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(57)摘要

本发明公开了一种有效富集γ‑氨基丁酸及

多酚的黑大麦酵素制备方法，包括以下步骤：1)

黑大麦酶解液培养基的制备：包括黑大麦清洗，

粉碎，酶解，灭菌，冷却，得到所述黑大麦酶解液

培养基；2)产γ‑氨基丁酸的乳杆菌的菌种用培

养基活化得到种子液；3)将步骤2)得到的种子液

接种到步骤1)得到的黑大麦酶解液培养基中，发

酵，得到黑大麦发酵液。本发明筛选到可用于黑

大麦发酵、有效富集γ‑氨基丁酸及多酚的乳杆

菌，建立了黑大麦酵素加工的培养基制备工艺。

本发明可为进一步开发以黑大麦为主要原料的

功能性谷物酵素食品提供新的选择，因此具有较

好的应用前景。
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1.一种有效富集γ‑氨基丁酸及多酚的黑大麦酵素制备方法，其特征在于，包括以下步

骤：

1)黑大麦酶解液培养基的制备：包括黑大麦清洗，粉碎，酶解，灭菌，冷却，得到所述黑

大麦酶解液培养基；

2)产γ‑氨基丁酸的乳杆菌的菌种用培养基活化得到种子液；所述产γ‑氨基丁酸的乳

杆菌为希氏乳杆菌(Lactobacillus  hilgardii)DSMZ  20051、2002年分离得到的乳杆菌新

种丘氏乳杆菌(Lactobacillus  diolivorans)DSMZ  14421或kisonensis乳杆菌

(Lactobacillus  kisonensis)JCM15041；

3)将所述步骤2)得到的种子液接种到所述步骤1)得到的黑大麦酶解液培养基中，发

酵，得到黑大麦发酵液；

其中，所述步骤1)中的酶解条件为黑大麦与水的质量比，即料液比为1:5‑10；所述步骤

1)中的酶解所用的酶为α‑高温淀粉酶；所述步骤1)中的酶解温度为65‑75℃；酶解时间为

20‑60min；所述步骤3)中的接种量为体积百分比3％‑9％；所述步骤3)中的发酵时长是24‑

72h。

2.如权利要求1所述的黑大麦酵素制备方法，其特征在于，所述步骤1)中的粉碎后过40

目筛后再进行酶解。

3.如权利要求1所述的黑大麦酵素制备方法，其特征在于，所述步骤2)中的培养基为

MRS培养基。

4.如权利要求1所述的黑大麦酵素制备方法，其特征在于，所述步骤1)具体为：将黑大

麦清洗、粉碎后过40目筛后，加入纯水，糊化时料液质量比1:5，加热升温并搅拌，到达酶解

温度70℃时，按10U/g的添加量加入α‑高温淀粉酶，酶解时间40min，后迅速升温至100℃，煮

沸15min，115℃、15min杀菌、冷却，得到黑大麦酶解液培养基。

5.如权利要求1所述的黑大麦酵素制备方法，其特征在于，所述步骤3)具体为：接种

kisonensis乳杆菌(Lactobacillus  kisonensis)JCM15041到所述步骤1)得到的黑大麦酶

解液培养基中，接种量为3％，30℃下，发酵24h。
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一种有效富集γ‑氨基丁酸及多酚的黑大麦酵素制备方法

技术领域

[0001] 本发明涉及谷物及功能性食品加工技术领域，尤其涉及一种有效富集γ‑氨基丁

酸及多酚的黑大麦酵素制备方法。

背景技术

[0002] 全谷物是谷物脱壳后由皮层、胚芽和胚乳组成。皮层中含有大量的膳食纤维和矿

物质，胚芽中含有大量的营养物质，因此全谷物营养成分更丰富。已有研究表明全谷物食品

能有效降低心脑血管疾病、糖尿病和恶性肿瘤等相关慢性疾病的风险。但由于全谷物皮层

含有大量纤维素，作为主食直接食用不利于人体正常的消化吸收；另外全谷物吸水性和膨

胀性较差，蒸煮所需时间长、且口感差，所以全谷物食品不易为人们所接受。而通过发酵获

得的“全谷物酵素”，不仅可以充分利用其原有营养成分，改善发酵基质原有的一些不良风

味，更重要的是发酵后可产生一些新的功能成分，可进一步增加全谷物的营养价值。

[0003] “全谷物酵素”是在全谷物中加入少量蜂蜜作为底物，采用活性面包干酵母、乳杆

菌等益生菌发酵得到的营养混合物。目前，关于谷物酵素的研究在国内上市产品较少，且品

质优劣不一，远未形成产业化生产。虽然日本在这方面做的比较超前，已生产出如大高糙米

酵素等酵素产品，但以黑大麦为发酵底物的“黑大麦酵素”产品及其发明尚未见报道。

[0004] 现有研究结果显示，谷物酵素发酵工艺条件不同，γ‑氨基丁酸及其他功能活性物

质种类和含量差别很大，因此，如何通过培养基的优化、菌种及原料的筛选及发酵工艺的优

化，获得γ‑氨基丁酸(GABA)、多酚等活性成分较高的全谷物酵素食品是值得深入研究的问

题。

[0005] 因此，本领域的技术人员致力于开发一种有效富集γ‑氨基丁酸及多酚的黑大麦

酵素制备方法。

发明内容

[0006] 有鉴于现有技术的上述缺陷，本发明所要解决的技术问题是提供一种从黑大麦中

有效富集γ‑氨基丁酸及多酚等活性成分的方法。

[0007] 本发明公开了一种有效富集γ‑氨基丁酸及多酚的黑大麦酵素制备方法，包括以

下步骤：

[0008] 1)黑大麦酶解液培养基的制备：包括黑大麦清洗，粉碎，酶解，灭菌，冷却，得到所

述黑大麦酶解液培养基；

[0009] 2)产γ‑氨基丁酸的乳杆菌的菌种用培养基活化得到种子液；所述产γ‑氨基丁酸

的乳杆菌为希氏乳杆菌(Lactobacillus  hilgardii)DSMZ  20051、2002年分离得到的乳杆

菌新种丘氏乳杆菌(Lactobacillus  diolivorans)DSMZ  14421及kisonensis乳杆菌

(Lactobacillus  kisonensis)JCM15041；

[0010] 3)将所述步骤2)得到的种子液接种到所述步骤1)得到的黑大麦酶解液培养基中，

发酵，得到黑大麦发酵液。
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[0011] 其中，kisonensis乳杆菌(Lactobacillus  kisonensis)以其发现者Kisonensis的

名字命名。

[0012] 进一步的，将黑大麦清洗、粉碎后过40目筛后再进行酶解。

[0013] 进一步的，酶解条件为：黑大麦与水的质量比，即料液比1:5‑10，优选为1:5；酶解

所用的酶为α‑高温淀粉酶，进一步地，该酶的添加量为10U/g；酶解温度65‑75℃，优选为70

℃；酶解时间20‑60min，优先为40min。

[0014] 进一步的，酶解终止条件为：酶解完成后迅速升温至100℃，并煮沸15min。

[0015] 进一步的，酶解完成后对酶解液进行杀菌。

[0016] 优选的，酶解液杀菌条件为：115℃，15min，冷却后备用，即为黑大麦酶解液体培养

基。

[0017] 进一步的，产γ‑氨基丁酸的乳杆菌的菌种用MRS培养基活化得到种子液。

[0018] 进一步的，将活化了的产γ‑氨基丁酸的乳杆菌种子液接种到黑大麦酶解液体培

养基上，接种量为体积百分比3％‑9％，优先为3％‑5％。

[0019] 进一步的，发酵时长为24‑72h，优选为48h。

[0020] 优选的，接种kisonensis乳杆菌(Lactobacillus  kisonensis)JCM15041到黑大麦

酶解液培养基中。

[0021] 优选的，接种量体积百分比3％，发酵温度30℃，发酵24h。

[0022] 在一些具体实施例中，步骤1)具体为：将黑大麦清洗、粉碎后过40目筛后，加入纯

水，糊化时料液质量比1:5，加热升温并搅拌，到达酶解温度70℃时，按10U/g的添加量加入

α‑高温淀粉酶，酶解时间40分钟，后迅速升温至100℃，煮沸15分钟，115℃、15分钟杀菌、冷

却，得到黑大麦酶解液培养基；步骤3)具体为：接种kisonensis乳杆菌(Lactobacillus 

kisonensis)JCM15041到所述步骤1)得到的黑大麦酶解液培养基中，接种量为3％，30℃下，

发酵24小时。

[0023] 进一步的，筛选到的乳杆菌除适用于黑大麦，还可广泛应用于糙米、藜麦、豆类等

食品的发酵工艺。

[0024] 进一步的，黑大麦酵素制备方法可使必需脂肪酸γ‑亚油酸等其他功能性成分的

含量显著增加，并新增原花青素B2等活性成分。

[0025] 本发明首先筛选到可用于黑大麦发酵、有效富集γ‑氨基丁酸及多酚的乳杆菌，建

立了黑大麦酵素加工的培养基制备工艺及最优发酵工艺条件。在该发酵工艺条件下，γ‑亚

油酸、苹果酸及表儿茶素等活性成分显著增加，并且新增儿茶素、香豆酸、原花青素B2等活

性物质。本发明可为进一步开发以黑大麦为主要原料的功能性谷物酵素食品提供新的选

择，具有较好的应用前景。

[0026] 以下将结合附图对本发明的构思、具体步骤及产生的技术效果作进一步说明，以

充分地了解本发明的目的、特征和效果。

附图说明

[0027] 图1是本发明的一个较佳实施例的黑大麦酵素发酵工艺流程；

[0028] 图2是本发明的一个较佳实施例的纸层析定性检测γ‑氨基丁酸结果；

[0029] 图3是本发明的一个较佳实施例的氨基酸分析仪定量检测γ‑氨基丁酸结果；
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[0030] 图4是本发明的一个较佳实施例的黑大麦发酵物中含量显著变化的活性成分；

[0031] 图5是本发明的一个较佳实施例的黑大麦发酵物中新增的活性成分种类及所占比

例。

具体实施方式

[0032] 以下参考说明书附图介绍本发明的多个优选实施例，使其技术内容更加清楚和便

于理解。本发明可以通过许多不同形式的实施例来得以体现，本发明的保护范围并非仅限

于文中提到的实施例。

[0033] 实施例1

[0034] 本实施例为黑大麦酶解液培养基的制备：

[0035] 如表1所示，采用三因素三水平正交试验，考察糊化料液比、酶解温度、酶解时间对

黑大麦酶解物中还原糖含量的影响，优化建立了黑大麦酶解液培养基的制备工艺条件为：

将黑大麦粉碎后过40目筛后，依次按料液比1：5(m/m)加入纯水，加热升温并搅拌；到达70℃

酶解温度时，加入α‑高温淀粉酶(添加量为10U/g，购自上海阿拉丁生化科技股份有限公

司)，酶解时间40min；酶解时间结束后迅速升温至100℃，煮沸15min；最后采用115℃、15min

杀菌，冷却后备用。70℃和75℃对酶解结果影响差别不大，从节约成本的角度酶解温度可采

用70℃。

[0036] 表1影响黑大麦酶解物还原糖含量因素正交试验L9(3
4)结果

[0037]

[0038]

[0039] 实施例2
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[0040] 本实施例为筛选产γ‑氨基丁酸的乳杆菌：

[0041] 以上述黑大麦酶解液为培养基，建立了黑大麦发酵工艺流程，如图1所示。将菌种

用MRS培养基活化形成种子液，然后接种到冷却的黑大麦酶解液培养基中进行发酵，获得黑

大麦发酵液。并以γ‑氨基丁酸为指标，以上述黑大麦酶解液为培养基，分别于黑大麦培养

基中接种21株乳杆菌，其中有11株植物乳杆菌(编号分别为11、35、25、294、2519、34、3736、

16、234、30、01)是由上海交通大学食品微生物学实验室茱萸中分离并保存(其中34号为干

酪乳杆菌，其余皆为植物乳杆菌)；另外10株的来源及出处见表2。

[0042] 表2本发明所用部分发酵菌的来源及出处

[0043]

[0044]

[0045] 注：此表中的编号1与由上海交通大学食品微生物学实验室茱萸中分离并保存的

编号01不是同一菌株。

[0046] 实验结果表明其中的7号、9号及10号菌具有一定的富集γ‑氨基丁酸的能力，如图

2和图3所示。图3中的“*”表示与空白(未发酵的黑大麦酶解物液体培养基)相比差异显著，P

＜0.05。在此基础上通过正交实验，优化并确立可有效富集γ‑氨基丁酸的黑大麦发酵工艺

条件。在黑大麦酶解物液体培养基中分别接种1％、3％和5％的已活化7、9、10号菌，在初始

pH  6.5、30℃条件下培养24h后取样检测γ‑氨基丁酸，正交实验结果如表3所示。正交实验

结果表明：最优发酵条件为菌种10号菌，发酵时长24h，接种量5％。在此条件下，γ‑氨基丁

酸的富集量为43.56mg/100g，较未发酵对照组(18.59mg/100g)提高了1.34倍。

[0047] 表3利用黑大麦液体培养基发酵富集γ‑氨基丁酸正交试验结果
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[0048]

[0049]

[0050] 实施例3

[0051] 本实施例为同时富集黑大麦发酵物中多酚和γ‑氨基丁酸工艺参数的建立与优

化：

[0052] 以多酚为考察指标建立最优化发酵工艺正交实验，实验结果如表4所示。结果表明

最佳富集黑大麦发酵物中多酚的工艺参数为：10号菌，接种量9％，料液比1：5，30℃下发酵

24h。

[0053] 表4黑大麦液体培养基发酵富集多酚影响因素正交实验结果
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[0054]

[0055]

[0056] 综合考虑到前述γ‑氨基丁酸和本实验结果均是10号菌较好，进一步验证了10号

菌分别在3％、6％、9％的接种量情况下多酚及γ‑氨基丁酸的富集情况，结果如表5和表6所

示，3％接种量的富集效果高于6％、9％的接种量，3％接种量的富集效果为：多酚含量为

88mg/100g，较未发酵组(43mg/100g)提高了1.05倍；γ‑氨基丁酸也达到最高65.14mg/

100g，较未发酵组(19.06mg/100g)提高了2.42倍。考虑到实际生产成本，采用10号菌，3％接

种量。

[0057] 表5最优条件下黑大麦发酵物中多酚含量验证结果(10号菌)

[0058]

[0059] *p<0.0001vs未发酵对照组

[0060] 表6多酚产生最佳发酵工艺条件下γ‑氨基丁酸的含量(mg/100g)
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[0061]

[0062] 综上所述，本发明以黑大麦酶解液为培养基，以乳杆菌为发酵菌种，有效富集γ‑

氨基丁酸及多酚等活性成分的工艺条件如下：将黑大麦粉碎后过40目筛后，依次按设计比

例加入纯水，糊化时料液比例1:5(m/m)，加热升温并搅拌，到达酶解温度70℃时，加入α‑高

温淀粉酶(添加量为10U/g)，酶解时间40min，后迅速升温至100℃，煮沸15min，115℃、15min

杀菌，冷却后接种10号菌，接种量3％，发酵时长24h，在此条件下γ‑氨基丁酸含量为

65.14mg/100g，较未发酵对照组(19.06mg/100g)提高了2.42倍，多酚含量为88mg/100g，较

对照组(43mg/100g)增加了1.05倍。

[0063] 除多酚含量的检测外，黑大麦发酵物的UPLC‑MS分析结果显示，其他活性成分含量

在发酵后发生变化，图4所示为发酵后含量变化较大的部分活性成分。从中可看出必需脂肪

酸γ‑亚油酸、苹果酸、柑桔甙元及表儿茶素类等功能性活性成分在发酵后极显著增加。

[0064] 除上述活性成分外，UPLC‑MS分析结果还发现黑大麦发酵后还可产生发酵前谷物

中不含有的新的活性物质，如图5所示。主要是儿茶素、丹酚酸、香豆酸、原花青素B2等。

[0065] 以上详细描述了本发明的较佳具体实施例。应当理解，本领域的普通技术无需创

造性劳动就可以根据本发明的构思作出诸多修改和变化。因此，凡本技术领域中技术人员

依本发明的构思在现有技术的基础上通过逻辑分析、推理或者有限的实验可以得到的技术

方案，皆应在由权利要求书所确定的保护范围内。
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