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　　摘要：以牛蒡为主要原料，筛选适宜其发酵的复合乳酸菌，制备牛蒡发酵饮料。在单因素试验基础上，通过正交试
验优化其发酵工艺与稳定剂配方，分析其抑菌活性。结果表明，明串珠菌和植物乳杆菌ＳＤ２为适宜的发酵菌种，牛蒡
乳酸菌饮料的最佳发酵工艺：料液比为１ｇ∶６ｍＬ，复合乳酸菌菌种配比（体积比）为１ｍＬ∶１ｍＬ，接种量为６％，发酵
温度为４１℃，发酵时间为６０ｈ；复合稳定剂配方：黄原胶用量为０．１０％、果胶用量为０．３０％、结冷胶用量为０．２０％。
该工艺条件下制备的牛蒡发酵饮料具有较好的口感、稳定性和明显的抗菌活性。
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　　牛蒡（ＡｒｃｔｉｕｍｌａｐｐａＬ．），又名恶实、大力子、东洋参，牛鞭
菜等，属桔梗目菊科二年生草本植物。牛蒡富含人体所需的

多种氨基酸、维生素及矿物质，还含有菊糖、挥发油、牛蒡苷、

多酚、膳食纤维等多种生理活性物质［１－３］，具有明显的降血

脂、降血糖、润肠通便、抗癌、保护心脑血管、提高人体免疫力

等功效［４－６］。但是因牛蒡含有多种烯、酮、醛、不饱和烃类等

挥发性成分［７］，致使其产品通常带有令人不愉悦的刺激风

味，严重制约了牛蒡产业发展及其相关产品的市场销量。

乳酸菌（ｌａｃｔｉｃａｃｉｄｂａｃｔｅｒｉａ，ＬＡＢ）作为一类发酵糖产生乳
酸的革兰氏阳性细菌，是人和动物体肠道内天然存在的重要

益生菌群，有防止乳糖不耐症、改善人体胃肠功能、促进消化、

抗菌消炎、抑制胆固醇代谢、降血脂、降血压、抗衰老、免疫调

节等生物保健功能［８］。大多数乳酸菌具有食用安全性［９］，已

被广泛应用于发酵果蔬、乳品加工等食品领域。研究报道，乳

酸菌发酵能够将蔬菜蛋白质降解为氨基酸、多肽等小分子物

质，释放多酚、黄酮等功能因子［１０］，合成维生素 Ｂ、维生素 Ｋ
等果蔬中缺乏的维生素［１１］，并能伴随发酵过程生成新的有机

酸、胞外多糖、γ－氨基丁酸等生理活性物质，不仅可显著提
高蔬菜的营养价值与生物利用度，还能够形成其独特的色香

味，加速含硫和含氮等不良风味物质的降解，从而改善发酵原

料的风味及品质［１２－１４］。

目前乳酸菌发酵饮料已经成为食品加工领域的研究热点

之一，但是市场上蔬菜原浆发酵饮料多采用自然发酵的方式，

具有发酵周期长、发酵风味差、质量不稳定、标准化程度低等

缺陷，有关牛蒡复合乳酸菌发酵技术及其产品的研究也鲜有

报道。因此，本研究以牛蒡为主要原料，筛选出发酵启动快和

具有良好产酸能力的复合乳酸菌发酵牛蒡浆，在单因素试验

的基础上利用正交试验优化复合乳酸菌发酵牛蒡的最佳工艺

及其稳定剂配方，并分析牛蒡发酵饮料的抗菌能力，既为扩宽

牛蒡加工途径、改善现有牛蒡产品的风味与品质提供科学依

据，也为进一步的产业化生产提供技术参数。

１　材料与方法

１．１　试验材料
１．１．１　供试菌株与试剂　保加利亚乳杆菌（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ
ｂｕｌｇａｒｉｃｕｓ）、嗜热链球菌（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｅｓ）、明串珠菌
（Ｌｅｕｃｏｎｏｓｔｏｃｍｅｓｅｎｔｅｒｏｉｄｅｓ）、植物乳杆菌 ＳＤ２（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ
ｐｌａｎｔａｒｕｍＳＤ２）、大肠杆菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ）、金黄色葡萄球菌
（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓａｕｒｅｕｓ）、沙门氏菌（Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａｔｙｐｈｉｍｕｒｉｕｍ）等
均由江苏省农业科学院农产品加工研究所食品生物工程研究

室保藏。

牛蒡根由徐州世缘食品有限公司提供；ＭＲＳ和ＰＤＡ培养
基均购自南京天为生物科技有限公司；氢氧化钠、酒石酸钾

钠、亚硫酸钠、３，５－二硝基水杨酸（ＤＮＳ）、葡萄糖、三羟甲基
胺基甲烷（Ｔｒｉｓ）、盐酸均为分析纯试剂，购自国药集团化学试
剂有限公司；黄原胶、结冷胶、果胶均为市售食品级。

１．１．２　仪器与设备　ＢＳ３２３Ｓ型电子天平，购自赛多利斯科
学仪器北京有限公司；ＨＷＳＹ型电热恒温水浴锅，购自浙江舟
山市定海区海源仪器厂；Ｄ－８型紫外可见分光光度计，购自
上海奥析科学仪器有限公司；ＢＨＣ－１３００ＩＩＡ／Ｂ２型生物洁净
安全柜，购自苏州净化设备有限公司；ＴＤＬ－８０－２Ｃ低速台
式离心机，购自上海安亭科学仪器厂。

１．２　试验方法
１．２．１　牛蒡复合乳酸菌发酵饮料制备工艺　牛蒡浆的制备：
将新鲜牛蒡洗净，去皮切片后以１∶２～１∶６的固液比于１％
（质量比）柠檬酸、０．５％维生素 Ｃ、０．６％ ＮａＣｌ溶液组成的护
色液［１５］中浸泡２０ｍｉｎ，捞出冲洗，用９０℃热水烫漂１０ｍｉｎ，
再按一定料液比加水打浆，加入２％蔗糖、２％乳糖、１．５％豆
粕粉，混合均匀后在 １２１℃条件下高压灭菌 ２０ｍｉｎ，得牛
蒡浆。

发酵剂制备：将４种乳酸菌的保藏菌种分别置于ＭＲＳ培
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养基中进行活化复壮后，再按２％接种量接种于５０ｍＬ牛蒡
浆、１０ｇ脱脂乳粉组成的培养液中，置于培养箱３０℃条件下
培养２４～４８ｈ，连续驯化培养２～３次，至菌体浓度达１０×
１０８～１０×１０９ＣＦＵ／ｍＬ，即为牛蒡发酵饮料的发酵剂。

牛蒡发酵饮料的制备：将备好的发酵剂于６０００ｒ／ｍｉｎ条
件下离心１０ｍｉｎ，弃去上清，沉淀中加入等体积的灭菌生理盐
水重悬乳酸菌后按照４％接种量接入灭菌牛蒡浆，置于恒温
培养箱 ４１℃ 发酵培养６０ｈ，发酵结束后用纱布过滤除去滤
渣，再置于离心机中，４５００ｒ／ｍｉｎ离心 ２０ｍｉｎ，上清液加入
５％蔗糖、２％蜂蜜与复合稳定剂等辅料，混合均匀，再经灌装、
巴氏杀菌、冷却贴标后即为成品。

１．２．２　乳酸菌发酵牛蒡浆单因素试验　考察保加利亚乳杆
菌、嗜热链球菌、明串珠菌、植物乳杆菌 ＳＤ２在牛蒡浆中的生
长情况，通过活菌数的测定确定适宜的发酵菌种；筛选出２种
不同的乳酸菌后，设置不同配比［１ｍＬ∶１ｍＬ、１ｍＬ∶２ｍＬ、
２ｍＬ∶１ｍＬ、２ｍＬ∶３ｍＬ、３ｍＬ∶２ｍＬ］的复合菌种，通过考
察发酵液ｐＨ值和还原糖含量，确定复合菌种最佳配比；设置
不同料液比［１ｇ∶２ｍＬ、１ｇ∶４ｍＬ、１ｇ∶６ｍＬ、１ｇ∶８ｍＬ、
１ｇ∶１０ｍＬ］、接种量（０．５％、１．０％、２．０％、４．０％、６．０％）、
发酵温度（３７、３９、４１、４３、４５℃）、发酵时间（２４、３６、４８、６０、
７２ｈ），通过考察其对乳酸含量的影响，确定适宜的发酵条件。
１．２．３　复合乳酸菌发酵牛蒡浆工艺正交试验　在单因素试
验基础上，以感官评分为指标，采用Ｌ９（３

４）进行正交试验，对

牛蒡复合乳酸菌饮料发酵工艺条件进行优化，其因素与水平

见表１。

表１　Ｌ９（３４）正交试验水平因素

水平
因素

Ａ：发酵温度（℃） Ｂ：接种量（％） Ｃ：发酵时间（ｈ）
１ ３９ ２ ４８
２ ４１ ４ ６０
３ ４３ ６ ７２

１．２．４　牛蒡乳酸菌发酵饮料的复合稳定剂筛选　以黄原胶、
结冷胶、果胶为单一稳定剂，在单因素试验基础上，以常温下

放置３周的牛蒡乳酸菌发酵饮料经３５００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ
后产生的沉淀率为考察指标，通过正交试验优化复合稳定剂

配方。沉淀率越小，表明发酵饮料的稳定性越好。其中沉淀

率的计算方法如下：

沉淀率＝沉淀物质量／离心饮料质量×１００％。
１．２．５　体外抑菌试验［１６］　将供试菌种大肠杆菌、金黄色葡
萄球菌、沙门氏菌从斜面转接至已灭菌的液体马铃薯培养基

中活化，然后分别挑取菌苔，用无菌水制成菌悬液，分别取

０．１ｍＬ供试菌悬液，于ＰＤＡ平板培养基表面涂布均匀，用无
菌镊子夹取浸有牛蒡乳酸菌发酵饮料的滤纸片贴于各含菌平

板上，以浸有无菌水的滤纸片作对照，于３７℃培养２４ｈ。测
量各自抑菌圈直径的大小，比较抑菌效果。

１．２．６　指标测定　乳酸菌活菌数的测定：利用生理盐水将牛
蒡发酵液进行梯度稀释至适宜浓度，采用 ＭＲＳ培养基平板
计数。

ｐＨ值与酸度的测定：ｐＨ值用 ｐＨ计测定；总酸度以乳酸
计，具体参考张宏志等的方法［１７］。

还原糖含量的测定：还原糖含量采用 ＤＮＳ法［１８］测定。

以葡萄糖为标准品绘制标准曲线所得线性回归方程为 ｙ＝
０．９８９３ｘ－０．０１０４（ｒ２＝０．９９９２），根据标准曲线即可计算样
品中还原糖含量。

感官评定：由１０人组成感官评定小组对产品的色泽、组
织形态、气味、滋味进行评价记分，评分标准见表２。

表２　牛蒡乳酸菌饮料感官评价标准

项目 评分标准 满分（分）

色泽 颜色微黄、均匀一致、晶莹剔透 １５
组织形态 表面光滑细腻、澄清透亮、无杂质、无沉底 ２０
气味 有牛蒡的特征香气及浓郁的发酵香气 ３０
滋味 口味协调醇厚，嫩滑滋润，酸甜爽口 ３５

２　结果与分析

２．１　菌种的筛选与确定
由图１、图２可知，不同乳酸菌在牛蒡浆中均能生长繁

殖。发酵前４８ｈ，４种乳酸菌均呈指数生长；４８ｈ之后开始进
入稳定期，发酵至６０ｈ，各菌种的菌体数量均达到最高值，乳
酸含量也达到最高；发酵６０ｈ后各菌种的菌体数量开始缓慢
下降，乳酸含量基本保持恒定。明串珠菌的发酵启动速度最

快，发酵１２ｈ菌体数量即可达到１２６×１０８ＣＦＵ／ｍＬ，植物乳
杆菌ＳＤ２的生长速率最快，产酸能力最强，发酵至６０ｈ时达
到菌体数量最高值，为 ２．６３×１０９ ＣＦＵ／ｍＬ，乳酸含量达
４３２％；保加利亚乳杆菌和嗜热链球菌生长速率较慢，整个发
酵过程中，二者的菌体数量和乳酸浓度均低于相同发酵时间

下的明串珠菌和植物乳杆菌 ＳＤ２。因此，确定将明串珠菌和
植物乳杆菌ＳＤ２复配后进行后续试验。

—４４２— 江苏农业科学　２０１９年第４７卷第２２期



２．２　菌种配比对发酵过程的影响
由图３可知，利用不同配比的明串珠菌与植物乳杆菌

ＳＤ２组成的复合菌种发酵牛蒡浆，发酵液的 ｐＨ值处于
３．１６～３．３１之间，其中２∶１的复合菌种产酸能力最强，发酵
液的ｐＨ值最低，其次分别为１∶２、１∶１、２∶３、３∶２的复合菌
种；不同配比菌种的降糖能力也有差异，１∶１、１∶２、２∶１、
２∶３、３∶２的菌种发酵液中还原糖含量分别达 ３．８７、４．７６、
４４６、４３６、４．２０ｍｇ／ｍＬ。考虑到酸度过高会对口感造成不
利影响，确定降糖能力最强、还原糖浓度最低、产酸能力较强

的 １∶１乳酸菌配比作为发酵牛蒡浆最优的菌种配比。

２．３　复合乳酸菌发酵牛蒡浆单因素试验结果
２．３．１　料液比对牛蒡发酵饮料感官评分的影响　由图４可
知，牛蒡发酵饮料的感官分值随料液比增加呈先增加后降低

的趋势，料液比为１ｇ∶６ｍＬ时，感官评分最高，达９２分。由
此确定复合乳酸菌发酵牛蒡浆时最适料液比为１ｇ∶６ｍＬ。

２．３．２　接种量、发酵温度、发酵时间对牛蒡发酵饮料乳酸含
量的影响　由表３可知，牛蒡发酵饮料的乳酸含量随接种量
的增大先上升，当接种量为４．０％时达到最高值，而后保持平
衡。发酵温度在３７～４１℃范围内，乳酸含量随温度升高而提
高，在４１℃时乳酸含量达到最大值，为４．３３％；超过４１℃，
则又随温度升高而降低。发酵时间也能对牛蒡发酵饮料的产

酸情况产生影响。随着发酵时间的延长，乳酸含量呈递增趋

势，但是超过６０ｈ，即使发酵时间再延长，乳酸含量也基本保
持不变。由此确定适宜的接种量为 ４％ ～６％，发酵温度为
４１℃，发酵时间为６０ｈ。
２．４　牛蒡复合乳酸菌发酵条件正交试验结果

在单因素试验结果上，以乳酸含量和感官评分作为考察

指标，设计Ｌ９（３
４）正交试验。由表４可知，各因素对牛蒡乳

酸菌发酵饮料产酸情况的影响情况表现为Ａ＞Ｂ＞Ｃ，即发酵

表３　接种量、发酵温度、发酵时间对乳酸含量的影响

接种量

（％）
乳酸含量

（％）
发酵温度

（℃）
乳酸含量

（％）
发酵时间

（ｈ）
乳酸含量

（％）

０．５ ２．６７ ３７ ３．３６ ２４ ２．８８
１．０ ３．３８ ３９ ３．８２ ３６ ２．９５
２．０ ３．８２ ４１ ４．３３ ４８ ３．１０
４．０ ４．３８ ４３ ３．９６ ６０ ３．９６
６．０ ４．３８ ４５ ３．６０ ７２ ３．９５

表４　牛蒡发酵饮料发酵工艺正交试验结果

试验号

因素

Ａ：发酵温
度（℃）

Ｂ：接种量
（％）

Ｃ：发酵时间
（ｈ）

乳酸含量

（％）
感官评分

（分）

１ ３９ ２ ４８ ３．４２ ８２
２ ３９ ４ ６０ ３．９６ ９３
３ ３９ ６ ７２ ４．０１ ８９
４ ４１ ２ ６０ ４．１２ ９１
５ ４１ ４ ７２ ４．３３ ８８
６ ４１ ６ ４８ ４．３８ ８６
７ ４３ ２ ７２ ３．７２ ７８
８ ４３ ４ ４８ ３．７６ ７２
９ ４３ ６ ６０ ３．８３ ８０
ｋ１ ３．８０ ３．７５ ３．８５
ｋ２ ４．２８ ４．０２ ３．９７
ｋ３ ３．８８ ４．０７ ４．０２
Ｒ乳酸 ０．５１ ０．３２ ０．１７
ｋ１′ ８８．００ ８３．６７ ８０．００
ｋ２′ ８８．３３ ８４．３３ ８８．００
ｋ３′ ７６．６７ ８５．００ ８５．００

Ｒ′感官评分 １１．６６ １．３３ ８．００

温度＞接种量＞发酵时间，最优工艺为 Ａ２Ｂ３Ｃ３，即发酵温度
为 ４１℃、接种量为６％、发酵时间为７２ｈ；各因素对牛蒡发酵
饮料感官评分的影响情况表现为Ａ＞Ｃ＞Ｂ，即发酵温度 ＞发
酵时 间＞接种量，最优发酵工艺为 Ａ２Ｂ３Ｃ２，即发酵温度为
４１℃、接种量为６％、发酵时间为６０ｈ。综合考虑乳酸产量、
感官风味、生产成本，选择 Ａ２Ｂ３Ｃ２方案为最优工艺。经验证
试验，该条件下制备的牛蒡发酵饮料风味独特、酸滑清爽、口

感细腻、香气协调，乳酸含量达４．４１％，感官评分达９３分。
２．５　牛蒡发酵饮料稳定性试验

在前期单因素试验基础上，以黄原胶、果胶、结冷胶为因

素，采用Ｌ９（３
４）正交试验优化复合稳定剂配方，试验结果见

表５。由表５可知，各因素对牛蒡发酵饮料稳定性的影响程
度表现为黄原胶＞结冷胶＞果胶。即对牛蒡发酵饮料稳定性
影响最大的为黄原胶的用量，其次为结冷胶的用量，果胶用量

对稳定性的影响最小。最优稳定剂组合为Ａ２Ｂ３Ｃ２，即黄原胶
用量为０．１０％、果胶用量为０．３％、结冷胶用量为０．２０％。经
验证试验，该组合产品的离心沉淀率为２．１３％，且产品外观
均匀一致，澄清透明，无沉淀，无杂质，具有优良的贮藏稳

定性。

２．６　牛蒡发酵饮料的抑菌活性
抑菌圈直径可直观反映被测样品对各种供试菌的抑菌能

力。比较牛蒡乳酸菌发酵饮料对３种有害菌的抑菌圈直径，
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表５　牛蒡发酵饮料稳定性正交试验结果

试验号

因素与水平

Ａ：黄原胶
用量（％）

Ｂ：果胶
用量（％）

Ｃ：结冷胶
用量（％）

离心沉淀率

（％）

１ １（０．０５） １（０．１） １（０．１５） ４．３８
２ １ ２（０．２） ２（０．２０） ３．１２
３ １ ３（０．３） ３（０．２５） ４．３６
４ ２（０．１０） １ ２ ２．８７
５ ２ ２ ３ ３．３３
６ ２ ３ １ ２．２６
７ ３（０．１５） １ ３ ４．２２
８ ３ ２ １ ４．４７
９ ３ ３ ２ ２．８４
ｋ１ ３．９５ ３．８２ ３．７０
ｋ２ ２．８２ ３．６４ ２．９４
ｋ３ ３．８４ ３．１５ ３．９７
Ｒ １．１３ ０．６７ １．０３

结果见图５。由图５可知，牛蒡乳酸菌发酵饮料对大肠杆菌、
金黄色葡萄球菌、沙门氏菌均有明显的抑制作用，具有潜在的

广谱抗菌活性，其对金黄色葡萄球菌的抗菌能力最强，抑菌圈

直径达１５．７６ｍｍ。可能是由于乳酸菌代谢过程中产生的乳
酸、乙酸等有机酸大幅降低了环境的ｐＨ值和氧化还原电位，
并能产生细菌素，从而抑制或杀灭多种致病菌所致［１９－２０］，也

可能由于牛蒡发酵饮料中的牛蒡多糖、多酚、黄酮等物质具有

显著的抑菌活性［２１－２２］。

３　结论

乳酸菌发酵饮料是近年来植物饮品领域的重要发展方

向，其益生抗菌作用已被熟知与认可。该研究通过比较不同

乳酸菌在牛蒡浆中的生长及产酸情况，筛选出发酵启动快的

明串珠菌和产酸能力强的植物乳杆菌 ＳＤ２进行复合发酵，并
以发酵液ｐＨ值和还原糖含量为指标，确定了复合乳酸菌的
最佳配比（体积比）为１∶１。在单因素试验基础上，通过正交
试验确定了牛蒡发酵饮料的最佳发酵工艺：料液比为

１ｇ∶６ｍＬ，接种量为 ６％，发酵温度为 ４１℃，发酵时间为
６０ｈ；最佳复合稳定剂配方：黄原胶用量为０．１０％、果胶用量
为０．３０％、结冷胶用量为０．２０％。在此条件下研制出的牛蒡
乳酸菌发酵饮料营养丰富，风味独特，口感酸爽，并对大肠杆

菌、金黄色葡萄球菌、沙门氏菌具有明显的抗菌能力。该研究

结果既可为改善牛蒡产品的风味和品质提供技术思路，也可

为牛蒡发酵饮料的产业化生产提供基础参数，具有较高的实

践应用价值。
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