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富含 γ氨基丁酸豆芽乳发酵工艺优化
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摘要：为提高发酵豆芽乳中的 γ氨基丁酸含量，以植物乳杆菌 Ｓ ３５为发酵剂，以发酵过程中 γ氨基丁酸质量浓度

为试验指标，在单因素试验基础上，利用中心组合试验设计和响应面分析法研究了植物乳杆菌 Ｓ ３５接种量、发酵

温度、发酵时间对发酵豆乳中 γ氨基丁酸质量浓度的影响，并建立了乳酸菌发酵模型。响应面优化试验结果表明

豆芽乳发酵的最佳工艺条件为：接种量为 ３５％、发酵温度为 ３４５℃、发酵时间为 ２７ｈ。在此条件下 γ氨基丁酸质

量浓度为 １６１ｇ／Ｌ，植物乳杆菌 Ｓ ３５活菌数可达 １６０×１０９ＣＦＵ／ｍＬ。在 ４℃下进行 ７ｄ的储藏试验，结果表明发

酵豆芽乳在保质期内凝乳状态、发酵参数保持在可接受的范围内。

关键词：发芽大豆；γ氨基丁酸；工艺优化；响应面法

中图分类号：ＴＳ２１４２；ＴＳ２０１１ 文献标识码：Ａ 文章编号：１０００１２９８（２０１８）０３０３７３０８

收稿日期：２０１７ ０８ ２１　修回日期：２０１７ ０９ １１
基金项目：国家自然科学基金项目（３１６７１８３１）
作者简介：张金兰（１９８４—），女，博士生，主要从事食品微生物研究，Ｅｍａｉｌ：ｙｕｂａｗａｎｇ＠１２６．ｃｏｍ
通信作者：李平兰（１９６４—），女，教授，博士生导师，主要从事应用微生物研究，Ｅｍａｉｌ：ｌｉｐｉｎｇｌａｎ＠ｃａｕ．ｅｄｕ．ｃｎ

ＯｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎｏｆＰｒｏｃｅｓｓＣｏｎｄｉｔｉｏｎｓｏｆγＡｍｉｎｏＢｕｔｙｒｉｃＡｃｉｄｅｎｒｉｃｈｅｄ
ＦｅｒｍｅｎｔｅｄＭｉｌｋｗｉｔｈＳｐｒｏｕｔｅｄＳｏｙｂｅａｎｓ

ＺＨＡＮＧＪｉｎｌａｎ１，２　ＤＡＩＴｉａｎｔｉａｎ２　ＷＡＮＧＤａｎｔｉｎｇ１，２　ＬＩＰｉｎｇｌａｎ１，２

（１．ＴｈｅＩｎｎｏｖａｔｉｏｎＣｅｎｔｒｅｏｆＦｏｏｄＮｕｔｒｉｔｉｏｎａｎｄＨｕｍａｎＨｅａｌｔｈ，ＣｈｉｎａＡｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｂｅｉｊｉｎｇ１０００８３，Ｃｈｉｎａ
２．ＣｏｌｌｅｇｅｏｆＦｏｏｄＳｃｉｅｎｃｅａｎｄＮｕｔｒｉｔｉｏｎａｌＥｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ，ＣｈｉｎａＡｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｂｅｉｊｉｎｇ１０００８３，Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ：Ｔｈｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆｂｉｏａｃｔｉｖｅｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓｗａｓｔｈｅｋｅｙｆａｃｔｏｒｔｏｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｉｔｙｏｆｆｅｒｍｅｎｔｅｄ
ｆｏｏｄ．Ｔｈｅｏｂｊｅｃｔｗａｓｔｏｄｅｖｅｌｏｐａｎｄｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚｅａｓｐｒｏｕｔｅｄｓｏｙｂｅａｎｓｂａｓｅｄｆｅｒｍｅｎｔｅｄｍｉｌｋｂｙｕｓｉｎｇγ
ａｍｉｎｏｂｕｔｙｒｉｃａｃｉｄ（ＧＡＢＡ）ｐｒｏｄｕｃｉｎｇＬａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓｐｌａｎｔａｒｕｍＳ ３５．Ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎｖｏｌｕｍｅ，ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ
ｔｉｍｅａｎｄｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｗｅｒｅｓｔｕｄｉｅｄａｓｓｉｎｇｌｅｆａｃｔｏｒｓａｆｆｅｃｔｉｎｇｔｈｅｙｉｅｌｄｓｏｆＧＡＢＡｉｎｔｈｅ
ｆｅｒｍｅｎｔｅｄｍｉｌｋ．Ｔｈｅｃｅｎｔｒａｌｃｏｍｐｏｓｉｔｅｄｅｓｉｇｎｗａｓｕｓｅｄｔｏｏｐｔｉｍｉｚｅｔｈｅｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ．Ｔｈｅ
ｒｅｓｕｌｔｓｗｅｒｅａｎａｌｙｚｅｄｗｉｔｈｔｈｅｓｏｆｔｗａｒｅＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ８０６．Ｒｅｓｕｌｔｓｉｎｄｉｃａｔｅｄｔｈａｔｔｈｅｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ
ｓｙｓｔｅｍｍｏｄｅｌｈａｄａｎｅｘｔｒｅｍｅｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｅｆｆｅｃｔｏｎｐｒｅｄｉｃｔｉｎｇｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆｔｈｅｔｅｓｔ．Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｔｈｅ
ｒｅｓｐｏｎｓｅｓｕｒｆａｃｅｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎｔｅｓｔｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅｏｐｔｉｍａｌｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｃｏｎｄｉｔｉｏｎｗａｓａｓｆｏｌｌｏｗｓ：
ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎｖｏｌｕｍｅｗａｓ３５％，ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｔｉｍｅｗａｓ２７ｈ，ａｎｄｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｗａｓ３４５℃．
ＴｈｅｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｔｅｓｔｓｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｅｄｔｈａｔｔｈｅａｃｔｕａｌｙｉｅｌｄｓｏｆＧＡＢＡｗａｓ１６１ｇ／Ｌ，ａｎｄｔｈｅｍａｘｉｍｕｍ
ｎｕｍｂｅｒｏｆｖｉａｂｌｅｐｒｏｂｉｏｔｉｃｓｃｏｕｎｔｗａｓ１６０×１０９ＣＦＵ／ｍＬ．Ｗｈｅｎｉｔｗａｓｓｔｏｒｅｄａｔ４℃ ａｆｔｅｒ７ｄ，ｔｈｅ
ｐｒｏｄｕｃｔｈａｄｇｏｏｄｑｕａｌｉｔｙｗｉｔｈｓｅｎｓｏｒｙｅｖａｌｕａｔｉｏｎ，ｖｉａｂｌｅｃｅｌｌｎｕｍｂｅｒｓａｎｄｐＨｖａｌｕｅ．Ｔｈｅｒｅｓｅａｒｃｈｒｅｓｕｌｔｓ
ｐｒｏｐｏｓｅｄｓｐｅｃｉｆｉｃｐｒｏｃｅｓｓｅｓａｎｄｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓｆｏｒＧＡＢＡｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔｉｎｓｐｒｏｕｔｅｄｓｏｙｂｅａｎｓ，
ｗｈｉｃｈｃａｎｐｒｏｖｉｄｅａｎｅｗ，ｎａｔｕｒａｌ，ａｎｄｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｆｏｏｄｒｅｓｏｕｒｃｅ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｓｐｒｏｕｔｅｄｓｏｙｂｅａｎｓ；γａｍｉｎｏｂｕｔｙｒｉｃａｃｉｄ；ｐｒｏｃｅｓｓｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ；ｒｅｓｐｏｎｓｅｓｕｒｆａｃｅｍｅｔｈｏｄ

０　引言

氨基丁酸（ＧＡＢＡ）是一种非蛋白质、水溶性的
氨基 酸，主 要 是 由 谷 氨 酸 脱 羧 酶 （ＧＡＤ，

ＥＣ４１１１５）催化 Ｌ谷氨酸脱羧而产生，通过线粒
体 ＧＡＢＡ转氨酶（ＧＡＢＡ Ｔ，ＥＣ２６１１９）转化为
琥珀酸半醛来代谢。ＧＡＢＡ是主要的中枢神经系统
抑制性神经递质，可以通过降低血压、预防慢性酒精



性疾病、抑制癌细胞增殖、改善脑功能、促进胰岛素

释放为人类和其他动物的健康提供有益的影

响
［１－２］

。尽管 ＧＡＢＡ广泛存在于植物、动物和微生
物中，但其含量很低，这激发了研究者开发富含 γ
氨基丁酸食品的兴趣。

乳酸菌在最近几年被应用于 ＧＡＢＡ生产。例
如，短乳杆菌（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓｂｒｅｖｉｓ）、副干酪乳杆菌
（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓｐａｒａｃａｓｅｉ）、乳酸乳球菌（Ｌａｃｔｏｃｏｃｃｕｓ
ｌａｃｔｉｓ）等 应 用 于 富 含 ＧＡＢＡ 的 食 品 和 药 品 合
成

［３－５］
。产 ＧＡＢＡ的乳酸菌大多在合成或半合成培

养基中培养，发酵后 ＧＡＢＡ的纯化是必不可少的，
这将增加生产的时间和成本。应用天然的培养基

（如乳制品、谷物、水果、蔬菜等）来培养乳酸菌，获

得富含 ＧＡＢＡ的食品可以避免上述问题，由此成为
有价值的研究方向。

豆芽富含膳食纤维、多种营养成分和生物活性

成分
［６］
。大豆发芽并经适当处理后，不仅增加了人

体必需的氨基酸和维生素，提高了大豆的营养价值，

也减少了豆腥味。在大豆发芽过程中，随着蛋白质

的降解，产生了多种的游离氨基酸，这为 ＧＡＢＡ的
合成提供了天然的底物。

研究发现乳酸菌产生 ＧＡＢＡ的能力，受培养基
质、培养条件和其他因素的影响

［７］
。优化培养基对

于提高发酵过程中 ＧＡＢＡ的产量非常重要。响应
面法（Ｒｅｓｐｏｎｓｅｓｕｒｆａｃｅｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ，ＲＳＭ）是一个组
合统计学和数学用于优化生物过程的技术。它可以

用来评估几个影响因素的影响，通过同时改变几个

因素，进行有限数量试验来实现拟合建模。依据对

影响 ＧＡＢＡ生产的关键因素，选择一个独立的变
量，ＲＳＭ用于优化培养因素以提升 ＧＡＢＡ的产量。
本研究在单因素试验的基础上，利用中心组合试验

设计（ＣＣＤ）和响应面分析法建立高产 γ氨基丁酸
植物乳杆菌发酵的数学模型，通过优化发酵条件，提

高植物乳杆菌发酵豆芽乳 γ氨基丁酸质量浓度，为
开发新型的高营养功能食品提供技术支持。

１　材料与方法

１１　试验材料
菌种，植物乳杆菌Ｓ ３５（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓｐｌａｎｔａｒｕｍ

Ｓ ３５），由中国农业大学食品科学与营养工程学院
应用微生物研究室提供，分离自农家酸浆水

［８］
；大

豆种子 （２０１６年秋季收获），北大荒集团；ＭＲＳ
（ｄｅＭａｎ，ＲｏｇｏｓａａｎｄＳｈａｒｐｅ）合成培养基，北京奥博
星生物技术有限公司；盐酸、氢氧化钠、四硼酸钠、次

氯酸钠、氯化钠、苯酚、无水乙醇均为分析纯，由西陇

化工股份有限公司提供。

１２　仪器与设备
ＵＶ １８００型紫外可见分光光度计，上海美谱达

仪器有限公司；ＹＸＱ ＬＳ ＳⅡ型全自动立式电热压
力蒸汽灭菌器，上海博讯实业有限公司医疗设备厂；

ＤＮＰ ９１０２型恒温培养箱，上海精宏实验设备有限
公司；Ｓ２３Ｃ型 ｐＨ计，上海雷磁仪器厂；３Ｋ１５型台
式高速离心机，五洲东方科技发展有限公司；ＳＣＬ
１３００型超净工作台，北京赛伯乐仪器有限公司；
ＳＰＸ ２５０Ｂ Ｚ型电热恒温水浴锅，上海博讯实业有
限公司医疗设备厂；１０１型鼓风干燥箱，天津泰斯特
仪器有限公司；ＤＹＪ Ｓ６３６５型芽苗菜种植机，广东
小熊电器有限公司；ＪＹＬ Ｃ０１０型九阳料理机，九阳
股份有限公司。

１３　试验方法
１３１　豆芽乳的制备

精选大豆，清洗，０２５％次氯酸钠溶液浸泡
３０ｍｉｎ（除去大豆种子表面的微生物），用无菌水清
洗后，放入发芽机发芽，观察每天的发芽状况，分别

取出１、２、３、４、５ｄ的豆芽制备豆芽乳。
豆芽用清水漂洗，然后用９５℃热水浸泡３ｍｉｎ，

杀酶钝化，热磨（水温８０℃），均质，加水过滤，调整
豆芽乳干物质质量分数 １０％，添加 ６％蔗糖［９］

，充

分搅拌均匀后分装，９０℃、３０ｍｉｎ处理后待用。
１３２　豆芽乳发酵试验

将不同发芽时间的豆芽乳，分别接种 ３％发酵
剂，于３７℃培养，观察凝固状态，记录凝乳时间，计
算乳酸菌活菌数及 γ氨基丁酸质量浓度。
１３３　豆芽乳发酵的单因素试验

（１）乳酸菌接种量
以植物乳杆菌 Ｓ ３５（５８×１０９ＣＦＵ／ｍＬ）为试

验对象，在发酵温度为 ３７℃，发酵时间为 ２４ｈ的条
件下，研究不同的接种量（１％、２％、３％、４％、５％）
对试验结果的影响，以不同接种量下的 γ氨基丁酸
质量浓度为试验指标。

（２）发酵时间
发酵条件为上述单因素试验选出的最佳水平，

研究不同的发酵时间（１２、２４、３６、４８、６０ｈ）对试验结
果的影响，以不同发酵时间的 γ氨基丁酸质量浓度
为试验指标。

（３）发酵温度
发酵条件均为上述单因素试验选出的最佳水

平，研究不同的发酵温度（２５、２８、３１、３４、３７℃）对试
验结果的影响，以不同发酵温度的 γ氨基丁酸质量
浓度为试验指标。

１３４　响应面法优化乳酸菌发酵工艺的试验
在单因素试验的基础上，采用中心组合设计
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（ＣＣＤ）方法，进行三因素三水平的响应面试验，以
接种量、发酵时间、发酵温度为自变量，γ氨基丁
酸质量浓度为响应值，采用响应面统计分析软件

ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ８０６确定最佳发酵工艺条件。
１３５　ＧＡＢＡ的提取方法

采用２倍体积的６０％乙醇进行提取；提取条件为
７０℃恒温水浴回流２ｈ；１００００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取
上层清液测定

［１０］
。

１３６　ＧＡＢＡ的检测方法
采用 Ｂｅｒｔｈｅｌｏｔ反应测定 ＧＡＢＡ的质量浓度［１０］

。

取不同质量浓度的 ＧＡＢＡ标准液 ０４ｍＬ，加
０２ｍｏｌ／Ｌ（ｐＨ值９０）硼酸盐缓冲液 ０６ｍＬ，摇匀，
加５％苯酚溶液２ｍＬ，摇匀，加质量分数 ６％次氯酸
钠溶液１ｍＬ，摇匀，放入沸水浴加热５ｍｉｎ，立即置冰
浴中５ｍｉｎ，待溶液出现蓝绿色后，加入 ２０ｍＬ６０％
酒精，在６４５ｎｍ处测定溶液的吸光度，以吸光度为
纵坐标，ＧＡＢＡ的质量浓度为横坐标，绘制标准曲
线。把处理的样品按以上方法测吸光度，代入标准

曲线求出样品中 ＧＡＢＡ的质量浓度。
以 ０２、０４、０６、０８、１０ｇ／Ｌ质量浓度的

ＧＡＢＡ标准液制作标准曲线，如图 １所示。由图 １
可知，吸光度与 γ氨基丁酸质量浓度高度相关，
Ｒ２＝０９９８８，二 者 之 间 的 关 系 满 足 回 归 方 程
　　

ｙ＝０１２４ｘ＋０００４５。

图 １　ＧＡＢＡ标准曲线

Ｆｉｇ．１　ＧＡＢＡｓｔａｎｄａｒｄｃｕｒｖｅ
　
１３７　乳酸菌活菌数的测定

将不同条件发酵豆芽乳，分别用灭菌生理盐水

制备１０倍系列稀释样品匀液，选择适宜稀释度的样
品匀液，分别吸取 １ｍＬ于 ＭＲＳ琼脂培养基中，于
３７℃恒温箱中培养４８ｈ，计算每皿中的菌落数，求其
平均值，乘以稀释倍数，乳酸菌活菌数以 ＣＦＵ／ｍＬ
为单位。

１３８　产品感官评价
感官评价评分标准见表１。
由５名男性和 ５名女性组成感官鉴评小组，并

接受感官鉴定培训。小组成员对发酵豆乳的色泽、

组织状态、气味和滋味以及综合接受程度指标进行

评价。将５项的平均分作为感官评分。计算总分得
出结论，６０分以上即为可接受，８０分以上为风味优
良，６０分以下为不可接受。

表 １　感官评价评分标准

Ｔａｂ．１　Ｓｃｏｒｉｎｇｃｒｉｔｅｒｉａｏｆｓｅｎｓｏｒｙｅｖａｌｕａｔｉｏｎ

品评项目 评分标准 分值

颜色均匀一致，呈乳白色或淡黄色，有色泽 １５～２０

色泽 颜色较均匀，颜色偏深，略有光泽 ６～１４

颜色不均匀，颜色太深，无光泽 ０～５

组织均匀、细腻，凝块结实，粘度适中，几乎无乳清析出 １５～２０

组织状态 组织较均匀、较细腻，凝块不结实，粘度稍大或稍稀，有乳清析出 ６～１４

组织不良，凝块差，粘度太大或太稀，乳清析出明显 ０～５

发酵豆乳固有的香气，基本无豆腥味，基本无氨嗅味，无不良风味 １５～２０

气味 发酵豆乳固有的香气平淡，略有豆腥味，或略有氨嗅味 ６～１４

有浓重的豆腥味或其他不良风味 ０～５

具有发酵豆乳特有的滋味，味佳而纯正，无不良滋味，口感细腻爽滑，酸甜适中 １５～２０

滋味 发酵豆乳特有的滋味平淡，酸味略重，有苦涩味，微有异味，口感较为粗糙 ６～１４

苦味涩味明显，酸味过重，或其他不良滋味，口感粗糙，颗粒感明显 ０～５

整体感觉理想，易接受 １５～２０

综合接受程度 整体感觉一般，可以接受 ６～１４

整体感觉差，很难接受 ０～５

１３９　数据处理
所得数据均为平行测定 ３次以上取平均值，并

计算出正负标准偏差，用误差线表示。采用 Ｄｅｓｉｇｎ
Ｅｘｐｏｒｔ８０６数据处理软件对试验结果进行处理，
应用中心点法对各组变量的计算结果进行方差分析

和差异显著性分析，Ｐ＜００５表明分析结果的差异
性显著，Ｐ＜００１表明分析结果的差异性极显著。

２　结果与分析

２１　黄豆发芽时间的确定
发芽时间为 ０～５ｄ的豆芽乳，分别接种 ３％发

酵剂，于 ３７℃培养，在 ２０～２４ｈ凝乳较好。由表 ２
可知，发酵豆芽乳的感官品质和 γ氨基丁酸质量浓
度与豆芽的发酵时间密切相关。与其他发芽时间的
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大豆相比，发芽 １ｄ的豆芽发酵乳明显地提高了 γ
氨基丁酸的质量浓度，并改善了感官品质。发芽０ｄ
的豆芽发酵乳有明显的豆腥味，而豆腥味是豆乳消

费量远低于牛奶的重要原因。当发芽时间过长时，

随着大豆蛋白在萌发过程中被内源酶的进一步降

解，导致发酵豆芽乳凝乳不完全、青芽味逐渐显现、

口感差，不适用于制作发酵豆芽乳。因此，选择发芽

１ｄ的大豆芽进行后续试验。

表 ２　不同的大豆发芽时间对发酵豆芽乳的影响

Ｔａｂ．２　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｔｉｍｅｏｎ

ｆｅｒｍｅｎｔｅｄｍｉｌｋｗｉｔｈｓｐｒｏｕｔｅｄｓｏｙｂｅａｎｓ

发芽

时间／ｄ
豆芽发酵乳感官评定

γ氨基丁酸质量

浓度／（ｇ·Ｌ－１）

０
颜色均匀一致，凝乳良好，有豆腥

味，酸甜适中，整体易接受
０３２

１
颜色均匀一致，凝乳良好，无不良风

味，酸甜适中，整体易接受
０７０

２
颜色均匀一致，凝乳不佳，无不良风

味，酸甜适中，整体可以接受
０７３

３
颜色均匀一致，凝乳不佳，有青芽

味，酸甜适中，整体可以接受
０５０

４
颜色均匀一致，未凝乳，青芽味较

重，酸甜适中，整体难以接受
０６５

５
颜色均匀一致，未凝乳，青芽味较

重，酸甜适中，整体难以接受
０６５

２２　酸豆芽乳发酵的单因素试验
２２１　植物乳杆菌 Ｓ ３５接种量

固定发酵温度 ３７℃、发酵时间 ２０ｈ，考察接种
量对 γ氨基丁酸质量浓度的影响。由图 ２可知，随
着接种量的升高，ＧＡＢＡ质量浓度呈现先上升后下
降的趋势。在接种量为 ３％时，ＧＡＢＡ质量浓度达
到最大值，为 ０６６ｇ／Ｌ。中心组合试验选取的接种
量范围为２％ ～４％。

图 ２　接种量对 ＧＡＢＡ质量浓度的影响

Ｆｉｇ．２　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｖａｒｉｏｕｓｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｓｏｎ

ＧＡＢＡｙｉｅｌｄｓ
　２２２　发酵时间
固定发酵温度３７℃、接种量为３％，考察发酵时

间对 γ氨基丁酸质量浓度的影响。由图 ３可知，随
着发酵时间的增加，ＧＡＢＡ质量浓度呈先上升后缓
慢下降的趋势。在发酵时间为 ２４ｈ时，ＧＡＢＡ质量
浓度达到最大值，为 ０７１ｇ／Ｌ。中心组合试验选取
的发酵时间范围为１２～３６ｈ。

图 ３　发酵时间对 ＧＡＢＡ质量浓度的影响

Ｆｉｇ．３　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｔｉｍｅｏｎＧＡＢＡｙｉｅｌｄｓ
　
２２３　发酵温度

固定发酵时间为２４ｈ、接种量为 ３％，考察发酵
温度对 γ氨基丁酸质量浓度的影响。由图 ４可知，
温度较低时，ＧＡＢＡ的积累量较低，随着温度逐渐升
高，ＧＡＢＡ的产量也明显升高，当温度为 ３４℃时，
ＧＡＢＡ质量浓度达到最大值，为 １５７ｇ／Ｌ，温度继续
升高后，ＧＡＢＡ的产量有所减少。ＧＡＢＡ的生物合
成与谷氨酸脱羧酶的活性密切相关，而酶的生物活

性会受到环境温度的影响。适宜的发酵温度不仅有

利于菌体细胞的生长繁殖，同时还会增加酶的生物

活性，促进酶促反应的进行
［１１］
。温度调整到 ３４℃

进行发酵，谷氨酸脱羧酶的生物活性能够充分发挥，

使 ＧＡＢＡ大量的积累。中心组合试验选取的发酵
温度范围为３１～３７℃。

图 ４　发酵温度对 ＧＡＢＡ质量浓度的影响
Ｆｉｇ．４　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｖａｒｉｏｕｓｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓｏｎＧＡＢＡｙｉｅｌｄｓ

　
２３　响应面优化试验结果与分析
２３１　响应面模型试验方案及结果

根据 ＣＣＤ的中心组合试验设计原理，在单因素
试验的基础上，选取植物乳杆菌 Ｓ ３５接种量、发酵
时间、发酵温度３个因素为 ＣＣＤ的自变量进行响应
面优化。由单因素试验优化出的接种量 ３％、发酵
时间２４ｈ、发酵温度３４℃为中心点进行试验。以发
酵产品中 γ氨基丁酸质量浓度为响应值，试验因素
与编码见表３。根据表３进行三因素三水平响应面
试验，具体试验方案及结果见表 ４。表中 Ａ、Ｂ、Ｃ分
别为接种量、发酵时间、发酵温度的编码值，Ｙ为
ＧＡＢＡ质量浓度。

表 ３　旋转中心组合设计因素编码

Ｔａｂ．３　Ｌｅｖｅｌｏｆｆａｃｔｏｒｓｉｎｃｅｎｔｒａｌｃｏｍｐｏｓｉｔｅｄｅｓｉｇｎ

编码
因素

接种量／％ 发酵时间／ｈ 发酵温度／℃
－１６８２ ２３２ ３８２ ２８９５
－１ ３ １２ ３１
０ ４ ２４ ３４
１ ５ ３６ ３７

１６８２ ５６８ ４４１８ ３９０５
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表 ４　响应面旋转中心组合（ＣＣＤ）设计与试验结果

Ｔａｂ．４　Ｄｅｓｉｇｎａｎｄｒｅｓｕｌｔｓｏｆｃｅｎｔｒａｌｃｏｍｐｏｓｉｔｅｄｅｓｉｇｎ

试验序号 Ａ Ｂ Ｃ Ｙ／（ｇ·Ｌ－１）

１ －１ －１ －１ ０５３

２ １ －１ －１ ０６２

３ －１ １ －１ ０７９

４ １ １ －１ ０９８

５ －１ －１ １ ０５３

６ １ －１ １ ０９０

７ －１ １ １ ０７０

８ １ １ １ １１２

９ －１６８２ ０ ０ ０８５

１０ １６８２ ０ ０ １３１

１１ ０ －１６８２ ０ ０４７

１２ ０ １６８２ ０ ０９５

１３ ０ ０ －１６８２ ０６４

１４ ０ ０ １６８２ ０８０

１５ ０ ０ ０ １５８

１６ ０ ０ ０ １５７

１７ ０ ０ ０ １５７

１８ ０ ０ ０ １５５

１９ ０ ０ ０ １５９

２０ ０ ０ ０ １５７

２３２　响应面模型的分析
以发酵产品中 γ氨基丁酸质量浓度为响应值，

由软件 ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ８０６进行分析，得到的结果
见表５。

经回归拟合后，根据各项的回归系数，删除不显

著项得到的模型方程为

Ｙ＝１５７＋０１３Ａ＋０１３Ｂ＋００４４Ｃ＋００１９ＡＢ＋
００６４ＡＣ－００２９ＢＣ－０１８Ａ２－０３１Ｂ２－０３１Ｃ２

　　由表５的方差分析可得，该模型达到极显著的
水平（Ｐ＜００００１）。同时，该模型的失拟度不显著
（Ｐ＞０１），可见此方程与实际数据拟合性良好，试
验设计可靠，适用于发酵体系条件的优化。信噪比

为８１３６７，远大于４，因此该模型可用于预测试验数
据。决定系数 Ｒ２ ＝０９９８９，校正决定系数 Ｒ２ ＝
０９９７９，说明该模型的变量与自变量之间关系显
著，模型合理可用。

图５为 ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ８０６做出的两因素自变
量对 γ氨基丁酸质量浓度交互作用的 ３Ｄ响应曲面
图，可知植物乳杆菌接种量与发酵温度、发酵时间与

发酵温度、植物乳杆菌接种量与发酵时间响应面三

维图均有稳定点，且为极大值。

表 ５　响应面旋转中心组合设计（ＣＣＤ）回归模型方差分析

Ｔａｂ．５　ＡＮＯＶＡｏｆｃｅｎｔｒａｌｃｏｍｐｏｓｉｔｅｄｅｓｉｇｎ

方差来源 平方和 自由度 均方 Ｆ Ｐ 显著性

模型 ３２６ ９ ０３６ ９９３４１ ＜００００１ 

Ａ ０２５ １ ０２５ ６８３５１ ＜００００１ 

Ｂ ０２４ １ ０２４ ６６４１０ ＜００００１ 

Ｃ ００２６ １ ００２６ ７２１７ ＜００００１ 

ＡＢ ２８１３×１０－３ １ ２８１３×１０－３ ７７２ ００１９５ 

ＡＣ ００３３ １ ００３３ ８９２９ ＜００００１ 

ＢＣ ６６１３×１０－３ １ ６６１３×１０－３ １８１６ ０００１７ 

Ａ２ ０４６ １ ０４６ １２５７１７ ＜００００１ 

Ｂ２ １３８ １ １３８ ３７７９９３ ＜００００１ 

Ｃ２ １３５ １ １３５ ３６９３９４ ＜００００１ 

残差 ３６４１×１０－３ １０ ３６４１×１０－４

失拟项 ２７５８×１０－３ ５ ５５１６×１０－４ ３１２ ０１１８５ 不显著

纯误差 ８８３３×１０－４ ５ １７６７×１０－４

矫正综合 ３２６ １９

　　注：表示极显著水平 Ｐ＜００１，表示显著水平 Ｐ＜００５。

图 ５　两因素对 γ氨基丁酸质量浓度的响应曲面
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　　通过响应面分析，得到植物乳杆菌发酵体系最
佳工艺条件是接种量 ３４１％、发酵时间 ２６６８ｈ、发
酵温度３４３１℃，在此条件下 γ氨基丁酸质量浓度
的预测值为 １６２ｇ／Ｌ。为了便于实际操作，对优化
条件的参数取整后，接种量为 ３５％，发酵时间为
２７ｈ，发酵温度为 ３４５℃。为检验响应面模型的可
靠性，按上述最佳工艺条件重复３次试验，验证试验
得到的 γ氨基丁酸质量浓度为１６１ｇ／Ｌ，与理论预
测值相比，相对误差为 ０６％，可见通过响应面优化
方法得到的发酵体系最佳工艺条件是可靠的。验证

试验得到的发酵豆芽乳凝固状态均匀，乳清析出少，

且有浓郁的发酵香味，风味纯正，无异味。经测定最

大活菌数为１６０×１０９ＣＦＵ／ｍＬ。
２４　储藏稳定性试验

将发酵豆芽乳在 ４℃下冷藏，评价了冷藏过程
中豆芽乳品质的变化。由图 ６可知，乳酸菌的活菌
数在储藏过程中逐渐下降。但在 １～７ｄ时，活菌数
均大于１０８ＣＦＵ／ｍＬ，符合乳酸菌发酵饮料要求。由
图７可知，ｐＨ值整体呈下降趋势，但是变化较小。
这与预期目标一致，筛选的菌种较为合适，后酸化现

象较轻。

图 ６　４℃储藏过程中发酵豆芽乳活菌数的变化

Ｆｉｇ．６　Ｃｈａｎｇｅｓｏｆｖｉａｂｌｅｂａｃｔｅｒｉｕｍｉｎｆｅｒｍｅｎｔｅｄｓｐｒｏｕｔｅｄ

ｓｏｙｍｉｌｋｄｕｒｉｎｇｓｔｏｒａｇｅａｔ４℃
　

图 ７　４℃储藏过程中发酵豆芽乳 ｐＨ值的变化

Ｆｉｇ．７　ＣｈａｎｇｅｓｏｆｐＨｖａｌｕｅｉｎｆｅｒｍｅｎｔｅｄｓｐｒｏｕｔｅｄ

ｓｏｙｍｉｌｋｄｕｒｉｎｇｓｔｏｒａｇｅａｔ４℃
　
根据表６，在发酵豆芽乳储藏期间，发酵豆乳的

感官评分逐渐下降，４℃冷藏 １ｄ时感官评分为 ９０，
呈乳白色；组织均匀、细腻、凝块结实；无豆腥味、有

发酵豆乳特有香气；酸甜适中；整体感觉较为理想。

１～３ｄ储存期内品质基本不变。冷藏 ７ｄ时感官评
分为６０，有一定的乳清析出、颜色稍黄、滋味平淡，
整体可接受。综上，认为在 ４℃冷藏条件下，１～３ｄ
储存期内品质优良，１～７ｄ内豆乳综合品质较为
稳定。

表 ６　感官评价分数

Ｔａｂ．６　Ｓｃｏｒｉｎｇｏｆｓｅｎｓｏｒｙｅｖａｌｕａｔｉｏｎ

储存

时间／ｄ
色泽

组织

状态
气味 滋味

综合接受

程度
总分

１ １９ １８ １８ １７ １８ ９０

２ １７ １６ １８ １７ １７ ８５

３ １６ １６ １８ １７ １６ ８２

４ １５ １３ １７ １６ １６ ７７

５ １４ １２ １６ １５ １６ ７３

６ １４ １０ １５ １５ １２ ６７

７ １３ １０ １４ １４ ８ ６０

３　讨论

许多国内外学者对乳酸菌产 ＧＡＢＡ的研究进
行了报道，并认为乳酸菌是可食用型 ＧＡＢＡ的良好
来源。大多数乳酸菌产 γ氨基丁酸的报道为合成
培养基水平的优化，如 ＬｐｌａｎｔａｒｕｍＡＴＣＣｌ４９１７，以
化学限定培养基为基础，发酵初始 ｐＨ值为 ５５，发
酵温度为 ３７℃，Ｌ谷氨酸钠浓度为 １００ｍｍｏｌ／Ｌ，接
种量为３％，发酵３６ｈ时，添加 Ｌ谷氨酸钠发酵液中
ＧＡＢＡ 浓 度 为 ７２１３５ ｍｍｏｌ／Ｌ［１２］； Ｌｐｌａｎｔａｒｕｍ
ＭＪ０３０１，葡萄糖质量浓度为 １６ｇ／Ｌ、氮源（胰蛋白
胨、酵母膏质量比 １∶１）质量浓度为 １０ｇ／Ｌ、Ｌ谷氨
酸钠质量浓度为 ３０ｇ／Ｌ、柠檬酸三胺质量浓度为
２ｇ／Ｌ、Ｋ２ＨＰＯ４质量浓度为 ２ｇ／Ｌ、乙酸钠质量浓度
为５ｇ／Ｌ、硫酸镁质量浓度为 ０１ｇ／Ｌ、硫酸锰质量浓
度为 ００５ｇ／Ｌ、吐温 ８０体积比为 １ｍＬ／Ｌ。此时，
Ｌｐｌａｎｔａｒｕｍ ＭＪ０３０１ 产 ＧＡＢＡ 的 质 量 浓 度 为
１５９ｇ／Ｌ［１３］。也有一些研究者对乳酸菌在天然培养
基中的 γ氨基丁酸的产量进行了报道。如 ＳＯＮＧ
等

［１４］
研究了 ＬｒｈａｍｎｏｓｕｓＧＧ赤豆乳中产 γ氨基丁

酸的情况（干物质质量分数为 ５％），添加了 １４４％
半乳糖，２２７％ Ｌ谷氨酸钠和０２０％维生素 Ｂ６，以

１％的接种量（种子液的菌数为１０８ＣＦＵ／ｍＬ），３７℃，
培养３６ｈ的 条件下，γ氨基丁酸的质量浓度为
１１２ｍｇ／ｍＬ。ＬｂｒｅｖｉｓＢＪ２０海带提取物发酵液中，
γ氨基丁酸的质量浓度为 ２４６５ｍｇ／Ｌ［１５］。高产
γ氨基丁酸的乳酸菌不仅与它们的 ＧＡＤ活性有关，
而且与食物基质中谷氨酸、ＧＡＤ辅酶（磷酸吡哆醛）
的浓度有关

［１５］
，高产 γ氨基丁酸的乳酸菌有开发功

能性食品的潜力。

目前，多数对乳酸菌 ＧＡＢＡ产量优化的研究
主要从增强 ＧＡＤ活性入手，其中重要的影响因素
有底物谷氨酸或谷氨酸盐的浓度、接种量、发酵时

间、发酵温度、环境 ｐＨ值和发酵基质等。在本研
究预试验中，发现外源添加的 Ｌ谷氨酸钠对发酵
体系的γ氨基丁酸质量浓度没有影响，可能是由于
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豆芽乳本身含有的谷氨酸对于植物乳杆菌来说已

经足量。ＧＡＢＡ常在乳酸菌发酵的稳定后期达到
最大值，发酵终点的酸度和营养匮乏程度影响到

ＧＡＢＡ的产量［１６］
。在特定发酵时间内，接种量的

变化会影响稳定后期的发酵参数，从而影响 ＧＡＢＡ
的产量。ＧＡＤ酶的含量和活力会直接影响 ＧＡＢＡ
的产量。在发酵时间单因素优化试验中，０～２４ｈ
范围内，随着菌体量的增多，ＧＡＤ的质量浓度不断
增加，发酵乳 ｐＨ值逐渐偏酸性，而乳酸菌 ＧＡＤ的
最适 ｐＨ值是偏酸性的，因此，ＧＡＢＡ质量浓度不
断增加。在发酵 ２４ｈ后，ＧＡＢＡ质量浓度开始下
降，这可能是由于发酵体系的 ｐＨ值不再适合谷氨
酸脱羧酶的活性范围，乳酸菌 ＧＡＢＡ Ｔ活性增加
了 ＧＡＢＡ分解代谢的作用；另一方面外界环境刺
激时，ＧＡＢＡ的产生是细菌的一种自我防护机制，
用来缓解压力和提高细菌存活力

［１７］
。在延长发酵

时间的情况下，乳酸菌代谢产生 ＧＡＢＡ可能作为
能量来源被消耗

［１８］
。发酵温度不仅影响 ＧＡＤ的

催化活性，同时影响菌体细胞的生长和繁殖，因此

发酵温度也是影响乳酸菌发酵过程中 ＧＡＢＡ积累
量的关键因素。由于不同乳酸菌中 ＧＡＤ的性质不
同，所以 ＧＡＢＡ最大积累时发酵温度具有种属特
异性。一般来说，乳酸菌 ＧＡＤ的最适 ｐＨ值是偏
酸性的，最适温度在 ３０～３７℃的范围内。ＣＨＯＩ
等

［１９］
对一株乳酸短杆菌产 ＧＡＢＡ的发酵条件进行

初步优化，结果发现发酵温度为 ３２℃时，该乳酸短
杆菌合成 ＧＡＢＡ的量最大［１９］

。Ｌ．ｂｒｅｖｉｓＧＡＢＡ０５７
能在高酸性的环境下（ｐＨ值约为 ４２）将 １０％的
底物转化成 ＧＡＢＡ［２０］，然而此时的酸性环境已经
不适宜菌体的生长。

Ｌ．ｐｌａｎｔａｒｕｍ能够耐胃酸和胆汁消化，黏附并定
植于宿主肠道上皮细胞内，发挥多种有助于宿主健

康的益生功能，因此常作为益生菌应用于发酵食品

和保健品中。利用植物乳杆菌发酵果蔬，改善果蔬

中活性成分组成，开发功能性饮品的研究已十分广

泛
［２１］
。Ｌ．ｐｌａｎｔａｒｕｍ能够利用谷氨酸或其盐类，在

发酵过程中产生 ＧＡＢＡ是其诸多生理功能中的重
要一项。在大豆发芽过程中，蛋白质和氨基酸含量

都有显著的变化，大豆的营养价值得以提高。发芽

本身还可以去除部分“豆腥味”，发芽不仅会使豆乳

变得更益于人类健康，而且可能会促进乳酸菌发酵

和 γ氨基丁酸的产生。胡东良等［２２］
研究了乳酸菌

豆芽乳发酵特性，结果表明，乳酸菌在豆芽乳中生

长良好，使豆芽乳 ｐＨ值下降，产生凝乳作用。崔蕊
静等

［２３］
采用保加利亚乳杆菌和嗜热链球菌发酵豆

芽乳，制成的酸豆奶风味独特，富有清香味，营养丰

富，色泽近似酸牛奶，是一种优良的功能性乳制品。

这也证明了开发富含 γ氨基丁酸的乳酸菌发酵豆
芽乳，有一定的实际应用价值。

４　结论

（１）研究了接种量、发酵时间、发酵温度对豆芽
乳发酵体系中 γ氨基丁酸质量浓度的影响。在单
因素试验的基础上，采用 ＣＣＤ设计，以 γ氨基丁酸
质量浓度为响应值，进行响应面优化试验，利用

ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ８０６软件分析得出发酵体系模型，
并对试验结果进行预测。在此模型中，各因素对发

酵乳的 γ氨基丁酸质量浓度均有显著的影响。且
发酵时间与发酵温度之间的交互作用极显著（Ｐ＜
００１），植物乳杆菌接种量与发酵温度、植物乳杆菌
接种量与发酵时间之间的交互作用显著 （Ｐ＜
００５）。发酵体系的最佳工艺条件是接种量 ３５％、
发酵时间２７ｈ、发酵温度 ３４５℃。在此条件下 γ氨
基丁酸质量浓度预测值为 １６２ｇ／Ｌ，试验验证值为
１６１ｇ／Ｌ。

（２）豆芽发酵乳凝固状态均匀，乳清析出少，且
有浓郁的发酵豆乳味香，风味纯正，无异味，发酵乳

的 ｐＨ值为４６，最大活菌数为 １６０×１０９ＣＦＵ／ｍＬ。
在４℃条件下贮藏１～３ｄ内，品质基本无变化，各项
指标优良。１～７ｄ内综合品质达标。可见通过响应
面优化法与模型的建立得到的发酵体系最佳工艺条

件对实际生产具有指导意义。
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ＱＵＹ，ＬＩＰＬ，ＷＡＮＧＦＪ，ｅｔａｌ．ＳｃｒｅｅｎｉｎｇａｎｄｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆγａｍｉｎｏｂｕｔｙｒｉｃａｃｉｄｐｒｏｄｕｃｉｎｇＬａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓｐｌａｎｔａｒｕｍＳ３５ｆｒｏｍ
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１５　ＢＡＥＪＩＮＬ，ＪＩＮＳＯＯＫ，ＫＡＮＧＹＭ，ｅｔａｌ．Ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔａｃｔｉｖｉｔｙａｎｄγａｍｉｎｏｂｕｔｙｒｉｃａｃｉｄ（ＧＡＢＡ）ｃｏｎｔｅｎｔｉｎｓｅａｔａｎｇｌｅｆｅｒｍｅｎｔｅｄ
ｂｙＬａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓｂｒｅｖｉｓＢＪ２０ｉｓｏｌａｔｅｄｆｒｏｍｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌｆｅｒｍｅｎｔｅｄｆｏｏｄｓ［Ｊ］．ＦｏｏｄＣｈｅｍｉｓｔｒｙ，２０１０，１２２（１）：２７１－２７６．

１６　ＤＩＣＲ，ＭＡＺＺＡＣＡＮＥＦ，ＲＩＺＺＥＬＬＯＣＧ，ｅｔａｌ．Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓｏｆｇａｍｍａａｍｉｎｏｂｕｔｙｒｉｃａｃｉｄ（ＧＡＢＡ）ｂｙＬａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓｐｌａｎｔａｒｕｍ
ＤＳＭ１９４６３：ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｇｒａｐｅｍｕｓｔｂｅｖｅｒａｇｅａｎｄｄｅｒｍａｔｏｌｏｇｉｃａｌａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ［Ｊ］．ＡｐｐｌｉｅｄＭｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ＆Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，２０１０，
８６（２）：７３１－７４１．
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