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乳酸菌发酵桑葚汁工艺优化及发酵过程中
功能性成分及抗氧化活性的变化
田　欢1,2，裴龙英1,2，布海丽且姆 ∙ 阿卜杜热合曼1,2，房丹丹1,2，姜露熙1,2，李　倩1,2，

张　坤1,2，彭　静1,2，申　雪1,2, *

（1.新疆理工学院食品科学与工程学院，新疆阿克苏 843000；
2.新疆黑木耳工程技术研究中心，新疆阿克苏 843000）

摘　要：以桑葚为原材料，采用植物乳杆菌、长双歧杆菌对桑葚汁进行单菌株和混合菌株发酵，利用单因素实验和

响应面试验探究发酵桑葚汁的最佳发酵工艺，并测定分析桑葚汁在发酵过程中的功能性成分（总黄酮、总花青

素、总酚）和抗氧化活性（ABTS+自由基清除率、DPPH自由基清除率、羟自由基清除率、总抗氧化能力）等。结

果表明，发酵桑葚汁最佳发酵工艺为菌种添加量 0.06%，初始 pH6.1，发酵温度 37 ℃，低聚果糖添加量 0.09%。

乳酸菌发酵提高了发酵桑葚汁的功能性成分和抗氧化活性；单菌株和混合菌株相比，混合菌株发酵可显著提高

（P<0.05）桑葚汁功能性化合物含量，且未发酵桑葚汁和混合菌株发酵 48 h后含量分别为总黄酮 4.18~6.36 mg/mL，
总花青素 0.67~1.95 mg/mL，总酚 12.62~18.65 mg/mL；混合菌株发酵 48 h桑葚汁的抗氧化活性得到明显提升，

ABTS+自由基清除率 61.81%~88.17%，DPPH自由基清除率 52.78%~81.64%，羟自由基清除率 37.38%~86.07%，总

抗氧化能力 17.85~29.49 mmol/L。植物乳杆菌、长双歧杆菌混合菌株发酵具有更好的感官特性。研究可为桑葚精深

加工提供理论参考。
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Abstract： Using  mulberry  as  raw  material,  single  and  mixed  strains  of  Lactobacillus  plantarum  and  Bifidobacterium
longum  were  used  to  ferment  mulberry  juice,  and  single-factor  and  response  surface  tests  were  used  to  investigate  the
optimal fermentation process of fermented mulberry juice, and to determine and analyze the functional components (total
flavonoids,  total  anthocyanins,  total  phenols)  and  antioxidant  activities  (ABTS+  free  radical  scavenging  rate,  DPPH  free
radical  scavenging  rate,  hydroxyl  radical  scavenging  rate,  total  antioxidant  capacity),  etc.  The  results  showed  that  the  
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optimal  fermentation  process  for  fermented  mulberry  juice  was  0.06%  strain  addition,  initial  pH6.1,  fermentation
temperature  37 ℃,  and  0.09%  oligofructose  addition.  The  fermentation  of  lactic  acid  bacteria  improved  the  functional
components  and  antioxidant  activity  of  fermented  mulberry  juice.  Compared  with  single  strain  and  mixed  strain,  the
fermentation of mixed strain significantly increased (P<0.05) the content of functional compounds in mulberry juice,  and
the  contents  of  unfermented  mulberry  juice  and  mixed  strain  after  48  h  fermentation  were  4.18~6.36  mg/mL  of  total
flavonoids,  0.67~1.95  mg/mL of  total  anthocyanins,  12.62~18.65  mg/mL of  total  phenols.  And  48  h  fermentation  of  the
mixed  strains  significantly  improved  the  antioxidant  activity  of  mulberry  juice,  with  ABTS+  free  radical  scavenging  rate
61.81%~88.17%, DPPH free radical  scavenging rate 52.78%~81.64%, hydroxyl radical  scavenging rate 37.38%~86.07%,
total antioxidant capacity 17.85~29.49 mmol/L. The fermentation of Lactobacillus plantarum and Bifidobacterium longum
mixed strains had better  organoleptic properties.  The study can provide a theoretical  reference for the deep processing of
mulberry.

Key words：mulberry；lactic acid bacteria；fermentation process；functionality；antioxidant activity

桑葚（Fructus mori），又名桑葚子、桑果等，为桑

科植物桑树的果实[1]。桑葚中含有丰富的活性蛋白、

维生素、氨基酸、胡萝卜素和矿物质等营养成分[2−3]，

营养价值非常高，享有“民间圣果”的美誉。桑葚还

具有延缓衰老、保护血管、保护视力、提高免疫力、

促进消化和预防便秘的功效[4−6]。但桑葚采收期短，

不易贮藏，每年有大量的桑葚腐烂在田地，因此将桑

葚加工为果酒和饮料等产品可有效解决桑葚采收期

的困难，同时能提高桑葚的商业价值，满足人们对桑

葚的需求。尹俊涛等[7] 以蔓越莓与桑葚为原料研究

蔓越莓桑葚复合饮料工艺；孙百虎[8] 通过不同乳酸菌

发酵桑葚汁，其活菌数均超过 11 lg（CFU/mL），且乳

酸菌发酵能有效提高总酚和总黄酮含量。

乳酸菌（lactic acid bacteria，LAB），是能将碳水

化合物发酵产生大量乳酸的一类无芽孢、革兰氏染

色阳性细菌的统称[9]；乳酸菌能改善动物机体的肠道

菌群结构，维持肠道菌群平衡[10−11]；乳酸菌发酵产生

的各种消化酶可以将大分子物质分解为小肽、葡萄

糖等更易被消化吸收的小分子颗粒状物质，有助于机

体的吸收，提高机体的免疫功能[12−14]；乳酸菌发酵可

提高产品的营养价值，改善产品风味[15−17]。长双歧杆

菌具有调节人体肠道，改善健康的功效作用，可适用

于乳酸菌食品的加工过程。植物乳杆菌广泛应用于

水果、蔬菜、牛羊乳和酒类等各类食品，用来制作各

类乳酸菌加工制品。虽然关于乳酸菌发酵桑葚汁的

相关研究较多，但对单菌株和混合菌株发酵桑葚汁工

艺优化及单菌株和混合菌株发酵之间的功能性成分

和抗氧化活性的区别研究较少。因此本研究采用植

物乳杆菌、长双歧杆菌对桑葚汁进行单菌株和混合

菌株发酵实验，利用单因素和响应面试验优化桑葚汁

发酵工艺，并测定单菌株和混合菌株发酵桑葚汁的

pH、可溶性固形物、乳酸菌活菌数、总糖、总酸、功

能性成分和抗氧化活性，对比分析不同乳酸菌发酵桑

葚汁的区别，研究可为桑葚的深加工利用提供理论

依据。 

1　材料与方法 

1.1　材料与仪器

桑葚　采摘自新疆阿克苏；长双歧杆菌（Bifido-

bacterium  longum  18，BL）、植物乳杆菌（Lactoba-
cillus plantarum 56，LP）　西安米先尔生物科技有限

公司；碳酸钠、柠檬酸、果胶酶（酶活 30000 U/g）　均

为食品级，购自江苏佰叶生物科技有限公司；低聚果

糖（食品级）、葡萄糖（食品级）、盐酸、三氯乙酸、三

氯化铁、亚硝酸钠、过硫酸钾、水杨酸、铁氰化钾　

均为分析纯，购自天津运盛化学品有限公司；MRS培

养基　购自天津市盛奥化学试剂有限公司；DPPH、

ABTS、芦丁、没食子酸　购自成都市科龙化工试剂

厂；无水乙酸钠、氢氧化钠、硫酸亚铁、30%过氧化

氢、硝酸铝、硫酸铜　分析纯，购自武汉荆隆化工有

限公司；磷酸二氢钠、磷酸氢二钠　均为分析纯，购

自福晨化学试剂厂；酚酞、3,5二硝基水杨酸（DNS）、
碘、碘化钾　购自天津市盛放化学试剂；福林酚　分

析纯，购自上海麦克林生化科技有限公司；总抗氧化

试剂盒　购自北京索宝莱科技有限公司。

HWS-24恒温水浴锅　上海精密仪器仪表有限

公司；BM04高精度数显糖度计　惠州市优普森仪器

有限公司；pHS-3C型 pH计　上海蚁霖科学仪器有

限公司；FA1004型电子天平　上海佑科仪器仪表有

限公司；L18-Y912C九阳破壁机　九阳泰盛有限公

司；330-5B型恒温培养箱　玖蓝科学仪器；XFS-
280CB型高压灭菌锅　尚城仪器经营部；SW-CJ-
2FD型超净工作台　鸿运实验仪器；UV759紫外可

见分光光度仪　上海佑科仪器仪表有限公司；DNM-
9602G酶标分析仪　北京普朗新技术有限公司。 

1.2　实验方法 

1.2.1   桑葚汁发酵工艺流程　桑葚挑选→榨汁过

滤→果胶酶浸提→调配发酵液→高温杀菌→接种乳

酸菌发酵→发酵桑葚汁成品 

1.2.2   桑葚汁发酵工艺操作要点　桑葚挑选：挑选无

虫害、无霉病的桑葚，用蒸馏水将桑葚表面的污垢进

行清洗，清洗完成后沥干表面水分。

榨汁过滤：将沥干水分的桑葚进行榨汁，随后用

8层无菌纱布进行过滤，得到桑葚汁。

果胶酶浸提：称取 0.03%果胶酶（30000 U/g）加
入过滤得到的桑葚汁中，随后放入 45 ℃ 恒温水浴锅

中酶解 2 h。
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调配发酵液：向发酵液中添加低聚果糖，随后使

用碳酸钠调节酶解后发酵液的初始 pH，使用数显糖

度计测定发酵液的可溶性固形物为 16.43°Brix。
高温杀菌：将调配好的发酵液放入水浴锅中进

行高温杀菌（95 ℃ 灭菌 30 min），灭菌完成后自然冷

却至室温。

接种乳酸菌发酵：向冷却好的发酵液中加入活

化菌株（10 mL葡萄糖水溶液活化 20 min，活化后的

菌种浓度为 6.0 lg（CFU/mL），将活化好的菌株按一

定比例接种至发酵液中，随后放入恒温培养箱中进行

厌氧发酵 48 h，发酵完成后得到成品。 

1.2.3   桑葚汁发酵工艺单因素实验　 

1.2.3.1   菌种类型对感官评分和活菌数的影响　设

置菌种类型为 LP、BL、LP&BL（1:1），按照 1.2.1中

的工艺流程进行样品处理，固定初始 pH为 6.0，低聚

果糖添加量 0.09%，菌种添加量 0.06%，发酵温度

37 ℃，以发酵后的感官评分和活菌数为评价指标，确

定最佳发酵菌种类型。 

1.2.3.2   初始 pH对感官评分和活菌数的影响　设置

初始 pH为 5.0、5.5、6.0、6.5、7.0，按照 1.2.1中的工

艺流程进行样品处理，固定菌种类型为 LP&BL
（1:1），低聚果糖添加量 0.09%，菌种添加量 0.06%，

发酵温度 37 ℃，以发酵后的感官评分和活菌数为评

价指标，确定最佳初始 pH。 

1.2.3.3   低聚果糖添加量对感官评分和活菌数的影

响　设置低聚果糖添加量为 0.03%、0.06%、0.09%、

0.12%、0.15%，按照 1.2.1中的工艺流程进行样品处

理，固定菌种类型为 LP&BL（1:1），初始 pH为 6.0，
菌种添加量 0.06%，发酵温度 37 ℃，以发酵后的感

官评分和活菌数为评价指标，确定最佳低聚果糖添

加量。 

1.2.3.4   菌种添加量对感官评分和活菌数的影响　

设置菌种添加量为 0.02%、0.04%、0.06%、0.08%、

0.10%，按照 1.2.1中的工艺流程进行样品处理，固定

菌种类型为 LP&BL（1:1），初始 pH为 6.0，低聚果糖

添加量 0.09%，发酵温度 37 ℃，以发酵后的感官评

分和活菌数为评价指标，确定最佳菌种添加量。 

1.2.3.5   发酵温度对感官评分和活菌数的影响　设

置发酵温度为 33、35、37、39、41 ℃，按照 1.2.1中

的工艺流程进行样品处理，固定菌种类型为 LP&BL
（1:1），初始 pH为 6.0，低聚果糖添加量 0.09%，菌种

添加量 0.06%，以发酵后的感官评分和活菌数为评价

指标， 确定最佳发酵温度。 

1.2.4   桑葚汁发酵工艺响应面试验　以单因素实验

结果为基础，选择菌种添加量、初始 pH、发酵温度和

低聚果糖添加量为影响因素，以感官评分和活菌数为

响应值进行响应面试验，响应面试验因素与水平见

表 1。 

1.2.5   感官评价　参照盛洁等[18] 方法稍作修改，制

定发酵桑葚汁的感官评价标准；感官评价选取 15名

身体健康且经过感官评价培训的人员，按照感官评分

表对发酵桑葚汁进行感官评定，最终评价结果取平均

值，感官评分表见表 2。
 
 

表 2    发酵桑葚汁感官评分表
Table 2    Sensory score table of fermented mulberry juice

评分项目 评分标准 分值（分）

色泽（20分）

能呈现桑葚汁的深红色，色泽均匀 15~20
较能呈现桑葚汁的深红色，色泽较均匀 6~14

不能呈现桑葚汁的深红色，色泽不均匀，有杂色 <6

口感（40分）

口感协调，酸甜适中 30~40
口感较协调，但稍酸或稍甜 20~29
口感略协调，但过酸或过甜 10~19

口感不协调 <10

气味（20分）

气味协调，桑葚气味浓郁，无杂味 15~20
气味适中，桑葚气味较淡，稍有杂味 8~14

气味不协调，有杂味 <8

形态（20分）

组织形态均匀，无沉淀 15~20
组织形态较均匀，略有沉淀 7~14
组织形态不均匀，有沉淀 <7

  

1.2.6   理化指标检测方法　采用 pH计测定 pH；可

溶性固形物采用数显糖度计进行测定；乳酸菌活菌数

测定参照 GB 4789.35-2016《食品安全国家标准 食

品微生物学检验 乳酸菌检验》 [19]，总糖测定采用

3,5二硝基水杨酸法[20]；总酸测定参照 GB 123456-

2021《食品安全国家标准 食品中总酸的测定》[21]。 

1.2.7   功能性成分检测方法　 

1.2.7.1   总酚含量测定　参照 Kwaw等[22] 方法稍作

修改；取 2 mL成品样品，加入 13 mL蒸馏水、1.5 mL

福林酚，室温避光放置 5 min，加入 3 mL 12%碳酸

钠溶液，蒸馏水定容 25 mL。室温避光放置 90 min，

于 765 nm波长测定吸光度，使用没食子酸为标准品

制作标准曲线 y=0.1125x+0.046，R²=0.9958，总酚含

量以没食子酸含量计。 

1.2.7.2   总黄酮含量测定　参照 Gao等[23] 方法稍作

修改；取 2 mL成品样品加入 0.6 mL 5%亚硝酸钠溶

液，放置 6 min；加入 0.6 mL 10%硝酸铝溶液，放置

6 min；再加 8 mL 4%氢氧化钠溶液；用蒸馏水定容

至 15 mL，充分摇晃 3 min。于 508 nm波长测定吸

光度，使用芦丁为标准品制作标准曲线 y=0.0539x+

0.0158，R²=0.9979，总黄酮含量以芦丁含量计。 

 

表 1    响应面试验因素与水平

Table 1    Response surface test factors and levels

因素
水平

−1 0 1

A菌种添加量（%） 0.04 0.06 0.08
B初始pH 5.5 6.0 6.5

C发酵温度（℃） 35 37 39
D低聚果糖添加量（%） 0.06 0.09 0.12
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1.2.7.3   总花青素含量测定　采用 pH示差法；取

10 mL成品样品，用氯化钾-盐酸缓冲液（pH1.0）和乙

酸钠-盐酸缓冲液（pH4.5）定容至 20 mL；避光放置

90 min，于 525 nm和 700 nm波长测定吸光度。

A = pH1(A525 −A700)−pH4.5(A525 −A700)

总花色苷含量(mg/mL) =
A×MW

ε× I
×DF×1000

式中：MW 为矢车菊素-3-O-葡萄糖苷分子量 449.2；
ε 为矢车菊素-3-葡萄糖苷摩尔消光系数 26900；I为
比色皿光程 1 cm；DF为稀释因子 10。 

1.2.8   抗氧化指标检测方法　 

1.2.8.1   DPPH自由基清除率、ABTS+自由基清除率

和总抗氧化能力测定　参照 Chen等[24] 方法；DPPH
自由基清除率和 ABTS+自由基清除率按下式计算：

DPPH自由基清除率(%) = 1−
(

A1 −A2

A3

)
×100

式中：A1 为样品吸光值，A2 为对照组吸光值，

A3 为空白组吸光值。

ABTS+自由基清除率(%) =
(

A1 −A2

A1

)
×100

式中：A1 为空白组吸光值，A2 为样品吸光值。

总抗氧化能力中以硫酸亚铁为标准品制作标准

曲线 y=0.0995x+0.1209，R²=0.9936，总抗氧化能力以

硫酸亚铁含量表示。 

1.2.8.2   ·OH清除率测定　参照李佩佩等[25] 方法；

·OH清除率按下式计算：

·OH清除率(%) = 1−
(

A1 −A2

A3

)
×100

式中：A1 为样品吸光值，A2 为对照组吸光值，

A3 为空白组吸光值。 

1.3　数据处理

每组实验平行测定 3次，对得到的数据采用

Design-ExpertV8.0.6和 SPSS 25.0分析处理实验数

据，origin8.0作图。 

2　结果与分析 

2.1　单因素实验结果与分析 

2.1.1   菌种对桑葚汁感官评分和活菌数的影响　由

图 1可知，不同乳酸菌发酵的感官评分和活菌数各

不相同，植物乳杆菌发酵的活菌数比长双歧杆菌高，

呈显著性差异（P<0.05），可能是植物乳杆菌适应生长

能力较强，在桑葚汁发酵液中的生长代谢较好；在菌

种发酵方式方面，植物乳杆菌和长双歧杆菌均匀混合

配比发酵桑葚汁的感官评分和活菌数最高，可能是由

于混合菌种发酵时不同种类菌种发酵特性的协同作

用，丰富了产品的口感，同时提高活菌数。综合考虑

感官评分和活菌数的变化，选择植物乳杆菌和长双歧

杆菌均匀混合配比进行发酵。 

2.1.2   初始 pH对桑葚汁感官评分和活菌数的影响

　不同初始 pH对发酵产品的感官评分和活菌数均

有影响；由图 2可知，感官评分和活菌数随 pH的升

高呈先增大后降低的变化趋势，当桑葚汁初始 pH
为 6.0时其感官评分和活菌数最高。感官评分的变

化可能是在初始 pH较小时发酵液环境适宜乳酸菌

的繁殖，乳酸菌发酵可增加发酵液中的有机酸类和低

浓度乙醛等芳香物质，且乳酸菌发酵可使发酵液中的

物质更细腻[26]，提升产品口感；初始 pH为 6.0时达

到乳酸菌发酵最适生长环境，感官评分最高。随着初

始 pH升高，碳酸钠加入量过多使得产品风味变差，

感官评分降低。活菌数变化趋势可能是由于乳酸菌

的生长繁殖条件所影响，在初始 pH较低的环境下会

增加乳酸菌的发酵延滞期，乳酸菌的生长繁殖会减

缓[27]；初始 pH升高会使发酵液中的离子平衡发生移

动，降低发酵液中的有效营养成分，限制了乳酸菌的

生长繁殖。综合考虑感官评分和活菌数的变化，故选

择初始 pH为 5.5、6.0和 6.5进行响应面试验。
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图 2    初始 pH对桑葚汁感官评分和活菌数的影响
Fig.2    Effects of initial pH on sensory score and viable bacteria

count of mulberry juice
  

2.1.3   低聚果糖添加量对桑葚汁感官评分和活菌数

的影响　低聚果糖由植物的果糖短链组成，是一种水

溶性膳食纤维，同时也被作为益生元应用于益生菌生

长研究中[28]。由图 3可知，随着低聚果糖添加量的
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图 1    菌种类型对桑葚汁感官评分和活菌数的影响

Fig.1    Effects of culture model on sensory score and viable
bacteria count of mulberry juice

注：LP代表植物乳杆菌；BL代表长双歧杆菌；LP&BL代表植
物乳杆菌和长双歧杆菌（1:1）均匀混合配比发酵；图中不同小
写字母表示同一评价指标下不同因素间存在显著差异
（P<0.05），图 2~图 5同。
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增大，感官评分和活菌数均呈现先升高后下降的趋

势。在低聚果糖添加量为 0.09%时，感官评分最高

为 93分，活菌数达到最大值为 12.31 lg（CFU/mL），

这可能是由于低聚果糖具有促进益生菌生长的功

能[29−30]；当添加适量低聚果糖时，可有效促进桑葚汁

中乳酸菌的生长繁殖，低聚果糖添加量过多时，加快

了乳酸菌的生长速度，其代谢产物乳酸等酸类化合物

产量增大，影响了发酵液中乳酸菌的活菌数量，同时

使产品口感受到影响。综合考虑，故选择低聚果糖添

加量 0.06%、0.09%、0.12%进行响应面试验。
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图 3    低聚果糖添加量对桑葚汁感官评分和活菌数的影响
Fig.3    Effects of fructooligosaccharide addition on sensory

score and viable bacteria count of mulberry juice
  

2.1.4   菌种添加量对桑葚汁感官评分和活菌数的影

响　由图 4可知，菌种添加量在 0.02%~0.06%范围

内感官评分和活菌数均呈上升趋势，且上升幅度较

大，当菌种添加量为 0.06%时，感官评分和活菌数达

到最大，分别为 90分和 12.16 lg（CFU/mL）；菌种添

加量大于 0.06%时，感官评分和活菌数均下降，感官

评分下降幅度较大。可能是由于菌种添加量过高时，

发酵液内的营养成分无法满足过量乳酸菌的生长代

谢需求，影响乳酸菌的生长繁殖，近而降低活菌数

量[31]；同时过量乳酸菌在发酵时会产生大量酸类化合

物，使桑葚汁感官评分降低。综合考虑选择菌种添加

量 0.04%、0.06%和 0.08%进行响应面试验。 

2.1.5   发酵温度对桑葚汁感官评分和活菌数的影响

　由图 5可知，活菌数随着发酵温度上升呈先增大

后减小的趋势，发酵温度在 37 ℃ 时活菌数达到最

大；这可能是由于乳酸菌的最适生长温度所致，当温

度过高时会使乳酸菌失去活性，影响乳酸菌的活菌

数[32]。发酵温度为 37 ℃ 时感官评分最大为 90分，

发酵温度高于 37 ℃ 感官评分降低，可能是由于温度

过高影响了桑葚汁中香味成分，破坏桑葚汁中的呈味

物质，同时乳酸菌发酵也对感官评分有所影响。综合

考虑感官评分和活菌数的变化，选择发酵温度 35、
37和 39 ℃ 进行响应面试验。
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图 5    发酵温度对桑葚汁感官评分和活菌数的影响
Fig.5    Effects of fermentation temperature on sensory score and

viable bacteria count of mulberry juice
  

2.2　响应面试验结果与分析 

2.2.1   试验设计方案与结果　根据单因素实验结果，

选取菌种添加量 （0.04%、0.06%、0.08%）、初始

pH（5.5、6.0、 6.5）、发酵温度（35、37和 39 ℃）和低

聚果糖添加量（0.06%、0.09%、0.12%）为影响因素，

以感官评分和活菌数为响应值进行响应面试验，试验

设计方案与结果见表 3。 

2.2.2   回归模型与方差分析　利用响应面处理软件

进行数据整理拟合，得到桑葚汁发酵工艺感官评分

（Y）和活菌数（M）的多元二次回归方程：

Y=90.78+1.80A+4.50B+2.81C+2.51D+0.65AB+
0.48AC−0.27AD+1.32BC−1.02 BD+1.72CD−3.51A2−
5.09B2−5.10C2−3.67D2

M=12.26+0.27A+0.22B+0.31C+0.17D−0.20AB−
0.075AC−0.15AD+0.025BC−0.025BD+0.025CD−
0.80A2−0.59B2−0.53C2-0.44D2

对拟合的模型进行方差分析，结果见表 4，感官

评分（Y）和活菌数（M）的模型为差异极显著（P<
0.01），失拟项结果显示不显著（P>0.05），且感官评分

（Y）和活菌数（M）模型的相关系数分别为 R2（Y）=
96.52%、R2（M）=97.07%，校正系数分别为 R2

Adj（Y）=
93.04%、R2

Adj（M）=94.13%，综上可知感官评分（Y）

和活菌数（M）的模型拟合度较好，模型可用于桑葚汁

发酵工艺的结果预测。

由表 4可知，感官评分（Y）模型中一次项 A、B、
C、D和二次项 A2、B2、C2、D2 对感官评分结果呈差

异极显著（P<0.01），交互项 CD呈差异显著（P<0.05），
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图 4    菌种添加量对桑葚汁感官评分和活菌数的影响

Fig.4    Effects of bacterial strains addition on sensory score and
viable bacteria count of mulberry juice
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其余为不显著（P>0.05）；活菌数（M）模型中一次项

A、B、C、D和二次项 A2、B2、C2、D2 对活菌数结果

呈差异极显著（P<0.01），交互项 AB呈差异显著（P<
0.05），其余为不显著（P>0.05）；同时 F 值能反映出响

应面因素对响应值的影响大小，响应面因素对感官评

分（Y）的影响顺序为初始 pH>发酵温度>低聚果糖添

加量>菌种添加量，对活菌数（M）的影响顺序为发酵

温度>菌种添加量>初始 pH>低聚果糖添加量。 

2.2.3   响应面因素交互作用　响应面三维立体图是

由响应面因素与响应值构成，可通过响应面三维立体

图的曲面弯曲坡度反映两个响应面因素之间的交互

作用强弱，曲面弯曲坡度越大，交互作用越强，对响应

值的影响越大；同时响应面三维立体图中的等高线图

反映出两个响应面因素间的交互作用显著性，等高线

图越接近椭圆的说明两个响应面因素间的交互作用

越明显，呈显著性差异[33−34]。

由图 6可知，感官评分（Y）和活菌数（M）与四个

响应面因素间形成的响应面图曲面弯曲坡度均较大，

且坡面较陡，说明四个响应面一次项和二次项因素对

感官评分（Y）和活菌数（M）的影响均为差异极显著；

发酵温度（C）和低聚果糖（D）形成的响应面图坡度较

小，说明二者交互作用对感官评分（Y）的影响为差异

显著；同时菌种添加量（A）和初始 pH（B）的交互作用

对活菌数（M）的影响为差异显著。 

2.2.4   模型验证实验　通过响应面软件模拟分析得

到响应面因素对感官评分影响的发酵桑葚汁工艺参

数为菌种添加量 0.066%，初始 pH6.24，发酵温度

37.48 ℃，低聚果糖 0.101%，此时感官评分最高为

93.175分。响应面因素对活菌数影响的发酵桑葚汁

工艺参数为菌种添加量 0.062%，初始 pH6.083，发酵

温度 37.41℃，低聚果糖 0.094%，此时活菌数最高为

12.354 lg （CFU/mL）。发酵桑葚汁工艺以活菌数为

第一评价指标，感官评分为第二评价指标，在活菌数

最高的条件下，感官评分为 92.885分，与感官评分最

 

表 3    响应面试验设计方案与结果

Table 3    Response surface experimental design and results

实验号
A菌种
添加量

B初始
pH

C发酵
温度

D低聚果糖
添加量

Y感官
评分（分）

M活菌数（lg
（CFU/mL））

1 −1 0 −1 0 78.2 10.3
2 1 0 0 1 85.7 11.2
3 0 0 1 1 89.8 11.8
4 0 0 0 0 91.3 12.2
5 −1 0 1 0 83.5 11.3
6 0 0 0 0 90.1 12.3
7 0 1 1 0 89.6 11.6
8 1 0 1 0 88.3 11.5
9 0 1 −1 0 81.5 11.1
10 1 0 −1 0 81.1 10.8
11 −1 0 0 −1 80.5 10.5
12 0 0 0 0 90.3 12.2
13 0 0 −1 1 81.2 11.2
14 0 −1 0 1 82.5 11.3
15 0 1 0 1 87.3 11.7
16 1 −1 0 0 78.5 11.2
17 0 −1 0 −1 75.9 10.8
18 0 −1 1 0 76.6 11.1
19 0 1 0 −1 84.8 11.3
20 0 0 0 0 91.7 12.4
21 −1 1 0 0 83.8 10.9
22 0 0 1 −1 78.6 11.3
23 −1 0 0 1 83.8 10.9
24 1 0 0 −1 83.5 11.4
25 0 −1 −1 0 73.8 10.7
26 0 0 −1 −1 76.9 10.8
27 −1 −1 0 0 75.3 10.1
28 1 1 0 0 89.6 11.2
29 0 0 0 0 90.5 12.2

 

表 4    回归模型方差分析

Table 4    Variance analysis of regression models

方差来源 平方和（Y/M） 自由度 均方（Y/M） F值（Y/M） P值（Y/M） 显著性（Y/M）

模型 808.21/9.53 14/14 57.73/0.68 27.75/33.1 <0.0001/<0.0001 **/**
A 38.88/0.91 1/1 38.88/0.91 18.69/44.14 0.0007/<0.0001 **/**
B 243/0.56 1/1 243/0.56 116.8/27.4 <0.0001/0.0001 **/**
C 94.64/1.14 1/1 94.64/1.14 45.49/55.49 <0.0001/0.0001 **/**
D 75.5/0.33 1/1 75.5/0.33 36.29/16.21 <0.0001/0.0012 **/**
AB 1.69/0.16 1/1 1.69/0.16 0.81/7.78 0.3827/0.0145 /*
AC 0.9/0.022 1/1 0.9/0.022 0.43/1.09 0.5208/0.3132 /
AD 0.3/0.09 1/1 0.3/0.09 0.15/4.38 0.7087/0.0551 /
BC 7.02/2.50E-03 1/1 7.02/2.50E-03 3.38/0.12 0.0875/0.7325 /
BD 4.2/2.50E-03 1/1 4.2/2.50E-03 2.02/0.12 0.1771/0.7325 /
CD 11.9/2.50E-03 1/1 11.9/2.50E-03 5.72/0.12 0.0314/0.7325 */
A2 79.95/4.16 1/1 79.95/4.16 38.43/202.34 <0.0001<0.0001 **/**
B2 167.78/2.25 1/1 167.78/2.25 80.64/109.21 <0.0001<0.0001 **/**
C2 168.6/1.79 1/1 168.6/1.79 81.04/87.24 <0.0001<0.0001 **/**
D2 87.52/1.25 1/1 87.52/1.25 42.07/60.62 <0.0001<0.0001 **/**

残差 29.13/0.29 14/14 2.08/0.021
失拟 27.24/0.26 10/10 2.72/0.026 5.77/3.2 0.0529/0.1369 /

纯误差 1.89/0.032 4/4 0.47/8.00E-03
总和 837.34/9.81 28/28

注：**表示差异极显著（P<0.01），*表示差异显著（P<0.05）。
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优条件下的差别较小。故综合考虑发酵桑葚汁工艺

参数为菌种添加量 0.062%，初始 pH6.083，发酵温

度 37.41℃，低聚果糖 0.094%，便于实际生产操作，

根据实际情况将工艺参数微调为菌种添加量 0.06%，

初始 pH6.1，发酵温度 37℃，低聚果糖 0.09%，对此

工艺参数进行实际验证实验，得到感官评分为 93

分，活菌数为 12.32 lg（CFU/mL），与模型拟合预测值

基本一致，说明此模型较切合实际情况。 

2.3　乳酸菌对发酵桑葚汁理化指标的影响

由表 5可知，在乳酸菌发酵过程中，随着发酵的

深入，BL、LP和 LP&BL的 TSS均呈现逐渐降低的

趋势，降低幅度较小；且在 LP&BL发酵中，TS由未

发酵时的 68.49 mg/mL降低为发酵 48 h的 57.44 mg/

mL，呈现显著性（P<0.05）降低，这可以归因于乳酸菌

菌株利用其进行生长代谢和生物转化为乳酸；TS含

量变化可以被认为是发酵过程中消耗糖类化合物和
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图 6    响应面因素对发酵桑葚汁感官评分和活菌数影响的响应面图

Fig.6    Response surface diagram of the effect of response surface factors on sensory score and viable bacteria count of fermented
mulberry juice

 

表 5    桑葚汁发酵过程中理化指标变化

Table 5    Changes of physical and chemical indexes during fermentation of mulberry juice

CON BL-24 h LP-24 h LP&BL-24 h BL-48 h LP-48 h LP&BL-48 h

pH 6.04±0.10a 5.07±0.06b 5.16±0.07b 5.10±0.15b 4.11±0.08c 4.12±0.07c 4.01±0.05c

TSS （°Brix ） 16.43±0.02a 15.45±0.04c 15.63±0.05b 15.53±0.05c 15.32±0.06de 15.36±0.03d 15.24±0.01e

TS （mg/mL） 68.49±1.16a 55.76±0.43d 61.99±0.78b 58.56±0.79c 57.81±0.98c 58.67±1.05c 57.44±0.67cd

TA （g/L） 2.99±0.19e 3.64±0.12d 3.58±0.06d 4.38±0.21c 4.79±0.03b 4.59±0.04bc 5.07±0.05a

注：TSS代表可溶性固形物，TS代表总糖，TA代表总酸， 不同小写字母表示同一指标各数据之间呈显著差异（P<0.05）。
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产生有机酸之间的平衡作用[35]。同理，发酵桑葚汁

pH呈下降趋势，TA呈上升趋势；TA含量变化表明

乳酸菌菌株在发酵过程中产生了酸性化合物。与单

菌株发酵相比，混合菌株随着发酵时间的延长 TA含

量显著升高（P<0.05）。混合菌株发酵能显著提高发

酵桑葚汁的总酸含量，降低总糖含量，促进乳酸菌的

生长繁殖。 

2.4　乳酸菌对发酵桑葚汁功能性成分影响

由图 7可知，总酚（TPC）、总黄酮（TFC）和总花

青素（TAC）的含量在发酵各阶段间均有不同的变化

趋势，发酵桑葚汁与未发酵桑葚汁相比，乳酸菌发酵

能有效提高发酵桑葚汁的功能性化合物含量；这可能

是因为在发酵过程中乳酸菌会产生一些特定的水解

酶，而这些特定的水解酶将发酵液中复杂的酚类化合

物去糖基化，使其分解成分子量较小、结构组成较简

单的酚酸化合物[36]，这与 Gan等[37] 研究结果一致，

其利用乳酸菌发酵豆奶，发现乳酸菌发酵可有效提高

总酚含量。发酵桑葚汁间的化合物浓度差异可能是

由于不同乳酸菌自身的生理特性以及在发酵时所分

泌的产物不同所致。

TPC含量如图 7（A），在单菌株发酵方式中，随

着发酵时间的延长，TPC含量呈逐渐增大的变化趋

势；其中发酵 48 h的 TPC含量最高；同时在发酵后

24 h中混合菌株发酵 TPC含量趋于平稳（P>0.05）；
产生这种趋势变化可能是发酵过程中乳酸菌生长代

谢所引起的，乳酸菌代谢过程中产生的物质将复杂的

酚类化合物分解为结构简单的化合物，分子量变

小[38]，提高了 TPC含量；随着发酵时间的延长，乳酸

菌生长降低 pH，致使乳酸菌生长繁殖受到限制，代谢

产物分泌受阻，生长速度减缓；TPC含量趋于稳定。

TFC含量如图 7（B）, TFC含量变化中单菌株发

酵与混合菌株发酵相比，混合菌株发酵方式的 TFC
含量较高，这可能是由乳酸菌发酵产生的酶类物质将

复杂的多酚分解为小分子的黄酮醇物质[39]。在发酵

前 24 h中，TFC含量升高趋势较大，呈显著差异（P<
0.05）；发酵时间 36 h至 48 h中，TFC含量变化趋于

稳定（P>0.05），可能是由于发酵初期发酵液环境适宜

乳酸菌生长繁殖，其生长速度较快，代谢产物较多，对

多酚物质分解为黄酮醇物质加快，发酵后期随着乳酸

菌含量增多，发酵液 pH降低，致使乳酸菌生长速度

减缓。

TAC含量变化如图 7（C），发酵前 24 h中植物

乳杆菌发酵和混合菌株发酵的 TAC含量呈显著上

升趋势（P<0.05），发酵 24 h至 48 h中长双歧杆菌和

植物乳杆菌的单菌株 TAC含量呈下降趋势，混合菌

株发酵的 TAC含量趋于稳定（P>0.05），在发酵开始

至发酵结束中混合菌株发酵的 TAC含量高于长双

歧杆菌和植物乳杆菌的单菌株发酵；混合菌株发酵

的 TAC含量由未发酵时 0.67 mg/mL增加为发酵

48 h后的 1.95 mg/mL；这可能是由于发酵初期乳酸

菌生长繁殖使得花青素中结合态转变为游离态，增加

了其含量；发酵后期单菌株发酵的花青素含量下降可

能是由于花青素不太稳定的原因所致，发酵后期混合

菌株发酵的花青素含量趋于稳定（P>0.05）可能是由

于乳酸菌菌株间的协同作用，混合菌株发酵更深层次

影响 TAC的含量。混合菌株发酵能提高 TAC含量

可能与 TAC易受外界环境条件（光照、温度和发酵

类型等）的影响有关[40]。

综上所述，植物乳杆菌和长双歧杆菌均匀混合

配比的混合菌株发酵可有效提高发酵桑葚汁中的

TPC、TFC和 TAC含量。 

2.5　乳酸菌对发酵桑葚汁抗氧化活性影响

由表 6可知，与未发酵样品相比，发酵样品拥有

较高的抗氧化活性，呈显著性差异（P<0.05），说明乳
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图 7    桑葚汁发酵过程中功能性成分含量变化

Fig.7    Changes in content of functional components during
fermentation of mulberry juice

注： BL代表长双歧杆菌；LP&BL代表植物乳杆菌和长双歧
杆菌均匀混合配比；LP代表植物乳杆菌；TPC代表总酚；
TFC代表总黄酮；TAC代表总花青素；图中不同小写字母表
示同一菌株不同发酵时间下存在显著差异（P<0.05）。
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酸发酵对抗氧化活性的提高具有积极的影响，乳酸菌

在发酵时可以增加发酵液中的总酚等化合物的含量，

同时增加具有给质子特性化合物的可用性，这些化合

物有效地提高了 DPPH自由基清除率和 ABTS+自由

基清除率抗氧化反应中阳离子还原率[41]，从而提高抗

氧化活性；混合菌株发酵桑葚汁的抗氧化活性要优于

单菌株发酵。混合菌株发酵 48 h时的抗氧化活性显

著（P<0.05）高于单菌株发酵。 

3　结论
本研究以植物乳杆菌和长双歧杆菌为发酵菌

株，分别进行单菌株发酵和混合菌株发酵，优化桑葚

汁发酵工艺及探讨桑葚汁发酵时的功能品质。研究

结果表明，在优化发酵工艺方面，混合菌株发酵桑葚

汁的感官评分和活菌数最高，在此基础上利用响应面

试验得到最佳发酵工艺参数为菌种添加量 0.06%，初

始 pH6.1，发酵温度 37 ℃，低聚果糖添加量 0.09%，

此时感官评分最高为 93 分，活菌数为 12.32 lg （CFU/
mL）；在发酵桑葚汁的功能品质方面，混合菌株发酵

可以提高乳酸菌活菌数量、功能性化合物含量和抗

氧化活性。在桑葚汁发酵过程中，混合菌株发酵具有

较好的生物活性和化合物特性，总黄酮含量由 4.18 mg/
mL增加为 6.36 mg/mL，总花青素由 0.67 mg/mL增

加为 1.95 mg/mL，总酚含量由 12.62 mg/mL增加为

18.65 mg/mL；同时 ABTS+自由基清除率、DPPH自

由基清除率、羟自由基清除率和总抗氧化能力均得

到有效提高。因此，植物乳杆菌和长双歧杆菌混合发

酵可有效提高发酵桑葚汁的感官体验和功能特性，可

为桑葚深加工提供一种新的高附加值产品。
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