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酶解联合发酵对油莎豆粕饮料营养品质
及风味特性的影响

张婉婷1，王红红2，董先校3，严贵明1，朱艳书4，李相龙4，孙立军1，王玉堂1, *

（1.西北农林科技大学食品科学与工程学院，陕西杨凌 712100；
2.内蒙古蒙牛乳业（集团）股份有限公司，内蒙古呼和浩特 010000；

3.西北农林科技大学葡萄酒学院，陕西杨凌 712100；
4.叶河金枫农业科技（新疆）有限公司，新疆喀什 844799）

摘　要：为改善油莎豆粕品质，丰富油莎豆产品种类并促进油莎豆产业多级利用，本研究以榨油后所得油莎豆粕为

原料，采用酶解联合发酵工艺研制油莎豆粕活菌饮料，同时对其品质性质进行评价。首先分别以还原糖含量、饮

料活菌数为指标，采取单因素及正交试验确定酶解、发酵工艺最优条件；测定其发酵过程中理化性质、抗氧化活

性及挥发性物质组成的变化。结果表明，最佳酶解工艺为纤维素酶添加量 4%、酶解时间 3 h、酶解温度 55 ℃、

pH5.5，通过验证实验，在此工艺条件下所得样品还原糖含量为 5.17 g/L；最佳发酵条件为发酵温度 37 ℃、发酵时

间 36 h、固液比 1:6、菌液添加量 10%，通过验证实验，以最优方案发酵所得样品种活菌数为 1.10×109 CFU/mL；
乳酸菌发酵降低了饮料 pH、总糖含量及脂肪含量，显著提高了饮料可溶性膳食纤维含量、总酚、总黄酮含量及还

原糖含量（P<0.05）；发酵后相较于发酵前，其抗氧化活性显著增强（P<0.05）；发酵前后的风味物质成分差异

较大，发酵后氮氧化物、硫化物和甲基类化合物含量明显升高；同时发酵赋予了饮料乳酸菌发酵特有的风味。酶

解联合发酵工艺显著改善了油莎豆粕风味并提高其营养特性，为饮料研制奠定基础。本研究为植物基发酵活菌饮

料的进一步开发提供了技术参考。
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Abstract：To enhance the quality of Cyperus esculentus L. and diversify its product range while promoting multi-level uti-
lization within its  industry, Cyperus esculentus L.  meal  obtained post-oil  extraction was employed as  the raw material  to  
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develop  a  probiotic  beverage  via  enzymatic  hydrolysis  coupled  with  fermentation.  The  beverage's  quality  characteristics
were subsequently evaluated. Initially, optimal enzymatic hydrolysis and fermentation conditions were determined based on
reducing  sugar  content  and  viable  probiotic  counts  as  indicators,  employing  single-factor  and  orthogonal  experimental
designs. Changes in physicochemical properties, antioxidant activity, and volatile compound composition during fermenta-
tion were monitored. The results indicated that the optimum enzymatic hydrolysis parameters were a cellulase concentra-
tion of  4%, a  hydrolysis  time of  3 hours,  a  temperature of  55 ℃,  and a pH of  5.5.  A subsequent  verification experiment
yielded  a  reducing  sugar  content  of  5.17  g/L  under  these  optimal  conditions.  The  optimal  fermentation  conditions  were
determined to be a temperature of 37 ℃, a duration of 36 hours, a solid-to-liquid ratio of 1:6 (w/v), and an inoculum size of
10%  (v/v).  A  validation  experiment  using  this  optimal  protocol  resulted  in  a  final  viable  probiotic  count  of  1.10×
109 CFU/mL. Lactic acid fermentation significantly decreased the beverage's pH, total sugar content, and fat content, while
markedly  increasing  soluble  dietary  fiber  content,  total  phenols,  total  flavonoids,  and  reducing  sugar  content  (P<0.05).
Consequently,  antioxidant  activity  was  significantly  enhanced  post-fermentation  compared  to  pre-fermentation  levels
(P<0.05). Noticeable difference was observed in the volatile compound composition between the pre-fermentation and post-
fermentation stages. The levels of nitrogen oxides, sulfides, and methyl compounds demonstrated a clear elevation after fer-
mentation, the fermentation process contributed the distinctive flavor profile that was typical of lactic acid bacterial fermen-
tation.  The  enzymatic  hydrolysis  coupled  with  fermentation  process  significantly  improved  the  flavor  profile  of Cyperus
esculentus L. meal and enhanced its nutritional properties, providing technical reference for the development of novel plant-
based probiotic beverages.

Key  words： Cyperus  esculentus  L.  meal； enzymatic  hydrolysis； fermentation； flavor  compounds； nutritional  quality；

beverage

油莎豆，原产于非洲，属于莎草科莎草属的多年

生草本植物，是热带到温带地区营养最丰富的坚果之

一，又称人参豆、老虎豆、铁荸荠、地下板栗、地下核

桃等[1]。油莎豆块茎生长于地下，呈圆形或椭圆形豆

状，略小于花生，无硬壳，难去皮，可生吃或熟食。油

莎豆营养价值高，不同地方、不同品种的油莎豆营养

成分存在明显差异，但通常均富含脂肪（18.71%~

26.71%）、淀粉（20%~25%）、可溶性糖含量（15%~

25%）、蛋白质（4.66%~8.46%）、膳食纤维（6.64%~

11.00%）等[2]。此外，油莎豆包含多种具有药用价值

的活性成分，比如：萜类、生物碱、酚类、蒽醌、甾醇，

丹宁、黄酮等，据报道，油莎豆具有降血压、杀菌、抗

氧化及抑制肿瘤等功效[3]。国家卫生健康委员会于

2023年将油莎豆列为新食品原料，其具备广阔应用

前景。

油莎豆粕作为榨油后所得副产物，因其纤维素

含量高，难以用作食品原料大规模生产发展，多用作

动物饲料。目前的利用方式不仅存在巨大的资源浪

费，还使得油莎豆的精深加工产品少、产业附加值低。

利用纤维素酶解可以有效解决因粗纤维含量高影

响加工的问题，同时可有效提高原料的利用率，促进

原料中生物活性物质的释放[4]。目前，乳酸菌发酵植

物基饮料已被证实可有效改善饮料风味，并增加食物

营养品质和功能效用，在发酵过程中，乳酸菌能够产

生抑菌素、多肽类、有机酸等物质，提高营养价值[5]。

乳酸菌可维护肠道微生态平衡，抑制有害菌生长，促

进消化，减少腹泻和便秘等问题。目前，围绕油莎豆

饮料的研究主要集中于研制单一或复合型油莎豆饮

料，如杨鹭生等[6] 通过工艺优化研制了一款以油莎豆

和枸杞为主要原料的保健饮料；尹俊涛等[7] 利用油莎

豆和红枣研制出油莎豆复合饮料并进行了质量评价；

Mtam等[8] 利用油莎豆和洛神花制备了油莎豆复合

饮料，对其营养品质和抗氧化性进行测定，而利用酶

解及发酵技术研制活菌性油莎豆饮料的研究较少。

杨欣等[9] 使用淀粉酶和果胶酶对葛根酶解后接种乳

酸菌发酵，制得葛根乳酸菌饮料，有效增加了其品质

及功能特性。马凯迪等[10] 利用酶解联合发酵处理有

效改善了牛蒡根的不良风味，有利于后续以牛蒡根原

料的食品开发研究。而目前还未有油莎豆粕相关研

究报道，基于此，本研究采用酶解工艺有效释放出油

莎豆粕中的活性成分后，使用乳酸菌发酵法改善油莎

豆粕营养品质及风味特性，提高其生物利用度，研制

油莎豆粕发酵饮料，同时分析发酵过程中油莎豆粕的

营养品质及风味特性的变化，为后续油莎豆粕的精深

加工提供理论依据。

 1　材料与方法

 1.1　材料与仪器

冷榨油莎豆粕　叶河金枫农业科技（新疆）有限

公司；保加利亚乳杆菌（1×107 CFU/mg）、嗜热链球菌

（1×107 CFU/mg）　陕西荣林生物科技有限公司；食

品级纤维素酶（50 U/mg）　睢县甘淳商贸有限公司；

牛血清白蛋白、考马斯亮蓝 G250、α-淀粉酶（20 U/
mL）、木瓜蛋白酶（10  U/mg）、淀粉葡萄糖苷酶

（100 U/mg）、DNS试剂　上海源叶生物科技有限公

司；MRS琼脂培养基　北京奥博星公司；1,1-二苯基-
2-三硝基苯肼（1,1-Diphenyl-2-picrylhydrazyl，DPPH）

　上海麦克林生化科技有限公司；2,2’-联氨-双（3-乙
基苯并噻唑啉-6-磺酸）二胺盐（2,2'-Azinobis-（3-ethyl-
benzthiazoline-6-sulphonate），ABTS）　北京索莱宝

科技有限公司；芦丁、福林酚试剂（1 mol/L）　分析
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纯，国药化学试剂有限公司；苯酚、硫酸、甲醇　分析

纯，天津致远化学试剂有限公司。

DNP-9022培养箱　上海精宏实验设备有限公

司；pHS-3C便携式 pH计　上海雷磁仪器厂；UV2550
紫外分光光度计　日本岛津制作所；Spark酶标仪　

奥地利 Tecan Austria GmbH公司；BP211D电子天

平　德国 Startorius公司；PEN3电子鼻　德国 Air-
sense公司；GCMS-QP2010 Ultra气相色谱-质谱联

用仪　日本岛津制作所；50/30 μm DVB/CAR/PDMS
萃取头　美国 Agilent公司。

 1.2　实验方法

 1.2.1   油莎豆粕酶解及发酵工艺　将榨油后所得油

莎豆粕预处理破碎，后使用多功能粉碎机进行粉碎，

依次过 50、80目筛，将过筛后的豆粕粉于 37 ℃ 烘

箱内烘干 48 h，收集干燥的油莎豆粕粉。将干燥豆

粕粉和饮用水按照 1:5（m/v）混合，向其中加入纤维

素酶，调至最适 pH，搅拌均匀后在一定温度下水浴酶

解，将所得的酶解液于沸水中煮 2 min进行灭酶处

理。随后使用胶体磨细磨 5 min，使用 200目滤布过

滤，进行巴氏杀菌备用。发酵前对乳酸菌进行活化，

将嗜热链球菌和保加利亚乳杆菌等比例（1:1）混合

后，加入一定量的无菌水，在 37 ℃ 条件下活化 5 h，
然后将活化后的菌液稀释到 1×108 CFU/mL备用。

待酶解液温度冷却至 37 ℃ 左右，按比例接种菌液，

在 37 ℃ 培养箱中进行发酵。

 1.2.2   酶解及发酵工艺优化　酶解工艺优化：以酶解

后的还原糖含量为指标，考察影响油莎豆粕酶解的

因素。固定酶解温度 45 ℃、酶解时间 2.0 h、酶解

pH5.0，选择纤维素酶添加比例分别为 2.5、3.0、3.5、
4.0、4.5、5.0（m/m，%）进行实验；固定纤维素酶添加

比例 4.0（m/m，%）、酶解温度 45 ℃、pH5.0，设置酶

解时间分别为 0.5、1.0、1.5、2.0、2.5、3.0 h进行实

验；固定纤维素酶添加比例 4.0（m/m，%）、酶解时间

2.0 h、酶解 pH5.0，设置不同酶解温度 35、40、45、
50、55、60 ℃ 进行实验；固定纤维素酶添加比例

4.0（m/m，%）、酶解时间 2.0 h及酶解温度 45 ℃，选

择 3.5、4.0、4.5、5.0、5.5、6.0不同的 pH梯度进行单

因素实验。以上每个变量设置 6个不同水平进行单

因素实验[11]。在单因素实验基础上，设计正交试验对

上述工艺进行优化，因素水平见表 1。
  

表 1    酶解工艺 L9（3
4）正交试验因素水平设计

Table 1    Orthogonal experimental design of the enzymatic
hydrolysis process L9(3

4) factors and levels

水平
因素

A：加酶量（m/m，%） B：酶解时间（h） C：酶解温度（℃） D：pH

1 4.0 2.0 50 4.5
2 4.5 2.5 55 5.0
3 5.0 3.0 60 5.5

 

发酵工艺优化：以活菌数为指标，考察影响发酵

工艺的因素。固定发酵时间 30 h、固液比 1:8、菌种

添加比例 8（v/v，%），选择发酵温度为 33、35、37、
39、41、43 ℃ 进行实验；固定发酵温度 35 ℃、固液

比 1:8、菌种添加比例 8%，设置发酵时间分别为 6、
12、18、24、30、36  h进行实验；固定发酵温度

35 ℃、发酵时间 30 h、菌种添加比例 8（v/v，%），

选择 6种固液比为 1:6、1:8、1:10、1:12、1:14、
1:16（m/v）进行实验；固定发酵温度 35 ℃、发酵时

间 30 h、固液比 1:8，按 4、6、8、10、12、14（v/v，%）

的菌种添加比例进行混合发酵。考察以上四个变量

对油莎豆粕发酵饮料的影响，每个变量设置六个不同

水平进行单因素实验，结合正交试验对上述工艺进行

优化，因素水平见表 2。
  

表 2    发酵工艺 L9（3
4）正交试验因素水平设计

Table 2    Orthogonal experimental design of the fermentation
process L9 (3

4) factors and levels

水平

因素

A：发酵温度
（℃）

B：发酵时间
（h）

C：固液比
（m/v）

D：菌种添加比例
（v/v，%）

1 35 24 1:6 10

2 37 30 1:8 12

3 39 36 1:10 14
 

 1.2.3   还原糖含量测定　还原糖含量参考 Du等[12]

的方法稍作修改。将样品适度稀释，然后在 6000 r/
min下离心 15 min后取上清液 1.0 mL于试管中加

入 2.0 mL DNS溶液，混合均匀后于沸水浴中加热反

应 3 min，测定其在 540 nm处吸光度，代入标准曲线

y=2.6487x+0.0361，R2=0.9927，得到样品还原糖含

量。

 1.2.4   发酵过程中活菌数的测定　参考刘志忠等[13]

的方法，初步估计发酵液中的乳酸菌数量，将发酵液

按梯度依次稀释至合适浓度。选择 3个连续适宜的

浓度梯度，每个梯度吸取 1 mL均匀的样品溶液至无

菌培养皿中，倒入适量灭菌冷却后的培养基并混匀，

培养皿于 37 ℃ 培养箱内培养 72 h，最后进行计数

统计。

 1.2.5   pH　使用 pH计测定 pH。

 1.2.6   发酵过程中的主要基础成分变化

 1.2.6.1   脂肪含量　根据 GB 5009.6-2016《食品安全

国家标准 食品中脂肪的测定》进行脂肪含量测定。

 1.2.6.2   蛋白质含量　发酵过程中的蛋白质含量参

考万丹娜[14] 的方法并稍作修改，采用考马斯亮蓝法

进行测定。精密称取定量的牛血清白蛋白，加水稀

释，制得 0.1、0.2、0.3、0.4、0.5、0.6 mg/mL的牛血清

白蛋白标准溶液，取上述溶液 0.1 mL，分别加入 5 mL

考马斯亮蓝染色液，以蒸馏水组作为对照，混匀后于

30 min内测定其在 595 nm处的吸光度，制得标准曲

线 y=0.415x+0.0085，R2=0.9947；样品的测定：将样品

溶液离心，取上清液适度稀释，按上述操作方法得到

样品中蛋白质含量。
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 1.2.6.3   可溶性膳食纤维 （ Soluble  Dietary  Fiber，

SDF）　参考全文彬等[15]的方法，基于 AOAC酶重量

法测定。准确量取200 mL样品，加入 0.25 mL α-淀
粉酶在 95 ℃ 下搅拌反应 35 min。取出冷却至 45 ℃
后加入 0.5 mL木瓜蛋白酶并继续搅拌 30 min，用
1 mol/L HCl溶液调节 pH至 4.2~4.6，边搅拌边加

入 0.5 mL淀粉葡萄糖苷酶并在 55 ℃ 下继续反应

30 min，以 6000 r/min离心 15 min，取其上清液，水洗

三次收集上清液，向上清液中加入 4倍体积的

95%乙醇沉淀 12 h，再次以上述离心条件离心后弃

去上清液得到 SDF。SDF含量计算见式（1）：

SDF含量(g/L) = (m1/v)×1000 式（1）

式中：m1为提取得到的 SDF质量（g）；v为样品

体积（mL）。

 1.2.7   总糖含量的测定　总糖含量采用苯酚-硫酸法

测定，参考黄馨阅等[16] 的方法稍作修改，将样品稀释

适宜的倍数，于 6000 r/min条件下离心 15 min，取上

清液 2.0 mL于试管中，分别加入 1.0 mL 6%的苯酚

及 5.0 mL浓硫酸，混合均匀后避光静置 20 min，于
490 nm处测定其吸光度，代入标准曲线 y=0.0073x+
0.0008，R2=0.9991计算样品总糖含量。

 1.2.8   总酚及总黄酮含量　总酚含量的测定参考

Dominguez-López等[17] 的方法，采用福林酚比色法

测定发酵过程中总酚含量的变化。

总黄酮的测定依据王迎等[18] 的方法，并稍作修

改。将样品在 6000 r/min下离心 15 min，然后取上

清液稀释至合适倍数，吸取上清液 5 mL于试管中，

加入 0.3 mL 5% NaNO2 溶液，摇匀静置 6 min，加入

5% Al（NO3）3 溶液 0.3  mL，摇匀静置 6 min，加入

4% NaOH溶液 5 mL，0.4 mL 30%的乙醇溶液，混匀

后静置 15 min，测定在 510 nm处的吸光度。以芦丁

为标准品绘制标准曲线，代入标准曲线 y=0.0008x-
0.0028，R2=0.9991计算总黄酮的含量。

 1.2.9   发酵前后抗氧化活性的测定

 1.2.9.1   DPPH自由基清除活力的测定　参考张婷阳

等[19] 的方法并稍作修改，使用无水乙醇配制浓度为

20 mmol/L的 DPPH溶液，发酵液离心后取上清液，

将其浓度稀释 2倍。取稀释后发酵液 1 mL与 2 mL
DPPH溶液混匀后室温条件避光反应 30 min，测定

517 nm下的吸光度，重复三次。DPPH自由基清除

率按式（2）计算：

DPPH自由基清除率(%) =
(
1− Ai−Aj

Ac

)
×100

式（2）
式中：Ai为样品液+DPPH溶液的吸光度；Aj为

样品液+无水乙醇的吸光度；Ac为无水乙醇+DPPH
溶液的吸光度。

 1.2.9.2   ABTS+自由基清除活力的测定　根据 Zhang
等[20] 的方法并稍作修改。将 7 mmol/L的 ABTS溶

液与 2.45 mmol/L的过硫酸钾溶液等体积混合均匀，

避光放置 12~16 h后备用。用甲醇稀释上述溶液

直至其在 734 nm处吸光度为 0.7±0.02。发酵液在

6000  r/min离心 15  min后取上清液，将浓度稀释

2倍。将稀释后发酵液 0.5 mL与 4 mL ABTS工作

液混合，于室温条件下避光反应 10  min，在 734
nm处测定其吸光度。ABTS+自由基清除率按式（3）
计算：

ABTS+自由基清除率(%) =
(
1− A1−A2

A0

)
×100

式（3）
式中：A1为样品液+ABTS溶液吸光度；A2为

样品液+甲醇吸光度；A0为甲醇+ABTS溶液吸

光度。

 1.2.10   发酵前后挥发性物质分析

 1.2.10.1   电子鼻分析　利用 PEN3型电子鼻对发酵

前后发酵液中的香气成分进行初步分析（表 3）。将发

酵前后的样品液各取 10 mL装入气体顶空样品密封

瓶，在室温下平衡富集 10 min后顶空取样。测试前将

电子鼻开机预热 30 min，设定参数为：采集时间 60 s，

数据采集延迟时间 300 s，每个样品平行测定 10次。
 
 

表 3    电子鼻传感器性能
Table 3    Performance of electronic nose sensors

序号 传感器 传感器响应特性

1 W1C 芳香成分

2 W5S 对氮氧化合物灵敏

3 W3C 对芳香族氨化合物灵敏，氨类

4 W6S 对氢气灵敏

5 W5C 烷烃芳香成分

6 W1S 对甲基类成分灵敏

7 W1W 对烯类和硫类化合物、有机化合物灵敏

8 W2S 对醇类成分灵敏

9 W2W 对有机硫化物和芳香成分灵敏

10 W3S 对甲基脂肪族化合物、烷烃类成分灵敏
 

 1.2.10.2   SPME-GC-MS分析　采用气相色谱-质谱

联用仪对样品发酵前后的风味物质进行检测[21]。顶

空条件：将发酵前后的样品液各取 5 mL装入气体顶

空样品密封瓶，各加入 1.5 g NaCl促进挥发性物质

散出，加盖密封后于室温保温平衡 20 min。色谱条

件：色谱柱为 DB-1（60 mm×0.25 mm×0.25 μm）；载

气为高纯度氦气，流速为 1.2 mL/min，采用不分流模

式；进样口温度为 250 ℃，初始温度为 40 ℃，以 2 ℃/
min速率升至 160 ℃，保温 3 min，以 8 ℃/min速率

升至 240 ℃，保温 8  min。质谱条件：离子源为

EI源，离子源温度为 230 ℃，四极杆温度为 150 ℃，

MS传输线温度为 280 ℃，采用全扫描模式采集信

号，电离方式为 EI，电子轰击电离能量为 70 eV，扫描

质量范围为 35~400 amu。

通过与 NIST数据库对比，保留 SI≥85的挥发
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性化合物并使用峰面积归一法按式（4）计算风味物质

的相对含量。

风味物质的相对含量(%) =
单一组分峰面积

所有组分总峰面积
×100

式（4）

 1.3　数据处理

每组实验重复三次，结果表示为平均值±标准

差。使用 SPSS 20对数据进行 ANOVA分析，并进

行多重比较，P<0.05为差异显著，具有统计学意义。

使用 Origin  2021进行图形绘制，使用 GraphPad
Prism 9.4进行曲线拟合。

 2　结果与分析

 2.1　酶解及发酵工艺优化

 2.1.1   酶解工艺单因素实验结果　在酶解工艺中，纤

维素酶添加量、酶解时间、酶解温度及 pH是主要的

影响因素，以酶解后样品的还原糖含量为指标，根据

单因素实验分析选用三个较优水平设计正交试验，根

据图 1A可知，在相同条件下，还原糖含量随纤维素

酶添加比例的增加而增大，其中纤维素酶添加量为

5%时为最优，所得样品还原糖含量为 4.87 g/L，当纤

维素酶达到 4%以后趋于平稳，可能是由于纤维素酶

添加饱和，因此纤维素酶添加量设置为 4%、4.5%、

5%；由图 1B可知，在相同条件下，酶解后样品中还

原糖含量随酶解时间的增加而增加，其中酶解时

间为 3 h时最优，所得样品还原糖含量为 4.99 g/L，
当酶解时间达到 2 h时，溶液中的纤维素基本上被分

解完全，基于此选用酶解时间为 2、2.5、3 h进行后续

优化；根据图 1C可知，在相同条件下，随酶解温度的

升高样品中还原糖含量先升高再降低，可能是由于酶

解温度过高影响酶活力，当酶解温度为 55 ℃ 时最

优，所得样品还原糖含量为 5.04 g/L，因此选用酶解

温度为 50、55、60 ℃ 三个较优水平；由图 1D得，控

制其他条件不变，样品中还原糖含量随 pH先升高再

降低，当 pH为 5.0时最优，所得样品还原糖含量为

4.79 g/L，由结果可知，纤维素酶的最适 pH在 4.5~5.5
之间，因此选用 pH4.5、5.0、5.5为三个较优水平。

 2.1.2   酶解工艺正交试验结果　根据以上单因素实

验结果设计 L9（3
4）正交试验，实验样品测定结果见

表 4。根据实验结果可知，以上四因素对于酶解工艺

的影响力排序为：酶解时间>酶解温度>纤维素酶添加

比例>pH，最佳酶解工艺为：纤维素酶添加量 4%，酶

解时间 3 h，酶解温度 55 ℃，pH为 5.5。通过验证

实验，在此工艺条件下所得样品的还原糖含量为

5.17 g/L。

 2.1.3   发酵工艺单因素实验结果　根据图 2A可知，

在相同条件下，随发酵温度的升高样品中活菌数先升

高再降低，当发酵温度为 37 ℃ 时最优，所得样品活

菌数为 1.06×109 CFU/mL，因此选用发酵温度 35、
37、39 ℃ 为三个较优水平；根据图 2B可知，在相同

条件下，发酵后样品中活菌数随发酵时间的增加而增

加，其中发酵时间为 36 h时最优，所得样品活菌数

为 1.03×109 CFU/mL，选用发酵时间为 24、30、36 h

三个较优水平；根据图 2C可知，控制其他条件不变，

固液比从 1:6到 1:14不等，结果显示活菌数随固液

比的增加而下降，其中固液比为 1:6时为最优，所得

样品活菌数为 1.04×109 CFU/mL，固液比选用 1:6、

1:8、1:10三个较优水平；由图 2D得，控制其他条件

不变，样品中活菌数随菌种添加比例的升高而升高，

 

5.0A

B

C

D

4.8

4.6

c c

b

a a a

4.4

4.2

4.0

2.5 3.0 3.5 4.0 4.5 5.0
纤维素酶添加比例 (m/m, %)

4.9

4.8

4.7

4.6
3.5 4.0 4.5 5.0

pH
5.5 6.0

c

b
aa ab b

还
原

糖
含

量
 (g

/L
)

5.1

e

d
c

ab
a

b5.0

4.9

4.8

4.7

4.6

35 40 45 50 55 60
酶解温度 (℃)

还
原

糖
含

量
 (g

/L
)

0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0
酶解时间 (h)

5.1

4.8

4.5

4.2
e

d

c

b
ab a

3.9

3.6

还
原

糖
含

量
 (g

/L
)

还
原

糖
含

量
 (g

/L
)

图 1    酶解工艺单因素实验结果

Fig.1    Results of single factor experiments of enzymatic
hydrolysis process

注：不同小写字母表示差异显著，P<0.05；图 2~图 6同。
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当添加量为 14%时最优，所得样品活菌数为 9.8×

108 CFU/mL，选用菌种添加比例量为 10%、12%、

14%三个较优水平。

 2.1.4   发酵工艺正交试验结果　根据以上单因素实

验结果设计 L9（3
4）正交试验，实验样品测定结果见

表 5。根据实验结果，以上四因素对发酵工艺影响力

排序为：发酵时间>发酵温度>固液比>菌种添加比例，

最佳发酵工艺为：发酵温度 37 ℃、发酵时间 36 h、

固液比为 1:6、菌种添加比例为 10（v/v，%）。通过验

证实验，以最优方案发酵所得样品中活菌数为 1.10×

109 CFU/mL。
 
 

表 5    发酵工艺正交试验结果
Table 5    Results of orthogonal experiments of fermentation

process

实验号
A：发酵
温度（℃）

B：发酵
时间（h）

C：固液比
（m/V）

D：菌种添加
比例（v/v，%）

活菌数
（×107 CFU/mL）

1 1（35） 1（24） 1（1:6） 1（10） 88.25±2.68

2 1 2（30） 2（1:8） 2（12） 92.25±4.26

3 1 3（36） 3（1:10） 3（14） 92.75±6.14

4 2（37） 1 2 3 96.25±5.67
5 2 2 3 1 100.33±9.10
6 2 3 1 2 108.75±2.49

7 3（39） 1 3 2 81.75±5.31
8 3 2 1 3 104.67±3.68
9 3 3 2 1 105.50±5.12
K1 273.25 266.25 301.67 294.08
K2 305.33 297.25 294.00 282.75
K3 291.92 307.00 274.83 293.67
k1 91.08 88.75 100.56 98.03
k2 101.78 99.08 98.00 94.25
k3 97.31 102.33 91.61 97.89
R 10.70 13.58 8.95 3.78

 

 2.2　发酵过程中活菌数及 pH的变化

以正交试验中的最优发酵工艺进行发酵处理，

即发酵温度 37 ℃、固液比为 1:6、菌种添加比例为

10（v/v，%）。由图 3可知，随着发酵时间的增长，

pH呈现显著下降趋势（P<0.05），从初始的约 5.90下

降至 3.74，这一变化表明发酵过程中酸性物质的积

累，主要是由于乳酸菌代谢产生乳酸所致[22]。乳酸菌

在发酵过程中，会利用葡萄糖等碳水化合物作为发酵

底物，产生乳酸、乙酸、丙酸以及其他如乳酸酸酐和

乳酸内酯等酸性代谢物[23]，造成发酵液的 pH不断降

低。与此同时，活菌数在发酵初期 0~6 h相对较低，

属于适应期，随后随着时间的推移，活菌数显著上升

 

表 4    酶解工艺正交试验结果

Table 4    Results of orthogonal experiments of enzymatic
hydrolysis process

实验号
A：纤维素酶添加
比例（m/m，%）

B：酶解时间
（h）

C：酶解温度
（℃）

D：pH
还原糖含量

（g/L）

1 1（4） 1（2） 1（50） 1（4.5） 4.72±0.01

2 1 2（2.5） 2（55） 2（5.0） 5.07±0.03

3 1 3（3） 3（60） 3（5.5） 5.11±0.07

4 2（4.5） 1 2 3 4.92±0.03
5 2 2 3 1 4.92±0.05
6 2 3 1 2 4.99±0.02

7 3（5） 1 3 2 4.72±0.03
8 3 2 1 3 4.89±0.01
9 3 3 2 1 5.15±0.03
K1 14.90 14.36 14.60 14.87
K2 14.83 14.87 15.15 14.78
K3 14.76 15.26 14.74 14.92
k1 4.97 4.79 4.87 4.96
k2 4.94 4.96 5.05 4.93
k3 4.92 5.09 4.91 4.97
R 0.05 0.30 0.18 0.04
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图 2    发酵工艺单因素实验结果

Fig.2    Results of single factor experiments on
fermentation process
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（P<0.05），尤其在 12~18 h期间，达到高峰，乳酸菌完

全适应了新环境，数量指数级增长，充分利用了发酵

液中的营养，产生乳酸等代谢产物 [24]。最后的

30~36 h由于营养物质基本耗尽和大量积累的乳酸

会抑制其生长，所以乳酸菌繁殖速度减慢，曲线逐渐

趋于平缓。这一现象也推断出了乳酸菌在发酵过程

中的生长周期，与发酵过程中 pH的变化相对应[25]。

 2.3　发酵过程中的主要基础成分分析

发酵过程中的主要基础成分分析见表 6。随着

发酵时间的增加，脂肪含量及蛋白质含量均显著降低

（P<0.05），而可溶性膳食纤维含量增加。在发酵过程

中，脂肪含量缓慢下降并趋于平缓，由初始 1.22±

0.02 g/100 g降至发酵后 1.03±0.01 g/100 g，其小幅

度下降可能是发酵过程中乳酸菌对脂质的降解或转

化，乳酸菌通过异源代谢途径利用脂肪作为底物产生

乳酸造成的[26]。蛋白质含量在前 30 h下降迅速，最

后的 30~36 h趋于平缓，蛋白质含量由 7.69 g/L（0 h）

下降至 4.24 g/L，这是由于在发酵过程中，乳酸菌可

能利用蛋白质作为氮源进行生长和代谢，导致蛋白质

含量降低。此外，部分乳酸菌具有蛋白酶的活性，蛋

白质可能在酶作用下发生水解，生成多肽或氨基酸，

导致含量下降[27]。SDF含量的上升可能是乳酸菌发

酵转化不溶性膳食纤维造成的，促使发酵液中的可溶

性膳食纤维含量不断升高。

 2.4　发酵过程中油莎豆粕活性成分的变化

 2.4.1   总糖及还原糖含量　在发酵过程中，总糖含量

的变化趋势如图 4（A）所示，整体呈现持续下降的趋

势。在 0~36 h中，总糖含量由发酵开始时的 48.49 g/
L显著下降至 30.71 g/L，变化具有统计学意义（P<
0.05）。在 24~36 h期间，总糖含量则小幅下降。此

现象的发生主要归因于乳酸菌的大量增殖，它们利用

发酵液中的糖作为底物以满足自身的生长及代谢需

求。同时，在此过程中，会生成乳酸、醋酸及乙醇等

代谢产物，导致糖分的消耗，从而使其含量降低[28]。

此外，乳酸的积累会引致发酵液 pH降低，较低的

pH环境亦可能促使糖类的部分分解。
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图 4    发酵过程中总糖含量（A）、还原糖含量（B）的变化
Fig.4    Changes of total sugar content (A) and reducing sugar

content (B) during the fermentation process
 

发酵液中还原糖含量的变化趋势如图 4（B）所
示。在 0~6 h内，还原糖含量从 8.26 g/L微幅下降

至 8.01 g/L（P<0.05）。然而，在 6~30 h期间，还原糖

含量显著上升，并在 30 h达到最大值 12.71 g/L，随后

又下降至 11.49 g/L。发酵初期，乳酸菌处于适应与

生长阶段，其对还原糖的消耗速率较快，导致还原糖

含量减少。在 6~30 h期间，乳酸菌对发酵液中淀粉

和膳食纤维等多糖类物质的分解促进了大量还原糖

的生成，从而使还原糖含量逐渐上升，最终由于产生
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图 3    发酵过程中 pH（A）、活菌数（B）的变化

Fig.3    Changes of pH (A) and viable cell counts (B) during the
fermentation process

 

表 6    发酵过程中的理化性质变化

Table 6    Changes of physicochemical properties during the
fermentation process

发酵时间（h） 脂肪（g/100 g） 蛋白质（g/L） 可溶性膳食纤维（g/L）

0 1.22±0.02a 7.69±0.07a 0.30±0.006f

6 1.18±0.02a 7.32±0.02b 0.33±0.007e

12 1.17±0.02ab 6.87±0.04c 0.35±0.013e

18 1.11±0.04bc 6.18±0.08d 0.43±0.009d

24 1.05±0.02cd 5.11±0.03e 0.47±0.013c

30 1.04±0.02d 4.39±0.12f 0.50±0.006b

36 1.03±0.01d 4.24±0.11f 0.53±0.013a

注：同列不同小写字母表示差异显著，P<0.05。
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的还原糖被乳酸菌大量利用，导致其含量再次下降。

 2.4.2   总酚及总黄酮含量　多酚、黄酮类物质作为

食物中重要的活性物质，其具有抗炎、抗氧化、预防

心血管疾病等功能，酚类物质也显著影响食物的色

泽风味组成[29]。如图 5所示，发酵过程中总酚及总

黄酮含量变化呈现显著升高的趋势（P<0.05），在发酵

开始时，总酚含量为 191.34 mg/L，而发酵结束时则

上升至 266.14 mg/L；总黄酮的含量变化与总酚含量

变化相似，从 162.5 mg/L增加至 188.75 mg/L。这可

能是由于在乳酸菌发酵过程中，结合在油莎豆粕中的

酚类和黄酮类物质得以释放并游离，从而导致发酵液

中总酚及总黄酮含量的提升[30]。在此过程中，部分酶

被激活，从而使豆粕中的酚类和黄酮类物质被降解或

转化为更易溶解的形式。此外，发酵过程中产生的乳

酸等有机酸能够降低发酵液的 pH，使部分酚类和黄

酮类物质更易溶解且不易降解，从而使其总含量有所

增加[31]。
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图 5    发酵过程中总酚含量（A）、总黄酮含量（B）的变化
Fig.5    Changes of total phenols content (A) and total flavonoids

content (B) during the fermentation process
 

 2.5　油莎豆粕发酵前后的抗氧化活性

本研究通过 DPPH和 ABTS+自由基清除活性

实验，探讨油莎豆粕发酵液在发酵前后抗氧化能力的

变化。结果如图 6所示，发酵前后的样品在所测定浓

度下均展现出较强的 DPPH和 ABTS+自由基清除能

力。与发酵前相比，发酵后的发酵液对 DPPH自由

基、ABTS+自由基清除率分别提高了 5.71%、5.30%。

上述结果表明，发酵显著提升了样品的抗氧化能力，

其中，抗氧化活性主要来自于多酚和黄酮类化合物，

与前面研究中发酵使得溶液中的多酚、黄酮类化合

物含量升高趋势一致，因此这是导致发酵后相较于发

酵前抗氧化活性增强的一个重要原因[32]。此外，在发

酵过程中乳酸菌会产生一些具有抗氧化活性的酶，如

超氧化物歧化酶、过氧化氢酶等，减少氧化损伤[33]。
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Fig.6    Antioxidant activity before and after fermentation

 

 2.6　风味物质分析

 2.6.1   电子鼻分析　电子鼻分析雷达图如图 7所示，

发酵后 W5S、W1S、W1W和 W2S传感器的响应值

明显高于其他 6种传感器，这表明发酵后油莎豆粕

的挥发性成分中氮氧化物、甲基类化合物、硫化物以

及醇类物质的相对含量高于其他成分。其中氮氧化

物和硫化物含量升高最明显，这可能与发酵过程中蛋

白质、氨基酸等的分解有关。此外，W1S和 W2S的

响应值也明显上升，这说明乳酸菌发酵过程中还产生

了少量的醇类物质和甲基类化合物，使得发酵液的风

味更为丰富[34]。
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电子鼻检测结果的 PCA分析结果如图 7所示，

PC1和 PC2分别占 78.6%和 12.4%，前两个主成分

的方差之和达到了 91%，这表明其可以解释数据集

的总方差。从图 7中可以发现，两个样本的分组十

分明显，不存在交集，这说明发酵前后油莎豆粕的挥

发性物质存在明显差异，这可能是乳酸发酵过程中产

生的大量风味物质造成的。

 2.6.2   SPME-GC-MS分析　使用 SPME-GC-MS分

析油莎豆粕发酵前后的挥发性物质，GC-MS检测结

果经过标准谱 NIST检索后，保留 SI>85的结果。检

测出的挥发性化合物及相对含量见表 7。由结果可

以看出，发酵前后的风味物质成分差异较大，主要的

风味物质也发生了一定的改变。发酵前的油莎豆粕

中共检测出 39种挥发性物质，其中包括酮类 2种、
 

表 7    油莎豆粕发酵前后挥发性成分含量

Table 7    Content of volatile substances before and after fermentation of Cyperus esculentus L. meal

类别 化合物
相对含量（%）

发酵前 发酵后

酮类

2,3-丁二酮 − 1.74±0.19
2-庚酮 − 1.93±0.36
2-壬酮 − 1.05±0.28

3-甲基-2-丁酮 0.23±0.01 −
3-羟基-2-丁酮 0.88±0.23 −

醇类

乙醇 0.82±0.05 1.24±0.16
2-甲基-1,5-庚二烯-4-醇 − 0.28±0.04

2,3-丁二醇 0.21±0.03 0.35±0.07
正己醇 0.37±0.04 0.32±0.03
1-庚醇 − 0.34±0.11

1-辛烯-3-醇 0.35±0.02 0.49±0.09
2-乙基己醇 − 0.35±0.07
1-辛醇 0.70±0.04 0.96±0.06
2-壬醇 − 0.30±0.01
1-壬醇 2.56±0.37 3.60±1.02
异戊醇 1.22±0.03 −

酯类

碳酸甲乙酯 − 3.78±0.58
乙酸异戊酯 − 1.12±0.17

5-乙酰基-2-甲氧基苯甲酸甲酯 4.22±0.18 3.81±0.25
山嵛酸甲酯 0.41±0.02 0.25±0.01
乙酸苯乙酯 − 0.28±0.01
辛基癸酸酯 − 0.55±0.07

硅烷二醇二甲酯 6.54±0.21 −
15-羟基-7-氧代脱氢枞酸甲酯 0.72±0.03 −

琥珀酸-十五烷基4-叔丁基苯基酯 6.09±0.73 −
（3-壬酰氧基-2-辛酰氧基丙基）壬酸酯 0.43±0.04 −

酸类

乙酸 3.24±0.80 15.78±1.24
L-乳酸 − 1.81±0.22
己酸 − 1.00±0.09

苯甲酸 1.45±0.16 3.89±0.38
辛酸 0.41±0.01 −

烷烃类

正己烷 0.52±0.06 1.68±0.13
2,4-二甲基己烷 0.56±0.01 0.87±0.05

1,5-二乙酰氧基戊烷 − 0.56±0.01
4,6-二甲基十二烷 3.04±0.35 2.22±0.49

月桂烷 0.62±0.13 0.39±0.10
1-碘二十烷 − 0.33±0.08
1-溴二十四烷 0.47±0.14 4.47±0.71

5-甲基-5-丙基-壬烷 − 1.12±0.15
2,6,10-三甲基十三烷 2.97±0.19 0.86±0.06
3,3,8-三甲基癸烷 0.38±0.05 −

1-碘十四烷 0.44±0.08 −
正二十一烷 0.40±0.04 −

十四烷 0.28±0.05 −
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醇类 7种、酯类 6种、酸类 3种、烷烃类 10种、杂

环芳香类 2种、醛类 6种以及其他化合物 3种，其中

相对含量最高的是杂环芳香类（43.25%），其次是酯

类（18.41%）、烷烃类（9.68%）、醛类（8.83%）、醇类

（6.23%）和酸类（5.10%）。其中含量最高的化合物是

甲氧基苯肟，甲氧基苯肟在微滤巴氏杀菌奶中也是最

主要的挥发性有机化合物，其可能是在高热处理或者

均质的过程中，酮或醛与含氮还原剂在弱酸性介质中

反应形成的[35]，其含量高的主要原因可能是发酵前所

进行了巴氏灭菌以及均质等操作工艺。

在发酵后的油莎豆粕中共检测出 42种挥发性

风味物质，其中酮类 3种、醇类 10种、酯类 6种、酸

类 4种、烷烃类 9种、杂环芳香类 5种、醛类 2种以

及其他化合物 3种。其中含量最高的是 4-乙基-2-甲
氧基苯酚，其后分别是乙酸以及甲氧基苯肟。4-乙
基-2-甲氧基苯酚作为发酵后新产生的风味物质，其

具有特殊的香味，常作为食品添加剂或者香料，产生

途径可能与乳酸杆菌的发酵过程有关[36]，乳酸菌发酵

过程中明显提升了乙酸、己酸及苯甲酸等酸类物质

的含量。而甲氧基苯肟含量的大幅度降低，说明其在

发酵过程中不稳定，部分分解成了其他的物质。

 3　结论
本研究首先对油莎豆粕的酶解、发酵工艺进行

了优化，确定出最佳酶解条件为：酶解时间 3.0 h、酶

解温度 55 ℃、纤维素酶添加比例 4%、酶解 pH5.5，
酶水解可以产生更多的还原糖，有利于后续的发酵过

程。利用乳酸菌发酵明显改善了油莎豆粕的理化性

质，提高了其活性物质含量，如还原糖、多酚等；相较

于发酵前，发酵后其抗氧化活性显著增强；电子鼻和

SPME-GC-MS分析发现，发酵后与发酵前相比，风

味物质成分差异较大，发酵后氮氧化物、硫化物和甲

基类化合物含量显明显增加，并且发酵降低了由于巴

氏灭菌增加的甲氧基苯肟的含量，增加了由乳酸菌发

酵产生的乙酸、己酸及苯甲酸等酸类物质及具有特

殊香气的 4-乙基-2-甲氧基苯酚含量。综上所述，酶

解联合混合乳酸菌发酵处理不仅改变了油莎豆粕的

化学成分，还在显著提升其营养价值、抗氧化活性的

同时，改善了其风味特性，最终调配后所得的油莎豆

粕发酵饮料感官性质良好，具备商品化潜力。本研究

为研制植物基副产物发酵饮料提供了理论指导，有助

于促进进一步开发油莎豆副产物产品，并研究其深入

功能潜力。
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续表 7

类别 化合物
相对含量（%）

发酵前 发酵后

杂环芳香类

甲氧基苯肟 42.66±1.07 8.27±0.93
4-乙基-2-甲氧基苯酚 − 18.44±1.10

对二甲苯 0.31±0.04 −
2,4-二叔丁基酚 − 0.46±0.02

甲氧甲酚 − 1.86±0.13
右旋柠檬烯 − 0.33±0.06

醛类

3-甲氧基丙醛 − 1.34±0.11
2,5-二羟基苯甲醛 6.21±1.09 5.33±0.62

乙醛 0.20±0.01 −
异戊醛 0.58±0.10 −

2-甲基丁醛 0.25±0.05 −
2-（3,5-二甲基苯基）乙醛 0.28±0.04 −

壬醛 1.31±0.19 −

其他

戊基四十三戊基醚 − 0.52±0.05
去甲西泮 1.03±0.28 2.04±0.17

1,3-丙二醇,二十烷基乙醚 0.63±0.06 −
N1,N1,N4三（叔丁基二甲基甲硅烷基）琥珀酰胺 3.19±0.00 2.07±0.16

注：“−”代表未检出或匹配度<85。
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