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槐花水提液发酵工艺优化及其抗氧化活性

分析 

王国凯，龚荣英，杨灵丽，刘文龙，晋海军*，田维毅* 

（贵州中医药大学，贵州 贵阳 550025） 
摘  要：为筛选发酵改善槐花水提液口感的微生物，优化其发酵工艺，考察发酵对其抗氧

化活性的影响。本研究利用微生物群单菌、混菌发酵技术，筛选改善槐花水提液口感的微生

物，通过单因素试验结合 Box-Benhnken 响应面优化法，确定槐花水提液最佳发酵工艺，并

检测发酵前后抗氧化活性变化。结果表明，发酵改善槐花水提液口感的最佳菌种组合为瑞士

乳杆菌:保加利亚乳杆菌:嗜热链球菌＝1:1:1，最佳发酵工艺条件：发酵时间 24 h、接菌量 3%、

发酵温度 21 ℃，此条件下发酵液的感官评分 79.01 分，总黄酮浓度 0.3225 mg/mL。发酵后

槐花水提液对 DPPH 自由基清除率由发酵前的 86.5%降低到 67.39%（P<0.001），对超氧阴

离子自由基清除率由发酵前的 89.22%降低到 81.10%（P<0.01）。槐花水提液发酵后总黄酮

含量（0.3225 mg/mL）较发酵前（0.3012 mg/mL）增加，多糖含量发酵后（1.14 mg/mL）较

发酵前（1.43 mg/mL）减少（P<0.05）。本研究获得了口感改善效果较好的槐花水提液，可

为今后槐花资源的深度开发利用及延长槐花产业链提供技术资料。 

关键词：槐花，口感改善，发酵工艺，抗氧化活性 

Optimisation of fermentation process of aqueous extract of 

Sophora japonica and analysis of its antioxidant activity  
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Abstract: This experiment aims to screen the microorganisms used for fermentation to improve 
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the taste of Sophora japonica aqueous extract, optimize its fermentation process, and investigate 

the effect of fermentation on antioxidant activity. In this study, we used microbial single and 

mixed fermentation techniques to screen for microorganisms that can improve the taste of 

Sophora japonica aqueous extract. Through single factor experiments combined with Box 

Benhnken response surface optimization method, we determined the optimal fermentation process 

for Sophora japonica aqueous extract and detected changes in antioxidant activity before and after 

fermentation.  The results showed that the optimal bacterial combination for improving the taste 

of Sophora japonica aqueous extract through fermentation was Lactobacillus suis: Lactobacillus 

bulgaricus: Streptococcus thermophilus ＝1:1:1. The optimal fermentation process conditions 

were: fermentation time of 24 hours, inoculation amount of 3%, fermentation temperature of 

21 ℃. Under these conditions, the sensory score of the fermentation broth was 79.01 points, and 

the total flavonoid concentration was 0.3225 mg/mL. After fermentation, the DPPH radical 

scavenging rate of the aqueous extract of Sophora japonica decreased from 86.5% to 67.39% 

(P<0.001), and the scavenging rate of superoxide anion radicals decreased from 89.22% to 

81.10% (P<0.01). The total flavonoid content of the aqueous extract of Sophora japonica 

increased after fermentation (0.3225 mg/mL) compared with that before fermentation (0.3012 

mg/mL), and the polysaccharide content decreased (P<0.05) after fermentation (1.14 mg/mL) 

compared with that before fermentation (1.43 mg/mL).This study obtained a aqueous extract of 

Sophora japonica with good taste improvement effect, which can provide technical data for the 

deep development and utilization of Sophora japonica resources and the extension of its industrial 

chain in the future. 

Key words: Sophora japonica; Taste improvement; Fermentation process; Antioxidant activity 

中图分类号：TQ920.6   文献标志码： A    

doi:10.13386/j.issn1002-0306.2023110296 

槐花为豆科植物槐(Sophorajaponica L.)的干燥花及花蕾[1]，性苦，微寒，归肝、大肠经。

槐花在我国各地普遍都有生长，越南、日本及朝鲜也有分布[2]。槐花营养丰富，含黄酮类、

多糖类等物质[3-4]。具有止血、抗氧化、抗炎、降血糖、抗肿瘤、神经保护等作用[5-9]。 

槐花作为一种传统药食两用中药，食用起来还普遍存在着苦、涩等问题，《神农本草经》、

《本草纲目》、《中华本草》均指出槐花味苦，其苦、涩味会影响人们对槐花资源的开发利



用。目前槐花在食品工业中的应用，多集中在保健饮料的开发方面，通过添加甜味剂（甜蜜

素、阿巴斯甜、木糖醇等）改善槐花水提液口感，开发相关饮品[10]。若能改善槐花水提液

口感，则将极大促进槐花资源在食品领域的深度开发利用。 

目前，改善食品苦涩味的方法主要有化学法、酶法、微生物发酵法，其中微生物发酵法

具有降低中药毒副作用、节省药材资源、保护生态环境等优点[11]。中药发酵就是在适当的

温度、湿度、水分等条件下，利用微生物对药物进行发酵改变药物的特性，增强或产生新的

药效，扩大药物应用范围，改善中药口感，是中药的重要加工方法[12-14]。 

近几年，对发酵槐花的研究主要集中在改善槐花关键香味化合物及其抗氧化活性等方面

[15-16]，相关发酵产品有槐花米酒、槐花茶酒、槐花精油[17-19]。本研究利用十种益生菌对槐花

水提液进行发酵，筛选对槐花水提液口感改善效果较好的菌种，运用响应面法优化槐花水提

液发酵的最佳工艺，分析发酵前后槐花水提液对 DPPH、超氧阴离子自由基清除能力的影响，

以期获得改善槐花口感的最佳发酵条件，可为今后槐花资源的深度开发利用及延长槐花产业

链提供技术资料。 

1  材料与方法 

1.1  材料与仪器 

槐花药材  安徽庆春堂药业有限公司；实验菌种  米曲霉、黑曲霉、酿酒酵母、枯草芽

孢杆菌、戊糖乳杆菌、瑞士乳杆菌、植物乳杆菌、保加利亚乳杆菌、嗜酸乳杆菌、嗜热链球

菌均为冻干菌种，购于中国工业微生物菌种保藏管理中心；芦丁标准品  贵州迪大科技有限

公司；无水乙醇  天津市富宇精细化工有限公司；95%乙醇  重庆万盛川东化工有限公司；

硝酸铝  天津市科密欧化学试剂有限公司；氢氧化钠  广东汕头市西陇化工厂；葡萄糖标准

品  北京索莱宝科技有限公司；浓硫酸  重庆川东化工有限公司；甲醇  天津市富宇精细化

工有限公司；苯酚  成都市科龙化工试剂厂；亚硝酸钠  重庆江川（集团）有限公司；ELISA 

KIT 酶联免疫检测试剂  南京博研生物科技有限公司。 

UV-2700 紫外分光光度计  日本岛津；MOD-B3R 低温大容量摇床  上海旻泉仪器有限

公司；UPT-1-20T 纯水机  力辰科技有限公司；JJ224BF 电子分析天平  常熟市双杰测试仪

器厂； SW-CJ-2FD 超净工作台  苏州安泰空气技术有限公司；LRH-250 生物培养箱  上海

一恒科学仪器有限公司；D2M-80L-11 高压灭菌锅  上海申安医疗器械厂；Sorvall ST 40R

离心机  美国赛默飞世尔科技公司；Aynergy2 酶标仪  成都百乐科技有限公司。 



1.2  实验方法 

1.2.1  工艺流程  改善槐花口感的发酵工艺及抗氧化活性研究路线见图 1。 

 

图 1  槐花水提液发酵工艺流程图 

Fig.1  Sophora japonica aqueous extract fermentation process flow chart 

1.2.2  槐花水提液的制备  称取所购买的槐花 100 g，用适量自来水浸润后，再加入十倍量

的自来水煎煮 1 h，然后用纱布过滤后加入八倍量水，再煎煮 1 h 过滤，将 2 次水煎液合并

浓缩成料液比为 1:10 的水提液。将槐花水提液放入三角瓶，121℃高压灭菌 30 min。 

1.2.3  槐花水提液的单菌发酵  参照孙葳[20]方法，活化处理试验菌种，制备成可用于发酵

的菌悬液。将十种益生菌（米曲霉、黑曲霉、酿酒酵母、枯草芽孢杆菌、戊糖乳杆菌、瑞士

乳杆菌、植物乳杆菌、保加利亚乳杆菌、嗜酸乳杆菌、嗜热链球菌）分别接入槐花水提液中，

在转速 200 r/min，25 ℃以及自然 pH 下培养 24 h。 

1.2.4  槐花发酵液的感官评价  感官评价标准参考洋槐花酱[21]的感官方法，根据槐花特性

略有改动。感官评价小组由食品质量与安全专业 10 名学生及老师（5 男 5 女）组成，对评

价人员进行感官分析理论、识别感官特性和气味等感官描述性培训，同时要求其在感官评价

前应避免吸烟、吃口香糖等行为，以减少感官评定的误差，分别对槐花发酵液的口感、质地、

气味进行评分，满分为 100 分，具体感官评分指标见表 1。 

表 1  发酵槐花水提液感官评分标准
 

Table 1  Sensory Scoring Criteria of Fermented Sophora japonica Aqueous Extracts 
 

评分项目 评分标准 分数（100） 

口感（0~50） 

口感细腻，苦涩味改变或少许苦涩味，入口无不适反应 40~50 

口感细腻，苦涩味明显，入口无不适反应 20~40 

口感粗糙，难以下咽，入口有不适反应 0~20 

质地（0~15） 

均匀，无沉淀 10~15 

不均匀，有少量沉淀 5~10 

不均匀，有大量沉淀 0~5 

气味（0~35） 槐花味浓郁伴随发酵香气，闻之无不适反应 20~35 



槐花气味清淡，闻之无不适反应 10~20 

无槐花气味，有大量异味，闻之有不适反应 0~10 

1.2.5 槐花水提液的混菌发酵   

1.2.5.1  不同菌种拮抗试验  采用滤纸片抑菌圈法[22]：取瑞士乳杆菌种子液 100 µL 涂布于

MRS 培养基表面。将两片无菌小滤纸贴在培养基表面，分别吸取 2.5 µL 嗜热链球菌与保加

利亚乳杆菌的种子液滴在两个滤纸片上，37 ℃恒温培养 24 h，观察是否出现拮抗反应。 

1.2.5.2  混菌发酵  选取单菌发酵中口感较好的菌种，在接菌量 4%、转速 200 r/min、温度

25 ℃及自然 pH 条件下，培养 24 h。接菌比例参考刺五加-五味子的混菌发酵比例[23]，略有

改动，具体接菌比例见表 2。 

表 2  混菌发酵比例 

Table 2  Sterilization ratio 

编号 混合菌种 接菌比例(4 %) 

1 瑞士乳杆菌:嗜热链球菌 1:3 

2 瑞士乳杆菌:嗜热链球菌 2:2 

3 瑞士乳杆菌:嗜热链球菌 3:1 

4 瑞士乳杆菌:保加利亚乳杆菌 1:3 

5 瑞士乳杆菌:保加利亚乳杆菌 2:2 

6 瑞士乳杆菌:保加利亚乳杆菌 3:1 

7 嗜热链球菌:保加利亚乳杆菌 1:3 

8 嗜热链球菌:保加利亚乳杆菌 2:2 

9 嗜热链球菌:保加利亚乳杆菌 3:1 

10 瑞士乳杆菌:嗜热链球菌:保加利亚乳杆菌 2:1:1 

11 瑞士乳杆菌:嗜热链球菌:保加利亚乳杆菌 1:2:1 

12 瑞士乳杆菌:嗜热链球菌:保加利亚乳杆菌 1:1:2 

13 瑞士乳杆菌:嗜热链球菌:保加利亚乳杆菌 1:1:1 

14 瑞士乳杆菌 4 

15 保加利亚乳杆菌 4 

16 嗜热链球菌 4 

17 （不接菌）空白对照 0 

1.2.6  总黄酮及多糖的含量测定 



1.2.6.1  总黄酮标准曲线的绘制  称取 10 mg 的芦丁标准品，用 50％乙醇水溶液定容至 50 

mL，摇匀，可得到浓度为 0.2 mg/mL 的芦丁标准贮备液。参考文献[24]方法进行线性范围和

回归方程的考察，具体过程如下：采用硝酸铝显色法，以芦丁为对照品，在 430－600 nm 波

长范围内测定吸光度，在 510.18 nm 处有最大吸收波长，选用 510 nm 为测定波长。以吸光

度值为纵坐标（A），以对照品浓度为横坐标（C）绘制标准曲线。得线性回归方程为 A＝

2.3841C－0.0322，R2＝0.9996。结果表明，芦丁浓度在 0.05～0.4 mg/mL 之间有良好线性关

系。 

1.2.6.2  总黄酮含量测定  参考文献[25]取样品溶液 0.28 mL，按 1.2.6.1 方法处理，以空白试

剂为对照，于 510 nm 下进行检测，得到样品吸光度，代入回归方程中得到槐花发酵液总黄

酮浓度。 

1.2.6.3  多糖标曲的绘制  参考文献[26]称取葡萄糖标品 4 mg，倒入 50 mL 容量瓶，溶解，

配制成 0.08 mg/mL 的溶液。分别移取 0.1、0.2、0.4、0.6、0.8、1.0 mL 葡萄糖标准品溶液

于试管中，加 1 mL 5%苯酚溶液、5 mL 浓硫酸溶液，将试管放入水浴锅，5 min 沸水浴，用

紫外-可见分光光度仪在 490 nm 处检测样品的吸光度，横坐标为葡萄糖浓度（C），纵坐标

为吸光度（A），绘制葡萄糖标准曲线，得回归方程为 A＝1.11C－0.8119，R2＝0.9992。 

1.2.6.4  多糖含量测定  将槐花水提液以 4000 r/min 离心 10 min 后，取上清液加无水乙醇 8 

mL，放置 24 h，4000 r/min 离心 10 min，弃上清液，加 80%乙醇溶液 10 mL，洗涤，4000 r/min

离心 10 min，加水溶解沉淀，将其转移至 25 mL 容量瓶中，水定容。按 1.2.6.3 方法处理，

以空白试剂为对照，于 490 nm 下进行检测，得到样品吸光度，代入回归方程得到槐花水提

液多糖浓度。 

1.2.7  响应面法对改善槐花水提液口感发酵工艺优化   

1.2.7.1  考察发酵温度对槐花水提液的影响  在接菌量 4%、发酵时间 24 h 的条件下，考察

不同发酵温度（15、20、25、30、35 ℃）对槐花水提液感官评分及总黄酮浓度的影响。 

1.2.7.2  考察接菌量对槐花水提液的影响  在发酵温度 25 ℃、发酵时间 24 h 的条件下，考

察不同接菌量（1%、2%、3%、4%、5%）对槐花水提液感官评分及总黄酮浓度的影响。 

1.2.7.3  考察发酵时间对槐花水提液的影响  在发酵温度 25 ℃、接菌量 4%的条件下，考

察不同发酵时间（12、24、36、48、60 h）对槐花水提液感官评分及总黄酮浓度的影响。 

1.2.7.4  槐花水提液发酵的响应面优化实验  根据单因素试验结果，选取发酵温度、发酵时

间和接菌量三个因素，进行三因素三水平试验设计见表 3。利用 Box-Behnken 进行响应面

优化试验设计。 



表 3  响应面分析因素与水平 

Table 3  Response surface analysis factors and levels 

 

因素 

水平 

-1 0 1 

A 发酵温度（℃） 15 20 25 

B 接菌量（%) 2 3 4 

C 发酵时间（h） 12 24 36 

1.2.8  槐花发酵液的抗氧化活性分析 

1.2.8.1  清除 DPPH 自由基能力的测定  将发酵前与发酵后的槐花水提液在 4500 r/min 下，

离心 10 min，取上清液，按照 ELISA KIT 酶联免疫检测试剂盒-DPPH 自由基清除能力说明

书进行操作。DPPH 清除率的计算方法为： 

DPPH 自由基清除率（％）＝［（1－（A 测定－A 对照）÷A 空白）］×100 

式中：A 测定表示测定管的吸光度，A 对照表示对照管的吸光度，A 空白表示空白管的吸光度。 

1.2.8.2  清除超氧阴离子自由基能力的测定  将发酵前与发酵后的槐花水提液在 4500 r/min

下，离心 10 min，取上清液按照 ELISA KIT 酶联免疫检测试剂盒-超氧阴离子自由基清除能

力说明书进行操作。超氧阴离子清除率的计算方法为： 

超氧阴离子清除率 I％＝［1－（A 测定－A 对照）÷A 空白］×100% 

式中：A 测定表示测定管的吸光度，A 对照表示对照管的吸光度，A 空白表示空白管的吸光度。 

1.3  数据处理  

本实验中的实验数据均以平均数±标准差表示。采用 SPSS22、GraphPad Prism 8 和

Design-Expert 12 软件进行分析和绘图。 

2  结果与分析 

2.1  筛选发酵菌种 

2.1.1  单菌发酵实验 



 
图 2  槐花单菌发酵感官评分 

Fig.2  Sensory Score of Sophora japonica moniliformis Fermentation 

注：不同小写字母表示组内差异显著（P < 0.05），相同小写字母表示组内差异不显著（P > 0.05）；1 号米曲霉、2 号黑曲霉、3

号酿酒酵母、4 号枯草芽孢杆菌、5 号戊糖乳杆菌、6 号瑞士乳杆菌、7 号植物乳杆菌、8 号保加利亚乳杆菌、9 号嗜酸乳杆菌、

10 号嗜热链球菌、11 号空白组。 

由图 2 可知，不同菌种发酵对槐花水提液的感官评分影响显著（P ＜ 0.05），经瑞士

乳杆菌、保加利亚乳杆菌与嗜热链球菌发酵的槐花水提液感官评分相对较高。前人文献也指

出[27-28]，瑞士乳杆菌、保加利亚乳杆菌与嗜热链球菌对改善食品风味有显著作用，因此本研

究选取这三个菌种进行混菌发酵试验。 

2.1.2  三菌种拮抗试验   

 

图 3  三菌拮抗实验 

Fig.3  Three bacteria antagonism experiment 

注：A：瑞士乳杆菌、B：保加利亚乳杆菌、C：嗜热链球菌 

由图 3 可知瑞士乳杆菌、保加利亚乳杆菌与嗜热链球菌共培养未出现抑菌圈，前人文献

也指出[29-30]，三菌可进行混菌发酵。说明三菌混合培养后不会影响彼此的生长和繁殖，可用

于发酵槐花水提液。 

2.1.3  混菌筛选   



 

图 4  槐花混菌发酵感官评分 

Fig.4  Sensory scores of mixed bacteria fermentation of Sophora japonica 

注：不同小写字母表示组内差异显著（P < 0.05），相同小写字母表示组内差异不显著（P > 0.05）。 

瑞士乳杆菌、嗜热链球菌与保加利亚乳杆菌按表 2 比例进行混菌发酵，依据感官评分筛

选出前 3 的混菌组合。由图 4 可知，瑞士乳杆菌:嗜热链球菌:保加利亚乳杆菌（2:1:1）、瑞

士乳杆菌:嗜热链球菌:保加利亚乳杆菌（1:1:1）、瑞士乳杆菌三组混菌组合发酵对槐花水提

液口感改善效果较好。由于三组感官评分差别不大，再分别检测三组混菌组合发酵后总黄酮

含量（见表 4）。 

表 4  混菌发酵液总黄酮含量 

Table 4  Total flavonoids content of mixed bacterial fermentation solution 

编号 0 瑞士乳杆菌:嗜热链球菌:

保加利亚乳杆菌（2:1:1） 

瑞士乳杆菌:嗜热链球菌:

保加利亚乳杆菌（1:1:1） 

瑞士乳杆菌 

总黄酮浓

度(mg/mL) 

0.3054±0.0093b 0.2928±0.0113c 0.3174±0.0108a 0.2748±0.0073d 

注：不同小写字母表示组内差异显著（P < 0.05），相同小写字母表示组内差异不显著（P > 0.05）。 

由表 4 可知，当瑞士乳杆菌:嗜热链球菌:保加利亚乳杆菌＝1:1:1 时，槐花水提液总黄酮

含量较高。因此选择瑞士乳杆菌:嗜热链球菌:保加利亚乳杆菌（1:1:1）为发酵槐花水提液最

佳混菌组合。 

2.2  单因素实验结果 

2.2.1  发酵温度对槐花水提液感官评分及总黄酮浓度的影响 



 

 

图 5  发酵温度对槐花水提液感官评分及总黄酮浓度的影响 

Fig.5  Effect of fermentation temperature on sensory score and total flavonoid concentration of 

aqueous extract of Sophora japonica 

注：不同小写字母表示组内差异显著（P < 0.05），相同小写字母表示组内差异不显著（P > 0.05）。 

由图 5 可知，随着发酵温度升高，感官评分先增加后减少，当温度为 20 ℃时，感官评

分最高为 70.5 分。总黄酮浓度随着发酵温度升高逐渐升高，在 35 ℃时达到最大为 0.34 

mg/mL，但其感官评分最低。当发酵温度从 15 ℃上升到 20 ℃时，总黄酮浓度变化不大，

感官评分上升可能是因为发酵产生了一些风味物质。当发酵温度从 20 ℃上升到 35 ℃时，

总黄酮浓度逐渐上升，感官评分下降可能因为黄酮类化合物的含量与苦味有一定相关性[31]，

总黄酮浓度升高后，导致感官评分降低。综合考虑发酵温度选择在 15、20、25 ℃进行响应

面试验。 

2.2.2  接菌量对槐花水提液感官评分及总黄酮浓度的影响 

 

图 6  接菌量对槐花水提液感官评分及总黄酮浓度的影响 

Fig.6  Effect of bacterial inoculation on sensory score and total flavonoid concentration of 

aqueous extract of Sophora japonica 

注：不同小写字母表示组内差异显著（P < 0.05），相同小写字母表示组内差异不显著（P > 0.05）。 



由图 6 可知，总黄酮浓度随着接菌量的增加变化不大。但随着接菌量的增加，感官评分

有所下降，当接菌量为 3%时，感官评分最高为 72.33 分。当接菌量从 1%增加到 3%时，感

官评分上升可能是因为接菌量的增加导致槐花水提液发酵更加充分。当接菌量从 3%增加到

5%时，感官评分下降可能是因为接菌量超过 3%以后，大量的细菌对营养和生存空间的竞争

也越大，这种竞争使细菌生长和繁殖的速度减慢[32]，导致槐花水提液发酵不充分。最终确

定接菌量选择在 2%、3%、4%进行响应面试验。 

2.2.3  发酵时间对槐花水提液感官评分及总黄酮浓度的影响 

 

图 7  发酵时间对槐花水提液感官评分及总黄酮浓度的影响 

Fig.7  Effect of fermentation time on sensory score and total flavonoid concentration of aqueous 

extract of Sophora japonica 

注：不同小写字母表示组内差异显著（P < 0.05），相同小写字母表示组内差异不显著（P > 0.05）。 

从图 7 中可知随着发酵时间的增加，感官评分先升高后下降，当发酵时间为 24 h 时，

感官评分最高为 79.83 分。当发酵时间从 12 h 增加到 24 h 时，总黄酮浓度变化不大，感官

评分逐渐上升可能是在发酵的初期，随着发酵时间的延长，发酵液中的风味物质在混菌的发

酵作用下不断产生，感官评分逐渐升高。当发酵时间从 24 h 增加到 60 h 时，总黄酮浓度逐

渐下降，感官评分也逐渐下降，可能是因为发酵时间过长时，混菌的代谢产物大量积累，影

响了产品质量，导致感官评分下降[33]。综合考虑发酵时间选择在 12、24、36 h 进行响应面

试验。 

2.3  响应面法优化发酵条件 

2.3.1  响应面实验设计与结果分析   



在单因素试验的基础上，选取温度、接菌量、时间 3 个因素作为变量进行响应面分析，

经 Box-Behnken 响应面法设计，共有 17 个试验点，总黄酮含量和感官评分为响应值，结果

见表 5。 

表 5  Box-Benhnken 实验设计与结果 

Table 5  Box-Benhnken experimental design and results 

实验号 A：温度（℃） B：接菌量（%) C：时间（h） 感官评分 总黄酮含量（mg/mL) 

1 25 3 36 76.67±1.34 0.3026±0.0137 

2 20 3 24 79.33±1.87 0.3189±0.0086 

3 20 3 24 79.00±1.56 0.3275±0.0154 

4 25 4 24 77.67±1.47 0.3046±0.0148 

5 15 4 24 76.33±2.21 0.3056±0.0144 

6 20 4 12 76.17±1.72 0.3060±0.0119 

7 15 3 12 76.67±1.52 0.3035±0.0172 

8 20 4 36 77.70±1.39 0.3097±0.0129 

9 25 3 12 77.17±1.58 0.3080±0.0069 

10 20 3 24 78.33±1.21 0.3173±0.0172 

11 20 2 12 77.33±1.89 0.3081±0.0193 

12 20 2 36 76.67±2.01 0.3049±0.0136 

13 20 3 24 78.67±2.41 0.3277±0.0106 

14 15 3 36 76.30±1.38 0.3033±0.0113 

15 15 2 24 76.67±1.69 0.3060±0.0163 

16 25 2 24 76.17±1.73 0.3027±0.0128 

17 20 3 24 79.00±1.49 0.3202±0.0157 

依据 Design-expert 12.0 软件对槐花发酵液的感官评分和总黄酮含量进行回归拟合，得

到回归方程：感官评分＝78.87＋0.2138A＋0.1288B＋0.4600AB－0.0325AC＋0.5475BC－

1.210A2－0.9455B2－0.9530C2，总黄酮含量＝0.3223＋0.0005B－0.0006C＋0.0006AB－

0.0013AC＋0.0017BC－0.0102A2－0.0074B2－0.0078C2。 

对二次回归方程预测模型进行显著性检验，得感官评分的方差分析结果见表 6。感官评

分回归模型[34]P 值＜0.01，模型的相关性极显著，并且方程失拟项 P 值为 0.3758，呈不显著



（P＞0.05），由此证明，该模型可以用来反应感官评分与影响因素之间的关系，实验方法

可靠。由 F 值可知，各因素对感官评分影响强度顺序为：A＞B＞C。两因素相互作用对槐

花发酵液感官评分的影响：BC＞AB＞AC。A、B、C 的平方项具有极显著性（P＜0.01）。

说明该回归模型可以用于优化槐花发酵液的理论预测。 

表 6  感官评分响应面试验方差分析 

Table 6  Analysis of variance of sensory scoring response surface test  

方差源 平方和 自由度 均方 F 值 P 值 显著性 

模型 17.89 9 1.99 11.96 0.0018 ** 

A-温度 0.3655 1 0.3655 2.20 0.1817  

B-接菌量 0.1326 1 0.1326 0.7978 0.4014  

C-时间 0.0000 1 0.0000 0.0000 1.0000  

AB 0.8464 1 0.8464 5.09 0.0586  

AC 0.0042 1 0.0042 0.0254 0.8778  

BC 1.20 1 1.20 7.21 0.0313 * 

A² 6.17 1 6.17 37.12 0.0005 ** 

B² 3.76 1 3.76 22.65 0.0021 ** 

C² 3.82 1 3.82 23.01 0.0020 ** 

残差 1.16 7 0.1662    

失拟项 0.5866 3 0.1955 1.36 0.3758  

纯误差 0.5769 4 0.1442    

总和 19.06 16     

注：*为差异显著（P < 0.05），**为差异极显著（P < 0.01）。 

总黄酮含量的方差分析结果见表 7，模型的 P 值为 0.0073（＜0.01），说明该模型显著

性良好，失拟值 P 值为 0.9076（＞0.05)，失拟不显著，即说明其他因素对感官评分影响小。

由 F 值可知，对槐花发酵液总黄酮含量的影响程度：C＞B＞A；两因素相互作用对槐花发

酵液总黄酮含量的影响：BC＞AC＞AB，A、B、C 的平方项具有极显著性（P＜0.01）。说

明该回归模型可以用于优化槐花发酵液的理论预测。 

表 7  总黄酮含量响应面试验方差分析 

Table 7  Analysis of variance of total flavonoid content response surface test  

方差源 平方和 自由度 均方 F 值 P 值 显著性 

模型 0.0011 9 0.0001 7.51 0.0073 ** 

A-温度 1.805E-08 1 1.805E-08 0.0012 0.9738  

B-接菌量 2.301E-06 1 2.301E-06 0.1471 0.7127  

C-时间 3.163E-06 1 3.163E-06 0.2023 0.6665  

AB 1.311E-06 1 1.311E-06 0.0838 0.7805  

AC 6.734E-06 1 6.734E-06 0.4307 0.5326  

BC 0.0000 1 0.0000 0.7701 0.4093  



A² 0.0004 1 0.0004 28.19 0.0011 ** 

B² 0.0002 1 0.0002 14.72 0.0064 ** 

C² 0.0003 1 0.0003 16.27 0.0050 ** 

残差 0.0001 7 0.0000    

失拟项 0.0000 3 4.249E-06 0.1757 0.9076  

纯误差 0.0001 4 0.0000    

总和 0.0012 16     

注：**为差异极显著（P < 0.01）。 

2.3.2  响应曲面分析 
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图 8 各因素交互作用对发酵槐花水提液感官评分影响的响应面图 

Fig.8  Response surface plots of the effect of interaction of factors on sensory scores of aqueous 

extracts of fermented Sophora japonica 
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图 9 各因素交互作用对发酵槐花水提液总黄酮含量影响的响应面图 

Fig.9  Response surface plots of the effect of interaction of factors on the total flavonoid 

content of aqueous extract of fermented Sophora japonica 

从响应面图中可以看出，曲面越陡峭，影响因素的变化对响应值的影响也越大[35]。由

图 8、图 9 可知，在本研究所选择的范围内，各影响因素之间的交互作用对槐花发酵液的感

官评分及总黄酮含量的影响相似，感官评分与总黄酮含量均随着各影响因素的增加呈先增后

降的趋势，响应面图存在最大值。 

2.3.3  验证实验   

经 Design-expert 12.0 软件对回归方程的预测分析，得槐花水提液的最佳发酵工艺条件

为：发酵时间 24.33 h、发酵温度 20.54 ℃、接菌量 3.10%，理论预测感官评分、总黄酮浓



度分别为 78.88 分、0.322 mg/mL。结合工业生产实际情况，确定槐花水提液最佳发酵条件

为：发酵时间 24 h，发酵温度 21 ℃，接菌量 3%。以确定的最佳发酵工艺进行 3 次验证性

试验，结果见表 8。 

表 8  响应面验证实验结果 

Table 8  Response surface verification experiment  

项目 感官评分 总黄酮浓度（mg/mL） 

第一组 79.70 0.3207 

第二组 78.33 0.3230 

第三组 79.00 0.3239 

平均值 79.01 0.3225 

由表 8 可知，三组的感官评分平均值为 79.01 分，与预测值相差不大，相对误差为 0.16%。

三组总黄酮含量的平均浓度为 0.3225 mg/mL，与理论分析结果 0.322 mg/mL 近似。综上可

得，说明 Box-Behnken 响应面分析软件建立的模型准确可靠。 

2.4  槐花水提取液发酵前后抗氧化活性及活性成分变化 

2.4.1  槐花水提取液发酵前后的抗氧化能力分析 

 

图 10 槐花水提液发酵前后抗氧化能力 

Fig.10  Antioxidant capacity of aqueous extract of Sophora japonica before and after 

fermentation 

注：**为差异极显著（P < 0.01），***为差异极其显著（P < 0.001）。 

从图 10 可知，发酵前的槐花水提液对 DPPH 自由基的清除率为 86.5%，发酵后的清除

率为 67.39%，对 DPPH 自由基的清除作用降低了 19.11%（P < 0.001）。发酵前的槐花水提

液对超氧阴离子自由基的清除率为 89.22%，发酵后的清除率为 81.1%，对超氧阴离子自由

基的清除作用降低了 8.12%（P < 0.01）。 



研究表明，黄酮和多糖类成分与槐花抗氧化能力密切相关[36-37]，微生物发酵能改变黄酮

和多糖的含量，主要是由于大分子物质消耗降解，小分子物质间的相互转化频繁。综合分析，

槐花水提液发酵后抗氧化能力的降低主要与黄酮和多糖类成分的含量变化有关。 

2.4.2  槐花水提液发酵前后活性成分分析 

 

图 11  槐花水提液发酵前后成分变化 

Fig. 11  Changes in the composition of Sophora japonica extract before and after fermentation 

注：*为差异显著（P < 0.05），ns 为无显著性（P > 0.05）。 

从图 11 可知，发酵槐花水提液能提高槐花黄酮类成分的含量，发酵前黄酮类成分含量

为 0.3012 mg/mL，发酵后含量为 0.3225 mg/mL，含量提高了 7.2%。发酵前多糖类成分含量

为 1.43 mg/mL，发酵后为 1.14 mg/mL，含量下降了 20.28%（P < 0.05）。 

根据中国药典的记载，黄酮类成分是槐花的主要药用成分。槐花水提液发酵后黄酮含量

上升可能是由于其含有的多酚类物质转化而来，多糖含量降低可能是由于接种瑞士乳杆菌、

保加利亚乳杆菌和嗜热链球菌进行发酵时，微生物生长过程中产生的酶对多糖进行降解和生

物转化，导致多糖含量下降[38]。结果表明，槐花水提液发酵后抗氧化能力的降低可能主要

与多糖类成分的减少有关 

3  结论 

本文采用响应面法对槐花水提液的发酵工艺进行优化，同时探究槐花水提液发酵前后的

抗氧化活性变化。发酵槐花水提液最佳混菌组合及比例为瑞士乳杆菌:保加利亚乳杆菌:嗜热

链球菌（1:1:1），发酵最优工艺条件为温度 21 ℃，时间 24 h，接菌量 3%。在该条件下得

到的槐花水提液感官评分高达 79.01 分，总黄酮含量为 0.3225 mg/mL，含量提高了 7.2%，

多糖含量为 1.14 mg/mL，含量下降了 20.28%。槐花水提液发酵后对 DPPH 自由基的清除率

为 67.39%，清除率降低了 19.11%，对超氧阴离子自由基的清除率为 81.1%，清除率降低了

8.12%。经过益生菌发酵后的槐花水提液口感细腻，少许苦涩味，入口无不适反应，均匀，



无沉淀，槐花味浓郁伴随发酵香气，闻之无不适反应。发酵槐花水提液的研究，有效改善了

口感不适问题，为槐花资源利用开辟了新途径。 
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