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活性乳酸菌乳饮料高活菌数发酵工艺的优化
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摘 要：探索了获取高活菌数的发酵乳饮料的发酵条件。以温度、营养、接种量为试验因素，通过

单因素试验和正交试验方法，考察以上3因素在乳酸茵乳饮料发酵过程中对试验指标乳酸菌数影

响的显著性。结果表明，发酵温度对试验结果影响极显著(P<0．01)，营养浓度影响显著(P<

0．05)，接种量影响不显著(P>0．05)。进一步的正交试验结果表明，高活茵数的乳饮料的最优化

发酵工艺组合为发酵温度29℃，奶粉加入量(营养浓度)10 g／dL，接种体积分数5％。
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Abstract：In this study，the environmental conditions(temperature，nutrition、inoculation volume)

of highly active lactococcus in fermented milk beverage were studied by single factor experiment．

It was found that temperature play key roles on the experiment result(P<O．01)，followed by the

nutrition(P<0．05)，however，without any significant influence was observed on inoculation

volumn(P>O．05)．The optimum conditions for highly active lactococcus fermentation are 29℃

of fermentation temperature，10 g／dL of nutrition，and 5％of inoculation volumn．
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乳酸菌饮料是酸乳类的产品，以新鲜牛奶或乳

粉为原料，经乳酸菌发酵加工制成的具有相应风味

的活性乳酸菌乳饮料。乳酸菌乳饮料含有牛奶的

营养，具有酸乳的功能，由于其乳糖大部分被降解，

适于有乳糖不耐受的消费者；饮料中的乳酸菌对维

持肠道内菌群平衡，刺激肠道运动，改善排便，抑制

有害菌增殖，减少有害物质生成，治疗肠道功能紊

乱有较好的效果Ⅲ；乳酸菌饮料不仅有营养、保健
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的功能，同时酸甜可口，更具有饮料的特点，增加了

消费者选择的优势，深受广大消费者的喜爱，成为

乳制品工业发展最快的产品之一。2006年全球的

发酵乳饮料市场增长了9．3％，大大超过了其他乳

制品的增长率。

活性乳酸菌饮料的口感风味和乳酸菌的数量

是构成产品质量的主要因素。研究表明【2]，益生菌

在人体中的存活和增殖能力对益生菌的益生作用

有着重要影响，要获得所期望的益生菌的保健功

效，益生菌必须达到足够数量。我国国家标准对乳

酸菌乳饮料中的活菌数规定：乳酸菌数≥106

个／mL。日本发酵乳与乳酸菌饮料协会规定：乳中

益生菌数至少为107个／mL，以确保进入人体后有

足够的活菌发挥保健功能。然而，目前许多研究发

现，进入货架上的产品中益生菌的数量，会由于自

身的生长特性及周围环境因素的影响，呈一定的下

降趋势。因此，要获得所期望的保健效果，必须提

高食品中乳酸菌的数量，以确保乳酸菌通过消化道

后仍大量存活，进入肠道后发挥益生作用。

作者对构成乳酸菌质量的风味和乳酸菌数量

进行研究考察。经过大量试验表明，不同发酵条件

下的乳酸菌乳饮料，发酵终点pH值范围一般在

3．9～4．1，经后工序的调配之后，在风味上差别不

大，所以作者重点考察乳酸菌数，通过合理试验设

计，正确的试验方法，找出能获得最高乳酸菌数量

的发酵工艺条件组合。

1 材料与方法

1．1原料与培养基

1．1．1原料雀巢脱脂奶粉(蛋白质质量分数≥

32％)，葡萄糖，白砂糖，所有原材料均为食用级市

售。

1．1．2培养基MRS培养基和MRSA培养基。

1．1．3菌种 干酪乳杆菌，从养乐多乳饮料中分

离纯化。

1．2仪器

立式压力蒸气灭菌器YXQ一2S-50S11：上海博

迅实业有限公司医疗设备厂制造；生化培养箱

SPX一250B：上海福玛实验设备有限公司制造；电热

恒温水浴锅HH．S11-6：上海跃进医疗器械厂制造；

PHS一25型酸度计；冰柜BDX一262：江苏白雪电气股

份有限公司制造。

1．3实验方法

1．3．1 菌种活化乳酸菌饮料一分离纯化一斜面

一活化(37℃、48 h)一15 mL试管(液体牛奶培养

基于37℃至凝乳)一100 mL锥形瓶(牛奶培养基

37℃至凝乳)一250 mL锥形瓶(牛奶培养基37℃

至凝乳)

1．3．2 工艺流程 脱脂奶粉+水+蔗糖+葡萄糖

一溶解一均质(25～30 MPa)一分装锥形瓶一杀菌

(115℃、15 min)一冷却(30℃)一接种一发酵一中

止一调配(加糖、无菌水调甜酸口感)一冰柜冷藏

(5℃)。

1．3．3操作要点

1)国家标准对乳酸菌饮料中蛋白质质量分数

的规定为，发酵乳饮料的蛋白质质量分数不得低于

1％．本试验用的脱脂奶粉蛋白质≥32％，所以料水

比，即发酵液的水与后期加入的调配水的总量与奶

粉的比例为奶粉：水=10：300，发酵液中还加入

蔗糖，葡萄糖，蔗糖：葡萄糖：奶粉=10：1：10，

调配用蔗糖则根据实际口感加入。

2)发酵时间控制，根据乳酸菌数量的曲线，呈

下降时即中止发酵。

1．3．4 乳酸茵乳饮料发酵工艺条件的筛选 根据

积累的试验经验，影响发酵型乳饮料乳酸菌数量的

因素中，较显著的有温度、营养浓度(奶粉加入量)

和接种体积分数。在单因素预试验中，确定发酵的

基本参数为：发酵温度31℃，发酵液的营养质量浓

度为10 g／dL(即每100 mL发酵液中加入10 g奶

粉)，接种体积分数5％。分别变动基本参数中的单

一因素如温度、营养液质量浓度、接种量进行单因

素试验考察。根据等比法确定4个水平，测定相应

发酵条件下的乳酸菌总数，考察单因素变化对发酵

型乳饮料乳酸菌数的影响。

1．3．5 发酵温度单因素试验 发酵温度分别取

20、25、31、39℃，其它发酵条件为营养液质量浓度

10 g／dL，接种体积分数5％。在以上的发酵条件

下，每天测试乳酸菌数量，考察各温度对发酵乳饮

料的乳酸菌数影响的显著性。

1．3．6 发酵液营养浓度单因素试验 发酵液营养

质量浓度即奶粉的加入量，分别取：5、7、10、14

g／dL。其它发酵条件为：发酵温度31℃，接种体积

分数5％。每天测试乳酸菌数量，考察营养质量浓

度对发酵乳饮料的乳酸菌数影响的显著性。

1．3．7 接种体积分数单因素试验 接种体积分数

分别取3％、5％、8％、14％，发酵温度31℃，营养液

质量浓度10 g／dL。每天测乳酸菌数量，考察接种

体积分数对发酵乳饮料的乳酸菌数的影响。

1．3．8 乳酸茵乳饮料发酵的正交试验 在单因素

预试验基础上，以发酵温度、营养液质量浓度为考
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察因素，采用二因素无重复交叉试验方法进行正交

试验，实验设计见表1。

表1正交试验因素水平设计

Tab．1 Factors and levels of orthogonal experiment

发酵液营养质量浓度B／(g／dL)温度A／℃——
B1(8) B2(10) B3(12)

乳饮料发酵按表1的正交试验设计的15种发

酵条件进行，接种体积分数均取5％。每天测试15

种条件下的乳酸菌菌落数，共测7 d，以每种发酵条

件下测得的7次乳酸菌落数的平均值为每种发酵

条件测定的试验结果，结果中的乳酸菌落数取其对

数值。

1．3．9 乳酸茵落数的测定方法 乳酸菌菌落总数

的测定采用中华人民共和国国家标准《食品卫生微

生物学检验》GB／T4789．35—2003乳酸菌饮料中

乳酸茵检验进行测定。在该试验中，乳酸菌落总数

均取其对数值表示。

2结果与讨论

2．1 发酵温度单因素试验

图1为不同温度对乳酸菌落数的影响。可以

看出，不同的温度下测得的乳酸菌落数差别较大。

为考察温度对乳酸菌数量的影响是否显著，对试验

结果进行SPSSll．5单因素方差分析。方差分析的

统计结果P(0．000)<0．01，反映温度这一因素对

试验结果影响显著，不同的发酵温度下的乳酸菌数

存在极显著差异，故进行新复极差的Duncan法进

行多重两两比较，结果见表2。
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图1 温度对乳酸菌数的影响

Fig．1 Effect of temperatures On Laetococens’volumtts

表2不同温度间乳酸菌均数的多重比较

Tab．2 Post hoc multiple comparisons for means of Lactococ—

Cll$in different temperatures

发酵温度
显著水平=0．05

N

1 7 8．094 3

4 7 8．565 7

2 7 8．772 9

3 7 9．520 0

皇竖 !：!!! !：!!! !：!!旦

注：以上各栏为乳酸菌数均值结果。N为样本数。其中1

为20℃，2为25℃，3为31℃，4为39℃。

从每组均数值和组间差异显著性看，4与3，2

与3差异显著。1水平即发酵温度取20℃时，乳酸

菌的均值为8．094 3，为4个水平中乳酸菌数均值中

最低的，说明发酵温度太低，不利于干酪乳杆菌的

生长繁殖；4水平(39℃)的乳酸菌数的均值为

8．565 7，2水平(25℃)的乳酸菌数的均值为

8．772 9，3水平(31℃)的结果均值为9．520 0，反

映出在预试验中，最佳的发酵温度是31℃，25℃和

39℃对发酵结果并不理想。所以确定正交试验中

温度因素的水平范围为27～35℃，分别取27、29、

31、33、35℃。

2．2营养液质量浓度单因素试验

图2为不同营养液质量浓度对乳酸菌落数的

影响。可以看出，不同的营养液质量浓度，测得的

乳酸菌落数有一定差别。经方差分析P(0．010)<

0．05，表明营养液质量浓度对试验结果影响显著。

进一步进行Duncan法两两多重比较，结果见表3。

从每组均数值和组间差异显著性看，3水平均数值

最高，乳酸菌均数为9．5200，2水平次之，1和4水

平乳酸菌均数值较低。据组间差异性分析，营养液

质量浓度取1水平(4 g／dL)和4水平(14 g／dL)，

试验结果均不理想，反映发酵液中牛奶体积分数过

高或过低，均不利于乳酸菌的生长繁殖。方差分析

结果表明，营养液质量浓度范围在8～12 g／dL之

间，水平分别取8、10、12 g／dL。
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1 2 3 4 5 6 7

发酵时间，d

图2营养液质量浓度对乳酸数的影响

Fig．2 Effect of nutritions on Lactoeoccus’s volumns
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表3不同营养液质量浓度间乳酸菌均数的多重比较

Tab．3 Post Hoc Multiple Comparisons for means of

Laclococeus jn different nutritions

注：以上各栏为乳酸菌数均值结果。N为样本数。其中1

为4 g／dL，2为7 g／dL，3为10 g／dL，4为14 g／dI，。

2．3接种体积分数单因素试验

图3为不同接种体积分数对乳酸菌落数的影

响。可以看出，不同的接种量测得的乳酸菌落数差

别不大。方差分析的统计结果见表4，P值(o．639)

>o．05，表明接种体积分数这一因素对试验结果的

影响不显著。4种不同水平的接种体积分数的试验

结果间不显著，因此在正交试验设计中，不把接种

体积分数列为试验因素之一。
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图3接种体积分数对乳酸茵数的影响

Fig．3 Effect of inoculation volumns on Lactococcus’

volumns

表4不同接种体积分数的乳酸菌均数的方差分析

Tab．4 ANoVN for Laetococcus in different inoculation vol-

岫nS

2．4发酵乳饮料高活菌数最佳工艺条件的确定

通过单因素预试验，对实验结果有较显著影响

的因素主要有发酵温度和营养液质量浓度，接种体

积分数的影响不显著，所以在正交试验中，考察的

因素为发酵温度和营养质量浓度，其中发酵温度为

重点考察因素，在水平上多取几个试验水平进行考

察，接种体积分数均取5％，结果见表5。

比较试验中A、B因素中R值，可以看出两因

素对乳酸菌数的影响顺序为A>B，优化组合为A：

B：，与实际试验中的较优组合一致。即欲获得高乳

酸菌数的发酵乳饮料的最优化发酵工艺条件为发

酵温度29℃，奶粉加入量(营养浓度)10 g／dL，接

种体积分数5％，每毫升发酵液中能获得对数值为

9．57的乳酸菌数。

表5正交试验结果和极差分析

Tab．5 Results of orthogonal experiment and ranges analyze

试验号。盎，鲁嚣乳笔黯的
9．25

9．26

9．38

9．49

9．57

9．52

9．48

9．52

9．47

9．30

9．31

9．23

9．1 6

9．06

15 5 3 9．05

3 结 语

通过单因素试验，对影响乳酸菌数的因素一发

酵温度、营养液质量浓度、接种体积分数分别进行

考察，通过方差分析和Duncans法两两比较，结果

显示，温度对试验结果影响极显著，营养液质量浓

度对试验结果影响显著，接种体积分数对试验结果

影响不显著。所以在正交试验中，因素设计为发酵

1

2

3

4

5

6

7

8

9

№

n

挖

n

H
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温度和营养液质量浓度，其中温度为重点考察因

素，设计时温度取了5个水平，营养液质量浓度取3

个水平。

2)通过正交试验及结果极差分析，发酵高活菌

数的乳酸菌乳饮料的最优化工艺组合为AzBz．与实

际试验结果相符合。即获得高乳酸菌数的发酵乳

饮料的最优化发酵工艺条件为：发酵温度29℃，奶

粉加入量(营养液质量浓度)10 g／dL，接种体积分

数5％，每毫升发酵液中能获得对数值为9．57的乳

酸菌数。

3)将优化工艺制得的乳酸菌乳饮料调配后放

在5℃冰柜中，在规定的货价保质期间(30 d)进行

乳酸茵数测定。从超市上购买几种不同品牌、不同

生产日期的乳酸菌乳饮料同时进行乳酸菌数测定。

结果显示，在2～10℃下的货价保质期间，优化工

艺制得的乳酸菌乳饮料，在发酵结束后进行调配，

乳酸菌数由9．57(3．7×109)降为6．3×108。到保质

期后期乳酸菌数保持在5×108，乳酸菌数只是在同

一对数级内小幅下降；市售不同品牌的乳酸菌乳饮

料，乳酸菌数变化规律大致相同，一般只是在同一

对数级内小幅下降或下降一个对数值，在保质期后

期乳酸菌数为(1～8)×105 cfu／个，有的甚至为

104。

4)试验中所用的乳酸菌为干酪乳杆菌，通过试

验，其最适的生长繁殖温度为29℃。如果发酵使

用的菌种不是干酪乳杆菌，如保加利亚乳杆菌和嗜

热链球菌等，则最适生长繁殖温度还有待试验确

定。试验中所用脱脂奶粉的蛋白质质量分数为≥

32％，蛋白质质量分数对奶粉在发酵液中的加入量

有一定影响。
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