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抗氧化活性发酵酸乳制备条件的优化
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摘  要：利用具有抗氧化活性的植物乳杆菌（Lactobacillus plantarum，L.p）与嗜热链球菌（Streptococcus 
thermophilus，S.t）偶联发酵，研制具有抗氧化功效的酸奶。依次研究了发酵温度、接种量、菌种复配比等因素对

酸奶质量的影响，通过测定产品对硫代巴比妥酸反应物质（thiobarbituric acid reactive substance assay，TBARS）
的抑制作用、还原能力、金属离子螯合能力和1,1-二苯基-2-三硝基苯肼（1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl，DPPH）自

由基清除能力，评价所研制酸奶的抗氧化功效，并探讨了温度对后酸化控制的影响。结果表明：在接种量为2%、

43 ℃发酵、杆菌与球菌以1∶1.5复配条件下，产品品质最佳；与室温相比，5 ℃贮藏，后酸化可控。当杆菌与球菌

复配比为1∶1.5时酸奶的抗氧化效果最好。
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Abstract: Co-culture of Lactobacillus plantarum (L.p) with antioxidant ability and Streptococcus thermophilus (S.t) was 
used to produce yogurt with antioxidant activity. The culture conditions temperature, inoculum size, and L.p to S.t ratio 
were examined. By measuring the inhibition of thiobarbituric acid reactive substances (TBARS), reducing power, metal ion 
chelating capacity and 1,1-diphenyl-2-tridinitrophenylhydrazine (DPPH) radical scavenging capacity, the antioxidant activity 
of yogurt was evaluated, and the control of its postacidification by temperature was also discussed. The results showed that 
a yogurt with the best quality and controlled postacidification at 5 ℃ was obtained when the fermentation was carried out at  
43 ℃ using an inoculum size of 2% at an L.p to S.t ratio of 1:1.5. The yogurt fermented by L. p and S. t at the ratio of 1:1.5 
had the highest antioxidant activity.
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在食品加工贮藏过程中，氧化造成的质量劣变与微

生物腐败相当，会引起食品发生酸败，产生不良风味，

甚至会产生有毒物质，缩短货架期[1]。为了降低氧化产

生的危害，较理想的方法是添加抗氧化剂或食物本身具

有抗氧化活性，提高食物的抗氧化性能。随着人们对化

学合成抗氧化剂潜在危害的认识，开发高效、无毒的天

然抗氧化物质及生产本身具有抗氧化功效的食品显得尤

为重要[2]。乳酸菌一般存在于蔬菜、水果、乳制品、肉

制品、水产品，尤其是各类发酵食品中。研究表明，许

多乳酸菌不仅具有良好的体内、体外抗氧化效果[3-4]，其

发酵产品也具有良好的抗氧化功效。我国疆域辽阔，蕴

藏着丰富多样的乳酸菌资源，如果能筛选其中具有抗氧

化活性的优良菌株，用于生产具有抗氧化功效的发酵产

品，可以为乳品市场增加新品种，并对推动我国益生菌

产业具有积极作用。

科尔沁草原与锡林郭勒草原相接，当地酸奶以纯
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天然、无污染的新鲜牛奶为原料，结合内蒙古传统工艺

加工而成，特别是牧民家庭小环境中制作的酸奶，不论

在风味特色还是营养功效方面都有很高的研究价值[5]。

实验室从内蒙古科尔沁草原牧民家庭传统酸奶样品中筛

选出一株植物乳杆菌（Lactobacillus plantarum，L.p）
NDC75017，前期研究表明，此菌株具有高产γ-氨基丁酸

（γ-aminobutyrate，GABA）的能力[6-7]，并可防止脂多糖

（lipopolysaccharides，LPS）诱导大鼠的氧化应激和炎症

损伤，这些都与其自身的抗氧化活性有关[8]。在前期工作

基础上，本研究继续利用具有抗氧化潜力的植物乳杆菌

联合嗜热链球菌发酵，通过优化生产工艺，研制出既具

有营养价值又具有抗氧化功效的酸奶。

1 材料与方法

1.1 菌株、培养基与试剂

植物乳杆菌NDC75017来源于内蒙古科尔沁草原牧民

家自制酸奶；嗜热链球菌（Streptococcus thermophilus，S.t）
来自东北农业大学乳品科学教育部重点实验室；生鲜牛

奶、蔗糖均为市售。

植物乳杆菌和嗜热链球菌分别采用MRS和M17培
养基培养  德国Merck公司；大豆卵磷脂、抗坏血

酸钠、菲洛嗪（ferrozine）、三吡啶三吖嗪（1,3,5-tri
（2-pyridyl）-2,4,6-triazine，TPTZ）和1,1-二苯基-2-三硝

基苯肼（1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl，DPPH） 美国

Sigma公司；其他试剂均为国产分析纯。

1.2 仪器与设备

CP214精密分析天平 美国梅特勒-托利多集团；

pHS-25型酸度计 上海精科雷磁仪器厂；LG10-24A高速

离心机 北京医用离心机厂；XHF-I高速分散器 宁波 

新芝生物科技股份有限公司；紫外 -可见分光光度计 
日本岛津公司；高压均质机 宁波江南仪器厂。

1.3 实验方法

1.3.1 工艺流程[9]

鲜牛奶→净化→加蔗糖配料→过滤→均质→杀菌→
冷却接种→分装→发酵→后熟→成品

净化：预热到32 ℃后，经离心净乳机净化；加蔗糖

配料、过滤：按原料8%比例将白糖溶于60 ℃的热奶中，

搅拌均匀后过滤；均质：采用65 ℃、16 MPa压力均质；

杀菌：95 ℃杀菌5 min；冷却接种：冷却到接种温度，按

比例接入发酵剂，并搅拌均匀；分装、发酵：分装于四

旋盖瓶后，恒温发酵；冷却、后熟：发酵结束后（一般

pH 4.5左右即为发酵终点），再经后熟，即为成品。

1.3.2 最佳发酵温度确定

按照2%的比例接种，所采用L.p与S.t复配比例为

1∶1，然后将奶样分别置于30、37、43 ℃恒温箱内发酵，

在发酵过程中，间隔一定时间取样测定pH值，记录发酵

时间，并对不同温度条件下发酵所得的酸奶进行感官评

定，确定酸奶的适宜发酵温度。

1.3.3 最佳接种量确定

将发酵剂分别按照1%、2%、3%和4%的量接种，然

后将奶样置于43 ℃条件下发酵，在发酵过程中，间隔一

定时间取样测定pH值，并对不同接种量的酸奶进行感官

评定，确定最佳接种量。

1.3.4 菌株复配比例确定

按照2%的比例接种，所采用L.p与S.t复配比例为

2∶1、1.5∶1、1∶1、1∶1.5和1∶2（设定为Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ

和Ⅴ 5 个组），每个接种比例做20 个重复，将奶样置于

43 ℃条件下发酵，记录发酵时间和pH值并进行感官评

定，确定杆菌与球菌的最适复配比例，后期再研究复配

比对抗氧化活性的影响。

1.3.5 DPPH自由基清除能力的测定

参考彭新颜[10]的方法，准确吸取1 mL的DPPH乙醇溶

液（0.2 mol/L）加入反应管中，然后吸取1 mL经均质的

酸奶样品加入反应管中，充分混匀，将反应管室温下静

置30 min，于517 nm波长处测定其吸光度。

1.3.6 硫代巴比妥酸反应物质（thiobarbituric acid 
reactive substance assay，TBARS）的测定

吸取1 mL经过均质处理的酸奶样品，参考Sinnhuber
等[11]的方法，反应离心后，于532 nm波长处测定反应液

的吸光度，TBARS值是以每升脂质氧化样品溶液中所含

丙二醛的毫克数表示。

1.3.7 三价铁还原抗氧化能力（ferric ion reducing 
antioxidant power，FRAP）的测定

参照彭新颜 [10]的方法，准确吸取6.0 mL的FRAP
试剂于反应管中，吸取0.2 mL经均质的酸奶样品加入

到反应管中，再加0.6 mL的H2O，混合均匀，静置反

应10 min后，于593 nm波长处测定其吸光度，样品的

FRAP值是以达到同酸奶样品相同吸光度所需要的FeSO4

的毫摩尔数表示。

1.3.8 Cu2+和Fe2+金属离子螯合能力的测定

Cu2+和Fe2+螯合能力的测定参考Peng Xinyan等[12]的方

法，吸取1 mL经均质的酸奶样品，加在各自的反应体系

中，静置反应30 min，再分别于632 nm和562 nm波长处

测吸光度。螯合能力计算公式如下。

/% 1
A0

A1

100

式中：A0为酸奶样品吸光度；A1为空白样液的吸光度。

1.3.9 酸奶的感官评定

找10 位经过训练的同学对酸奶进行感官评定，为保



※生物工程	                            食品科学	 2015, Vol.36, No.01   155

证感官评定的准确性，取样要适量且具有代表性，感官

评定项目为色泽20 分、滋气味30 分和组织状态50 分，总

分100 分，具体评定标准如表1所示。

表 1 酸奶感官评价指标和评分标准

Table 1 Sensory evaluation indicators and assessment criteria of yogurt

评价指标 特征 评分范围

色泽
（20 分）

光泽均匀，乳白色 20～15
淡黄色 15～10
浅灰色 10～5

霉菌污染，异常颜色 5～0

滋气味
（30 分）

有奶香味，酸甜可口 30～24
过酸或过甜 24～18
略有酸涩味 18～12
略有苦味 12～6

氧化，金属味或异常滋气味 6～0

组织状态
（50 分）

组织状态均匀，细腻无凝块，无气泡，浓厚 50～40
组织细腻可口，有少量凝块，无气泡 40～30

组织不均匀，凝块较大，无气泡，少量乳清析出 30～20
组织不均匀，有气泡，有絮状物，大量乳清析出 20～10
组织极不均匀，乳清析出严重，有絮状物及气泡 10～0

1.3.10 后酸化过程中乳酸菌数量和pH值的变化

将发酵好的酸奶分别贮存于室温（25 ℃）和冷藏

（5 ℃）条件下，确定防止酸奶后酸化的最适温度，操

作如下：分别取两种贮存温度下的奶样1 mL，对其进行

106 倍的稀释并涡旋振荡混匀；取稀释后的奶样100 µL分
别涂布于3 个MRS（植物乳杆菌）和3 个M17（嗜热链

球菌）固体平板上；分别置于30、37 ℃培养箱内培养；

培养24 h后拿出平板，进行菌落计数，同时每天拿出一

份贮存于25 ℃和5 ℃的酸奶样品测定pH值，连续检测其

1～28 d乳酸菌数量和pH值的变化情况。

1.4 统计分析

每个实验重复3 次，结果表示为 ±s。数据统计分

析采用Statistix 8.1（分析软件，St Paul，MN）软件包中

Linear Models程序进行，差异显著性（P＜0.05）分析使

用Tukey HSD程序，采用Sigmaplot9.0和Excel6.0作图。

2 结果与分析

2.1 发酵温度的确定

表 2 不同发酵温度对酸奶品质的影响

Table 2 Effect of fermentation temperature on the quality of yogurt 

发酵
温度/℃

发酵
时间/h

发酵终点
pH

感官评分
均分

色泽 滋气味 组织状态

30 3.1 4.51±0.18 18.9 19.4 22.5 60.8
37 5.2 4.48±0.14 18.2 23.3 21.5 63.0
43 3.5 4.52±0.07 18.4 25.4 43.2 87.0

由表2可知，30 ℃发酵时，酸奶发酵时间最短，但

组织状态很差，乳清析出严重，并伴有气泡产生，而且

由于L.p生长速率太快而产酸严重，造成酸奶口感过酸，

不易被消费者接受，酸奶中还含有很多凝块，总体质量

不符合产品标准。37 ℃发酵时，凝乳时间最长，不利于

生产，且生产出的酸奶组织状态不均匀，有乳清析出，

酸甜比不佳。43 ℃发酵时，酸奶凝乳时间比较适宜，产

品组织状态良好，色泽、滋气味都比较好，口感最佳，

因此最适发酵温度为43 ℃。

2.2 接种量的确定

表 3 不同接种量对酸奶品质的影响

Table 3 Effect of inoculum amount on the quality of yogurt

接种总
量/%

L.p接
种量/%

S.t接种
量/%

发酵
时间/h

发酵终
点pH

感官评分
均分

色泽 滋气味 组织状态

1 0.5 0.5 5.7 4.48±0.13 15.4 21 16.2 52.6
2 1.0 1.0 3.3 4.52±0.14 18.1 26 45.4 89.5
3 1.5 1.5 3.1 4.46±0.07 18.3 21 27.2 66.5
4 2.0 2.0 2.4 4.53±0.08 17.5 18.5 17.6 53.6

由表3可知，当接种量为1%时，酸奶风味不佳，发

酵时间过长，不适合实际工厂化生产。接种量为3%和4%

时凝乳时间虽然比较短，但是口味略偏酸，风味差，接

种量为4%时乳清析出严重、组织状态一般。当接种量为

2%时，凝乳时间适宜，酸甜适口，风味自然，组织状态

良好，因此确定最佳接种量为2%。

2.3 菌株复配比例的确定

表 4 不同复配比例对酸奶品质的影响

Table 4 Effect of L.p to S.t ratio on the quality of yogurt

分组
复配
比例

L.p接
种量/%

S.t接种
量/%

发酵
时间/h

发酵终
点pH

感官评分
均分

色泽 滋气味 组织状态

Ⅰ 2∶1 1.33 0.67 5.6 4.51±0.11 10.8 20 28.2 59.0
Ⅱ 1.5∶1 1.2 0.8 5.2 4.43±0.09 13 19.7 15.1 47.8
Ⅲ 1∶1 1.0 1.0 4.3 4.47±0.12 15.4 24.2 30.3 79.9
Ⅳ 1∶1.5 0.8 1.2 3.4 4.52±0.14 17.8 26 44 88.4
Ⅴ 1∶2 0.67 1.33 3.0 4.49±0.19 16 25 39 81.1

由表4可知，前3 组实验发酵时间都超过了4 h，不

利于控制杂菌污染，且不经济，同时酸奶组织状态不均

匀，有凝块，闻起来有刺鼻酸味，口感酸涩，后熟过程

中有大量乳清析出。当复配比例为1∶1.5和1∶2时，酸奶分

别在3.4 h和3.0 h凝固，符合工业化生产的要求，特别是

当复配比例为1∶1.5时，酸奶组织状态均一，无凝块与气

泡，口感细腻且酸甜可口，长时间放置仅有少量乳清析

出，酸奶质量在5 组酸奶中为最好。综合pH值及发酵时

间的结果，最终确定最佳复配比为1∶1.5。
2.4 抗氧化活性分析

由图1可知，酸奶的抗氧化活性与发酵剂中杆菌与

球菌的比例有关，杆菌与球菌比例越大，酸奶的FRAP
值越小，当L.p与S.t复配比例在1∶1.5时，酸奶的FARP
值最大，达到740.67 μmol/L，且与其他组相比差异显著 
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（P＜0.05）。同样，当L.p与S.t比例在1∶1.5时，DPPH自

由基清除能力达到45%，清除率最高，与其他组比差异

显著（P＜0.05）。杆菌与球菌比例为1∶1.5或1∶2时均对

脂质氧化体系TBARS有较好的抑制作用，虽然第Ⅴ组比

第Ⅳ组TBARS值稍低，但差异并不显著（P＞0.05）。综

上，L.p与S.t的复配比在1∶1.5时，抗氧化效果最佳。
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图 1 菌种复配比例对酸奶抗氧化活性的影响

Fig.1 Effect of L.p to S.t ratio on antioxidant activity of yogurt 
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图 2 酸奶金属离子螯合能力

Fig.2 Metal ion chelating capacity of yogurt

由图2可知，发酵剂中L.p与S.t的复配比例对酸奶的

Fe2+螯合能力无显著影响（P＞0.05），Ⅲ、Ⅳ、Ⅴ组

Cu2+螯合能力显著高于Ⅰ、Ⅱ组（P＜0.05），即杆菌与

球菌复配比例在1∶1、1∶1.5和1∶2时螯合Cu2+离子的能力

较强，Ⅴ组Cu2+螯合能力比Ⅳ组稍低，但差异并不显著 

（P＞0.05）。第Ⅴ组的Fe2+离子螯合能力都在20%左

右，远低于Cu2+螯合效果，这说明此款酸奶对Cu2+螯合能

力强于Fe2+。综合图1的结果，当发酵剂中L.p与S.t复配比

例在1∶1.5时，酸奶抗氧化活性较强。

2.5 后酸化过程中乳酸菌数量及pH值的变化
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图 3 5 ℃（a）和25 ℃（b）贮存条件下菌落总数及pH值变化情况

Fig.3 Changes in bacterial counts and pH during storage at 5 ℃ (a) 

and 25 ℃ (b)

酸奶中的乳酸菌活菌数是检测酸奶是否合格的重要

指标。由图3可知，当发酵好的酸奶样品贮藏于5 ℃时，

两种乳酸菌活菌数量下降缓慢，并且下降趋势基本一

致，当贮藏到28 d时，酸奶中各菌数均在106 CFU/mL以
上，符合酸奶活菌数的要求。贮存于室温下（25 ℃）的

酸奶在贮藏28 d时，菌数也能够满足要求，但口感远不如

5 ℃贮藏的效果好。

当发酵好的酸奶样贮藏于5 ℃时，pH值下降缓慢，

在14 d时pH值在4.3左右，甚至到28 d时pH值仍在4.1左
右，无明显变化，酸奶口感酸甜适度，适宜消费者饮

用。而贮藏于25 ℃室温条件下的酸奶样品其pH值下降迅

速，在22 d时pH值降低到3.8左右，到28 d时pH值可降至

3.7以下，此时酸奶酸味过重，甚至有刺鼻的酸味，难以

被消费者接受。可见，采用5 ℃贮藏，不仅后酸化可控，

也有助于生产出酸甜可口、口感细腻、组织状态俱佳的

酸奶。综合上述乳酸菌数量、pH值及口感三方面因素，

认为酸奶的贮藏温度为5 ℃比较适宜。

3 讨 论

发酵温度和接种量是影响酸奶凝乳速率和质量的重

要因素[13]，本实验在30、37、43 ℃ 3 个不同温度下发

酵，观测酸奶凝乳时间和凝乳后酸奶的组织状态。结果

表明，43 ℃凝乳组织细腻、有少量凝块、无气泡，滋气

味良好，是最适宜发酵的温度。同时综合凝乳时间和组

织状态来看，本实验确定的最佳接种量为2%，与已知文

献[14]报道的结果一致。

在酸奶发酵过程中乳杆菌与嗜热链球菌存在着共生

关系[15]。嗜热链球菌在一定条件下会将乳糖发酵成L-乳
酸，其代谢产物可刺激杆菌的生长，使两种菌在酸奶发

酵过程中保持着良好的共生协同作用。有研究发现，若

单独用植物乳杆菌发酵，酸奶组织状态变差且后酸化严

重，有酸涩味，口感差，这可能是因为植物乳杆菌有较

强的耐酸能力，酸奶pH值达4.5后，仍旧生长迅速并大量

产酸，致使酸奶乳清析出，组织状态变差。同时植物乳
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杆菌的继续生长，将酸奶中的部分蛋白质分解成短肽，

出现苦涩味[16]。Yang Mei等[17]发现，酸奶在发酵过程中

植物乳杆菌主要产酸，嗜热链球菌主要产黏、产香，如

果植物乳杆菌比例太大，就会导致凝乳之后酸度继续下

降，影响产品口感及性状，而后者比例太大，则使产酸

缓慢，凝乳时间过长，从而加大了工业生产的成本，这

也与本实验的研究结果一致。

乳酸菌抗氧化能力除通过体外实验和体内动物实验

体现外，其发酵产品抗氧化活性也逐渐成为研究热点。

例如Kang等[18]采用短乳杆菌来发酵海带，结果表明，发

酵的海带可以明显提高人体内血清超氧化物歧化酶和过

氧化氢酶的酶活力，其主要原因是乳杆菌具有一定的抗

氧化能力。Tijana等[19]利用酿酒酵母菌和乳酸杆菌发酵谷

物，经过研究发现，发酵可在一定程度上提高产品的抗

氧化能力。孟和毕力格等[20]从酸马奶中分离出嗜酸乳杆

菌MG2-1，具有一定的抗氧化活性。何书美[21]用邻苯三

酚自氧化法研究了三元酸奶、君乐宝酸奶、沙棘酸奶、

蒙牛大果粒酸奶以及藏灵菇发酵酸奶中乳酸菌的清除超

氧阴离子能力，发现这5 种酸奶清除自由基的能力不同。

Takashi等[22]筛选出多株具有抗氧化活性的乳酸杆菌，利

用这些乳杆菌在42 ℃发酵牛奶，所制备的酸奶自由基

清除能力明显增加。本实验所研制酸奶具有良好的抑制

TBARS形成作用、DPPH自由基清除能力、亚铁还原能

力和Cu2+螯合能力，这也说明酸奶的抗氧化作用可能是

通过不同方面体现的。从各项抗氧化指标来看，发酵剂

的种类和复配比对酸奶的抗氧化活性影响最大。从理论

上分析，由于杆菌具有很好的抗氧化活性，那么杆菌比

例越高，产品的抗氧化效果就应该更好。但实际却并非

如此，当杆菌与球菌复配比在1∶1.5时，所发酵酸奶的

抗氧化活性最高。赵谦[23]曾将具有自由基清除能力的乳

杆菌用于发酵乳清，结果发现，发酵乳的抗氧化活性受

发酵时间的影响，随着发酵时间的延长，水解度逐渐增

大，芳香族氨基酸和疏水性氨基酸含量增加，发酵乳抗

氧化活性也随之增大。据此推测，之所以出现上述矛盾

的结果，很可能是因为乳杆菌比例较大时，会导致短时

间内大量产酸，pH值迅速降到4.5，使产品到达终点，来

不及产生大量的抗氧化物质。

酸奶的保质期不仅受酵母菌和霉菌污染的影响，后

酸化也是重要的影响因素。其中后期贮藏、运输、销售

过程中由于乳酸菌继续生长繁殖，残余的乳糖发酵成乳

酸，pH值降低，从而出现难以接受的重酸味，这些都是

由于后酸化造成的[24-25]。实验通过观察不同贮藏温度条

件下乳酸菌数量及pH值的变化情况，通过对比发现，在

5 ℃条件下贮藏，后酸化可以控制，酸奶的口感、菌数、

pH值均处于最佳状态。

4 结 论

实验研究了植物乳杆菌与嗜热链球菌联合发酵生产

酸奶的条件，并分别测定了5 种不同复配比例酸奶的抗氧

化能力及温度对后酸化控制的影响。结果表明，酸奶的

最佳发酵条件为：接种量2%、植物乳杆菌与球菌复配为

1∶1.5、发酵温度为43 ℃。综合各项抗氧化指标，植物乳

杆菌与嗜热链球菌以1∶1.5复配发酵的酸奶抗氧化活性最

强。在5 ℃贮藏时，后酸化可控，酸奶质量最佳。
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