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低致敏蛋白Ａｒａｈ１复合益生菌发酵

花生乳制备工艺优化
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摘要：目的：研制低致敏复合乳酸菌发酵花生乳。方法：

利用试剂盒测定不同品种花生中的粗蛋白含量及Ａｒａｈ１

含量，选取Ａｒａｈ１含量最低的花生品种制作发酵乳；以

接菌量、接菌种类、发酵时间及糖添加量为考察因素，

Ａｒａｈ１含量为测定结果，采用响应面法优化致敏蛋白

Ａｒａｈ１含量下降最多的发酵花生乳制备工艺；制作复合

益生菌发酵花生乳，并对产品的口感、组织状态和风味进

行感官评价。结果：当接菌量为４％、接种嗜热链球菌和

保加利亚乳杆菌、发酵４ｈ、糖添加量为６％时，发酵花生

乳中的主要过敏原Ａｒａｈ１减少７０％，含量为４８μｇ／ｇ，且

感官评分达到８０分。结论：经工艺优化获得了致敏蛋白

Ａｒａｈ１含量低，凝乳效果好，口味怡人的复合益生菌发

酵花生制品。

关键词：花生；Ａｒａｈ１；响应面；复合益生菌；发酵
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花生价格低廉、营养丰富。然而，花生中的过敏蛋白

是重要的过敏源会引发严重的食物过敏［１］，是当今世界

上重大公共卫生问题之一。花生主要的过敏源为Ａｒａｈ１、

Ａｒａｈ２、Ａｒａｈ３等，其中花生过敏蛋白 Ａｒａｈ１含量最

高，且具有耐酶性、热稳定性高和极强致敏性等特点［２］，

成为花生脱敏的难点。

传统的花生脱敏方法包括高压、酶解、发酵、水煮等。

研究［３］表明，高压蒸汽处理可以降低花生过敏源含量，烤

花生仁经高压蒸汽处理３０ｍｉｎ，可显著降低过敏源与ＩｇＥ

的结合能力，达到脱敏效果，但是此过程能耗高、设备昂

贵。酶解法是一种有效降低花生过敏源的方法，但是酶

处理成本高，特异性差。相比之下，发酵法兼具酶解法的

优点，同时成本低廉，特异性要求不高。有研究［４］表明，

益生菌发酵能有效降低花生中致敏蛋白Ａｒａｈ１和Ａｒａｈ２
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含量。但是，目前关于乳酸菌发酵降低花生致敏性的报

道较少。有研究［５］表明，纳豆芽孢杆菌和乳酸菌联合发

酵会降低花生的致敏性。水煮法是一种常用的花生脱敏

方法，花生在１００℃水煮５ｍｉｎ后其中的Ａｒａｈ１二级结

构发生部分缺失，从而降低致敏性，是一种方便快速的脱

敏方法［６］。然而，水煮后的花生口感发生变化，水煮法脱

敏普遍适用于生产低致敏花生食品。研究拟选择复合乳

酸菌发酵法与水煮法结合，将新型花生脱敏方法与常用

的花生脱敏方法结合，研制一款低致敏复合乳酸菌发酵

花生乳，旨在丰富花生制品的种类和利用价值，为口服免

疫疗法食物载体［７］和花生过敏患者食用的花生制品研制

提供依据。

１　材料与方法
１．１　材料与设备

花生：吉花３、吉花４、吉花１１、吉花２３、吉花２４、吉花

２５、吉花２６、吉花２８、吉花２９、吉花３３、双辽四粒红、扶余

四粒红，吉林省农业科学院；

嗜热链球菌、保加利亚乳杆菌：陕西米先尔生物科技

有限公司；

丙酮、ＮａＣｌ：分析纯，上海阿拉丁生化科技股份有限

公司；

ＴｒｉｓＨＣｌ缓冲液、ＰＢＳ缓冲液：北京索莱宝科技有限

公司；

花生Ａｒａｈ１蛋白ＥＬＩＳＡ检测试剂盒：上海钦诚生物

科技有限公司；

磁力搅拌器：ＨＪ６型，江苏省金坛市荣华仪器制造有

限公司；

高速冷冻离心机：ＣＲ２１ＧⅡ 型，日立（中国）有限

公司；

恒温水浴锅：ＨＨ２型，常州朗越制造有限公司；

超净工作台：ＶＳ８４０Ｋ（Ｕ）／１３００Ｌ（Ｕ）型，安泰科技

股份有限公司；

超声波清洗机：ＫＱ５２００ＤＶ型，昆山市超声仪器有

限公司；

恒温培养箱：ＤＨＰ９０５２型，上海呈科技实验仪器有

限公司；

多功能酶标仪：ｉＭａｒｋ型，伯乐生命医学产品（上海）

有限公司。

１．２　方法

１．２．１　花生水分含量测定　按 ＧＢ５００９．３—２０１６执行。

１．２．２　花生过敏源含量测定　剔除花生中坏籽，称取新

鲜花生５ｇ，剥去红衣，研磨成粉末，将花生粉末与丙酮按

犿花生粉末∶犞丙酮为１∶１０（ｇ／ｍＬ）混合，４℃搅拌脱脂２ｈ，

４℃、９０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，去掉上层清液，重复脱脂

两次后将沉淀物于通风柜中自然风干。将脱脂花生粉末

与 ＰＢＳ 缓 冲 液 （ｐＨ ８．０）按 犿花生粉末 ∶犞缓冲液 为 １∶

１０（ｇ／ｍＬ）混合，６０℃震荡１５ｍｉｎ，４℃、９０００ｒ／ｍｉｎ离

心１０ｍｉｎ，收集上清液即为花生蛋白粗提液
［８］。用Ａｒａｈ１

过敏源试剂盒测定其过敏源含量［９］。

发酵花生乳蛋白提取：参照文献［１０－１２］略作修改，

将花生乳与ＰＢＳ缓冲液（ｐＨ８．０），按犿花生乳 ∶犞缓冲液 为

１∶１０（ｇ／ｍＬ）混合，６０℃超声水浴１５ｍｉｎ，１５０００ｒ／ｍｉｎ

离心３０ｍｉｎ，取上清液。用Ａｒａｈ１过敏源试剂盒测定其

过敏源含量。

１．２．３　单因素试验

（１）发酵花生乳制备流程：

脱壳剥皮花生磨碎→加水、加糖煮沸１５ｍｉｎ→９５℃

水浴灭菌１５ｍｉｎ→晾凉→接菌→发酵→冷藏后熟

（２）固定接菌量为２％、接菌种类为嗜热链球菌、发

酵时间为４ｈ、糖添加量为６％，发酵温度４３℃。分别考

察糖添加量（４％，５％，６％，７％，８％）、接菌种类（嗜热链

球菌、保加利亚乳杆菌、犿嗜热链球菌∶犿保加利亚乳杆菌为１∶１复

合，犿嗜热链球菌 ∶犿保加利亚乳杆菌 为 １∶２ 复合，犿嗜热链球菌 ∶

犿保加利亚乳杆菌为２∶１复合）、接菌量（２％，３％，４％，５％，

６％），发酵时间（２，４，６，８，１０ｈ）对 Ａｒａｈ１降低率的

影响［１３－１６］。

１．２．４　响应面试验　根据单因素试验，选取发酵时间、糖

添加量和接菌量为因素，以Ａｒａｈ１降低率为响应值进行

三因素三水平响应面试验，优化低致敏蛋白Ａａｒｈ１含量

的发酵花生乳最佳工艺参数。

１．２．５　感官评价　根据响应面试验结果制作低致敏发酵

花生乳，选择１０位具有酸奶品评经验的人员根据产品的

口感、组织状态和风味按表１进行综合评审，取平均值。

１．２．６　统计分析　所有样品平行测定３次，用Ｇｒａｐｈｐａｄ

８绘图并进行显著性分析。

表１　益生菌花生发酵乳的感官评价标准

Ｔａｂｌｅ１　Ｓｅｎｓｏｒｙｅｖａｌｕａｔｉｏｎｃｒｉｔｅｒｉａｏｆｐｒｏｂｉｏｔｉｃ

ｐｅａｎｕｔｆｅｒｍｅｎｔｅｄｍｉｌｋ

指标 评价标准 分值

口感　　 酸甜适宜，细腻滑润 ３０～４０

酸甜适中，较细腻 ２０～２９

酸甜度失调，不细腻 １０～１９

组织状态 凝乳均匀，无气泡，不分层 ２０～３０

有较好的风味，凝乳较均匀，无气泡，少

量但分层不显著

１０～１９

凝乳不均匀，有气泡，分层显著 １～９

风味　　 具有良好的花生和酸奶混合风味 ２０～３０

花生和酸奶风味基石协调或某一风味

浓郁
１０～１９

风味不佳或不协调 １～９
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２　结果与分析
２．１　花生水分含量

影响花生食品口感的因素较多，例如花生与水分添

加比例［１７］，花生粒径大小［１８］，花生的原料特性，包括水

分、脂肪、蛋白质［１９］等。由图１可知，所有品种的花生水

分含量不超过５ｇ／１００ｇ，表明晾晒充分，不会对发酵乳口

感产生影响。不同品种的花生水分含量存在差异，水分

含量最高和水分含量最低组之间呈极显著差异（犘＜

０．００１），７号和８号之间无显著性差异，是由于花生中的

水分含量受产地、品种等因素影响［２０］，由此可见，通过调

整花生的种植方式及花生品种的选择会改变花生水分含

量从而进一步利于加工和贮藏。

１～１２号分别代表吉花３、吉花４、吉花１１、吉花２３、吉花２４、吉花

２５、吉花２６、吉花２８、吉花２９、吉花３３、双辽四粒红、扶余四粒红；

为犘＜０．００１；ｎｓ为犘＞０．０５

图１　不同花生品种水分含量

Ｆｉｇｕｒｅ１　Ｍｏｉｓｔｕｒｅｃｏｎｔｅｎｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐｅａｎｕｔｖａｒｉｅｔｉｅｓ

２．２　花生过敏源含量

由图２可知，不同品种的花生蛋白质量浓度为５．５～

１３ｍｇ／ｍＬ，最高与最低含量存在极显著性差异（犘＜

０．０１），２号与３号等花生之间蛋白含量无差异。这与童

１～１２号分别代表吉花３、吉花４、吉花１１、吉花２３、吉花２４、吉花

２５、吉花２６、吉花２８、吉花２９、吉花３３、双辽四粒红、扶余四粒红；

为犘＜０．００１；ｎｓ为犘＞０．０５

图２　不同花生品种的蛋白浓度

Ｆｉｇｕｒｅ２　Ｐｒｏｔｅｉｎｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｐｅａｎｕｔｖａｒｉｅｔｉｅｓ

芳［１５］的研究结果一致，花生蛋白质含量会影响发酵花生

乳的凝胶强度、咀嚼性、黏性等，进一步可能会影响货架

期等。同时，在不同的花生蛋白饮品研究中，最佳感官评

价的花生饮品花生蛋白添加比例不同［２１］。

　　由于过敏蛋白Ａｒａｈ１、Ａｒａｈ２、Ａｒａｈ３、Ａｒａｈ６在

花生中含量高且致敏性较强，被认为是４种主要的花生

过敏源［２２］，Ａｒａｈ１含量最高，是最主要的过敏源
［２３］。花

生的过敏蛋白含量与花生蛋白质量浓度呈正相关，Ａｒａｈ１

约占花生总蛋白的１２％～１６％
［２４］。由图３可知，不同品

种花生过敏蛋白Ａｒａｈ１含量为１．９～５ｍｇ／ｇ，Ｙｕ等
［１０］

测得弗吉尼亚花生中过敏蛋白Ａｒａｈ１含量为５．３ｍｇ／ｇ，

Ｐｏｍéｓ等
［１２］测得不同品种花生中过敏蛋白 Ａｒａｈ１含量

为０．５～１５ｍｇ／ｇ，与试验结果相同。６号花生的 Ａｒａｈ１

含量最低。

１～１２号分别代表吉花３、吉花４、吉花１１、吉花２３、吉花２４、吉花

２５、吉花２６、吉花２８、吉花２９、吉花３３、双辽四粒红、扶余四粒红；

为犘＜０．０５；为犘＜０．００１

图３　不同花生品种中过敏源Ａｒａｈ１含量

Ｆｉｇｕｒｅ３　ＡｌｌｅｒｇｅｎＡｒａｈ１ｃｏｎｔｅｎｔｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｐｅａｎｕｔｖａｒｉｅｔｉｅｓ

２．３　单因素试验

由图４（ａ）、图４（ｂ）可知，当发酵时间为４ｈ、接菌量为

４％时，Ａｒａｈ１含量减少最多，可能是因为发酵时间和接

菌量的变化会影响益生菌发酵产生的蛋白酶活力，导致

花生蛋白分解数量和速率改变，进而影响 Ａｒａｈ１含

量［１３］。当接菌量为４％时，Ａｒａｈ１含量与接菌量２％，

３％的无差异，但与接菌量５％，６％的差异显著（犘＜

０．０５）。因此，选择发酵时间２，４，６ｈ，接菌量为２％，４％，

６％进行后续响应面试验
［１７］。

由图４（ｃ）可知，当糖添加量为６％时，Ａｒａｈ１含量减

少最多，与童芳［１５］的研究相似，可能是由于糖的增加抑制

了益生菌发酵，降低了分解Ａｒａｈ１的能力。由图４（ｄ）可

知，当犿嗜热链球菌∶犿保加利亚乳杆菌 为１∶１复合时，能降低花

生乳中Ａｒａｈ１含量，且效果比单一菌株和其他比例的复

合菌好。两种益生菌同时发酵可起到协同作用，共同

降低花生与ＩｇＥ的结合能力，从而达到降低过敏性的效
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Ａ为嗜热链球菌；Ｂ为保加利亚杆菌；Ｃ为犿嗜热链球菌∶犿保加利亚杆菌 为１∶１复合；Ｄ为犿嗜酸乳杆菌∶犿保加利亚杆菌为 为１∶２复合；Ｅ为

犿嗜酸乳杆菌∶犿保加利亚杆菌为２∶１复合

图４　各因素对Ａｒａｈ１降低率的影响

Ｆｉｇｕｒｅ４　ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｆａｃｔｏｒｓｏｎＡｒａｈ１ｒｅｄｕｃｔｉｏｎｒａｔｅ

果［１３］，同时，不同种类益生菌所产生的蛋白酶活力不同也

会影响试验效果。因此，选择糖添加量５％，６％，７％，

犿嗜热链球菌∶犿保加利亚乳杆菌为１∶１进行后续响应面试验。

２．４　响应面试验

２．４．１　模型建立与方差分析　根据单因素试验，选取发

酵时间、糖添加量和接菌量为因素，以 Ａｒａｈ１降低率为

响应值进行三因素三水平响应面试验，各因素水平见

表２，试验设计及结果见表３。

利用ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ８．０．６软件拟合分析，得出过敏蛋

白Ａｒａｈ１降低率与Ａ、Ｂ、Ｃ三因素的回归方程为：

犢＝６８．６４＋１．８５犃＋０．８８犅－０．８１犆－０．２５犃犅－

１．２２犃犆＋０．５８犅犆－５．２７犃２－６．５８犅２－４．７８犆２。 （１）

　　由表４可知，模型犘＜０．０００１，极显著；失拟项犘＞

０．０５，不显著，说明失拟误差小，该试验结果与模型拟合度

高。犚２为０．９８４８，犚２Ａｄｊ为０．９６５３，说明试验模型误差较

表２　益生菌发酵花生乳响应面优化试验设计

Ｔａｂｌｅ２　Ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎｏｆｒｅｓｐｏｎｓｅｓｕｒｆａｃｅｏｆｐｅａｎｕｔ

ｍｉｌｋｆｅｒｍｅｎｔｅｄｂｙｐｒｏｂｉｏｔｉｃｓ

水平 Ａ发酵时间／ｈ Ｂ糖添加量／％ Ｃ接菌量／％

－１ ２ ４ ２

０ ４ ６ ４

１ ６ ８ ６

表３　发酵花生乳中Ａｒａｈ１含量响应面优化试验结果

Ｔａｂｌｅ３　ＲｅｓｐｏｎｓｅｓｕｒｆａｃｅｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎｏｆＡｒａｈ１

ｃｏｎｔｅｎｔｉｎｆｅｒｍｅｎｔｅｄｐｅａｎｕｔｍｉｌｋ

试验号 Ａ Ｂ Ｃ Ａｒａｈ１降低率／％

１ ０ ０ ０ ６７．３４

２ １ ０ －１ ６２．１５

３ ０ １ －１ ５９．２３

４ １ ０ １ ５８．６２

５ ０ ０ ０ ６８．４５

６ ０ －１ １ ５４．１８

７ ０ ０ ０ ６９．２９

８ －１ ０ １ ５７．４６

９ ０ ０ ０ ６９．９８

１０ －１ －１ ０ ５４．３５

１１ －１ ０ －１ ５６．１３

１２ ０ ０ ０ ６８．１２

１３ －１ １ ０ ５５．４３

１４ ０ １ １ ５８．２６

１５ ０ －１ －１ ５７．４７

１６ １ －１ ０ ５８．６５

１７ １ １ ０ ５８．７３
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小，结果均在合理范围内。一次项系数的绝对值排列为

Ａ＞Ｂ＞Ｃ，说明过敏蛋白Ａｒａｈ１降低率受发酵时间影响

最大，受接菌量的影响最小。一次项 Ａ、交互项 ＡＣ和二

次项Ａ２、Ｂ２、Ｃ２对Ａｒａｈ１降低率影响极显著（犘＜０．０１），

一次项Ｂ对Ａｒａｈ１降低率影响显著（犘＜０．０５）。

２．４．２　响应面分析　由图５可知，发酵时间与糖添加量

和接菌量的相互作用效果大于糖添加量和接菌量的，发

酵时间、接菌量、糖添加量在中间数值时对 Ａｒａｈ１降低

率影响最大，与方差分析的结果相符。

２．４．３　验证实验　根据响应面模型优化出的最佳条件组

合为发酵时间４．３７ｈ、糖添加量６．１２％、接菌量３．７９％，此

时过敏蛋白Ａｒａｈ１减少６８．９％，含量为４７．３５μｇ／ｇ。考

虑到实际可操作性，选择发酵时间４ｈ、糖添加量６％、接

菌量３％，验证该工艺参数，此时过敏蛋白 Ａｒａｈ１减少

７０％，含量为４８μｇ／ｇ，与此模型得出的预测值无显著差

异，证明此模型有效。有研究［１２］对市面上花生制品

Ａｒａｈ１含量进行检测，花生酱Ａｒａｈ１含量为１８８．５μｇ／ｇ，

花生三明治Ａｒａｈ１含量为１００～１５０μｇ／ｇ，其含量是花

生发酵乳的２倍以上。

表４　Ａｒａｈ１降低率响应面试验数据结果的方差分析


Ｔａｂｌｅ４　ＡｎｏｖａａｎａｌｙｓｉｓｏｆＡｒａｈ１ｒａｔｅｒｅｄｕｃｔｉｏｎ

ｒｅｓｐｏｎｓｅｓｕｒｆａｃｅｔｅｓｔｒｅｓｕｌｔｓ

差异来源 平方和 自由度 均方差 犉 值 犘 值 显著性

模型 ４８６．４４ ９ ５４．０５ ５０．４１ ＜０．０００１ 

Ａ ２７．３１ １ ２７．３１ ２５．４７ ０．００１５ 

Ｂ ６．１３ １ ６．１３ ５．７１ ０．０４８２

Ｃ ５．２２ １ ５．２２ ４．８７ ０．０６３２

ＡＢ ０．２５ １ ０．２５ ０．２３ ０．６４３９

ＡＣ ５．９０ １ ５．９０ ５．５１ ０．０１５３ 

ＢＣ １．３５ １ １．３５ １．２６ ０．２９９５

Ａ２ １１６．９６ １ １１６．９６ １０９．０９ ＜０．０００１ 

Ｂ２ １８２．０５ １ １８２．０５ １６９．８１ ＜０．０００１ 

Ｃ２ ９６．０２ １ ９６．０２ ８９．５６ ＜０．０００１ 

误差 ７．５０ ７ １．０７


失拟误差 ３．２９ ３ １．１０ １．０４ ０．４６５２

纯误差 ４．２１ ４ １．０５

总和 ４９３．９４ １６

　　为差异极显著（犘＜０．０１）；为差异显著（犘＜０．０５）；

犚２＝０．９８４８；犚２Ａｄｊ＝０．９６５３。

图５　两两因素交互的等高线图和３Ｄ图

Ｆｉｇｕｒｅ５　Ｃｏｎｔｏｕｒｐｌｏｔａｎｄ３Ｄｐｌｏｔｏｆｔｈｅｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎｔｗｏｆａｃｔｏｒｓｉｎｔｈｅｒｅｓｐｏｎｓｅｓｕｒｆａｃｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｍｏｄｅｌ

２．５　感官评价

由图６可知，最佳条件下制作的发酵花生乳感官评

分为８０，且低致敏复合益生菌发酵花生乳质地良好，花生

香气较协调，酸甜适中。研究表明，加入不同比例的牛乳

或脱脂乳粉进行发酵会影响花生发酵乳的风味物质、黏

性和持水力等［１０，２２－２５］，加入ＤＨＡ制作发酵花生乳可增

加其蛋白质含量［１２］，加入芹菜汁可增加发酵花生乳的独

特风味［２６］。

３　结论
研究表明：复合益生菌发酵花生乳可以很好地降低

花生的主要过敏源Ａｒａｈ１含量，最佳的工艺条件为发酵

时间４ｈ，接菌量４％、糖添加量６％、接菌嗜热链球菌和

保加利亚乳杆菌，此条件下主要过敏源Ａｒａｈ１含量降低

７０％，含量为４８μｇ／ｇ。成品感官评价效果好，有良好的
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图６　感官评价热图

Ｆｉｇｕｒｅ６　Ｓｅｎｓｏｒｙｅｖａｌｕａｔｉｏｎｈｅａｔｍａｐ

发酵乳风味。后续可对花生发酵乳进行功能性研究，检

测发酵完成的花生乳中乳酸菌总量，验证抗氧化等功能

特性，为口服免疫疗法食物载体和花生过敏患者食用的

花生制品提供依据，为进一步工业化生产提供思路。
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