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嗜温乳酸菌与白地霉混合发酵酸乳的研究
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摘摇 要: 与高温发酵酸乳相比,嗜温乳酸菌与霉菌联合发酵酸乳有更丰富的风味物质,且嗜温发酵

酸乳粘稠、细腻,香气浓郁、纯正,酸甜适口. 采用编号为 3鄄7 和 3鄄9 的嗜温乳酸菌与 1 株产香白地

霉联合发酵生产酸乳,通过混料试验设计,得到酸乳发酵剂的优化菌种体积配比(乳酸菌 3鄄7颐 乳酸

菌3鄄9颐 白地霉)为 50颐 5颐 45 时,其风味、质地和气味较佳. 该酸乳具有很高的有效营养成分,其胞外多糖质

量浓度高达 643郾 2 mg / L,具有较高的生理功能. 其中白地霉不仅能与乳酸菌互利共生产生真菌胞外多

糖,而且其产生的香气成分还能有效地提高呈香型物质的种类和含量,改善酸乳的风味质量.
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摇 摇 随着人们生活水平的不断提高和健康消费观念

的加强,近年来围绕风味优良、功能性显著等方面开

发的酸奶产品愈加受到消费者的欢迎[1 - 2] . 目前,
国内市场上的酸乳产品主要是以保加利亚乳杆菌和

嗜热链球菌为主要菌株发酵的高温发酵酸乳[3],品
种单一,过分依赖增稠剂,乳化剂等食品添加剂来保

持酸乳的质构特性.
嗜温乳酸菌主要是最适生长温度介于 20 ~ 30

益的一类乳酸菌,最常见的是乳球菌和明串珠菌.
研究表明,采用嗜温乳酸菌发酵的酸乳风味柔和,在
较低温度下能产生更多的风味物质[4 - 5],产胞外多

糖能力更强[6 - 11] .
白地霉 (Geotrichum candidum) 是一种常见真

菌,属于半知菌亚门、丛梗孢科、卵形孢霉族、地霉

属[12] . 白地霉细胞内含有丰富的蛋白质和脂肪,可
供食用及饲用. 据报道[13 - 17],部分白地霉具有突出

的产香能力,是一种具有应用潜力的工业微生物,国
外普遍用它来生产乳酪[18 - 20],国内多用食品工业废

弃物来发酵生产白地霉,作为菌体蛋白使用.
本研究拟利用筛选的 2 株嗜温乳酸菌及 1 株能

够发酵牛乳产生胞外多糖(exopolysaccharides,EPS)

的产香白地霉进行混合发酵,在实验室条件下制备

富含胞外多糖的功能性酸乳,确定混合发酵酸乳的

生产工艺并对其品质进行评价.

1摇 材料与方法

1郾 1摇 菌株

实验用 4 株乳酸菌(编号为 3鄄2,3鄄3,3鄄7,3鄄9)
及白地霉均筛自新疆伊犁地区哈萨克族牧民自制传

统发酵乳制品.
1郾 2摇 仪器

DV鄄芋+ 型流变仪,美国 Brookfield 公司;GC鄄
2010 型气相色谱仪,日本岛津公司;4000GC / MS 型

气相色谱质谱联用仪,美国瓦里安公司.
1郾 3摇 混料试验设计软件

本试验中混料试验的设计采用 Design expert
8郾 0 软件[21 - 22] .
1郾 4摇 方法

1郾 4郾 1摇 菌落计数

乳酸菌计数方法参见文献[23],霉菌计数方法

参见文献[24].
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1郾 4郾 2 摇 EPS 提取

用饱和 NaOH 调样液 pH 值至 8郾 0,4 000 r / min
离心 15 min,上清液用 HCl 调节 pH 值至 4郾 6,3 000
r·min - 1离心 15 min. 调 pH 值至 7郾 5,加入 1 / 10 体

积的胰酶液(质量浓度为 3 g / L,现配现用),40 益水

浴酶解 2郾 5 h 后,2 000 r·min - 1 离心 15 min. 加入

1 / 3 体积的 Sevag 液振荡 30 min,3 000 r·min - 1离心

15 min,去除沉淀,重复 3 次. 加入 3 ~ 5 倍体积的

95% 的乙醇,充分振荡 (多糖呈絮状沉淀析出),
3 000 r·min - 1离心 15 min,收集沉淀. 洗涤干燥:将
沉淀用丙酮洗涤脱水两次,真空干燥得粗多糖.
1郾 4郾 3摇 粗多糖纯度测定

采用苯酚-浓硫酸法测定胞外多糖含量,用葡萄

糖作标准曲线. 准确吸取葡萄糖标准溶液(1 mg / mL),
0郾 05,0郾 06,0郾 07,0郾 08,0郾 09,0郾 1,0郾 12 mL(相当于

葡萄糖 0郾 0,50,60,70,80,90,100,120 滋g)及各样品

备用液 0郾 1 mL 置于 10 mL 比色管中,用蒸馏水补足

1郾 0 mL,分别加入 1郾 0 mL 5郾 0%苯酚水溶液,摇匀后

静止 2 min,迅速加入 5 mL 浓硫酸,静止 10 min,置
于 30 益水浴中保温 15 min,取出,置冷水中冷却,以
空白管为对照,用紫外分光光度计在波长 490 nm 处

测定光密度. 以葡萄糖浓度为横坐标,光密度值为

纵坐标绘制标准曲线,计算胞外多糖含量.
1郾 4郾 4摇 白地霉挥发性香气成分分析

采用气相色谱-质谱联用仪(GC鄄MS)对白地霉

产生的挥发性风味物质进行测定. 气相色谱条件,
色谱柱型号为 VF 5ms(30 m 伊 0郾 25 mm 伊 0郾 25
滋m),进样口温度为 250 益,载气为 He,99郾 999% ,
初始温度 40 益,保持 3 min,以 4 益 / min,升至 150
益,保持 1 min,以 8 益 / min,升至 250 益,保持 6 min.
质谱条件的质量分离器为离子阱;离子源为 EI;电
离能量为 70 eV;离子阱温度为 220 益;传输线温度

为 280 益;溶剂延迟时间 1 min. 扫描方式为全扫

描;扫描范围为 50 ~ 500 m / z;检索谱库为 NIST05.

2摇 结果与分析

2郾 1摇 混料试验对菌种比例的确定

发酵酸乳在一般情况下,接种量是一定的,最终

发酵乳的产品特征指标与接种菌株比例有关. 因

此,混料回归设计比较适合本实验中菌种配比的研

究. 利用 Design expert 8郾 0 软件进行混料试验设计,
初始参数设置见表 1,软件生成的混料试验见表 2.

表 1摇 混料试验参数设定

Tab. 1摇 Parameters of mixture design

菌株 最低值 最高值 响应值

3鄄3 0 0郾 9 质地

3鄄2 0 0郾 9 风味

3鄄1 0 0郾 9 气味

3鄄7 0郾 05 0郾 95 总分

3鄄9 0郾 05 0郾 95

摇 摇 注:菌株 3鄄1 为白地霉.

表 2摇 混料试验

Tab. 2摇 Mixture design

试验

次数

菌株

3鄄3 3鄄2 3鄄1 3鄄7 3鄄9

1 0 0 0郾 9 0郾 05 0郾 05

2 0 0郾 225 0郾 225 0郾 275 0郾 275

3 0 0郾 45 0 0郾 5 0郾 05

4 0 0 0郾 9 0郾 05 0郾 05

5 0 0 0 0郾 5 0郾 5

6 0 0 0 0郾 95 0郾 05

7 0郾 45 0郾 45 0 0郾 05 0郾 05

8 0郾 09 0郾 09 0郾 54 0郾 14 0郾 14

9 0郾 9 0 0 0郾 05 0郾 05

10 0 0郾 45 0郾 45 0郾 05 0郾 05

11 0 0 0 0郾 05 0郾 95

12 0 0 0郾 45 0郾 5 0郾 05

13 0郾 09 0郾 09 0郾 09 0郾 14 0郾 59

14 0郾 9 0 0 0郾 05 0郾 05

15 0郾 45 0 0郾 45 0郾 05 0郾 05

16 0 0 0 0郾 05 0郾 95

17 0郾 45 0 0 0郾 5 0郾 05

18 0 0郾 9 0 0郾 05 0郾 05

19 0 0郾 9 0 0郾 05 0郾 05

20 0 0 0郾 45 0郾 05 0郾 5

21 0 0郾 45 0 0郾 05 0郾 5

22 0郾 45 0 0 0郾 05 0郾 5

23 0郾 09 0郾 54 0郾 09 0郾 14 0郾 14

24 0 0 0 0郾 95 0郾 05

25 0郾 54 0郾 09 0郾 09 0郾 14 0郾 14

摇 摇 注:菌株 3鄄1 为白地霉.

摇 摇 通过 Design Expert 8郾 0 进行试验设计,将试验

结果输入软件,通过对试验数据的分析,软件预测了

优化后的菌种比例,并通过试验对此比例进行验证,
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最终确定采用 2 株乳酸菌(3鄄7 和 3鄄9)与白地霉按

体积比 50颐 5颐 45 的比例(总接种量按 5%接种)进行

接种,在该条件下,发酵乳在质地及风味上都优于其

他配比. 经鉴定,菌株 3鄄7 为乳酸乳球菌乳酸亚种

(Lactococcus Lactis subsp郾 lactis),菌株 3鄄9 为乳酸乳

球菌乳脂亚种(Lactococcus Lactis subsp郾 cremaris).
前期试验数据显示,乳酸菌 3鄄7 单菌发酵酸乳

具有较好的风味,乳酸菌 3鄄9 单菌发酵酸乳具有较

好的质地,且乳酸菌 3鄄9 是高产 EPS 菌株. 白地霉

除具有优良的产香特性外,也具有很高的产 EPS 能

力. 从最终优化的菌种配比中可以看出,只需较少

量乳酸菌 3鄄9 即可使酸乳具有很好的凝乳效果,很
少量白地霉即可改善发酵乳的气味.
2郾 2摇 乳酸菌、霉菌联合发酵酸乳工艺

2郾 2郾 1摇 联合发酵酸乳工艺

乳酸菌 3鄄7寅30 益活化 24 h寅接种于 5 mL 无菌

脱脂乳寅约 10 h 凝乳;乳酸菌 3鄄9寅30 益活化 24 h
寅接种于 5 mL 无菌脱脂乳寅约 6 h 凝乳;白地霉寅
孢子悬浮液寅接种于 5 mL 无菌脱脂乳寅30 益,200
r·min - 1,48 h;乳酸菌 3鄄7、乳酸菌 3鄄9 和白地霉以体

积比 50颐 5 颐 45,按接种量 5% 接种于无菌全脂牛乳

中,30 益培养 12 h,4 益后发酵 8 h,即得到产品.
2郾 2郾 2摇 菌落计数

为保证试验的可重复性,有必要对接种时各个菌

液的浓度进行测定,以确定接种时各个种子液中活菌

的数目. 测定结果:乳酸菌 3鄄7 为 2郾 0 伊 108 个 / mL,
乳酸 菌 3鄄9 为 1郾 6 伊 108 个 / mL, 白 地 霉 菌 为

9郾 3 伊 106个 / mL.
2郾 3摇 发酵乳特征指标检测

2郾 3郾 1摇 黏度测量结果

采用流变仪. 在 4 益下测试黏度,转子型号为

RV5,分别在 16 r / min 的速度下测定 3 次,每 15 s 取
值一次,每个样品做两个平行试样,结果计算算术平

均值. 实验测得发酵乳的黏度为 8 600 mPa·s.
2郾 3郾 2摇 EPS 含量的测定结果

按 1郾 4郾 2 和 1郾 4郾 3 方法,对乳酸菌 3鄄7 和 3鄄9
与白地霉单菌发酵所得酸乳以及乳酸菌霉菌联合

发酵所得酸乳进行 EPS 含量测定,结果见表 3. 表

3 显示,乳酸菌 3鄄9 和白地霉发酵所得酸乳有很高

的 EPS 含量,而乳酸菌与霉菌联合发酵能促进酸

乳 EPS 产量的进一步提高,所得发酵乳 EPS 含量

高达 643郾 2 mg / L,可赋予发酵乳更高的有效营养

成分.

表 3摇 发酵乳 EPS 含量

Tab. 3摇 Concentration of EPS

发酵菌株 乳酸菌 3鄄7 乳酸菌 3鄄9 白地霉 联合发酵

籽(EPS) / (mg·L - 1) NA 434郾 3 341郾 6 643郾 2

2郾 4摇 白地霉挥发性香气成分分析

接种量按 5% 计,将乳酸菌 3鄄7、乳酸菌 3鄄9、白
地霉按体积比 50颐 5 颐 45 比例混合接种全脂牛乳,采
用 GC鄄MS 测定其中风味物质,其结果如表 4.

表 4摇 白地霉产生的挥发性香气成分 GC鄄MS 分析结果

Tab. 4摇 GC鄄MS results of volatile compounds of
Geotrichum candidum

编号 挥发性物质

峰面积比 / %

乳酸菌 3鄄7
和 3鄄9 与白地

霉混合发酵

乳酸菌

3鄄7 和

3鄄9 发酵

1 丁酸 1郾 672 -

2 2鄄庚酮 2郾 212 23郾 28

3 苯甲醛 0郾 279 0郾 261

4 己酸正丙酯 47郾 91 -

5 2鄄乙基鄄1鄄己醇 0郾 003 1郾 634

6 苯乙醛 0郾 132 -

7 庚酸 0郾 332 -

8 丁酸异戊酯 0郾 425 -

9 (R)鄄4鄄甲基己酸 1郾 226 -

10 对羟基苯甲醚 0郾 104 0郾 189

11 2鄄壬酮 1郾 114 15郾 73

12 3,5鄄二烯鄄2鄄壬酮 0郾 426 15郾 18

13 2鄄十二醇 0郾 545 -

14 (R)鄄6鄄甲基鄄5鄄庚烯鄄2鄄醇 0郾 088 0郾 434

15 苯乙醇 0郾 651 -

16 辛酸 15郾 72 -

17 3鄄癸烯鄄1鄄醇 0郾 065 1郾 261

18 癸酸 13郾 56 -

19 十五醛 0郾 241 0郾 959

20 茁鄄紫罗兰酮 0郾 049 0郾 069

21 2鄄十三烷酮 1郾 112 4郾 168

22 月桂酸 8郾 127 -

23 癸酸丁酯 0郾 128 15郾 72
24 2鄄戊基癸酮 1郾 939 3郾 816
25 丁位十二内酯 0郾 195 2郾 834
26 9鄄十四烯酸 0郾 122 -
27 3,7,11鄄三甲基鄄1鄄十二烷醇 0郾 919 2郾 058
28 异十三烷醇 0郾 266 0郾 906
29 3鄄苯氧甲基鄄4 甲氧基苯甲醛 0郾 143 0郾 392
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摇 摇 GC鄄MS 共检测到 29 种化合物,与乳酸菌 3鄄7 和

3鄄9 发酵所得酸乳相比,白地霉产生了 12 种新的化

合物,其中酸类 7 种,酯类 2 种,醇类 2 种,醛类 1
种. 从面积比来看, 含量最高的是己酸正丙酯

( 47郾 91% ), 其 次 是 辛 酸 ( 15郾 72% )、 癸 酸

(13郾 56% )、 月桂酸 ( 8郾 172% )、 丁酸 ( 1郾 672% ),
(R) 鄄4鄄甲基己酸(1郾 226% ) . 由此可见,白地霉

所产挥发性风味物质主要为酯类及酸类 . 可有效

提高酸乳中的呈香型物质的种类和含量,改善发

酵乳风味 .

3摇 结摇 论

白地霉能发酵牛乳产生 EPS,其质量浓度为

341郾 6 mg / L. 白地霉与乳酸菌 3鄄7 和 3鄄9 混合发酵

酸乳,其 EPS 质量浓度可达 643郾 2 mg / L. 由于 EPS
的存在,该酸乳具有细腻粘稠的质构,呈现良好的凝

胶稳定性,无需依赖食品添加剂赋予其粘稠、稳定的

酸乳质构.
白地霉与乳酸菌 3鄄7 和 3鄄9 的最适发酵温度均

为 30 益,是混合发酵酸乳的基础. 在发酵开始阶

段,白地霉消耗了发酵体系内的氧气,为兼性厌氧的

乳酸菌 3鄄7 和 3鄄9 提供了低氧的发酵环境. 白地霉

丰富的蛋白酶和脂肪酶将乳酸菌不能利用的大分子

物质代谢,为乳酸菌的快速生长提供了良好的营养

基础.
对乳酸菌与白地霉的接种比例进行混料试验,

确定了乳酸菌 3鄄7、乳酸菌 3鄄9 与白地霉的比例为

50颐 5颐 45,在该配比下,所得发酵乳具有较佳的质地

及风味.
通过 GC鄄MS 对白地霉所产挥发性风味物质的

分析结果显示,白地霉利用牛乳中进行脂肪代谢产

生的挥发性风味物质主要为酯类及酸类,可有效地

提高牛乳中的呈香型物质的种类和含量,改善发酵

乳的风味.
本研究通过对嗜温乳酸菌 3鄄7 和 3鄄9 与白地霉

的混合发酵的初步研究,得到 EPS 含量高、风味、口
感优良的发酵乳,可为今后功能性酸乳生产提供新

的思路,通过进一步研究乳酸菌与霉菌间的相互作

用,期望更深入了解其发酵机理,生产出优质的新型

功能性酸乳.
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Study on Yogurt by Mixed Fermentation of Lactococcus Lactis
and Geotrichum Candidum

GAO Xin,摇 WANG Chang鄄lu,摇 CHEN Mian鄄hua,摇 WANG Yu鄄rong,摇 LI Feng鄄juan
(Key Laboratory of Food Nutrition and Safety, Ministry of Education / School of Food Engineering and Biological

Technology, Tianjin University of Science and Technology, Tianjin 300457, China)

Abstract: Compared with the high temperature fermented yogurt, mixed fermented yogurt has more vola鄄
tile compounds and more favorable taste and flavor. In this study, the yogurt was produced by applying
two Lactococcus Lactis strains and one Geotrichum candidum strain together. The optimal combination of
strains was 50颐 5颐 45 (v / v), determined by mixture design. The yogurt has high concentration of exopo鄄
lysaccharides (up to 643郾 2 mg / L), which means its high functionality. Besides, the addition of Geotri鄄
chum candidum not only increased the EPS concentration in the yogurt, but also increased the types of a鄄
roma components and improved the flavor of the yogurt.

Key words: Lactococcus lactis; Geotrichum candidum; functional yogurt; exopolysaccharides
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