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摘要：研究实验室自制蓝莓酵素在 30 d 发酵过程中生化指标变化及抗氧化性能力，以 pH 值、菌落总数、葡萄糖、果糖、乙醇

和有机酸为指标，考察酵素蓝莓酵素在发酵中生化指标的变化，以 DPPH 自由基清除率、羟自由基清除率及原花青素的变化评判蓝

莓酵素抗氧化性能力。结果表明，发酵过程中，pH 值呈先下降后增加趋势，最终 pH 值为 3.47；菌落总数呈现增加降低的循环趋势，

30 d后菌落总数为0.4×106 cfu/mL；葡萄糖和果糖总量下降到73.93 mg/mL；最终乙醇、乳酸和乙酸含量分别为23.69 mg/mL、5.84 mg/mL

和 4.30 mg/mL；有机酸定性实验表明，蓝莓酵素中含有琥珀酸、异戊酸、柠檬酸、丙酮酸和苹果酸等有机酸；稀释 10 倍蓝莓发酵液

的 DPPH 自由基清除率和羟自由基清除率分别提高了 3.2%和 2.92%。原花青素在发酵中呈下降趋势，与 DPPH 自由基清除率及羟自

由基清除率无相关性。 
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Abstract: The aim of this study was to investigate the changes in biochemical indicators and antioxidant activity of Blueberry Jiaosu 

during fermentation. The pH, total number of colonies, and amounts of organic acids, glucose, fructose, and ethanol were monitored to 

investigate the changes in biochemical indicators. DPPH- and hydroxyl free radical-scavenging rates and changes in procyanidin compounds 

were assessed to determine the antioxidant ability of Blueberry Jiaosu. The results showed that the pH value initially decreased and then 

increased, and showed a final value of 3.47. The total number of colonies increased and then decreased cyclically, and the value after 30 d was 

0.4×106 cfu/mL. The total contents of glucose and fructose decreased to 73.93 mg/mL. The final contents of ethanol, lactic acid, and acetic acid 

were 23.69 mg/mL, 5.84 mg/mL, and 4.30 mg/mL, respectively. Qualitative analysis of organic acids showed that Blueberry Jiaosu contained 

succinic acid, isovaleric acid, citric acid, pyruvic acid, malic acid, and other organic acids. DPPH- and hydroxyl free radical-scavenging rates 

were increased by 3.2% and 2.92%, respectively, in ten-fold diluted blueberry fermentation liquid. The procyanidin content showed a decreasing 

trend during fermentation, and was not correlated with DPPH- and hydroxyl free radical-scavenging rates. 
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酵素是一种在日本和台湾盛行的功能性食品，利

用果蔬及一些可食性药材经过可食用菌在特定条件下

发酵而成的对人体健康有利的饮品[1]，通过益生菌发

酵产生了大量的有机酸和氨基酸等次生代谢产物，具

有调理肠胃、促进消化吸收、抗氧化及提高免疫力等

作用[2]。近年来，酵素食品风靡于日本、韩国、台湾

以及欧美发达国家，其中研究报告指出，目前酵素产 
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品在日本一年可达 1000 亿日圆以上市场量[3]，我国酵

素市场也从无到有快速发展，据初步统计目前酵素生

产企业超过 60 家，产值在 5 亿元左右，但整体上还是

处于发展初期，存在产品质量参差不齐、生产企业规

模较小及市场推广部规范等问题。随着基于养生理念

日益被重视及营养观念不断推广，酵素相关的产业必

将得到迅速的发展。 
蓝莓，有“浆果之王”之称，含有多种维生素、果

酸和矿物质，还含有丰富的花青素和原花青素等多酚

类化合物和多糖类物质，具有抗氧化、抗癌和抗炎作

用，对慢性病如糖尿病、肥胖和骨质疏松等有很大益

处[4~5]，被国际粮农组织列为人类五大健康食品之一
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[6]。本研究使用蓝莓汁作为发酵原料，加入酵母菌、

乳酸菌和醋酸杆菌等益生菌进行发酵，30 d 制得蓝莓

酵素初液。经过发酵，可降解蓝莓汁中大分子物质，

提高人体的吸收。通过分析蓝莓酵素发酵过程中 pH
值、菌落总数、糖量和乙醇等生化指标变化以及发酵

后有机酸变化，结合蓝莓发酵中抗氧化性（DPPH 自

由基清除率，氢自由基清除率）变化。以期探讨蓝莓

发酵中生化指标之间的变化规律及抗氧化性，为深入

研究蓝莓酵素的发展前景及利用价值。 

1  材料与方法 

1.1  材料与仪器 

蓝莓果汁、酵母菌、乳酸菌、干酪乳杆菌和白糖，

均为市购；醋酸杆菌，广东省微生物菌种保藏中心；

葡萄糖、果糖、乙醇、乙酸和乳酸为色谱纯；α，α-
二苯基-β-苦苯肼（DPPH）；无水乙醇、邻二氮菲、双

氧水、FeSO4和 EDTA 等均为分析纯试剂。 
Thermo U3000 高效液相色谱仪；PHS-3C 型 pH

计上海仪电科学仪器股份有限公司；恒温水浴锅广州

市芊荟化玻仪器有限公司；数显鼓风干燥箱上海博迅

实业有限公司医疗设备厂；恒温振荡器常州澳华仪器

有限公司；生化培养箱上海博迅实业有限公司医疗设

备厂；手提式压力蒸汽灭菌锅 YX-280A+合肥华泰医

疗设备有限公司；SW-CJ-10 型单人净化工作台苏州净

化设备有限公司。 

1.2  实验方法 

1.2.1  蓝莓酵素的制备 
将市购蓝莓果汁置于无菌操作台上，紫外照射 20 

min。在无菌条件下蓝莓汁加入到已灭菌的发酵坛子

中，加入 30%蓝莓汁质量的白糖，再加入 0.1%酵母及

1%乳酸菌（干酪乳杆菌和嗜酸乳杆菌 1:1 混合），搅

拌均 ，液封。前 5 d 每天在无菌操作台上搅拌 1 次，

每次 2 min。于第 6 d 加入 5%醋酸杆菌，前 3 d 每天

搅拌 3 次，每次 1 min。3 d 后不再搅拌，30 d 后制得

蓝莓酵素初液，过滤，即得蓝莓酵素。发酵过程中，

所有操作都在无菌环境下进行。 
1.2.2  菌落总数测定参照GB 4789.2-2010进行

检测[7]。 
1.2.3  葡萄糖、果糖、乙醇和有机酸测定[8] 
1.2.3.1  色谱分离条件 

色谱柱：Aminex HPX-87H 有机酸分析柱（300 
mm×7.8 mm:Bio-Rad.Hercules） 

流动相：0.005 mol/L H2SO4 溶液，流速 0.6 

mL/min，进样量 20/10 μL，柱温 50 ℃。 
检测器参数：紫外检测器波长 210 nm。示差折光

检测器温度 50 ℃。 
1.2.3.2  样品预处理 

使用 200 目纱布对发酵原液过滤，准确移取一定

量酵素液，过滤，溶液经 10000 r/min 离心 5 min 取上

清液 1 mL，适当稀释经 0.22 μm 膜过滤，进样 10 μL。 
1.2.3.3  标准品制备 

精确称取标准品，稀释不同浓度，使用 0.22 μm
膜过滤进样，进样量：20 μL。 
1.2.4  DPPH 自由基清除能力[9] 

样品处理：样品用纱布过滤，稀释 10 倍，取滤液

待用。 
0.02 mg/mL 的 DPPH-乙醇溶液 2 mL 中加入样品

2 mL，混合均 ，25 ℃恒温水浴室 30 min，测定其在

517 nm 处的吸光度值。空白组以 2 mL 无水乙醇代替

试样。同一测定重复 3 次。 
DPPH 清除率/%=[1-(A1-A2)/A0]×100 
式中：A1 为样品溶液的吸光度；A2 为用无水乙醇代替 

DPPH 时测得对应浓度的本底吸光度；A0为空白组的吸光度。 
1.2.5  羟自由基清除能力[10] 

取 5 mmol/L 邻二氮菲溶液 0.6 mL，加入 0.4 mL 
0.2 mol/L pH 7.4 磷酸盐缓冲液，混合均 后加入 5 
mmol/L 硫酸亚铁溶液 0.6 mL，15 mmol/L EDTA 溶液

0.6 mL，稀释 10 倍的发酵液 0.6 mL，0.1%的双氧水

0.8 mL，混合均 ，37 ℃保温 1 h，于 536 nm 处测定

吸光值 A 样品。同一测定重复 3 次。 
羟自由基清除率(%)=[(A 样品-A 损伤)/(A 空白- 

A 损伤)]×100% 
其中，A 损伤：将蒸馏水替换样品进行测定；A 空白：取 5 mmol/L

邻二氮菲溶液 0.6 mL，加入 0.4 mL、0.2 mol/L、pH 7.4 磷酸盐

缓冲液，混合均匀后加入 5 mmol/L 硫酸亚铁溶液 0.6 mL，15 

mmol/L EDTA 溶液 0.6 mL，蒸馏水 1.4 mL，混合均匀，37 ℃

保温 1 h，536 nm 处测定吸光值。 
1.2.6  原花青素测定[11] 
1.2.6.1  标准曲线的制作 

分别取不同浓度的标准品（正丁醇稀释）1.00 mL
置于 10 mL 刻度试管中，加入 9 mL 反应混合液（正

丁醇、浓盐酸和 20%硫酸高铁铵体积比 85:5:0.4），置

于沸水浴中加热，塞紧塞子（勿摇 ），准确加热 40 min
后，立即取出，用冷水快速冷却至室温，用正丁醇定

容至刻度线摇 ，在 550 nm 处测吸光值。以吸光值

为纵坐标（y），以原花青素浓度为横坐标（x，μg/mL），
绘制标准曲线。 
1.2.6.2  样品的处理及测定 
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吸取 1 mL 样品移入 10 mL 容量瓶中，用无水乙

醇定容，摇 后用纱布过滤，滤液依照上述标准曲线

绘制同样操作，测定 OD 值，查标准曲线，并计算原

花青素的含量； 
依照下列公式计算原花青素含量： 

100
1000V
VcmL100/mg

1

2 ×
×
×

=）原花青素（  

c 表示查标准曲线样品液 OD 值对应的原花青素的含量

（μg/mL）；V1表示吸取样品体积，mL；V2表示样品稀释后体

积，mL。 

2  结果与分析 

2.1  蓝莓酵素发酵过程中 pH值变化 

 
图1 发酵过程中pH变化 

Fig.1 Changes in pH value during fermentation 

蓝莓果汁 pH 值为 3.87，由图 1 可知，蓝莓酵素

在前 8 d 处于下降趋势，8 d 后缓慢上升。发酵前 6 d，
主要是酵母菌和乳酸菌进行发酵，酵母菌在无氧条件

下利用糖产生乙醇和二氧化碳，发酵液中由于二氧化

碳浓度上升，碳酸浓度随之上升，乳酸菌利用糖产乳

酸[12]，因此 pH 值下降。发酵第 6 d 加入醋酸杆菌，

醋酸杆菌利用发酵液中乙醇，在供氧条件下分解乙醇

产乙酸和水，从而降低 pH 值。第 8 d 后，pH 值缓慢

上升，主要由于微生物对发酵液中蛋白质水解和氨基

酸的利用，产乙酸及其他有机酸的共同作用结果[13]。

pH 值 30 d 后为 3.47，可抑制大部分有害菌的生长。 

2.2  蓝莓酵素发酵过程中菌落总数变化 

菌落总数是在一定条件下单位体积或者质量样品

生长出的细菌菌落总数。由于不同菌对生长环境要求

不同，国家标准中测定菌落总数的方法不代表实际的

菌落总数，只代表大部分菌的生长情况。实验室自备

蓝莓酵素使用了酵母、乳酸杆菌和醋酸杆菌，分别为

兼性厌氧型、厌氧型及好氧型。菌落总数测定结果如

下： 

 
图2 发酵过程中菌落总数变化 

Fig.2 Changes in total number of colonies during fermentation 

如图 2 所示，在发酵过程中，菌落总数 1 d 内迅

速上升到 1.57×107 cfu/mL，达到 大值，之后呈现下

降趋势，间歇性小幅度上升。随着发酵时间的延长，

糖原不断被消耗，且生长空间的限制，菌量开始下降，

第 6 d 加入醋酸杆菌后，菌量开始呈现上升趋势，到

第 12 d，菌落总数呈现又一个高峰值，于 20 d 后趋于

平稳值。菌落总数 30 d 为 0.4×106 cfu/mL。 

2.3  蓝莓发酵过程中葡萄糖、果糖和乙醇变化 

发酵液中葡萄糖、果糖和乙醇采用液相色谱进行

测定，色谱峰如图 3 所示，出峰顺序为葡萄糖、果糖

和乙醇。其保留时间和线性关系如表 1 所示。 

 

 
图3 对照品和样品色谱图 

Fig.3 Chromatogram of control and sample 

注：1，葡萄糖；2，果糖；3，乙醇。 
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表1 葡萄糖、果糖、乙醇的保留时间及线性关系 

Table 1 Retention time and linear relationship of glucose, 

fructose and ethanol 

组分 保留时间/min 线性关系 R2 

葡萄糖 9.079 y=12242x-1907.5 0.9991 

果糖 9.855 y=12414x-3068.7 0.9999 
乙醇 21.750 y=3521.9x+828.75 0.9995 

 
图4 发酵过程中葡萄糖、果糖和乙醇变化 

Fig.4 Changes of glucose, fructose and ethanol during 

fermentation 

如图 4 为葡萄糖、果糖、乙醇在发酵过程中变化

情况。发酵前添加浓缩苹果汁补充糖原，主要糖原为

果糖和葡萄糖。由图可知，葡萄糖、果糖在发酵中都

处于下降趋势。二者总含量由 初的 198.4 mg/mL 降

低到 73.93 mg/mL，发酵利用 124.47 mg/mL。发酵中，

糖主要由酵母菌和乳酸菌代谢利用，在前 6 d 快速下

降，后期缓慢降低。结合图 2 菌落总数变化，前期菌

落总数增加，生长快速，糖利用量高，因此，糖量下

降快速，后期菌落总数趋于平缓，对糖的需要量相对

较低，且后期优势菌种为醋酸杆菌，主要分解利用乙

醇转化为乙酸和水，因此，糖耗量低。 
发酵前期，由于酵母在无氧条件下降糖转化为乙

醇，因此在前 6 d 乙醇含量不断上升， 大值为 64.32 
mg/mL。第 6 d 加入醋酸杆菌，将乙醇转化为乙酸，

乙醇含量降低，30 d 后乙醇含量为 23.69 mg/mL。 

2.4  蓝莓酵素发酵过程中乳酸、乙酸及其他有

机酸变化 

使用高效液相色谱法测定乳酸和乙酸等有机酸含

量，乳酸、乙酸定量线性关系级保留时间如表 2 所示。

其余有机酸定性保留时间如表 3 所示。 
由图 5 可知，乳酸和乙酸含量在发酵过程中不断

增加。30 d 后乳酸为 4.30 mg/mL，乙酸为 5.84 mg/mL。

在发酵过程中，乳酸主要由乳酸菌通过糖代谢生成。

乙酸主要为醋酸杆菌的代谢产物。实验室制备蓝莓酵

素加入的乳酸菌为干酪乳杆菌和嗜酸乳杆菌，前者为

兼性异型发酵，除了生成乳酸外，还能生成乙醇和乙

酸。后者为同型乳酸发酵，只生成乳酸。由图中可知

乙酸在前两天几乎为 0，在加入醋酸杆菌后增加速度

快。乳酸在加入乳酸菌后一直在不断增加。 
表2 乳酸和乙酸的保留时间及线性关系 

Table 2 Retention time and linear relationship of lactic acid and 

acetic acid 

成分 保留时间/min 线性关系 R2 

乳酸 12.507 y=1112.3x-54.278 0.9999 
乙酸 15.054 y=58599x-3585.7 0.9998 

表3 有机酸（定性）保留时间 

Table 3 Retention time of organic acid (qualitative analysis) 

标准品 保留时间/min 

草酸 6.603 

柠檬酸 7.987 

丙酮酸 9.358 

苹果酸 9.512 

琥珀酸 11.796 

甲酸 13.811 

丙酸 17.814 

正丁酸 21.977 
异戊酸 25.312 

由表 4 可知，经过发酵后的蓝莓酵素含有柠檬酸、

苹果酸、丙酮酸、乳酸、琥珀酸、乙酸、丙酸、正丁

酸和异戊酸，其中，乙酸、丙酸、正丁酸和异戊酸属

于短链脂肪酸，可调节结肠细胞代谢维持肠道功能、

抗炎和抗病原微生物。有机酸种类增多，使蓝莓酵素

具有独特的风味。 

 

图 5 发酵中乳酸、乙酸变化 

Fig.5 Changes of lactic acid and acetic acid during 

fermentation
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表4 蓝莓汁及蓝莓酵素有机酸定性 

Table 4 Organic acids in blueberry juice and blueberryenzyme 

样品 草酸 柠檬酸 丙酮酸 苹果酸 乳酸 琥珀酸 乙酸 丙酸 正丁酸 异戊酸

蓝莓汁  √ √ √       
蓝莓酵素  √ √ √ √ √ √ √ √ √ 

2.5  蓝莓酵素发酵过程中DPPH变化 

DPPH 名为 1,1-二苯基-2-三硝基苯肼，DPPH 自

由基存在单电子，在 517 nm 处有强吸收。当存在自

由基清除剂时，DPPH 自由基单电子与其配对使吸收

逐渐减弱，褪色程度与电子数呈定量关系。DPPH 自

由基相较于超氧自由基和羟自由基更加稳定，能更好

的评价抗氧化性。蓝莓酵素发酵过程中的 DPPH 自由

基清除率如下图所示： 

 
图6 发酵过程中DPPH自由基清楚能力的变化 

Fig.6 Changes in DPPH scavenging ability during fermentation 

由图 6 可知，稀释了 10 倍发酵液的 DPPH 自由

基清除率在 30 d 上升到 96.90%，发酵中上升了 3.2%。

而 0.012 mg/mL 维生素 C 的 DPPH 自由基清除率为

66.98%。稀释后的发酵液高出 29.92%。因此，原液的

DPPH自由基清除率高出0.012 mg/mL维生素的 10倍
以上。变化趋势处于上升趋势，表明在此种发酵有利

于提高 DPPH 自由基清除率。 

2.6  蓝莓酵素发酵过程中羟自由基清除率变

化 

羟自由基属活性氧中的一种，可降解多糖、DNA
和细胞膜等，在体内可与金属离子发生氧化，使金属

离子形成高氧化态。可损害机体细胞，进而引发慢性

病以及衰老等疾病。氢自由基清除率利用显色反应，

在 536 nm 处测定其 大吸收。蓝莓酵素羟自由基清

除率如图 7 所示。 
由图 7 可知，稀释 10 倍的发酵液羟自由基清除率

在发酵过程中上升了 2.92%。第 30 d 高，为 23.64%。

而 0.012 mg/mL 维生素 C 羟基自由基清除率为

26.87%，从而得出发酵原液氢自由基清除率远高于

0.012 mg/mL 维生素 C 的羟自由基清除率。但变化趋

势来看，此种发酵方法提高了羟自由基清除率。 

 
图7 发酵中羟自由基清除率变化 

Fig.7 Changes in hydroxyl radical scavenging ability during 

fermentation 

2.7  蓝莓酵素发酵过程中原花青素变化 

 
图8 发酵中原花青素变化 

Fig.8 Variation of Proanthocyanidins during fermentation 

由图 8 可知，原花青素含量先增加后降低，与

DPPH 自由基清除率及羟自由基清除率无任何相关

性。可能在发酵过程中原花青素结构发生转变。叶春

苗等[14]研究发现原花青素易受 pH 值、光照、温度和

金属离子等影响。低 pH 值有利于原花青素的稳定性。

随着 pH 值上升，原花青素会发生分解。汪志慧等[15]

研究光照对莲房原花青素稳定性影响，发现随着光照

时间延长，原花青素呈现不同程度的降低，并于第三

天降低明显。其中室外阳光直射降低 快，避光降低

小。原花青素在结构上是由不同量的表儿茶素和儿

茶素聚合而成， 简单的原花青素是儿茶素和表儿茶

素[16]。Aida Serra[17]等人研究发现，通过小鼠肠道菌群
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代谢原花青素中的儿茶酚、表儿茶酚、二聚体 B2、
EGC 和 EGCG，48 h 后，5 类原花青素不同程度降低，

其中，原花青素 B2 代谢物中发现有表儿茶酚单体生

成。Berké B[18]等人研究发现原花青素不同的立体构象

可不同程度与葡萄糖甙结合，稳定溶液的呈色效果。

Dangles[19]等人研究发现红酒中乙醇会降低溶液的呈

色效果。结合图中在发酵过程中原花青素变化，可能

在前 2 d 原花青素上升是由于高聚体原花青素分解为

低聚体原花青素，导致原花青素上升。随着发酵时间

延长，光照时间增加，原花青素单体被微生物分解代

谢为其他产物，从而降低其含量。 
蒋增良等[13]研究蓝莓酵素抗氧化性在天然发酵

过程中变化，结果显示在发酵过程中 DPPH 和羟自由

基清除率呈增加趋势，与多酚含量呈正相关性。[20]等

研究了蓝莓多糖抗氧化性，发现蓝莓多糖对羟自由基

和 DPPH 自由基具有较强的清除能力。因此，发酵中

DPPH 自由基清除率以及羟自由基清除率的上升可能

是由于多酚含量的增加和多糖的共同作用。具体原因

需要进一步研究。 

3  结论 

3.1  通过对蓝莓酵素发酵过程中 pH 值、菌落总数、

葡萄糖、果糖和乳酸等有机酸进行测定，更好的掌控

蓝莓在发酵中的各个指标变化，为后续大实验发酵过

程控制提供参考。蓝莓酵素产生了多种有机酸，有益

于人体机体调节，其中产生的短链脂肪酸可调节人体

肠道菌群平衡，有利于人体健康。 
3.2  蓝莓中含有大量的花青素和原花青素等多酚类

物质，抗氧化性强。在发酵过程中，通过测定 DPPH
自由基和羟自由基清除率及原花青素含量，结果显示

发酵有利于提高抗氧化能力，但原花青素含量与抗氧

化性不呈正相关性。可能由于原花青素转化为其他多

酚类物质，具体原因需进一步研究。 
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