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　　摘要：开菲尔中除含有多种益生菌外，在发酵过程中还可代谢产生多种功能性物质。试验研究了开菲尔在不同发
酵温度下游离氨基酸变化、活性益生菌增殖及对乳酸合成水平的影响，结果表明，３０℃发酵至终点，ｐＨ值为４．６０，开
菲尔中游离氨基酸水平高达５７６．２ｍｇ／ｋｇ，活菌数达１．６×１０１１ＣＦＵ／ｇ，乳酸合成量为８．０ｇ／Ｌ，表现出极好的功能性成
分产生水平、菌体细胞生长活性和酸化能力。
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　　发酵乳是通过乳酸菌等菌种，代谢利用乳中乳糖和蛋白
质等成分，产生多种生物活性物质，赋予机体极好的营养价值

及益生特效的一种产品［１］。乳酸菌是一类对营养物质选择

较为挑剔的微生物，在多数情况下此类菌群的生物合成能力

有限，需要外源的氨基酸或肽来支持其生长代谢。由于生乳

中缺乏此类小分子物质，因此，乳酸菌的生长取决于对酪蛋白

的水解能力［２］。酪蛋白是氨基酸的主要来源，其水解与乳酸

菌所分泌的蛋白酶密切相关，细胞膜上的蛋白酶是唯一能够

催化酪蛋白降解为低聚肽的关键酶，然后，低聚肽才能被转入

膜内，再经由内肽酶及氨肽酶等进一步降解。发酵乳中由乳

酸菌代谢释放积累的氨基酸会显著影响发酵乳制品的营养功

能，而游离氨基酸的种类及产生水平取决于乳的品类、乳酸菌

的组成、发酵参数和贮存条件等因素。发酵乳中氨基酸总量

反映蛋白水解及菌体细胞同化之间的平衡关系，例如，保加利

亚乳杆菌的蛋白水解活性要强于嗜热链球菌，前者产生的氨

基酸为后者同化利用，从而建立了一种菌群共生平衡关系。

开菲尔是一种由混合菌群发酵制成的乳制品，目前少有

文献报道开菲尔发酵过程中体系内游离氨基酸的变化。本试

验研究开菲尔菌群在不同发酵温度下氨基酸释放利用、细胞

生长及乳酸产生的特性，以揭示开菲尔菌株间的互生关系，从

而在未来工业化生产中可以设计出具有高活菌数、高含量游

离氨基酸的发酵乳，提升产品的营养价值和益生功效。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂
生鲜牛乳，光明乳品八厂生产；白砂糖，广西上上糖业有

限公司生产；开菲尔复合发酵剂，含保加利亚乳杆菌、嗜热链

球菌、嗜酸乳杆菌、乳酸乳球菌乳酸亚种、乳酸乳球菌乳脂亚

种、乳酸乳球菌双乙酰亚种，丹尼斯克公司生产；氨基酸化学

分析试剂包，美国 Ｗａｔｅｒｓ公司生产；ＰｉｃｏＴａｑ衍生化试剂盒，

美国Ｗａｔｅｒｓ公司生产；超滤膜，美国 Ｍｉｌｌｐｏｒｅ公司生产；ＭＲＳ
培养基、Ｍ１７培养基，德国 Ｍｅｒｃｋ公司生产；其他均为国产分
析纯试剂。

１．２　仪器与设备
超净工作台，美国Ｌａｂｃｏｎｃｏ公司生产；厌氧培养箱，英国

Ｒｕｓｋｉｎｎ公司生产；电热恒温水槽，上海精宏实验设备公司生
产；高压灭菌锅，日本 Ｈｉｒａｙａｍａ公司生产；高速冷冻离心机，
美国 ＢＥＣＫＭＡＮＣＯＵＬＴＥＲ公司生产；ＨＰＬＣ色谱仪，美国
Ｗａｔｅｒｓ公司生产；ｐＨ计，美国奥立龙公司生产。
１．３　试验方法
１．３．１　开菲尔制备　生牛乳验收→净化→混料（白砂糖，
４０～４５℃）→均质（６０～６５℃，１９～２１ＭＰａ）→杀菌（９０℃，
５ｍｉｎ）→冷却→接种发酵至 ｐＨ值４．６±０．０２→搅拌破乳→
冷却至１６～２２℃→灌装封口。
１．３．２　氨基酸测定　样品用 ４％磺基水杨酸沉淀，４℃、
１００００ｇ离心２０ｍｉｎ；取上清液，用１００００ＮＭＷＬ的膜超滤，
等分为５０Ｌ，采用ＰｉｃｏＴａｑ衍生化试剂盒进行衍生反应，用于
ＨＰＬＣ上样分析；采用氨基酸化学分析试剂包对游离氨基酸
的异硫氰酸苯酯衍生物进行定量。色谱分析条件：ＰｉｃｏＴａｑ
柱（３．９ｍｍ×３０ｃｍ），温度４６℃，进样量１０Ｌ（取自１００Ｌ稀
释的衍生化样品）；标准品为额外添加了色氨酸和天冬酰胺

的Ｈ级氨基酸，进样量为２５ｐｍｏｌ。
１．３．３　乳酸测定　参考Ｂｏｅｈｒｉｎｇｅｒ描述的酶法检测流程［３］。

１．３．４　微生物计数　采用无菌去离子水进行梯度系列稀释，
平行试验３次。乳球菌及链球菌计数使用Ｍ１７琼脂培养基，
乳杆菌计数使用ＭＲＳ琼脂培养基，均采用倾注平板法，分别
在３０、３７、４２℃环境温度下培养至形成明显菌落后进行计数。
活菌计数以１ｇ中的菌落集成单位（ＣＦＵ／ｇ）来表示。

２　结果与分析

２．１　不同发酵温度下开菲尔的活菌数含量及乳酸合成量
由图 １可见，开菲尔菌群中无论是杆菌还是球菌，在

３０℃ 培养时前６ｈ内均呈指数级态势生长，此发酵温度处于
乳酸乳球菌最适的生长温度范围，低于保加利亚乳杆菌和嗜

酸乳杆菌的最适生长温度，促使整个发酵过程中球菌数均高

于杆菌数；发酵１７ｈ后，ｐＨ值降至酪蛋白等电点４．６１时，球

—６３２— 江苏农业科学　２０１４年第４２卷第９期



菌数较杆菌数高出约１个数量级，总菌数达１．６×１０１１ＣＦＵ／ｇ，
所合成的乳酸总量达８．０ｇ／Ｌ。在发酵过程中，虽然球菌和杆
菌均表现出很好的细胞生长趋势及酸化活性，但是均未到达

典型的稳定期。

　　由图２可见，在３７℃发酵温度下，菌群的生长代谢有所
加强，发酵１０ｈ时菌体生长进入稳定期；整个发酵过程中，球
菌和杆菌的活菌数相差不大，这可能是发酵温度偏离了乳球

菌的最适温度范围，而有利于开菲尔发酵剂中嗜酸乳杆菌的

生长；３７℃发酵时乳杆菌数较３０℃时平均提高了２个数量
级；３７℃发酵过程中，虽然菌体细胞数有一定上升，发酵１２ｈ
至终点ｐＨ值４．６０，总菌数为６．６×１０１１ＣＦＵ／ｇ，但是乳酸合
成量同３０℃时接近，乳酸总量为８．２ｇ／Ｌ。

　　由图３可见，当发酵温度上升至４２℃时，在发酵的前３ｈ
内，杆菌呈优势生长，且产酸能力在整个发酵过程中最强；当发

酵４ｈ时，球菌成了优势菌群，活菌数超过杆菌，而产酸速率逐
渐下降；４２℃时菌群在对数生长期内的细胞增殖速度强于
３０℃ 和３７℃；从发酵５ｈ起，杆菌和球菌都进入了稳定期，发
酵７ｈ至终点ｐＨ值４．５９时，总菌数达 ３．６×１０１２ＣＦＵ／ｇ，乳酸
合成量略高于３０℃和３７℃，乳酸总量为８．４ｇ／Ｌ。４２℃有利
于嗜热型乳酸菌如保加利亚乳杆菌和嗜热链球菌的生长产酸，

而乳酸乳球菌及嗜酸乳杆菌的生长则受到一定限制。

　　综合图１至图３发现，不同的发酵温度对乳酸合成量无
显著影响，但是对细胞生长活性及菌群中的菌相变化有较明

显的影响，发酵温度的提高有利于提升发酵速度及终产品中

的活菌数，但是不利于产品后发酵过程中的酸度控制，且过早

进入稳定期会加剧贮藏过程中活菌数的衰减。

２．２　不同发酵温度下开菲尔的氨基酸产生种类及合成量
乳酸乳球菌在３０℃培养下作为开菲尔菌群中的优势群

体，以酪蛋白作为氨基酸合成的主要来源，依靠于细胞膜上由

蛋白酶和三肽转运系统组成蛋白水解体系，降解酪蛋白并形

成大量的低聚肽，穿透细胞膜后在胞内肽酶的作用下供给刺

激细胞生长所必需的氨基酸［４］。由表１可见，开菲尔菌群在
３０℃培养发酵过程中，１９种氨基酸均有检出；发酵１７ｈ后，
氨基酸显现出最大积累，达５７６．２ｍｇ／ｋｇ；自发酵２ｈ起至发
酵１２ｈ，体系中氨基酸含量上升明显，氨基酸浓度由
２３．９ｍｇ／ｋｇ上升至４８８．７ｍｇ／ｋｇ，尤其在发酵２ｈ至发酵６ｈ
菌群处于对数生长期时，氨基酸的积累非常活跃，这与Ｓｉｍｏｖａ
等的研究结果［５］相符；从发酵１２ｈ至发酵１７ｈ，游离氨基酸
的积累虽然呈小幅上升，但菌群的生长速度放缓，这可能是由

于处于对数生长末期的酪蛋白水解利用度虽然仍较强，但肽

转运活性受限，从而引起细胞生长速度降低［６］；在３０℃培养
温度下，开菲尔中谷氨酸、脯氨酸和亮氨酸的水平较高；在发

酵起始时，赖氨酸、苏氨酸、蛋氨酸和酪氨酸并未检出，但随着

发酵时间的延长开始逐渐积累，这可能是因为生长过程中，不

同时间段内菌株的蛋白水解转运活性发生了改变［７］。

表１　３０℃发酵下开菲尔中释放的游离氨基酸变化

氨基酸
不同发酵时间游离氨基酸浓度（ｍｇ／ｋｇ）

２ｈ ５ｈ ６ｈ １０ｈ １２ｈ １５ｈ １７ｈ
赖氨酸 ０ ５．１ ７．８ ９．６ １８．９ １９．５ ２０．１
组氨酸 ０．８ ７．１ １３．５ １７．８ ２３．１ ２６．３ ２５．５
精氨酸 ０．１ １．５ ４．８ ６．１ ７．６ ７．１ ６．６
天冬氨酸 １．２ ５．６ １６．２ １７．１ ２０．１ ２０．３ ２０．５
苏氨酸 ０ ０ ０．８ １．１ １．７ １．９ ２．２
半胱氨酸 ０．２ ０．５ １．０ ２．３ ２．８ ２．２ ２．０
丝氨酸 ２．５ ２．８ ６．１ ９．５ １２．３ １２．２ １３．８
谷氨酸 ５．８ ４３．１ １２５．６ １５７．７ １９０．８ ２１０．６ ２２８．９
脯氨酸 ６．２ １８．６ ４２．３ ５６．３ ８４．４ ９９．８ １０４．１
甘氨酸 ０．５ １．５ ２．３ ２．６ ５．７ ５．０ ６．８
丙氨酸 ２．４ ９．８ １８．９ ２６．１ ３１．２ ３４．２ ３７．１
缬氨酸 １．２ ３．５ ６．３ ８．１ １５．０ １５．９ １９．５
蛋氨酸 ０ ０ ０．６ ０．７ １．２ ０．８ ０．７
异亮氨酸 ０．６ ４．７ ８．２ １２．２ ２２．６ １８．８ ２７．４
亮氨酸 ０．７ １１．２ １８．０ ２３．５ ３５．８ ３８．４ ４６．１
酪氨酸 ０ ０．４ ０．７ １．２ １．２ １．０ ０．６
苯丙氨酸 ０．８ １．８ ４．５ ７．８ ８．５ ８．１ ９．１
天冬酰胺 ０．４ ０．７ １．７ ２．２ ２．６ ２．４ ２．２
色氨酸 ０．５ １．５ ２．８ ３．３ ３．２ ３．１ ３．０
总量 ２３．９１１９．４ ２８２．１ ３６５．２ ４８８．７ ５２７．６ ５７６．２

　　注：生牛乳中氨基酸本底含量（ｍｇ／ｋｇ）：赖氨酸４．７，精氨酸２５，
天冬氨酸５．２，苏氨酸１．５，丝氨酸２．５，谷氨酸４８５，甘氨酸１０８，丙
氨酸３１，缬氨酸５．８，异亮氨酸０４，亮氨酸０．７，酪氨酸１．２，组氨
酸、脯氨酸及蛋氨酸未检出。
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　　由表２可见，３７℃培养与３０℃相比，开菲尔游离氨基酸
的积累呈显著下降，发酵 １０ｈ时为最高检出量，仅达到
１４９．６ｍｇ／ｋｇ；发酵４ｈ至发酵８ｈ氨基酸积累速度最大，自发
酵１０ｈ至发酵１２ｈ体系内氨基酸含量出现下降；整个发酵过
程中未检出苏氨酸、半胱氨酸和异亮氨酸，且仅有痕量的赖氨

酸、精氨酸和蛋氨酸检出。虽然体系内游离氨基酸水平过低，

但活菌数含量却略微高出３０℃发酵时的活菌数，这可能是由
于虽然菌体代谢产生的游离氨基酸未呈现出爆发式积累，但

是３７℃发酵期间所合成的氨基酸种类和产量可能已足够满
足开菲尔菌群在此温度下的生长所需。

表２　３７℃发酵下开菲尔中释放的游离氨基酸变化

氨基酸
不同发酵时间游离氨基酸浓度（ｍｇ／ｋｇ）

２ｈ ４ｈ ６ｈ ８ｈ １０ｈ １２ｈ
赖氨酸 ０ ０ ０．２ ０．４ ０．６ ０．５
组氨酸 ０．５ １．２ ２．６ ３．７ ５．１ ４．８
精氨酸 ０ ０ ０ ０．２ ０．６ ０．７
天冬氨酸 ０．３ ０．８ １．２ ２．３ ３．１ ２．９
苏氨酸 ０ ０ ０ ０ ０ ０
半胱氨酸 ０ ０ ０ ０ ０ ０
丝氨酸 ０．６ １．１ ２．８ ４．５ ５．７ ６．３
谷氨酸 ５．８ １２．３ ３５．９ ５３．６ ６７．９ ６６．８
脯氨酸 ２．１ ８．８ １５．６ １８．９ ２１．１ ２０．３
甘氨酸 ０．５ １．５ ２．２ ３．１ ３．２ ２．９
丙氨酸 ０．７ ２．５ ３．９ ７．５ ８．２ ９．４
缬氨酸 ０．８ ２．８ ４．５ ８．９ ９．７ ９．５
蛋氨酸 ０ ０ ０ ０．５ ０．４ ０．４
异亮氨酸 ０ ０ ０ ０ ０ ０
亮氨酸 ０．６ １．４ ２．９ ４．１ ３．８ ３０．６
酪氨酸 ０．４ ０．７ １．８ ２．４ ３．０ ２．５
苯丙氨酸 ０．９ ２．１ ５．３ ８．５ ９．２ ９．０
天冬酰胺 ０．３ ０．５ １．２ １．９ ２．５ １．５
色氨酸 ０．６ １．８ ２．９ ３．８ ５．５ ５．４
总量 １４．１ ３７．５ ８３．０ １２４．３ １４９．６ １４６．５

　　４２℃培养温度有利于保加利亚乳杆菌和嗜热链球菌协
同发酵，嗜热链球菌前期可利用生乳中天然存在的游离氨基

酸，在较短时间内实现大量细胞增殖，但后期由于产细胞蛋白

酶活性极低、自身氨基酸合成功能较弱，需依靠体系中保加利

亚乳杆菌所产生的游离氨基酸才能持续生长［８］。由表３可
见，４２℃发酵过程中，开菲尔菌群的氨基酸积累比３７℃发酵
明显加强，最高检出量达４８６．５ｍｇ／ｋｇ；发酵２～５ｈ对数生长
期内，氨基酸合成速度较快；发酵５ｈ步入稳定期后，氨基酸
的合成速度有所降低；氨基酸产生种类较为欠缺，１９种氨基
酸中半胱氨酸、蛋氨酸和天冬酰胺均未检出，在检出的氨基酸

中谷氨酸的检出水平最高。４２℃发酵至终点时虽然活菌数
最高，但是在不同发酵阶段内游离氨基酸的浓度却均不及

３０℃ 发酵时的氨基酸产生水平。研究发现，在所有氨基酸
中，谷氨酸对嗜热链球菌的生长尤为重要，当乳中额外添加谷

氨酸２．６ｇ／Ｌ后，嗜热链球菌的生长情况会发生极大改变［９］。

　　开菲尔中氨基酸产生水平及种类一定程度上与发酵温度
有关，这是由于温度会明显加速菌体细胞的生长代谢活动，从

而影响菌株所分泌的蛋白酶活性及酶切位点，进一步可能改

表３　４２℃发酵下开菲尔中释放的游离氨基酸变化

氨基酸
不同发酵时间游离氨基酸浓度（ｍｇ／ｋｇ）

２ｈ ３ｈ ４ｈ ５ｈ ６ｈ ７ｈ
赖氨酸 １．６ ３．１ ５．９ ８．５ ７．６ ７．１
组氨酸 ２．３ ６．５ ９．７ １３．８ １７．１ １６．４
精氨酸 １．２ ４．６ ７．７ ９．５ ９．１ ９．０
天冬氨酸 ０．３ ０．８ １．２ ２．３ ３．１ ２．９
苏氨酸 ０．５ １．７ ３．７ ５．４ ６．６ ５．９
半胱氨酸 ０ ０ ０ ０ ０ ０
丝氨酸 ３．２ ４．１ ６．３ １７．７ ２１．５ ２１．７
谷氨酸 １２．４ ４８．５ １０９．０ １５０．３ １７２．０ １８６．２
脯氨酸 ３．２ １８．３ ５７．８ ８０．１ ９７．６ １００．８
甘氨酸 ０．６ ２．９ ４．６ ６．８ ５．９ ５．２
丙氨酸 ８．１ １６．５ ２２．９ ３０．１ ３８．１ ４３．３
缬氨酸 ０．７ ２．１ ５．５ ７．６ ９．２ １２．９
蛋氨酸 ０ ０ ０．５ １．２ ２．３ １．７
异亮氨酸 ６．６ ８．９ １３．７ １８．１ ２３．７ ２２．２
亮氨酸 ７．３ １０．８ １４．９ ２０．１ ２３．３ ２５．４
酪氨酸 ０ ０ ０ ０ ０ ０
苯丙氨酸 ３．８ ６．７ １１．５ １５．３ １４．９ １４．２
天冬酰胺 ０ ０ ０ ０ ０ ０
色氨酸 ０．６ ２．１ ６．５ ９．８ １２．３ １１．６
总量 ５２．４ １３７．６ ２８１．４ ３９６．６ ４６４．３ ４８６．５

变由内肽酶主导的酪蛋白代谢途径［１０］。由表１至表３可见，
３０℃发酵有利于开菲尔中游离氨基酸的积累，游离氨基酸水
平不断上升，且产生的氨基酸种类也丰富多样，这可能源于嗜

温型乳酸菌－乳酸乳球菌强有效的蛋白水解系统。

３　结论

在多数情况下，酸奶发酵剂由保加利亚乳杆菌和嗜热链

球菌２种共生菌种组成，而开菲尔发酵剂中菌种间的代谢互
动关系复杂多变，这种共生体系有利于维持菌种间的相互稳

定及菌株的生理功能［１１］。一般情况下，菌株的发酵温度低于

其最适生长温度，其活菌数的增殖会受到限制［１２］。在本试验

中，由于开菲尔菌群中存在具备高效蛋白水解系统的乳酸乳

球菌菌株，可合成足够量的游离氨基酸，作为供给其他菌株生

长所必需的营养因子，因此，在较大程度上降低了温度敏感型

菌株嗜热链球菌和保加利亚乳杆菌对增殖的不利影响。

试验采用从开菲尔中分离出的乳酸菌制备开菲尔发酵

剂，具有独特的发酵特性，共生菌群协同发酵可有效克服乳中

的营养素限制，改善活菌数的增殖和氨基酸的积累。通过对

比不同发酵温度下开菲尔中的活性益生菌数量和氨基酸产生

水平可以看出，在３０℃发酵过程中，游离氨基酸积累水平最
高，合成的氨基酸种类最为齐全，可有效弥补各菌株生长中所

缺失的氨基酸，这对于开菲尔菌群的协同发酵是非常重要的。

以３０℃作为发酵温度，虽然终点活菌数并不是最高，但氨基
酸的足量积累有利于在保质期内提高活菌数的稳定性。通过

对比Ｂｅｓｈｋｏｖａ等研究［１３］发现，本试验开菲尔在３０℃发酵时
所产的游离氨基酸种类更为丰富，且必需氨基酸的含量高于

普通酸奶。因此，从产品实际营养价值及益生功效角度出发，

３０℃作为开菲尔的发酵温度无疑是最优选择。
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响应面法优化胰蛋白酶酶解核桃蛋白的工艺

柳　荫，吴凤智，王晓丹，邱树毅，周鸿翔
（贵州大学／发酵工程与生物制药省级重点实验室，贵州贵阳５５００２５）

　　摘要：以液压冷榨油后的核桃饼粕为原料，综合单因素试验分析，并利用响应面分析方法获得胰蛋白酶酶解核桃
蛋白的优化条件：酶解温度３７℃、底物质量浓度３１ｇ／Ｌ、反应时间１２５ｍｉｎ、加酶量［Ｅ］∶［Ｓ］＝３．２∶１００，各因素对核
桃蛋白酶解的影响顺序为酶解时间＞加酶量＞底物质量浓度。通过验证试验表明，利用优化的酶解条件，核桃蛋白利
用指数可达４７．２５％，效果较好。
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　　核桃别称羌桃、胡桃，隶属胡桃科胡桃属。核桃蛋白含有
人体所必需的８种氨基酸，且含量接近世界卫生组织（ＷＨＯ）
和联合国粮农组织（ＦＡＯ）规定的标准［１－２］，是一种氨基酸齐

全的植物蛋白资源。目前，国内外对核桃的研究偏重于对核

桃油的提取与精炼，而对核桃蛋白质的开发利用研究很少。

生物活性肽是指能够调节生物机体生命活动或某些生理活性

的一类肽的总称［３－４］。某些低肽不仅能提供人体生长、发育

所需的营养物质，而且还能调节人体机能［５－８］。经酶解后的

蛋白质主要以低肽的形式存在并被吸收。采用现代酶解技术

对核桃蛋白进行酶解，不仅可改变其物理化学性质和功能特

性，还能产生营养丰富、供人体生长发育所需要的物质。因

此，对核桃蛋白的开发利用具有十分重要的意义。本试验在

前期筛选出胰蛋白酶为酶解核桃蛋白最佳用酶的基础上，利

用胰蛋白酶酶解核桃饼粕，对其酶解条件进一步优化，为核桃

功能多肽开发的利用提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　材料
试验原料为实验室液压冷榨油后的核桃饼粕；胰蛋白酶，

由北京索来宝公司生产；Ｋ２ＳＯ４、ＣｕＳＯ４、Ｈ２ＳＯ４、ＨＣｌ、ＮａＯＨ、
Ｈ３ＢＯ３及混合指示剂等均为国产分析纯。
１．２　仪器与设备

ＦＷ－１００高速万能粉碎机，天津市泰斯特仪器有限公司
生产；集热式恒温加热磁力搅拌器，郑州长城科工贸有限公司
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