养基!供植物乳杆菌种子活化使用$"根据瓶装

说明称取
+(

5

(

X

#加热溶解后分装#

"?"\

高压灭菌
"%.04

后冷却备用%

基础发酵培养基"洋槐蜂蜜
(

5

#发芽糙米粉
&

5

#小麦芽

粉
"

5

#

A/C1

为
"

5

#晒青毛茶粉
$;"

5

#加水至
"$$.X

#糖化

液化后经巴氏灭菌冷藏#

#2

内接种&发酵液初始
M

O

为
%;(

#

可溶性固形物含量为
"";$̂ )70Z

&

";+

!

仪器与设备

水浴恒温振荡器"

Xd?$,G

型#上海龙跃仪器设备有限

公司%

离心机"

XB%,?G

型#北京京立离心机有限公司%

洁净工作台"

Wc,C*,"̀ B

型#苏州安泰空气技术有限

公司%

生化培养箱"

WFD,?%$),Y

型#上海博迅实业有限公司医

疗设备厂%

酸度计"

FOW,?%

型#上海仪电科学仪器有限公司&

";%

!

工艺流程及操作要点

糙米发芽处理*

"(U"&

+

)

干燥
)

粉碎!过
($

目筛$

)

培养基

调配
)

糖化液化!升温程序"

!' \

保温
"$.04

%

%? \

保温

+$.04

%

#% \

保温
"2

%

'( \

保温
"$.04

$

*

?$U??

+

)

冷却
)

?$$

目滤布过滤
)

离心取上清液!

+!#$_

0

#时间
"%.04

$

)

调

配
)

巴氏杀菌!

#?\

保温
!%.04

#杀菌强度约
#?;$&FN

$

*

?!

+

)

冷却
)

接种
)

发酵!

"?2

$

)

糙米酵素

";#

!

可溶性固形物含量的测定

采用手持阿贝折光仪测定&

";'

!

培养方法

用接种环分别挑取酿酒酵母和植物乳杆菌
X

+?

一环菌种

于
dFB

种子培养基与
EaW

种子培养基的试管中#充分震

荡#在
!+\

培养箱中分别静置培养&根据已测定的生长曲

线#在
"$2

和
"%2

时分别达到对数生长期末期取出#以

!.X

(

"$$.X

!酵母约
";'"_"$

'

C̀ N

(

.X

#乳酸约
?;"%_

"$

(

C̀ N

(

.X

$接种量转接到含有糙米基础发酵培养基的三

角瓶中#

!+\

恒温振荡培养
"?2

后取出#梯度稀释涂布于

EaW

平板计算活菌数*

?+

+

&

";(

!

试验设计

";(;"

!

F)

试验设计
!

在预试验的基础上#以
'

种组分即蜂

蜜,糙米,小麦芽,大麦芽,

A/C1

,!

AO

+

$

?

W[

+

和茶作为因素#

选用试验次数
-]&

的试验方法进行
F)

试验设计#

?

个虚

拟变量用于误差估计#每个因子选取高低两个水平#高水平

是低水平的
?

倍&根据结果分析#选取
!

个主要影响

因素*

?%

+

&

";(;?

!

最陡爬坡试验
!

根据
F)

试验得到的最优一阶方程#

以及实际试验情况确定
!

个重要影响因素的爬坡方向和步

长#从而得到
!

个因子的最佳组合浓度范围以逼近最大响应

区域*

?#

+

&

";(;!

!

响应面试验设计!

aWE

$

!

F)

试验确定了
!

个主要影

响因素#最陡爬坡试验确定了最大响应区域以及响应区域的

中心点#根据
)8Z,)<24T<4

的中心组合设计原理#取
!

个主

要影响因素的
!

个水平#设计
!

因素
!

水平的
)8Z,)<24T<4

试验*

?'U?&

+

&

";(;+

!

数据分析
!

试验处理均包含
!

个平行试验#取值为
!

个试 验 的 平 均 值&

F1/>T<::,)37./4

试 验 设 计 和
)8Z,

)<24T<4

试验设计采用
B<90

5

4-Z

M

<7:;@(;$;#

软件完成&

?

!

结果与分析
?;"

!

F1/>T<::,)37./4

试验筛选重要影响因素

F1/>T<::,)37./4

试验因素和水平见表
"

&以活菌数

!

,

"

$为响应值#试验设计及响应值见表
?

&各因素的影响效

果见表
!

&

表
"

!

F1/>T<::,)37./4

试验因素和水平

I/P1<"

!

IL81<R<198KR/70/P1<939<=04:2<F1/>T<::,)37./4=<90

5

4

5

(

"$$.X

序号
`

"

蜂蜜
`

?

糙米
`

!

小麦芽
`

+

大麦芽
`

%

A/C1 `

#

!

AO

+

$

?

W[

+

`

'

茶叶
`

(

空项
`

&

空项

U" ! % $;?% $;?% $;?% $;% $;$?% U U

" # "$ $;%$ $;%$ $;%$ ";$ $;$%$ U U

"("

开发应用
!

?$"'

年第
"?

期



表
?

!

F1/>T<::,)37./4

试验设计及响应值

I/P1<?

!

F1/>T<::,)37./4=<90

5

4/4=7<9

M

849<R/13<

序号
`

"

`

?

`

!

`

+

`

%

`

#

`

'

`

(

`

&

,

"

(

!

_"$

'

C̀ N

-

.X

U"

$

" U" " " U" " " " U" U" !;((

? U" U" U" U" U" U" U" U" U" !;(#

! " U" " " " U" U" U" " ?;+&

+ " U" U" U" " U" " " U" ?;%#

% " " " U" U" U" " U" " !;'"

# U" U" " U" " " U" " " !;"$

' U" " " " U" U" U" " U" %;('

( " U" " " U" " " " U" !;%?

& " " U" U" U" " U" " " +;#%

"$ " " U" " " " U" U" U" !;'#

"" U" U" U" " U" " " U" " +;+!

"? U" " U" " " U" " " " %;"!

表
!

!

F1/>T<::,)37./4

试验各因素对活菌数的影响效果

I/P1<!

!

a<931:98K7<

5

7<99084/4/1

J

9098KF)=<90

5

4

序号 因素 系数统计
3

值
F

值 显著性

模型
(;($ $;$?#+

显著

`

"

蜂蜜
,$;+# "%;#( $;$"!# ?

`

?

糙米
$;%& ?+;&# $;$$#" "

`

!

小麦芽
U$;"% ";#' $;?!$& %

`

+

大麦芽
$;?& %;&# $;$#'% +

`

%

A/C1 U$;+! "!;?$ $;$"'' !

`

#

!

AO

+

$

?

W[

+

U$;$?! $;$!& $;&%'$ '

`

'

茶叶
U$;$+? $;"! $;'%#$ #

!!

由表
!

可知#该模型高度显著!

$;$"

#

F

#

$;$%

$#其中各

试验因素对活菌数影响的显著性顺序为糙米
"

蜂蜜
"

A/C1

"

大麦芽
"

小麦芽
"

茶叶
"

!

AO

+

$

?

W[

+

#糙米具有极

显著影响!

F

#

$;$"

$#蜂蜜和
A/C1

具有高度显著效应!

$;$"

#

F

#

$;$%

$#故因此选取糙米,蜂蜜和
A/C1

添加量作为响应面

试验的研究因素&通过系数分析得到关于
,

"

的最优一阶

方程"

,

"

]i!;&"U$;+#3

"

i$;%&3

?

U$;"%3

!

i$;?&3

+

U

$;+!3

%

U$;$?!3

#

U$;$+?3

'

& !

"

$

该方程拟合
M

?

]$;&!&"

#能较好地模拟和解释
F)

试验

的结果&本模型的精密度!

G=<

e

F7<>09084

$为
&;&#%

"

+

#从而

进一步说明该模型较为可靠&

?;?

!

最陡爬坡试验逼近最大响应区域

根据
F)

试验得到的最优一阶方程可知#对活菌数有正效

应的因素为糙米和大麦芽#说明这
?

个因素在高水平时混菌

增殖更为有利&对活菌数有负效应的因素为蜂蜜,小麦芽,

A/C1

,!

AO

+

$

?

W[

+

和茶叶#说明这
%

个因素在低水平时对混菌

增殖更为有利&各试验因素对响应值
,

"

影响的显著性顺序为

糙米
"

蜂蜜
"

A/C1

"

大麦芽
"

小麦芽
"

茶叶
"

!

AO

+

$

?

W[

+

#

其中糙米,蜂蜜和
A/C1

为显著影响因素#糙米应在现有质量

浓度上继续增大#蜂蜜和
A/C1

应在现有质量浓度上继续减

少#其余因素按照其正负效应选取适当浓度#即大麦芽,小麦

芽,茶叶和!

AO

+

$

?

W[

+

质量浓度分别为
$;?%

#

$;%$

#

$;$?%

#

$;%$

5

(

"$$.X

设计最陡爬坡试验#水平和结果见表
+

&

表
+

!

最陡爬坡试验路径设计及结果

I/P1<+

!

-Z

M

<70.<4:/1=<90

5

498K:2<9:<<

M

<9:/9><4:/4=>877<9

M

84=04

5

7<9

M

849<9

序号
G

蜂蜜(

!

"$

U?

5

-

.X

U"

$

)

糙米(

!

"$

U?

5

-

.X

U"

$

CA/C1

(

!

"$

U?

5

-

.X

U"

$

活菌数(

!

_"$

'

C̀ N

-

.X

U"

$

" %;$ #;% $;+% !;#'

? +;% ';% $;+$ +;'&

! +;$ (;% $;!% +;&$

+ !;% &;% $;!$ %;$'

% !;$ "$;% $;?% %;"(

# ?;% "";% $;?$ +;&#

' ?;$ "?;% $;"% +;#"

( ";% "!;% $;"$ +;?#

& ";$ "+;% $;$% !;$?

?("
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!!

在第
%

组试验即蜂蜜,糙米,

A/C1

添加量分别为
!;$$

#

"$;%$

#

$;?%

5

(

"$$.X

时#活菌数最大#因此选取第
%

组试验

中各显著影响因子浓度作为响应面试验的中心点&

?;!

!

)8Z,)<24T<4

试验设计

根据
F1/>T<::,)37./4

试验获得的
!

个重要影响因素以

及最陡爬坡试验得到的最佳质量浓度#分别选取
!

个水平#

以活菌数作为响应值!

,

?

$设计
!

因素
!

水平的
)8Z,)<24T<4

试验&各因素及水平见表
%

#试验设计及结果见表
#

&

表
%

!

)8Z,)<24T<4

试验因素及水平

I/P1<%

!

)8Z,)<24T<4<Z

M

<70.<4:9=<90

5

4

5

(

"$$.X

序号
G

蜂蜜
)

糙米
CA/C1

U" ?;% &;% $;?$

$ !;$ "$;% $;?%

" !;% "";% $;!$

表
#

!

)8Z,)<24T<4

试验设计及响应值

I/P1<#

!

)8Z,)<24T<4=<90

5

4/4=7<9

M

849<R/13<

序号
G ) C

,

?

(

!

_"$

'

C̀ N

-

.X

U"

$

" U" U" $ +;+"

? U" " $ +;%!

! $ U" U" +;&$

+ $ " " %;$%

% $ $ $ %;!!

# " $ " +;#$

' $ $ $ %;"'

( $ $ $ %;+!

& $ " U" +;#!

"$ $ U" " +;+!

"" " U" $ +;!%

"? U" $ U" +;+%

"! U" $ " +;#&

"+ " " $ +;&$

"% $ $ $ %;%%

"# " $ U" %;$!

"' $ $ $ %;?%

?;!;"

!

二次回归模型与方差分析
!

通过软件
B<90

5

4-Z

M

<7:;

@(;$;#

对
))

试验
"'

组数据进行回归分析#并经过回归方程

拟合#得到各试验因子对响应值影响的函数表达式为"

,

?

] i%;!%i$;"$+ i$;"!>U$;$!$Ei$;""+>U

$;"'+Ei$;??>EU$;+!+

?

U$;!'>

?

U$;??E

?

& !

?

$

利用方差分析对回归方程进行
3

检验#

3

值为
"#;%?

#且

大于
3

的概率低于
$;$$$#

#说明该方程是显著的#模型可信

度高&其中
G

,

)

,

GC

,

)C

,

G

?

,

)

?

,

C

?对响应值影响显著#表

明三因素对试验结果的影响不是简单的线性关系#模型的

M

?

]$;&%%$

#调整后为
$;(&'?

#说明该模型能较好地模拟和

验证试验结果#预测拟合度
F7<=,M

?为
$;("+?

#说明它与校正

决定系数保持一致#能够解释试验结果%变异系数
EJGJH]

?;%#

#置信度比较高%本模型精密度!

G=<

e

F7<>09084

$

]

"$;"&&

"

+

#说明模型可以反映真实的试验值&

)8Z,P<24T<4

试验方差分析见表
'

&

为直观说明蜂蜜,糙米和
A/C1

对于混菌发酵活菌数的

影响#运用软件
B<90

5

4-Z

M

<7:;@(;$;#

做出
!

个重要影响因

子之间交互作用的响应曲面图和等高线图#见图
"

"

!

&

表
'

!

)8Z,)<24T<4

试验方差分析b

I/P1<'

!

a<931:98K7<

5

7<99084/4/1

J

9098K)8Z,)<24T<4

=<90

5

4

来源 平方和 自由度 均方
3

值
F

值

模型
?;!$ & $;?# "#;%? $;$$$#

G $;$($ " $;$($ %;"' $;$%'!

) $;"! " $;"! (;+$ $;$?!"

C ';?$-U$$! " ';?$-U$$! $;+# $;%"'!

G) $;$+# " $;$+# ?;&( $;"?''

GC $;"" " $;"" ';?% $;$!"$

)C $;?$ " $;?$ "?;'& $;$$&$

G

?

$;'( " $;'( %$;$& $;$$$?

)

?

$;%' " $;%' !';$' $;$$$%

C

?

$;?" " $;?" "!;#' $;$$''

残差项
$;"" ' $;$"%

%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%

失拟项
$;$"& ! #;+!-U$$! $;?& $;(!?!

误差
$;$(& + $;$??

总和
?;+" "#

!

b

!

M

?为
$;&%%$

%

G=

6

,M

?为
$;(&'?

%

F7<=,M

?为
$;("+?

&

图
"

!

糙米与蜂蜜对活菌数交互影响的曲面图和等高线图

0̀

5

37<"

!

I2<937K/></4=>84:837./

M

98K:2<04:<7/>:084<KK<>:98KP78L470></4=284<

J

84d

?

!("

开发应用
!

?$"'

年第
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图
?

!

蜂蜜和
A/C1

对活菌数交互影响的曲面图和等高线图

0̀

5

37<?

!

I2<937K/></4=>84:837./

M

98K:2<04:<7/>:084<KK<>:98K284<

J

/4=A/C184,

?

图
!

!

糙米和
A/C1

对活菌数交互影响的曲面图和等高线图

0̀

5

37<!

!

I2<937K/></4=>84:837./

M

98K:2<04:<7/>:084<KK<>:98KP78L470></4=A/C184,

?

?;!;?

!

重要影响因素最终质量浓度的确定及结果验证
!

通过

B<90

5

4-Z

M

<7:;@(;$;#

分析可知蜂蜜,糙米和
A/C1

最佳编码值

分别为
$;'%#

#

$;"&(

#

U$;?#$

#分别对应实际值为
!;!(

#

"$;'"

#

$;?+

5

(

"$$.X

#为了验证模型准确性#采取优化后的增殖培养

基即 蜂 蜜
!;!(

5

(

"$$ .X

,糙 米
"$;'$

5

(

"$$ .X

,

A/C1

$;?+

5

(

"$$.X

,小麦芽
$;?%

5

(

"$$.X

,大麦芽
$;%$

5

(

"$$.X

,

!

AO

+

$

?

W[

+

$;%$

5

(

"$$.X

,茶叶粉
$;$?%

5

(

"$$.X

进行混

菌发酵
"?2

#含有活菌数为
%;!%_"$

'

C̀ N

(

.X

#基本与响应

面预测的活菌数!

%;?"_"$

'

C̀ N

(

.X

$接近#是基础糙米酵素

培养基活菌数!

%;'"_"$

#

C̀ N

(

.X

$的
&;!'

倍&

!

!

结论
目前糙米酵素大多只采用酵母单菌发酵且工艺流程相

对简单#难以进行科学量化评价&本试验在前人探究的基础

上增加了糖化和巴氏灭菌工艺#并对酿酒酵母和植物乳杆菌

混合发酵作了相关研究#确定蜂蜜,糙米,

A/C1

,小麦芽,大麦

芽,!

AO

+

$

?

W[

+

,茶叶粉添加量分别为
!;!(

#

"$;'"

#

$;?+

#

$;?%

#

$;%$

#

$;%$

#

$;$?%

5

(

"$$.X

&由试验结果可知蜂蜜,糙

米和
A/C1

的比例和交互作用对混菌活菌数影响较大#说明

合适的碳氮比#渗透压以及生长因子的作用是酵母和植物乳

杆菌发酵良好的关键&本研究可为混菌发酵糙米酵素提供

参考#同时为发酵生产相关产品提供试验基础与理论依据&

但由于本试验采用涂布平板进行菌落计数#操作繁琐且

容错率低#后续试验可考虑采用活菌染色后显微镜计数以加

强试验模型精确度%同时本试验仅以活菌数为指标来评价酵

素产品发酵工艺#对得出的产品中生理活性物质未进行研

究#后续可对此进行更深入的研究#从而优化得到功能性与

口感风味兼顾的平衡功能性饮料&
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