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高产植酸酶乳酸菌及其黑豆酸面团

发酵低植酸营养面包研究
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摘要!从自然发酵的黑豆中筛选出一株具有高植酸酶活

性的乳酸菌
-/%1

并将其作为发酵剂制作黑豆酸面团#

通过响应面分析法对黑豆酸面团的发酵工艺进行优化"

探究最佳发酵条件下目标菌株的生长及产酸特性"并分

析体系中多肽的分子量分布及抗营养因子含量变化"同

时以感官品评的方式对黑豆酸面团面包的烘焙特性进行

评价#结果表明%乳酸菌
-/%1

经鉴定为乳酸片球菌&

Y+(

@&2A2AA*G/A&@&D/A;&A&

'"其胞外酶与胞内酶活性分别为

%?'2

"

"?'"d

)

4-

#通过响应面设计确定的最优发酵条件

为面团得率&

OX

'

'""

!发酵温度
'#g

!接种量
$P

"黑豆

基质中"目标菌株生长良好!酸化能力适中#黑豆酸面团

经发酵后"体系中的多种抗营养因子得到有效降解"其中

植酸降解率高达
2!?#"P

#此外"黑豆蛋白水解后释放出

多种肽"其中小分子肽占比达
*%?&#P

#与对照组相比"

-/%1

黑豆酸面团面包表现出更高的整体可接受度#因

此"乳酸片球菌
-/%1

能够有效改善黑豆酸面团面包的营

养及感官品质"具有较佳的应用潜力#

关键词!植酸酶$黑豆酸面团$抗营养因子$多肽
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烘焙食品已成为世界主流食品)

%

*

%其中面包是消费

率最高的品类之一&然而%随着人们消费观念的不断提

高%营养单一的小麦面包已无法满足人们的需求&近年

来%黑豆因其合理的氨基酸组成模式及高蛋白优势而备

受青睐)

!

*

&但是%黑豆中含有多种抗营养因子%其中植酸

的干物质含量可达!

%$?'!i%?%$

#

4

8

(

8

)

'

*

%这些物质能与

蛋白质+矿物质等多种营养成分结合%使得营养成分在人

体消化过程中难以被吸收)

&

*

&

现代烘焙行业中%酸面团常被作为一种天然的新型

生物改良剂以赋予产品更高的感官品质及营养价值)

*

*

&

其中%探索微生物源的优化方法以便从自然界中获得具

有特定功能作用的目标菌株是酸面团技术研究的前沿领

域之一&

B@6L@6F5

等)

2

*发现%具有
#

/

半乳糖苷酶活力的短

乳杆菌能有效降解多种意大利豆中的棉子糖$

SEA5

等)

#

*

应用植物乳杆菌发酵蚕豆基质以降低缩合单宁含量$

Z>57C@FDE

等)

$Y%"

*研究了通过添加微生物来源的植酸酶

以达到降解植酸的目的%但是将定向筛选的高植酸酶活

性乳酸菌直接应用于豆类酸面团体系的研究仍未见

报道&

试验拟从豆类基质中筛选出具有高植酸酶活性的乳

酸菌%并将其作为发酵剂制作黑豆酸面团面包$通过响应

面设计确定黑豆酸面团的最佳发酵条件%探究发酵处理

对黑豆蛋白及抗营养因子的影响%同时对黑豆酸面团面

包的感官品质进行评估%旨在通过菌株筛选定向解决黑

豆中的抗营养问题%为开发高蛋白+低植酸含量的营养面

包及豆类酸面团技术的工业化应用提供依据&

%

!

材料与方法
%?%

!

材料与设备

黑豆粉"山东呆豆家健康食坊$

高级面包粉"中粮鹏泰面业有限公司$

即发活性干酵母"乐斯福!明光#有限公司$

QW+

肉汤培养基"杭州百思生物技术有限公司$

乳酸片球菌!

Y+@&2A2AA*G/A&@&D/A;&A&

#

-/%1

"高产植

酸酶%筛选自自然发酵黑豆粉$

戊糖片球菌!

Y+@&2A2AA*G

K

+';2G/A+*G

#

,/%!

"不产植

酸酶%筛选自自然发酵黑豆粉$

搅拌机"

*,*++

型%美国
,6D=;@<)6A

公司$

醒发箱"

+[S/&"+[

型%新麦机械!无锡#有限公司$

切片机"

+Q/'"!

型%新麦机械!无锡#有限公司$

烤箱"

+Q/*"'

型%新麦机械!无锡#有限公司$

实验室
J

T

计"

.3!"

型%梅特勒仪器!上海#有限

公司$

恒温恒湿培养箱"

+[M/%*"S

型%上海博迅实业有限

公司医疗设备厂$

紫外分光光度计"

Bd/%$%"

型%北京普析通用仪器有

限责任公司$

质构仪"

SB'

型%美国
(FEEaK6@7A

公司&

%?!

!

试验方法

%?!?%

!

产植酸酶乳酸菌的初筛
!

从自然发酵豆粉!黑豆+

红豆+蚕豆+鹰嘴豆#和传统酸面团中分离纯化出
!&*

株

乳酸菌%取分离纯化后的乳酸菌悬浮液点接在改进后的

植酸酶筛选培养基)

%%

*

!含
%P

植酸钙#上%

'"g

培养
&$;

%

观察并测量菌落及其周围透明水解圈大小%挑选出透明

圈直径与菌落直径比值较大的菌株接种于琼脂斜面培养

基中%保存备用&

%?!?!

!

产植酸酶乳酸菌的复筛
!

参照
Z(

(

B%$2'&

'

!""1

并修改&将菌株接种至
QW+

肉汤中培养
!&;

%

&g

+

%!"""F

(

46<

离心
%"46<

%取上清液用于测定胞外

酶活)

%!

*

&同时用无菌磷酸盐缓冲液!

J

T#?&

#洗涤菌泥两

次%然后悬浮于
*4-

缓冲液中%

&*"^

超声处理
!"46<

!间隔
*I

#%取破碎液用于测定胞内酶活&另取
*4-

活

化后的乳酸菌培养
!&;

%离心+洗涤后烘干至恒重并记录

菌体重量)

%'

*

&取
%?$4-

乙酸缓冲液!

J

T*?*

#于
%"4-

试管中%加入
"?!4-

待测液!磷标准液%上清液%破碎液#

后混匀%

'#g

水浴
*46<

%加入
&4-*?"44E7

(

-

植酸钠

溶液!

J

T*?*

#继续水浴
'"46<

%最后加入
&4-

终止液及

显色液%摇匀%测定
&%*<4

处吸光度&对照组先加入终

止液及显色液再加入植酸钠溶液&以无机磷标准液的浓

度为横坐标+吸光值为纵坐标绘制标准曲线&

%?!?'

!

产植酸酶乳酸菌菌落形态及菌株鉴定
!

将贮藏于

冰箱中的菌株活化两代并划线分离至
QW+

固体平板%

'#g

培养
&$;

%观察菌落形态&进一步挑取单菌落涂布

于载玻片上%革兰氏染色后通过光学显微镜进行镜检&

以
OV)

原液为模板进行
[SW

扩增%引物为
!#.

!

*q/

)Z)ZBBBZ)BSSBZZSBS)/'q

#与
%&1!W

!

*q/ZZB/

B)SSBBZBB)SZ)SBB/'q

#%扩增片段通过琼脂糖凝胶

电泳检测纯度及浓度后进行测序%并进行同源性分析&

%?!?&

!

黑豆酸面团发酵的单因素试验

!

%

#菌悬液制备"将乳酸菌
-/%1

在
QW+

液体培养基

'(!

"

\E7?'#

"

VE?!

曹伟超等!高产植酸酶乳酸菌及其黑豆酸面团发酵低植酸营养面包研究



中活化至对数后期%

2"""F

(

46<

离心
*46<

%弃上清液%用

无菌生理盐水洗涤两次并收集菌泥%将其制成浓度为

%"

#

S.d

(

8

的菌悬液&

!

!

#面团得率!

OX

#对植酸含量的影响"按每
%""

8

酸面团计%接种
1P

菌悬液后调节初始
J

T

至
&?*

%

OX

值

分别为
%*"

%

!""

%

!*"

%

'""

%

'*"

%

'#g

培养
!&;

%考察
OX

值对酸面团中植酸含量的影响&

!

'

#接种量对植酸含量的影响"按每
%""

8

酸面团

计%调节初始
J

T

至
&?*

%

OX

值为
!*"

%分别接种
'P

%

2P

%

1P

%

%!P

%

%*P

菌悬液%

'#g

培养
!&;

%考察接种量对酸

面团中植酸含量的影响&

!

&

#发酵温度对植酸含量的影响"按每
%""

8

酸面团

计%接种
1P

菌悬液后调节初始
J

T

至
&?*

%

OX

值为
!*"

%

分别于
!'

%

'"

%

'#

%

&&

%

*%g

培养
!&;

%考察发酵温度对酸

面团中植酸含量的影响&

!

*

#初始
J

T

值对植酸含量的影响"按每
%""

8

酸面

团计%

OX

值为
!*"

%接种
1P

菌悬液后分别调节初始
J

T

至
'

%

&

%

*

%

2

%

#

%

'#g

培养
!&;

%考察初始
J

T

对酸面团中

植酸含量的影响&

%?!?*

!

(EL/(@;<a@<

响应面试验
!

根据单因素试验结果%

依据
O@I6

8

</3L

J

@FD$?"?2

软件的
(EL/(@;@<a@<

试验设计

原理%选取
OX

值+接种量+发酵温度作为自变量%以植酸

含量为响应值进行三因素三水平的响应面分析试验%优

化黑豆酸面团发酵工艺参数&

%?!?2

!

酸面团的制备
!

将高产植酸酶的乳酸片球菌
-/%1

接至
QW+

液体培养基中%

'#g

培养
!&;

%

2"""F

(

46<

离

心
*46<

%用无菌生理盐水洗涤两次得菌体&将获得的菌

体悬浮于无菌水中并与黑豆粉混匀!根据最优条件%乳酸

菌的初始接种量为
$P

+面团
OX

值为
'""

#%

'# g

培养

'";

%得酸面团&以不产植酸酶的乳酸菌
,/%!

作为对

照组&

%?!?#

!

酸面团发酵过程中
J

T

+可滴定酸!

BB)

#及生长曲

线的测定
!

取
%"

8

黑豆酸面团样品与
1"4-

无菌水搅

拌
!"46<

%静置
%"46<

%测其
J

T

%采用
"?%4E7

(

-V5NT

滴定至
J

T$?2

%消耗的
V5NT

体积即为
BB)

)

%&

*

&称取

%"

8

黑豆酸面团于
1"4-

无菌生理盐水中%梯度稀释后

取
%""

#

-

混合液涂布于
QW+

固体培养基上%

'#g

培养

'2;

%观察并进行菌落计数)

%*

*

&

%?!?$

!

酸面团中抗营养因子含量的测定

!

%

#植酸含量"参照
(>AAF6=a

等)

%2Y%#

*的方法并修

改&称取
"?*

8

样品于
*" 4-

离心管中%加入
'" 4-

"?*4E7

(

-

的
TS7

溶 液%

%*"F

(

46<

震 荡 提 取
' ;

%

*"""F

(

46<

离心
'" 46<

%取
% 4-

上清液!空白组以

%4- TS7

溶 液 代 替#与
! 4- VT

&

.@

!

+N

&

#

!

溶 液

!

"?"!P

#混匀%沸水浴
'"46<

%迅速冰浴冷却%

2"""F

(

46<

离心
'"46<

%取
!4-

上清液与
'4-%P

双吡啶混匀进行

颜色反应%测定
*%1<4

处吸光度&此外%将植酸标准样

品溶解于
TS7

中%分别配制浓度为
"?""

%

"?"&

%

"?"$

%

"?%!

%

"?%2

%

"?!"4

8

(

-

的植酸溶液%以吸光度为纵坐标%浓度为

横坐标绘制标准曲线&

!

!

#棉子糖含量"称取
%"

8

酸面团样品%预先使用石

油醚回 流 除 去 脂 肪%按 料 液 比 !

0

酸面团
jS

乙醇 #

%j

%"

!

8

(

4-

#加入
$"P

乙醇并于
$"g

回流
%;

%抽滤%收集

滤液%滤渣中加入
%""4-

水并搅拌
%;

后重新抽滤%再

次收 集 滤 液&使 用
%"P

醋 酸 铅 沉 淀 蛋 白 并 离 心

!

%%"""F

(

46<

%

!"46<

#%重复多次使蛋白质除尽%用草酸

去除铅元素&滤液经真空浓缩至
%""4-

%采用
T[-S

进

行分析&色谱条件为)

%$

*

"色谱柱为
(F6A

8

@(3T )46A@

!

&?244 !̀*"44

%

*

#

4

#$以
S

乙腈
jS

水 为
#"j'"

的混

合液作为流动相$柱温
'* g

$流速
%?"4-

(

46<

$进样量

!"

#

-

$示差折光检测器$检测池温度
'*g

&

!

'

#单宁含量"准确称取
%?"

8

样品与
%"4-

试剂
U

!

S

盐酸
jS

甲醇 为
%j%""

#震荡
!?*;

%

&"""F

(

46<

离心

!"46<

%保留上清液&采用香草醛法)

#

*测定样品中缩合

单宁含量&以儿茶素作为标样绘制标准曲线%测定结果

以儿茶素当量表示&

%?!?1

!

酸面团中多肽分子量分布
!

称取
%?"

8

样品于烧

杯中并加入
*" 4-

流动相%

%!"F

(

46<

震荡
'" 46<

%

%""""F

(

46<

离心
!"46<

%取上清液并过膜处理%进行

T[-S

分析&色谱条件)

%1

*

"色谱柱为体积排阻色谱柱

B+,

8

@%!"""+̂ M-

!

'""44`#?$44

#$以
S

乙腈
jS

水
j

S

三氟乙酸为
&*?"j**?"j"?%

的混合液作为流动相$紫外检

测波长
!!"<4

$流速
"?*4-

(

46<

$柱温
'"g

&

%?!?%"

!

面包感官评定
!

参照杨文丹等)

!"

*的方法制作面

包%黑豆粉在面粉中的替代比例为
%*P

&采用
1

分嗜好

法进行感官评定%由
!"

位经过培训的人员!

%"

女
%"

男#

对面包外观+内部结构+柔软度+口感以及整体可接受度

进行评分&

%?'

!

数据处理

采用
3L=@7!"%'

和
NF6

8

6<$?*

软件进行数据处理及

图表绘制%通过
+[++%2?"

软件进行显著性和方差分析

!

)VN\)

#%显著性水平为
[

%

"?"*

&

!

!

结果与讨论
!?%

!

产植酸酶乳酸菌的镜检形态及菌株鉴定

从自然发酵的豆粉!黑豆+红豆+蚕豆+鹰嘴豆#以及

传统酸面团中分离纯化出
!&*

株乳酸菌%经初筛后得到

具有植酸钙水解能力的乳酸菌共
#

株!见图
%

#%相应的透

明圈与菌落直径比见表
%

&通过测定植酸酶活性进一步

复筛!表
!

#%仅
'

株乳酸菌
,/!!

+

-/&

+

-/%1

表现出较高的

植酸酶活性%其中
-/%1

菌株的植酸酶活性最高%其胞外

酶与胞内酶活性分别为
%?'2

%

"?'"d

(

4-

%与
,5F545<

((!

开发应用
O3\3-N[Q3VB R )[[-US)BUNV

总第
!'!

期
"

!"!%

年
!

月
"



图
%

!

-/%1

植酸钙水解圈

.6

8

>F@%

!

-/%1

J

;

G

D5D@=57=6>4;

G

AFE7

G

I6IF6<

8

表
%

!

乳酸菌的透明圈与菌落直径比h

B5C7@%

!

BF5<I

J

5F@<D=6F=7@5<A=E7E<

G

A654@D@FF5D6E

96D;A6KK@F@<D-)(

菌株
J

(

=4 @

(

=4 J

(

@

,/%' %?!$i"?"' "?2"i"?"& !?%'i"?"1

,/%2 %?"&i"?"' "?2&i"?"! %?2!i"?"*

,/!! %?'2i"?"* "?2"i"?"! !?!2i"?"&

,/!' %?%*i"?"* "?2&i"?"1 %?$!i"?%$

-/& %?22i"?"! "?2*i"?"* !?*2i"?%1

-/%1 %?##i"?"' "?2!i"?"* !?$*i"?!%

-/!" %?"2i"?"2 "?2*i"?"2 %?2'i"?%1

!

h

!

J

为透明圈直径%

@

为菌落直径&

表
!

!

乳酸菌的植酸酶酶活比较h

B5C7@!

!

SE4

J

5F6IE<EK

J

;

G

D5I@@<:

G

4@5=D6H6D6@I

EKA6KK@F@<D-)( d

%

4-

菌株 胞外 胞内

,/!! "?#&i"?"!

5

"?%*i"?"&

C

-/& "?1%i"?"&

C

"?"#i"?"!

5

-/%1 %?'2i"?"*

=

"?'"i"?"!

=

!!!!

h

!

小写字母不同表示差异显著!

[

%

"?"*

#&

等)

&

*的数百株乳酸菌及酵母菌相比%该菌株的植酸酶活

性更高%表明
-/%1

具备高产植酸酶特点&胞外植酸酶可

与面团中的植酸直接接触%更利于植酸的降解)

!%

*

&

!!

鉴于
-/%1

的植酸酶活力最高%因此将其作为目标菌

株进行后续试验&

-/%1

在
QW+

固体平板上呈乳白色扁

平圆形%其边缘整齐+表面平滑且带有光感!见图
!

#%具有

典型的乳酸菌菌落特征&此外%同源性比对结果!图
'

#表

明该菌株
-/%1

为乳酸片球菌%登录号为
,b*$"&!$?%

&

图
!-/%1

菌落形态及镜检

.6

8

>F@!

!

SE7E<

G

4EF

J

;E7E

8G

5<A46=FEI=E

J

6=

@L546<5D6E<EK-/%1

&

%"""̀

'

!?!

!

单因素试验

由图
&

可知%提高面团的
OX

值能够显著降低植酸含

量&这是因为较高的水分有利于菌株的生长代谢与相应

酶的合成)

!!

*

&酸面团中的植酸含量随接种量及发酵温度

的提高先减少后增加%当接种量为
1P

%发酵温度为
'#

"

&&g

时%更有利于植酸的降解&这可能是由于低接种量

无法使目标菌株成为优势菌群%而过高的接种量会导致

体系过度酸化%抑制植酸酶的活性)

!'

*

&此外%发酵温度也

是影响乳酸菌生长代谢及酶活的重要因素%但试验得出

的最适温度与
T>4@F

等)

!&

*的研究结果有所差异&初始

J

T

值对植酸降解水平没有显著影响&

!?'

!

响应面分析

!?'?%

!

拟合模型的建立及显著性检验
!

在单因素试验基

础上%选用响应面法对黑豆酸面团发酵工艺条件进行优

化&利用
O@I6

8

</3L

J

@FD$?"?2

软件的
(EL/(@;@<a@<

试验

设计%以
OX

值+接种量+发酵温度为响应变量%以植酸含

量为响应值进行数据拟合&响应面试验因素水平编码表

见表
'

%

(EL/(@;<a@<

试验设计及结果见表
&

&

!!

对表
&

进行多元回归拟合%得到多元回归方程"

N]'?&#_"?%#8 _"?"&1T_"?'%I_"?!!8T_

"?&&8I_"?%!TI_"?#$8

!

_"?'2T

!

_"?&2I

!

& !

%

#

由表
*

可知%方程中的一次项
)

对黑豆酸面团中植

酸含量的影响显著!

[

%

"?"*

#%一次项
S

+交互项
)S

及二

次项
)

!

+

(

!

+

S

!对黑豆酸面团中植酸含量的影响极显著

!

[

%

"?"%

#&回归模型的
?

值为
%#?''

!

[

%

"?"%

#%表明该

数学模型选择恰当$失拟项
?

值为
%?!'

!

[

#

"?"*

#%说明

失拟项差异不显著%试验无失拟项因素存在%进一步说明

模型拟合度良好&拟合方程的决定系数
Q

!达到
"?1*#"

%

图
'

!

高产植酸酶乳酸菌系统发育树

.6

8

>F@'

!

-5=D6=5=6AC5=D@F6596D;;6

8

;

G

6@7A

J

;

G

D5I@

J

;

G

7E

8

@<@D6=DF@@

)(!

"

\E7?'#

"

VE?!

曹伟超等!高产植酸酶乳酸菌及其黑豆酸面团发酵低植酸营养面包研究



图
&

!

各因素对黑豆酸面团植酸含量的影响

.6

8

>F@&

!

3KK@=DIEKA6KK@F@<DK5=DEFIE<

J

;

G

D5D@=E<D@<DEKC75=aC@5<IE>FAE>

8

;

表
'

!

因素水平编码表

B5C7@'

!

SEA6<

8

EKK5=DEFI5<A7@H@7I

水平
)OX

值
(

发酵温度(
g S

接种量(
P

Y% !*" '" 2

" '"" '# 1

% '*" && %!

表
&

!

(EL/(@;<a@<

试验设计及结果

B5C7@&

!

3L

J

@F64@<D57I=;@4@5<AF@I>7DIEK

(EL/(@;<a@<A@I6

8

<

试验号
) ( S

植酸(!

4

8

.

8

Y%

#

% Y% Y% " &?&'

! % Y% " &?**

' Y% % " &?!!

& % % " *?!!

* Y% " Y% &?#*

2 % " Y% '?11

# Y% " % &?**

$ % " % *?*2

1 " Y% Y% &?%*

%" " % Y% '?$$

%% " Y% % &?&2

%! " % % &?22

%' " " " '?!2

%& " " " '?'$

%* " " " '?'$

%2 " " " '?#2

%# " " " '?**

表
*

!

回归模型的方差分析及显著性检验h

B5C7@*

!

)<57

G

I6IEKH5F65<=@5<AI6

8

<6K6=5<=@D@IDEK

F@

8

F@II6E<4EA@7

方差来源 平方和 自由度 均方
?

值
[

值

模型
2?&# 1 "?#! %#?'' "?"""*

''

) "?!' % "?!' *?22 "?"&1"

'

( "?"! % "?"! "?&2 "?*!"%

S "?#2 % "?#2 %$?!& "?""'#

''

)( "?%1 % "?%1 &?2# "?"2#*

)S "?#$ % "?#$ %$?$1 "?""'&

''

(S "?"2 % "?"2 %?'' "?!$2'

)

!

!?*# % !?*# 2!?%" "?"""%

''

(

!

"?*& % "?*& %!?1& "?""$$

''

S

!

"?1% % "?1% !%?1% "?""!'

''

残差项
"?!1 # "?"&

((((((((((((((((((((((

失拟项
"?%& ' "?"* %?!' "?&"#%

纯误差
"?%* & "?"&

总和
2?#2 %2

!

h

!

Q

!

]"?1*#"

%

Q

!

)A

e

]"?1"%$

$

''

表示差异极显著!

[

%

"?"%

#%

'

表示差异显著!

[

%

"?"*

#&

说明模型能解释
1*?#"P

的响应值的变化%校正系数

Q

!

)A

e

]"?1"%$

%说明拟合值与试验值相关性较高$故确定

该二次回归方程可用于优化黑豆酸面团的发酵条件并对

植酸含量的变化进行预测&

!?'?!

!

响应面分析
!

由图
*

可知%面团得率!

OX

#与接种

量的响应面倾斜度最大%表明两者对植酸含量的影响更

*)!

开发应用
O3\3-N[Q3VB R )[[-US)BUNV

总第
!'!

期
"

!"!%

年
!

月
"



图
*

!

各因素交互作用对植酸含量的影响

.6

8

>F@*

!

U<D@F5=D6H@@KK@=DIEKK5=DEFIE<D;@=E<D@<DEK

J

;

G

D6=5=6A

加显著&而发酵温度与面团得率!

OX

#对应的等高线更

偏向于呈椭圆形%说明两者间的交互作用最为强烈&相

反%接种量与发酵温度间的交互效应最弱%其对植酸含量

的影响程度也最小&

!?'?'

!

实验验证
!

由
O@I6

8

</3L

J

@FD$?"?2

软件得出黑豆

酸面团的最佳发酵条件为
OX

值
!11?%#

+发酵温度

'2?1'g

+接种量
$?"&P

%此时植酸含量为
'?&%*4

8

(

8

&

考虑到实际操作的可行性%将最佳发酵工艺调整为"

OX

值
'""

+发酵温度
'# g

+接种量
$P

&在此条件下进行

'

次验证实验%所得黑豆酸面团中植酸含量为
'?&!&4

8

(

8

与理论值相近%说明采用响应面设计得到的工艺参数真

实可信%具有指导意义&

!?&

!

黑豆酸面团发酵过程中的菌株生长曲线比较

由图
2

可知%两株乳酸菌的初始菌落总数均为

#?%7

8

!

S.d

(

8

#左右%相比于无停滞期的
,/%!

%

-/%1

经过

短暂停滞期后进入对数增长期%说明
,/%!

对黑豆基质的

适应能力较强&而进入稳定期后%

-/%1

的菌落总数

)

$?#7

8

!

S.d

(

8

#*略高于
,/%!

的)

$?*7

8

!

S.d

(

8

#*%说明

-/%1

在发酵后期更加适应黑豆酸面团体系&

T544@I

等)

!*

*认为发酵过程中酸面团体系内的微生物群体将趋于

相对 稳 定 状 态%其 中 乳 酸 菌 的 菌 落 总 数 约 为
$

"

17

8

!

S.d

(

8

#%与试验结果一致&

图
2

!

黑豆酸面团发酵过程中菌株生长曲线

.6

8

>F@2

!

B;@

8

FE9D;=>FH@EKIDF56<A>F6<

8

K@F4@<D5D6E<

EKC75=aC@5<IE>FAE>

8

;

!?*

!

黑豆酸面团发酵过程中
J

T

和
BB)

的变化

由图
#

可知%乳酸片球菌
-/%1

的产酸能力稍强于

,/%!

%且两者的酸化趋势无明显差异&发酵初期%黑豆酸

面团体系的酸化速度较为缓慢%直至第
*;

后
J

T

出现跃

变并最终稳定在
&?%

左右&

J

T

的降低是乳酸菌在生长过

程中合成多种有机酸的作用结果)

!2

*

%与试验中的酸化曲

线大体相符&此外%酸化现象被视为酸面团发酵过程中

最重要的技术特征之一%适宜的酸化有利于改善面包品

质&

(>AAF6=a

等)

%2

*认为酸面团体系的最适
J

T

为
'?*

"

&?'

%与试验中面团的酸化程度相近%表明两株乳酸菌具备

可应用性&

!?2

!

黑豆酸面团发酵前后的抗营养因子含量

由表
2

可知%乳酸菌发酵能够有效降解体系中的抗营

养因子%相比于发酵前的植酸含量%采用
-/%1

+

,/%!

发酵的

黑豆酸面团其植酸含量分别降低了
2!?#"P

%

'#?$&P

%说明

-/%1

对植酸的降解作用更强%该降解率也优于
,5F545<

等)

&

%

!#Y!$

*的研究结果%这进一步表明
-/%1

具备高产植酸酶

的特性&棉子糖+缩合单宁含量经
-/%1

发酵后分别降低了

'*?!1P

%

!*?2%P

%但与植酸降解率相比仍有较大差距%说

明乳酸片球菌
-/%1

具有特定降解植酸的功能作用&抗营

养因子的降解主要源于酸性环境下激活的植酸酶及菌株

生长代谢过程中合成的微生物酶)

!1

*

&

图
#

!

黑豆酸面团发酵过程中
J

T

和
BB)

的变化
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表
2

!

黑豆酸面团发酵前后的抗营养因子含量h
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样品
植酸(

!

4

8

.

8

Y%

#

棉子糖(

!

%"

Y!

8

.

8

Y%

#

缩合单宁(

!

%"

Y!

8

.

8

Y%

#

发酵前
1?%#i"?%*

=

"?'&i"?"'

C

%'?&#i"?!1

C

-/%1

发酵
'?&!i"?%%

5

"?!!i"?"&

5

%"?"!i"?%'

5

,/%!

发酵
*?#i?"?%1

C

"?!&i"?"'

5

1?$$i"?%%

5

!

h

!

小写字母不同表示差异显著!

[

%

"?"*

#&

!?#

!

黑豆酸面团中的多肽分子量分布

研究酸面团发酵过程中黑豆蛋白经酶解释放的具有

生物学功能多肽)

'"

*分子量变化具有重要意义&由表
#

可

知%黑豆酸面团中的多肽分为
$

种不同的分子量水平%其

中分子量处于
*"

"

!"""O5

的小分子活性肽在两种酸面

团中分别占
*%?&#P

%

&*?"#P

%这是因为乳酸片球菌
-/%1

产生的植酸酶降低了黑豆基质中的植酸含量%从而避免

了体系中的其他蛋白酶系与其发生非特异性结合而失

活)

'%

*

%使黑豆蛋白水解程度得到了提升%因此乳酸片球菌

-/%1

有助于改善黑豆酸面团面包的营养特性&

!?$

!

面包产品的感官评定

由图
$

可知%两种酸面团面包的整体可接受度较

高%

-/%1

黑豆酸面团面包的品质!

#?$

#优于对照组
,/%!

表
#

!

发酵后黑豆酸面团中的多肽分子量分布
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菌株
保留时

间(
46<

数均分

子量(
O5

重均分

子量(
O5

峰位分

子量(
O5

峰面积百

分比(
P

-/%1
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面包感官评定
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!

#?&

#%而未经发酵的黑豆面包最不易被接受&研究)

'!

*表

明%酸面团技术对外加豆类蛋白面包的品质具有改善作

用%与试验结果相似&其中植酸含量的降低是改善面包

品质的重要因素之一%是由于植酸干扰面团面筋网络的

形成)

''

*

%从而影响面包品质&

'

!

结论
研究表明%试验筛选的乳酸片球菌

-/%1

具有高产植

酸酶的功能特性%利用该菌株作为发酵剂制作的黑豆酸

面团有利于改善面包的营养及感官品质&黑豆基质中%

乳酸片球菌
-/%1

生长良好+酸化程度适当&经发酵后%

黑豆中的多种抗营养因子得到有效降解%其中植酸的降

解程度尤为显著&此外%乳酸片球菌
-/%1

有助于黑豆蛋

白水解以释放出小分子活性肽&感官方面%黑豆酸面团

面包
-/%1

的整体可接受度最高%具有良好的烘焙特性&

植酸的降解率仅是反映面包营养价值改善的其中一个指

标%试验并未涉及其他相关营养指标的评价%有待进一步

探究&
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