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山药果蔬在乳酸菌发酵过程中组分及 
生物活性变化

李亚辉1，马艳弘1,*，张宏志1，黄开红1，殷剑美2，魏建明3

（1.江苏省农业科学院农产品加工研究所，江苏 南京 210014；2.江苏省农业科学院经济作物研究所，江苏 南京 210014；

3.江苏博达生物科技有限公司，江苏 徐州 221000）

摘  要：通过对山药果蔬乳酸菌发酵液理化指标、微生物指标、酶活性、抗氧化性及抑菌活性的测定，研究其发

酵过程中组分和生物活性的变化。结果显示：pH值和总酸含量在2～4 d变化最快，8 d后趋于稳定；总糖含量先下

降、后上升、最后又下降，12 d后达到最低并趋于稳定；亚硝酸盐含量第4天最高，10 d后降至最低；前6 d是微生

物主要增殖期，随着时间延长，乳酸菌逐渐成为优势菌种，并抑制其他杂菌生长；超氧化物歧化酶（superoxide 

dismutase，SOD）、淀粉酶、蛋白酶和脂肪酶随着时间延长，活性逐渐增强，SOD活性最高，脂肪酶活性最低；

DPPH自由基、羟自由基、超氧阴离子自由基清除率和总抗氧化活性随着时间延长逐渐增强，10 d后最高且趋于稳

定；对大肠杆菌和金黄色葡萄球菌的抑制率随时间延长逐渐增强，12 d后最高。本研究为果蔬乳酸菌发酵的工艺和

功能研究提供了一定的理论依据。
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Abstract: Changes in the composition and bioactivities of a mixture of Chinese yam pulp, apple juice and tomato juice 

during fermentation by lactic acid bacteria were assessed through the determination of its physicochemical and microbial 

properties, enzyme activities, and antioxidant and antibacterial activities. Results showed that pH and total acid content 

changed fast from the second day to the fourth day of fermentation, and then remained stable after 8 days. Total sugar 

content declined firstly, then increased, and finally declined again, reaching and maintaining a minimum level after 12 days. 

Nitrite content reached the highest value on the fourth day but reduced to a minimum level 10 days later. The microbial 

growth mainly occurred during the first 6 days, and lactic acid bacteria gradually became the dominant bacteria during the 

fermentation, inhibiting the growth of other bacteria. The activities of superoxide dismutase, amylase, protease and lipase 

were increased gradually with fermentation time. Superoxide dismutase activity was highest whereas lipase activity was 

lowest. DPPH radical scavenging, hydroxyl radical scavenging, superoxide anion radical scavenging and total antioxidant 

activity were increased gradually during fermentation until reaching a plateau after 10 days. The inhibition percentages 

against Escherichia coli and Staphylococcus aureus were increased gradually during fermentation, reaching the highest 

value after 12 days of fermentation. This study may provide a theoretical basis for the development of functional products 

based on lactic acid fermentation of fruit and vegetable blends. 
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山药是一种多年蔓生草本植物薯蓣科薯蓣的块茎，广

泛分布于我国河南、河北、江苏、山东、江西等地[1-2]。

山药根茎肉质洁白，营养丰富，兼食、药为一体，在我

国具有悠久的种植和食用历史[3-4]。山药含有丰富的功能

活性成分，主要有山药多糖、薯蓣皂苷元、糖蛋白、多

酚氧化酶、多巴胺、尿囊素以及山药碱、胆碱等，具有

重要的药用价值、营养价值和保健价值[5-6]。山药多糖和

山药皂苷是山药中主要的生物活性物质，具有广泛的药

理活性。中医认为山药可以养脾益胃、助消化、滋肾益

精、益肺止咳、降血糖、治疗冠心病、延年益寿等[7-9]。

乳酸菌是一群能发酵碳水化合物产生乳酸的革兰氏

阳性细菌的通称，广泛存在于人、畜、禽肠道，以及众

多食品和物料中[10-11]。乳酸菌发酵制品如酸奶、纳豆、

豆豉、泡菜等是我国的传统食品，具有悠久的历史[12]。

乳酸菌发酵制品富含多种酶活性和特殊功能活性物质，

具有比一般原料更丰富的营养成分和更高的营养保健价

值，为人体构成新生组织、修补损伤组织以及肌体内部

氧化还原提供了所必需的酶和激素等重要物质[13-14]。乳酸

菌发酵食品属于营养保健食品，其特殊的生理活性和营

养保健功能正日益受到人们的重视，具有强大的生命力

和广阔的前景[15]。

目前山药的深加工产品主要有山药饼、山药罐头、

山药脆片、山药粉、山药饮料、山药果脯和山药酒等[16]， 

而山药的乳酸菌发酵制品还鲜有报道。本研究以山药为

主要原料，果蔬汁为辅料，接种乳酸菌进行发酵，研究

了其发酵过程中组分和生物活性的变化。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

水山药（江苏沛县）、西红柿、苹果  南京菜

市场；植物乳杆菌M1、大肠杆菌、金黄色葡萄球菌  

实验室保藏。

亚硝酸钠 成都市科龙化工有限公司；淀粉酶试剂盒  

长春汇力生物技术有限公司；酪素、酪氨酸  美国

Sigma公司；NaOH标准液  深圳市博林达科技有限 

公司；VC、FeSO4、邻苯三酚 天津科密欧试剂公司；

其他试剂均为市售分析纯。

1.2 仪器与设备

打浆机 美的公司；均质机 上海比朗仪器制造

有限公司；冰箱 海尔公司；pH酸度计 梅特勒-托

利多公司；UV-3802H紫外-可见分光光度仪 上海尤

尼柯仪器有限公司；LRH-150生化培养箱 上海一恒

科技有限公司；超净工作台 苏州苏净净化设备厂； 

DSX-280B手提式蒸汽灭菌器 上海申安医疗器械厂； 

SUPER T21高速冷冻离心机  美国Sorva l l公司；

Model680多孔酶标仪 美国Bio-Rad公司；HH-2数显恒

温水浴锅 国华电器有限公司。

1.3 方法

1.3.1 发酵工艺流程

山药→清洗→去皮→切片→护色→清洗→打浆→山

药浆

西红柿（苹果）→清洗→破碎→打浆→过滤→西红

柿汁（苹果汁）

植物乳杆菌→MRS培养基37 ℃活化→发酵母液

山药浆60%、苹果汁20%、西红柿汁20%混合均

匀→均质→接种→发酵→冷藏→过滤→成品

操作要点：母液接种量为原料体积的1%～2%，发酵

温度为37～40 ℃，发酵时间14 d，发酵为无氧发酵，冷

藏温度0～4 ℃，过滤为除菌膜除菌过滤。

取样：每2 d取样一次，除测定微生物指标外，其余

样品低温离心取上清液。

1.3.2 理化指标测定

pH值采用酸度计进行测定。总酸含量参照GB/T 

12456—2008《食品中总酸的测定》进行检测。总糖含量

测定采用苯酚-硫酸法，以无水葡萄糖为标品绘制标准曲

线得线性回归方程：y=7.111 4x－0.001 1，R2=0.999 3；

根据样品吸光度和标准曲线计算样品中总糖含量。亚

硝酸盐含量测定参照马艳弘等 [17]所述方法，以亚硝酸

钠为标品绘制标准曲线得线性回归方程：y=0.680 2x＋
0.000 2，R2=0.999 4；根据样品吸光度和标准曲线计算样

品中亚硝酸盐含量。以上每个样品均重复3 次。

1.3.3 微生物指标测定

乳酸菌总数测定：参照GB 4789.35—2010《乳酸菌

检验》；菌落总数测定：参照GB 4789.2—2010《菌落

总数测定》；大肠菌群数测定：参照GB 4789.3—2010

《大肠菌群计数》；金黄葡萄球菌数测定：参照GB 

4789.10—2010《金黄色葡萄球菌检验》。
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1.3.4 酶活性测定

1.3.4.1 超氧化物歧化酶（superoxide dismutase，

SOD）活性测定

参照于晓艳等[18]所述邻苯三酚自氧化法测定SOD活

性：首先以3 组平行实验测定邻苯三酚的自氧化速率平均

值，取样品0.5 mL测定样品吸光度变化速率，重复3 次求

平均值，计算如式（1）、（2）所示：

/% 100
A0 ASOD

A0
	 （1）

/ U/mL
V1

 50% V2
	 （2）

式中：ΔA0为邻苯三酚的自氧化速率平均值；ΔASOD

为样品吸光度变化速率；V1为反应液总体积/mL；V2为添

加样品体积/mL。

1.3.4.2 淀粉酶活性测定

参照李杰等[19]所述碘-淀粉比色法测定淀粉酶活性：

使用淀粉酶测定试剂盒在半自动生化分析仪上进行。

1.3.4.3 蛋白酶活性测定

参照于晓艳等[18]所述方法测定蛋白酶活性：以样品

1 min水解酪素生成1 μg酪氨酸为一个酶活性单位，以 

U/mL表示。以酪氨酸含量为横坐标，570 nm波长处吸光

度为纵坐标，绘制标准曲线得线性回归方程：y=0.005x＋
0.038 5，R2=0.998 7；根据样品吸光度和回归方程计算样

品中酪氨酸含量，并由此计算蛋白酶活性。每个样品重

复3 次。

1.3.4.4 脂肪酶活性测定

参照QB/T 1803—1993《工业酶制剂通用试验方

法》，采用滴定法测定脂肪酶活性：脂肪酶催化橄榄油

乳化液酯键水解，生成脂肪酸，用0.05 mol/L NaOH溶液

滴定脂肪酸，以酚酞为指示剂，根据NaOH用量来计算脂

肪酶活性。每个样品重复3 次。

1.3.5 抗氧化活性测定

1.3.5.1 1,1-二苯基-2-三硝基苯肼（1,1-diphenyl-2-

picrylhydrazyl，DPPH）自由基清除能力测定

参照Atoui等[20]所述方法：取1 mL样品进行实验，空

白组用纯水代替样品，对照组用0.4 mg/mL的VC溶液代

替样品，每个样品重复3 次。DPPH自由基清除率计算如

式（3）所示：

DPPH /% 1 100
A1

A0
 （3）

式中：A1为样品组的吸光度，A0为对照组的吸光度。

1.3.5.2 超氧阴离子自由基清除能力测定

参照胡翠珍等[21]所述方法：以Tris-HCl缓冲液作参

比，在320 nm波长处测定样品反应液吸光度A1，以等体

积的蒸馏水代替样品和邻苯三酚溶液，测对照吸光度

A0，计算清除率，如式（4）所示：

/% 100
A0 A1

    A0
	（4）

1.3.5.3 羟自由基清除能力测定

参照李亚辉等[22]所述方法：取1 mL样品进行实验，

空白组用纯水代替样品，对照组用0.4 mg/mL的VC溶

液代替样品，每个样品重复3 次。羟自由基清除率如式

（5）所示：

/% 100
A0 A1

    A0
	 （5）

式中：A 0为空白组的吸光度；A 1为样品组的吸

光度。

1.3.5.4 总抗氧化活性测定

参照李亚辉等[23]所述FRAP法。取1 mL样品进行实

验，空白组用水代替，对照组用0.4 mg/mL的VC溶液代

替，每个样品重复测3 次。以1.0 mmol/L FeSO4溶液为标

准，样品总抗氧化活性以达到同样吸光度所需FeSO4的浓

度（μmol/L）表示，定义为FRAP值。

1.3.6 抑菌活性测定

参照李亚辉等[22]所述方法，研究发酵液对金黄色葡

萄球菌和大肠杆菌生长的影响：将金黄色葡萄球菌和大

肠杆菌在LB液体培养基中分别培养至对数生长中期，

取对数生长中期菌液，按5%接种量分别接种于添加

20%山药果蔬发酵液和添加等体积无菌水的LB液体培

养基中作为实验组和对照组。37 ℃培养24 h，600 nm

波长处测定其OD值。每个样品重复3 次。抑制率计算

如式（6）所示：

/% 1 100
OD OD

OD
	 （6）

1.4 数据分析

利用SPSS 18.0 和Design-Expert V8.0数据处理软件进

行数据处理及统计分析。

2 结果与分析

2.1 发酵过程中理化指标的变化 
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图 1 发酵过程中pH值和总酸含量的变化

Fig. 1 Changes in pH value and total acid content during fermentation
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pH值和总酸含量是判断发酵程度的重要指标，pH值

的高低直接影响微生物的生长、代谢和产品的保质期，

总酸含量直接影响发酵液的口感、风味和整体品质[22]。 

由图1可知，发酵液的pH值在前8 d快速从6.30下降到

3.40，之后有较小变化并稳定在3.40左右，其中2～4 d下

降最快；总酸含量在前8 d从0.81 g/L快速上升到7.98 g/L， 

之后有较小幅度的上升并稳定在8.20 g/L左右，其中

2～4 d上升最快。此结果说明山药果蔬乳酸菌发酵8 d内

基本完成，8 d后进入缓慢发酵阶段，其中2～4 d发酵速

度最快。pH值的下降是发酵过程中发酵液中有机酸浓度

的增加引起的，主要是乳酸含量的增加。pH值随着有机

酸浓度的增加而逐渐降低，因此pH值的下降和总酸含量

的上升在时间上表现出一致性。8 d后总酸含量有较小幅

度的升高，但pH值变化较小并趋于稳定，这是因为菌体在

生长和代谢中产生了大量CO2，CO2产生碳酸氢根离子，

碳酸氢根离子从有机酸上结合1 个氢离子防止氢离子浓度

进一步升高，从而使发酵液具有一定的缓冲能力[24]。
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图 2 发酵过程中总糖和亚硝酸盐含量的变化

Fig. 2 Changes in total sugar and nitrite contents during fermentation

由图2可知，总糖含量在前4 d迅速下降，4～6 d含

量上升，第6天后又迅速下降，12 d后达到最低18.0 g/L 

并趋于稳定；亚硝酸盐含量在发酵前4 d迅速升高至 

11.6 mg/L，之后逐渐降低，10 d后降至最低并稳定在

2.0 mg/L左右。糖是发酵过程中微生物生长和代谢的主要

碳源，本实验主要对发酵液中可溶性总糖含量的变化进

行了测定。总糖含量前4 d下降是因为发酵初期乳酸菌大

量繁殖消耗大量糖，且此时酶分泌量较少；4～6 d含量上

升是因为乳酸菌分泌大量的酶降解原料中淀粉等碳水化

合物产生大量可溶性糖，且其产生量大于乳酸菌对糖的

消耗量；6 d后再次下降是因为乳酸菌数量逐渐增多，对

糖的消耗量大于可溶性糖的产生量。亚硝酸盐是有害菌

在发酵过程中还原硝酸盐产生的，它在人体中可生成具

有致癌性的亚硝胺，直接危害人体健康[25]。4～10 d亚硝

酸盐含量迅速降低，说明所接种乳酸菌对亚硝酸盐具有

明显的转化作用；10 d后其含量远低于我国对食品中亚硝

酸盐含量10 mg/L的要求。

2.2 发酵过程中微生物指标的变化

乳酸菌是果蔬发酵中的主要微生物，是加速产品成

熟和形成风味的重要因素，菌落总数则可直观反映出发

酵液中微生物总量及其他杂菌的数量。由图3可知，发

酵前6 d乳酸菌数量逐渐升高，之后有较小幅度的升高，

10 d后趋于稳定；菌落总数发酵前6 d逐渐升高，之后趋

于稳定；发酵第2天大肠杆菌数达最高，第6天金黄色葡

萄球菌数达最高，之后两者逐渐减低并趋于0；发酵前

10 d菌落总数大于乳酸菌总数，且随着时间的延长两者之

差越来越小，10 d后两者基本相等。此结果说明前6 d是

乳酸菌和其他微生物的主要增殖期，之后处于平稳期；

发酵初期乳酸菌和部分杂菌同时生长，随着发酵时间的

延长，乳酸菌逐渐成为优势菌种，其生长和代谢抑制了

其他有害菌的生长，并最终成为发酵液中主要微生物。
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图 3 发酵过程中微生物数量的变化

Fig. 3 Changes in microbial quantities during fermentation 

2.3 发酵过程中生物活性的变化

2.3.1 酶活性的变化
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图 4 发酵过程中功能酶活性的变化

Fig. 4 Changes in functional enzyme activities during fermentation 

乳酸菌发酵果蔬汁不但保留了原料中原有的营养成

分，还会产生大量生物功效酶，这些酶赋予发酵液极强的

保健功能，主要包括SOD、淀粉酶、蛋白酶和脂肪酶[26]。

由图4可知，SOD、淀粉酶、蛋白酶和脂肪酶在山药果蔬

发酵液中均存在，且4 种酶活性均随发酵时间的延长逐

渐升高，10 d后趋于稳定；淀粉酶活性和蛋白酶活性发

酵前4 d变化较小，之后增加较快；发酵过程中SOD活性

最高，其次是淀粉酶、蛋白酶，脂肪酶活性最低；发酵

末期SOD活性达510 U/mL，淀粉酶活性达400 U/mL，蛋

白酶活性为240 U/mL，脂肪酶活性为40 U/mL。SOD是

一种特殊的金属酶，能有效清除机体内超氧阴离子自由

基，具有抗辐射、抗氧化、防衰老等多种功效；淀粉酶
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催化淀粉水解，具有促进人体消化的功能；蛋白酶可催

化蛋白质水解，以及分解一些快要死亡的细胞，具有促

消化和美容的功效；脂肪酶是一类水解油脂的酶类，在

减肥食品和保健品中已得到广泛应用[27]。此结果表明山

药果蔬乳酸菌发酵液具有较好的抗氧化、抗衰老等保健

和美容功效，且具有一定的助消化功能，但分解脂肪能

力不高，减肥效果有限。另外，淀粉酶活性先缓慢增长

后快速增长的变化规律解释了2.1节中总糖含量先降低后

升高的原因。

2.3.2 抗氧化性的变化
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图 5 发酵过程中抗氧化性的变化

Fig. 5 Changes in antioxidant properties during fermentation 

果蔬发酵液可以清除体内过剩自由基，具有美容、

养颜、防衰老等多种功效，这些都是其抗氧化的作用，

抗氧化是果蔬发酵液的重要功能[28]。由图5可知，DPPH

自由基清除率、羟自由基清除率、超氧阴离子自由基清

除率和总抗氧化活性随着发酵时间的延长逐渐升高，

DPPH自由基清除率8 d后趋于稳定，超氧阴离子自由基清

除率10 d后趋于稳定，羟自由基清除率12 d后趋于稳定，

总抗氧化活性10 d后趋于稳定，FRAP值达142 μmol/L； 

发酵过程中DPPH自由基清除率和羟自由基清除率增加较

快，DPPH自由基清除率2～8 d增加最快，羟自由基清除

率2～12 d增加最快，而超氧阴离子自由基清除率增加较

慢，但原料中超氧阴离子自由基清除率较高达62%；发

酵末期DPPH自由基清除率最高达88%，其次是羟自由基

清除率达84%，超氧阴离子自由基清除率最低为74%。此

结果表明山药果蔬乳酸菌发酵液具有较高的自由基清除

率和较强的总抗氧化活性，说明此发酵液具有较好的美

容、养颜和防衰老等功效。

2.3.3 抑菌活性的变化

乳酸菌发酵果蔬汁产生大量生物活性物质，使其具

有一定的抑菌活性，消炎抗菌是果蔬发酵液的另一重要

功能[28]。由图6可知，发酵液对大肠杆菌和金黄色葡萄球

菌的抑制率随发酵时间的延长逐渐增强，2～12 d抑制率

增加较快，12 d后达最高且趋于稳定；发酵过程中对大肠

杆菌的抑制率显著高于对金黄色葡萄球菌的抑制率，发

酵末期对大肠杆菌的抑制率达50%，对金黄色葡萄球菌

的抑制率为31%。果蔬发酵液的抑菌机理为生物拮抗作

用，微生物及其产生的分泌物是导致生物拮抗的主要原

因，乳酸菌产生的有机酸、抗生素、细菌素等代谢产物

对病原菌有广谱的抑制作用[29]。此结果说明山药果蔬乳

酸菌发酵液具有一定的抑菌活性，与之前报道的其他果

蔬发酵液一致[27,30]。
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图 6 发酵过程中抑菌活性的变化

Fig. 6 Changes in antibacterial activity during fermentation

3 结 论

本实验通过对山药果蔬乳酸菌发酵液理化指标、微

生物指标、酶活性、抗氧化性及抑菌活性的测定，研究

了其发酵过程中组分和生物活性的变化。结果表明：山

药果蔬乳酸菌发酵8 d后基本结束；亚硝酸盐含量发酵结

束后处于较低水平，在安全食用范围内；随着发酵时间

延长乳酸菌逐渐成为优势菌种，并抑制其他杂菌生长；

SOD、淀粉酶、蛋白酶和脂肪酶在发酵过程中均存在，

SOD活性最高，脂肪酶活性较低，说明发酵液具有较好

的抗氧化、防衰老等功效，具有一定的助消化功能，但

分解脂肪能力有限；发酵10 d后发酵液具有较高的DPPH

自由基清除率、羟自由基清除率、超氧阴离子自由基清

除率和较强的总抗氧化活性；发酵液对大肠杆菌和金黄

色葡萄球菌有一定的抑制作用，且随发酵时间的延长抑

制力逐渐增强。
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