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摘要!目的!探究豆基植物发酵液在发酵过程中代谢产物

及抗氧化活性的变化规律"方法!以紫花芸豆#大豆为原

料$采用酵母菌#乳酸菌等多种益生菌共同发酵制备复合

发酵液$并对发酵过程中
C

O

值#总酸#还原糖#可溶性固

形物#总酚#黄酮含量及抗氧化活性进行分析"结果!发

酵液
C

O

值随发酵时间的延长不断降低并逐步稳定在

(8%%

左右$总酸由
#8!(+

5

&

+;

上升至
#8:(+

5

&

+;

$可溶

性固形物由
!#8#!?

降低至
%8=(?

$还原糖含量在发酵过程

中呈先下降后保持波动平衡的状态$总酚#黄酮类物质含

量在发酵过程中均先迅速上升$后分别稳定在
:(#+

5

&

+;

和
!%%8(#

"

5

&

+;

左右$发酵液还原力#

@̂ J[

自由基清除

能力总体呈持续增长趋势并于发酵后期达稳定状态$分

别于发酵
:"2

时达到最大值)

#8'#"

$

(8:#:++>.

&

;

*"结

论!芸豆&大豆复合发酵液常规代谢组分的变化趋势存在

一定规律性$且该发酵液具有一定的抗氧化能力"

关键词!益生菌%复合发酵液%代谢产物%抗氧化
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芸豆又名四季豆*

!

+

$在中国种植广泛$已成为栽培面

积仅次于黄豆的豆类农作物*

$

+

%芸豆中含有多种活性物

质$如其特有的
$

*

淀粉酶抑制剂可有效改善胰岛素抵抗

并增强机体抗氧化能力*

(M%

+

(芸豆抗性淀粉可增加饱腹
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感为身体供能$减慢血糖上升速度$同时具有预防肠癌的

作用*

'M=

+

%大豆作为主粮之一$除能提供基本的营养元

素外$还含有大豆异黄酮)潜在活性肽)多酚等多种功能

性物质*

"M!#

+

$综合价值较为全面%

豆类植物含有丰富的营养物质及多种功能性成分$经

发酵后的植物原液含有丰富的次级代谢物)维生素)矿物

质以及多种功效酶类)抗氧化物质)有机酸)香气成分

等*

!!M!$

+

$能够满足消费者一次摄入补充多种营养的品质

需求%目前市场上的发酵产品主要以果蔬类)小麦)大豆)

米胚芽等植物原料为主$在原料的选择上存在单一性$以

杂豆复配主粮形式制备的复合植物发酵液尚未有成形的

研究成果$从膳食多样性的角度来说$复配形式的组合发

酵是一种新的思路%试验拟将芸豆)大豆按比例进行共同

发酵$主要研究复合植物发酵液在发酵过程中代谢产物及

抗氧化活性的变化规律$初步探究复合发酵的优势所在$

以期为豆基植物类发酵产品的开发提供依据%

!

!

材料与方法

!8!

!

材料与仪器

!8!8!

!

材料与试剂

紫花芸豆"黑龙江垦区(

大豆)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!

!<8B0F<8%99)A

J

9<&B<>)K

#"东北农业大

学菌库(

嗜酸乳杆菌!

!<8B0F<8%99)A<8%G0

J

4%9)A

#"中国工业微

生物菌种保藏中心(

耐高 温
$

*

淀 粉 酶 !

$# ### _

'

+;

#)糖 化 酶

!

!####_

'

+;

#"上海源叶生物科技有限公司(

@̂ J[

自由基测试试剂盒"南京建成生物工程研究所(

磷酸氢二钠)磷酸二氢钠)铁氰化钾)三氯乙酸)福林

酚!

!#?

#)无水乙醇)碳酸钠)葡萄糖)氯化铁)

(

$

%*

二硝基

水杨酸)亚硝酸钠)硝酸铝等"分析纯$辽宁泉瑞试剂有限

公司%

!8!8$

!

主要仪器设备

料理机"

dY;*Y&!$

型$九阳股份有限公司(

C

O

计"

[$$#

型$瑞典波通仪器公司(

台式高速离心机"

JZ!'*L[

型$常州金胜仪器制造

有限公司(

超净工作台"

ŴP*'[!

型$浙江赛德仪器设备有限

公司(

电热恒温培养箱"

TQe*&#"$

型$上海培因实验仪器

有限公司(

紫外分光光度计"

P*%!##̂

型$上海元析仪器有限

公司(

高温压力蒸汽灭菌器"

Ym\*(#[XX

型$济南捷岛分析

仪器有限公司%

!8$

!

试验方法

!8$8!

!

工艺流程及操作要点

芸豆#大豆去皮清洗
-

打浆
-

液化
-

糖化
-

离心
-

灭菌
-

接种
-

发酵
-

后发酵

! .

!

酵母菌#乳酸菌

!

!

#菌种活化"取体积分数为
!#?

的液态保藏的植

物乳杆菌和嗜酸乳杆菌菌液于
VQ[

液体培养基中$

(=<

恒温培养
$:2

(活性干酵母于
!#

倍体积蒸馏水中溶解$

(#

&

(%<

水浴活化
(#+-4

%

!

$

#清汁的发酵"芸豆)大豆清洗后去皮$按料液比

!

K

芸豆和大豆
fP

蒸馏水#
!f(

!

5

'

+;

#打浆%控制酶解条件"

$

*

淀粉酶添加量
$##

"

;

'

!## +;

)

C

O '8#

)酶解温度

&=<

)时间
$# +-4

(糖化酶加酶量
$##

"

;

'

!## +;

)

C

O:8%

)温度
'#<

)时间
(#+-4

%浆液于
!####G

'

+-4

离心
!%+-4

%调清汁
C

O

至
%8#

)装瓶量
(#+;

)糖添加量

"?

$灭菌%冷却后接种酵母菌$

($<

恒温振荡
$:2

进行

预发酵$按
P

植物乳杆菌
fP

嗜酸乳杆菌为
!f!

!共同发酵#接种植

物乳杆菌和嗜酸乳杆菌$恒温发酵
$:2

%

:<

后发酵并保

藏备用%

!8$8$

!C

O

值测定
!

使用精密
C

O

计%

!8$8(

!

总酸含量测定
!

参照
Ẑ

'

J!$:%'

&

$##"

%

!8$8:

!

还原糖含量测定
!

采用
(

$

%*

二硝基水杨酸比色法%

!8$8%

!

可溶性固形物含量测定
!

使用手持折光仪%

!8$8'

!

总酚含量测定
!

采用
S>.-4*W->/,.A30E

法*

!(

+

%

!8$8=

!

黄酮含量测定
!

采用
R,RN

$

*@.

!

RN

(

#

(

比色法*

!:

+

%

!8$8"

!

发酵过程中还原力测定
!

参照文献*

!%

+%

!8$8&

!

发酵过程中
@̂ J[

自由基清除率测定
!

使用

@̂ J[

自由基试剂盒%

!8(

!

数据处理与统计分析

试验均进行
(

次重复操作$所有数据用
DbA

表示%

采用
NG-

5

-4"8#

等软件对数据进行处理与分析%

$

!

结果与分析
$8!

!C

O

值和总酸含量变化

由图
!

可知$发酵液
C

O

随发酵时间的延长而不断降

低$总酸含量则有所上升%发酵
"

&

($2

$

C

O

由
(8"(

降至

(8%"

$下降较明显$说明该阶段菌种产酸速率较快$至发酵

结束
C

O

稳定在
(8%%

左右$总酸含量可达
#8:(+

5

'

+;

%

复合发酵过程中
C

O

值和总酸的变化趋势与李璐等*

!'

+的

研究结果一致$可能是因为酵母菌在发酵初始阶段大量

增殖$在氧气充足的情况下可通过糖酵解和三羧酸循环

途径将发酵液中的糖类物质氧化成
WN

$

和水$而当氧气

缺乏时$酵母菌会利用葡萄糖大量合成乙醇及
WN

$

$

WN

$

溶于水产生弱酸性的碳酸使发酵液
C

O

下降%此外$微生

物消耗原料中的碳水化合物等营养物质并在相关酶的作

)#

"

P>.8(=

"

R>8!!

李志芳等!芸豆$大豆复合发酵液代谢组分及功能性研究



图
!

!

发酵过程中
C

O

值#总酸含量变化

S-

5

0G3!

!

W2,4

5

3E-4

C

OK,.03,49A>A,.,/-9/>4A34A

90G-4

5

D3G+34A,A->4

用下可发酵产生乳酸)柠檬酸等有机酸$尤其当乳酸菌大

量增殖成为优势菌种时可水解蛋白质形成游离氨基酸$

能够进一步增加产酸量同时降低环境
C

O

%发酵后期$由

于代谢产物)

C

O

值等因素抑制$菌种发酵逐步进入稳定

期$此时
C

O

值及总酸含量趋于稳定%

$8$

!

可溶性固形物含量变化

由图
$

可知$发酵过程中可溶性固形物含量随发酵

时间的延长持续下降并趋于稳定$经
:"2

发酵后$发酵液

中可溶性固形物含量由
!#8#!?

降低至
%8=(?

%可溶性

糖可为微生物生长繁殖提供稳定的碳源$由于清汁在液

化及糖化阶段积累了丰富的可溶性糖使发酵初始阶段营

养物质充足$微生物生长建立了优势菌群$生长繁殖快$

因此可溶性固形物的利用速率快$前期可溶性固形物下

降趋势较为明显*

!=M!"

+

%发酵后期微生物生长状态趋于

稳定$对可溶性糖的利用也随之趋于平缓%这与邢金金

等*

!&

+探究不同菌种发酵对酵蜜桃酵素可溶性固形物含量

的变化趋势一致%

$8(

!

还原糖含量变化

经绘制葡萄糖标曲为
(

`$8:$$!DM#8!:=:

$

Q

$

`

#8&&'!

$换算得还原糖含量如图
(

所示%由图
(

可知$还

图
$

!

可溶性固形物含量的变化

S-

5

0G3$

!

W2,4

5

3E-4E>.0I.3E>.-9E/>4A34A

原糖含量在发酵过程中呈先下降后保持波动平衡的状

态%发酵初始阶段$酵母菌大量消化葡萄糖)果糖等还原

糖用于自身生长繁殖$使基质中的还原糖含量迅速下降%

接种乳酸菌后$发酵液中的葡萄糖)果糖等游离糖有利于

其自身的增殖代谢$乳酸菌会分泌
%

*

半乳糖苷酶等水解

酶分解生成乳糖)葡萄糖和半乳糖$加上菌种发酵产生的

淀粉酶能够将淀粉水解成还原糖*

$#

+

$两者共同作用使发

酵液中还原糖含量有所上升$但也存在糖酵解过程使葡

萄糖分解转化为乳酸致使还原糖含量下降*

$!

+

$因此后期

发酵处于上下波动状态$还原糖含量维持在
"8$%+

5

'

+;

附近%

$8:

!

总酚含量变化

经绘制没食子酸!

#

&

$%#

"

5

'

+;

#标曲回归方程为

(

#̀8##:"DM#8#!%=

!

Q

$

#̀8&&=(

#%由图
:

可知$总酚

含量在发酵过程中先迅速上升$后稳定在
:(#+

5

'

+;

左

右$与杨小幸等*

$$

+研究苹果酵素天然发酵过程中总酚含

量变化趋势相符%分析变化原因可能是"首先从原料角

度分析$多酚含量与种皮颜色有一定的关联$王何柱等*

$(

+

研究表明"

=

种芸豆的总酚含量为
#8&!

&

:8&'+

5

'

5

$深色

芸豆的总酚含量明显高于浅色芸豆(其次体系内酚类物

质的释放与微生物作用相关$乳酸菌在发酵过程中$内源

图
(

!

还原糖含量变化
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图
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!

总酚含量变化

S-

5

0G3:

!

W2,4

5

3E-4A>A,.

C

234>./>4A34A

*$

基础研究
S_RT@V)RJ@;Q)[)@QWO

总第
$:!

期
"

$#$!

年
!!

月
"



酶系作用会使豆类植物细胞中的结合态酚类物质游离出

来*

$:

+

$使其含量上升(此外发酵环境中的高糖浓度会升高

体系渗透压$有利于酚类物质的溶出%发酵后期酚类含

量略微下降$可能是部分生存能力较强的微生物逐渐适

应总酚浓度较高的发酵液环境$利用酚类物质合成其他

次级代谢产物从而导致总酚类物质含量略微下降*

$%M$'

+

%

$8%

!

黄酮类物质含量变化

由图
%

可知$发酵过程中黄酮类物质呈先持续升高

后趋于稳定的趋势$在发酵
!'

&

($2

增长最为迅速$分析

可能存在的原因有"

#

微生物发酵过程中$与不溶性纤维

结合的黄酮类化合物被释放出来$使黄酮类物质含量有

所上升%同时乳酸菌产生的
%

*

葡萄糖苷酶可以将黄酮苷

转化为黄酮苷元$导致黄酮苷元含量增加$此状态下的异

黄酮更容易被吸收利用%有研究*

$=M$"

+表明$发酵后的豆

制品中苷元形式的异黄酮含量显著增加$而糖苷型异黄

酮则明显下降$说明发酵作用有利于增强大豆异黄酮的

可吸收性及功能利用率%

$

酵母菌在厌氧条件下生成乙

醇$有利于黄酮类物质的溶解%

%

酵母菌及乳酸菌代谢

产生的酶系作用能够将部分碳源物质转变为可以发生显

色反应的邻苯二酚结构*

$&

+

$使发酵液黄酮含量显著上升%

图
%

!

黄酮类物质含量变化
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$8'

!

还原力变化

由图
'

可知$还原力随发酵时间的延长不断上升$至

发酵结束还原力可达
#8'#"

$相较于未接种益生菌时$其

还原力提升了
$

倍左右$与范昊安等*

(#

+在研究苹果梨酵

素发酵过程中的还原力变化趋势相一致%这可能是除酵

母菌的细胞壁多糖具有一定的抗氧化能力外$乳酸菌的

自身代谢产物及其菌体表面同样有抗氧化物质存在*

(!

+

$

并且这两种菌均可通过产生
R@TO

氧化酶)超氧化物歧

化酶!

[NT

#)

Z[O*eF

等过氧化酶类物质清除体内活

性氧*

($

+

%

$8=

!

@̂ J[

自由基清除能力变化

由图
=

可知$发酵
!'

&

($2

时
@̂ J[

自由基清除能

图
'

!

发酵过程中还原力的变化
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图
=

!

发酵过程中
@̂ J[

自由基清除能力的变化
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力显 著 提 高$至 发 酵 结 束 时
@̂ J[

清 除 能 力 可 达

(8:#:++>.

'

;

$相比发酵前提升了
"%8'?

%这可能是随

发酵时间的延长$代谢产生的小分子酚酸类物质增多$而

酚羟基具有供氢体活性$在氧化过程中可以作为主要的

还原部位与自由基反应$使其自身形成的自由基得以稳

定$从而阻断自由基链的反应$以此来增强体系抗氧化物

能力%

(

!

结论
试验探究了芸豆)大豆复合发酵液发酵过程中代谢

产物及抗氧化活性的变化情况$结果表明$各理化指标随

发酵时间的延长存在一定的规律性"

C

O

值呈持续下降的

趋势$总酸含量变化趋势与之相反(发酵过程中还原糖含

量先小幅度上升后处于动态稳定$发酵
:"2

时可溶性固

形物稳定至
%8=(?

(总酚和黄酮类物质含量总体呈上升

趋势$至发酵结束趋于稳定(发酵过程中还原力及
@̂ J[

自由基清除能力逐步增强并于发酵结束时达到最大值%

以上规律可清晰地反映复合发酵过程中相关理化指标变

化趋势及功能性物质的累积情况$说明酵母菌及乳酸菌

的协同发酵作用有利于芸豆及大豆中活性物质的释放$

并可有效提升发酵液的抗氧化能力%由于时间及条件的

!$

"

P>.8(=

"

R>8!!

李志芳等!芸豆$大豆复合发酵液代谢组分及功能性研究



限制$对复合发酵液其他功能的挖掘还存在一定的局限%

复合发酵液的菌群调节作用能够抑制肠道致病菌的定植

并重塑肠道微生物物种构成$可在一定程度上防止脂肪

及糖代谢异常诱发的
$

型糖尿病$其降糖机理的深度探

究对扩大产品受益人群具有一定的价值$而更多的功能

性开发还需要不断的深入研究%
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