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摘要:以苦苦菜为原料进行腌制,对自然发酵的苦苦菜进行

菌种分离鉴定和总酸度、pH 及盐度的测定。游离氨基酸含

量用氨基酸自动分析仪分析,并按其味觉强度进行分类。结

果表明:苦苦菜发酵初期以植物乳杆菌为优势乳酸菌,呈味

氨基酸中苦 味 氨 基 酸(Leu、Val、Arg、Ile、Trp、Met)含 量 较

高。主发酵期以植物乳杆菌和短乳杆菌为优势菌群,甜味氨

基酸(Ser、Thr、Gly、Ala、His、Pro)和鲜味氨基酸(Glu、Asp、

Lys)的含量逐渐增加,而苦味氨基酸含量逐渐降低。发酵

后期以发酵乳杆菌为优势乳酸菌,甜味和鲜味氨基酸含量均

高于苦味氨基酸。整个发酵过程中芳香族氨基酸(Tyr、Cys、

Phe)含量较低且变化不大,发酵中后期7~20d苦苦菜的滋

味最好。
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Abstract:Withdandelionasraw materials,thebacteriawereisola-
tedandidentified,andthetotalacid,pHandsalinitywerealsoiden-
tifiedfromthenaturallyfermentedproduct.Freeaminoacidswere
analyzedbyaminoacidanalyzerand wereclassifiedinaccordance
withthetasteintensity.TheresultsshowedthatLactobacillusplan-
etarium wasdominantandthecontentofbitteraminoacids(Leu,

Val,Arg,Ile,Trp,Met)washigherthantheothersintheearly
fermentationprocess.Lactobacillusplanetarium andLactobacillus
brevistookanactivepartinthe mainfermentationstage.Mean-
while,thecontentofsweetaminoacids(Ser,Thr,Gly,Ala,His,

Pro)andumamiaminoacids(Glu,Asp,Lys)increasedbutthebit-
teraminoacids'contentdecreased.Inthelatefermentationprocess,

Lactobacillusfermentum wasdominant,andthesweetandumamia-
minoacids'contentwashigherthanthebitter.Throughoutthefer-

mentationprocess,thecontentofaromaticaminoacids(Tyr,Cys,

Phe)changedalittle.Dandelionenjoyedabesttastefromthesev-
enthtotwentiethdayafterfermentation.
Keywords:dandelion;ferment;strains;tastesubstances;freeamino
acids

苦苦菜,属菊科菊苣族,又名苦苣菜、苣荬菜等,在中药

中称之为败酱草,是一种药食兼具的无毒野生植物,属一年

生或两年生草本植物。苦苦菜具有明目和胃、破瘀活血、消

炎利尿、益气养阳、排脓去淤消肿的功效,对预防心脏病、恢

复脑细胞功能和预防癌症均具有一定疗效。

对食品发酵后微生物菌群和风味物质变化的研究有助

于实现该发酵食品的工业化生产,如对糟鱼[1]、香肠[2]、冬

瓜[3]等发酵后的研究,但尚未发现有对发酵苦苦菜及其发酵

菌种和滋味物质的研究。本试验着重研究苦苦菜自然发酵

过程中,主要菌群和典型发酵菌株的变化,并对其发酵过程

中的总酸、pH 值和腌制液盐浓度进行了动态检测。此外,评

价山野菜腌制后的风味主要从质地、颜色、香气、滋味等方

面。氨基酸是一种高含量呈味物质,其含量与类型是影响风

味很重要的因素[4],不同的氨基酸呈现的味道不同[5]。本试

验测定了苦苦菜发酵过程中游离氨基酸含量的变化,按其呈

味分类,检测各类呈味氨基酸含量随发酵时间的变化,分析

其变化规律,为苦苦菜的开发利用和产业发展提供依据。

1　材料与方法

1.1　试验材料

苦苦菜、食盐、辣椒、生姜、茴香、花椒等:市售;

MRS琼脂培养基:在 MRS液体培养基中加入1.5%~

2.0%的琼脂,121℃灭菌20min;
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MRS分离培养基:在 MRS培养基的基础上加入2~5g
无水碳酸钙,121℃灭菌20min,用于乳酸菌的分离与鉴定。

1.2　主要仪器与试剂

氨基酸自动分析仪:L-8900型,上海仁特检测仪器有限

公司;

手动控制压力蒸汽灭菌器:GMSX-280,北京市永光明医

疗仪器有限公司;

精密pH 计:PHS-3C型,上海精密科学仪器有限公司;

生化培养箱:LRH 系列,上海一恒科技有限公司;

恒温 干 燥 箱:101-3 型,上 海 东 星 建 材 试 验 设 备 有 限

公司;

葡萄糖、牛肉膏、琼脂粉、胰蛋白胨、酵母浸粉:生化试

剂,国药集团化学试剂有限公司;

乙醇:分析纯,浙江双林有限公司;

氢氧化钠:分析纯,天津化学试剂三厂;

硝酸银:分析纯,国药集团化学试剂有限公司。

1.3　试验方法

1.3.1　腌制工艺流程

苦苦菜 → 分 拣 → 浸 泡 → 清 洗 → 沥 干 → 称 量 → 烫 漂

(95℃,10s左右)→迅速冷却→沥干
食盐香辛料

→分装→加

花椒水→密封发酵

食盐放入量5%,菜放入量70%,香辛料(辣椒∶生姜∶
茴香=6∶3∶1)放入量4%(均为占菜水总重百分比),花椒

水中花椒放入量为所用水3‰~4‰。

1.3.2　发酵过程指标检测

(1)菌落总数计数:采用平板培养计数法。

(2)酵母菌、霉菌菌落总数:采用平板培养计数法。

(3)乳酸菌总数:采用液体培养法和平板培养计数法。

(4)pH 值的测定:采用pH 计测定。

(5)总酸含量(以乳酸计)测定:采用直接滴定法,按

GB/T12456—90执行。

(6)腌制液盐浓度的测定:硝酸银溶液滴定法[6]。

(7)感官评价:请10位有经验的评定人员对苦苣菜腌制

期间的色泽、外观组织、香气、质地、滋味、口感等计分(满分

100分),取平均值。评比计分标准见表1。

1.3.3　游离氨基酸样品前处理　参照文献[5]。

1.3.4　乳酸菌的分离及纯化　分别取0,3,7,14,21,28d的

苦苦菜自然发酵菜汁,按10倍稀释到合适梯度,涂布于用

MRS分离培养基平板,在生化培养箱中于30 ℃培养48h,

挑取长势好且有明显较大钙溶圈的菌落,在 MRS琼脂培养

基平板上反复划线分离至纯菌落,然后进行革兰氏染色和接

触酶反应,挑选出革兰氏阳性、接触酶阴性的菌株[7],转移至

表1　感官评分标准

Table1　Standardofsensoryevaluation

评分项目 评分标准 得分

色泽形态及

组织稳定性

(满分30)

菜叶颜色正常,有晶莹感,汤汁清亮,无菜屑、杂质、异物 21~30

菜叶颜色正常,汤汁较清亮,有少量菜屑,无杂质、异物 11~20

菜叶颜色较正常,汤汁基本清亮,有少量菜屑,有杂质、异物 10以下

香气

(满分30)

具有本身菜香,具有发酵型香气和辅料添加后复合香气,无异味 21~30

具有本身菜香,发酵型香气和辅料添加后复合香气不明显,无异味 11~20

本身菜香,发酵型香气和辅料添加后复合香气不明显,有异味 10以下

质地滋味

(满分40)

滋味鲜美,质地脆嫩,酸、咸、苦适口,无不良滋味 31~40

滋味鲜美,质地脆嫩,偏酸、偏咸、偏苦或整体偏淡,无不良滋味 15~30

滋味鲜美,质地较脆嫩,偏酸、偏咸、偏苦或整体偏淡,有不良滋味 15以下

MRS斜面培养基上,编号并于4℃保存,待鉴定用。

1.3.5　乳酸菌菌体的鉴定　乳酸菌按常规接种方法培养,

挑取典型菌落革兰氏染色,油镜下观察。生理生化鉴定具体

包括[8,9]:① 过氧化氢酶试验;② 吲哚试验;③ 明胶液化试

验;④ 硫化氢产生试验;⑤ 糖发酵产酸 试 验;⑥ 运 动 性

检查。

1.4　数据处理

试验结果数据统计分析采用软件 SPSS19.0 和 Excel

2007。

2　结果与分析

2.1　微生物学指标测定结果

2.1.1　主要微生物菌落总数的变化　由图1可知,苦苦菜

发酵液中细菌总数随发酵天数的增加呈现出先上升后下降

再缓慢上升的趋势,第3天左右达到最大值后迅速下降,到

第20天左右数量又开始上升。发酵液中乳酸菌总数在0~

3d就出现了增长的高峰,随之增长平缓,6~14d乳酸菌总

数维持在最大值范围,之后随着发酵的进行缓慢降低,整个

发酵过程中乳酸菌生长情况较好,菌落总数基本维持在
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图1　细菌、乳酸菌和酵母菌总数随发酵时间的变化

Figure1　Thetotalnumberofbacteria,lacticacidbacteria

andyeastchangesalongwiththe

fermentationtime

107CFU/mL以上。酵母菌数量在发酵刚开始时较少,随着

腌制的进行在发酵初期较大量繁殖后又减少,发酵14d左

右总数趋于稳定。

2.1.2　霉菌的检测　图2为苦苦菜腌制前进行烫漂和不烫

漂处理,腌制后感官品质的对比,以及不烫漂的情况下霉菌

生长情况。由图2可知,随着发酵天数的增加,苦苦菜烫漂

和不烫漂处理后的感官品质虽均有所下降,但整体上烫漂后

苦苦菜的色泽、香气、滋味等品质要高于不烫漂处理,并且下

降趋势平缓,发酵第30天感官品质仍保持在80分左右,这

主要是因为烫漂温度达到95 ℃时,会导致苦苦菜中的叶绿

素酶失活,时间适当延长,苦苦菜的变色程度越轻,但考虑到

菜要腌制,对苦苦菜进行10s左右的烫漂处理,这样的处理

不仅可以获得很好的护色效果,还能祛除苦涩味[10],提高腌

菜品质。此外,苦苦菜在腌制时极易出现霉变问题,腌制前

将菜烫漂还能有效地减少苦苦菜自然发酵前的杂菌,烫漂处

理过的苦苦菜中未检测出霉菌的出现,未烫漂苦苦菜中霉菌

总数检测见图2,并伴有不良气味。

2.2　乳酸菌的分离及鉴定

2.2.1　自然发酵苦苦菜中乳酸菌的分离　自然发酵苦苦菜

汁中乳酸菌经培养、分离纯化后,一共挑出10株可疑菌株进

行液体发酵,利用酸碱滴定法测定发酵液中的产酸量,最终

共筛选出4株产酸较多的菌株,分别记为L1、L2、L3和L4。

2.2.2　乳酸菌的鉴定　对4株产酸量高的乳酸菌(L1、L2、
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图2　预处理方式对苦苦菜腌制品品质的影响

Figure2　Theinfluenceofdifferenttreatmentsonquality

ofdandelionbeforepickledprocessing

L3、L4)进行进一步的菌种鉴定,对菌株进行形态学分析和

生化特征鉴定等,结果见图3和表2、3。通过运动性检查结

果显示4菌株均无运动性。

 

图3　菌株 L1、L2、L3、L4的革兰氏染色结果

Figure3　GramstainingresultsofstrainL1,L2,L3andL4

表2　生化鉴定结果†

Table2　Thebiochemicaltestresults

菌株 明胶试验 硫化氢试验 接触酶试验 吲哚试验

L1 - - - -

L2 - - - -

L3 - - - -

L4 - - - -

†　“-”为阴性反应。

表3　糖发酵试验结果†

Table3　Theresultofsugarfermentation

菌株 葡萄糖 纤维二糖 麦芽糖 甘露醇 山梨醇 乳糖 七叶苷 蔗糖 水杨苷

L1 + + + + + + + + +

L2 + - + - - + + ± -

L3 + + + + + + + + +

L4 + ± + - - + - + -

†　“+”为阳性反应,“-”为阴性反应,“±”为不确定性反应。
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　　由图3和表2、3可知,这4株菌均为革兰氏阳性,氧化

酶阴性,接触酶阴性杆菌,根据《伯杰氏细菌学手册》[11],这4
株菌都属于乳酸杆菌Lactobacillus。在这4株菌中,L1和

L3菌落圆形突起,表面光滑呈白色,边缘整齐不透明,菌体

形态为短杆或圆端直杆,单个或成对或呈链状排列,两者的

生理生化试验结果也基本相同,试验用的糖、醇都能进行发

酵,可以判断这两株菌均为植物乳杆菌(Lactobacillusplan-

tarum)。菌株L2圆形边缘整齐,表面粗糙呈灰白色,菌体形

态为短杆,单个或成对存在,糖醇发酵试验结果表示其不能

利用纤维二糖、甘露醇、山梨醇和水杨苷,可判定为短乳杆菌

(Lactobacillusbreris)。L4菌株呈白色圆形,边缘整齐,表面

光滑半透明,菌体形态为杆状,单生或短链,对比其生化鉴定

结果可判定该菌为发酵乳杆菌(Lactobacillusfermentum)。

L1、L2、L3和 L4随苦苦菜发酵天数变化的生长曲线如

图4所示。蔬菜的发酵主要有发酵初期、中期和后期3个阶

段[6]。由图4可知,发酵初期0~3d,苦苦菜发酵液中的3
种乳酸菌均快速地增长,其中主要以植物乳杆菌为优势乳酸

菌,短乳杆菌和发酵乳杆菌的数量不多,随着发酵时间的延

长,植物乳杆菌仍较快地增长,而短乳杆菌和发酵乳杆菌呈

现出缓慢的增长趋势。7~14d进入主发酵阶段,由于初期

发酵进行一段时间后,酸度增加pH 下降,一些不抗酸的微

生物不能存活,各种乳酸菌数量则不断增长,这时植物乳杆

菌仍占优势,短乳杆菌菌落总数在这个阶段迅速地增长,植

物乳杆菌和短乳杆菌分别达到各自增长的最大值,而发酵乳

杆菌的数量仍增长缓慢。乳酸菌的大量繁殖,发酵后期15d
后发酵液中乳酸含量猛增开始反馈抑制乳酸菌的生长,植物

乳杆菌和短乳杆菌菌落总数开始不断减少,发酵乳杆菌的数

量继续增加后也开始减少,为苦苦菜发 酵 后 期 的 优 势 乳

酸菌。

2.3　理化指标测定结果

由图5可知,前3d苦苦菜启动发酵,发酵初期随着异型

乳酸菌发酵的进行,生成的乳酸、醋酸等物质使苦苦菜发酵

液的总酸含量不断增加,同时导致发酵液的 pH 值迅速下

降,苦苦菜在前3dpH 值下降最快。主发酵期间随着乳酸

菌的大量繁殖,总酸度增长最快,pH 值呈现出不断下降的趋
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Figure5　ChangescurveofpH,totalacidand
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势。发酵后期体系进入过酸阶段,可发酵碳水化合物耗尽,

乳酸菌群受到抑制,这种反馈抑制使总酸含量的增长趋于平

稳,pH 值也趋于稳定。此外随着发酵天数的增加,苦苦菜发

酵液中的盐度经历先上升后下降的趋势,在发酵初期盐度比

初始盐度高,因为在发酵初期会产生使盐度上升的亚硝酸

盐,但亚硝酸盐会随着发酵液pH 的降低逐渐消失,整个发

酵过程中,盐度变化浮动在0.3%以内。

2.4　苦苦菜中呈味氨基酸随发酵时间的变化

食品中所含的游离氨基酸对食品的滋味贡献大,所以测

定游离氨基酸的组成与含量是研究氨基酸对食品滋味的影

响时十分必要的内容。氨基酸分为 D-型氨基酸和 L-型氨基

酸,主要按照其侧链基团分类,同时也影响了氨基酸的口味

感官。甜味氨基酸大多为 D-型氨基酸;L-型氨基酸中,呈苦

味的主要为侧基较大并带碱基的氨基酸;当侧基很小时一般

为甜感,当侧基带有芳香基团时通常具有香味[12]。按照味

觉强度,可以大致把氨基酸分为甜味、苦味、鲜味和芳香族氨

基酸(甜味:丝氨酸Ser、甘氨酸Gly、苏氨酸Thr、丙氨酸Ala、

脯氨酸Pro、组氨酸 His;苦味:缬氨酸 Val、亮氨酸 Leu、异亮

氨酸Ile、精氨酸 Arg、蛋氨酸 Met、色氨酸 Trp;鲜味:谷氨酸

Glu、赖氨酸Lys、天冬氨酸 Asp;芳香族:酪氨酸 Tyr、苯丙氨

酸Phe、半胱氨酸Cys)。苦苦菜腌制发酵各个时期呈味氨基

酸随发酵时间的变化见图6。
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　　由图6可知,整个发酵过程中苦苦菜的氨基酸含量变化

明显。甜味、苦味、鲜味氨基酸含量相差不大,变化的平均值

分别为1.84%,1.82%,1.72%,变化趋势也基本一致,都呈

现出先减少后增加再减少的变化,芳香族氨基酸含量变化的

平均值为0.63%,仅约为其他呈味氨基酸的1/3。除芳香族

氨基酸外,甜味、苦味、鲜味的氨基酸含量的变化为:发酵中

期含量减少,发酵中后期含量增加,发酵末期含量减少,并均

在发酵中后期20d左右达到最高值,含量分别为2.24%,

2.08%,1.99%。从发酵时间看各呈味氨基酸含量的变化,

发酵初 期 苦 苦 菜 中 氨 基 酸 以 苦 味 氨 基 酸 居 多,含 量 为

1.88%,高于甜味1.80%和鲜味1.82%,同时由于苦苦菜中

含有许多具有生物活性的倍半萜、三萜及黄酮类化合物[13],

萜类化合物一般以含有内酯、内氢键、内缩醛、糖苷基等能形

成螯合物的结构而具有苦味,所以这个阶段的苦苦菜发酵滋

味一般。随着发酵的进行苦味氨基酸含量逐渐减少,甜味和

鲜味氨基酸的含量逐渐增加。苦味氨基酸的减少与乳酸菌

的代谢有关,如Liu等[14]研究发现精氨酸(Arg)可以被发酵

乳杆菌、短乳杆菌等乳酸杆菌代谢。

此外,感官试验表明,主发酵期间的苦苦菜苦味、咸味、

酸味都比较均衡,滋味最好。发酵后期苦味氨基酸含量为

1.91%,低于甜味氨基酸2.09%和鲜味氨基酸1.92%的含

量,发酵乳杆菌逐渐成为优势乳酸菌,可代谢氨基酸的乳酸

菌中短乳杆菌和发酵乳杆菌代谢氨基酸能力强,除了可以利

用精氨酸(Arg)外,还可以利用丝氨酸(Ser)、谷氨酸(Glu)、

天门冬氨酸(Asp)和支链氨基酸[14],各种呈味氨基酸的含量

都逐渐减少。整个发酵过程中芳香族氨基酸的含量变化不

大,只出现平均为0.08%小幅度的增减。

乳酸菌在自然生长环境中有完善的蛋白代谢系统,因其

不能同化无机氮源,所以必须通过降解蛋白质和多肽来满足

细胞合成代谢对氨基酸的需要。苦苦菜在整个发酵过程中

菜中的蛋白质会被蛋白酶降解形成氨基酸,形成的氨基酸渗

透进入发酵液中,有些氨基酸又会被微生物生长繁殖利用,

各氨基酸含量的增减也与苦苦菜原料本身所含可溶性蛋白

质的含量及种类都有关系。

3　结论

苦苦菜在自然发酵过程中,6~14d乳酸菌总数维持在

最大值范围,整个发酵过程中乳酸菌生长情况较好,菌落总

数基本维持在107CFU/mL以上,发酵初期和主发酵期以植

物乳杆菌为优势乳酸菌,发酵后期以发酵乳杆菌为优势菌。

发酵初期,总酸增长缓慢,呈味氨基酸中尤以苦味氨基酸含

量较多,主发酵期,总酸含量快速上升,苦味氨基酸含量逐渐

减少,甜味和鲜味氨基酸的含量逐渐增加,发酵后期,总酸含

量趋于稳定,苦味氨基酸含量低于甜味和鲜味氨基酸,发酵

中后期7~20d苦苦菜的滋味最好。

苦苦菜的发酵风味除了添加的辅料的作用外,还有微生

物酶降解碳水化合物、蛋白质等形成的风味物质,以及苦苦

菜中各种呈味物质与氨基酸通过拮抗、协同或掩盖[15]等作

用下共同产生的结果,限于本文篇幅与研究重点,此问题有

待进一步研究。
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