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摘  要：采用干酪乳杆菌、发酵乳杆菌、酿酒酵母对大豆黄浆水进行发酵，以乳酸菌和酵母菌活菌数

为指标，研究糖蜜添加量、初始 pH、接种量、接种比例、培养转速、发酵温度、发酵时间对发酵液中

活菌数的影响。在单因素实验的基础上，采用响应面法优化大豆黄浆水发酵的工艺参数。结果表明最佳

工艺参数为：接种量 6%、接种菌种比例 1∶1∶1、培养转速 120 r/min、培养时间 48 h、糖蜜添加量 5%、

初始 pH 6.80，培养温度 31 ℃，在此条件下大豆黄浆水发酵液中乳酸菌活菌数为 3.18×109 CFU/mL，

酵母菌菌数为 4.1×108 CFU/mL。 
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Process Optimization of Soybean Yellow Syrup Fermentation by Mixed Strains 
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(Jinzhou Medical University, Jinzhou, Liaoning 121000, China) 

Abstract: Using Lactobacillus casei, Lactobacillus fermentum, and Saccharomyces cerevisiae to ferment 

soybean syrup water, the viable lactic acid bacteria and yeast were used as indicators to study the effect of 

molasses addition, initial pH, inoculation amount, inoculation ratio, culture speed, fermentation temperature 

and time on the number of viable bacteria in fermentation broth. On the basis of single factor experiment, the 

response surface method was used to optimize the technological parameters of soybean yellow slurry 

fermentation. The results showed that the best process parameters were: inoculation amount 6%, inoculation 

ratio 1∶1∶1, culture speed 120 r/min, culture time 2 days, molasses addition 5.12%, initial pH 6.80, culture 

temperature 30.97 ℃, under which thenumber of viable lactic acid bacteria in the fermentation broth of 

soybean yellow jelly was 3.18×109 CFU/mL, and the number of yeast was 4.1×108 CFU/mL. 
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我国是大豆的发源地，从古至今，豆制品的

种类多种多样，而豆腐是最受欢迎的一种豆制品。

在豆腐挤压成型过程中所产生的、组织状态为棕

黄色胶体混合物的废水，即为大豆黄浆水。随着

我国豆腐产业的快速发展，大豆黄浆水产量也逐

渐增加。研究表明，大豆中的生理活性物质会在

豆腐生产过程中随着黄浆水而流失，大豆黄浆水

中蛋白质、碳水化合物、脂类、色素以及盐类物

质含量丰富[1-4]，但其化学需氧量和生物需氧量均

较高，直接排放到环境中不仅浪费资源，而且会

造成环境的污染[5]。大豆黄浆水中含有大量的微

生物生长所需的营养基质[6]，黄莉等[7]利用木醋杆

菌对黄浆水进行发酵，生产细菌纤维素。刘平[8]

利用大豆黄浆水发酵生产维生素 B12。伊静等[9]

以黄浆水和山楂为主要原料，经调配和乳酸菌发

酵技术制备功能性饮品。因而将黄浆水作为微生

物发酵基质，以甘蔗糖蜜作为碳源，既降低发酵

成本，又有效解决大豆黄浆水污染问题，实现资

源的再利用。 

本实验利用乳酸菌和酵母菌对黄浆水进行发

酵，以甘蔗糖蜜为碳源，考察糖蜜添加量和初始

pH 以及不同培养条件对发酵后大豆黄浆水中乳

酸菌及酵母菌活菌数的影响，并为后续开发动物

微生态制剂打下基础，为制备动物微生态制剂提

供廉价的原料以及生产工艺，为大豆黄浆水的综

合利用提供新的途径和理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

大豆黄浆水：锦州市气象台豆腐厂生产；干

酪乳杆菌、发酵乳杆菌、酿酒酵母：由实验室保

存；乳酸细菌培养基（MRS 培养基）、孟加拉红

培养基：天津市科密欧化学试剂；其他试剂均为

国产分析纯。 

1.2  仪器与设备 

DHP-9082 型恒温培养箱：金坛市鑫鑫实验

仪器厂；SW-CJ-1C 超净工作台：苏州净化；M4- 

AL204 电子分析天平：兰州中西仪器；YXQ-LS

型立式压力蒸汽灭菌器：上海博讯实业有限公司；

DHG-9245A 型高低温恒温振荡培养箱：上海一恒

科技有限公司。 

1.3  方法 

1.3.1  菌种种子液制备 

黄浆水中加入 5%的糖蜜微热混合均匀，121 ℃

灭菌 15 min，冷却至室温后，从斜面接一环乳酸

菌到黄浆水培养基，37 ℃培养 24 h；将酵母菌接

入上述黄浆水培养基中，28 ℃培养 72 h，进行活

化培养。 

1.3.2  发酵液的制备方法 

在添加 5%糖蜜、初始 pH 菌种为 6.0 的黄浆

水培养基中，按接种量为 5%，接种菌种比例为

V（发酵乳杆菌）：V（干酪乳杆菌）∶V（酿酒

酵母）= 1∶1∶1，转速为 120 r/min[10]，37 ℃振

摇培养  72 h。 

1.3.3  单因素实验 

1.3.3.1  糖蜜添加量对活菌数的影响  在黄浆水

培养基中调整添加 1%、3%、5%、7%、9%糖蜜，

培养条件同 1.3.2，考察糖蜜添加量对活菌数的

影响。 

1.3.3.2  初始 pH 对活菌数的影响  依据 1.3.3.1

的研究结果，确定糖蜜的最佳添加量后，调整初

始 pH 为 5.2、5.6、6.0、6.4、6.8，其它培养条件

同 1.3.2，考察初始 pH 对活菌数的影响。 

1.3.3.3  接种量对活菌数的影响  依据 1.3.3.2 的

研究结果，调整接种量为 1%、3%、5%、7%、9%，

其它培养条件同 1.3.2，考察接种量对活菌数的

影响。 

1.3.3.4  接种比例对活菌数的影响  依据 1.3.3.3

的研究结果，调整接种比例为 1∶1∶2、1∶2∶1、

1∶1∶1、2∶1∶1、2∶2∶1，转速为 120 r/min，

37 ℃振摇培养 72 h，考察接种比例对活菌数的

影响。 

1.3.3.5  转速对活菌数的影响  依据 1.3.3.4 的研

究结果，调整转速为 80、100、120、140、160 r/min，

37 ℃振摇培养 72 h，考察培养转速对活菌数的

影响。 

1.3.3.6  培养温度对活菌数的影响  依据 1.3.3.5

的研究结果，调整培养温度为 31、33、35、37、

39 ℃，振摇培养 72 h，考察培养温度对活菌数的

影响。 

1.3.3.7  培养时间对活菌数的影响  依据 1.3.3.6

的研究结果，调整培养时间为 24、48、72、96、
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120 h，考察培养时间对活菌数的影响。 

1.3.4  乳酸菌总数的测定 

采用 GB4789.35—2016《食品安全国家标准 

食品微生物学检验乳酸菌检验的方法》测定乳酸

菌总数。 

1.3.5  酵母菌总数的测定 

采用 GB4789.15—2016《食品安全国家标准 

食品微生物学检验霉菌酵母计数检验的方法》测

定酵母菌总数。 

1.3.6  响应面实验 

在单因素实验的基础上，以乳酸菌活菌数

（Y）为指标，以糖蜜添加量（A）、发酵温度（B）、

初始 pH（C）为自变量，根据 Box-Behnken 实验

设计原理，采用软件 Design-Expert V8.0.6.1 设计

三因素三水平的响应面分析实验，实验因素与水

平设计表 1 所示。 

 
表 1  响应面优化实验因素与水平 

Table 1  Factors and levels of response surface  
optimization test 

水平 
因素 

–1 0 1 

A 糖蜜添加量/% 4.0 5.0 6.0 

B 初始 pH 6.6 6.8 7.0 

C 发酵温度/℃ 30 31 32 

 

1.3.7  数据处理 

实验数据用 Microsoft Excel 2010 进行初步整

理，每组实验重复 3 次，实验结果以平均值±标准

偏差的形式表示；采用 SPSS 22.0 软件对单因素

数据进行方差分析，并采用LSD法进行多重比较，

P>0.05 为差异不显著，P<0.05 为差异显著。 

2  结果与分析 

2.1  单因素实验 

2.1.1  糖蜜添加量对活菌数影响 

甘蔗糖蜜呈深棕色、黏稠状和半流动的液态，

含多种活性物质，可作为微生物的碳源或基料[11]。

由图 1 可知酵母菌菌数随着糖蜜添加量的增加呈

先降低后升高的趋势，在糖蜜添加量为 3%时，菌

数达到最低值。随着糖蜜添加量的增加乳酸菌菌

数先升高后降低，在糖蜜添加量为 5%时菌数最

高，达到 1.72×109 CFU/mL，显著高于其他糖蜜

添加量（P<0.05），所以综合考虑本实验以糖蜜添

加量 5%为宜。 

 

 
 

图 1  糖蜜添加量对活菌数的影响 

Fig.1  The effect of molasses addition on the  
number of viable bacteria 

 

2.1.2  初始 pH 对活菌数影响 

由图 2 可知，酵母菌菌数在初始 pH 为 5.6 时

最高为 3.61×107 CFU/mL，初始 pH 为 6.4 时菌数

次之。随着初始 pH 的逐渐升高，乳酸菌菌数先

降低后升高，在初始 pH 为 6.8 时最高，活菌数为

2.03×109 CFU/mL，显著高于其他 pH（P<0.05）,

该因素影响到细菌的分裂程度，可能与细胞分裂

诱导机制有关[12]，综合分析确定本实验初始 pH

为 6.8。 

 

 
 

图 2  初始 pH 对活菌数的影响 

Fig.2  The effect of initial pH on the number of viable bacteria 
 

2.1.3  接种量对活菌数的影响 

由图 3 可知，在接种量为 6%时，乳酸菌菌数

最高为 2.16×109 CFU/mL，显著高于其他接种量

（P<0.05），接种量为 7%时菌数下降。这可能因

为随着接种量增多，乳酸菌因群体感应可以更快

的适应环境，并快速生长，但当接种量超过一定

限度，乳酸菌间会因为竞争营养和生存空间导致

乳酸菌的活菌数反而下降[13]。酵母菌菌数在接种
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量为 7%时最高为 5.5×107 CFU/mL，但是接种量

为 6%与 7%差异不显著（P>0.05），因此确定最佳

接种量为 6%。  

 

 
 

图 3  接种量对活菌数的影响 

Fig.3  The influence of inoculation amount on  
the number of viable bacteria 

 

2.1.4  接种比例对活菌数的影响 

由图 4 可知，当接种比例为 1∶1∶1 时，乳

酸菌和酵母菌的活菌数都达到最高，乳酸菌菌数

2.34×109 CFU/mL，酵母菌菌数为 5.7×107 CFU/mL，

二者菌数均显著高于其他接种比例（P<0.05）。这

可能是因为在接种比例为 1∶1∶1 时，共生促进

生长作用大于起始菌数的影响[14]，所以确定此接

种比例对于混合发酵较为合适。 

 

 
 

图 4  接种比例对活菌数的影响 

Fig.4  The effect of inoculation ratio on the  
number of viable bacteria 

 

2.1.5  培养转速对活菌数的影响 

由图 5 可知，随着转速的增大，乳酸菌和酵

母菌活菌数均呈先增高后降低的趋势。当转速为

120 r/min 时，乳酸菌活菌数为 2.35×109 CFU/mL，

显著高于其他培养转速（P<0.05），酵母菌活菌数

为 6.1×107 CFU/mL。这可能因为转速适当时，将

新增的菌体均匀的分散，与培养基充分接触，更

加有利于菌体的生长。然而当转速超过一定限度

时，菌体数量反而降低，这可能是因为当转速过

高时，剪切力过大，使菌体受到损伤，影响其正

常生长[15]，所以确定培养转速为 120 r/min。 

 

 
 

图 5  培养转速对活菌数的影响 

Fig.5  The influence of culture speed on the  
number of viable bacteria 

 

2.1.6  培养温度对活菌数的影响 

由图 6 可知，当培养温度为 31 ℃，乳酸菌

和酵母菌活菌数均显著高于其他温度（P<0.05），

酵母菌菌数为 3.5×108 CFU/mL，随着温度升高，

超过适合酵母菌生存的温度，活菌数逐渐下降，

当温度为 39 ℃时，没有酵母菌存活。而乳酸菌

在 31 ℃时菌数最高达到 3.0×109 CFU/mL，这可

能因为乳酸菌为厌氧菌、酵母菌为兼性好氧菌，

二者都具有耐酸性，且酵母菌主要在早期生长并

产生大量的菌体及代谢产物，而乳酸菌在该温度

可以存活，并且能够利用酵母菌的代谢产物进行

生长[16]，因此最佳培养温度为 31 ℃。 

 

 
 

图 6  培养温度对活菌数的影响 

Fig.6  The influence of culture temperature on the  
number of viable bacteria 

 

2.1.7  培养时间对活菌数的影响 

从图 7 可知，酵母菌在培养时间为 72 h 时活
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菌数最高，这是因为酵母的生长周期长于乳酸菌，

乳酸菌在培养时间为 48 h 时，活菌数最高为

3.18×109 CFU/mL，显著高于其他培养时间（P< 

0.05），培养 72 h 菌数显著下降，乳酸菌单独培养

到 24 h 大致进入衰亡期，但乳酸菌 48 h 时菌数

最高，可能是由于添加了酵母菌混合发酵，乳酸

菌的衰亡期推后[17]，综合考虑培养时间以 48 h

为宜。 

 

 
 

图 7  培养时间对活菌数的影响 

Fig.7  The influence of culture time on the  
number of viable bacteria 

 

2.2  响应面法优化培养条件 

2.2.1  响应面优化实验结果与分析 

依据单因素实验结果，固定接种量为 6%、接

种比例为 1∶1∶1、转速为 120 r/min、培养时间

为 48 h，选择糖蜜添加量（A）、初始 pH（B）、

培养温度（C）3 个因素为自变量，因乳酸菌对多

种肠道疾病有潜在的抑制作用，是制备微生态制

剂的主要菌种，所以将大豆黄浆水发酵液中乳酸

菌的活菌数（Y）作为响应值，根据 BoxBehnken

设计原理进行响应面实验，实验共 17 个实验点，

其中 14 个为析因点，5 个为中心点，实验设计方

案和结果如表 2 所示。 

2.2.2  模型的建立与显著性分析 

利用 Design-Expert V8.0.6.1 软件对表 2 中的

数据进行二次多元回归拟合分析，得到综合评分

Y 对响应面因素的二次多项回归方程： 

Y=+3.18+0.16A+8.750E–003B–0.046C+5.000E–

003AB+0.040AC–0.062BC–0.66A2–0.68B2–0.73C2。

在该二次多元回归方程中，各项系数的绝对值大

小反映了其所对应因子对乳酸菌活菌数的影响程

度[18]，对该回归方程进行分析可知，3 个因子对 

表 2  响应面分析实验设计及结果 

Table 2  Test design and results of response surface analysis 

编号 A B C 乳酸菌活菌数/ 
(109 CFU/mL) 

1 1 0 –1 1.94 

2 0 1 1 1.62 

3 1 –1 0 1.95 

4 0 0 0 3.21 

5 0 0 0 3.14 

6 1 0 1 1.98 

7 0 0 0 3.17 

8 –1 0 1 1.57 

9 0 –1 1 1.78 

10 0 0 0 3.22 

11 1 1 0 2.03 

12 –1 –1 0 1.66 

13 –1 0 –1 1.69 

14 0 0 0 3.16 

15 –1 1 0 1.72 

16 0 –1 –1 1.80 

17 0 1 –1 1.89 

 

乳酸菌活菌数的影响程度为：糖蜜添加量>培养温

度>初始 pH。 

由表 3 可知，回归模型的 P 值<0.000 1，说明

模型高度显著；决定系数 R2 为 0.997 7，校正系数

Radj
2 为 0.994 7，决定系数 R2 高于 0.90，说明回归

模型的拟合程度高，实验误差较小。失拟项 P>0.05

为不显著，进一步说明回归模型与实际情况拟合

程度较高[19]，可用该模型来分析和预测大豆黄浆

水发酵的工艺参数。 

从表 3 回归方程系数显著性检验可知，一次

项糖蜜添加量（A），二次项糖蜜添加量（A2）、初

始 pH 值（B2）、培养温度（C2）对乳酸菌活菌数

影响极显著（P<0.01），一次项培养温度（C）、初

始 pH 和培养温度的交互项（BC）对乳酸菌活菌

数影响显著（P<0.05），其他项影响不显著。 

2.2.3  响应面交互作用分析 

图 8~10 是依据回归方程所绘制出各因素交

互作用的响应面图及等高线图，等高线图的形 

状即反映交互作用的强弱，圆形表示两因素交互

作用不显著，而椭圆形表示两因素交互作用显  

著[20-21]。由 8 至 10 响应面图可以看出，乳酸菌活

菌数随着糖蜜添加量、初始 pH、培养温度的变化

出现先升高后降低的趋势。由图 8 和图 9 等高线
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图可知，等高线图趋近于圆形，表示糖蜜添加量

和初始 pH、培养温度对乳酸菌活菌数的交互作用

不显著。而图 10 等高线图呈椭圆形，表示初始

pH 与培养温度对乳酸菌活菌数的交互作用显著。 
 

表 3  方差分析结果 

Table 3  ANOVA results 

来源 平方和 自由度 均方 F 值 P 值 显著性 

模型 6.94 9 0.77 336.02 <0.000 1 ** 

A 糖蜜添加量 0.20 1 0.20 86.42 <0.000 1 ** 

B 初始 pH 6.125E-004 1 6.125E-004 0.27 0.621 5  

C 培养温度 0.017 1 0.017 7.45 0.029 3 * 

AB 1.000E-004 1 1.000E-004 0.044 0.840 6  

AC 6.400E-003 1 6.400E-003 2.79 0.139 0  

BC 0.016 1 0.016 6.80 0.035 0 * 

A2 1.83 1 1.83 795.65 < 0.000 1 ** 

B2 1.95 1 1.95 850.94 < 0.000 1 ** 

C2 2.22 1 2.22 967.07 < 0.000 1 ** 

残差 0.016 7 2.296E-003    

失拟项 0.011 3 3.825E-003 3.33 0.138 0  

误差 4.600E-003 4 1.150E-003    

总和 6.96 16     

R2 0.997 7      

注：*表示差异显著，即 P<0.05；**表示差异极显著，即 P<0.01。 

 

 
 

图 8  糖蜜添加量（A）与初始 pH（B）对乳酸菌活菌数的曲面图和等高线图 

Fig.8  Curved surface and contour plots of molasses addition (A) and initial pH (B) on the number of viable lactic acid bacteria 
 

 
 

图 9  糖蜜添加量（A）培养温度（C）对乳酸菌活菌数的曲面图和等高线图 

Fig.9  Curved surface and contour plot of molasses addition amount (A) culture temperature  
(C) on the number of viable lactic acid bacteria 
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图 10  初始 pH（B）与培养温度（C）对乳酸菌活菌数的曲面图和等高线图 

Fig.10  Curved surface plot and contour plot of initial pH (B) and culture temperature  
(C) on the number of viable lactic acid bacteria 

 

经统计分析优化得到最佳培养条件为：糖蜜

添加量 5.12%，初始 pH6.80，培养温度 30.97 ℃，

此时发酵液中乳酸菌的活菌数的理论值达到

3.19×109 CFU/mL。 

2.2.4  最佳培养条件验证 

按照实验得出的培养条件校正为：糖蜜添加

量 5%，初始 pH 6.80，培养温度 31 ℃进行 3 次

重复实验得到实际的发酵液中乳酸菌的活菌数为

（3.18±0.05）× 109 CFU/mL，与预测值接近，酵

母菌菌数为（4.1±0.10）× 108 CFU/mL。由此可见

响应面分析法优化的大豆黄浆水发酵工艺条件可

行，参数较为可靠，具有一定的实用价值。 

3  结论 

本研究在单因素实验的基础上，利用响应面

法优化乳酸菌和酵母菌混合发酵大豆黄浆水的工

艺参数，结果表明最佳的工艺参数为：接种量 6%、

接种比例 1∶1∶1、培养转速 120 r/min、培养时

间 48 h、糖蜜添加量 5%、初始 pH 6.80，培养温

度 31 ℃，在此条件下大豆黄浆水发酵液中乳酸菌

活菌数为 3.18×109 CFU/mL，酵母菌菌数为 4.1× 

108 CFU/mL，乳酸菌和酵母菌的活菌数相比优化

前显著提高，降低了微生态制剂的制作成本，为

进一步利用大豆黄浆水提供技术参考。 
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