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摘要!利用乳酸菌和酵母菌复合菌系制备酵素#通过多菌

种单因素试验优化发酵菌种条件并确定复合发酵接种顺

序及发酵时间%结果表明&最优发酵方式为先接种酵母

菌预发酵后再接种乳酸菌#最佳复合发酵条件为装瓶量

%"-D

!

!?"-D

"$

:

;?7"

$接种
"7!"Q

酵母菌$

%"\

振荡

培养
!@K

'再接种
%7"Q

复合乳酸菌!植物乳杆菌
#

嗜酸

乳杆菌为
#

#

#

"#

%$\

培养
!@K

'

@\

低温静置发酵
!@K

#

酵素产香%该条件得到的芸豆酵素上清液色泽通透呈黄

色#气味清冽#活菌数显著增加#超氧化物歧化酶活力

!
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关键词!芸豆'酵素'复合发酵'超氧化物歧化酶活力
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芸豆作为一类典型的低钠高钾镁类食品%富含蛋白

质)碳水化合物)脂肪)膳食纤维等人体必需的营养物

质*

#T!

+

%还含有多种球蛋白)碱性皂体及活性肽等成

分*

%

+

%具有极高的食用及药用价值&

酵素在中国)日本等亚洲国家风靡&中国生物发酵

产业协会发布的0酵素产品分类导则1标准中%将酵素定

义为以动物)植物和食用菌等为原料%经微生物发酵制得

的含有特定生物活性成分的可食用的酵素产品*

@

+

&按照

原料种类%可分为单一酵素和复合型酵素%生产原料多为

蔬菜)水果)谷物及药食同源类物质%常通过自然发酵或

人工接种两种方式制成*

?

+

&酵素作为营养机能食品生理

功能突出%可通过调节内源性胆固醇的合成%有效改善由

于肥胖造成的脂肪组织的慢性和全身性低度炎症*

(T+

+

$

还具有美白抗氧化*

*

+

)消炎抗菌*

#"

+

)解酒护肝)清肠助消

化等生理功能&秦松等*

##

+研究了混合菌种发酵的植物酵

素显著提高三酰甘油的活性%保护小鼠酒精性肝损伤%验

证植物酵素的抗氧化性&

OEL9-.

等*

#!

+研究表明%木瓜

酵素对经
;

!

<

!

氧化后造成
&BO

损伤的嗜铬细胞瘤

!

=C#!

#细胞有调节作用%改善细胞形态并提高细胞生命

力&战伟伟等*

#%

+对蓝靛果椰子复合酵素发酵工艺进行优

化%优化后
R<&

酶活力为
?(7$@U

(

-D

&中国目前尚未

见芸豆酵素复合发酵工艺优化相关的研究&试验拟以黑

龙江地区主产芸豆为原料制备酵素%探讨最优发酵工艺%

提高芸豆附加值%深度挖掘生理功能%为植物酵素产品未

来发展提供技术参考及理论依据&

#

!

材料与方法
#7#

!

材料与试剂

紫花芸豆"黑龙江省黑河市$
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第
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卷第
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期 总第
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期
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年
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月
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白砂糖"市售$

安琪牌活性干酵母"湖北安琪酵母股份有限公司$

植物乳杆菌!

D=

#)保加利亚乳杆菌!

D_

#"东北农业

大学菌库$

嗜酸乳杆菌!

DO

#)鼠李糖乳杆菌!

DX

#"中国工业微

生物菌种保藏中心$

耐高温
#

'

淀粉酶!酶活力
!7"]#"

@

U

(

4

#)糖化酶!酶

活力
#7"]#"

@

U

(

4

#"上海源叶生物科技有限公司$

R<&

酶活力检测试剂盒"南京建成生物工程研究所&

#7!

!

仪器与设备

电子天平"

_R!!@R

型%赛多利斯科学仪器有限公司$

料理机"

ŶD'Y*#!

型%九阳股份有限公司$

:

;

计"

R!!"

型%瑞典波通仪器公司$

电热鼓风干燥箱"

&ZZ'*"!%O

型%上海森信实验仪

器有限公司$

可见分光光度计"

['?#""_

型%上海元析仪器有限

公司$

数显电热恒温水浴锅"

;;'#R

型%上海达洛科学仪器

有限公司$

电热恒温培养箱"

&X='*"+!

型%上海培因实验仪器

有限公司$

立式压力蒸汽灭菌器"

Ybi'%"R>>

型%济南捷岛分析

仪器有限公司$

台式高速离心机"

JZ#('PR

型%常州金胜仪器制造

有限公司$

超净工作台"

_C['(R#

型%浙江赛德仪器设备有限

公司&

#7%

!

试验方法

#7%7#

!

工艺流程

芸豆去皮清洗
'

打浆均质
'

液化
'

糖化
'

离心
'

灭

菌
'

接种
'

发酵
'

后发酵

!! G

酵母菌$乳酸菌

#7%7!

!

菌种的活化与培养
!

取
@\

下斜面保存的乳酸菌

于
SXR

液体培养基中%

%$\

下厌氧培养
!@K

%菌悬液待

用&活性干酵母于
#"

倍体积蒸馏水中溶解%

%"

#

%?\

恒

温水浴锅中活化
%"-/G

%菌液待用&

#7%7%

!

发酵基质的制备
!

紫花芸豆清洗后去皮%按
#

#

%

!

4

(

-D

#料水比打浆&

#

'

淀粉酶和糖化酶双酶法进行水

解%通过前期预试验获得液化和糖化条件&液化条件"

#

'

淀粉酶添加量
!""

%

D

(

#"" -D

)

:

; (7"

)酶解温度

*$\

)时间
!"-/G

$糖化条件"加酶量
!""

%

D

(

#""-D

)

:

;@7?

)温度
("\

)时间
%"-/G

&酶解液于高速离心机

中以
#7"]#"

@

E

(

-/G

离心
#?-/G

%得到芸豆清汁&调清

汁
:

;

为
?7"

%添加
+Q

白砂糖后灭菌备用&

#7%7@

!

接种与发酵
!

!

#

#乳酸菌发酵"芸豆清汁中接种
%7"Q

不同种乳酸

菌%

%$\

培养
%(K

%其他条件相同&

!

!

#酵母菌发酵"

%"-D

芸豆清汁装于
!?"-D

锥形

瓶中%接种
"7!"Q

酵母菌%

%"\

条件下%

#+"E

(

-/G

振荡培

养
!+K

&

!

%

#复合发酵"按照
#7%7$

接种发酵芸豆清汁%发酵后

@\

低温静置使其产香&

#7%7?

!

酵母菌单独发酵工艺优化

!

#

#发酵时间"在初始装瓶量
%"-D

)

:

;?7"

)接种量

"7!"Q

的条件下%分别发酵
+

%

#(

%

!@

%

%!

%

@"K

%测定发酵液

R<&

活力及酵母菌活菌数&

!

!

#接种量"在初始装瓶量
%"-D

)

:

;?7"

的条件下%

分别接种
"7#"Q

%

"7#?Q

%

"7!"Q

%

"7!?Q

%

"7%"Q

酵母菌%

发酵
!@K

后测定发酵液
R<&

活力及活菌数&

!

%

#装瓶量"在初始装瓶量
%"-D

)

:

;?7"

)接种量

"7!"Q

的条件下%

!?"-D

锥形瓶中分别装
%"

%

@"

%

?"

%

("

%

$"-D

发酵液后接种酵母菌%发酵
!@K

后测定
R<&

活力

及活菌数&

#7%7(

!

乳酸菌单独发酵工艺优化
!

!

#

#发酵菌种及发酵时间"保证芸豆清汁初始

:

;?7"

%接种
%7"Q

不同乳酸菌菌液于芸豆清汁中%

%$\

下分别发酵
(

%

#!

%

#+

%

!@

%

%"

%

%(K

%结束后测定发酵液中

活菌数&

!

!

#接种量"在初始
:

;?7"

)发酵温度
%$\

条件下%

分别接种
#7"Q

%

#7?Q

%

!7"Q

%

!7?Q

%

%7"Q

%

%7?Q

菌液%

D_

)

DO

)

DX

和
D=

分别于发酵
#!

%

#+

%

!@

%

%"K

后测定发

酵液活菌数&

!

%

#复配比例及发酵时间"在初始
:

;?7"

)发酵温度

%$\

条件下%将上述两种最优乳酸菌分别按
%

#

#

%

!

#

#

%

#

#

#

%

#

#

!

%

#

#

%

比例接种%分别于发酵
#+

%

!@

%

%"K

时测

定发酵液活菌数&

#7%7$

!

复合发酵
!

分别采用
%

种方式进行复合发酵"

"

先接种
"7!"Q

酵母菌%

%"\

条件下以
#+"E

(

-/G

振荡

培养进行预发酵%接种
%7"Q

复合乳酸菌%

%$\

培养一定

时间$

$

先接种
%7"Q

乳酸菌进行预发酵%后接种
"7!"Q

酵母菌$

)

同时接种
"7!"Q

酵母菌和
%7"Q

乳酸菌%

%$\

培养&以
R<&

活力为指标%确定最佳发酵时间及接种

顺序&

#7%7+

!

测定项目及方法

!

#

#乳酸菌活菌数"按
Z_@$+*7%?

'

!"#(

0食品安全

国家标准 食品微生物学检验 乳酸菌检验1执行&

!

!

#酵母菌菌体浓度"采用血球计数板法*

#@

+

&

!

%

#

R<&

酶活力"采用
R<&

酶活力试剂盒测定&

#7@

!

数据处理

试验均进行
%

次重复操作%采用
<E/

4

/G+7"

)

&F1/

4

G

,2

:

FE3

软件对数据进行处理与分析&

!

!

结果与分析
!7#

!

酵母菌单独发酵工艺优化

!7#7#

!

发酵时间的确定
!

酶活是衡量发酵体系是否达到

'*"

"

[907%?

"

B97#"

王
!

迪等!芸豆酵素复合发酵工艺优化



成熟的指标之一%是酵素行业广泛测试的营养指标*

#?

+

&因

后期考察芸豆酵素对肥胖方面的影响%故选用
R<&

活力作

为参考指标&由图
#

可知%随着发酵时间的延长%酵母菌

活菌数显著升高%

!@K

后趋于稳定&

R<&

活力也呈现显著

上升至稳定的趋势&发酵液中的营养物质是酵母菌发酵

必备代谢基质%其利用率显著提高%未满足酵母菌生长发

酵条件%活菌数不再增多&因此确定发酵时间为
!@K

&

图
#

!

发酵时间对
R<&

活力及活菌数的影响

V/

4

LEF#

!

,IIF8319IIFE-FG3.3/9G3/-F9GR<&.83/N/3

6

.GHGL-MFE9IN/.M0FM.83FE/.

!7#7!

!

接种量的确定
!

由图
!

可知%随着接种量的增加%

发酵液中
R<&

活力及活菌数逐渐提高%当接种量为

"7!"Q

时%

R<&

活力和酵母菌浓度分别达到
$+7+!U

(

-D

和
+7?]#"

+

CVU

(

-D

%当接种量超过
"7!"Q

时%活菌数及

R<&

活力显著降低&酵母菌发酵主要利用碳源产生次级

代谢产物%碳源缺乏阻碍酵母菌的繁殖与发酵%其生长速

率低于衰亡速率%故酵母菌降低&因此确定酵母菌接种

量为
"7!"Q

&

图
!

!

接种量对
R<&

活力及活菌数的影响

V/

4

LEF!

!

,IIF8319I/G98L0.3/9G.-9LG39GR<&

.83/N/3

6

.GHN/.M0FM.83FE/.89LG3

!7#7%

!

装瓶量的确定
!

由图
%

可知%

R<&

活力与活菌数

随装瓶量的增加而显著降低&酵母菌产酶与发酵液中溶

氧量密切相关%随着装瓶量增加%体系中溶氧量减少%酵

母菌生长受到限制%无氧条件下发酵产生乙醇&后期试

验需在不同发酵时间多次取样%且从经济角度考虑确定

装瓶量为
%"-D

&

图
%

!

装瓶量对
R<&

活力及活菌数的影响

V/

4

LEF%

!

,IIF8319IM9330/G

4

.-9LG39GR<&.83/N/3

6

.GHN/.M0FM.83FE/.89LG3

!7!

!

乳酸菌单独发酵工艺优化

!7!7#

!

菌种的选择
!

由图
@

可知%

DO

活菌数在
#+K

时

达到最大%可达
#7+(]#"

#"

CVU

(

-D

%说明在发酵过程中

其生长性能较好%此时高于其他
%

种乳酸菌活菌数&

D_

活菌数在
#!K

达最大%其迟缓期较短%进入对数生长期较

快&

D=

在
%"K

时得到最大活菌数%虽发酵时间最长%但

高于其他
%

种乳酸菌&综上%

D_

)

DO

)

DX

和
D=

最优发酵

时间分别为
#!

%

#+

%

!@

%

%"K

&

图
@

!

不同菌种发酵过程中活菌数的变化

V/

4

LEF@

!

CK.G

4

F1/G3KFGL-MFE9IN/.M0FM.83FE/.HLE/G

4

3KFIFE-FG3.3/9G9IH/IIFEFG313E./G1

!7!7!

!

接种量的确定
!

由图
?

可知%

D_

在
#7?Q

的接种

量时活菌数达到最高&当接种量为
!7"Q

时%

DX

活菌数

最高%可达到
#@7%]#"

*

CVU

(

-D

&

D=

和
DO

最佳接种

量均为
%7"Q

%且此时活菌数均高于
D_

和
DX

的最大活

菌数&乳酸菌具有维持微生态平衡)提高生物效价及控

制机体内毒素等生理功能%含量越高其价值越高&考虑

乳酸菌之间可能存在共生作用%将具有较高活菌数的
DO

和
D=

按一定比例复配发酵%以期芸豆酵素具备更高生理

活性&乳酸菌接种量过多时活菌数下降%由于过量乳酸

菌在发酵过程中产酸抑制其本身的生长%取
%7"Q

作为复

配菌种发酵的接种量&

!7!7%

!

复配比例及发酵时间的确定
!

由图
(

可知%

D=

与

DO

的比例为
#

#

%

时%发酵
#+K

高于
!@K

和
%"K

的活菌

(*"

会议专栏
C<DUSBV<XC<BV,X,BC,

#

!"#*

国际杂豆产业科技论坛$ 总第
!#(

期
"

!"#*

年
#"

月
"



图
?

!

不同菌种的接种量对活菌数的影响

V/

4

LEF?

!

,IIF839I/G98L0.3/9G.-9LG39IH/IIFEFG3

13E./G19GN/.M0F89LG3

图
(

!

复配比例及发酵时间对活菌数的影响

V/

4

LEF(

!

,IIF8319I-/23LEFE.3/9.GHIFE-FG3.3/9G3/-F

9G3KFGL-MFE9IN/.M0FM.83FE/.

数%此时复配菌种中
DO

所占比例更大%发酵
#+K

达到

DO

对数生长期%菌数积累&复配菌种发酵
%"K

时%

DO

进入生长衰退期%此时
D=

适应新环境后快速繁殖并积累

发酵产物%生长速度快&

D=

和
DO

以
#

#

#

比例复配%发

酵
!@K

达最大活菌数%此时活菌数与发酵时间无关%可能

是两种菌间存在共生作用%相互利用产生有机酸及次生

代谢产物*

#(

+

&因此最佳发酵时间
!@K

%复配比例为
#

#

#

&

!7%

!

复合发酵

与厌氧发酵的乳酸菌不同%酵母菌正常增殖发酵需

要发酵液溶氧量充足*

#$

+

&酵母菌与乳酸菌发酵温度存在

差异%同时接种无法达到益生菌各自最优条件&若先接

种乳酸菌%酵母菌生长不良%发酵液感官评定较差&由于

乳酸菌对营养物质的利用率较高%酵母菌未利用碳源产

生相关代谢产物%发酵液发酵不完全%且乳酸菌发酵时间

过长%乳酸菌活力会自溶或衰亡&故选择先接种酵母菌

进行预发酵%后接种乳酸菌的发酵方式&

由图
$

可知%接种酵母菌
!@K

%发酵液
R<&

活力达最

高并趋于稳定%此时接种乳酸菌进行后续发酵&

!@

#

@+K

时
R<&

活力显著升高%可达
!!@7"*U

(

-D

&酵母菌与乳

酸菌之间存在互利共生作用&酵母菌产生出具有中链脂

肪酸的甘露糖%促进了乳酸菌的生长%而乳酸菌代谢产物

乳糖又为酵母菌的生长提供了碳源&乳酸菌还可通过丙

图
$

!

复合发酵对
R<&

活力的影响

V/

4

LEF$

!

,IIF8319I89-

:

9LGHIFE-FG3.3/9G

9GR<&.83/N/3

6

酮酸盐裂解酶将丙酮酸盐转化为甲酸盐%或者将柠檬酸

盐分解为乳酸盐)乙酰甲基原醇)双乙酰)

!

%

%'

丁二醇等芳

香物质%使发酵体系产香*

#+

+

&研究*

#*

+表明%在高渗透压)

高温)较低
:

;

值等环境下%酵母菌会产生-交叉保护.%其

实是酵母菌与乳酸菌共生体系中存在一种适应反应机

制%这种机制一旦被激活%会促使酵母菌提升对外界环境

的抵抗能力&故在发酵体系中%益生菌未产生自溶现象%

二者紧密联系%达到互利共生的状态%芸豆发酵液形成稳

定的平衡体系&

%

!

结论
试验以紫花芸豆为发酵原料%经酵母菌)复合乳酸菌

多菌种共同发酵得到
R<&

活力较高的芸豆酵素产品&

酵母菌单独发酵情况下发酵时间)接种量及装瓶量的试

验条件优化%并优化乳酸菌发酵菌种)接种量及复配比例

和发酵时间%确定植物乳杆菌和嗜酸乳杆菌以
#

#

#

比例

复合发酵&采用先酵母菌进行预发酵后接种乳酸菌的发

酵顺序%最优发酵条件为"在
:

;?7"

)接种量
"7!"Q

)装瓶

量
%"-D

!

!?"-D

#的条件下%

%"\

振荡培养
!@K

$再接

种
#7?Q

植物乳杆菌和
#7?Q

嗜酸乳杆菌%

%$\

培养
!@K

$

@\

低温静置
!@K

使酵素产香&在此条件下%

R<&

活力

可达
!!@7"*U

(

-D

%益生菌发酵产生次生代谢产物%反应

体系走向成熟&后期将对芸豆酵素功能特性进行研究%

以探究其生理功能&
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水平上将
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份菜豆种子材

料分为两大组群%在遗传相似系数
"7($

处两个组群还共

分为
@

个亚组群%表明普通菜豆种质遗传多样性丰富&

后续将进行构建普通菜豆品种分子身份证%从而利用普
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