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摘 要：该文以玉米蛋白水解物为原料，以鼠李糖乳杆菌 YY⁃15和发酵乳杆菌 YY⁃16为发酵菌株，通过单因素试验

和响应面试验优化发酵条件，并对发酵后玉米蛋白水解物的体外抗氧化能力和氨基酸含量进行分析评价。结果表

明，两株乳杆菌协同发酵玉米蛋白水解物的最佳发酵工艺为菌种体积比 3∶1，玉米蛋白水解物浓度 20.50%，接种量

4%，果葡糖浆添加量 5%，发酵温度 39.5 ℃，发酵时间 24 h。在该条件下，发酵后玉米蛋白水解物的体外 DPPH自由

基、羟自由基和超氧阴离子自由基三者清除能力的 IC50值分别为 0.227、0.200、12.851 mg/mL，Fe2+螯合能力的 IC50为
1.856 mg/mL，与发酵前相比分别提高了 50.65%、34.64%、6.41%、41.36%。
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Abstract：In this paper，corn protein hydrolysates（CPH）were fermented by Lactobacillus rhamnose YY⁃15
and Lactobacillus fermentum YY⁃16. The fermentation conditions were optimized by a single factor test and a
response surface test，and then the antioxidant capacity and amino acid content of CPH after fermentation were
analyzed and evaluated. The results showed that the optimal fermentation process of CPH by both strains was
as follows：strain ratio of 3∶1，CPH concentration of 20.50%，inoculation amount of 4%，fructose syrup addi⁃
tion amount of 5%，fermentation temperature at 39.5 ℃，and fermentation time of 24 h. Under these condi⁃
tions，the IC50 values of three scavenging activities of DPPH radical in vitro，hydroxyl radical and superoxide
anion radical of fermented CPH were 0.227，0.200，and 12.851 mg/mL，respectively，and the IC50 value of
Fe2+ chelating ability was 1.856 mg/mL. After fermentation，they increased by 50.65%，34.64%，6.41%，and
41.36%，respectively.
Key words：corn protein hydrolysates；Lactobacillus rhamnose；Lactobacillus fermentum；cooperative fermen⁃
tation；antioxidant activity
引文格式：

丛珊滋，曹雨佳，张欣欣，等 .乳酸菌协同发酵玉米蛋白水解物工艺条件优化及其对抗氧化活性影响[J].食品研究与

开发，2024，45（5）：152⁃162.
CONG Shanzi，CAO Yujia，ZHANG Xinxin，et al. Optimization of Technological Conditions and Antioxidant Activity of
Corn Protein Hydrolysates Fermented by Lactic Acid Bacteria[J]. Food Research and Development，2024，45（5）：152⁃162.

152



应用技术应用技术 食品研究与开发
20242024年年 33月月

第第 4545卷卷 第第 55期期

玉米蛋白水解物（corn protein hydrolysates，CPH）是
玉米蛋白经蛋白酶酶解后得到的低分子量寡肽混合物，

其氨基酸种类多，能够满足人体日常所需，促进人体健

康。玉米蛋白水解物具有多种生物活性，如抑制血管紧

张素转换酶活性、抗氧化、解酒护肝、抗疲劳等[1]。然

而，在玉米蛋白水解物的制备过程中，存在生物活性释

放程度低、味苦等问题[1⁃2]，极大地影响了其发展。

发酵可以较好地解决玉米蛋白水解物目前加工中

存在问题。玉米蛋白水解物通过发酵可以进一步分解

其中的大分子蛋白，增强其生物活性，而且发酵过程中

产生的风味物质可中和玉米蛋白水解物原有的苦味，

使产品的口感更柔和，容易被消费者接受。随着人们

健康意识的增强，发酵产品的市场需求也在逐渐扩大，

特别是益生菌发酵产品备受消费者的青睐。益生菌可

以定殖于人体内，从多方面改善人体健康状况，如促进

营养物质的消化吸收、改善胃肠道菌群微环境、调节免

疫力、抗氧化、减轻内毒素等[3]。乳酸菌是目前常被应

用于食品工业中的益生菌，乳酸菌发酵可以提高食品

的营养价值、抑制有害菌的繁殖[4]，改善原料的风味，

如保加利亚乳杆菌可以去除牛奶的生臭味，并产生微

弱的香味[5]，增强保藏性。乳酸菌常用的发酵形式主

要是单一菌种发酵或混合菌种发酵[6]。与单一菌种发

酵相比，混合菌种发酵更具优势，一是益生菌活性更

高，发酵效果更好，这是由于微生物之间可以相互利用

代谢产物或交换信号分子，从而相互促进生物转化，产

生更好的发酵效果；二是复合的微生物菌群对外界环

境更具耐受力[7]。在发酵乳的生产中常用嗜热链球菌

和保加利亚乳杆菌协同发酵，菌株之间可以互利共生，

在发酵过程中，可以利用彼此的代谢产物来促进各自

的生长[8]。杭锋等[9]发现混合乳酸菌间存在协同作用，

互相促进，使得生长繁殖速度显著增加，并且混合菌种

发酵的产品酸度是单一菌种发酵的 2倍，同时还延迟

了酸化现象。基于乳酸菌在发酵食品中的优点，科研

人员对其发酵蛋白水解物的能力做了相关研究。

Oliveira 等[10]发现酪蛋白酶解物对酸奶中嗜热链球菌

的生长具有明显的促进作用。张根生等[11]研究发现含

金属硫的蛋白鸡蛋水解物有利于动物双歧杆菌和嗜酸

乳杆菌生长，且混合菌种发酵增殖效果优于单一菌种

发酵。段旭昌等[12]利用乳酸菌发酵法改良甲鱼蛋白酶

解液的风味，发现大部分的苦味氨基酸被转化，使甲鱼

酶解液的整体风味得到了明显改善。方磊等[13]利用嗜

酸乳杆菌制备发酵大豆蛋白肽，发现其能增强小鼠机

体的免疫力和抗疲劳能力。目前，国内外关于乳酸菌

发酵玉米蛋白水解物的研究报道较少。

本研究利用课题组前期从野生果实表皮上筛选出

的鼠李糖乳杆菌 YY⁃15（Lactobacillus rhamnose YY⁃15）
和发酵乳杆菌 YY⁃16（Lactobacillus fermentum YY⁃16）

为发酵菌株，以玉米蛋白水解物为发酵原料，通过单因

素试验和响应面试验优化发酵工艺参数，并对发酵后

产品的氨基酸和抗氧化能力进行分析，旨在为玉米蛋

白水解物在食品领域的开发和利用开辟新的途径。

1 材料与方法

1.1 菌种与样品

鼠李糖乳杆菌（Lactobacillus rhamnose YY⁃15，保藏

号 CGMCC NO.26821）、发酵乳杆菌（Lactobacillus fer⁃
mentum YY⁃16，保藏号 CGMCC NO.26822）：保藏于中

国普通微生物菌种保藏管理中心；玉米蛋白水解物干

粉：黑龙江省玉米深加工理论与技术重点实验室自制。

1.2 主要试剂

MRS 肉汤培养基、MRS 固体培养基：北京索莱宝

科技有限公司；果葡糖浆 F55（55%果糖，40%葡萄糖，

5%低聚糖）：湖北千凤香食品有限公司；1，1⁃二苯基⁃2⁃
三硝基苯肼（1，1 ⁃ diphenyl ⁃ 2 ⁃ picrylhydrazyl radical，
DPPH）、菲啰嗪：生工生物工程（上海）有限公司；硫酸

亚铁、过氧化氢、水杨酸：天津市科密欧化学试剂有限

公司。所用试剂均为分析纯。

1.3 仪器与设备

恒温培养摇床（ZWY⁃211B）：上海智城分析仪器制

造有限公司；隔水式恒温培养箱（GSP⁃9270MBE）：上海

博迅实业有限公司；喷雾干燥器（B⁃290）：瑞士 BUCHI
公司；超净台（SW⁃CJ⁃2FD）：苏净安泰空气技术有限公

司；全自动高压灭菌器（XS⁃500）：日本 KAGOSHIMA
公司；多功能酶标仪（EnSpire）：珀金埃尔默仪器有限

公司；全自动氨基酸分析仪（1⁃8900）：日本日立公司。

1.4 试验方法

1.4.1 菌种的活化

分别挑取 1~2 环保藏的菌株 YY⁃15 与 YY⁃16 转

接于 MRS 肉汤培养基中，37 ℃培养 24 h。分别吸取

0.1 mL 菌液至 20 mL MRS 肉汤培养基中，37 ℃培养

12 h，连续活化 2~3次，作为种子培养液，备用。

1.4.2 试验工艺流程

CPH 干粉→溶解→添加碳源→灭菌→接菌→发

酵→成品。

操作要点如下。

溶解：将 CPH 和去离子水按一定料液比（g/L）进

行混合。

灭菌：将 CPH 溶液在 121 ℃、30 min 条件下进行

灭菌处理。

接菌：在无菌环境中，将活化后的菌株 YY⁃15 与

YY⁃16 按照一定体积比接种到玉米蛋白水解物溶液

中，体系中初始活菌数约为 106 CFU/mL。
1.4.3 抗氧化活性的测定

抗氧化活性参考刘玥等[14]的方法，测定乳酸菌协
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同发酵玉米蛋白水解物发酵前后对 DPPH自由基、·OH、
·O2−的清除能力和 Fe2+螯合能力，并计算 IC50值。

1.4.4 总酸的测定

根据 Hu等[15]的方法进行总酸测定，结果以乳酸计。

1.4.5 乳酸菌活菌数的测定

根据 Hu等[16]的方法进行乳酸菌活菌计数。

1.4.6 氨基酸的测定

采用全自动氨基酸分析仪，利用酸水解法测定氨

基酸含量。

1.4.7 感官评价

感官评价小组由 10名食品专业人员组成，乳酸菌

发酵玉米蛋白水解物的感官评价标准见表 1。

1.4.8 单因素试验

基础发酵条件：菌株 YY⁃15与YY⁃16体积比 3∶1，
玉米蛋白水解物浓度 20%（质量体积比），接种量 4%
（体积分数），果葡糖浆添加量 4%（体积分数），发酵温

度 37 ℃，发酵时间 24 h。
以乳酸菌发酵玉米蛋白水解物中的活菌数、总酸

含量（以乳酸计）、感官评分以及 DPPH 自由基清除

能力（蛋白浓度 1 mg/mL）为指标，分别对菌种体积

比（1∶0、3∶1、2∶1、1∶1、1∶2、1∶3、0∶1）、接种量（1%、

2%、3%、4%、5%、6%、7%）、果葡糖浆添加量（1%、2%、

3%、4%、5%、6%、7%）、发酵时间（16、20、24、28、32、
36、40、44、48 h）、发酵温度（35、37、39、41、43 ℃）和

CPH浓度（10%、20%、30%、40%、50%、60%、70%）进行

单因素试验。

1.4.9 响应面试验

在单因素试验的基础上，选取发酵温度、接种量、

CPH浓度和果葡糖浆添加量为自变量，以乳酸菌协同

发酵玉米蛋白水解物对 DPPH自由基清除能力为响应

值，设计四因素三水平的响应面试验。响应面试验设

计因素与水平见表 2。

1.5 数据处理

利用 Design ⁃Expert version 8.0.6 软件进行 Box ⁃
Behnken试验设计。使用 Office 2021对数据及图片进

行处理，SPSS Statistics 20.0对结果进行单因素方差分

析（ANOVA），当 P<0.05时表明数据间存在显著差异。

2 结果与分析

2.1 乳酸菌协同发酵玉米蛋白水解物单因素试验

2.1.1 菌种体积比对乳酸菌协同发酵玉米蛋白水解物

的影响

在 CPH 浓度 20%、果葡糖浆添加量 4%、接种量

4%、发酵温度 37 ℃、发酵时间 24 h的发酵条件下，研

究菌株 YY⁃15 和 YY⁃16 不同体积比对乳酸菌协同发

酵玉米蛋白水解物影响，结果如图 1所示。

鼠李糖乳杆菌和发酵乳杆菌是食品发酵中常用的

菌株，也是具有较强益生性和稳定遗传性的益生菌[17]。
在发酵食品中，乳酸菌表现出其重要发酵特性和生理

功能的前提是完成菌体的大量增殖。因此，在乳酸菌

协同发酵玉米蛋白水解物过程中，需将乳酸菌活菌数

作为重要考察指标。

评定项目

组织状态（20）

口感（20）

气味（20）

色泽（20）

喜好程度（20）

评分标准

混浊度均匀一致、无分层、无沉淀

混浊度稍差，有细微絮状物

有较多沉淀和絮状物

有大量沉淀和絮状物

苦味较小，酸味适口

苦味较大，略有酸味或酸味较大

苦味重，无酸味

酸香味，香气协调，无明显异味

酸味不明显，稍有异味

整体香味不协调

浅棕色

棕色

深褐色

非常喜欢

喜欢

不喜欢

感官评分

16~20
10~<16
5~<10
0~<5
16~20
5~<16
0~<5
16~20
5~<16
0~<5
16~20
5~<16
0~<5
16~20
5~<16
0~<5

表 1 乳酸菌发酵玉米蛋白水解物的感官评价标准

Table 1 Sensory evaluation standard of CPH fermented by lactic
acid bacteria

水平

-1
0
1

因素

X1发酵温度/℃
37
39
41

X2接种量/%
3
4
5

X3 CPH
浓度/%
10
20
30

X4果葡糖浆
添加量/%

4
5
6

表 2 响应面试验设计因素与水平

Table 2 Factors and levels of response surface test design

100
80
60
40
20
0

DP
PH

自
由

基
清

除
能

力
/%

1∶0 3∶1 0∶1
菌种体积比

2∶1 1∶21∶1

100
80
60
40
20
0

感
官

评
分

1∶3

DPPH自由基清除能力Ⅰ
感官评分

A
E

aa CB aba
F

D bb

cG
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由图 1可以看出，各试验组在发酵 24 h后乳酸菌

活菌数均能达到 108 CFU/mL 以上，表明菌株 YY⁃15
和 YY⁃16能够较快适应玉米蛋白水解物的发酵环境，

从而快速完成菌体增殖。与单一菌种发酵相比，混合

菌种发酵中的乳酸菌活菌数均显著提高（P<0.05）。当

菌株 YY⁃15与 YY⁃16体积比为 3∶1时，发酵后乳酸菌

活菌数达到最大值，为 2.4×109 CFU/mL，是菌株 YY⁃15、
YY⁃16 单一菌种发酵的 3.73 倍和 9.49 倍，可见，菌株

YY⁃15和 YY⁃16具有一定的共生性，可以相互促进生

长。混合菌种发酵可以有效提高发酵液中水解酶的含

量，并且弥补了单一菌种发酵产生胞外酶系不全面的缺

点，对发酵基质营养转化效率更高，提高发酵效率[18]。
本研究中鼠李糖乳杆菌和发酵乳杆菌具有相似的

生长条件，其均能利用相似的底物进行发酵。尹彦洋

等[19]研究了鼠李糖乳杆菌和嗜酸乳杆菌的共生关系，

发现两株菌具有相似的生长条件，均能利用单糖进行

发酵。鼠李糖乳杆菌的终端产物乳酸可以缩短嗜酸乳

杆菌的发酵时间，嗜酸乳杆菌可降解蛋白质产生多种

氨基酸，为鼠李糖乳杆菌提供氮源，说明二者具有良好

的共生发酵能力。但是目前对于鼠李糖乳杆菌和发酵

乳杆菌的相互作用机制报道较少。

鼠李糖乳杆菌属于同型乳酸发酵菌株，其终产物

大部分为 L⁃乳酸，发酵乳杆菌是专性异型乳酸发酵菌

株，代谢产物较为丰富，除乳酸外，还产生乙醇、乙酸和

二氧化碳等其他物质[20]。Driehuis 等[21]最早将同型乳

酸发酵和异型乳酸发酵两类菌株结合使用，结果发现

混合菌种发酵相比于布氏乳杆菌单独发酵的乳酸含量

明显增加。本研究中，当菌株 YY⁃15与 YY⁃16体积比

为 3∶1时，发酵 24 h后乳酸菌活菌数和总酸含量均达

到最大值，显著高于两株菌单独发酵的总酸含量（P<
0.05），与 Driehuis等[21]报道结果一致。使用两种类型

的乳酸菌混合发酵，可以使其优势结合，同型乳酸发酵

菌可以控制前期发酵，抑制杂菌生长；专性异型乳酸发

酵菌在发酵后期会产生更多的风味物质，赋予产品独

特的风味[22]，在感官评价结果中也验证了这一说法，并

且当菌株 YY⁃15与 YY⁃16体积比为 3∶1时，感官评分

最高，为 81.00。当菌种体积比为 1∶1~1∶3时，乳酸菌

活菌数和总酸含量随 YY⁃16添加量的增加而降低，这

可能是由于 YY⁃16 添加量过多，形成了优势菌群，抑

制 YY⁃15的生长，两株菌的共生平衡被打破。综合考

虑，选择鼠李糖乳杆菌 YY⁃15和发酵乳杆菌 YY⁃16菌

种体积比为 3∶1进行后续的发酵试验。

2.1.2 接种量对乳酸菌协同发酵玉米蛋白水解物的

影响

在菌株 YY⁃15与 YY⁃16体积比为 3∶1、CPH浓度

20%、果葡糖浆添加量 4%、发酵温度 37 ℃、发酵时间

24 h的发酵条件下，研究不同接种量对乳酸菌协同发

酵玉米蛋白水解物的影响，结果如图 2所示。

由图 2可知，随着接种量的增加，乳酸菌活菌数和

DPPH自由基清除能力呈现先上升后下降的趋势。原

因可能是接种量过低，乳酸菌产生胞外酶分解底物的
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图 1 菌种体积比对乳酸菌发酵玉米蛋白水解物的影响

Fig.1 Effect of strain ratio on CPH fermented by lactic acid
bacteria
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图 2 接种量对乳酸菌发酵玉米蛋白水解物的影响

Fig.2 Effect of inoculation amount on CPH fermented by lactic
acid bacteria
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速率不能满足乳酸菌大量增殖的需求；或是接种量过

高，鼠李糖乳酸菌生长代谢旺盛，产生大量的乳酸，使发

酵液 pH值迅速降低，抑制发酵乳酸菌的生长，延长发

酵时间，最终导致乳酸菌活菌数和 DPPH自由基清除能

力降低。当接种量为 4%时，乳酸菌发酵玉米蛋白水解

物的乳酸菌活菌数达到最大值，为 1.15×109 CFU/mL，
同时，DPPH自由基清除能力和感官评分也达到最大，

与陈莹艳[23]的研究结果相似。总酸含量随接种量的增

加呈先持续升高后趋于平缓的趋势，当接种量大于 5%
后总酸含量略有下降，各组间无显著性差异（P>0.05）。

结合感官评分结果可知，总酸积累不足，发酵产品的口

感寡淡，风味不明显，难以掩盖 CPH的苦味；总酸含量

过高，亦会使发酵酸味过浓，影响其他风味，导致感官

品质下降。综合判断，选取接种量 3%、4%、5%进行后

续响应面优化试验。

2.1.3 果葡糖浆添加量对乳酸菌协同发酵玉米蛋白水

解物的影响

在菌株 YY⁃15 与 YY⁃16 体积比 3∶1、CPH 浓度

20%、接种量 4%、发酵温度 37 ℃、发酵时间 24 h的发

酵条件下，研究不同果葡糖浆添加量对乳酸菌协同发

酵玉米蛋白水解物的影响，结果如图 3所示。

微生物生长过程中，既需碳源作为活动能量，又要

氮源构成自己的细胞结构。玉米蛋白水解物中可溶性肽

含量高，可以满足发酵氮源的需要。本研究中玉米蛋

白水解物由于进行了去淀粉的处理，因此碳源含量较

低，为保证发酵顺利进行，需要补充碳源。果葡糖浆是

一种发酵行业常用的碳源补充剂，由于其中含有不同

比例的果糖、葡萄糖和低聚糖，将其应用于发酵食品中

不仅可以补充碳源，还可以改善产品的口感和功能性。

由图 3可以看出，随着果葡糖浆添加量的增加，总

酸含量和乳酸菌活菌数呈先上升后下降趋势，均在果

葡糖浆添加量为 5%时达到最高值。果葡糖浆添加量

过少，乳酸菌生长所需能量不足，致使增殖能力下降，

产酸过少，风味不足；果葡糖浆的渗透压高于双糖，添

加过多则会导致细菌的细胞壁破裂，同时也会使酸甜

比失调，口感过于甜腻。当果葡糖浆添加量为 4%~6%
时，乳酸菌发酵玉米蛋白水解物的酸甜适中，质地均

匀，无分层和沉淀，感官评分较高。DPPH自由基清除

能力的变化规律与乳酸菌活菌数呈正相关，原因可能

是由于乳酸菌自身具有一定的抗氧化能力，乳酸菌的

数量增加，从而增强了发酵液的抗氧化能力；或是由于

乳酸菌数量增加，发酵液中的蛋白酶含量增加，使发酵

底物水解速度加快，更多的寡肽游离出来，增强了发酵

液的抗氧化能力。由图 3 可知，果葡糖浆添加量对

DPPH 自由基清除能力的影响较小，但具有显著性差

异。综合考虑，选取果葡糖浆添加量为 4%、5%、6%进

行后续优化试验。

2.1.4 发酵温度对乳酸菌协同发酵玉米蛋白水解物的

影响

在菌株 YY⁃15与 YY⁃16体积比为 3∶1、CPH浓度

20%、接种量 4%、果葡糖浆添加量 5%、发酵时间 24 h
的发酵条件下，研究不同发酵温度对乳酸菌协同发酵

玉米蛋白水解物的影响，结果如图 4所示。

发酵温度偏高或偏低都会导致细胞生长代谢速率

下降，影响发酵速度和产酸能力，不利于乳酸菌的生

长[24]。由图 4可以看出，发酵温度对乳酸菌活菌数的

影响较大，当发酵温度为 35~39 ℃时，随着发酵温度的
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图 3 果葡糖浆添加量对乳酸菌发酵玉米蛋白水解物的影响

Fig.3 Effect of fructose syrup addition on CPH fermented by lac⁃
tic acid bacteria
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升高，乳酸菌活菌数显著上升，并在发酵温度为 39 ℃
时乳酸菌活菌数达到最大值，为 9.8×108 CFU/mL，继续

升高发酵温度时，乳酸菌活菌数开始下降；总酸含量、

DPPH自由基清除能力与乳酸菌活菌数的变化规律相

似。感官评分方面，除 35 ℃和 43 ℃时的感官评分较

低外，发酵温度在 37~41℃范围内的感官评分差异不

显著（P>0.05）。发酵乳杆菌可在 45 ℃以内的发酵温

度下生长，其最适生长温度为 41~42 ℃，而鼠李糖乳杆

菌的最适生长温度为 37 ℃，发酵温度过高时细胞内酶

的催化能力会大大降低，甚至会导致其丧失催化活性，

从而影响菌株的正常生长[25]。综合考虑，选取发酵温

度为 37、39、41 ℃进行后续响应面优化试验。

2.1.5 CPH 浓度对乳酸菌协同发酵玉米蛋白水解物

的影响

在菌株 YY⁃15 与 YY⁃16 体积比为 3∶1、接种量

4%、果葡糖浆添加量 5%、发酵温度 39 ℃、发酵时间

24 h的发酵条件下，研究不同 CPH浓度对乳酸菌协同

发酵玉米蛋白水解物的影响，结果如图 5所示。

在发酵体系中，底物的浓度直接影响乳酸菌的发

酵能力。与大分子蛋白相比，CPH是经酶解后得到的

小分子肽类和氨基酸的混合物，可以直接被乳酸菌利

用，提高发酵效率。由图 5可以看出，当 CPH 浓度为

20% 时，乳酸菌活菌数、感官评分、DPPH 自由基清除

能力及总酸含量均达到最大值。且随着 CPH 浓度逐

渐增大，各指标均呈现下降趋势，这可能是由于过量的

CPH 使菌体细胞内外渗透压升高，致使菌体破裂，从

而使乳酸菌活菌数减少。同时，反应体系的黏度增大，

整体流动性降低，CPH 与乳酸菌的接触面积变小，物

质传递速率下降，降低代谢速率，也会导致 DPPH自由

基清除能力、乳酸菌活菌数和总酸含量的下降。可见，

适当浓度的 CPH具有促进乳酸菌生长的作用。目前，

关于蛋白水解物促进乳酸菌生长可能的机制主要有：

1）蛋白水解物作为氮源为益生菌的生长提供必需的氨

基酸[26]。2）蛋白水解物可作为益生菌多肽转运系统的

促进剂，即蛋白质分子进入益生菌细胞前，先由胞外蛋

白酶将其水解成短的多肽片段，才能被发酵菌株吸收

利用[27]。3）蛋白水解物可以提高发酵菌株在酸性环境

中的耐受力，保持菌体数量[28]。但不同的蛋白水解物

对菌株生长的促进作用不同，潘芬等[18]研究发现，豌豆

蛋白水解物对鼠李糖乳杆菌、植物乳杆菌和嗜热链球

菌未表现出促生长作用，而对保加利亚乳杆菌和双歧

杆菌等有明显的促生长作用。玉米蛋白水解物不仅对

发酵菌株有一定影响，对发酵产品的品质影响也较大。

在较高的 CPH 浓度下，发酵液颜色较深，极大地影响

了产品的感官品质。综合考虑，选取 CPH浓度为 10%、

20%、30%进行后续响应面优化试验。

2.1.6 发酵时间对乳酸菌协同发酵玉米蛋白水解物的

影响

在菌株 YY⁃15与 YY⁃16体积比为 3∶1、CPH浓度

20%、接种量 4%、果葡糖浆添加量 5%、发酵温度 39 ℃
的发酵条件下，研究发酵时间对乳酸菌发酵玉米蛋白
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图 4 发酵温度对乳酸菌发酵玉米蛋白水解物的影响

Fig.4 Effect of fermentation temperature on CPH fermented by
lactic acid bacteria

Ⅰ. DPPH自由基清除能力和感官评分；Ⅱ.总酸含量和乳酸菌活菌
数。不同大小写字母分别表示同一指标差异显著（P<0.05）。
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图 5 CPH 浓度对乳酸菌发酵玉米蛋白水解物的影响

Fig.5 Effect of CPH concentration on CPH fermented by lactic
acid bacteria
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水解物的影响，结果如图 6所示。

发酵时间可以反映乳酸菌发酵的完全程度。发酵

时间过短，导致发酵不充分，产品的风味不足；发酵时

间过长，乳酸菌大量死亡，乳酸不断累积，使产品口感

刺激、品质下降[27]。由图 6可以看出，在发酵过程中，

乳酸菌在 CPH中长势良好。乳酸菌活菌数在发酵 48 h
内，呈不断上升的趋势，总酸含量与乳酸菌活菌数表现

出一致的变化趋势。而 DPPH自由基清除能力则在发

酵 24 h时达到最大值，为 75.73%，之后一直呈下降趋

势。结合感官评分结果综合考虑，选择发酵时间 24 h
进行后续试验。

2.2 乳酸菌协同发酵玉米蛋白水解物响应面优化试

验结果

在单因素试验结果的基础上，以 DPPH 自由基清

除能力（Y）为响应值，进行四因素三水平的响应面试

验，结果见表 3，方差分析见表 4。
应用 Design⁃Expert version 8.0.6 软件对表 3 数据

进行多元回归拟合，得到的二次多项回归方程为 Y=
79.64+0.25X1+0.23X2+0.22X3+0.31X4-0.13X1X2+0.098X1X3+
0.83X1X4-0.32X2X3-2.5×105X2X4-0.089X3X4-1.13X12-
2.16X22-2.26X32-1.34X42。
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图 6 发酵时间对乳酸菌发酵玉米蛋白水解物的影响

Fig.6 Effect of fermentation time on CPH fermented by lactic
acid bacteria
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F值

9.58
1.55
1.33
1.20
2.38

0.15
0.082
5.83
0.087

P值

<0.000 1
0.233 8
0.267 6
0.292 2
0.144 8

0.702 7
0.779 4
0.030 0
0.365 7

试验号

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29

因素

X1发酵
温度/℃
37
39
41
37
39
39
37
41
39
41
39
37
41
39
39
41
39
39
39
37
39
39
39
41
37
39
39
39
39

X2接种
量/%
4
4
4
4
4
5
4
3
4
4
4
4
5
5
4
4
4
3
3
3
5
5
3
4
5
4
4
4
3

X3 CPH
浓度/%
30
30
10
10
20
20
20
20
20
20
30
20
20
30
20
20
10
30
20
20
10
20
10
30
20
20
10
20
20

X4果葡糖浆
添加量/%

5
4
5
5
5
4
6
5
5
4
6
4
5
5
5
6
4
5
4
5
5
6
5
5
5
5
6
5
6

Y DPPH自
由基清除
能力/%
76.33
75.87
76.19
76.29
78.99
75.22
75.47
75.54
79.79
77.22
76.51
77.40
76.86
75.47
80.03
78.61
75.19
75.54
76.01
75.37
75.54
76.51
74.33
76.61
77.22
79.40
76.19
79.99
77.29

表 3 乳酸菌发酵玉米蛋白水解物的响应面试验结果

Table 3 Response surface test results of CPH fermented by lactic
acid bacteria

表 4 回归响应面模型方差分析

Table 4 Variance analysis for regression response surface model
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由表 4可以看出，该方程的相关系数 R2为 0.905 5，
说明模型拟合程度良好，可用于分析和预测。模型的

F 值为 9.58，P<0.01，极显著；失拟项 P=0.151 0>0.05，
不显著；调整复相关系数 R2Adj=0.810 9，说明该模型的

回归方程能够反映实际情况，可以用回归方程对试验

结果进行分析和预测。一次项 X1（发酵温度）、X2（接种

量）、X3（CPH 浓度）和 X4（果葡糖浆添加量）影响不显

著；二次项 X12、X22、X32、X42均处于极显著水平，说明其

对响应值的影响较大；交互项 X1X4处于显著水平，说

明发酵温度和果葡糖浆添加量之间存在交互作用，且

对 DPPH自由基清除能力的影响较大。

经 Design⁃Expert version 8.0.6软件工艺优化，最优

发酵工艺参数为发酵温度 39.34 ℃、接种量 4.04%、CPH
浓度 20.45%、果葡糖浆添加量 5.16%，模型预测此条

件下的 DPPH自由基清除能力可达 79.69%。结合实际

情况，将优化后的方案适当调整为发酵温度 39.5 ℃、接

种量 4%、CPH 浓度 20.50%、果葡糖浆添加量 5%，在

此条件下进行验证试验，3 次验证试验得到的 DPPH
自由基清除能力为 80.89%，总酸含量为 55.65 g/L，乳
酸菌活菌数为 2.66×109 CFU/mL，感官评分为 89.5，与
预测值较为接近，说明模型预测准确度较高，利用响应

面分析优化乳酸菌发酵工艺是可行的。

2.3 乳酸菌协同发酵玉米蛋白水解物对氨基酸种类

及其含量的影响

氨基酸种类及其含量与成品的风味、营养和感官

品质相关。乳酸菌协同发酵玉米蛋白水解物发酵前后

的氨基酸含量结果如表 5所示。

由表 5可以看出，乳酸菌协同发酵玉米蛋白水解

物发酵前后均检测到 16种氨基酸，其中发酵前的总氨

基酸含量为 76.48 g/100 g，发酵后的总氨基酸含量为

58.00 g/100 g，经乳酸菌发酵后总氨基酸含量下降了

24.16%。大部分乳酸菌具有多种氨基酸营养缺陷性，

在发酵过程中，乳酸菌分泌的胞外蛋白酶会水解原料

中的蛋白质和多肽，产生氨基酸，满足乳酸菌的生长代

谢，保障发酵的顺利进行[28]。苏能能等[29]利用植物乳

杆菌发酵桑葚浆，其游离氨基酸总量下降了 78.30%。

但双歧杆菌发酵的果汁中，与发酵前相比，各游离氨基

酸含量均有提升[30]，可见游离氨基酸的代谢规律与菌

种有着密切的关系。总氨基酸含量的减少还与挥发性

成分有关。氨基酸可进一步通过转氨、脱羧、裂解等转

化为醛类、醇类等风味物质[31]。根据乳酸菌的代谢作

用，氨基酸可以形成发酵产品的风味前体物质，从而赋

予发酵液特殊的发酵香味。李汴生等[32]研究发现，5种

果蔬汁经发酵后游离氨基酸总量减少，挥发性风味物

质种类及醇酯类物质含量增加，说明在发酵过程中发

生了氨基酸降解，这也是产生风味物质的重要途径。

2.4 体外抗氧化能力结果分析

氧化作用是自然界普遍发生的化学反应，在生物

体中起着重要作用。生命活动的氧化代谢过程伴随着

来源

X2X4
X3X4
X12

X22

X32

X42

残差

失拟项

纯误差

总和

平方和

2.50×109
0.032
8.28
30.13
33.19
11.56
6.60
5.82
0.78
69.78

自由度

1
1
1
1
1
1
14
10
4
28

均方

2.50×109
0.032
8.28
30.13
33.19
11.56
0.47
0.58
0.19
20

F值

5.31×109
0.067
17.58
63.94
70.45
24.54

2.99

P值

0.999 9
0.798 9
0.000 9
<0.000 1
<0.000 1
0.000 2

0.151 0

续表 4 回归响应面模型方差分析

Continue table 4 Variance analysis for regression response sur⁃
face model

注：P<0.05表示影响显著；P<0.01表示影响极显著。

名称

天冬氨酸（Asp）
苏氨酸（Thr）
丝氨酸（Ser）
谷氨酸（Glu）
甘氨酸（Gly）
丙氨酸（Ala）
缬氨酸（Val）

甲硫氨酸（Met）
异亮氨酸（Ile）
亮氨酸（Leu）
酪氨酸（Tyr）

苯丙氨酸（Phe）
赖氨酸（Lys）
组氨酸（His）
精氨酸（Arg）
脯氨酸（Pro）
总氨基酸

必需氨基酸（essential
amino acids，EAA）

非必需氨基酸（non⁃ essen⁃
tial amino acids，NEAA）
支链氨基酸（branched
chain amino acid，BCAA）
芳香族氨基酸（aromatic
amino acids，AAA）

苦味氨基酸（bragg amino
acids，BAA）

发酵前/（g/100 g）
4.57
2.71
4.02
17.66
1.89
6.23
3.42
1.79
2.92
13.16
3.70
4.46
0.99
1.40
1.94
5.62
76.48
29.45

47.03

19.50

8.16

27.70

发酵后/（g/100 g）
3.61
2.03
3.00
13.65
1.48
4.40
2.61
1.29
2.21
9.60
2.31
3.38
0.97
1.28
1.30
4.88
58.00
22.09

35.91

14.42

5.69

20.39

表 5 乳酸菌发酵玉米蛋白水解物的氨基酸含量

Table 5 Amino acid content of CPH fermented by lactic acid bac⁃
teria
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自由基的产生，如羟自由基、超氧阴离子自由基等。虽

然人体有抗氧化防御系统，但这些系统并不能完全有

效地抵御或修复氧化损伤，如果不及时清除自由基，则

会对机体造成伤害，引发疾病[33]。因此，具有高抗氧化

活性的食品受到人们的高度重视，体外抗氧化能力的

测定已成为评价功能食品的重要指标之一。乳酸菌发

酵玉米蛋白水解物的体外抗氧化活性见表 6。

如表 6所示，乳酸菌发酵玉米蛋白水解物发酵前

后均能够有效清除 DPPH 自由基、·OH、·O2−和提高

Fe2+螯合能力。发酵前玉米蛋白水解物的 DPPH自由

基清除能力、·OH清除能力、·O2−清除能力、Fe2+螯合能

力的 IC50值分别为 0.460、0.306、13.728、3.165 mg/mL；
发酵后的 DPPH自由基清除能力、·OH清除能力、·O2−
清除能力、Fe2+螯合能力的 IC50值分别为 0.227、0.200、
12.851、1.856 mg/mL。与发酵前相比，分别提高了

50.65%、34.64%、6.41%、41.36%，说明玉米蛋白水解物

经过乳酸菌发酵相较于发酵前具有更好的抗氧化活性。

崔宁等[34]研究表明，玉米蛋白水解物是良好的供

氢体，也是 Fe2+螯合剂，能通过抑制芬顿（Fenton）反应

而减少羟基的生成，提高对自由基的清除能力，从而消

除自由基对机体造成的氧化损伤。乳酸菌在细胞呼吸

过程和生存环境中会产生过多的活性氧，而乳酸菌抵

抗氧胁迫的能力较弱。过量的活性氧和自由基会攻击

蛋白质、脂肪和核酸，从而加速微生物的衰老和死

亡[35]。玉米蛋白水解物具有较强的抗氧化能力和自由

基清除能力，可以帮助乳酸菌在发酵过程中抵抗氧胁

迫，为其提供良好的生长环境，结果表明，玉米蛋白水

解物有利于乳酸菌的生长代谢。

乳酸菌通过螯合 Fe2+来阻止脂质过氧化生成·OH，
从而降低脂质化合物氧化的速度。Li等[36]对瑞士乳杆

菌的胞外多糖探究，发现其表现出较强的 Fe2+螯合能

力，IC50值可达 1.45 mg/mL。乳酸菌发酵玉米蛋白水

解物具有良好的金属螯合能力，可以减少·OH 的产

生，抑制过氧化物的产生。同时，乳酸菌发酵玉米蛋白

水解物经过发酵后暴露出能提供电子的氨基酸和小

肽，这些小分子化合物更容易与自由基结合，随着具有

抗氧化活性的小分子肽浓度的增加，与自由基结合的

机会变大，因此乳酸菌发酵玉米蛋白水解物对自由基

的清除能力逐渐提高。乳酸菌在发酵过程中会产生超

氧化物歧化酶（superoxide dismutase，SOD）和谷胱甘肽

（glutathione，GSH）来清除·OH和 H2O2，而 SOD能直接

降低活性氧自由基的毒性，并阻止活性氧自由基向·OH
转变[37]。刘洋等[38]对发酵乳杆菌、乳酸乳球菌、嗜酸乳

杆菌和瑞士乳杆菌 4株乳酸菌的体外抗氧化能力测定

发现，乳酸菌清除·OH的活性物质主要存在于菌体细

胞表面以及代谢产物中而非胞内。除此之外，乳酸菌

可以分泌阿魏酸酯酶（ferulic acid esterase，FAE），它能

够促进植物细胞壁中阿魏酸（ferulic acid，FA）的生成，

FA是一种强抗氧化剂[39]。总之，乳酸菌发酵玉米蛋白

水解物抗氧化能力提升的原因是多种抗氧化物质的综

合作用。

3 结论

本研究利用鼠李糖乳杆菌和发酵乳杆菌协同发酵

玉米蛋白水解物，通过单因素和响应面试验优化其发

酵工艺，得到最佳发酵工艺参数为 YY⁃15∶YY⁃16=3∶1
（体积比），CPH 浓度 20.50%，接种量 4%，果葡糖浆添

加量 5%，发酵温度 39.5 ℃，发酵时间 24 h，在此条件

下，乳酸菌发酵玉米蛋白水解物的 DPPH 自由基清除

能力为 80.89%，总酸含量为 55.65 g/L，乳酸菌活菌数

为 2.66×109 CFU/mL，感官评分为 89.5。在发酵过程

中，玉米蛋白水解物能为乳酸菌提供低氧胁迫环境，有

利于乳酸菌的生长。并且鼠李糖乳杆菌和发酵乳杆菌

混合发酵可以相互促进，菌体增殖效果优于单一菌株

发酵。乳酸菌发酵可明显提升玉米蛋白水解物的抗氧

化能力，并可以促进氨基酸的转化，降低苦味氨基酸的

含量，增强了产品的功能性和品质。
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