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干酪乳杆菌
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发酵豆乳工艺优化及抗氧化性研究
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摘要!采用干酪乳杆菌'

L'?E(J'?/;;+D?'D</

(

#)

对豆乳进

行发酵"探究发酵时间!发酵温度!冷藏时间对
LP?'D</#)

发酵豆乳的
F

O

!总酚含量!游离氨基酸含量!物性指标的

影响"并研究其抗氧化能力#结果表明"最佳发酵条件为

LP?'D</#)

以
!b

接种量接种于豆乳"

,-m

发酵
!A5

"发

酵结束后
Am

冷藏
)5

"该条件下发酵豆乳的总酚含量为

#,=(A0

9

&

#""0W

"游离氨基酸含量为
#=,,0

9

&

0W

"稠度

达
!#(!=,!

9

)

4

"总还原力和羟自由基清除能力分别为

"=,#

和
-(=A,b

"显著高于未发酵豆乳和未优化发酵条件

的豆乳'

V

%

"="+

(#

关键词!干酪乳杆菌
#)

$发酵豆乳$总酚$游离氨基酸$抗

氧化
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豆乳中含有丰富的营养物质'如大豆蛋白及不饱和

脂肪酸等'对人体健康有益,

#

-

)利用乳酸菌发酵豆乳'可

将大豆中的异黄酮+蛋白质等物质进行适当生物转化'更

利于人体吸收'具有增加免疫力+抗氧化等作用,

!I,

-

)

唐宇等,

A

-研究发现干酪乳杆菌
#)

发酵豆乳具有一

定的抗氧化功能'主要是由于糖苷型大豆异黄酮转变为

苷元型大豆异黄酮导致其抗氧化能力发生改变)徐寅

等,

+

-发现发酵后豆乳的抗氧化能力较发酵前增强)

'1

f

18E1

等,

)

-对发酵豆类进行研究发现'总酚含量与其抗

氧化能力相关)孙晓琦等,

-

-发现乳杆菌发酵黄浆水可显

著提高其抗氧化能力'且与总酚含量呈正相关)李彤

等,

$

-采用植物乳杆菌发酵复合豆乳时'其游离氨基酸含

量上升'且总抗氧化能力较发酵前有所增加)

在前期研究基础上'试验拟以总酚+游离氨基酸含量

为指标'对
LP?'D</#)

发酵豆乳工艺条件进行优化'并测

定优化后发酵豆乳的总还原力和羟自由基清除能力'旨

在为深入开发具有良好抗氧化功能特性的发酵豆乳提供

依据)

#

!

材料与方法
#=#

!

材料

#=#=#

!

原料与试剂

大豆$市售&

没食子酸+邻苯二甲醛+邻二氮菲$分析纯'上海阿拉

丁生化科技有限公司&

LR[

培养基$生物试剂'青岛高科园海博生物技术

有限公司&

硫酸亚铁+三氯化铁$分析纯'北京奥博星生物技术

有限责任公司&

"

/

巯基乙醇+三氯乙酸+四硼酸钠+丙酮+过氧化氢+铁

#)!
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月
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氰化钾$分析纯'天津市大茂化学厂&

福林酚$分子生物学级'大连美仑生物有限公司)

#=#=!

!

仪器与设备

物性仪$

BM/eB

F

3<4

型'英国超技公司&

全自动家用豆浆机$

'd##\

型'九阳股份有限公司&

生化培养箱$

&ZN

型'上海一恒科学仪器有限公司&

超净工作台$

[TNd#'!'

型'苏净集团苏州安泰空气

技术有限公司&

酶标仪$

#+#"

型'美国
B5>C0G&245>C[@2>8E2:2@

公司&

精密
F

O

计$

[!#"

型'梅特勒(托利多仪器有限公司&

离心机$

+$"A

型'德国艾本德有限公司)

#=#=,

!

试验菌株
!

LP?'D</#)

$保藏号
NNBNN L!"#$++-

'大连工业大

学食品学院大连益生菌功能特性研究重点实验室提供'

保藏于中国典型培养物保藏中心)

#=!

!

试验方法

#=!=#

!

工艺流程

大豆
'

浸泡
'

磨浆
'

冷却
'

接菌
'

发酵
'

冷藏
'

取

样
'

测定

#=!=!

!

操作要点

#

#

%室温下'按干豆与水重量比为
#

2

!

泡发黄豆

#!5

'按干豆与水重量比为
#

2

A

进行制浆'采用双层滤布

对豆浆进行过滤'于高压蒸汽灭菌锅中
#"+ m

灭菌

#+028

)

#

!

%菌种活化采用
LR[

液体培养基'以
!b

接种量

将
LP?'D</#)

连续活化
,

代#

,-m

'

#$5

%用于豆浆发酵)

#=!=,

!

单因素试验

#

#

%发酵时间对发酵豆乳总酚+游离氨基酸含量的影

响$豆乳灭菌处理后冷却至室温'以
!b

接种量接种
LP

?'D</#)

'

,-m

培养箱中分别发酵
)

'

#!

'

!A5

'

Am

条件下

冷藏
)5

)

#

!

%冷藏时间对发酵豆乳总酚+游离氨基酸含量的影

响$豆乳灭菌处理后冷却至室温'以
!b

接种量接种
LP

?'D</#)

'

,-m

培养箱中发酵
!A5

'

Am

条件下分别冷藏

)

'

#!

'

!A5

)

#

,

%发酵温度对发酵豆乳总酚+游离氨基酸含量的影

响$豆乳灭菌处理后冷却至室温'以
!b

接种量接种
LP

?'D</#)

'分别于
,-

'

A"

'

A,m

培养箱中发酵
!A5

'

Am

条

件下冷藏
)5

)

#=!=A

!

正交试验设计
!

在单因素试验基础上'以发酵温

度+发酵时间+冷藏时间为试验因素'以总酚和游离氨基

酸含量为评价标准'采用
W

(

#

,

,

%正交试验进行
LP?'D</

#)

发酵豆乳工艺条件优化)

#=!=+

!

物性指标检测
!

参照华晓曼等,

(

-的方法略作修

改'利用物性仪进行硬度+稠度+内聚性+黏度指数测定)

探头
M

*

\.

+测试速度
#=""00

*

4

+返回高度
,"=""00

+

测试距离
#+=""00

+触发力
+=""

9

)

#=!=)

!F

O

测定
!

采用
F

O

计法)

#=!=-

!

总酚含量测定
!

参照王振帅等,

#"

-的方法略作修

改'取
#"

9

发酵豆乳'加入
#"0W+"b

丙酮'

A"m

振荡

A5

'调节
F

O

至
A=+

'

#+""C

*

028

离心
#"028

'取上清液

#""

(

W

稀释至
#0W

'分别加入福林酚
"=+0W

'摇匀'加入

#!b Q1

!

NJ

,

溶液
#0W

'用水稀释至
#!=+0W

'摇匀'避

光反应
!5

'测定
-)+80

处吸光值'以没食子酸为标准品

绘制标准曲线'其线性回归方程为
*

r+=#"+#3g

"=""(-

'

U

!

r"=(()(

)

#=!=$

!

游离氨基酸测定
!

参照
e28

9

等,

##

-的方法略作修

改'取
#"

9

发酵豆乳于
+"0W

离心管中'调节
F

O

至
A=+

'

静置
!"028

'

Am

+

,"""C

*

028

离心
,"028

)取
+"

(

W

上

清液加入
#0W

邻苯二甲醛试剂'室温反应
!028

'测定

,A"80

处吸光度'以亮氨酸为标准物绘制标准曲线'其线

性回归方程为
*

r#=!(A-3g"=""--

'

U

!

r"=(()$

)

#=!=(

!

抗氧化活性测定

#

#

%总还原能力$参照文献,

#!

-)

#

!

%羟自由基清除能力$参照文献,

#,

-)

#=,

!

数据处理

所有试验均为
,

次重复'采用
[V[[!="

软件对试验

数据进行统计分析'并采用
JC

9

28(="

软件绘图'字母不

同表示差异显著#

V

%

"="+

%)

!

!

结果与分析

!=#

!

单因素试验

!=#=#

!

发酵时间对发酵豆乳质构+

F

O

+总酚和游离氨基

酸含量的影响
!

由表
#

可知'物性指标均随发酵时间的

延长而升高&

F

O

值随发酵时间的延长而显著下降#

V

%

"="+

%)

F

O

值的降低会导致发酵豆乳中的大豆球蛋白聚

集凝结,

!

-

'使分子间作用力不断加强'黏度+硬度增加,

#A

-

)

随着发酵时间的延长'发酵豆乳中总酚+游离氨基酸含量

均发生显著变化#

V

%

"="+

%'当发酵时间为
!A5

时'发酵

豆乳 中 总 酚+游 离 氨 基 酸 含 量 达 最 大 值'分 别 为

#+=+)0

9

*

#""0W

和
#=A#0

9

*

0W

)这是由于随着发酵

时间的延长'发酵豆乳中蛋白质被
LP?'D</#)

产生的酶

逐渐水解'因此游离氨基酸含量较发酵前升高,

#+

-

)而且

LP?'D</#)

将豆乳中复杂的大分子酚类物质转化为小分

子酚类物质'释放出更多的酚羟基'故总酚含量较发酵前

有所增加'与张琪等,

#)

-的结果一致)

!=#=!

!

冷藏时间对发酵豆乳质构+

F

O

+总酚和游离氨基

酸含量的影响
!

由表
!

可知'发酵豆乳冷藏
#!5

与冷藏

!A5

的硬度无显著性差异&当冷藏时间为
!A5

时'发酵豆

乳的稠度+内聚性和黏度指数均显著高于#

V

%

"="+

%其他冷

藏条件下的)发酵豆乳的
F

O

值随冷藏时间的延长无显

著性变化'这是由于低温条件下'发酵豆乳中
LP?'D</#)

$)!

开发应用
'.X.WJVL.QB K MVVWPNMBPJQ

总第
!!A

期
"

!"!"

年
)

月
"



表
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不同发酵时间下发酵豆乳的性能指标
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表
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不同冷藏时间下发酵豆乳的性能指标
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不同发酵温度下发酵豆乳的性能指标
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F
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发酵温
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硬度*

9

稠度*

#
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/
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9

黏度指数*

#

9

/

4

%

F

O

总酚含量*

#

#"

I!

0

9

/

0W

I#

%

游离氨基酸含量*

#

0

9

/

0W

I#

%

,"

!$!=""q)=!#

1

#(+-=(Aq)+=,!

1

#!,=()q$=)!

1

##"=,,q+=A)

H

,=(Aq"=",

H

#A="+q"=)(

@

"=$#q"="A

@

,- !$A=!Aq#"=(+

1

!""#=(-q)(=")

1

##"="$q-=#-

H

#A"="Aq$=)-

1

,=$)q"=##

H

#A=)-q"=(!

H

"=$$q"=",

H

A, !!)=$Aq#"="$

H

#+)(=+(q(+=-+

H

()=")q!=-#

@

#,+=$$q)=))

1

A=$$q"=#"

1

#)=)$q"=$"

1

#="Aq"=#"

1

生长速度降低'乳酸生成速度降低'发酵豆乳
F

O

值呈相对

稳定的状态,

!

-

)当冷藏时间为
#!5

时'发酵豆乳中总酚含

量最高'为
#A=+,0

9

*

#""0W

'与耿彪等,

#-

-的结论一致)后

期发酵豆乳中总酚含量下降可能是由于发酵豆乳中总酚

发生氧化所致,

#$

-

)发酵豆乳中游离氨基酸含量随冷藏时

间的延长先降低后升高'可能是冷藏
#!5

后'发酵豆乳中

发生了其他化学变化'从而使游离氨基酸含量升高,

#(

-

)

!=#=,

!

发酵温度对发酵豆乳质构+

F

O

+总酚和游离氨基

酸含量的影响
!

由表
,

可知'当发酵温度为
,-m

时'发

酵豆乳硬度+稠度+黏度指数均达最高值)当发酵温度为

,"

'

,-m

时'发酵豆乳
F

O

值较低'发酵豆乳中的大豆球

蛋白不断聚集凝结'进而导致硬度+稠度+内聚性+黏度指

数发生变化'可能是此时发酵豆乳中
LP?'D</#)

生长状

态良好,

!

-

'产酸能力较强'导致
F

O

值较低)当发酵温度

为
A,m

时'发酵豆乳中
LP?'D</#)

的生长+产酸能力下

降'体系中
F

O

偏高)

!!

由表
,

还可知'当发酵温度为
A,m

时'发酵豆乳中

总酚含量显著增高#

V

%

"="+

%'可能是由于发酵温度的升

高导致发酵豆乳中分子渗透+扩散+溶解速度加快'并且

高温条件可以弱化或破坏细胞壁的完整性'使酚类物质

更容易从发酵豆乳中转移至溶剂中'二者共同作用下导

致了发酵豆乳中总酚含量的增加,

!"

-

&发酵豆乳中游离氨

基酸含量随发酵温度的升高而显著升高)发酵过程中'

L'?E(J'?/;;+D

主要是由胞内肽酶#乳内肽酶+氨基肽酶

等%降解寡肽从而产生游离氨基酸,

!#

-

)当发酵温度为

A,m

时'发 酵 豆 乳 中 游 离 氨 基 酸 含 量 最 高'为

#="A0

9

*

0W

)刘璐,

!!

-研究发现'鼠李糖乳杆菌
#=",$)

的胞壁蛋白酶+氨肽酶的最适温度分别为
A"

'

A+m

)推

测发酵温度为
A,m

下游离氨基酸含量升高的原因可能

是
LP?'D</#)

发酵所产生的酶在
A,m

时保持良好活性)

!=!

!

正交试验

在单因素试验基础上'以总酚+游离氨基酸含量为考

察指标'对发酵时间+冷藏时间+发酵温度进行正交试验

以确定最优的发酵条件)试验因素水平见表
A

'结果与分

析见表
+

)

表
A

!

因素水平表

B1H3>A

!

&1@EGC418?3>D>34G:GCE5G

9

G813>S

F

>C20>8E

水平
M

发酵时间*
5 \

冷藏时间*
5 N

发酵温度*
m

# ) ) ,"

! #! #! ,-

, !A !A A,

%)!

"

XG3=,)

"

QG=)

侯凯荣等!干酪乳杆菌
#)

发酵豆乳工艺优化及抗氧化性研究



!!

由表
+

可知'总酚含量的最优方案为
M

,

\

#

N

!

'即发

酵温度
,-m

'发酵时间
!A5

'冷藏时间
)5

)游离氨基酸

含量的最优方案为
M

,

\

,

N

!

'即发酵温度
,-m

'发酵
!A5

'

冷藏
!A5

)由表
)

可知'各因素对总酚+游离氨基酸含量

的影响不显著#

V

#

"="+

%)

!!

综合考虑上述两个正交试验结果的差异'如表
-

所

示'方案
M

,

\

,

N

!

的总酚含量高于方案
M

,

\

#

N

!

'但差异不显

著#

V

#

"="+

%'结合实际生产需求'确定最佳的发酵条件为

M

,

\

#

N

!

'即发酵时间
!A5

'冷藏时间
)5

'发酵温度
,-m

'

此条件下发酵豆乳的总酚含量为
#,=(A0

9

*

#""0W

'游离

氨基酸含量为
#=,,0

9

*

0W

)陈佩等,

!

-发现'经
!A5

发酵

后'

LP?'D</NN&L"A#!

发酵豆乳中游离氨基酸含量上

升'但低于试验结果'说明通过试验条件优化后'提高了

发酵豆乳中游离氨基酸含量)

表
+

!

正交试验结果及分析

B1H3>+

!

M813

6

424G:E5>C>4<3E4G:GCE5G

9

G813>S

F

>C20>8E

试验号
M \ N

空列
总酚含量*

#

#"

I!

0

9

/

0W

I#

%

游离氨基酸含量*

#

0

9

/

0W

I#

%

# # # # # #A=A"-( #=!),#

! # ! ! ! #!=A,"( #=,++$

, # , , , #"=-"+) #=A,#"

A ! # ! , #,=$$!! #=,#,"

+ ! ! , # #!=#("+ #=#(++

) ! , # ! ##=+-+( #=#(,-

- , # , ! ##=),(! #=,A#A

$ , ! # , #!=-!!) #=##,(

( , , ! # #+=)))$ #=)#"!

总酚

Y

#

#!=+# #,=,# #!=(" #A="(

Y

!

#!=++ #!=A+ #,=(( ##=$$

Y

,

#,=,A #!=)+ ##=+# #!=AA

U "=$, "=$) !=A$ !=!#

***********************************

游离氨

基酸

Y

#

#=,+ #=,# #=#( #=,)

Y

!

#=!, #=!! #=A, #=,"

Y

,

#=,) #=A# #=,! #=!(

U "=#! "=#( "=!A "="-

表
)

!

正交试验方差分析

B1H3>)

!

X1C218@>1813

6

424G:GCE5G

9

G813>S

F

>C20>8E4<428

9

EGE13

F

G3

6F

5>8G3@G8E>8E14>D13<1E2G828?>S

来源
平方和

总酚 游离氨基酸
自由度

方差

总酚 游离氨基酸

6

值

总酚 游离氨基酸

显著性

总酚 游离氨基酸

M #=,#- "="!$ ! "=)+$ "="#A "=#)- ,=!-$ "=$+- "=!,A

\ #=!!" "="+A ! "=)#" "="!- "=#+A )=,,! "=$)) "=#,)

N (=!$" "="$A ! A=)A" "="A! #=#-A (=-(A "=A)" "="(,

误差
-=("+ "=""( ! ,=(+, "=""A

*************************************

校正总计
#(=-!! "=#-+ $

表
-

!

发酵豆乳优化方案验证实验

B1H3>-

!

X>C2:2@1E2G8>S

F

>C20>8E

优化方案 硬度*
9

稠度*

#

9

/

4

%

内聚性*
9

黏度指数*

#

9

/

4

%

总酚*

#

#"

I!

0

9

/

0W

I#

%

游离氨基酸*

#

0

9

/

0W

I#

%

M

,

\

#

N

!

,##=(#q$=#)

H

!#(!=,!qA!=##

1

#A)=$,q(=$!

1

#-+=#Aq#,=$#

1

#,=(Aq"=)#

1

#=,,q"="A

1

M

,

\

,

N

!

,!+=,)q!#=,+

1

!"(A=A-q#))=,$

H

#!)=$!q!#=#!

H

#+#=)Aq!!=A$

H

#A=!)q"=#,

1

#=!#q"="+

H

&)!

开发应用
'.X.WJVL.QB K MVVWPNMBPJQ

总第
!!A

期
"

!"!"

年
)

月
"



!=,

!

抗氧化能力比较

由表
$

可知'与未发酵豆乳相比'采用
LP?'D</#)

发

酵的未优化组和优化组豆乳总还原力分别为
"=!$

'

"=,#

'

羟自由基清除能力分别为
-!=,+b

'

-(=A,b

'显著高于未

发酵豆乳的#

V

%

"="+

%&优化后的发酵豆乳总还原能力和

羟自由基清除能力得到显著提高#

V

%

"="+

%)

[<G

等,

!,

-

发现发酵乳杆菌
_51G

发酵豆乳的羟自由基清除能力为

++=#b

'保加利亚乳杆菌发酵豆乳羟自由基清除能力为

,#=-b

'均低于试验结果)

表
$

!

抗氧化能力比较

B1H3>$

!

NG0

F

1C24G8G:18E2GS2?18E1@E2D2E

6

样品 总还原力 羟自由基清除能力*
b

未发酵豆乳
!!!

"=!Aq"="#

@

!-=A!q#=$#

@

未优化组发酵豆乳
"=!$q"="A

H

-!=,+q"=+A

H

优化组发酵豆乳
!

"=,#q"="!

1

-(=A,q!=,,

1

,

!

结论
试验表明'发酵豆乳的最优工艺条件为

LP?'D</#)

以
!b

接种量接种于豆乳'

,-m

发酵
!A5

'

Am

冷藏
)5

&

该条件下发酵豆乳的总酚含量为
#,=(A0

9

*

#""0W

'游离

氨基酸含量为
#=,,0

9

*

0W

&优化条件下发酵豆乳的总还

原能力为
"=,#

'羟自由基清除能力为
-(=A,b

)后续将对

LP?'D</#)

发酵豆乳的抗氧化机制进行研究)
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