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菌藻混合发酵对豆渣中B族维生素含量和风味成分的

影响 
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摘要：黄豆豆渣的营养价值较高，往往被直接丢弃，小球藻富含单细胞蛋白，具有很大的开发和利用价值，将酵母菌和小球藻

混合发酵豆渣是很好的资源利用方式。本试验以新鲜豆渣为原料，接入酿酒酵母(Saccharomyces cerevisiae)、粘红酵母(Rhodotorula 

glutinis)、葡萄汁有孢汉逊酵母(Hanseniaspora uvarum)（按1:1:1）和小球藻，在25 ℃进行厌氧半固态发酵5 d。采用高效液相色谱（HPLC）

测定豆渣发酵前后维生素 B2（VB2）和维生素 B12（VB12）含量，采用液液萃取法结合气相色谱-质谱联用（GC-MS）技术对豆渣发

酵前后风味成分进行分析。结果表明，豆渣经发酵后，VB2和 VB12含量分别增长约 0.5 倍和 5.9 倍；经 GC-MS 分析，共鉴定出 47

种风味物质，醇类（8.26%）、酯类（4.84%）、醛类（19.24%）和酮类（3.01%）相对含量较高，是豆渣发酵产物的特征性风味成分。 
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Effects of Mixed Fermentation by Yeast and Chlorella vulgaris  on 

B-Vitamin Content and Flavor Ingredients in Soybean Residue 
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Abstract: Soybean residue had high nutritional value and was often discarded directly. Chlorella vulgaris was rich in single cell protein, 

which had a great value of development and utilization. Mixed fermented soybean residue, prepraed with yeast and chlorella, was a good way of 

resource utilization. In this experiment, fresh soybean residue was used as the raw materials, which was inoculated with Saccharomyces 

cerevisiae, Rhodotorula glutinis, Hanseniaspora uvarum (1:1:1) and Chlorella vulgaris for anaerobic semi-solid fermentation 5 days at 25 oC. 

The content of vitamin B2 (VB2) and B12 (VB12) in soybean residue before and after fermentation was determined by high performance liquid 

chromatography (HPLC), andthe flavor components before and after fermentation were analyzed by liquid-liquid extraction coupled with gas 

chromatography-mass spectrometry (GC-MS). The results showed that the content of VB2 and VB12 in soybean residue increased by about 0.5 

times and 5.9 times, respectively after fermentation. In addition, 47 flavor components were identified by GC-MS, and the content of alcohols 

(8.26%), esters (4.84%), aldehydes (19.24%) and ketones (3.01%) were in relatively high levels, which were the characteristic flavor 

components of fermentedsoybean residue. 
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粗蛋白、粗脂肪、淀粉、膳食纤维、氨基酸和B族维

生素等营养成分[1]。我国每年约产 2000 万吨湿豆渣，

但由于其含水量大，不易贮存，且口感粗糙，通常只

用作饲料或废弃，造成了资源浪费[2]。随着人们对新

型资源的研究与开发，提高了豆渣的可利用性和功能

性[3]，如发酵豆渣制成功能性饲料[4]、饼干[5]、面包[6]

和饮料[7]等产品。小球藻(Chlorella vulgaris)是一种单

细胞淡水藻类，因含有单细胞蛋白、维生素、核酸和

http://baike.baidu.com/item/%E8%97%BB%E7%B1%BB


现代食品科技 Modern Food Science and Technology 2018, Vol.34, No.1 

76 

矿物质等营养成分而成为动物性饲料和保健品的重要

原料[8]，所以，将小球藻和酵母菌混发酵豆渣是一种

较好的资源利用方式。维生素B2又称核黄素，以辅酶

形式参与脑的能量和物质代谢，若摄入不足可能会出

现“地图舌”等口腔疾病[9]；维生素B12又称钴胺素，作

为红血球生成必需的重要元素，一般消化道疾病者容

易缺乏，可导致恶性贫血病[10]。风味是衡量发酵产品

品质的重要指标之一，在豆渣的微生物发酵过程中，

一般会产生丰富的风味物质[11]。目前，国内学者对有

益菌种发酵豆渣产物中B族维生素和风味成分有所研

究，如曹蕾蕾[12]对少孢根霉发酵腐乳的研究中发现，

经微生物发酵后的维生素B2 和B12 含量有所增多，宋

昊等[13]检测出黄豆豆渣的阿舒假囊酵母固态发酵产

物中关键风味成分为醇类、萜类和酸类化合物；姚英

政[14]研究出豆渣粑经毛霉发酵后风味成分发生变化，

醇类和醛酮类是其主要风味成分，但目前菌藻混合发

酵对豆渣中B族维生素和风味成分影响的研究还属空

白。 
在分析维生素和风味成分的方法中，高效液相色

谱法(HPLC)因处理样品方便快速，且能同时测定多种

维生素而被广泛应用[15]，气相色谱-质谱联用（Gas 
chromatography-mass spectrometry，GC-MS）是最常用

的风味成分鉴定方法，利用 GC 进行风味物质的预分

离，MS 对气相色谱流出的物质通过质谱库检索进行

分子量和分子结构鉴定，从而对色谱柱分离出的化合

物进行定性分析[16]。 
本研究采用新鲜黄豆豆渣为原料，利用酿酒酵母

(Saccharomyces cerevisiae)、粘红酵母 (Rhodotorula 
glutinis 31229)、葡萄汁有孢汉逊酵母(Hanseniaspora 
uvarum)和小球藻进行厌氧半固态发酵。采用高效液相

色谱法测定豆渣发酵前后 VB 含量的变化，样品经液

液萃取法结合 GC-MS 联用技术，通过质谱库检索对

样品中挥发性风味物质进行定性，分析发酵前后风味

物质成分及含量变化，以期为菌藻混合发酵豆渣的工

艺改进提供理论参考，同时为豆渣发酵产物品质的评

价奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

1.1.1  实验原料 
酿酒酵母(Saccharomyces cerevisiae)、粘红酵母

(Rhodotorula glutinis 31229)和葡萄汁有孢汉逊酵母

(Hanseniaspora uvarum B404)：本实验室提供。 
将保存菌种从斜面转接到 PDA 液体培养基，于

25 ℃、180 r/min 条件下培养 48 h。 
蛋白核小球藻（Chlorella pyrenoidosa）：采用 HB-4

培养基进行扩大培养，培养条件为温度 25 ℃、光照度

2.4×103 hl 进行扩培，光照周期 12 h/12 h，每天摇动 6
次。 

黄豆豆渣：学校豆浆销售处提供，新鲜豆渣（含

水量约 85%），储存于-4 ℃备用。 
1.1.2  主要试剂 

标准品维生素 B2和维生素 B12，纯度≥98%。 
乙腈、甲醇、二氯甲烷，均为色谱纯，阿拉丁试

剂（上海）有限公司。氮气，气相级。冰乙酸、庚烷

磺酸钠、三乙胺、3-壬酮、无水硫酸钠，均为分析纯。 
1.1.3  主要仪器 

水浴氮吹仪，无锡沃信仪器有限公司；高效液相

色谱仪和 2010 PLUS 气相色谱-质谱联用仪，岛津分

析技术研发（上海）有限公司。 

1.2  实验方法 

1.2.1  菌藻混合发酵豆渣工艺 
新鲜豆渣→纱布挤压→称重装瓶（30 g）→高压灭菌→接

入三种酵母菌（各 4 mL，浓度均约为 5.0×106个/mL）和小球

藻（21 mL，浓度约为 5.0×106个/mL）→厌氧半固态发酵(25 ℃，

5 d)→取样测其 VB2、VB12及挥发性风味成分。 

1.2.2  维生素 B2和维生素 B12测定 
1.2.2.1  萃取液配制 

150 mL 乙腈+15 mL 冰乙酸，混合后加超纯水定

容至 1000 L。 
1.2.2.2  标准工作溶液制备 

分别准确称取维生素B2和维生素B12标准品各10 
mg，放于 25 mL 棕色容量瓶中，用萃取液溶解并定容，

经 0.22 µm 微孔滤膜过滤于 4 ℃冰箱避光贮存。取维

生素 B2和维生素 B12标准储备溶液，梯度稀释，取 20 
µL 进行 HPLC 测定，以峰面积（Y）和浓度（X）进

行回归计算。 
1.2.2.3  样品溶液制备 

分别准确称取新鲜豆渣和发酵豆渣约 4.0 g(精确

至 0.0001 g)，放于 100 mL 棕色容量瓶中，加入约 80 
mL 萃取液在 45~60 ℃超声水浴中振荡萃取 1 h，取出

冷却至室温，用萃取液定容，混合均匀后离心分离

（8000 r/min，10 min），取上清液用旋转蒸发仪蒸干，

4 mL 萃取液溶解，经 0.22 µm 微孔滤膜过滤后为样品

液，HPLC 上机测定，外标法计算含量[17]。 
1.2.2.4  色谱条件 

Diamonsil C18色谱柱(柱长250 mm×柱子口径4.6 
mm，分析柱粒径 5 µm)；流动相为 0.005 mol/L 庚烷
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磺酸钠溶液[18](含 0.5%冰乙酸和 0.005%三乙胺)-甲醇

（V/V，72:28）等度洗脱；柱温 35 ℃，流速为 0.8 
mL/min。 

维生素 B2检测波长 265 nm；维生素 B12检测波长

361 nm，进样体积为 20 µL。 
1.2.3  风味成分分析 
1.2.3.1  样品萃取 

萃取过程中所用实验器材均用色谱级甲醇 45 ℃
浸泡过夜，再用超纯水清洗烘干。 
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3-任酮内标配制：称取 3-任酮样品 0.100 g 溶于

100 mL 的二氯甲烷中，配成 1 mg/mL 的溶液。 
分别准确称取新鲜豆渣和发酵豆渣各 10 g（精确

至 0.0001 g），置于 100 mL 锥形瓶中，加入内标 3-任
酮 40 µL，再加入二氯甲烷 20 mL 后密封，在摇床

（35 ℃，200 r/min）保持 20 min，之后于 4.5 ℃冰箱

内静置 15 min，再转移至 50 mL 离心管中（5000 r/min，
10 min）离心，取下层液体。三次萃取，合并有机相，

加入 5 g 无水硫酸钠，置于 4.5 ℃冰箱保存 24 h，再氮

吹至 1 mL，取液体于色谱瓶中，供 GC-MS 分析[19]。 
1.2.3.2  GC-MS 分析条件 

岛津 GC/MS2010 PLUS 测定，分析柱子 RTX-5
（柱长 30.0 m×内径 0.25 mm×膜厚 0.25 µm）。 

GC 条件：以氦气为载体，柱内流量为 1 mL/min，
进样口温度为 250 ℃，分流比为 20:1；升温程序：起

始温度为 30 ℃，保持 1 min；以 1 ℃/min 升温至 35 ℃，

保持 3 min；以 2 ℃/min 升温至 54.5 ℃，以 4 ℃/min
升温至 60 ℃，以 5 ℃/min 升温至 88 ℃；以 6 ℃/min
升到 130 ℃，保留 2 min；以 5 ℃/min 升温至 230 ℃，

保持 2 min；再以 3 ℃/min 升温至 250 ℃，保留 5 min。 
MS 条件：离子原温度 250 ℃，采用 scan 扫描方

式：0~1.9 min 和 2.1~51 min。 
1.2.4  数据统计分析 

测定数据的方差分析、数据差异性分析、相关性

分析利用 SPASS 19.0 统计软件、origin 绘图软件和

Excel 软件进行。 

2  结果与分析 

2.1  菌藻混合发酵对豆渣中维生素B2和维生

素 B12含量的影响 

2.1.1  定性分析 
通过标样和未发酵、已发酵样品中维生素 B2 和

B12在色谱柱中的保留时间进行定性，其色谱图见图 1
至图 3 所示。 

 

 
图1 标准品VB2和 VB12色谱图 

Fig.1 Chromatogram of standard VB2 and VB12 

 

图2 未发酵和已发酵豆渣中VB2色谱图 

Fig.2 VB2 chromatogram of unfermented and fermented 

soybean residue 

注：1-已发酵；2-未发酵。 

 
图3 未发酵和已发酵豆渣中VB12色谱图 

Fig.3 VB12 chromatogram of unfermented and fermented 

soybean residue 
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注：1-已发酵；2-未发酵。 

2.1.2  定量分析 
VB2和 VB12回归方程和相关系数分别为： 
VB2Y=5×107X+2369，r=0.993； 
VB12Y=1×107X+4688，r=0.994。 
样品含量计算结果见表 1。 

表1 豆渣发酵前后的维生素B2和 B12含量变化 

Table 1 Content of VB2 and VB12 before and after fermentation 

样品 VB2/(mg/100 g) VB12/(mg/100 g) 

发酵前 1.25 ± 0.56 0.29 ± 0.10 
发酵后 1.90 ± 0.25 1.99 ± 0.15 
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由表 1 可知，经微生物发酵后，豆渣中的维生素

B2和 B12含量均有一定程度的增长，分别由发酵前的

1.25 mg/100 g、0.29 mg/100 g，增至 1.90 mg/100 g、
1.99 mg/100 g，各增长了约 0.5 倍和 5.9 倍。根据相关

研究[20]，很多微生物可合成维生素 B2，如工业生产常

用的阿舒假囊酵母，此外多种假丝酵母、细菌和霉菌

也能少量形成维生素 B2，所以维生素 B2 含量增高的

原因可能是酵母菌产生了维生素 B2，豆渣中含有的脂

肪和碳水化合物可作为碳源，酵母菌经厌氧发酵后产

生维生素 B2从而使其含量增高。维生素 B12主要存在

动物性食品中，植物中较缺乏，所以发酵前豆渣中维

生素 B12 含量较低。放线菌和细菌是合成维生素 B12

的主要微生物，少量酵母和霉菌也具有合成维生素B12

的能力[21]，在发酵过程中，酵母菌可能产生了维生素

B12。此外，由于小球藻中含有丰富的维生素 B2和 B12，

故此也可能是维生素 B2和 B12含量增高的原因。 

2.2  菌藻混合发酵对豆渣中风味成分的影响 

2.2.1  定性分析 
对未发酵和已发酵豆渣样品进行 GC-MS 测定，

得到的风味成分总离子图见图 4 和图 5。未知化合物

经计算机检索，与质谱库对比，选取高度相关的检测

数据进行质谱定性。 

 
图4 未发酵豆渣中风味成分的总离子色谱图 

Fig.  of 4 Total ion chromatogram of flavor components

unfermented soybean residue 

 
图5 已发酵豆渣中风味成分的总离子色谱图 

Fig.  of 

2.2.2  定量分

量，样品中添加 3-任酮计算提取

率和

，豆渣发酵前后的风味成分数量、组

成和

中相对含量较高的风味成分主要是醇

类、

甲基

5 Total ion chromatogram of flavor components

fermented soybean residue 

析 
3-任酮是用来定

指引作用，根据各风味成分在总离子图谱的峰面

积与内标3-壬酮的峰面积进行比较，确定其绝对含量，

用峰面积归一化法计算其风味物质相对含量，结果见

表 2 和表 3。 
由表 2 可知

相对含量有所变化。在未发酵豆渣中主要风味成

分共有 39 种，其相对含量总计占总挥发性物质的

56.49%，发酵豆渣中主要风味成分共有 47 种，其相

对含量总计占总挥发性物质的 45.14%。豆渣在发酵

后，醇类、醛类、酸类及含氮化合物的数量都各有所

增加，酯类和烃类的数量有所减少，其中变化较大的

是醇类和醛类，发酵前各有 13 种和 2 种，发酵后增至

18 种和 7 种。 
发酵前豆渣

酯类、酸类及含氮化合物。而在发酵后豆渣中醇

类、酯类、醛类和酮类的相对含量较高，一般醇类具

有芳香和植物香气，酯类是脂肪氧化产生的醇和游离

脂肪酸相互作用形成的，主要呈水果香味，醛类来源

于脂肪氧化及氨基酸直接经 Strecker 降解，酮类主要

由氨基酸分解或者是美拉德反应产生[22]，这几类物质

可能对发酵豆渣风味的形成贡献较大。烷烃类物质对

风味贡献较弱，而烯和炔类对风味影响尚不明确[23]。 
由表 3 可知，豆渣发酵后，风味成分中有 3,3-二
-2-戊醇、14-甲基十五烷酸甲酯、癸二酸二异辛酯、

反式-2,4-癸二烯醛、1-(1-甲基环己基)乙酮和亚硫酸己

基辛酯等物质的含量明显增加，其中，反式-2,4-癸二

烯醛具有桔子和新鲜甜橙香气，亚硫酸己基辛酯是黄

牡丹（荷花的一个品种）中特有的香味成分之一[24]。

发酵后产生新的风味成分主要有活性戊醇、苯乙醇、

2-丁基辛醇、2-乙基己基草酸戊酯、E-14-十六碳烯醛、

桃醛、(Z)-7-十六碳烯醛、异佛尔酮、2,2,4,6-四甲基-3,5-
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味成分及其相对含量比较 

Table 2 Comparison of flavor com ue before and after fermentation 

种类 

庚二酮、3-庚烯酸、月桂酸等物质，其中苯乙醇、2-
乙基己基草酸戊酯、E-14-十六碳烯醛、(Z)-7-十六碳

烯醛、异佛尔酮的含量均大于 0.01 µg/g。苯乙醇具有

清甜的玫瑰样花香味；2-乙基己基草酸戊酯是铁观音

中特有的风味物质之一，具有茶香味[25]；桃醛又称 γ-
十一内酯，并不是真正意义上的醛，而是属于内酯化

合物，具有强烈的桃子香气，可作为重要的香料；异

佛尔酮又称 1,1,3-三甲基环己烯酮，带有薄荷香或樟

脑香味；月桂酸又称十二烷酸，属于饱和脂肪酸，微

有月桂油香味。这些物质对发酵豆渣特殊风味的构成

具有重要作用[26]，也有助于发酵产品风味的改善和适

口性。 
表2 豆渣发酵前后风

ponents and their relative content in soybean resid

发酵前 发酵后 

化合物数量 相对含量/% 化合物数量 相对含量/% 

醇类 13 30.85 18 8.26 

酯类 8 3.14 6 4.84 

醛类 2 0.46 7 19.24 

酮类 3 0.54 3 3.01 

酸类 3 4.59 4 2.41 

酚类 1 0.86 1 0.93 

烃类 6 2.33 4 2.34 

含氮化合物 2 13.53 3 1.37 

含硫化合物 1 0.19 1 2.74 

总计 39 56.49 47 45.14 

表3 酵前后风味物质含量 

Table 3 Content of flavor e and after fermentation 

物质名称
对含量/% 

 豆渣发

compounds in soybean residue befor

 
绝对含量/(µg/g) 相

发酵前 酵后 发酵前   发  发酵后

醇类     

1-甲基 甲醇 0.  0.01 

活  

1  0.17 - 0.12 

0  1.00 

3,3-二  

2-  

4-乙 醇 0.13 - 0.09 

0  0.42 

2,7-  0  0.62 

2-乙 醇 0.01 0.85 

0.01 0.88 

环十 醇  

页

环丙烷 - 00 - 

2-乙基环丁醇 - 0.00 - 0.21 

正戊醇 - 0.01 - 0.50 

性戊醇 - 0.00 - 0.34 

,4-丁烯二醇 - 

1-十四炔-4-醇 0.00 - 0.16 - 

1,2-环戊二醇 0.01 .01 0.82 

(±)-菊醇 0.01 0.01 0.47 0.50 

甲基-2-戊醇 0.00 0.01 0.09 0.71 

苯乙醇 - 0.01 - 1.16 

丁基辛醇 - 0.01 - 0.43 

基-1-辛炔-3- - 

2-乙基-1-十二醇 0.01 .01 0.57 

2-乙基己醇 0.00 - 0.11 - 

二甲基-1-辛醇 - .01 - 

基-2-甲基 -十三烷 0.01 0.45 

2-己基-1-辛醇 - 0.00 - 0.29 

植物醇 0.01 0.41 

二烷甲 - 0.00 - 0.38

转下
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接上页 

1-十六烷醇 0.01 0.00 0.70 0.16 

法呢醇 0.04 0.00 25.25 0.22 

2-己 醇 基-1-癸 0.01 0.01 0.73 0.45 

酯类     

碳酸二异戊酯 0.01 - 0.59 

甲氧基 基酯 

0  0.17 

0.05 0.31 

2-乙  

0.00 - 0.14 

癸  0  0.48 

邻  

- 

新戊酸异己酯 0.01 - 0.38 - 

乙酸-2-十五烷 0.01 - 0.42 - 

二十二烷酸二十二烷基酯 - .00 - 

14-甲基十五烷酸甲酯 0.02 1.90 

棕榈酸异丙酯 0.01 0.00 0.09 0.26 

基己基草酸戊酯 - 0.01 - 0.95 

硬酯酸甲酯 - 

二酸二异辛酯 0.00 .01 0.21 

苯二甲酸二正辛酯 0.01 0.01 0.99 1.089 

醛类     

己醛 - 0.  0.42 

E-2  

反式 醛 0.00 0.19 

0.00 - 0.27 

E-14- 醛 0  2.19 

(Z)-7- 烯醛 

01 - 

-庚烯醛 - 0.01 - 0.46 

-2,4-癸二烯 0.05 4.32 

2-十一烯醛 - 0.00 - 0.19 

十一醛 - 

十六碳烯 - .03 - 

桃醛 - 0.05 - 0.37 
十六碳 - 0.14 - 11.29 

酮类     

5-（2-甲基-3-亚甲基- ）  -2（5H）- 呋喃
0.00 - 0.11 

1-(1-甲基 基)乙酮  0.51 

2,2,4,6- 庚二酮 

0.00 - 0.29 

4-丁基

酮 

环己

- 

0.00 0.01 0.14 

异佛尔酮 - 0.03 - 2.00 

四甲基-3,5- - 0.01 - 0.50 

5-癸酮 - 

酸类     

壬酸 0.00 0.00 0.20 0.22 

3-  

0.02 1.41 

庚烯酸 - 0.01 - 0.44 

月桂酸 - 0.01 - 0.40 

棕榈酸 0.02 1.34 

亚油酸 0.04 - 2.98 - 

酚类     

3,5-二 苯酚 0.01 0.01 0.86 0.93 叔丁基

烯烃     

2-  0.  0.24 

4-甲 烯 0.00 - 0.12 

十一烯 - 00 - 

基-1-十一碳 - 

烷烃     

3,3-二 烷 0.01 - 0.50 甲基己 - 

    转下页
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接上页  

十一烷基环己烷 0.00 0.00 0.22 0.27 

   

十六烷 0.00 - 0.04 - 

2-甲  0  0.29 
0.02 1.39 

含  

基十七烷 - .00 - 
正二十烷 0.02 1.54 
氮化合物     

3,4-二 酸 0.  0.60 

0.19 13.07 

含  

脱氢-DL-脯氨 - 01 - 

芥酸酰胺 0.01 0.57 

油酸酰胺 0.01 0.00 0.47 0.20 

硫化合物     

亚  0.00 0.03 0.19 2.74 硫酸己基辛酯

注：“-”表

3  结论

菌和蛋白核小球藻混合发酵豆渣，

对豆
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