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酵素食品微生物指标与主要功效酶及有机酸分析
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摘 要 为了解不同原料自然发酵酵素食品中微生物组成，评价市售酵素食品的理化指标、微生物指标、主要功

效酶活力和有机酸组成，对23份发酵期酵素样品进行酵母菌数、乳酸菌数和醋酸菌数测定，对4种市售酵素食

品进行总酸、可溶性固形物含量、微生物指标及蛋白酶、脂肪酶、仅一淀粉酶、超氧化物歧化酶活力测定，并采用高

效液相色谱法对其有机酸的种类及含量进行分析。结果表明，发酵期酵素中广泛存在酵母菌、乳酸菌和醋酸菌；

市售酵素食品的功效酶活力偏低，主要有机酸为草酸、苹果酸、乳酸和乙酸。结论：市售酵素食品质量参差不齐，

功效酶活力较低，与其宣传功效不符。该研究为了解酵素食品品质、正确看待酵素食品提供了数据参考。
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酵素，实际上是“酶”的旧译，是由生物体产生的

具有催化活性的大分子，参与人体新陈代谢、机体免疫

和组织修复等生命活动。酵素食品是指以一种或多种

新鲜蔬菜、水果、菌菇、药食同源中草药等为原料，经多

种有益菌发酵而成的功能性产品，含有丰富的酶、维生

素、矿物质和次生代谢产物等营养成分¨3。具有改善

肠胃功能旧。3。、增强机体免疫力M。、美白抗衰No等功

能。酵素食品的原料丰富，产品种类多样，如酵素原

液、酵素粉、酵素片、酵素饮料等。近年来，学者对酵素

的发酵工艺和酵素食品的抗氧化性进行了较多研究。

酵素食品发酵工艺有自然发酵和人工接种发酵两种，

人工接种发酵根据发酵剂的不同可以分为单一菌种发

酵¨1和多菌混合发酵H1。酵素食品普遍具有较好的抗

氧化性，发酵过程中抗氧化性能总体呈现上升趋势眵]。

酵母菌、乳酸菌和醋酸菌为发酵食品中的常见微

生物，三者之间共同作用可以形成独特风味。如民间

传统茶饮料“红茶菌”即是由酵母菌、乳酸菌和醋酸

菌组成的共生体系将糖和茶叶发酵而成"·；食醋的

酿造也是常见的多菌发酵体系。酶活是酵素的主要

质量指标，蛋白酶、脂肪酶、淀粉酶、超氧化物歧化酶

(superoxide dismutase，SOD)是酵素类食品的主要功

效酶。其中SOD酶活性是评价酵素品质优劣的重要

指标之一，也是各品牌在保健功效上的宣传重点。有

机酸是大分子化合物的代谢产物，在发酵食品香味的
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形成中起着重要作用¨引。近年来关于酵素食品中有

机酸成分的研究鲜见报道，仅蒋增良¨¨对葡萄酵素、

蓝莓酵素、树莓酵素中有机酸的种类及含量进行了分

析，ARUN等¨引测定了环保酵素不同发酵阶段的有

机酸含量，酵素食品中有机酸来源于果蔬原料及有益

菌的代谢产物。

本研究分析了不同原料的酵素发酵期的微生物

组成，对国内市售的4种不同品牌、不同原料的液体

酵素进行了理化指标、微生物指标、主要功效酶活性

测定和有机酸成分分析，对液体酵素产品质量进行了

初步评价，以期为液体酵素食品品质研究提供参考。

1 材料与方法

1．1材料

发酵期酵素1～23号(发酵时间约为30～

180 d)；市售酵素A、B、C、D。

表1发酵期酵素原料

Table 1 The raw material of leaven in fermentation period

样品编号 原料 样品编号 原料

l 西胡瓜、黄瓜、莴笋、食糖 13 梨子、食糖

2 西胡瓜、黄瓜、莴笋、食糖 14 牡丹根、食糖

3 茄子、南瓜、食糖 15 赶黄草、食糖

4 西红柿、茄子、黄瓜、食糖 16 松针、食糖

5 野西红柿、食糖 17 牡丹花蕾、食糖

6 西兰花、食糖 18 赶黄草、食糖

7 西胡瓜、黄瓜、食糖 19 赶黄草、食糖

8 莴笋、食糖 20 红景天、银杏果、食糖

9 西胡瓜、黄瓜、莴笋、食糖 21 木瓜、牡丹花、食糖

10 黄瓜、食糖 22 茄子、松茸、食糖

11 茄子、食糖 23 梨、秋葵、食糖

12 西胡瓜、黄瓜、莴笋、食糖
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表2市售酵素原料

Table 2 The raw material of commercially available leaven

苹果、胡萝h、自萝h、卷心菜、旱芹、黄瓜、香蕉、菠菜、圆葱、南

瓜、西红柿、绿豆芽、青椒、茄子、莲藕、香菇、生莱、生姜、大蒜、

． 鸭儿芹、橘子、苜蓿、昆布、紫菜、蒲公英、莴苣、油菜、西葫芦、茼

蒿、油麦菜、苹果梨、菠萝、山楂、沙果、葡萄、冬枣、草莓、猕猴

桃、紫薯、茶树菇、蟹味菇、白玉菇、杏鲍菇、金针菇、苦苣、西兰

花、小白菜、香葱、白菜、紫苏、韭菜、食糖

紫糙米、甜菜根、葛根、红景天、桑葚、洛神花、石榴、神秘果、山

一 楂、银杏果、紫苏、梅子、凤梨、南瓜、苦瓜、木瓜、柠檬、大白柚、

柳橙、葡萄、西印度樱桃、红萝h、白萝h、卷心菜及蜂蜜、乳寡

糖等

1．2试剂与仪器

1．2．1培养基

孟加拉红培养基、月桂基硫酸盐胰蛋白胨肉汤、

煌绿乳糖胆盐肉汤，杭州微生物试剂有限公司。

乳酸菌固体培养基(MRS)：蛋白胨10．0 g，酵母

膏5．0 g，葡萄糖20．0 g，K2HPO。2．0 g，MgSO。0．58

g，柠檬酸氢二铵2．0 g，牛肉膏10．0 g，MnSO。0，25 g，

吐温80 2．0 g，乙酸钠5．0 g，琼脂20 g，水1 000 mL，

pH 6．0～6．4。

醋酸菌固体培养基：酵母膏10．0 g，葡萄糖10．0

g，CaC03 15．0 g，琼脂20．0 g，水1 000 mL，使用前添

加30 mL无水乙醇。

平板计数培养基(PCA)：胰蛋白胨5．0 g，酵母浸

膏2．5 g，葡萄糖1．0 g，琼脂15．0 g，水1 000 mL，pH

6．8～7．2。

以上培养基均于121 oC灭菌15 min。

1．2．2 试剂

氢氧化钠、盐酸、福林试剂、碳酸钠、三氯乙酸、乳

酸、乳酸钠、标准酪蛋白、￡-酪氨酸、聚乙烯醇、橄榄

油、乙醇、磷酸二氢钾、十二水磷酸氢二钠、碘、碘化

钾、可溶性淀粉、柠檬酸、乙二胺四乙酸二钠、邻苯三

酚：分析纯，成都市科龙化工试剂厂；酚酞：分析纯，成

都化学试剂厂；三羟甲基氨基甲烷，分析纯：北京索莱

宝科技有限公司；甲醇、乙腈：色谱纯，瑞典Oceanpak

公司。

有机酸标准品：L．苹果酸(纯度≥99％)，美国

Sigma公司；柠檬酸(纯度≥99．5％)，上海阿拉丁

生化科技股份有限公司；乳酸、乙酸、琥珀酸、草

酸、酒石酸(纯度≥99．5％)，天津市光复精细化

工研究所。
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1。2．3仪器与设备

CPA225D型精密天平，德国Sartorius公司；UV一

1800PC型紫外可见分光光度计，上海美谱达仪器有

限公司；VBR90A手持折光仪，杭州汇尔仪器设备有

限公司；LC-2010C HT液相色谱仪，日本Shimazu公

司，配可变波长紫外检测器(UV)；LC—Solution工作

站，日本Shimazu公司；Milli—Q Gradient超纯水仪，美

国Millipore公司；Sorvall ST 16R冷冻离心机，美国

Termo Fisher Scientific公司；SCIENTZ一09无菌均质

器，宁波新芝生物科技有限股份有限公司；Sep．Pak

C18固相萃取小柱，美国Waters公司。

1．3方法

1．3．1 理化指标测定

总酸：参考GB／T 12456--2008((食品中总酸的测

定》，采用酸碱滴定法，以乳酸计。每个样品重复测

定3次。

可溶性固形物：取1 mL样品经蒸馏水稀释后采

用VBR90A手持折光仪测定可溶性固形物含量。

1．3．2微生物指标分析

菌落总数：参照GB 4789．2—2010；酵母菌、霉菌

数：参照GB 4789．15—2010；乳酸菌数：参照GB

4789．35—2010；醋酸菌数：将样品梯度稀释，选择适

宜梯度吸取0．1 mL液体涂布于醋酸菌固体培养基，

30℃培养48 h后计数；大肠菌群：参照GB

2789．3—2010。

1．3．3酶活性测定

酵素样品原液经4 000 r／rain离心10 min，取上

清液进行主要功效酶活力测定。

蛋白酶活力：采用福林酚法测定，参照GB／T

23527--2009。

脂肪酶活力：采用滴定法测定，参照GB／T

23535--2009。

d-淀粉酶活力：参照GB／T 24401—2009。

SOD酶活力：采用修改的Marklund方法，参照

GB／T 5009．171—2003。

1．3．4有机酸测定

1．3．4．1 有机酸标准溶液的配制

测定酵素食品中草酸、柠檬酸、酒石酸、苹果酸、

琥珀酸、乳酸、乙酸的含量。按表3配制有机酸标准

品混合溶液，并分别取2、10、50、75、100斗L，定容至1

mL，配制成不同质量浓度的混合标液，用0．45¨m水

相微孔滤膜过滤后，用HPLC分析获得各种有机酸的

线性方程。

 



Table 3表Th3e pr有ep机ar酸at标ion准。品f s溶tan液d的ard配。制rganic acid
2 结果与分析一 ，u／l。V／V l，l

有机酸 质量浓度? 有机酸 。竺誊，(mg·mL“)

草酸 2．5 苹果酸 15

乳酸 25 琥珀酸 15

柠檬酸 15 酒石酸 25

乙酸 30

1．3．4．2样品处理

取一定体积的酵素样品以10 000 r／min离心

10 rain[13I。取上清液稀释10倍后过0．45汕m水相

微孔滤膜¨3|，取5 mL滤液以1 mL／min流速流经c。。

固相萃取小柱(使用前预先用5 mL甲醇活化，再用

等量超纯水平衡)除去色素于扰物，弃去初滤液，收

集3 mL续滤液供HPLC分析，做3次重复¨4‘1“。

1．3．4．3 色谱条件

色谱柱：Sepax HP—C18(4．6 mm×250 inm，5

汕m)；柱温：18℃；流动相：5％乙腈-95％0．05 mol／L

KH：PO。(用磷酸调至pH 2．5)；流速：0．6 mL／min；进

样量：10¨L；紫外检测器波长：210 nm，得到的7种有

机酸混合标准品的色谱图如图1所示，所测的7种有

机酸的相关系数均大于0．990(表4)。

300
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loo

50

时间／min

1一草酸；2一酒石酸；3一苹果酸；4一乳酸；

5一乙酸；6一柠檬酸；7一琥珀酸

图1 7种有机酸标准样品色谱分离图

表4 7种有机酸标准曲线线性相关性

Table 4 Liner equations for the standard curve of 7

standard organic acid

草酸0．025～0．250 Y=1．0×10 7x+64 909 0·999
7

酒石酸0．250—2．500 Y=2．0×106x+31 098
0．999 4

苹果酸0．150～1．500 Y=916 346x+21 828 0．997 8

乳酸0．250—2，500 Y=651 568x+15 868 0．996 0

乙酸0．300～3．000 Y=544 790x+12 169
0．999 4

柠檬酸0．150～1，50 Y=1，0×106x+14 504
0．999 2
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2．1酵素微生物指标分析

取发酵中不同原料酵素样品1～23号进行酵母

菌、乳酸菌及醋酸菌计数。由表1及表5可知，样品

1～11主要原料为蔬菜，多数样品中含有极少的乳酸

菌；12～13主要原料为水果，微生物以酵母菌为主；

14～20主要原料为药用植物，样品中含有较多的酵

母菌、乳酸菌和醋酸菌；21—23为蔬菜、水果、药用植

物两两混合发酵样品，均含有一定数量的酵母菌和醋

酸菌，样品间乳酸菌数量差异较大。除样品1、8、14

外均含有一定数量的酵母菌，大部分样品含有乳酸菌

和醋酸菌。样品5、7、13的发酵体系中微生物以酵母

菌为主，基本无乳酸菌、醋酸菌。样品l、2、9的主要

原料均为西胡瓜、黄瓜、莴笋，醋酸菌为该发酵体系中

的主要微生物。微生物组成以酵母菌为主可能会使

产品中乙醇含量过高、酸度过低，影响产品风味且存

在一定安全隐患。样品15、18、19为发酵时间不同的

赶黄草酵素，可以看出在发酵过程中酵母菌数、乳酸

菌数和醋酸菌数的数量级发生变化，3者间此消

彼长。
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2．2 市售酵素总酸及可溶性固形物含量情况

测定4种市售酵素样品的总酸和可溶性固形物

含量，结果见表6。样品D的总酸含量最高，为37．15

g／kg；样品c的总酸含量最低，仅为6．78 g／kg。样品

c的可溶性固形物含量最高，为58．0％，而样品B的

可溶性固形物含量仅为4．8％。可溶性固形物反映

了样品中能溶于水的化合物的总称，包括可溶性糖类

和可溶性蛋白质等。样品B可溶性固形物含量较低

可能是由于发酵原料单一，且与原料本身及加糖量

有关。

表6市售酵素的总酸及可溶性固形物含量

Table 6 The total acid and soluble solid content of commer

cially available leaven

2．3市售酵素微生物指标

市售酵素微生物检测结果见表7。样品A菌落

总数、酵母菌数较多，分别为1．5×103 CFU／mL和

4．5×105 CFU／mL。样品D菌落总数和酵母菌数均

小于1。4个样品均无霉菌、大肠菌群检出。若以GB

7101--2015《饮料》中规定的微生物限量为衡量标

准，仅样品D的微生物指标合格。

表7市售酵素微生物检测结果

Table 7 The microorganism results of commercially

available leaven

⋯号。僦‰需‰F嚣，煳[M端PN．I’、 ’‘

7(100 mL)_1]

4．5×105

<10

1．9 X105

<1

<3．O

<3．O

<3．0

<3．0

2．4市售酵素主要功效酶活性情况

对市售酵素样品A、B、C、D蛋白酶活力、脂肪酶活

力、d-淀粉酶活力及SOD酶活力进行测定。结果见表

8，样品A、B、C、D的蛋白酶活力分别为8、1、1、3 U／mL。

结果表明，这4种酵素具有一定的蛋白酶活性，但活力

较低。样品C的脂肪酶酶活力为2 U／mL，其余3种样

品均无脂肪酶活力。4种样品均元仅一淀粉酶活力。样
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品D的酶活力为41．7 U／mL，其余样品无SOD酶活力。

表明样品D具有一定清除自由基的能力。

表8市售酵素功效酶活力

Table 8 The efficacy enzyme activity in commercially

available leaven

注：“一”表示无相应酶活力。

2．5 市售酵素有机酸组成

由表9可知，不同原料的酵素中有机酸的组成和

含量差异较大，但4种酵素样品中均含有草酸、苹果

酸、乳酸和乙酸。样品A有机酸以草酸、苹果酸、乳

酸和乙酸为主，样品B有机酸以苹果酸、乳酸和乙酸

为主，样品C以草酸、酒石酸、苹果酸、乳酸、乙酸和

柠檬酸为主，样品D中则含有所检测的7种有机酸。

有机酸种类与含量的差异可能与原料、发酵方式、发

酵环境、微生物组成等多种因素有关。由产品标签可

知，样品A、B分别由单一蔬菜、药材自然发酵而成；

样品C由52种蔬果及食用菌经自然发酵而成，样品

D以24种综合草本蔬果为原料，采用多种乳酸菌为

菌种发酵而成。

表9 四种酵素样品中有机酸的含量

Table 9 Content of organic acids in four kinds of enzymes

样品编号—军诿—磊泛磊芋霎藁篆塑豸震}堑艺壶型景；丽

注：一表示未检出。

3 讨论与结论

本文对自然发酵酵素中的酵母菌、乳酸菌和醋酸

菌数量进行了检测，发现多数样品中均存在该三类微

生物，但数量存在差异。说明酵素自然发酵过程中广

泛存在酵母菌、乳酸菌和醋酸菌，结果与陈英等H61一

致，它们的存在对风味物质的形成有促进作用：17]。

而样品中酵母菌、乳酸菌和醋酸菌数量上的差异则与

原料表面携带的微生物及样品发酵环境有关。
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本文对4种市售酵素中的有机酸进行了分析，不

同样品中有机酸的种类与含量不同，但均含有草酸、

苹果酸、乳酸和乙酸，其中样品D的有机酸种类最为

丰富。酵素中有机酸的形成除与原料有关外，主要来

源于微生物以及各物质之间的相互转化。乳酸的生

成可能是由于发酵体系中乳酸菌的存在。在苹果酸一

乳酸发酵(MLF)¨“”。作用下，乳酸菌能将苹果酸转

化成为乳酸和CO：。研究表明，乙酸的生成源于乳酸

氧化而不是乳酸菌的糖代谢(乳酸氧化生成乙

酸)旧⋯。大多数酵母菌可以利用高浓度的苹

果酸‘21。。

与火龙果酵素”纠及核桃青皮果蔬酵素旧引相比，

A、B、C、D四个样品中主要功效酶活性均偏低。可能

是由于某些酵素产品在杀菌过程中采用高温，致使酶

失去活性，对于要求无菌的酵素产品可以更改杀菌方

式，如采用超滤除菌旧3|、巴氏灭菌旧41等方式。另一

方面，原料种类及比例对酶活性也有一定影响，可以

对配方进行优化以达到提高酶活性的目的。刘敏

等心纠研究发现，不同配方发酵的酵素产品中的蛋白

酶活力、纤维素酶活力、脂肪酶活力、总酸含量、ABTS

自由基清除能力和DPPH自由基清除能力不同。杨

靖娟等旧叫利用D．最优混料设计试验法研究了配方

中各原料不同组合对酵素酶活及活性成分含量等主

要品质指标的影响，在最优配方组合基础下得到的酵

素产品蛋白酶活力为293．04 U／g，SOD酶活力为

57．00 U／g。

从结果可以发现，选择的4种市售酵素功效酶含

量并不高，与产品宣传不符。酵素产品的保健功效还

需要经过更全面、更严谨的评价。目前，国内还没有

酵素的明确归类及相关国家标准、行业标准，缺乏审

查细则，导致产品质量参差不齐，无法规范管理酵素

市场，难以保证产品质量。若按《GB／T 10789--2015

饮料通则》对液体酵素产品进行分类，以水果、蔬菜

为原料的产品可归为发酵果蔬汁饮料(按照GB／T

31121—2014执行)，以食用菌为原料的产品可归为

植物饮料(按照GB／T 31326—2014执行)，实际生产

中产品原料多结合了果蔬、食用菌、药食源中草药，且

声称具有特定保健功能，因此也可归为其他类饮料。

不同的分类导致酵素难以有统一的生产标准及质量

标准。因此，酵素产品的归类和相关标准将直接影响

酵素产品的理化指标、微生物指标和功效评价。在标

准制定时应根据酵素产品的具体类别明确可溶性圆

形物含量等理化指标；酵素产品作为以果蔬、食用菌

等为基础的发酵产品应有更细化的分类，如活菌型与

非活菌型，又或者根据原料的不同进行划分；由于目

前其功效还未得到充分证实，更倾向于将其归为饮

料，在之后的研究中需要对其宣传功效进行系统的验

证。本文研究结果为了解酵素产品品质，正确看待酵

素产品，促进酵素行业健康发展提供了参考。
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Analysis on microorganism index，main enzymes and

organic acids of leaven food

ZHANG Meng—meil，LIU fan91，HU Kai．dil，HU Lul，

LIU Jin．xial，ZHANG Mei-jial，LIU Shu—lian91，2+

1(College of Food Science，Siehuan Agricultural University，Ya’an 625014，China)

2(Institute of Food Processing and Safety，Sichuan Agricultural University，Ya’an 625014，China)

ABSTRACT In order to understand the microorganism compositions of natural fermentation leaven food with differ—

ent raw materials，and evaluate the physical—chemical index，microorganism index，main enzyme activity and organic

acids components，the amount of yeast，lactic acid bacteria and acetic acid bacteria was detected．In this paper，the

content of total acid and soluble solid，and the microorganism index of commercially available leaven food were detee—

ted．At the same time，the activity of protease，lipase，Of．一amylase and superoxide dismutase was determined，the or—

ganic acids was analyzed with high performance liquid chromatography。Results showed that there were yeast，lactic

acid bacteria and acetic acid bacteria in leaven in the fermentation period．The activity of main enzymes of the corn．

mercially available leaven food was low．The main organic acids of commercially available leaven food were oxalic

acid，malic acid，lactic acid and acetic acid．In conclusion，the quality of commercially available leaven food was not

uniform．And the low enzyme activity was incompatible with the propaganda．This work could provide data reference

for obtaining a correct view of leaven food and comprehending the leaven food quality．

Key words leaven food；microorganism；enzyme activity；organic acids
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