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　　摘要：采用响应曲面法优化特色双菌双蛋白发酵乳的配方，研究麦苗粉添加量、抹茶粉添加量、明胶添加量、蔗糖
添加量以及水豆比对双菌双蛋白发酵乳品质的影响。在单因素试验的基础上，采用响应曲面法进行发酵乳工艺优化，

结果表明，在发酵温度为３８℃，发酵时间为４．５ｈ，植物乳杆菌Ｂ１－６、瑞士乳杆菌ＭＢ２－１发酵剂接种量为５％的条
件下，获得最佳配方，为麦苗粉添加量１０．８％、抹茶粉添加量４％、蔗糖添加量７％、水豆比１１．４∶１。
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　　发酵乳因其独特的风味、顺滑的口感以及较高的营养价
值而备受消费者青睐，它多以牛乳为原料、经乳酸菌发酵而

成。但牛乳中的饱和脂肪酸含量相对较高，对于有高血脂和

超重肥胖倾向者不利。而大豆中蛋白质含量丰富，氨基酸组

成较全面，且其来源广泛，价格低廉，因此在发酵乳中添加豆

乳，不仅可以降低发酵乳脂肪含量，促进人体对钙和维生素Ｄ
的吸收，同时可以体现大豆蛋白低饱和脂肪、无胆固醇的健康

特性［１］，更为重要的是大豆蛋白含有人体所需的８种必需氨
基酸［２］，可与牛乳中的氨基酸起到互补作用，提高其营养价

值［３］，同时实现动物蛋白和植物蛋白资源的开发利用。

大豆酸乳虽然在国外已形成产业化，但其颗粒感和豆腥

味使其接受度低，并且色泽较深，严重影响产品的销量［４］，因

此改善产品品质是开发大豆酸乳的关键。有研究发现，麦苗

粉含有丰富的营养成分［５－６］，其矿物质含量丰富，碱性度高达

６６．４［７］，有益于人体健康；同时添加麦苗粉可掩盖豆腥味并
赋予发酵乳明亮的绿色。抹茶是一种天然超细微绿茶粉末，

含有氨基酸、蛋白质等营养成分，具有较高的营养和食用价

值，且与茶叶相比，抹茶更易于消化吸收［８］，并可赋予发酵乳

清新的绿色。因此，本研究以牛乳和豆乳为双蛋白发酵乳的

原料，同时添加麦苗粉和抹茶粉，采用植物乳杆菌 Ｂ１－６和
瑞士乳杆菌ＭＢ２－１混合双菌进行发酵，获得麦苗粉抹茶粉
双菌双蛋白发酵乳，并对其进行配方优化［９］。

１　材料与方法

１．１　材料、菌株与试剂
大豆材料为黑农４８，麦苗粉购自江苏味丹食品有限公

司，抹茶粉购自亳州宝丰生物科技有限公司，卫岗全脂巴氏杀

菌乳购自南京卫岗乳业有限公司，明胶购自河南鸿鑫食化有

限公司，蔗糖购自南京创雅食品有限公司。

植物乳杆菌 Ｂ１－６（ＬａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓｐｌａｎｔａｒｕｍＢ１－６，下文
用Ｂ１－６表示）、瑞士乳杆菌 ＭＢ２－１（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓｈｅｌｖｅｔｉｃｕｓｓ
ＭＢ２－１，下文用 ＭＢ２－１表示）均由南京农业大学食品微生
物实验室保存。

ＭＲＳ（Ｍａｎ－Ｒｏｇｏｓａ－Ｓｈａｒｐｅｓ）培养基：葡萄糖２０ｇ／Ｌ，蛋
白胨１０ｇ／Ｌ，牛肉膏１０ｇ／Ｌ，酵母膏５ｇ／Ｌ，无水乙酸钠５ｇ／Ｌ，
柠檬酸铵２ｇ／Ｌ，磷酸氢二钾２．６２ｇ／Ｌ，硫酸镁０．５８ｇ／Ｌ，硫酸
锰０．１９８ｇ／Ｌ，吐温－８０１ｍＬ／Ｌ，琼脂１．５％ ～２．０％，培养基
所用试剂及ＮａＯＨ、ＮａＣｌ２、乙醇等均为分析纯。
１．２　仪器与设备

ＳＷ－ＣＪ－ＩＦＤ洁净工作台（苏净集团·苏州安泰空气技
术有限公司）；ＨＨ－６数显恒温水浴锅（常州国华电器有限公
司）；ＤＪ３００型电子天平（常熟衡器工业公司）；ＬＲＨ－１５０型
生化培养箱（上海一恒科学仪器有限公司）；ＳＰＴ－Ｐ－Ａ系列
智能生化培养箱（合肥华

!

利科学器材有限公司）；ＩＳ１２８实
验室ｐＨ计（上海仪迈仪器科技有限公司）；九阳电磁灶（ＩＨ
智能烹饪灶，杭州九阳生活电器有限公司）；ＢＣＤ－４３０Ｗ海
尔冰箱（青岛海尔股份有限公司）；数显黏度计 ＮＤＪ－８Ｓ（上
海精天电子仪器有限公司）；色差仪 ＣＲ－１３［科尼卡美能达
光学仪器（上海）有限公司］。

１．３　试验方法
１．３．１　菌种的活化　将保存于甘油管中的１ｍＬＢ１－６接种
于３０ｍＬ稀豆乳中，活化２４ｈ，然后按４％（体积比）的接种量
再次接种于稀豆乳中活化１６ｈ备用。将保存于甘油管中的
１ｍＬＭＢ２－１接种于３０ｍＬ牛乳中，活化 ２４ｈ，然后按４％
（体积比）的接种量再次接种于牛乳中活化１６ｈ备用。
１．３．２　发酵乳的制备
１．３．２．１　工艺流程与操作要点　发酵乳制备的工艺流程如
图１所示，操作要点为（１）大豆浸泡：选取饱满、没有虫蛀、无
霉变的优质大豆，用清水冲洗后按照大豆与水的比例为１∶３
（质量比）浸泡过夜。（２）磨浆：将浸泡好的大豆与麦苗粉和
抹茶粉一同加入打浆机中，按照一定的水豆比（质量比）加入

４０℃左右的温水，进行榨浆。（３）煮沸：将生豆乳和牛乳混合
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后进行加热，煮沸５ｍｉｎ。（４）蔗糖添加：双蛋白混合乳在煮
沸灭菌的过程中加入适量蔗糖。（５）明胶添加：明胶先用冷
水浸泡２０ｍｉｎ，然后放入７５℃左右的恒温水浴锅中加热溶
解，待混合乳冷却至 ４０℃左右加入其中。（６）发酵：将
１０８ＣＦＵ／ｍＬ的Ｂ１－６发酵稀豆乳与１０８ＣＦＵ／ｍＬ的ＭＢ２－１
牛乳按１∶１（体积比）比例在４０℃左右接入不同配方的双蛋
白混合乳中，在３８℃条件下发酵。（７）后熟：将发酵好的双
菌双蛋白发酵乳放入４℃冰箱后熟。

１．３．３　测定指标与方法
１．３．３．１　感官评定　邀请１０位接受过专业感官分析培训的评
定员对双菌双蛋白发酵乳的口感、色泽、组织状态和风味进行打

分，采用百分制，取平均分作为感官评定结果，评定标准见表１。

表１　感官评定

指标 评分标准
分值

（分）

口感（３０分） 光滑，清新爽口，甜度适中 ２１～３０
散口，味淡，酸涩 １０～２０
入口有颗粒感，过甜或苦涩 ＜１０

颜色（２０分） 绿色，无染色，色泽均匀 １６～２０
颜色过浅或过深，色泽不均 １０～１５

色泽（３０分） 色泽不均匀 ＜１０
光泽（１０分） 有光泽 ８～１０

略有光泽 ５～７
无光泽 ＜５

组织状态（２０分） 组织均匀细腻，黏稠 １６～２０
组织均匀，不够细腻，较黏稠 １０～１５
组织不均匀，不黏稠 ＜１０

风味（２０分） 香气浓郁，持续时间长，入口清香 １６～２０
香气较淡，持续时间短 １０～１５
无香气，或有其他异味 ＜１０

１．３．３．２　黏度测定　取适量样品置于１００ｍＬ烧杯中，用３
号转子以３ｒ／ｍｉｎ的转速测定黏度，记录数据。
１．３．３．３　ｐＨ值测定　用ｐＨ计直接测定样品ｐＨ值，记录数据。
１．３．３．４　滴定酸度测定　准确称取５ｇ经后熟的发酵乳，用
匀浆器捣碎匀浆后加入 ４０ｍＬ蒸馏水，混合均匀后置于
１００ｍＬ锥形瓶中，加入酚酞指示液，用０．１ｍｏｌ／Ｌ的标准氢氧
化钠溶液滴定至微红色且３０ｓ内不褪色即为滴定终点。滴定
过程中所用氢氧化钠标准溶液的体积乘以２０即为滴定酸度。

１．３．３．５　色值测定　用ＣＲ－１３色差仪对样品色值进行测定。
１．３．３．６　乳酸菌数的测定　乳酸菌数的测定参照 ＧＢ／Ｔ
４７８９．３５—２０１０《食品安全国家标准 食品微生物学检验 乳酸
菌检验》，取５ｇ双菌双蛋白发酵乳样品，用灭菌的匀浆器磨
碎匀浆，将匀浆后的发酵乳倒入灭过菌的锥形瓶中，并用

４５ｍＬ灭菌生理盐水冲洗匀浆器并将冲洗液一并倒入锥形瓶
中，摇匀后取１ｍＬ混合液，用灭菌生理盐水梯度稀释，选取合
适的稀释度，采用 ＭＲＳ培养基，倾注平板法菌落计数，３７℃
倒置培养３６～４８ｈ，检验乳酸菌的活菌数。
１．３．４　单因素试验设计
１．３．４．１　麦苗粉添加量的优化　选取水豆质量比为９∶１，
乳杆菌Ｂ１－６＋ＭＢ２－１接种量为 ５％，Ｂ１－６∶ＭＢ２－１＝
１∶１（体积比），发酵温度为３８℃，豆乳 ∶牛乳 ＝４∶６（体积
比），考察麦苗粉添加量（６％、８％、９％、１０％、１１％、１２％、
１４％）对双菌双蛋白发酵乳品质的影响。
１．３．４．２　抹茶粉添加量的优化　选取水豆比为９∶１（质量
比），乳杆菌Ｂ１－６＋ＭＢ２－１接种量为５％，Ｂ１－６∶ＭＢ２－
１＝１∶１（体积比），发酵温度为３８℃，豆乳 ∶牛乳＝４∶６（体
积比），麦苗粉添加量为１０％，考察抹茶粉添加量（１％、２％、
３％、４％、５％）对双菌双蛋白发酵乳品质的影响。
１．３．４．３　明胶添加量的优化　选取水豆比为 ９∶１（质量
比），乳杆菌Ｂ１－６＋ＭＢ２－１接种量为５％，Ｂ１－６∶ＭＢ２－
１＝１∶１（体积比），发酵温度为３８℃，豆乳 ∶牛乳＝４∶６（体
积比），麦苗粉添加量为１０％，抹茶粉添加量为４％，考察明胶
添加量（０．１％、０．２％、０．３％、０．４％、０．５％、１．０％、２．０％）对
双菌双蛋白发酵乳品质的影响。

１．３．４．４　蔗糖添加量的优化　选取水豆比为 ９∶１（质量
比），乳杆菌Ｂ１－６＋ＭＢ２－１接种量为５％，Ｂ１－６∶ＭＢ２－
１＝１∶１（体积比），发酵温度为３８℃，豆乳 ∶牛乳＝４∶６（体
积比），麦苗粉添加量为１０％，抹茶粉添加量为４％，考察蔗糖
添加量（１％、２％、３％、４％、５％、６％、７％、８％）对双菌双蛋白
发酵乳品质的影响。

１．３．４．５　水豆比的优化　选取乳杆菌Ｂ１－６＋ＭＢ２－１接种
量为５％，Ｂ１－６∶ＭＢ２－１＝１∶１（体积比），发酵温度为
３８℃，豆乳 ∶牛乳＝４∶６（体积比），Ｂ１－６∶ＭＢ２－１＝１∶１
（体积比），麦苗粉添加量为１０％，抹茶粉添加量为４％，蔗糖
添加量７％，考察水豆比［９∶１、１０∶１、１１∶１、１２∶１（质量
比）］对双菌双蛋白发酵乳品质的影响。

１．３．５　响应曲面试验设计　根据单因素试验结果，选择麦苗
粉添加量（Ａ）、抹茶粉添加量（Ｂ）、蔗糖添加量（Ｃ）、水豆比
（Ｄ）作为自变量，以感官评分（Ｙ）为响应值，进行响应曲面优
化试验。响应曲面试验设计因素与水平［１０］如表２所示。

表２　响应面试验设计因素与水平

水平编码 Ａ（％） Ｂ（％） Ｃ（％） Ｄ
－１ ９ ３．５ ６ １０∶１
０ １０ ４．０ ７ １１∶１
１ １１ ４．５ ８ １２∶１

１．３．６　数据处理方法　试验数据均为３次重复试验所得的
平均值，采用ＳＰＳＳ１７．０软件进行显著性和相关性分析，采用
Ｏｒｉｇｉｎ８．０软件作图，用ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ８．０软件进行响应面设
计和分析。
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２　结果与分析

２．１　单因素试验
２．１．１　麦苗粉对特色双菌双蛋白发酵乳品质的影响　在双
菌双蛋白乳固形物为１８．１％的基础上，添加６％～１４％的麦苗
粉，由图２可知，在６％～１０％区间内，随着麦苗粉添加量的增
加，感官评分逐渐升高，这可能是由于随着麦苗粉的增加，麦苗

粉的清香味道掩盖了原有发酵乳中因大豆发酵而带来的豆腥

味［１１－１２］，给人带来愉悦的口感。但当添加量超过１０％时，感官
评分却开始下降，其原因可能是麦苗粉浓度过高给发酵乳带来

“青草味”，这与麦苗粉中含有的过氧化物酶（ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，简称
ＰＯＤ）有直接关系［１３］，以致感官评分有所降低。

　　黏度［１４－１５］是反映发酵乳品质优劣的一个指标，它可以反

映发酵乳的组织状态，且感官品质也与黏度有较大的相关性，

双菌双蛋白经乳酸菌发酵获得了含有酪蛋白（主要牛奶蛋

白）和大豆蛋白的复合凝胶［１６］，因此，优良品质发酵乳具有一

定的强度，以半固体形式存在，组织状态良好，质地均匀［１７］。

从图２可以看出，发酵乳的黏度随着麦苗粉添加量的增加先
增大后减小，当添加量为１２％时，黏度达到最大值，随后有所
下降；添加量在９％～１２％范围时，黏度变化较小。结合感官
评分，虽然麦苗粉添加量为 １１％、１２％时，发酵乳的黏度较
大，但此时麦苗粉的青草味突出。

　　酸牛乳的发酵终点为ｐＨ值＝４．５左右，过低或者过高都
会对发酵乳产生不良影响，过低会使发酵乳产生不良风味，增

加酸涩味；过高会增加凝乳时间，不利于凝乳。从图２可以看
出，随着麦苗粉添加量的增加，发酵乳的ｐＨ值先下降再升高
又降低，在添加量为 １１％时达到最大值，添加量为 ９％和
１０％较合适。

Ｌａｂ颜色模型是由明度（Ｌ）和有关色彩的 ａ、ｂ３个要素
组成的。ａ和ｂ的值域均为 －１２８～１２７，ａ表示从绿色（－）
到红色（＋）的范围，ｂ是从蓝色（－）到黄色（＋）的范围；Ｅ
为色差综合指标。由表２可知，发酵乳的亮度整体随着麦苗
粉添加量的增加而减弱；当添加量为９％和１０％时，发酵乳的
绿色最明显。以感官评分作为主要判断依据，结合其他各项

指标综合评述，确定麦苗粉的最佳添加量为１０％左右。

表２　麦苗粉添加量对发酵乳色值的影响

麦苗粉添加量（％） Ｌ ａ（－） ｂ（＋） Ｅ
６ ７８．４０±０．１７ｅ ２．４３±０．１２ａ １６．６０±０．１０ａ ８０．１８±０．１９ｃ
８ ７８．５０±０．２０ｅ ３．５０±０．１０ｂ １７．２７±０．２１ｂ ８０．４５±０．１５ｄ
９ ７７．４０±０．１０ｂ ３．８３±０．０６ｃｄ １８．４０±０．１０ｃ ７９．６５±０．１２ａ
１０ ７７．７７±０．１５ｃｄ ３．６７±０．０６ｂｃ １８．２０±０．２６ｃ ７９．９５±０．０９ｂ
１１ ７７．９７±０．０６ｄ ３．６０±０．１０ｂ １９．００±０．２０ｄ ８０．３３±０．１０ｃｄ
１２ ７７．６０±０．１０ｂｃ ３．５７±０．２３ｂ ２０．０７±０．１２ｅ ８０．２３±０．０７ｃｄ
１４ ７６．５７±０．２１ａ ３．９７±０．１２ｄ ２１．６３±０．３８ｆ ７９．６７±０．１１ａ

　　注：同列数据后的不同小写字母表示在０．０５水平上差异显著。Ｅ＝ Ｌ２＋ａ２＋ｂ槡
２。表３至表６同。

２．１．２　抹茶粉对特色双菌双蛋白发酵乳品质的影响　由图
３可以发现，随着抹茶粉添加量的增加，感官评分值先增加后
降低，当添加量为４％时达到最大值。其原因可能是添加量
较低时，不足以清新爽口，随着添加量的增加，抹茶的清香味

渐渐增强，加上发酵乳的奶香味，给人带来愉悦的口感，但当

抹茶粉添加量超过４％时，感官评分却有所下降，其原因可能
是抹茶粉含有茶多酚、咖啡碱［１８－１９］等物质，茶多酚具有抑菌

作用，当添加量较高时，会影响乳酸菌的代谢繁殖，导致产品

出现无发酵香等问题，而咖啡碱具有苦味，所以添加量较高

时，会有苦涩味。

　　添加抹茶粉后的双菌双蛋白发酵乳黏度的变化趋势与添
加麦苗粉的趋势大致相同，即先增加后下降，当添加量为

３％～４％时，黏度较大，添加量为５％时黏度下降。其原因可
能是抹茶粉颗粒较大，当添加量较高时，会改变发酵乳的凝胶

结构，出现硬度减小、组织状态不均匀的现象。

　　发酵乳的ｐＨ值整体随着抹茶粉添加量的增加而升高，
当添加量为２％时，ｐＨ值达到最大值，不利于凝乳，添加量为
３％～５％时，ｐＨ值无明显变化。

　　由表３可知，发酵乳的亮度整体随着抹茶粉添加量的增
加而减弱，在添加量为４％时，ａ值最大，表明色泽最绿，符合
感官评定要求，因此，抹茶粉添加量在４％左右最佳。
２．１．３　明胶对特色双菌双蛋白发酵乳品质的影响　明胶是
一种来源于动物的胶体，作为食品增稠剂时一般添加于肉制

品、蛋糕、冰淇淋、啤酒、果汁等中。明胶在加热时熔化，冷却

时凝固。明胶价格低且溶解性好，虽然具有类似脂肪的口感，
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表３　抹茶粉添加量对发酵乳色值的影响

抹茶粉添加量

（％） Ｌ ａ（－） ｂ（＋） Ｅ

１ ７４．２３±０．０６ｄ ４．６０±０．１０ｃ ２１．７７±０．２５ａ ７７．４１±０．１０ｃ
２ ７０．３７±２．２２ｂ ２．５７±０．６７ｂ ２１．９７±０．１５ａ ７５．０９±０．０７ｂ
３ ７１．０７±０．２５ｃ ３．９０±０．１０ｃ ２３．５７±０．２５ｂ ７５．０１±０．３２ｂ
４ ６８．３０±０．３５ａ ５．５３±０．１２ｄ ２７．１３±０．４７ｃ ７３．６７±０．２４ａ
５ ６８．３３±０．２５ａ ５．１３±０．０６ｃｄ ２７．６７±０．１５ｄ ７３．９３±０．１９ａ

但其却是几乎不含有脂肪、糖类、无机质的纯蛋白食品，对增

强酸奶产品的香浓口感具有明显作用［２０－２１］。从图４可以看
出，明胶添加量为０．３％时，感官评分最高，结合黏度来看，此
时发酵乳的黏度适中，可以有效地减慢麦苗粉和抹茶粉颗粒

的下沉；添加量在０．３％～０．５％ 范围内时，黏度无明显变化；
而当添加量低于０．３％时，出现乳清析出的现象；当添加量高
于０．５％时，发酵乳黏度虽有所增加，但出现明胶特有的骨胶
原味道，口感不佳，进而降低口感评分。当明胶添加量为

０３％时，ｐＨ值最低，可以有效缩短凝乳时间；同时，为了减少
生产成本，明胶添加量适宜控制在０．３％左右。
　　由表４可以看出，明胶添加量在０．３％时ａ值较高，绿色
较明显，符合感官评定要求。

表４　明胶添加量对发酵乳色值的影响

明胶添加量（％） Ｌ ａ（－） ｂ（＋） Ｅ
０．１ ６５．６３±０．１５ａ ５．４３±０．１２ｃ ２７．５３±０．２１ｃ ７１．３８±０．０６ａ
０．２ ６７．０７±０．４９ｂ ５．７３±０．１２ｄ ２８．５３±０．３８ｄ ７３．１１±０．６１ｂ
０．３ ６６．７７±０．０６ｂ ５．９０±０．１７ｄｅ ２８．５０±０．１０ｄ ７２．８３±０．０３ｂ
０．４ ６７．０７±０．０６ｂ ６．１７±０．０６ｅ ２８．９３±０．０６ｅ ７３．３０±０．０７ｂ
０．５ ６７．２０±０．２６ｂｃ ５．０３±０．０６ｂ ２８．３７±０．０６ｄ ７３．１１±０．２７ｂ
１．０ ６７．８３±０．８１ｃ ４．３０±０．１０ａ ２５．４０±０．００ｂ ７２．５６±０．７５ｂ
２．０ ６６．５０±０．３６ｂ ４．３７±０．３２ａ ２５．０３±０．１２ａ ７１．１９±０．３１ａ

２．１．４　蔗糖对特色双菌双蛋白发酵乳品质的影响　蔗糖添
加量的多少会直接影响发酵乳的适口性。加糖是为了使发酵

乳具有酸中有甜、甜中带酸的口感。加糖量过少，发酵乳酸味

过重，固形物含量少，组织结构粗糙，发酵效果差：加糖量过

多，发酵乳口味过甜，掩盖了发酵乳独特的乳香味，影响酸甜

比［２２］。由图５可知，ｐＨ值整体随着蔗糖添加量的增加先升
高后下降，当加糖量 ＜６％时，发酵乳风味较差，凝乳时间较
长，当加糖量为６％ ～８％时，发酵乳凝固较好，风味纯正，酸
甜可口，绿色均匀有光泽。由表５可知，发酵乳的亮度整体随
着添加量的增加而降低，当蔗糖添加量为７％时，ａ值显著高
于其他添加量处理，色泽感官最佳。综合而言，蔗糖的添加量

应控制在７％左右。
２．１．５　水豆比对特色双菌双蛋白发酵乳品质的影响　水豆
比的大小可直接影响双蛋白乳的可溶性固形物含量及最终产

品的组织状态，可溶性固形物含量是影响乳酸菌产酸和双蛋

白发酵乳凝胶的重要因素［２３］。从图６可以看出，当水豆质量
比为１１∶１时，感官评分最高；当水豆质量比低于１１∶１时，
乳酸菌可利用的营养物质丰富，同时 Ｂ１－６产酸较多，导致
发酵乳的酸度较高，口感偏酸，水豆质量比９∶１的产品 ｐＨ
值为４．１９，且黏度较高，煮浆时容易结焦给生产带来不便，形
成的凝胶组织强度大，粗糙不细腻，豆腥味较重；当水豆比较

高时，双蛋白发酵乳中固形物含量降低［２４］，Ｂ１－６生长受到抑

制，产酸能力下降，酸度较低，没有发酵乳特有的香气，并且会

使发酵乳绿色减弱。由表６可知，随着水豆比的增加，ａ值逐
渐减小，绿色减弱，综合感官评分，水豆质量比控制在 １１∶１
左右较合适。

　　综上，以感官为主要评价指标，综合黏度、ｐＨ值、色值等
指标考察各因素对特色双菌双蛋白发酵乳品质的影响，麦苗

粉的适宜添加量为９％～１１％，抹茶粉适宜添加量为３．５％ ～
４．５％，明胶的适宜添加量为 ０．３％ ～０．５％，蔗糖添加量为
６％～８％，水豆比应选取１０∶１～１２∶１。
２．２　响应曲面优化试验

响应面优化法是一种寻找最优试验条件的方法，通过对
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表５　蔗糖添加量对发酵乳色值的影响

蔗糖添加量

（％） Ｌ ａ（－） ｂ（－） Ｅ

１ ６９．５７±０．０６ｇ ４．６３±０．０６ｃ ２６．１７±０．２５ａ ７４．４７±０．０５ｆ
２ ６９．１０±０．２６ｆ ４．４７±０．１５ｂ ２６．１０±０．３５ａ ７４．００±０．１９ｅ
３ ６６．３３±０．０６ｃ ４．１３±０．０６ａ ２６．０３±０．１２ａ ７１．３８±０．０９ｂ
４ ６８．３３±０．１５ｅ ４．８０±０．００ｄ ２６．９３±０．０６ｂ ７３．６１±０．１４ｄ
５ ６７．７３±０．２１ｄ ４．２０±０．１０ａ ２６．４０±０．２０ａ ７２．８２±０．２７ｃ
６ ６５．１０±０．１７ｂ ５．７７±０．０６ｅ ２９．２０±０．２６ｄ ７１．５８±０．２７ｂ
７ ６４．７３±０．０６ａ ６．００±０．００ｆ ２９．５３±０．１２ｄ ７１．４０±０．０１ｂ
８ ６４．７８±０．１５ａ ４．７３±０．０６ｃｄ ２８．８０±０．１０ｃ ７１．０４±０．１０ａ

表６　水豆比对发酵乳色值的影响

水豆比 Ｌ ａ（－） ｂ（－） Ｅ
９∶１ ６６．８７±０．１５ａ４．９０±０．１０ｄ ２６．６３±０．２１ｄ７２．７９±１．２０ａ
１０∶１６８．００±０．２６ｃ４．７７±０．０８ｃ ２５．８０±０．２０ｃ７２．８９±０．２８ａ
１１∶１６７．５７±０．２９ｂ４．６３±０．０６ｂ ２４．３３±０．０６ａ７１．９３±０．２９ａ
１２∶１６７．２０±０．１０ａｂ４．５０±０．００ａ ２５．４０±０．１０ｂ７１．９８±０．１３ａ

过程的回归拟合和响应曲面、等高线的绘制可方便地求出相

应于各因素水平的响应值。在单因素的基础上，初步确定双

菌双蛋白发酵乳中各种成分的适宜添加量范围，并以此为基

础，利用Ｂｏｘ－ＢｅｈｎｋｅｎＤｅｓｉｇｎ（ＢＢＤ）［２５］设计试验方案。将表
７结果录入软件，应用 ＢＢＤ试验设计，分别以麦苗粉添加量
（Ａ）、抹茶粉添加量（Ｂ）、蔗糖添加量（Ｃ）以及水豆比（Ｄ）为
自变量，以感官分值（Ｙ）为因变量，初步得到以下模型：Ｙ＝
９１．８０＋３．００Ａ＋１．８３Ｂ＋０．２５Ｃ＋１．４２Ｄ＋０．７５ＡＢ＋
０．５０ＡＣ＋２．２５ＡＤ－０．２５ＢＣ－３．５０ＢＤ－９．７７Ａ２－５．７７Ｂ２－
２４０Ｃ２－３．４０Ｄ２。
　　由表８可以看出，Ｆ（模型）＝１８．９９，Ｐ＜０．０００１，表明模
型方程间的差异极显著，说明该模型与实际情况拟合良好。

失拟项Ｆ＝２．６２＜Ｆ０．０５（１４．１０）＝２．８６，Ｐ＝０．１８２８＞０．０５，
不显著，说明试验数据与所采用的模型相吻合。此外，４个因
素的平方项对双菌双蛋白酸乳的感官评分有极显著影响

（Ｐ＜０．０１）；除Ａ、Ｂ、Ｄ、ＡＤ、ＢＤ外，一次项及其他交互项对感
官评分无显著影响，因此可在α＝０．０５显著水平对模型进行
进一步的分析，剔除其中的不显著项，得到简化后的回归模

型，即

　　Ｙ＝９１．８０＋３．００Ａ＋１．８３Ｂ＋１．４２Ｄ＋２．２５ＡＤ－３．５０ＢＤ－
９．７７Ａ２－５．７７Ｂ２－２．４０Ｃ２－３．４０Ｄ２。
　　４个单因素对特色双菌双蛋白酸乳感官评分的影响程度
为Ａ＞Ｂ＞Ｄ＞Ｃ，即麦苗粉添加量对感官评分影响最大，其次
是抹茶粉添加量，然后是水豆比，最后是蔗糖添加量。固定２

表７　Ｂｏｘ－ＢｅｈｎｋｅｎＤｅｓｉｇｎ试验设计及结果

试验号 Ａ（％） Ｂ（％） Ｃ（％） Ｄ Ｙ
１ １０ ４ ７ １１ ９３
２ ９ ４ ８ １１ ７７
３ ９ ４ ６ １１ ７８
４ ９ ３．５ ７ １１ ７３
５ ９ ４ ７ １２ ７５
６ １０ ４ ７ １１ ９２
７ １０ ３．５ ６ １１ ８０
８ １１ ４．５ ７ １１ ７９
９ １０ ４ ８ １２ ８７
１０ １０ ３．５ ７ １２ ８５
１１ １１ ４ ６ １１ ８２
１２ １０ ４ ７ １１ ９０
１３ １０ ４ ６ １２ ８７
１４ １０ ４ ８ １０ ８３
１５ １０ ３．５ ７ １０ ７６
１６ ９ ４．５ ７ １１ ７１
１７ １０ ４．５ ７ １０ ８８
１８ １１ ３．５ ７ １１ ７８
１９ １０ ３．５ ８ １１ ８２
２０ １１ ４ ８ １１ ８３
２１ １０ ４．５ ８ １１ ８８
２２ １０ ４．５ ６ １１ ８７
２３ １０ ４ ６ １０ ８３
２４ １１ ４ ７ １０ ７９
２５ １０ ４ ７ １１ ９３
２６ １０ ４ ７ １１ ９１
２７ ９ ４ ７ １０ ７７
２８ １０ ４．５ ７ １２ ８３
２９ １１ ４ ７ １２ ８６

个因素零水平，研究另外 ２个因素间的交互作用，利用
Ｄｅｓｉｇｎ－Ｅｘｐｅｒｔ制作相应曲面图（图７）。等高线的形状可反
映出交互作用的强弱，椭圆形表示２因素交互作用显著，而圆
形则不显著。

　　由图７可知，随着各交互因子编码值的升高，双菌双蛋白
酸乳感官分值呈上升趋势，但当编码值达到一定的组合后，感

官分值呈下降趋势。由图７－ａ可知，保持蔗糖添加量、水豆
比以及抹茶粉添加量不变，感官评分随麦苗粉添加量的增加

先升高后降低，主要是由于随着麦苗粉含量的增加，双菌双蛋

白发酵乳口感变得清新爽口，但当添加量过高时，麦苗粉青草

味过重，影响口感。同样，当蔗糖添加量、水豆比以及麦苗粉

添加量不变时，感官评分也会随着抹茶粉添加量的增加呈现

先升高后降低的趋势。从图７－ｂ可以看出，确定抹茶粉添加
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表８　方差分析结果

方差来源 平方和 自由度 均方 Ｆ Ｐ 显著性

模型　 ９７５．５８ １４ ６９．６８ １８．９９ ＜０．０００１ 
Ａ １０８ １ １０８ ２９．４３ ＜０．０００１ 
Ｂ ４０．３３ １ ４０．３３ １０．９９ ０．００５１ 
Ｃ ０．７５ １ ０．７５ ０．２ ０．６５８２
Ｄ ２４．０８ １ ２４．０８ ６．５６ ０．０２２６ 
ＡＢ ２．２５ １ ２．２５ ０．６１ ０．４４６７
ＡＣ １ １ １ ０．２７ ０．６０９８
ＡＤ ２０．２５ １ ２０．２５ ５．５２ ０．０３４０ 
ＢＣ ０．２５ １ ０．２５ ０．０６８ ０．７９７９
ＢＤ ４９ １ ４９ １３．３５ ０．００２６ 
ＣＤ ０ １ ０ ０ １
Ａ２ ６１９．７９ １ ６１９．７９ １６８．８７ ＜０．０００１ 
Ｂ２ ２１６．３３ １ ２１６．３３ ５８．９４ ＜０．０００１ 
Ｃ２ ３７．３６ １ ３７．３６ １０．１８ ０．００６５ 
Ｄ２ ７４．９８ １ ７４．９８ ２０．４３ ０．０００５ 
残差　 ５１．３８ １４ ３．６７
失拟项 ４４．５８ １０ ４．４６ ２．６２ ０．１８２８
纯误差 ６．８ ４ １．７０
总误差 １０２６．９７ ２８

Ｒ２＝０．９５００ Ｒ２ａｄｊ＝０．８９９９

　　注：“”“”分别表示在０．０５、０．０１水平上显著。

量、麦苗粉添加量以及蔗糖添加量不变时，感官评分会随着水

豆比的升高先增加后减少，其原因可能是水豆比较低时，固形

物含量过高，乳酸菌产酸较多，风味较酸，而水豆比过高时，固

形物含量降低，乳酸菌产酸减少，影响感官。从图７－ｄ可以
看出，当麦苗粉添加量、抹茶粉添加量以及水豆比不变时，感

官评分会随着蔗糖添加量的增加先升高后降低，这是因为一
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定量的蔗糖会促进乳酸菌的生长繁殖，产生的风味物质会掩

盖豆腥味，但蔗糖含量过高，会使双菌双蛋白发酵乳过甜，发

酵过度产酸，影响感官风味。

由图７可以看出，抹茶粉添加量和水豆比的交互作用最
显著，麦苗粉和蔗糖的交互作用次之，再次为麦苗粉和水豆比

的交互作用，麦苗粉和抹茶粉的交互作用最弱。这与表８中
方差分析的结果基本一致；结合单因素试验结果可以看出，４
个单因素对双菌双蛋白酸乳感官评分的影响不是简单的线性

关系，这也符合实际情况。因此，只有当２个因素均在 ０～
０５水平时，感官分值达到最高，说明此时产品的感官品质最
佳。因此，在以巴氏杀菌乳、麦苗粉和抹茶粉为原料，经乳酸

菌发酵生产双菌双蛋白酸乳时，以上４个因素在影响双菌双
蛋白酸奶品质上的优先次序为麦苗粉添加量 ＞抹茶粉添加
量＞水豆比＞蔗糖添加量。
２．３　特色双菌双蛋白发酵乳最佳工艺条件的响应曲面优化
及验证模型

用ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ设置响应值的变化范围及预期目标值，
软件运行预测，以感官评分为指标，给出最优组合，特色双菌

双蛋白发酵乳的最佳生产工艺参数为麦苗粉添加量

１０７５％、抹茶粉添加量４．０４％、蔗糖添加量７．１３％、水豆比
１１．４１∶１预测感官评分为８９．４分，为便于实际生产，将参数
修正为麦苗粉添加量１０．８％，抹茶粉添加量４％，蔗糖添加量
７％，水豆比１１．４∶１：在该条件下进行３次验证，所得感官评
价的平均分为９１分，与预测结果无明显区别，证明结果合理
可靠，说明试验的优化条件可行。

２．４　特色双菌双蛋白发酵乳的营养特性和理化指标
该产品评价指标除感官外，还有理化指标、微生物指标、

工艺过程可在线控制 ｐＨ值、滴定酸度和黏度等参数。对试
验所得的最佳组合进行３次重复试验，所制得的双菌双蛋白
发酵乳口感细腻、色泽均一、组织状态均匀、麦苗香气清新、风

味独特（图８）。其感官评分为９１分，黏度值为１１６０２ｍＰａ／ｓ，
色值为３３．２，ｐＨ值为４．１２，乳酸菌数≥１０８ＣＦＵ／ｍＬ，蛋白质
含量≥３．１ｇ／１００ｇ，脂肪含量≥２．９ｇ／１００ｇ，非脂乳固
体≥８．９ｇ／１００ｇ，酸度为８５．９°Ｔ。

３　结论

本研究以感官为主要评价指标，综合考察黏度、ｐＨ值、色
值等指标对品质的影响。麦苗粉的适宜添加量为 ９％ ～
１１％，抹茶粉适宜添加量为３．５％ ～４．５％，蔗糖适宜添加量
为６％～８％，明胶适宜添加量为０．３％ ～０．５％，水豆比选取
１０∶１～１２∶１。用响应曲面法进行发酵乳工艺优化，在发酵
温度为３８℃，发酵时间为４．５ｈ，植物乳杆菌 Ｂ１－６、瑞士乳

杆菌ＭＢ２－１混合发酵剂接种量为５％的条件下，获得的特色
双菌双蛋白发酵乳最佳配方为麦苗粉添加量１０．８％、抹茶粉
添加量４．０％、蔗糖添加量７．０％、水豆比１１．４∶１，感官评分
为９１分。

双蛋白发酵乳无论从蛋白质含量还是质量上来讲，都远

高于牛奶或者豆奶，是具有高蛋白的优质饮品，而且我国盛产

大豆，根据我国的国情，“双蛋白”开发战略将是大豆产业持

续发展的一个方向［２６］。本研究所开发的产品不仅是受大众

青睐的、营养丰富的功能性保健发酵乳，更重要的是为麦苗

粉、抹茶粉的开发利用提供了新的途径。
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北极海参不同酶解多肽的抗氧化活性

与高效液相色谱分析

曹学彬１，王建波２，邢荣莲２，姜爱莉２

（１．山东东方海洋科技股份有限公司／国家海藻与海参工程技术研究中心，山东烟台２６４０００；
２．烟台大学生命科学学院，山东烟台２６４００５）

　　摘要：利用５种蛋白酶酶解北极海参蛋白得到５种多肽，通过化学方法检测５种多肽的体外抗氧化活性，结果表
明，５种酶解多肽的体外抗氧化能力均随多肽浓度的增加而提高，对羟自由基（·ＯＨ）清除能力大小顺序为木瓜蛋白
酶酶解多肽ＰＡＰ＞胰蛋白酶酶解多肽ＴＰ≈酸性蛋白酶酶解多肽 ＡＰ＞中性蛋白酶酶解多肽 ＮＰ＞胃蛋白酶酶解多肽
ＰＰ，对超氧阴离子（Ｏ－２·）清除能力大小顺序为胰蛋白酶酶解多肽ＴＰ＞酸性蛋白酶酶解多肽ＡＰ＞中性蛋白酶酶解多

肽ＮＰ＞木瓜蛋白酶酶解多肽ＰＡＰ＞胃蛋白酶酶解多肽ＰＰ，还原能力强弱顺序为酸性蛋白酶酶解多肽ＡＰ＞中性蛋白
酶酶解多肽ＮＰ＞胰蛋白酶酶解多肽ＴＰ＞胃蛋白酶酶解多肽ＰＰ＞木瓜蛋白酶酶解多肽ＰＡＰ。利用高效液相色谱分析
酶解多肽的分子量分布，ＰＰ、ＰＡＰ分别集中在８～２０、２０～１４ｋｕ，ＮＰ和 ＴＰ小于７ｋｕ的含量较高，ＡＰ一部分在 ２０～
７ｋｕ，另一部分在７～３ｋｕ。
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　　小分子量的多肽容易被人体吸收，具有对人体有益的各
种生理功能［１－２］。抗氧化性多肽是生物活性肽的一种，通过

减少氧自由基、羟自由基（·ＯＨ）从而达到抗衰老的功
能［３－５］，使用安全性高。海参（Ａｃａｕｄｉｎａｍｏｌｐａｄｉｏｉｄｅａ）是典型
的高蛋白、低脂肪、极低胆固醇、富含矿物质和维生素的优质

食品，体壁富含蛋白质、皂苷、多糖等营养成分，具有多种保健

功能及药用价值，是制备生物活性多肽的理想原料［６－７］。

海参多肽具有良好的溶解性和稳定性特点，易消化吸收，

而且具有降血压、预防心脑血管疾病、抗疲劳、提高免疫力、抗

肿瘤、抗氧化、延缓衰老等生物活性［８－９］。来自海参的生物活

性肽有两大类，一类是存在于生物体中的天然多肽，如海参上

皮组织中具有抗肿瘤和抗炎活性的五肽，由亮氨酸、脯氨酸、

丝氨酸、精氨酸等氨基酸构成，其中个别氨基酸为Ｄ－型［１０］；

另一类是海参生物蛋白质酶解产生的活性肽，如Ｚｈａｏ等连续
酶解海参制备得到的ＡＣＥ抑制多肽［１１］。

不同种类的海参由于生活环境和摄食不同，其营养价值

和生理功效也有所差异［１２］。苏永昌等研究了地瓜参多肽抗

氧化活性［１３］；赵芹等系统分析了不同分子量的刺参

（Ａｐｏｓｔｉｃｈｏｐｕｓｊａｐｏｎｉｃｕｓ）、菲 律 宾 刺 参 （Ｐｅａｒｓｏｎｏｔｈｕｒｉａ
ｇｒａｅｆｆｅｉ）、美国肉参（Ｉｓｏｓｔｉｃｈｏｐｕｓｂａｄｉｏｎｏｔｕｓ）和冰岛刺参
（Ｃｕｃｕｍａｒｉａｆｒｏｎｄｏｓａ）等海参多肽抗氧化活性［１４］；陈卉卉等对

东海海参胶原多肽的制备及自由基清除功能进行了研究［１５］。

酶解水产品蛋白质进行深加工是经常采用的一种加工方

法，也是获取抗氧化多肽的重要途径［３－４］。曾庆祝等研究表

明，枯草杆菌蛋白酶和木瓜蛋白酶酶解扇贝边所得酶解物具

有较好的·ＯＨ清除效果，其清除率分别为 ８４．３７％、

—１１２—江苏农业科学　２０１８年第４６卷第２０期


