
现代食品科技 Modern Food Science and Technology 2017, Vol.33, No.8 

 

西兰花酵素在发酵过程中生化指标变化及其 
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摘要：以西兰花作为发酵原料，通过加入酵母菌、乳酸菌、醋酸杆菌复合发酵，研究西兰花酵素发酵过程中生化指标以及抗氧

化性变化。其中，以 pH 值、菌落总数、总糖、乙醇、乳酸和乙酸作为生化指标考察西兰花酵素发酵过程中的变化；通过测定总酚、

DPPH 自由基清除率、超氧化物歧化酶（SOD）、氧自由基吸收能力（ORAC）作为抗氧化性变化指标。研究表明：在发酵过程中，

pH 值不断降低，由最初的 4.49±0.02 降低到 3.51±0.03；菌落总数在第 3 d 最高，为 9.03(±0.45)×107 CFU/mL；总糖被微生物利用消耗，

由 213.20±0.12 mg/mL 降低到 79.24±0.07 mg/mL；最终乙醇、乳酸和乙酸含量分别为 28.23±0.06 mg/mL、7.89±0.05 mg/mL 和 11.66±0.05 

mg/mL；而抗氧化性指标总酚、DPPH 自由基清除率、SOD 和 ORAC 在前 7 d 处于上升趋势，7 d 后趋于稳定。其中，DPPH 自由基

清除率、ORAC 与总酚有正相关性（p<0.01）。相对于实验室自制桑葚酵素，DPPH 自由基清除率较高，抗氧化性较好。 
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Abstract: Broccoli was used as the raw material for fermentation, and yeast, lactic acid bacteria, and acetic acid bacteria were added to 

carry out mixed fermentation to study the changes of biochemical indicators and antioxidant activity in broccoli Jiaosu during fermentation. In 

this study, the changes of biochemical indicators were investigated by monitoring the changes in the pH value, total number of colonies, total 

amounts of carbohydrate, ethanol, lactic acid, and acetic acid. Further, the antioxidant activity was studied by measuring the total phenol, 

2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) radical scavenging rate, superoxide dismutase (SOD) activity, and oxygen radical absorbance capacity 

(ORAC). The results showed that during fermentation, the pH value decreased constantly from the original 4.49±0.02 to 3.51±0.03. The highest 

total number of colonies was observed on the third day, which was 9.03(±0.45)×107 CFU/mL. Carbohydrate present in the medium was 

consumed by the microbes resulting in the reduction of its total concentration from 213.20±0.12 mg/mL to 79.24±0.07 mg/mL. Finally, the 

contents of ethanol, lactic acid, and acetic acid were 28.23±0.06 mg/mL, 7.89±0.05 mg/mL, and 11.66±0.05 mg/mL, respectively. The total 

phenolic content, DPPH radical scavenging ability, SOD activity, and ORAC showed an increasing trend during the first seven days and tended 

to remain stable after day seven. The total phenolic content showed positive correlations with DPPH radical scavenging rate and ORAC 

(p<0.01). Compared with the mulberry enzyme prepared by the laboratory, broccoli enzyme had a higher DPPH radical scavenging rate and 

better antioxidant activity. 
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酵素食品是指使用酵母、乳酸菌和醋酸菌等益生

菌发酵果蔬及可食性药材而得到的固体或者液体食 
品，富含大量的脂肪酶、淀粉酶、超氧化物歧化酶、

乳酸、乙酸及少量乙醇等代谢产物，具有促进人体新

陈代谢、调节人体肠道与抗氧化等功效[1]。“酵素”一
词源于日本，据估测，现今日本酵素一年 1000 亿日元

以上的市场量，而台湾酵素与食醋一年市场值约 20
亿元，在亚洲具有很大的市场开发前景。近年来，随

着经济不断发展，生活水平日益提高，越来越多的人

开始注重养生。据世界卫生组织最近预测，全球 75%
的人处于亚健康状态，促使保健品在全球市场占据重

要地位[2~4]。随着酵素在海外火热，国内企业及专业人

士开始研究开发酵素产品，但国内尚未有系统的监督

管理办法，导致酵素产品参差不齐，产品质量相差很

大。随着酵素产品不断推广、消费者对养生注重及相

关政府部门加强管理，酵素产品在我国将迅速发展
[5,6]。 

西兰花，又名花椰菜。根据日本一项研究表明：

西兰花的营养价值及防病功效高于其他蔬菜，名列第

一[7,8]。西兰花营养成分含量高且营养物质全面，主要

包括蛋白质、碳水化合物、脂肪、矿物质、胡萝卜素、

维生素 C 和维生素 A 等，其中维生素 A 含量是白菜

花的 240 倍，是番茄的 6 倍。对心血管和高血压有调

节和预防的功效，在防癌抗癌上具有显著作用[9,10]。 
现今国内文献尚未有西兰花作为酵素原料的文章

报道。本研究利用酵母、乳酸菌和醋酸杆菌复合发酵，

通过辅助添加浓缩苹果汁作为糖原，经过 1 个月左右

发酵，得到发酵初品。在发酵过程中，检测其生理生

化指标的变化以及总酚、DPPH 自由基清除率等抗氧

化性指标的变化，以期探索西兰花酵素在发酵过程中

的变化情况，进一步研究西兰花酵素的营养价值以及

市场前景[11,12]。 

1  材料与方法 

1.1  材料与仪器 

西兰花（市售）；酵母菌为梅山活性干酵母；浓缩

苹果汁（含糖量：706.89 mg/mL），为无限极（中国）

有限公司提供；嗜酸乳酸菌、干酪乳杆菌、醋酸杆菌

（沪酿 1.01），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；1,1-二苯基-2-三
硝基苯肼、水溶性维生素 E(Trolox)、2,2-偶氮二(2-甲
基丙基咪)二盐酸盐（AAPH）、荧光素（Fluoroscein）、
无水乙醇、碳酸钠和福林-酚试剂等均为分析纯试剂。 

生化培养箱，上海博迅实业有限公司医疗设备厂；

Thermo U3000 高效液相色谱仪；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  西兰花酵素的制备 
西兰花洗净沥干，切碎（<1 cm3），将西兰花:冷

开水:浓缩苹果汁按照 6:2:2 的质量比加入灭菌的玻璃

坛中，拌匀后，加入质量比为 0.01%酵母以及 0.1%的

乳酸菌（嗜酸乳杆菌、干酪乳杆菌各 1/2），密封发酵，

搅拌次数为每天 3 次，1 min/次；第 5 d，加入质量比

为 1%已扩培的醋酸杆菌，后 5 d，每天搅拌 1 次，1 min/
次。后期密封发酵，1 个月后制得西兰花酵素初液。

发酵温度：30.0±1.0 ℃。 
1.2.2  菌落总数测定 

参照 GB 4789.2-2010 进行检测[13]。 
1.2.3  pH 测定 

由酸度计直接进行测定。 
1.2.4  葡萄糖、果糖、乙醇、乳酸及乙酸测定 

参照文献[14]进行测定。 
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，柱温 50 ℃。检测器参

数（双通道检测）：紫外检测器波长 210 nm，示差折

光检测器温度 50 ℃。 
样品处理：取西兰花酵素发酵液稀释成相应倍数，

过 0.22 μm 膜过滤，进样 10 μL。 
标准品处理：精确称取标准品，稀释为不同浓度，

使用 0.22 μm 膜过滤进样，进样量 20 μL。 
1.2.5  总酚的测定 
1.2.5.1  标准曲线的制作 

精密吸取没食子酸标准溶液 0.0 mL、0.2 mL、0.4 
mL、0.6 mL、0.8 mL 和 1.0 mL 于 6 个 10 mL 的容量

瓶中，加入 2.5 mL 福林-酚试剂，摇匀，在 5 min 后

加入 2 mL 的 15%碳酸钠溶液，用蒸馏水定容至 10 
mL，室温下反应 2 h，在 760 nm 波长下测定相应的吸

光度。总酚含量以没食子酸等价物来表述，通过没食

子酸标曲回归方程计算。其中，没食子酸标准溶液浓

度分别为 0 μg/mL、2 μg/mL、4 μg/mL、6 μg/mL、8 
μg/mL 和 10 μg/mL。 
1.2.5.2  发酵液吸光值的测定 

分别取西兰花酵素发酵液 100 μL 于 10 mL 容量

瓶内，加入 2.5 mL 福林-酚试剂，摇匀，在 5 min 后

加入 2 mL 的 15%碳酸钠溶液，用蒸馏水定容至 10 
mL，室温下反应 2 h 后，在 760 nm 波长下测定相应



现代食品科技 Modern Food Science and Technology 2017, Vol.33, No.8 

的吸光值。 
1.2.6  DPPH 自由基清除能力 
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样品处理：样品经 200 目纱布过滤，稀释 30 倍，

取滤液待用。 
测定方法：在0.02 mg/mL的DPPH-乙醇溶液2 mL

中加入样品2 mL，混合均匀，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。 

1.2.7  超氧化物歧化酶（SOD）酶活测定 
1.2.7.1  邻苯三酚自氧化速率的测定 

参考文献[15]中邻苯三酚自氧化常量法进行测定，

取 4.5 mL、0.1 mol/L tris-HCl 缓冲液于试管中，加入

4.2 mL 去离子水，25 ℃预热 20 min，加入经 25 ℃预

热的邻苯三酚 0.3 mL（空白管用 10 mmol/L HCl 溶液

代替），迅速混合均匀并计时，倒入比色皿中，以空白

管为参比，在 320 nm 波长下，自反应 30 s 开始，每

隔 30 s 计一次吸光值，测定时间为 4 min。 
1.2.7.2  样品活性的测定 

取 4.5 mL、0.1 mol/L tris-HCl 缓冲液于试管中，

加入 3.9 mL 去离子水和 0.3 mL 发酵液，25 ℃预热 20 
min，加入经 25 ℃预热的邻苯三酚 0.3 mL（空白管用

10 mmol/L HCl 溶液代替），迅速混合均匀并计时，倒

入比色皿中，以空白管为参比，在 320 nm 波长下，

自反应 30 s 开始，每隔 30 s 计一次吸光值，测定时间

为 4 min。 
酶活力(U)=[(A-B)/A]/50%×反应总体积×(样品稀

释倍数/样液体积) 
式中：A 为邻苯三酚自氧化速率；B 为发酵液抑制邻苯三

酚自氧化速率。SOD 酶活力定义：在 1 mL 反应液中，每分钟

抑制邻苯三酚自氧化速率达到 50%的酶量定义为一个活力单

位。 

1.2.8  氧自由基清除能力（ORAC）的测定 
参考文献[16]中的测定方法： 
(1)设置酶标仪参数； 
(2)按照图 1 对应的孔分别加 20 μL 样品、不同浓

度 Trolox 标准液（6.25 μM、12.5 μM、25 μM、50 μM）、

pH 7.4 磷酸缓冲溶液工作液（F 孔加 40 μL 磷酸缓冲

溶液工作液），在 37 ℃下孵育 10 min； 
(3)在每个孔中加 200 μL Fluoroscein 工作液，孵育

至少 20 min； 
(4)除了 F 孔，向每个孔加 20 μL AAPH 溶液； 
(5)加入 119.4 μmol/mL AAPH 后立即放入酶标

仪。 

 
图1 96孔板参数设置 

Fig.1 Parameter settings for the 96-well plate 

注：F=200 μL Fluoroscein 工作液+40 μL 磷酸缓冲溶液工

作液；B=空白；T=Trolox；S=样品。 

酶标仪参数，激发波长：485 nm；发射波长：538 
nm；振动模型：轨道振动震动幅度：4 mm；震动时

间：8 s。 
1.2.9  数据分析 

采用Origin 8.5和SPSS 19.0对本文数据进行处理

和分析，每组重复 3 次，实验数据表示为平均值±标
准偏差；使用 Pearson 法进行相关性分析。 

2  结果与分析 

2.1  西兰花酵素在发酵过程中 pH变化 

使用酸度计对西兰花发酵液的 pH 值进行测定，

测定结果如图 2 所示. 

 
图2 发酵过程中pH变化 

Fig.2 Changes in pH value during fermentation 

由图 2 可知，初试发酵液 pH 值为 4.49±0.02，随

着发酵时间延长，pH值不断下降，30 d后为3.51±0.03。
发酵过程中，前 5 d 主要产醇及乳酸[17]，酵母在发酵

过程中利用糖原在厌氧条件下产生乙醇及二氧化碳，

二氧化碳一部分溶于发酵液，与乳酸共同作用，降低

发酵液中的 pH 值。醋酸杆菌利用乙醇生成乙酸及其

他有机酸，随着醋酸杆菌的加入，使发酵过程中 pH
值不断降低。 

2.2  西兰花酵素在发酵过程中菌落总数变化 
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根据发酵过程中菌落总数变化，能够直观了解微

生物在发酵液中的生长情况，西兰花酵素发酵过程中

菌落总数变化情况如图 3 所示。 
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图3 发酵过程中菌落总数变化 

Fig.3 Changes in the total number of colonies during 

fermentation 

在发酵过程中微生物利用西兰花及浓缩苹果汁生

长代谢，由图 3 可以看出前期的酵母和乳酸菌生长快

速，于第 3 d 达到最大值，为 9.03(±0.45)×107 CFU/mL。
随着发酵液中物质的不断消耗，微生物生长缓慢并不

断下降，第 5 d 加入醋酸杆菌，由于醋酸杆菌为好氧

性微生物，实验中对加入醋酸杆菌后发酵液的搅拌次

数较少，导致生长缓慢，在第 10 d 生长达到最大，为

3.62×107 CFU/mL，主要为发酵液中部分营养物质前

期被酵母和乳酸菌利用，导致后期微生物生长所需营

养物质有限，生长情况较前期差，30 d 后菌落总数为

0.01(±0.003)×107 CFU/mL。结合图 2 发酵过程中 pH
值的变化，pH 值不断降低，在一定程度上能够抑制微

生物的生长。 

2.3  西兰花酵素在发酵过程中总糖、乙醇、乳

酸及乙酸变化 

表1 葡萄糖、果糖、乙醇、乳酸和乙酸的保留时间及线性关系 

Table 1 Linear relationship of glucose, fructose, ethanol, lactic 

acid, and acetic acid with retention time 

组分 保留时间/min 线性关系 R2 

葡萄糖 9.035 y=12242x-1907.5 0.9991

果糖 9.795 y=12414x-3068.7 0.9999

乙醇 21.632 y=3521.9x+828.75 0.9995

乳酸 12.486 y=1112.3x-54.278 0.9999
乙酸 14.909 y=58599x-3585.7 0.9998

发酵过程中添加的糖原为浓缩苹果汁，主要为葡

萄糖与果糖。实验中，以葡萄糖与果糖之和表示西兰

花发酵液中的总糖消耗情况。通过高效液相色谱法测

定葡萄糖、果糖、乙醇、乳酸和乙酸含量变化。具体

的保留时间及线性关系如表 1 所示。 

 
图4 发酵过程中总糖、乙醇、乳酸和乙酸变化 

Fig.4 Changes in the total amounts of sugar, ethanol, lactic acid, 

and acetic acid during fermentation 

由图 4 所示，为西兰花酵素发酵过程中总糖、乙

醇、乳酸和乙酸变化情况。其中，总糖由 213.20±0.12 
mg/mL 降低到 79.24±0.07 mg/mL，前 7 d 下降速度最

快。乙醇在发酵过程中先增加后降低，于第 7 d 达到

最大值 73.46±0.05 mg/mL，最终为 28.23±0.06 mg/mL。
前 7 d，乳酸菌利用糖原转化为乳酸，乳酸含量不断升

高，后期小幅度下降，最终含量为 7.89±0.05 mg/mL。
醋酸杆菌于发酵第 5 d 加入，其主要利用乙醇产乙酸，

因此，在 5 d 后乙酸含量上升明显，最终为 11.66±0.05 
mg/mL。西兰花酵素发酵过程中，糖原主要被酵母和

乳酸菌消耗，醋酸杆菌主要利用乙醇进行代谢，因此

糖在前期消耗快，后期平缓减低。结合图 2，乳酸和

乙酸的增加导致了发酵液 pH 值不断降低。 

2.4  西兰花酵素在发酵过程中总酚变化 

总酚是指所有酚类物质，包括多酚和单酚。是绝

大多数具有抗氧化活性物质的总称，通过测定总酚含

量，可判断出抗氧化性的变化趋势。如图 5 所示，为

西兰花酵素发酵过程中的总酚变化。 

 
图5 发酵过程中总酚的变化 

Fig.5 Changes in total phenolics during fermentation 

注：图中“a、b、c、d、e 和 f”不同的字母表示显著性差异

（p<0.05）；相同的字母表示没有显著性差异（p>0.05）。 
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如图 5 所示，西兰花在发酵过程中总酚含量在前

7 d 上升，7 d 后稍有下降，后期基本保持平稳状态。

西兰花发酵采用固液混合发酵，随着发酵的进行，西

兰花中的成分不断溶出，导致总酚含量在前 7 d 上升

迅速；随着微生物的生长利用，酵母在有氧的条件下

利用糖原生成水和二氧化碳，发酵液中水的增加会稀

释发酵液中成分浓度，总酚含量小幅度降低，34 d 后

为 66.31±0.64 μg/mL。 

2.5  西兰花酵素在发酵过程中 DPPH 自由基

清除率变化 

按实验方法 1.2.6 测定，西兰花酵素发酵过程中

DPPH 自由基清除率结果如图 6 所示： 
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图6 发酵过程中DPPH自由基清除率变化 

Fig.6 Changes in DPPH radical scavenging rate during 

fermentation 
如图 6 所示，西兰花发酵液样品处理稀释 30 倍，

在发酵过程中DPPH自由基清除率于7 d增加到最高，

为98.41±0.61%，7 d后缓慢降低，34 d为74.49±0.50%。

对比实验室自制桑葚果汁发酵液(样品稀释 30 倍)，一

个月后 DPPH 自由基清除率为 31.74±0.44%。相比而

言，西兰花酵素初液 DPPH 自由基清除率较高，抗氧

化性较好。Fessenden 等[19]认为酚类物质能给出一个氢

离子并通过共振杂化而稳定，影响自由基清除率。结

合图 5 中总酚含量的变化趋势图，DPPH 自由基清除

率变化趋势与总酚含量变化呈一定的相关性。 

2.6  西兰花酵素在发酵过程中 SOD酶活变化 

超氧阴离子是人体生成的主要超氧化物，对人体

的危害最大。而 SOD 能够特异性消除超氧阴离子。

因此本部分试验以 SOD 酶活作为检测对象，分析发

酵过程中 SOD 酶活变化情况。结果如图 7 所示。 
如图 7，发酵过程中西兰花 SOD 酶活变化在 4~7 

d 时达到最高，为 73.32±0.55 U/mL。随着发酵的进行，

SOD 酶活不断下降，后期趋于平稳，34 d 后为

23.68±0.45 U/mL。SOD 是一种重要的抗氧化剂，保护

暴露于氧气中的细胞，因其受温度和 pH 值等影响，

具有不稳定性。在发酵过程中，前期不断搅拌，西兰

花内溶物不断溶出，微生物快速生长代谢，SOD 值迅

速增加；天然的 SOD 主要分为三类，为 Cu.Zn-SOD、

Mn.SOD 和 Fe-SOD，其中 Cu.Zn-SOD 为最常见的一

种，呈绿色，主要存在机体细胞浆中。文献[20]分析了

超氧化物歧化酶受 pH 值的影响情况，Cu.Zn-SOD 在

pH 为 3.6 时就会有 90%的 Zn 脱落，且 SOD 在 pH 为

4.0 到 11.0 之间稳定。结合图 2 中 pH 变化趋势，发酵

液于第 4 d 的 pH 值开始低于 4.0，而图 7 中 SOD 在

4~7 d 为最高，主要因为西兰花内成分溶出，以及 pH
刚开始低于 4.0；7 d 后由于西兰花成分基本溶出及 pH
不断降低，从而导致了 SOD 不断下降；后期发酵液

条件稳定，SOD 保持不变。 

 
图7 发酵过程中SOD酶活变化 

Fig.7 Changes in superoxide dismutase activity during 

fermentation 

2.7  西兰花酵素在发酵过程中氧自由基吸收

能力（ORAC）变化 

 
图8 发酵过程中抗氧化能力指数变化 

Fig.8 Changes in oxygen radical absorbance capacity during 

fermentation 

氧自由基吸收能力分析主要针对亲水过氧基、氢

氧基、亲脂过氧基、超氧阴离子和单线态氧进行分析，
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可作为评价抗氧化能力指标。西兰花酵素发酵过程中

氧自由基吸收能力变化如图 8 所示。 
由图 8 所示，在发酵过程中，西兰花在发酵过程

中氧自由基吸收能力于第 7 d 达到最高，为 12.23±0.21 
μmolTE/mL，7 d 后稍有下降，12 d 后维持在 10.00 
μmolTE/mL 左右。结合总酚在发酵过程中的变化趋

势，氧自由基吸收能力在前 7 d 也呈现迅速升高趋势，

但后期有所降低，与酚类物质在发酵过程中发生物质

转化及酵母利用糖原生成水而稀释发酵液有关。结合

图 5 发酵过程中总酚的变化情况，氧自由基吸收能力

与总酚有一定相关性。 

2.8  西兰花酵素总酚与抗氧化相关性分析 

对西兰花酵素总酚与 SOD、DPPH 和 ORAC 进行

了 Pearson 法相关性分析，结果如表 2 所示。 
表2 西兰花酵素总酚与抗氧化性相关分析 

Table 2 Correlation between total phenolic content and 

antioxidant activity of broccoli enzyme 

总酚 SOD DPPH ORAC

总酚 1 

SOD 0.414 1 

DPPH 0.881** 0.715* 1 
ORAC 0.993** 0.458 0.887* 1 

注：**极显著相关（p<0.01）；*显著相关（p<0.05）。 
结果显示，总酚与 SOD、DPPH 和 ORAC 之间的

相关系数分别为 0.414、0.881 和 0.993，表明总酚与

SOD 无明显相关性，与 DPPH、ORAC 之间相关性尤

为显著（p<0.01）。 

3  结论 

3.1  通过对西兰花酵素发酵过程中 pH 值、菌落总数、

总糖、乳酸和乙酸的测定，更好掌握西兰花酵素在发

酵过程中的动态变化，为后续实验西兰花酵素监控提

供数据参考。西兰花酵素发酵初液口感柔和，味道酸

甜，内含乳酸、乙酸能够调节人体肠道，促进新陈代

谢。 
3.2  西兰花是一种抗氧化性较好的蔬菜，通过检测发

酵过程中总酚、DPPH 自由基清除率、SOD 酶活、

ORAC 抗氧化性指标，观察发酵过程中西兰花酵素抗

氧化性变化情况。结果显示，发酵过程中抗氧化性前

7 d增加，7 d后趋于平稳，其抗氧化性测定指标DPPH、

ORAC 整体变化趋势与总酚的变化趋势大致相同，而

SOD 酶活后期发酵下降趋势明显，主要原因为 pH 值

的降低。其 DPPH 自由基清除率相较于抗氧化性高的

桑葚酵素（实验室自制）高，在一定程度上抗氧化性

较好。是一种口感佳，抗氧化性较好的西兰花酵素食

品。 
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