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摘要!采用紫外分光光度法%滴定法%

C>Y_

法等分别分析了

%&

种市售酵素食品清除
W>>C

自由基%超氧阴离子%羟自由

基的能力#脂肪酶%淀粉酶活力以及有机酸的种类和含量#并

建立其相应的评价体系$结果显示#

%&

种酵素食品均具有

较强的自由基清除能力#总抗氧化性能是
"$

#

M

)

2Y'J

的

%

!

"

倍#具有一定的脂肪酶与淀粉酶活性#含有
!

!

0

种有机

酸$研究结果表明#酵素食品具有一定的抗氧化能力及助消

化%调节肠道菌群的功能$

关键词!酵素&抗氧化&功效酶&有机酸&评价体系
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酵素食品是一种以新鲜水果%蔬菜%食用真菌%中草药等

为原料!经过酵母菌%乳酸菌及醋酸菌等多种有益菌发酵而

产生的功能性发酵产品0

%

1

$酵素富含多种对人体有益的活

性物质!如酚类%黄酮类%有机酸类%多糖类以及酶类-脂肪

酶%淀粉酶%蛋白酶%

,\W

等.

0

"

1

!具有抗氧化%润肠通便%抗菌

消炎%解酒护肝等作用0

!7&

1

$酵素食品所使用的发酵技术!

使果蔬原料通过复杂的中间代谢或交叉代谢!实现代谢物质

之间的生物转化!不仅可以改善发酵基质原有的一些不良风

味!还可以产生一些新的生物活性成分!增加酵素食品的风

味%口感及功效0

071

1

$

当下!酵素食品发展迅速!在不少厂家将其产业化%规范

化的同时!一些自制酵素也开始流行$商品化的酵素从发酵

基质%菌种选择到发酵工艺%后续处理都严格把控$与之相

比!自制酵素制作过程的不可控因素可能使其对人体造成一

定伤害+

%

发酵过程中!由于器具消毒不彻底!发酵过程密

封不严等!可能引入杂菌!造成污染&

&

代谢过程受外界环

境的影响!代谢产物不可控&

'

水果的成分复杂!在发酵过

程中可能会产生杂醇油!它是水果在酒精发酵过程中的副产

物!如果未分离除去!对人体会有一定的危害0

#

1

$

规范化生产的酵素食品在食品安全%功效%营养和口感

方面都具有明显的优势!盛行于日本%台湾%美国和一些欧洲

国家及东南亚地区$

"$%5

年!全球酵素市场规模已超过

4$

亿美元!年增长率达
06

以上0

%$

1

$中国酵素食品的生产

尚处于初级阶段!酵素食品的市场也才起步$由于缺乏具有

针对性的监管和控制!中国市场上出现的酵素食品质量参差

不齐!并且缺乏相应的评价标准0

%%7%"

1

$

现代社会人们饮食不规律%运动时间少!由氧化胁迫%肠

道菌群紊乱所导致的消化系统疾病%代谢性疾病%心血管疾

病等发病频繁0

%!7%5

1

$因此!在良好的市场前景的背景下!研

&#%



究具有抗氧化性%能够调理肠胃功能的酵素食品有着重大的

意义$

目前中国对酵素食品的研究主要有功效酶活力0

%

1

%功能

验证0

57&

1

%体外抗氧化0

%4

1等!结果显示其相关功效酶均有一

定活力!也具有较好的抗氧化能力$而对酵素食品抗氧化%

功效酶%有机酸进行测定并作出相应功能评价目前还没有$

本研究拟以市售酵素食品为研究对象!对其清除
W>>C

自由基%超氧阴离子%羟自由基的能力!脂肪酶%淀粉酶这两

种主要功效酶活力以及有机酸等有益活性物质进行分析评

价!建立抗氧化性能%助消化%改善肠道菌群的评价体系!为

酵素食品的理论研究及产品开发提供数据基础$

%

!

材料与方法

%*%

!

材料

%*%*%

!

试验原料

酵素食品+市售的不同产地!不同品牌的酵素!

%&

种$

本研究涉及的
%&

种酵素食品!均为正规的工业化生产产品!

经过规范化%标准化的相关工序!得到生产许可$

%*%*"

!

主要试剂

W>>C

-

"

!

";W@

.

H-A

O

);%;

.

@JB

O

H

O

RBEG

O

)

.+美 国
,@

M

2E

公司&

抗坏血酸+纯度
"

##*06

!国药化学试剂有限公司&

乳酸%醋酸+色谱纯!国药化学试剂有限公司&

苹果酸%琥珀酸%甲酸%柠檬酸%正戊酸%丙酸%异丁酸%正

丁酸%异戊酸%丙酮酸%

8B@L

试剂%邻苯三酚%硫酸亚铁%过氧

化氢%水杨酸%聚乙烯醇%磷酸氢二钠%磷酸二氢钾%

!

!

4;

二硝

基水杨酸%酒石酸钾钠%柠檬酸钠%福林试剂等+分析纯!国药

化学试剂有限公司$

%*%*!

!

主要仪器

高效液相色谱仪+

=

M

@)-A/%"&$

型!美国安捷伦科技有限

公司&

紫外可见分光光度计+

d';%1$$

型!日本岛津公司&

高速离心机+

";%&V

型!湖南恒诺仪器设备有限公司$

%*"

!

方法

%*"*%

!

酵素清除
W>>C

自由基能力的测定
!

在文献0

%&

1的

基础上进行部分修改!准确称取
"$2

M

W>>C

!用无水乙醇

定容于
4$$2Y

容量瓶中!得到浓度为
$*$52

M

/

Y

的
W>>C

溶液-现配现用.$分别取酵素样品
%2Y

!加
%2Y

蒸馏水及

"2Y

的
W>>C

溶液!混匀后黑暗反应
!$2@A

!在
4%0A2

下

测定吸光度!用
"$

#

M

/

2Y

的
'J

溶液代替酵素作为阳性对

照!按式-

%

.计算清除率+

M

%

T

%

V

5

%

V

5

"

5

!

- .

Z

%$$6

! -

%

.

式中+

M

%

)))

W>>C

自由基清除率!

6

&

5

%

)))

W>>C

溶液与酵素的吸光度&

5

"

)))酵素与无水乙醇的吸光度&

5

!

)))

W>>C

溶液与无水乙醇的吸光度$

%*"*"

!

酵素清除超氧阴离子能力的测定
!

在文献0

%4

1基础

上稍有改进$取
.

C1*"

的
8B@L

)

C_Y

缓冲液
5*42Y

!分别

加入
5*"2Y

蒸馏水和
"422()

/

Y

邻苯三酚
$*!2Y

!混匀后

"4[

反应
42@A

!立即加入
%2Y12()

/

Y

的
C_)

!终止反

应!在
"##A2

测定吸光度!空白管以
8B@L

)

C_Y

缓冲液作

参比!测得
5

%

$另取缓冲液!在加入邻苯三酚前加入酵素样

品溶液
%2Y

!蒸馏水减少相应体积!空白管用同样的酵素样

品作参比!不加邻苯三酚!测得
5

"

$用
"$

#

M

/

2Y

的
'J

溶

液代替酵素作为阳性对照!按式-

"

.计算清除率+

M

"

T

5

%

V

5

"

5

%

Z

%$$6

! -

"

.

式中+

M

"

)))超氧阴离子清除率!

6

&

5

%

)))空白试剂的吸光度&

5

"

)))酵素与试剂的吸光度$

%*"*!

!

酵素清除羟自由基能力的测定
!

参照文献0

%0

1稍作

改进$在试管中依次加入
&22()

/

YX-,\

5

溶液
"2Y

%酵素

样品
%2Y

%蒸馏水
%2Y

%

&22()

/

YC

"

\

"

溶液
"2Y

!摇匀!

静置
%$2@A

!再加入
&22()

/

Y

水杨酸溶液
"2Y

!摇匀!静置

!$2@A

后于
4%$A2

处测定吸光度
5

%

&用蒸馏水代替水杨酸

溶液时测得本底吸光度
5

"

&用蒸馏水代替酵素样品时测得

空白对照吸光度
5

!

$用
"$

#

M

/

2Y

的
'J

溶液代替酵素作

为阳性对照!按式-

!

.计算清除率+

M

!

T

%

V

5

%

V

5

"

5

!

- .

Z

%$$6

! -

!

.

式中+

M

!

)))羟自由基清除率!

6

&

5

%

)))酵素与试剂的吸光度&

5

"

)))本底吸光度&

5

!

)))空白对照的吸光度$

%*"*5

!

酵素脂肪酶活力测定
!

按
3?

/

8"!4!4

)

"$$#

的滴

定法执行$

%*"*4

!

酵素淀粉酶活力测定
!

在文献0

%1

1的基础上进行

改进$

-

%

.标准曲线的绘制+分别精密量取
%2

M

/

2Y

的麦芽

糖标准品溶液
$*$

!

$*"

!

$*&

!

%*$

!

%*5

!

%*1

!

"*$2Y

!置试管中!

加水至
"2Y

$再加入
"2YW+,

试剂!摇匀!置沸水浴中加

热
42@A

!取出!流水冷却!用水转移至
"42Y

容量瓶中!定

容!摇匀!以未加麦芽糖标准品溶液的相应溶液为空白!在

45$A2

处测定吸光度$以吸光度
=

为纵坐标!质量浓度
_

为横坐标!绘制标准曲线$

-

"

.样品测定+取试管两批!分别作为供试管和空白管!

各精密加入
%6

淀粉溶液
%2Y

!置
!0[

水浴保温
42@A

$供

试管中精密加入酵素样品
%2Y

!

!0[

水浴准确反应
42@A

后!立即加入
"2YW+,

试剂!摇匀!沸水浴
%$2@A

&空白管

中加入
"2YW+,

试剂!

!0[

水浴反应
42@A

!精密加入酵

素样品
%2Y

!摇匀!沸水浴
%$2@A

$在
45$A2

处测定吸

光度$

在上述条件下!每分钟水解淀粉生成
%

#

2()

麦芽糖的

量!为一个淀粉酶活力单位-

%d h%

#

2()

/

2@A

.$淀粉酶活

0#%

市场分析
!

"$%&

年第
#

期



力按式-

5

.计算+

#

T

=

Z

\

%

X

Z

I

Z

\

"

Z

>

! -

5

.

式中+

#

)))淀粉酶活力单位!

d

/

2Y

&

=

)))酵素样品水解淀粉产生的麦芽糖的质量!

#

M

&

X

)))麦芽糖分子质量!

!5"*!

&

\

%

)))酵素样品稀释体积!

2Y

&

\

"

)))酵素样品加入量!

2Y

&

I

)))酵素样品取样量!

M

&

>

)))反应时间!

2@A

$

%*"*&

!

酵素有机酸的定性及定量试验
!

参考文献0

%#

1!稍作

修改$

-

%

.色谱分离条件+使用
=2@A-UC>a;10C

型色谱柱

-

!$$22^0*122

+

?@(;VER*C-BJF)-L

.!以
$*$$42()

/

Y

的

C

"

,\

5

溶液为流动相!流速
$*&2Y

/

2@A

!柱温
4$[

!紫外检

测器波长
"%$A2

$

-

"

.样品预处理+准确量取一定体积的酵素样品经

%$$$$B

/

2@A

离心
42@A

后取上清液
%2Y

!适当稀释后经

$*""

#

2

膜过滤!进样
%$

#

Y

$

-

!

.标准品制备+精确称取标准品!稀释为不同浓度!使

用
$*""

#

2

膜过滤进样!进样量
"$

#

Y

$

"

!

结果与分析

"*%

!

酵素对自由基清除能力的测定

%2Y

不同的酵素样品对
W>>C

自由基%超氧阴离子%羟

自由基清除能力不同-表
%

.$所检测的市售酵素样品对

W>>C

自由基均有较强的清除能力$其中
5

号样品最高

-

#&*&56

.!与
"$

#

M

'J

清除能力相当-

"$

#

M

'J

的
%*$5

倍.&

所检测的酵素样品对超氧阴离子清除能力均远远大于
'J

!

%"

号样品最低!仍有
"$

#

M

'J

的
&

倍之高!

%4

号样品是

"$

#

M

'J

的
%5

倍&对羟自由基的清除能力!所检测的样品均

高于
"$

#

M

'J

!清除率基本上是
'J

的
"*0

!

!*"

倍$

酵素对
W>>C

自由基%超氧阴离子%羟自由基都具有较

好的清除能力!这可能与酵素中所含的有效成分相关$

%&

种酵素均是以多种蔬菜%水果%食药用菌以及传统中药为原

料!经多种益生菌发酵而成的!含有丰富的次生代谢产物!其

中的酚类%黄酮类物质能够提供氢离子或者自由的羟基!与

自由基结合!使其稳定或被还原!从而起到清除或抑制自由

基的作用$

"*"

!

酵素酶活力的测定

酵素样品脂肪酶%淀粉酶活力测定结果见表
"

$所检测

样品脂肪酶酶活均较低!最高的
%$

号样品仍只有
"d

/

2Y

!

与于晓艳等0

%

1所测定的微生物酵素脂肪酶活力结果较为一

致$麦芽糖线性回归方程为+

B

h$*5455F7$*$!&#

!

M

"

h

$*###"

!不同样品淀粉酶活力差异较大!

%4

号样品酶活最

高!为
5!*$5d

/

2Y

!而
%!

%

%5

号样品却显示无淀粉酶活!可

能与样品配方的种类%含量及菌种有关$

!!

脂肪酶%淀粉酶都属于消化酶!能够将脂肪和淀粉分解

表
%

!

不同酵素对自由基的清除率

8ET)-%

!

_)-EBEAJ-BE/-(NR@NN-B-A/-AG

O

2-L/(

NB--BER@JE) 6

样品编号
W>>C

超氧阴离子 羟自由基

'J

-

"$

#

M

/

2Y

.

#"*1! 0*%1 !$*1!

% #$*!$ 00*"" 14*05

" #"*44 15*%4 ##*%#

! #"*%0 #&*0% #&*%"

5 #&*&5 #$*%4 #5*%!

4 #!*%$ 1!*0$ #0*&5

& #4*!! #&*11 #4*"&

0 #!*&" 01*&% #&*&#

1 &5*%0 05*11 11*4&

# #%*05 51*05 #1*"&

%$ 1!*11 #&*1" 1#*%0

%% #!*1& 0$*55 #%*4&

%" 1&*15 !1*11 #&*5"

%! #$*%4 #0*1# 11*"%

%5 #"*"& 10*0# 15*&!

%4 #4*%# ##*&5 #%*"&

%& #!*&! 11*!# #"*&0

成人体能够吸收的小分子!不仅可以维护胃肠道功能!缓解

各种原因引起的消化不良症状!同时还可间接向机体提供各

种营养$结果表明大部分所检测的酵素食品有一定的脂肪

酶活性%淀粉酶活性!但脂肪酶活性较低!推测其起到助消化

作用的可能主要是淀粉酶$

"*!

!

酵素有机酸的定性及定量试验

乳酸%乙酸的线性回归方程分别为+

B

h%%%"*!F745*"01

!

表
"

!

不同酵素的酶活力

8ET)-"

!

DAG

O

2-EJ/@P@/

O

(NR@NN-B-A/-AG

O

2-L

样品编号
酶活力/-

d

2

2Y

7%

.

脂肪酶 淀粉酶

% $*!! 0*00

" $*!! 1*!$

! $*&0 %$*44

5 $*&0 &*%$

4 $*&0 0*%5

& $*!! %4*#&

0 %*$$ 0*5$

1 %*!! 5*#$

# $*&0 4*4"

%$ "*$$ &*#&

%% %*$$ 0*&"

%" $*!! #*"4

%! $*!! $*$$

%5 $*!! $*$$

%4 $*!! 5!*$5

%& $*!! %&*"5

1#%
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M

"

h$*####

&

B

h400*$#Fi!5"4*#

!

M

"

h$*###0

$

有机酸是水果和蔬菜中的天然产物!强烈影响着果蔬的

感官品质%颜色%味道和香味以及水果饮料的稳定性0

"$

1

$本

研究测定酵素样品的有机酸种类!主要包括乳酸%乙酸%柠檬

酸%苹果酸和异丁酸!部分还有丙酮酸%正戊酸%琥珀酸%丙酸

和异戊酸-表
!

%

5

.$不同的有机酸对酵素风味%口感的贡献

不同!乳酸的酸味较强!但较温和%稍有涩味&乙酸具有刺激性

酸味&柠檬酸温和爽快%有新鲜感%后苦时间短&苹果酸酸度

大%稍苦涩%滞留时间长&异丁酸具有奶酪味与陈酒花味0

"%

1

$

所检测的大多数酵素产品均含有
5

种以上有机酸!使其具有

较宽泛的风味阈值%综合口感以及较强的风味稳定性$

在改善有机酸口味的同时!有机酸还可通过降低肠道

.

C

!提高消化酶活性!增殖有益菌%抑制有害菌!从而调控肠

道微生物平衡0

""

1

$由结果可知酵素食品能够起到一定的调

节肠道微生物!改善肠道健康的作用$

"*5

!

酵素评价体系的建立

"*5*%

!

酵素抗氧化性能评价体系的建立
!

以清除自由基测

定抗氧化能力的方法!是目前最常用的方法$对于不同的自

由基!酵素食品的清除机制也不相同$所以!为了综合评价

酵素食品抗氧化性能!可以采用式-

4

.的计算方法!建立评价

酵素食品抗氧化性能的体系!定义为总自由基清除能力大于

4$6

时的产品具有较好的抗氧化性能$

I

T

I

%

U

I

"

U

I

!

!

! -

4

.

式中+

I

)))总抗氧化性能!

6

&

I

%

)))清除
W>>C

自由基性能!

6

&

I

"

)))清除超氧阴离子性能!

6

&

I

!

)))清除羟自由基性能!

6

$

!!

根据式-

4

.计算出结果见图
%

$由图
%

可知!其抗氧化性

表
!

!

酵素样品有机酸定性l

8ET)-!

!

ZFE)@/E/@P-EAE)

O

L@L(N(B

M

EA@JEJ@RL@A-AG

O

2-LE2

.

)-L

样品编号 柠檬酸 丙酮酸 正戊酸 苹果酸 琥珀酸 甲酸 丙酸 异丁酸 正丁酸 异戊酸

%

4 4 4

"

4 4 4 4

!

4 4 4

5

4 4 4

4

4 4 4 4

&

4 4 4

0

4

1

4 4 4 4

#

4

%$

4 4 4 4 4

%%

4 4 4

%"

4 4 4 4 4

%!

4 4 4 4

%5

4 4 4 4

%4

4 4 4

%&

4 4 4

!!!!!!!

l

!

"

4

#表示存在此种物质$

表
5

!

酵素样品有机酸定量

8ET)-5

!

ZFEA/@/E/@P-EAE)

O

L@L(N(B

M

EA@JEJ@RL@A-AG

O

2-

LE2

.

)-L 2

M

'

2Y

样品编号 乳酸 乙酸 样品编号 乳酸 乙酸

% 044*$ "#*& # %*5 &*5

" "4*0 0*0 %$ $*$ %5*5

! "%*$ "*$ %% %"$*$ &$5*$

5 !&1*$ %"*4 %" 4&1*$ &&*%

4 "*% &*1 %! %4*5 !5*0

& "10*$ #*5 %5 !&$*$ %!*0

0 %!*% 0*0 %4 "&*& %&*"

1 %&*$ %&*" %& !%*5 %1*4

图
%

!

不同酵素总抗氧化性能

X@

M

FB-%

!

8(/E)EA/@(U@REA/EJ/@P@/

O

(NR@NN-B-A/-AG

O

2-L

能约为
"$

#

M

/

2Y'J

的
%

!

"

倍!总自由基清除能力也都大

于
4$6

$由此体系可以初步对酵素食品抗氧化性能进行综

##%

市场分析
!

"$%&
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#
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"*5*"

!

酵素助消化性能评价体系的建立
!

消化酶依消化对

象的不同而大致可分为蛋白酶%淀粉酶%脂肪酶和纤维素酶

等几种$酵素食品的主要功效酶有淀粉酶和脂肪酶!根据中

国人的膳食结构!碳水化合物占总能量的
0$6

左右!脂肪占

总能量的
"$6

左右$可以由此建立酵素助消化性能的评价

体系!见式-

&

.+

+

T

#

%

Z

$8"

U

#

"

Z

$80

! -

&

.

式中+

+

)))助消化性能!

d

/

2Y

&

#

%

)))脂肪酶活力!

d

/

2Y

&

#

"

)))淀粉酶活力!

d

/

2Y

$

由图
"

可知!

%4

号样品具有最强的助消化能力!

%!

%

%5

号样品作用基本为零$此体系可以对酵素食品助消化性能

进行初步评价$

图
"

!

不同酵素助消化性能

X@

M

FB-"

!

=@RR@

M

-L/@(AET@)@/

O

(NR@NN-B-A/-AG

O

2-L

"*5*!

!

酵素调节肠道菌群性能评价体系的建立
!

有机酸的

抑菌机制多种多样且有差异!可能是单一机制!也可能是多

机制协同作用0

"!

1

$种类越多!越有利于肠道菌群的多样性$

其中!乳酸具有抑菌%延长保质期%调节
.

C

值%保持食品色

泽%调味%提高产品质量等作用!乙酸是一种酸度调节剂!为

避免细胞质的
.

C

值发生破坏性改变!通常在细胞中的乙酸

的浓度被严格控制在一个很低的范围内0

"5

1

$因此!可以建

立酵素食品有机酸的评价体系+乳酸含量高!乙酸含量低!种

类多者有较强的改善肠道菌群性能$

由图
!

%

5

可知!

%

%

5

%

&

%

%"

%

%5

号样品乳酸含量很高!乙酸

含量很低!有机酸种类也有多种!而
%%

号样品乙酸含量远高

于乳酸!其调节肠道菌群的性能也就弱于前面几号样品$

图
!

!

不同酵素乳酸%乙酸浓度

X@

M

FB-!

!

YEJ/@JEJ@REAREJ-/@JEJ@RJ(AJ-A/BE/@(A

(NR@NN-B-A/-AG

O

2-L

图
5

!

不同酵素有机酸数量

X@

M

FB-5

!

+F2T-B(N(B

M

EA@JEJ@RL(NR@NN-B-A/-AG

O

2-L

!

!

结论与讨论
-

%

.本研究分析了
%&

种市售酵素食品清除
W>>C

自由

基%超氧阴离子%羟自由基的能力!淀粉酶%脂肪酶的活力!以

及有机酸的种类和含量$结果表明!与
"$

#

M

/

2Y

的
'J

相

比!酵素具有更强的自由基清除能力!但仍需要进一步研究

其抗氧化的物质基础!提高其抗氧化能力&酵素食品有一定

的脂肪酶%淀粉酶活性!淀粉酶活性较高&有
!

!

0

种不等的

有机酸!且乳酸含量高于乙酸$从检测结果可知!这
%&

种产

品的质量良莠不齐!可能与其果蔬配方及生产工艺有关$

-

"

.根据研究结果!初步建立了酵素食品抗氧化性能%

助消化性能以及调节肠道菌群性能的评价体系+将酵素食品

对
W>>C

自由基%超氧阴离子%羟自由基的清除率进行综合!

计算总的抗氧化性能&按照中国人的膳食结构权重酵素食品

中脂肪酶和淀粉酶的活力!建立其助消化性能的评价体系&

根据有机酸的性质与作用机制建立了酵素食品调节肠道菌

群性能的评价体系$此评价体系的建立对于酵素食品产业

的健康发展具有重要意义$
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