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摘要：采用益生菌混合物ＡＳＴ和ＴＬＢ分别在４２℃进行豆乳的发酵，在发酵豆乳的发酵和贮存
过程中（４℃下２８ｄ），观察ｐＨ值和活菌数的变化情况。在ＡＳＴ益生菌混合物（嗜酸性乳杆菌，
双歧杆菌和嗜热链球菌）的培育下，４２℃下发酵时间减少到８ｈ。但嗜酸性乳杆菌在冷藏的过程
中生存状态较差，其活菌数在冷藏后一周后未达到标准。将豆乳在４２℃下用ＴＬＢ益生菌（嗜热
链球菌，保加利亚乳杆菌和动物双歧杆菌乳酸亚种Ｂｂ１２）进行发酵，结果发酵时间缩短到４ｈ，双
歧杆菌活菌数目的对数增加了约一半，而且经过２８ｄ的冷藏，细菌数仍然维持在１０７　ＣＦＵ／ｍＬ
以上。
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　　基于营养和健康的因素，豆乳制品越来越受到
欢迎。我国是大豆的故乡，大豆中含有丰富的脂肪
酸、蛋白质、多种维生素、矿物质和其它各种营养
素。在中国，牛乳制品占主导地位，这对消费者而
言，可供选择的种类单一，尤其对牛乳过敏的消费
者和素食主义者更是望而却步。豆乳含有丰富的
低聚糖，是促乳酸菌特别是双歧杆菌生长的良好益
生元［１］，而发酵豆乳既能发挥大豆的营养功效又能
去除大豆中的抗营养因子，这是一种集大豆营养与
乳酸菌功效于一体的新型保健产品［２］。
目前，最常见的益生菌基本都属于乳酸菌和双

歧杆菌菌属［３］。采用单一益生菌进行豆乳发酵，如
鼠李糖乳杆菌（Ｌａｃｔｏｂａｃｉ　ｌｕｓ　ａｃｉｄｏｐｈｉｌｌｕｓ　ＧＧ）或
动物双歧杆菌乳酸亚种（Ｂｉｆｉｄｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ａｎｉｍａｌｉｓ
ｓｕｂｓｐ．ｌａｃｔｉｓ　Ｂｂ１２），发酵时间一般要１８ｈ以上［４］。
因此，为了缩短发酵时间，Ｂｏｚａｎｉｃ等人［５］采用了

ＢＣＴ混合益生菌培养物（含有双歧杆菌Ｂｉｆｉｄｏｂａｃ－
ｔｅｒｉｕｍ　ｓｐｐ．，干酪乳杆菌Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｃａｓｅｉ和嗜
热链球菌Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｕｓ）进行发酵，
发酵时间缩短为６～７ｈ，但是其发酵产物中活菌数
并未明显增加。
本研究的目的是在合适的时间内进行发酵并

在最后的发酵产物产生足够的活益生菌（单种益生
菌数＞１０６ＣＦＵ／ｍＬ），并且能够稳定冷藏超过２８
ｄ，这也是我国益生菌产品的基本要求［６］。作者采
用了两种不同的益生菌混合培养物进行发酵，首先
采用３种益生菌混合菌种（ＡＳＴ组合）嗜酸性乳杆
菌，双歧杆菌和嗜热链球菌，随后用又采用了嗜热
链球菌、动物双歧杆菌乳酸亚种Ｂｂ１２和保加利亚
乳杆菌（ＴＬＢ组合）来进行发酵，就是为了在缩短发
酵时间的基础上来获得足够多的活益生菌。

１．１　材料
嗜酸性乳杆菌（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ａｃｉｄｏｐｈｉｌｕｓ，简

称Ｌ．ａｃｉｄｏｐｈｉｌｕｓ），双歧杆菌（Ｂｉｆｉｄｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ
ｓｐｐ．，简称Ｂ．ｓｐｐ）和嗜热链球菌（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ
ｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｕｓ，简称Ｓ．ｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｕｓ）、动物双歧杆
菌乳酸亚种Ｂｉｆｉｄｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ａｎｉｍａｌｉｓ　ｓｕｂｓｐ．ｌａｃ－
ｔｉｓ　Ｂｂ１２，简称Ｂ．ａｎｉｍａｌｉｓ　Ｂｂ１２）和保加利亚乳杆
菌（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｂｕｌｇａｒｉｃｕｓ，以下简称Ｌ．ｂｕｌｇａｒｉ－

ｃｕｓ）：均由科·汉森（中国）有限公司提供。脱脂脱
腥大豆粉：购自山东万得福实业集团有限公司；其
他试剂均为分析纯。

１．２　器材

ＰＨＳＪ－４Ａ型ｐＨ计：上海精密科学仪器有限公
司；恒温恒湿箱 ｗｓ／０８－０１：同济大学机电厂；ＬＤ５－
２Ａ离心机：北京医用离心机厂；Ｃａｒｙ　３００紫外分光
光度仪：美国 Ｖａｒｉａｎ公司；ＮＳＣ－ⅡＡ－１２００型无菌
工作台：日本。

１．３　实验方法

１．３．１　 菌种活化　 将菌株接种于１０ｇ／ｄＬ无菌
脱脂乳培养基中，分别按最适温度培养，产酸凝乳
后即进行传代。经过２～３次活化，菌种活力充分
恢复后用于后续试验。

１．３．２　 发酵豆乳的制作　 复原豆乳（脱脂脱腥大
豆粉为６ｇ／ｄＬ，葡萄糖为１．５ｇ／ｄＬ）预热至６５℃，

２０ＭＰａ均质，９５℃杀菌５ｍｉｎ，冷却至４２℃进行培
养。接入发酵剂时先接入发酵剂ＡＳＴ（３种益生菌
接种量都为１×１０６　ＣＦＵ／ｇ豆乳），观察记录过程中
的变化；接入发酵剂ＴＬＢ（３种益生菌接种量都为１
×１０６　ＣＦＵ／ｇ豆乳）时，恒温发酵培养至ｐＨ　４．６
时，终止发酵［７］，冷藏于４℃。发酵期间每２小时、
冷藏期间每７天取样，用于样品ｐＨ值游离氨基氮
（ＦＡＮ）以及活菌数的检测。

１．３．３　ｐＨ值的测定　精密ｐＨ计测量。

１．３．４　 游离氨基氮质量浓度的测定　 游离氨基
氮（ＦＡＮ）的测定采用邻苯二甲醛衍生比色法，参照

Ｌｅｍｉｅｕｘ等［８］和Ｃｈｕｒｃｈ等［９］的方法，在３４０ｎｍ下
用分光光度计测定吸光值，确定游离氨基氮质量浓
度。

１．３．５　活菌数的测定　 样品用１ｇ／ｄＬ灭菌蛋白
胨水梯度稀释至一定浓度后，采用培养基平板倾注
法，测定发酵豆乳样品中各种益生菌的活菌数。

１．４　数据统计分析
每个实验重复３次，结果数据以平均值±标准

差的形式表示。

２．１　豆乳在ＡＳＴ混合益生菌中发酵过程及贮存过
程中的变化

２．１．１　ＡＳＴ混合益生菌发酵过程中的化学和微生
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物变化　采用ＡＳＴ混合益生菌的在４２℃条件下，

ｐＨ达到４．６时发酵时间只需８ｈ，较单菌发酵时间
大大的减少。ｐＨ变化和ＦＡＮ变化见图１（ａ），ｐＨ
值在第４小时开始下降明显，此变化与ＦＡＮ的变
化趋势相同。
在发酵结束后，对各时间点所取样品进行活菌

数检测。发酵豆乳中各种益生菌的活菌数的变化

如图１（ｂ）所示，以嗜热链球菌（Ｓ．ｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｕｓ）增
加的比较明显（１．１３×１０８　ＣＦＵ／ｍＬ），但嗜酸性乳
杆菌（Ｌ．ａｃｉｄｏｐｈｉｌｕｓ）和双歧杆菌（Ｂ．ｓｐｐ）的活菌
数 相 对 较 少 （１．１１ × １０７　 ＣＦＵ／ｍＬ），尤 其

Ｌ．ａｃｉｄｏｐｈｉｌｕｓ的活菌数仅为５．４２×１０６　ＣＦＵ／ｍＬ，
仅比接入的原始活菌数１．０×１０６　ＣＦＵ／ｍＬ高一
点。

图１　豆乳在ＡＳＴ混合益生菌中发酵期间的ｐＨ、ＦＡＮ（ａ）及活菌数（ｂ）变化
Ｆｉｇ．１　Ｔｉｍｅ－ｃｏｕｒｓｅ　ｏｆ　ｐＨ，ＦＡＮ　ｖａｌｕｅ（ａ）ａｎｄ　ｖｉａｂｌｅ　ｃｅｌｌｓ　ｃｏｕｎｔ（ｌｇ　ＣＦＵ／ｍＬ）（ｂ）３ｐｒｏｂｉｏｔｉｃ　ｂａｃｔｅｒｉａ　ｄｕｒｉｎｇ　ｓｏｙｍｉｌｋ　ｆｅｒｍｅｎｔａ－

ｔｉｏｎ　ｗｉｔｈ　ＡＳＴ　ｃｕｌｔｕｒｅ

２．１．２　ＡＳＴ混合益生菌发酵后贮藏过程中的化学
和微生物变化　ＡＳＴ混合益生菌的发酵样品在４
℃贮藏２８ｄ后，ｐＨ 变化和ＦＡＮ变化见图２。ｐＨ
值在２８ｄ内基本保持不变，游离氨基氮在前７天
出现了较明显的下降，７～２８ｄ的ＦＡＮ有所回升。

　　为检测益生菌产品的稳定性，对贮藏期发酵豆
乳的活菌数需进行检测。发酵豆乳中各种益生菌
的活菌数的变化见表１。Ｓ．ｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｕｓ和Ｂ．ｓｐｐ
的活菌数相对比较稳定，但Ｌ．ａｃｉｄｏｐｈｉｌｕｓ在１４ｄ
后的活菌数已经降到１．０×１０６　ＣＦＵ／ｍＬ的水平线
下。

图２　ＡＳＴ发酵豆乳在贮藏期间的ｐＨ和ＦＡＮ变化
Ｆｉｇ．２　Ｔｉｍｅ－ｃｏｕｒｓｅ　ｏｆ　ｐＨ　ａｎｄ　ＦＡＮ　ｄｕｒｉｎｇ　２８ｄａｙｓ　ｏｆ　ｃｏｌｄ

ｓｔｏｒａｇｅ　ｏｆ　ｆｅｒｍｅｎｔｅｄ　ｓｏｙｍｉｌｋ　ｗｉｔｈ　ＡＳＴ　ｃｕｌｔｕｒｅ

表１　ＡＳＴ　３种益生菌在发酵豆乳的贮藏过程中活菌数测定结果

Ｔａｂ．１　Ｖｉａｂｌｅ　ｃｅｌｌｓ　ｃｏｕｎｔ（ｌｇ　ＣＦＵ／ｍＬ）ｏｆ　３ｐｒｏｂｉｏｔｉｃ　ｂａｃｔｅｒｉａ　ｄｕｒｉｎｇ　２８ｄａｙｓ　ｏｆ　ｃｏｌｄ　ｓｔｏｒａｇｅ　ｏｆ　ｓｏｙｍｉｌｋ　ｆｅｒｍｅｎｔｅｄ　ｗｉｔｈ　ＡＳＴ　ｃｕｌ－
ｔｕｒｅ （ｎ＝３，ｘ±ＳＤ）

发酵

菌株

贮藏过程中的活菌数／ｌｇ（ＣＦＵ／ｍＬ）

１ｄ ７ｄ １４ｄ ２１ｄ ２８ｄ

Ｓ．ｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｕｓ　 ８．０７±０．０３　 ８．１３±０．０７　 ８．２４±０．０１　 ８．１７±０．１３　 ８．０９±０．１１

Ｌ．ａｃｉｄｏｐｈｉｌｕｓ　 ６．６２±０．０２　 ６．１２±０．１２　 ５．７５±０．０６　 ５．３２±０．３１　 ４．９４±０．０２

Ｂ．ｓｐｐ ． ７．０３±０．０９　 ６．８３±０．２１　 ７．１２±０．１９　 ７．０８±０．０３　 ６．９１±０．０５
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ＧＡＯ　Ｆｅｎｇ－ｘｉａｎｇ，ｅｔ　ａｌ：Ｏｐｔｉｍｉｚｉｎｇ　Ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｓｏｙｍｉｌｋ　ｗｉｔｈ　Ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｐｒｏｂｉｏｔｉｃ　Ｂａｃｔｅｒｉａ

２．２　豆乳在ＴＬＢ混合益生菌中发酵过程及贮存过
程中的变化

基于ＡＳＴ混合益生菌的发酵结果，可看出虽
然发酵时间可明显缩短，但Ｌ．ａｃｉｄｏｐｈｉｌｕｓ在豆乳
中发酵的生存状态较差，所以，又研究了新的益生
菌搭配，采用了酸乳酪培养物ＴＬＢ（含有保加利亚
乳杆菌）进行发酵研究。

２．２．１　ＴＬＢ混合益生菌发酵过程中的化学和微生
物变化　采用 ＴＬＢ混合益生菌进行发酵，发酵时
间只需４ｈ，较ＡＳＴ混合物发酵时间又进一步的减
少了。其过程中的ｐＨ 变化和 ＦＡＮ 变化见图３
（ａ），ｐＨ值在第２小时就开始有明显的下降。

ＴＬＢ混合物发酵的豆乳中各种益生菌的活菌
数的变化见图３（ｂ）所示。依然以嗜热链球菌
（Ｓ．ｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｕｓ）增加的明显（７．７６×１０８　ＣＦＵ／

ｍＬ），乳杆菌的生长也和 ＡＳＴ培养物中类似，是生
长最慢的一种益生菌，但在４ｈ后，保加利亚乳杆菌
（Ｌ．ｂｕｌｇａｒｉｃｕｓ）和 动 物 双 歧 杆 菌 乳 酸 亚 种
（Ｂ．ａｎｉｍａｌｉｓ　Ｂｂ１２）的活菌数也分别达到或者接近
了１０７　ＣＦＵ／ｍＬ。

图３　豆乳在ＴＬＢ混合益生菌中发酵期间的ｐＨ、ＦＡＮ（ａ）及
活菌数（ｂ）变化

Ｆｉｇ．３　Ｔｉｍｅ－ｃｏｕｒｓｅ　ｏｆ　ｐＨ，ＦＡＮ　ｖａｌｕｅ（ａ）ａｎｄ　ｖｉａｂｌｅ　ｃｅｌｌｓ
ｃｏｕｎｔ（ｌｇ（ＣＦＵ／ｍＬ））（ｂ）３ｐｒｏｂｉｏｔｉｃ　ｂａｃｔｅｒｉａ　ｄｕｒｉｎｇ
ｓｏｙｍｉｌｋ　ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ　ｗｉｔｈ　ＴＬＢ　ｃｕｌｔｕｒｅ

２．２．２　ＴＬＢ混合益生菌发酵后贮藏过程中的化学
和微生物变化　ＴＬＢ混合益生菌发酵后的样品贮
藏２８ｄ后，ｐＨ变化和ＦＡＮ变化见图４。ｐＨ值在
这２８ｄ内保持不变，游离氨基氮在前７天下降的较
在ＡＳＴ培养物中缓和，整个过程基本能保持平稳。

ＴＬＢ混合物种的３种益生菌在发酵豆乳贮藏

２８ｄ后活菌数的变化见表２。Ｓ．ｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｕｓ的活
菌数贮藏２８ｄ后出现了小幅度的增加，突破了１０９

ＣＦＵ／ｍＬ，Ｌ．ｂｕｌｇａｒｉｃｕｓ略微下降，约５．４５×１０６

ＣＦＵ／ｍＬ，Ｂ．ａｎｉｍａｌｉｓ　Ｂｂ１２在此期间维持的相对
平稳，约５．５×１０７　ＣＦＵ／ｍＬ。可见，此环境下的益
生菌生长状态还明显好于 ＡＳＴ培养混合物，而且
发酵时间更短。

图４　ＴＬＢ发酵豆乳在贮藏期间的ｐＨ和ＦＡＮ变化
Ｆｉｇ．４　ｐＨ　ａｎｄ　ＦＡＮ　ｖａｌｕｅ　ｏｆ　ｄｕｒｉｎｇ　２８ｄａｙｓ　ｏｆ　ｃｏｌｄ　ｓｔｏｒａｇｅ　ｏｆ

ｓｏｙｍｉｌｋ　ｆｅｒｍｅｎｔｅｄ　ｗｉｔｈ　ＴＬＢ　ｃｕｌｔｕｒｅ

　　随着发酵豆乳的需求日益增大，人们积极研究
在豆乳发酵中所用的益生菌搭配，以求获得最优的豆
乳饮品［１０］。在豆乳发酵中有着２个关键的因素分别
是发酵时间和发酵后及贮藏中的活菌数的含量。
作者分别通过２种不同的益生菌搭配组成相

应的培养物，分别是 ＡＳＴ混合菌及 ＴＬＢ混合菌，
在４２℃的条件下发酵时间分别是８ｈ和４ｈ。

Ｂｏｚａｎｉｃ等［１１］通过研究发现，豆乳在４２℃下比３７
℃下发酵时间能短１～２ｈ，而且，双歧杆菌以及酸
奶酪益生菌（如保加利亚乳杆菌）在４２℃下更适合
生长。Ｂ．ａｎｉｍａｌｉｓ　Ｂｂ１２是一种能显著利用蔗糖的
益生菌，也可能是产生相对多的乳酸而造成 ＴＬＢ
益生菌混合物发酵豆乳中的ｐＨ值下降更快的一个
原因。
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表２　ＴＬＢ　３种益生菌在发酵豆乳的贮藏过程中活菌数测定结果

Ｔａｂ．２　Ｖｉａｂｌｅ　ｃｅｌｌｓ　ｃｏｕｎｔ（ｌｇ（（ＣＦＵ／ｍＬ））ｏｆ　３ｐｒｏｂｉｏｔｉｃ　ｂａｃｔｅｒｉａ　ｄｕｒｉｎｇ　２８ｄａｙｓ　ｏｆ　ｃｏｌｄ　ｓｔｏｒａｇｅ　ｏｆ　ｓｏｙｍｉｌｋ　ｆｅｒｍｅｎｔｅｄ　ｗｉｔｈ　ＴＬＢ

ｃｕｌｔｕｒｅ （ｎ＝３，ｘ±ＳＤ）

发酵

菌株

贮藏过程中的活菌数／ｌｇ（ＣＦＵ／ｍＬ）

１ｄ ７ｄ １４ｄ ２１ｄ ２８ｄ

Ｓ．ｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｕｓ　 ８．７５±０．０１　 ８．９３±０．１７　 ８．７４±０．０２　 ８．８９±０．１５　 ９．１１±０．１７

Ｌ．ｂｕｌｇａｒｉｃｕｓ　 ６．９２±０．０９　 ６．８２±０．０５　 ６．７５±０．１６　 ６．８６±０．２１　 ６．７４±０．０９

Ｂｂ１２　 ７．５３±０．０２　 ７．４８±０．１１　 ７．３２±０．２３　 ７．４１±０．１３　 ７．７５±０．１５

．
　　ＴＬＢ益生菌混合物能将发酵时间缩短为４ｈ，
极大的提高了生产酸豆奶的生产效率，并提高了设
备利用率，而且还保证了发酵豆乳中益生菌的数量
能维持在１０７　ＣＦＵ／ｍＬ以上，下一步实验将研究各

益生菌中的配比问题，争取获得一个最佳比例的搭
配。本研究为工业化生产发酵大豆酸乳产品及其
推广应用提供了科学依据，同时为研制和开发其它
多功能益生菌豆乳制品提供了新的思路和方法。
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