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植物乳杆菌发酵桑葚酵素工艺优化及质量评价
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摘要:目的:解决新鲜桑葚难以保存的问题,将新鲜桑葚

制成桑葚酵素.方法:以新鲜桑葚汁为原料,植物乳杆菌

为生产菌种,总酚含量为评价指标,通过单因素试验结合

响应面试验优化了植物乳杆菌桑葚酵素的发酵工艺,并

对桑葚酵素的理化、微生物及感官质量指标进行评价.
结果:优化后发酵工艺条 件 为 发 酵 时 间４０h、发 酵 温 度

３２℃、接种量２５％,所制得的植物乳杆菌桑葚酵素的总

酚含量达(４３．４８±０．６７)μg/mL,是未经发酵的桑葚汁的

１．６２倍,可 溶 性 固 体 物 含 量 为 ５．３６％,pH 值 为 ４．０８±
０．０１,微生物指标满足国家标准;桑葚酵素呈紫红、色泽均

匀,具有浓郁的桑葚果香和发酵的香味、无异味,酸味柔

和、风味好,有光泽、无杂质及沉淀.结论:经植物乳杆菌

发酵制得桑葚酵素的过程有生物活性物质产生,有利于

提高桑葚酵素质量.
关键词:桑葚;植物乳杆菌;桑葚酵素;总酚

Abstract: Objective: To solve the problem of difficult

preservationoffreshMulberry,freshMulberryisfermentedby
Lactobacillusplantarum toproduceMulberryJiaosu．Methods:

UsingfreshMulberryjuiceastheraw material,Lactobacillus

plantarumasstrainandtotalphenolasindex,thefermentation

processofMulberryJiaosuwasoptimizedbysinglefactortest

andresponsesurfacetest．Results:Theoptimizedfermentation

conditions were as follows:fermentation time was ４０ h,

fermentationtemperature was３２ ℃,inoculationamountwas

２５％,andthetotalphenolcontentof Mulberry Jiaosu was
(４３．４８±０．６７)μg/mL,which was１．６２timesthatofnonＧ

fermentedMulberry juice．Conclusion:Thequalityevaluation

resultsshowedthattheMulberryJiaosuhadpurpleredcolor,

uniformcolor,strong mulberryfruitaromaandfermentation

aroma,nopeculiarsmell,softsourtaste,goodflavor,lustre,no

impuritiesandprecipitation．TheindexesoftheMulberryJiaosu

meettherelevantnationalstandards．

Keywords: Mulberry; Lactobacillus plantarum; Mulberry
Jiaosu;totalphenol

桑葚是药食同源植物,含水量极高,采摘后难以长期

贮藏和运输[１].其药用价值尚未得到有效开发,常见的

桑葚干、桑葚果酱、桑葚醋、桑葚酒和桑葚茶等都是中低

端加工产品[２－３].如何拓宽桑葚的深加工技术,开发出

适合不同人群的桑葚功能食品,提升桑葚果的经济价值

将成为桑葚高附加值产业的全新发展方向.桑葚的深加

工技术仍主要依赖于微生物发酵,除了生产饮料酒和醋

等产品外,桑葚还能生产具有特定生物活性成分的酵

素[４－５].通常酵素产品富含酚类等抗氧化活性物质和维

生素等生物活性物质,具有抗氧化、抗肿瘤、降血糖、降血

压、预防慢性病与调节肠胃等功能,从而对机体的健康有

一定的帮助[６－７],其中占有率较高的果蔬酵素是以果蔬

类植物营养物质为原料,经过植物乳杆菌等乳酸菌发酵

而成,可将果蔬中原本人体不能吸收的营养成分转化为

人体能吸收的代谢产物,从而使果蔬产品的营养价值大

大提高[８].同时还有研究[９]表明,乳酸菌释放的酶类可

促进如花青素等酚类物质的转化,生成绿原酸及咖啡酸

等,此类酚类物质能够清除自由基及阻断自由基链式反

应而达到抗氧化的效果,并且该类物质也可通过微生物

代谢合成.目前未见有以桑葚为原料,植物乳杆菌为发
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酵菌种,以总酚为指标进行桑葚酵素发酵工艺优化的

报道.
研究拟以植物乳杆菌为生产菌种,以新鲜桑葚汁为

原料,以总酚为指标,通过单因素试验结合响应面试验优

化桑葚酵素的发酵工艺,并对桑葚酵素的质量进行评价,
以期为进一步拓宽农产品加工提供依据.

１　材料与方法

１．１　材料与试剂

桑葚:茂名市化州名葚园;
植物 乳 杆 菌:Lactobacillusplantarum CICC２１７９０,

广东石油化工学院生物与食品工程学院代谢控制发酵研

究室保藏;
蛋白胨、酵母粉:生化级,广东环凯微生物科技有限

公司;
氯化钠:分析纯,中国医药集团有限公司;
无水碳酸钠、９５％无水乙醇:分析纯,天津市大茂化

学试剂厂;
福林酚:分析纯,福州飞静生物技术公司;

７５％医用酒精:沈阳惠民洗消剂制造公司;
没食子酸:色谱纯,北京索莱宝科技有限公司;
氢氧化钠:分析纯,西陇化工股份有限公司.

１．２　仪器与设备

立式压力蒸汽灭菌器:LSＧ５０HD型,江阴滨江医疗设

备有限公司;
榨汁机:WJS１２２２F型,美的集团股份有限公司;
电子天平:１０００２型,杭州友恒称重设备有限公司;
双人单面垂直超净工作台:SWＧCJＧ２FD型,苏净安泰

空气技术有限公司;
卧式恒温摇床:DHZＧDA型,苏州培英实验设备有限

公司;
数显恒温水浴锅:HHＧ２型,常州天瑞仪器有限公司;
电热鼓风干燥箱:DHGＧ９１４０A 型,上海精宏实验设

备有限公司;
高速冷冻微量离心机:CF１５２４R型,上海通善生物科

技有限公司;
微机型离心机:PHSＧ３C型,杭州齐薇仪器有限公司;
紫外可见分光光度计:UVＧ５１００B型,上海元析仪器

有限公司.

１．３　方法

１．３．１　桑葚酵素发酵工艺　桑葚酵素发酵工艺主要包括

新鲜桑葚榨汁制备、菌种培养、发酵、巴氏灭菌与过滤分

装等工序.
(１)新鲜桑葚汁的制备:从化州名葚园采摘的新鲜桑

葚,用纯净水洗干净后,使用经７５％医用酒精喷洒消毒的

榨汁机将其榨汁,获得桑葚原液,无菌纱布对折４层过滤

去除桑葚碎渣,置于２L的玻璃罐中,贮藏在－２０℃冰箱

保存备用,使用前提前置于４℃冰箱解冻２４h.
(２)菌种培养:从４℃冰箱保存的种子液中,按试验

所需的 １０％ 接种量接到经高压灭菌的 LB 培养基中,

１８０r/min,３７℃进行菌种活化１０h,将活化好的菌种再

次按１０％接种量接到另一个新鲜 LB培养基,同样条件

下进行振荡培养,到菌种的对数生长期中后期(大约１６h
时)停止培养.

(３)接 种 发 酵:按 试 验 所 需 接 种 量 量 取 菌 液,

８０００r/min、４℃条件下离心１０min,弃上清液取菌体,
无菌生理盐水洗涤菌体２次得干净的菌体,将经过８０℃
巴氏灭菌的桑葚汁分装每瓶１０mL,按试验所需接入菌

种培养发酵.
(４)发酵液灭菌与过滤分装:将发酵液静置２h后,

吸取上清液在冷冻离心机８０００r/min,４℃离心１０min,
取上清液于８０℃的水浴锅中巴氏灭菌１０min,静置冷却

到室温,０．４５μm 的滤膜过滤后分装,得桑葚乳酸菌酵素

饮料.

１．３．２　单因素优化桑葚酵素发酵工艺试验

(１)发酵温度对桑葚汁发酵程度的影响:发酵温度共

设计６个水平(２８,３０,３２,３４,３６,３８ ℃),新鲜桑葚汁为

１０mL,接种 量 为 １０ mL/１００ mL,发 酵 时 间 为 ２４h,

１８０r/min摇床进行恒温振荡培养后,取样测定不同温度

下发酵液中的总酚含量.
(２)发酵时间对桑葚汁发酵程度的影响:发酵时间共

设计６个水平(１２,２４,３６,４８,６０,７２h),新鲜桑葚汁为

１０mL,接种 量 为 １０ mL/１００ mL,发 酵 温 度 为 ３０ ℃,

１８０r/min摇床进行恒温振荡培养后,取样测定不同发酵

时间下发酵液中的总酚含量.
(３)接种量对桑葚汁发酵程度的影响:接种量共设计

６个水平(５,１０,１５,２０,２５,３０mL/１００mL),新鲜桑葚汁

为 １０ mL,发 酵 时 间 为 ２４ h,发 酵 温 度 为 ３０ ℃,

１８０r/min摇床进行恒温振荡培养后,取样测定不同接种

量下发酵液中的总酚含量.

１．３．３　响应面法优化桑葚酵素发酵工艺试验　根据单因

素试 验 的 结 果 选 取 总 酚 含 量 最 高 的 ３ 个 水 平,根 据

DesignＧExpert１３软件的BoxＧbetoken中心组合设计条件

进行试验优化得出最佳的桑葚汁酵素发酵工艺条件.

１．３．４　发酵液总酚含量测定

(１)没食子酸标准曲线绘制:整个试验避光进行,在

７根干净的１０mL的具塞比色管中分别加入配制好的质

量浓度为０．１mg/mL的标准没食子酸溶液为０．００,０．２５,

０．５０,０．７５,１．００,１．２５,１．５０mL,再加入福林酚试剂１mL
和配制好的质量分数为１２％的 Na２CO３溶液２mL,超纯

水定容至具塞比色管刻度线并充分振荡摇匀,重复３个

平行组,室温下黑暗处避光反应３０min后通过紫外分光

光度计测定吸光值[１０].
(２)发酵液总酚含量测定:整个试验避光进行,经过
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预试验确定合适的稀释倍数后用超纯水稀释样品,在干

净的１０mL的具塞比色管中加入０．２５mL稀释的样品,
再加入福林酚试剂１mL和配制好的质量分数为１２％的

Na２CO３溶液２mL,超纯水定容至具塞比色管刻度线并

充分振荡摇匀,重复３个平行组,室温下黑暗处避光反应

３０min后通过紫外分光光度计测定吸光值,依据没食子

酸标准曲线确定样品中的总酚含量[１０].

１．３．５　桑葚酵素质量评价

(１)感官评定:将制备的桑葚酵素分装１０瓶于灭菌

锥形瓶中,每瓶２０mL,作为感官评定样品.参与感官评

定的人员由１０名心情平静且味觉正常的生物工程专业

学生组成,从色泽、香味、滋味、体态４个项目对桑葚酵素

进行评定.
(２)可 溶 性 固 形 物 测 定:按 GB/T １２１４３—２００８

执行.
(３)pH 值:使用PHSＧ３C型酸度计测定.
(４)微生物指标:按 GB４７８９．３—２０１６、GB４７８９．１５—

２０１６执行.

１．３．６　数据处理　没食子酸标准曲线的数据用 Excel软

件进行绘制,单因素试验数据用统计软件SPSS２２．０进行

处理与分析,响应面试验数据用 DesignＧExpert１３软件进

行处理与分析.

２　结果与分析

２．１　总酚测定的标准曲线

按福林酚法要求的条件测量吸光值并制作没食子酸

标准曲线如图１所示.经过计算得到没食子酸标准曲线

的回归方程为y＝９．５１０４x－０．３７８７,R２＝０．９９８,表明线

性拟合好.

２．２　单因素试验

２．２．１　发酵时间对桑葚酵素总酚的影响　如图２所示,
发酵１２h时桑葚酵素的总酚含量较低,随着发酵时间的

增加总酚含量逐渐上升,发酵３６h时桑葚酵素的总酚含

量达到最大值(４２．４３μg/mL),当发酵时间超过３６h后总

酚含量逐渐下降.因此,选取２４,３６,４８h３个时间作为

响应面试验发酵时间的３个水平.

图１　没食子酸标准曲线

Figure１　Thestandardcurveofgallicacid

图２　发酵时间对桑葚酵素总酚含量的影响

Figure２　Effectofdifferentfermentationtimesonthe
totalphenolcontentofMulberryJiaosu

２．２．２　发酵温度对桑葚酵素总酚的影响　如图３所示,

发酵温度为２８℃时桑葚酵素的总酚含量较低,随着发酵

温度的上升总酚含量逐渐增加,发酵温度为３０℃时桑葚

酵素的总酚含量达到最大值(４０．２５μg/mL),当发酵温度

超过３０ ℃ 后 总 酚 含 量 逐 渐 下 降.因 此,选 取 ３０,３２,

３４℃３个温度作为响应面试验发酵温度的３个水平.

２．２．３　接种量对桑葚酵素总酚的影响　如图４所示,接
种量为５mL/１００mL时桑葚酵素的总酚含量较低,随着

图３　发酵温度对桑葚酵素总酚含量的影响

Figure３　Effectofdifferentfermentationtemperatures
onthetotalphenolcontentofMulberryJiaosu

图４　接种量对桑葚酵素总酚含量的影响

Figure４　Effectofinoculationvolumeonthetotalphenol
contentofMulberryJiaosu
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总接种 量 的 增 加,总 酚 含 量 呈 增 加 趋 势,接 种 量 为

３０mL/１００mL时 桑 葚 酵 素 的 总 酚 含 量 达 到 最 大 值

(３９．６８μg/mL),表明植物乳杆菌的代谢有助于总酚的

积累.

２．３　响应面试验

根据单因素试验结果,响应面试验因素水平编码见

表１,试验设计及结果见表２,方差分析见表３.

　　以桑葚酵素总酚含量为指标,得到总酚含量(Y)对发

酵时间(A)、发酵温度(B)、总接种量(C)的二次多项回归

方程:

Y＝－８０３．１５１０００＋５．５７３７９０A＋４７．１７６１２０B－

０．６４６１７５C－０．０９４０６２AB＋０．００９３１３AC＋０．０４４０００BC－
０．０３６１３２A２－０．７０７６２５B２－０．０２２５５５C２. (１)

表１　响应面试验因素水平编码表

Table１　Thecodingtableofresponsesurface

experimentalfactorlevel

水平
A发酵时

间/h

B发酵温

度/℃

C接种量/

(１０－２mLmL－１)

－１ ２４ ３０ １０

０ ３６ ３２ ２０

１ ４８ ３４ ３０

表２　桑葚酵素响应面试验设计及结果

Table２　Responsesurfaceexperimentandresults

ofMulberryJiaosu

序号 A B C 总酚/(μgmL－１)

１ －１ １ ０ ３０．８３

２ ０ ０ ０ ３９．９６

３ １ ０ １ ３６．９２

４ ０ １ －１ ３１．０２

５ －１ －１ ０ ２９．６９

６ ０ －１ １ ３７．５８

７ １ １ ０ ３０．２６

８ １ ０ －１ ３１．８８

９ ０ ０ ０ ３９．３９

１０ －１ ０ －１ ３０．９３

１１ ０ －１ －１ ３４．３５

１２ ０ ０ ０ ４０．５３

１３ －１ ０ １ ３１．５０

１４ ０ １ １ ３７．７７

１５ １ －１ ０ ３８．１５

１６ ０ ０ ０ ３９．８７

１７ ０ ０ ０ ４１．５８

表３　总酚含量回归模型方差分析及显著性检验†

Table３　Analysisofvarianceandsignificancetestof
totalphenolcontentregressionmodel

误差来源 平方和 自由度 均方 F 值 P 值 显著性

模型 ２８２．０９ ９ ３２．３４ ３０．８２ ＜０．０００１ ∗∗

A ２５．４２ １ ２５．４２ ２４．９９ ０．００１６ ∗

B １２．２３ １ １２．２３ １２．０２ ０．０１０４ ∗

C ３０．３８ １ ３０．３８ ２９．８７ ０．０００９ ∗

AB ２０．３９ １ ２０．３９ ２０．０４ ０．００２９ ∗

AC ５．００ １ ５．００ ４．９１ ０．０６２２

BC ３．１０ １ ３．１０ ３．０５ ０．１２４５

A２ １１３．９８ １ １１３．９８ １１２．０８ ＜０．０００１ ∗∗

B２ ３３．７３ １ ３３．７３ ３３．１７ ０．０００７ ∗

C２ ２１．４２ １ ２１．４２ ２１．０６ ０．００２５ ∗

残差 ７．１２ ７ １．０２


失拟项 ４．３０ ３ １．４３ ２．０４ ０．２５０９

纯误差 ２．８１ ４ ０．７０

总变异 ２８９．２１ １６

　†　∗∗表示极显著差异(P＜０．０１);∗表示显著差异(P＜

０．０５);R２为０．９７５４;R２
Adj为０．９４３７;R２

Pred为０．７４６６.

　　 从 表 ３ 可 以 看 出,响 应 面 回 归 模 型 中 的 F 值 为

３０．８２,且P＜０．０００１,说明响应面试验中所采用的二次模

型极显著;失拟项(F 值为２．０４,且P＝０．２５０９＞０．０５)不
显著,变异系数(C．V．％)为２．８５(＜１０％),说明该响应面

试验中所采用的模型拟合优度较好,模型具有较好的试

验稳定性;模型相关系数R２为０．９７５４,说明该响应面试

验模型与实际试验拟合较好,实际试验中约９７．５４％的结

果可以通过拟合的模型进行解释.校正后的决定系数

R２
Adj为０．９４３７,与R２相差不大,说明模型具有准确性和

通用性,拟合效果好,可用来分析预测乳酸菌发酵桑葚酵

素饮料的工艺条件参数.另外,二次项 A２对发酵的桑葚

酵素总酚含量的影响极显著,一次项 A、B、C 和交互项

AB,二次项B２、C２的影响显著,交互项 BC、AC的影响不

显著,因此得出影响发酵的桑葚酵素总酚含量的因素顺

序为C(接种量)＞A(发酵时间)＞C(发酵温度).
图５~图７表明,发酵温度与发酵时间的交互作用对

桑葚酵素总酚含量的影响最大,发酵时间与接种量的交

互作用对桑葚酵素总酚含量的影响次之,发酵温度与接

种量的交互作用对桑葚酵素总酚含量的影响不显著.

　　对回归方程求解后,得出最优的发酵工艺条件为:发
酵时间３９．３０h、发酵温度３１．４８℃、接种量２４．５１％,得到

的桑葚酵素理想总酚含量为４１．１１μg/mL.综合考量仪

器条件和可操作性,将发酵工艺条件修正为发酵时间

４０h、发酵温度３２ ℃、接种量２５％.按此发酵条件进行

３次平行实 验,得 到 桑 葚 酵 素 的 总 酚 含 量 为 (４３．４８±
０．６７)μg/mL,与响应面模型的预测值相近,表明优化得
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图５　发酵温度与发酵时间对桑葚酵素总酚含量的交互影响

Figure５　TheinteractiveeffectoffermentationtemperatureandtimeonthetotalphenolcontentofMulberryJiaosu

图６　发酵时间与接种量对桑葚酵素总酚含量的交互影响

Figure６　Theinteractiveeffectoffermentationtimeandinoculationvolumeonthetotalphenol
contentofMulberryJiaosu

图７　发酵温度与接种量对桑葚酵素总酚含量的交互影响

Figure７　Theinteractiveeffectoffermentationtemperatureandinoculationvolumeonthetotalphenol
contentofMulberryJiaosu

到发酵工艺条件具有实际应用价值.

２．４　桑葚酵素的质量评价

２．４．１　感官品质　采用优化的发酵工艺条件酿制的桑葚

酵素呈紫红、色泽均匀;具有浓郁的桑葚果香和发酵的香

味,无异味;酸味柔和,风味好;无杂质,有光泽,无沉淀.

２．４．２　理化指标　新鲜桑葚汁与桑葚酵素的总酚含量、
可溶性固体物和pH 值见表４.

　　由表４可知,对比之下,优化发酵工艺条件下制得的

桑 葚酵素总酚含量是新鲜桑葚汁的１．６２倍,有助于提高

表４　桑葚酵素的理化指标

Table４　Physicalandchemicalindicatorsof

MulberryJiaosu

组别
总酚含量/

(μgmL－１)

可溶性固体

物/％
pH 值

新鲜桑葚汁　　 ２６．８４±０．７１ ７．６１±０．１２ ４．８５±０．０１

桑葚乳酸菌酵素 ４３．４８±０．６７ ５．３６±０．１６ ４．０８±０．０１

标准指标　　　 － ５．０ －
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其抗氧化能力.韩晓云等[１１]研究也发现桑葚发酵后的酚

类物质 对 DPPH 自 由 基 清 除 率 由 发 酵 前 的 (４５．９７±
２．２３)％显著提高到(５９．０１±３．５９)％(P＜０．０５);对羟自

由基清除率由发酵前的 (６８．６８±１．２３)％ 显著 提 高 到

(７８．５５±０．５７)％(P＜０．０５).发酵后的桑葚酵素 pH 值

相比于未经发酵的新鲜桑葚汁有所下降,表明乳酸菌发

酵时发生代谢作用产出乳酸致使发酵液的pH 值下降;桑
葚酵素的可溶性固体物为５．３６％,符合 GB/T３１１２１—

２０１４«果蔬汁类及其饮料»中:发酵果蔬汁的可溶性固体

物大于５．０％的标准.

２．４．３　微生物指标　桑葚酵素的微生物指标见表５.

表５　桑葚酵素的微生物指标

Table５　MicrobialindicatorsofMulberryJiaosu

组别
菌落总数/

(CFUL－１)

大肠杆菌/(１０－２

MPNmL－１)

霉菌/

(CFUL－１)
致病菌

桑葚酵素 ５０±１ 未检出 未检出 未检出　

标准指标 ≤１００ ≤３ ≤２０ 不得检出

　　由表５可知,该桑葚酵素的微生物指标符合 GB/T
３１１２１—２０１４«果蔬汁类及其饮料»和 GB７１０１—２０２２«食
品安全国家标准　饮料»的相关标准.

３　结论
以新鲜桑葚汁为原料,植物乳杆菌为生产菌种,总酚

含量为指标,经单因素试验与响应面试验优化桑葚酵素

发酵工艺,确定最佳发酵工艺条件为发酵时间４０h、发酵

温度３２℃、接种量２５％,此发酵工艺下制得的桑葚酵素

的总酚含量达(４３．４８±０．６７)μg/mL,是未经发酵的桑葚

汁的１．６２倍.质量评价结果表明,所酿制的桑葚酵素呈

紫红、色泽均匀;具有浓郁的桑葚果香和发酵的香味,无
异味;酸味柔和,风味好;无杂质,有光泽,无沉淀.该桑

葚酵素指标符合 GB/T１０７８９—２０１５«饮料通则»、GB/T
３１１２１—２０１４«果蔬汁类及其饮料»和 GB７１０１—２０２２«食
品安全国家标准　饮料»的相关标准.后续将对酚类物

质组成和含量以及对桑葚酵素品质的影响进一步探究.
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