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芳樟醇协同 Surfactin优化休闲豆干保鲜工艺
及品质分析
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摘要：［目的］为替代化学防腐剂，开发基于天然抑菌剂 Surfactin 与芳樟醇的休闲豆干保鲜工艺。［方法］以枯草芽孢杆

菌为指示菌，测定 Surfactin 与芳樟醇的最小抑菌浓度（MIC），以菌落总数、感官评分为评价指标进行单因素和响应面试

验优化芳樟醇协同 Surfactin 对休闲豆干的最佳保鲜工艺参数，并分析贮藏期内休闲豆干品质变化。［结果］芳樟醇的最

小抑菌体积分数为 1.95 μL/mL，Surfactin 的最小抑菌质量浓度为 125 μg/mL，芳樟醇协同 Surfactin 对休闲豆干最优保鲜

工艺参数为 Surfactin 质量浓度 187.5 μg/mL、芳樟醇体积分数 2.2 μL/mL、处理时间 30 min、料液比 1∶3 （g/mL），该条件

下休闲豆干在 25 ℃下的货架期由 2 周延长至 4 周，4 ℃下可实现 4 周内菌落总数低于检测限，显著减缓了蛋白质（降幅

减少 4.09%）和脂肪（降幅减少 6.97%）的降解，抑制了丙二醛生成（较对照组减少 19.9%）。［结论］芳樟醇协同 Surfactin

能高效抑菌并延缓休闲豆干品质劣变。
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Abstract: ［［Objective］］ This study developed a preservation process for leisure dried tofu (LD-tofu) by using natural antimicrobial agents, 

Surfactin and linalool, to replace chemical preservatives. ［［Methods］］ The minimum inhibitory concentration (MIC) of Surfactin and linalool 

was determined with Bacillus subtilis as the indicator bacteria, and aerobic plate count and sensory score were used as the evaluation 

indicators to optimize the optimal preservation process parameters of linalool and Surfactin for LD-tofu through single-factor and response 

surface experiments, and the quality changes of LD-tofu during storage were analyzed. ［［Results］］ The minimum inhibitory volume fraction 

of linalool was 1.95 μL/mL, and the MIC of Surfactin was 125 μg/mL, respectively. The optimal preservation process parameters of linalool 

and Surfactin for LD-tofu were Surfactin concentration of 187.5 μg/mL, linalool volume fraction of 2.2 μL/mL, treatment time of 30 min, 

and material-liquid ratios of 1∶3 (g/mL). Under these conditions, the shelf life of LD-tofu at 25 ℃ could be extended from 2 to 4 weeks. The 

aerobic plate count within 4 weeks at 4 ℃ could be lower than the detection limit, significantly slowing down the degradation of protein 

(decrease by 4.09%) and fat (decrease by 6.97%) and inhibiting the production of malondialdehyde (decrease by19.9% compared with the 

control group). ［［Conclusion］］ Linalool combined with Surfactin can effectively inhibit bacteria and delay the quality deterioration of LD-
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豆制品是中国的传统食品，是蛋白质、维生素和矿物

质的优良来源［1］。休闲豆干是将豆干进行卤制、调味、包

装、杀菌等工艺制成的风味独特的即食豆制产品［2］。目前

大多数的豆干生产企业还是以原始的手工作坊模式进行

初级生产，容易导致大豆原料清洗不净、相关工艺参数不

稳定、产品易腐败等问题，难以适应连续化生产及市场需

求［3］。由于其蛋白质含量及水分活度较高，适合微生物生

长繁殖，货架期内微生物容易迅速增长，降低了产品品质

与安全性。

长期以来，食品工业一直在使用各种化学防腐剂来

抑制有害微生物生长［4］。研究发现，化学食品防腐剂如硝

酸盐、苯甲酸盐、亚硫酸盐和山梨酸盐对人体具有过敏或

致癌作用［5］，使用化学防腐剂的健康风险提高了消费者对

含有天然来源成分的防腐剂食品和清洁标签的需求［6］。

因此，使用天然抑菌成分完全或部分替代化学防腐剂，成

为食品行业亟待突破的技术瓶颈。

Surfactin 是解淀粉芽孢杆菌产生的一种抗菌肽［7］，可

以通过破坏细胞膜形成孔洞［8］、引起渗透压失衡［9］、穿透

细胞膜直接靶向 DNA、破坏细胞代谢物质，进而抑制次生

代谢物的合成等途径直接或间接导致微生物死亡［10-11］。

研究［12］表明，Surfactin 对革兰氏阳性菌、阴性菌及部分真

菌均表现出广谱抑菌活性，且具有很高的安全性。芳樟

醇是一种无色精油，它是芫荽、藤椒、花椒等植物的主要

挥发性成分［13］，可以通过降低细菌细胞内膜电位、导致细

胞内大分子（DNA、RNA 和蛋白质）的泄漏、抑制能量合

成，导致代谢功能障碍并抑制关键酶的活性，进而导致细

菌细胞结构异常，最终实现对食源性致病菌的高效抑

制［14-16］。尽管芳樟醇表现出可观的抑菌活性，但低水溶

性和稳定性限制了其在食品体系中的应用。芳樟醇因其

疏水性难以稳定分散在水相体系中，而 Surfactin 作为表

面活性剂能有效降低油水界面张力，降低油相液滴粒径，

并提升其稳定性［17］。此外，单一抑菌剂常因作用靶点单

一、抑菌谱有限，Surfactin 与芳樟醇复配可通过多重机制

提升抑菌效果。

研究拟选用 Surfactin 和芳樟醇进行复配，研究其对

休闲豆干的保鲜效果，以菌落总数和感官评分作为评价

指标，通过响应面优化得出其最佳工艺，并分析芳樟醇协

同 Surfactin 对休闲豆干品质特性的影响，以期为休闲豆

干天然保鲜剂的应用提供理论依据。

1　材料与方法

1.1　材料与试剂

休闲豆干：实验室自制；

枯草芽孢杆菌（Bacillus subtilis KZ2780-3）：邵阳学院

微生物实验室保留；

Surfactin：纯度>99%，上海源叶生物科技有限公司；

芳樟醇：纯度>98%，北京索莱宝生物技术有限公司；

硫酸、乙醇、石油醚：分析纯，成都金山化学试剂有限

公司；

三氯乙酸、乙二胺四乙酸二钠、硫代巴比妥酸：分析

纯，国药集团化学试剂有限公司。

1.2　仪器与设备

熟浆集成机：SJJ-20 型，康得利智能科技（浙江）有限

公司；

电子分析天平：FA124X 型，天津市德安特传感技术

有限公司；

电子天平：NV622ZH 型，奥豪斯仪器（常州）有限

公司；

电热鼓风干燥箱：101-2AB 型，北京中兴伟业世纪有

限公司；

微生物均质机：Scientz-04 型，宁波新芝生物科技股份

有限公司；

恒温培养箱：B0I-250 型，上海三腾仪器有限公司；

立式高温高压蒸汽灭菌锅：GI54DWS 型，致微（厦门）

仪器有限公司；

超净工作台：SW-CJ-2FD 型，江苏通净净化设备有限

公司；

质构仪：TA1H 型，英国劳埃德仪器公司；

色差仪：CR-400 型，日本 Konica Minolta公司；

超纯水仪：DAY-20 型，科尔顿（中国）有限公司。

1.3　试验方法

1.3.1　菌种活化与菌悬液制备　将冻存的休闲豆干优势

腐败菌枯草芽孢杆菌室温融化后，以 1% 的接种量接种到

NA 培养基中，置于摇床上，37 ℃ ，120 r/min 振荡培养

24 h。

挑取典型菌落传代活化。用无菌生理盐水洗脱，于

6 000 r/min、4 ℃离心 15 min 后，所得菌体用无菌生理盐水

洗 涤 2 次 并 重 悬 ，紫 外 — 可 见 分 光 光 度 计 测 定 菌 液

OD600 nm为 1.0，将菌液稀释成 10-7 CFU/mL 菌悬液备用。

1.3.2　芳樟醇和 Surfactin对供试菌的最小抑菌浓度（MIC）

测定　采用微量肉汤稀释法测定芳樟醇和 Surfactin 的最

小抑菌浓度，于 96 孔板中无菌分装 100 μL NB 培养基至

每排第 11 孔，再吸取 100 μL 稀释后的 2 种药液至第 1 孔，

以第 1 孔芳樟醇体积分数为 500 μL/mL、Surfactin 质量浓
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度为 500 mg/mL 作为起始浓度然后对其进行二倍稀释，

使 药 液 在 前 10 孔 的 质 量 浓 度 分 别 为 500.00，250.00，

125.00，62.50，31.30，15.60，7.80，3.90，1.95，0.97 μg/mL，

第 10 孔中吸取 100 μL 弃去，吸取 100 μL 配制好的菌悬液

依次加入第 1~11 孔中，充分混匀。将 96 孔板置于 37 ℃恒

温培养箱中培养 24 h，观察试验菌生长情况，以无菌生长

的最低质量浓度为最小抑菌浓度。空白培养基为阳性对

照；不添加药液添加菌液的培养基为阴性对照。每个浓

度设 3 平行。

1.3.3　单因素试验设计　按照伍涛等［18］的方法制备休闲

豆干，将浸泡过保鲜剂的休闲豆干自然风干，于 25 ℃恒温

环境中放置 12 h，再进行相关检测。以浸泡无菌水的休闲

豆干作为对照。固定 Surfactin 质量浓度为 125 μg/mL，芳

樟醇体积分数为 1.95 μL/mL，处理时间为 30 min，料液比

为 1∶2 （g/mL），分别测定 Surfactin 质量浓度（25.0，62.5，

125.0，250.0，375.0 μg/mL）、芳樟醇体积分数（0.390，0.975，

1.950，3.900，5.850 μL/mL）、处理时间（10，20，30，40，50 min）

及料液比［1∶1.0，1∶1.5，1∶2.0，1∶2.5，1∶3.0 （g/mL）］对休

闲豆干抑菌率和感官评分的影响。每组试验重复 3 次。

1.3.4　响应面试验设计　在单因素试验结果的基础上，

进一步优化 Surfactin 质量浓度、芳樟醇体积分数、处理时

间、料液比，以抑菌率、感官评分为响应值，利用 Design-

Expert 13.0 软件优化保鲜工艺。

1.3.5　菌落总数测定　按 GB 4789.2—2022《食品安全国

家标准  食品微生物学检验  菌落总数测定》执行。

1.3.6　抑菌率计算　将休闲豆干置于 25 ℃恒温培养箱中

培养 12 h 后，按式（1）计算抑菌率。

Y=
N对 - N样

N对

×100%， （1）

式中：

Y——保鲜剂处理对休闲豆干菌落总数的抑菌率，%；

N 对——对照组休闲豆干的菌落数，CFU/g；

N 样——处理后休闲豆干的菌落数，CFU/g。

1.3.7　感官评价　评定小组由 10 名经过专业培训的豆制

品感官鉴定人员组成，依照表 1 的评分标准分别从色泽、

气味、滋味、组织状态 4 个方面对样品进行感官评定。

1.3.8　保鲜剂在休闲豆干保鲜中的应用　

（1） 休闲豆干处理及试验分组：休闲豆干经保鲜剂浸

渍处理，置于室温（约 20 ℃）风干 5 min，将休闲豆干独立

分 装 于 真 空 袋 中 抽 真 空 热 封 ，进 行 反 压 杀 菌（80 ℃ 、

0.1 kPa、30 min），分别在 4，25 ℃条件下保存 4 周。设置浸

渍无菌水的休闲豆干作为对照组。每隔 1 周测定休闲豆

干的理化指标。

（2） 休闲豆干蛋白质含量测定：按 GB 5009.5—2025

《食品安全国家标准  食品中蛋白质的测定》执行。

（3） 休闲豆干脂肪含量测定：按 GB 5009.6—2016《食

品安全国家标准  食品中脂肪的测定》执行。

（4） 质构特性测定：选用 P35 圆柱型平底探头测定休

闲豆干，压缩速度 60 mm/min、提升速度 60 mm/min、按压

时间 5 s、压缩速度 60 mm/min，压缩比 50%。每个样品取

休闲豆干上、中、下 3 个不同区域。

（5） 丙二醛测定：按 GB 5009.181—2016《食品安全国

家标准  食品中丙二醛的测定》执行。

1.4　数据处理

每个试验指标做 3 个平行，结果以平均值±标准差表

示。采用 Origin 2024 软件对试验数据进行分析和作图，

通过 SPSS 进行显著性分析（P＜0.05）。

2　结果与分析

2.1　芳樟醇和 Surfactin对供试菌的最小抑菌浓度测定

如表 2 所示，随着芳樟醇和 Surfactin 质量浓度升高，

其对枯草芽孢杆菌的抑菌效果逐渐增强。芳樟醇对枯草

芽孢杆菌的抑制效果与 Surfactin 相比更强，1.95 μL/mL 时

生长即被抑制；Surfactin 质量浓度为 125 μg/mL 时枯草芽

孢杆菌生长被抑制。即芳樟醇对休闲豆干优势腐败菌枯

草芽孢杆菌的最小抑菌体积分数为 1.95 μL/mL，Surfactin

对枯草芽孢杆菌的最小抑菌质量浓度为 125 μg/mL。研

究发现，芳樟醇对单核细胞增生李斯特菌［19］、金黄色葡萄

球菌［20］、铜绿假单胞菌［20］和腐败希瓦氏菌［13］的最小抑菌

质 量 浓 度 分 别 为 1.25，5，7，1.5 μg/mL。 10 mg/mL 的

Surfactin 对范耐药的鲍曼不动杆菌、铜绿假单胞菌、大肠

表 1　感官评分标准

Table 1　Sensory scoring criteria

评价指标

色泽

（20 分）

气味

（30 分）

滋味

（30 分）

组织状态

（20 分）

评价标准

颜色呈黄褐色，表面油光明显

颜色呈深褐色，能看到表面油光

颜色呈黑褐色，四周发黑

休闲豆干香味明显，精油味道宜人

休闲豆干香味较淡，精油味突出

无休闲豆干香味，精油味刺激

无休闲豆干香味，酸异味明显

豆香味和卤香味明显，精油味道宜人

豆香味和卤香味较明显，精油味突出

无豆香味，没有异味

无豆香味，有酸味或异味

韧性好，没有霉变及异物产生

质地松散或组织变硬，无霉变及黏液产生

质地松散或组织变硬，有霉变或黏液产生

分值

16~20

11~15

1~10

26~30

11~25

6~10

1~5

26~30

11~25

6~10

1~5

16~20

11~15

1~10
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杆菌和肺炎双球菌菌株具有抗菌活性（100%）［21］，对大肠

杆菌、荧光假单胞菌、蜡样芽孢杆菌、短小芽孢杆菌、金黄

色葡萄球菌的最小抑菌质量浓度分别为 235.78，235.78，

117.89，58.95，58.95 mg/L［22］。此外，Surfactin 对革兰氏阳

性菌的 MIC 较革兰氏阴性菌更低，说明 Surfactin 抑制革

兰氏阳性菌的能力更强，与试验结果基本一致。

2.2　单因素试验

2.2.1　Surfactin 质量浓度对休闲豆干抑菌率和感官评分

的影响　如图 1 所示，Surfactin 质量浓度对休闲豆干抑菌

率具有显著影响（P＜0.05），其抑菌效果随质量浓度升高而

增强。随着质量浓度从 25 μg/mL 增至 375 μg/mL，抑菌率

由 35.87% 提升至 89.42%，Surfactin 质量浓度>125 μg/mL

后抑菌率增幅趋缓，可能是 Surfactin 质量浓度超出临界

胶束浓度（CMC）后，多余的分子往往会自发地聚集形成

多聚体，而不是以单体或低聚体状态插入膜［23］。一些学

者［23］认为表面活性素二聚化到双层磷脂分子中是膜不稳

定和泄漏的必要步骤。继续增加质量浓度，实际在膜上

起作用的有效浓度并没有继续增加，导致对生物膜的破

坏作用不再继续增强［24］。高质量浓度 Surfactin 感官评分

显著低于其他组（P＜0.05），可能是 Surfactin 可以通过降

低油水界面张力，有效乳化芳樟醇，形成更小、更均一的

油滴［17］，更好地渗透进豆干体系中，导致休闲豆干中芳樟

醇气味更浓烈。Surfactin 质量浓度为 125 μg/mL 时，休闲

豆干的感官评分为 85.5，保持休闲豆干的风味的同时，保

鲜剂具有较好的抑菌效果。综上所述，选择 62.5，125，

250 μg/mL 的 Surfactin 质量浓度用于响应面试验的进一

步优化。

2.2.2　芳樟醇体积分数对休闲豆干抑菌率和感官评分的

影响　芳樟醇已经被证明对污染食物的微生物有活性，

包括弯曲杆菌属、沙门氏菌属、大肠杆菌以及单核细胞增

生李斯特菌等［13］。适当浓度的芳樟醇能有效抑制微生物

的生长，且有助于赋予类似藤椒的独特风味，但浓度过高

会使休闲豆干具有浓烈的精油气味，掩盖住样品原有的

气 味 。 如 图 2 所 示 ，在 芳 樟 醇 体 积 分 数 为 0.390~

5.850 μL/mL 时，抑菌率随着体积分数升高显著（P＜0.05）

升高，当芳樟醇体积分数 5.850 μL/mL 时，抑菌率达到最

大值 86.97%。Wang 等［25］研究表明，芳樟醇的抑菌效果与

其体积分数呈正相关，低体积分数（1~2 μL/mL）时即能抑

制细菌增殖和生物膜的形成，但当芳樟醇体积分数超过

0.975 μL/mL 后，休闲豆干感官评分呈下降趋势，在芳樟

醇体积分数为 3.900 μL/mL 时，休闲豆干感官评分＜85，

这是由于该浓度下休闲豆干具有浓烈的精油气味，其品

质和消费者可接受程度有所下降。综上所述，选择 0.975，

1.950，3.900 μL/mL 的芳樟醇用于响应面试验的进一步

优化。

2.2.3　处理时间对休闲豆干抑菌率和感官评分的影响　

表 2　芳樟醇和 Surfactin对供试菌的最小抑菌浓度†

Table 2　MICs of linalool and Surfactin on test bacteria

芳樟醇

体积分数/

（μL·mL-1）

0.97

1.95

3.9

7.8

15.6

菌株生长情况

+
-
-
-
-

Surfactin

质量浓度/

（μg·mL-1）

31.3

62.5

125

250

500

菌株生长情况

+
+
-
-
-

 † +表示有菌生长；-表示无菌生长。

小写字母不同表示各组间差异显著（P＜0.05）

图 2　芳樟醇体积分数对休闲豆干抑菌率

和感官评分的影响

Figure 2　Effect of linalool volume fraction on bacterial 

inhibition rate and sensory score of LD-tofu

小写字母不同表示各组间差异显著（P＜0.05）

图 1　Surfactin 质量浓度对休闲豆干抑菌率

和感官评分的影响

Figure 1　Effect of Surfactin concentration on bacterial 

inhibition rate and sensory score of LD-tofu
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如图 3 所示，处理时间对抑菌率的影响呈先升后降趋

势。在 40 min 时抑菌率达峰值 82.28%，而 50 min 时降至

52.54%（P＜0.05），Wang 等［25］研究了芳樟醇对生物膜形

成过程中细菌生长的影响，2 µL/mL 芳樟醇在 24 h 内的抑

菌率超过了 90%，随后，抑制率降低，但在 72 h 时再次激

增。细菌生物膜的发育经历附着、生长、成熟和扩散阶

段。最低生物膜清除浓度（MBIC）可以减少生物膜发育

的成熟和分散阶段的细菌数量，而低浓度芳樟醇的抑制

作用在生物膜生长期最明显，并随着生物膜质量的增加

而减弱。50 min 处理时间抑菌率下降，可能是长时间处

理导致活性成分降解［26］，进而对细胞生物膜成熟阶段的

微生物抑制效果减弱。感官评分在 30 min 时达到最高

87.5，40 min 下降至 83.0。综上所述，选择 30，40，50 min

的处理时间用于响应面试验进一步优化。

2.2.4　料液比对休闲豆干抑菌率和感官评分的影响　如

图 4 所示，料液比对抑菌率影响显著（P＜0.05）。从 1∶

1 （g/mL）增 至 1∶3 （g/mL）时 ，抑 菌 率 由 39.7% 升 至

91.2%，表明高料液比可提升保鲜剂抑菌率，这可能是由

于较高的料液比增加了芳樟醇、Surfactin 与休闲豆干的接

触面积，从而加速活性成分扩散并促进其充分结合。感

官评分则从 86.6 降至 79.8，可能是高料液比导致芳樟醇残

留量升高，引发刺激性气味。综上所述，选择 1∶2，1∶2.5，

1∶3 （g/mL）的料液比用于响应面试验进一步优化。

2.3　响应面优化休闲豆干保鲜工艺

2.3.1　响应模型的建立与分析　响应面试验因素及水平

见表 3，试验设计和结果见表 4。

利用 Design-Expert 13.0 软件对结果进行二次多元回

归拟合后，菌落总数、感官评分对 Surfactin 质量浓度、芳

樟醇体积分数、处理时间和料液比的二次多元回归拟合

方程：

Y1=2.7-0.141 6A-0.110 8B+0.017 3C-0.095 2D-
0.070 2AB+0.010 8AC+0.030 8AD-0.007 3BC-
0.053 5BD-0.011 2CD-0.036 3A2+0.095 1B2-
0.052C2-0.064 2D2， （2）

Y2=82.16-1.4A-6.98B-1.68C-1.11D+1.22AB+
0.198 2AC-0.503 6AD-0.251 8BC-0.353 6BD+
1.92A2-0.909 4B2+1.17C2+0.547 5D2。 （3）

2.3.2　响应面结果分析　由表 5 和表 6 可知，各试验模型

P＜0.000 1，极显著，说明模型能有效解释变量与响应值

间的关系，模型预测能力优异，试验结果可靠。菌落总数

模型中失拟项不显著（P＞0.05），A、B、D、B2 对休闲豆干

菌落总数影响极显著（P＜0.01），AB、C2、D2对休闲豆干菌

落总数影响显著（P＜0.05）。各单因素对菌落总数的影响

顺序为 Surfactin 质量浓度＞芳樟醇体积分数＞料液比＞
处理时间。感官评分模型中失拟项不显著（P＞0.05），A、

B、C、D、A2、C2 对休闲豆干感官评分影响极显著（P＜
0.01），且 AB 对感官评分影响显著（P＜0.05）。各因素对

感官评分的影响顺序为芳樟醇体积分数＞处理时间＞
Surfactin 质量浓度＞料液比。

如图 5 所示，随着 Surfactin 质量浓度和芳樟醇体积分

数的逐渐升高，菌落总数呈下降趋势；Surfactin 质量浓度

小写字母不同表示各组间差异显著（P＜0.05）

图 3　处理时间对休闲豆干抑菌率和感官评分的影响

Figure 3　Effect of treatment time on bacterial inhibition 

rate and sensory score of LD-tofu

小写字母不同表示各组间差异显著（P＜0.05）

图 4　料液比对休闲豆干抑菌率和感官评分的影响

Figure 4　Effect of material-liquid ratios on bacterial 

inhibition rate and sensory score of LD-tofu

表 3　响应面试验因素及水平

Table 3　Response surface test factors and levels

水平

-1

0

1

A Surfactin 质量

浓度/（μg·mL-1）

62.5

125.0

250.0

B 芳樟醇体积

分数/（μL·mL-1）

0.975

1.950

3.900

C 处理时

间/min

30

40

50

D 料液比

（g/mL）

1∶2.0

1∶2.5

1∶3.0
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与芳樟醇体积分数的等高线沿着菌落总数轴密集且呈椭

圆形，说明交互作用显著，芳樟醇体积分数和料液比的 3D

曲面的坡度陡峭，说明两因素的交互作用显著，这与方差

分析的结果相吻合。随着芳樟醇体积分数的增加，感官

评分逐渐降低。Surfactin 质量浓度与芳樟醇体积分数的

3D 曲面的坡度陡峭，说明两因素的交互作用极显著（P＜
0.05）。芳樟醇体积分数和处理时间、芳樟醇体积分数和

料液比的 3D 曲面陡峭，表明它们之间的交互效应对感官

评分影响明显，与方差分析结果相吻合。

2.3.3　最优条件及验证实验　确保芳樟醇协同 Surfactin

对休闲豆干保鲜处理后感官评分＞85，菌落总数尽可能

表 6　感官评分方差分析†

Table 6　ANOVA of sensory scores

来源

模型

A

B

C

D

AB

AC

AD

BC

BD

CD

A²

B²

C²

D²

残差

失拟项

纯误差

总和

平方和

822.78

20.73

517.96

26.30

11.44

6.83

0.17

1.09

0.27

0.54

0.00

17.80

4.00

8.91

1.94

12.19

9.39

2.80

834.97

自由度

14

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

14

10

4

28

均方

58.77

20.73

517.96

26.30

11.44

6.83

0.17

1.09

0.27

0.54

0.00

17.80

4.00

8.91

1.94

0.87

0.94

0.70

F 值

67.50

23.80

594.91

30.20

13.14

7.85

0.19

1.25

0.31

0.62

0.00

20.44

4.59

10.24

2.23

1.34

P 值

＜0.000 1**

0.000 2**

＜0.000 1**

＜0.000 1**

0.002 8**

0.014 2*

0.666 6

0.282 4

0.585 0

0.445 6

1.000 0

0.000 5**

0.050 2

0.006 4**

0.157 3

0.417 3

 † *表示差异显著（P＜0.05）；**表示差异极显著（P＜0.01）；

R2=0.985 4；R2
Adj=0.970 8。

表 4　Box-Behnken试验设计及结果

Table 4　Box-Behnken experimental design and results

试验号

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

A

-1

1

-1

1

0

0

0

0

-1

1

-1

1

0

0

0

0

-1

1

-1

1

0

0

0

0

0

0

0

0

0

B

-1

-1

1

1

0

0

0

0

0

0

0

0

-1

1

-1

1

0

0

0

0

-1

1

-1

1

0

0

0

0

0

C

0

0

0

0

-1

1

-1

1

0

0

0

0

-1

-1

1

1

-1

-1

1

1

0

0

0

0

0

0

0

0

0

D

0

0

0

0

-1

-1

1

1

-1

-1

1

1

0

0

0

0

0

0

0

0

-1

-1

1

1

0

0

0

0

0

菌落总数/

lg（CFU·g-1）

2.90±0.02

2.76±0.09

2.83±0.04

2.41±0.07

2.71±0.10

2.75±0.07

2.54±0.04

2.53±0.12

2.94±0.05

2.53±0.03

2.68±0.12

2.41±0.16

2.82±0.01

2.70±0.09

2.89±0.01

2.72±0.07

2.74±0.06

2.58±0.08

2.76±0.07

2.64±0.06

2.92±0.06

2.83±0.03

2.89±0.07

2.54±0.01

2.79±0.06

2.73±0.02

2.81±0.04

2.84±0.06

2.72±0.07

感官评分

93.00±1.73

87.00±3.61

77.33±5.50

75.33±6.43

89.33±3.78

86.00±3.00

88.00±4.00

85.00±4.58

88.33±6.35

86.00±2.65

87.67±2.51

82.67±4.51

90.67±5.51

78.00±3.00

88.00±3.46

74.67±4.51

91.33±2.08

88.00±4.00

86.67±6.51

85.00±5.00

91.67±1.52

75.67±5.51

89.67±4.51

73.00±4.00

84.00±4.00

84.67±4.51

84.67±3.21

85.67±2.51

86.00±4.00

表 5　菌落总数方差分析†

Table 5　ANOVA of aerobic plate count

来源

模型

A

B

C

D

AB

AC

AD

BC

BD

CD

A²

B²

C²

D²

残差

失拟项

纯误差

总和

平方和

0.54

0.21

0.13

0.00

0.08

0.02

0.00

0.00

0.00

0.01

0.00

0.01

0.04

0.02

0.03

0.05

0.04

0.01

0.59

自由度

14

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

14

10

4

28

均方

0.038 7

0.213 1

0.130 6

0.002 8

0.084 7

0.022 7

0.000 5

0.004 1

0.000 2

0.012 3

0.000 5

0.006 4

0.043 7

0.017 5

0.026 7

0.003 7

0.004 1

0.002 8

F 值

10.36

57.02

34.94

0.75

22.66

6.08

0.13

1.09

0.06

3.28

0.13

1.71

11.71

4.69

7.16

1.49

P 值

＜0.000 1**

＜0.000 1**

＜0.000 1**

0.401 2

0.000 3**

0.027 2*

0.720 0

0.313 6

0.808 3

0.091 5

0.719 7

0.212 7

0.004 1**

0.048 0*

0.018 1*

0.372 2

 † *表示差异显著（P＜0.05）；**表示差异极显著（P＜0.01）；

R2=0.912 0；R2
Adj=0.823 9。
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小的情况下，根据 Design-Expert 13.0 得到芳樟醇协同

Surfactin 对休闲豆干保鲜工艺优化最佳工艺参数为：

Surfactin 质 量 浓 度 187.125 μg/mL、芳 樟 醇 体 积 分 数

2.207 4 μL/mL、处 理 时 间 30.001 min、料 液 比 1∶

2.998 （g/mL），将工艺条件进行微调：Surfactin 质量浓度

187.5 μg/mL、芳 樟 醇 体 积 分 数 2.2 μL/mL、处 理 时 间

30 min、料液比 1∶3 （g/mL）。采用最佳工艺参数处理休闲

豆干（浸泡保鲜剂的休闲豆干自然风干，未经杀菌、真空

包装处理，于 25 ℃恒温环境中放置 12 h），得到休闲豆干

贮藏 12 h 时菌落总数（TVC）为（2.48±0.05） lg（CFU/g），

对照组休闲豆干菌落总数为（3.04±0.07） lg（CFU/g），感

官评分为 85.66±0.47，与预测值相近，模型可靠。

2.4　芳樟醇协同 Surfactin对休闲豆干菌落总数的影响

如表 7 所示，第 0 天所有样品均未检出菌落，表明此

时微生物并未繁殖。4 ℃下贮藏 4 周时，对照组为（1.58±
0.07） lg（CFU/g），保鲜剂组仍低于检测限。这表明在 4 ℃
低温环境下，无论是对照组还是保鲜剂组，微生物生长均

受到显著抑制，保鲜剂组芳樟醇协同 Surfactin 对微生物

抑制效果极佳，在 4 周内几乎完全抑制了微生物生长。

25 ℃条件下，对照组菌落总数随贮藏时间迅速上升，贮藏

第 1 周 即 检 出（1.40±0.04） lg（CFU/g），第 2 周 达 到

（2.68±0.06） lg（CFU/g），在第 3周时已经超过 DB33/ 529—

2005《散装及预包装豆制品质量安全要求》规定的菌落总

数最大限值［5.0 lg （CFU/g）］，表明其货架期为 2 周。保

鲜剂组在贮藏前期菌落总数低于检测限，之后逐渐上升，

第 4 周时达到（4.86±0.04） lg（CFU/g）。说明 25 ℃利于微

生物生长，微生物增殖快，保鲜剂组虽不能完全抑制微生

物生长，但能显著延缓其增长速度，将休闲豆干在 25 ℃的

货架期由 2 周延长至 4 周。

2.5　芳樟醇协同 Surfactin对休闲豆干品质特性的影响

2.5.1　对休闲豆干蛋白质和脂肪含量的影响　休闲豆干

在 25 ℃下贮藏 4 周，蛋白质和脂肪含量变化如图 6 所示。

图 5　两因素交互作用对菌落总数和感官评分的影响

Figure 5　Effect of each two-factor interaction on aerobic plate count and sensory score

表 7　休闲豆干贮藏期菌落总数的变化†

Table 7　Changes of aerobic plate count during storage 

period of LD-tofu

贮藏时

间/周

0

1

2

3

4

4 ℃贮藏菌落总数/

（lg CFU·g-1）

对照组

ND

ND

＜1

＜1

1.58±0.07

保鲜剂组

ND

ND

＜1

＜1

＜1

25 ℃贮藏菌落总数/

（lg CFU·g-1）

对照组

ND

1.40±0.04

2.68±0.06

5.07±0.04

7.52±0.05

保鲜剂组

ND

＜1

1.96±0.12

3.26±0.05

4.86±0.04

† ND 表示未检出。
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保鲜剂组与对照组休闲豆干蛋白质含量随着贮藏时间的

延长显著降低（P＜0.05），由 25.43 g/100 g 分别下降到

23.90，22.85 g/100 g，与对照组相比，保鲜剂组蛋白质含量

下降幅度显著低于对照组（P＜0.05）。休闲豆干的脂肪含

量随贮藏时间延长而下降，保鲜剂处理显著延缓了脂肪

降 解 速 率（P＜0.05）。 休 闲 豆 干 初 始 脂 肪 含 量 为

14.35 g/100 g，贮藏 4 周时保鲜剂组和对照组分别为 11.6，

10.6 g/100 g。芳樟醇协同 Surfactin 可显著减缓休闲豆干

体系中蛋白质和脂肪含量的下降，可能是由 Surfactin 可

抑制假单胞菌属等［7］产蛋白酶和脂肪酶的微生物生长。

蛋白酶可水解蛋白质中的肽键，将其分解为多肽或氨基

酸，通过与裂解中间体的羧基—羧酸盐相互作用促进进

行性蛋白水解［27］，脂肪酶能够将油脂分解为甘油和脂肪

酸。芳樟醇和 Surfactin 对微生物与代谢通路活性的抑制

作用降低了微生物对氨基酸、脂肪酸等小分子营养物质

的消耗。

2.5.2　对休闲豆干质构的影响　如图 7 所示，休闲豆干的

弹性和硬度随着贮藏时间的延长而降低，与 Huang 等［28］

的研究结果基本一致，这可能是休闲豆干贮藏期蛋白质

含量下降，蛋白质分子间凝胶强度减小而导致豆干硬度

和弹性降低。贮藏周期内保鲜剂组变化幅度小于对照

组，同一贮藏期保鲜剂组与对照组无显著差异，说明贮藏

时间是影响休闲豆干弹性和硬度的主要因素，同时也表

明芳樟醇协同 Surfactin 对休闲豆干的质构特性不会产生

不良影响。

2.5.3　对休闲豆干丙二醛含量的影响　25 ℃条件下保鲜

剂组和对照组休闲豆干丙二醛含量变化如图 8 所示。起

初丙二醛含量为 0.126 7 mg/kg，随贮藏时间延长，MDA 含

量均呈上升趋势，贮藏 4 周时保鲜剂组和对照组的 MDA

含 量 为 0.321 7，0.402 2 mg/kg。 贮 藏 1 周 之 后 对 照 组

MDA 含量始终显著高于保鲜剂组（P＜0.05），保鲜剂组

MDA 含量增幅较缓（7~14 d 增幅约 22.7%，14~21 d 增幅

小写字母不同表示同一样品在不同贮藏期差异显著（P＜0.05）；大写字母不同表示同一贮藏期不同样品差异显著（P＜0.05）

图 6　芳樟醇协同 Surfactin 对休闲豆干蛋白质含量的影响

Figure 6　Effect of linalool and Surfactin on protein content of LD-tofu

小写字母不同表示同一样品在不同贮藏期差异显著（P＜0.05）

图 7　芳樟醇协同 Surfactin 对休闲豆干质构的影响

Figure 7　Effect of linalool and Surfactin on texture of LD-tofu

98



| Vol.41， No.11 袁 驰等：芳樟醇协同 Surfactin优化休闲豆干保鲜工艺及品质分析

约 29.1%），这可能与芳樟醇的抗氧化活性有关。研究［29］

表明，芳樟醇能与底物发生共氧化，与可氧化底物相比，

它们的自终止和交叉终止速率更高，从而增加了总体链

终止并降低了自动氧化的效率。而 Surfactin 可破坏腐败

菌细胞膜完整性，抑制能量代谢关键酶，从而减少甘油三

酯的水解及其参与的脂质代谢过程［11］，最终延缓脂肪氧

化，延长休闲豆干的贮藏期。

3　结论

该研究采用天然抑菌物质 Surfactin 和芳樟醇处理休

闲豆干，以枯草芽孢杆菌为指示菌，确定 Surfactin 的最小

抑菌质量浓度为 125 μg/mL，芳樟醇的最小抑菌体积分数

为 1.95 μL/mL。通过单因素及响应面试验确定 Surfactin

协 同 芳 樟 醇 最 佳 保 鲜 工 艺 为 Surfactin 质 量 浓 度

187.5 μg/mL、芳 樟 醇 体 积 分 数 2.2 μL/mL、处 理 时 间

30 min、料液比 1∶3 （g/mL）。此条件可使休闲豆干在

25 ℃下的货架期由 2 周延长至 4 周，4 ℃下可实现 28 d 菌

落总数低于检测限，不仅确保了休闲豆干在贮藏过程中

的微生物安全性，而且显著减缓了蛋白质和脂肪降解，抑

制了丙二醛生成且对休闲豆干的质构无不良影响。天然

成分复配保鲜剂符合清洁标签食品需求，在休闲豆干工

业化生产中具有广阔的应用前景。
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