
食品研究与开发
Ｆood Research And Development

２０19 年 6 月
第 40 卷第 12 期

DOI：10.3969/j.issn.1005-6521.2019.12.007

作者简介：罗泽江（1994—），男（汉），硕士研究生，研究方向：长白山野生植物资源利用与开发。

*通信作者

银耳蓝莓酵素发酵过程中体外抗氧化性能
变化及品质的研究
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摘 要：对银耳蓝莓酵素（tremella blueberry enzymes，TBE）发酵过程中体外抗氧化性能的变化及其理化品质进行研
究，从多个体系监测银耳蓝莓酵素发酵过程中抗氧化性能的动态变化。试验结果表明，银耳蓝莓酵素发酵后的总酚含
量较发酵前提高了 39.99 %；金属离子还原能力、DPPH 自由基清除能力、ABTS+自由基清除能力、超氧阴离子自由基
清除能力和羟基自由基清除能力与发酵前相比提高了 7.30 %、17.21 %、15.40 %、18.07 %和 10.47 %；经过皮尔逊相关
性分析，自由基清除能力与总酚含量呈显著正相关（P<0.05）。银耳蓝莓酵素发酵后的蛋白酶、脂肪酶、α-淀粉酶和超
氧化物歧化酶（superoxide dismutase，SOD）活力分别达到 51.10、5.64、0 U/mL和 138.75 U/mL。
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Antioxidant Capacity and Quality Changes of Tremella Bluebarry Enzymes in vitro during
Fermentation Process

LUO Ze-jiang， ZHANG Yong-sheng， LI Zhuo-wei，WANG Feng，
ZHANG Li，WANG Tian-yi， LIU Jun-mei*

（College of Food Science and Engineering， Jilin Agricultural University， Changchun 130118， Jilin， China）
Ａｂｓｔｒａｃｔ： The changes of antioxidant properties and physical and chemical properties of tremella blueberry
enzymes（TBE） during fermentation were studied. The dynamic changes of antioxidant performance during the
fermentation of tremella blueberry enzymes were monitored from multiple systems.The results showed that the
total phenolic content of the fermentation of tremella blueberry enzyme was 39.99 % higher than that before
fermentation； iron ion reduction ability， DPPH free radical scavenging ability， ABTS+ free radical scavenging
ability， superoxide anion free radical scavenging ability and hydroxyl radical scavenging The ability increased
by 7.30 %， 17.21 %， 15.40 %， 18.07 % and 10.47 % compared with that before fermentation； After Pearson
correlation analysis， there was a significant positive correlation between free radical scavenging ability and total
phenolic content （P<0.05）.The activities of protease， lipase，alpha-amylase and superoxide dismutase（SOD）
after fermentation of tremella blueberry enzymes reached 51.10， 5.64，0 U/mL and 138.75 U/mL.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： tremella blueberry enzymes； antioxidant activity； fermentation process； efficacy enzymes； quality
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酵素是指利用益生菌发酵，由一种或多种新鲜蔬
菜、水果、食用菌、中草药等制备得到的功能性液体或
固体，因富含功效酶、维生素、微量元素、有机酸、氨基
酸和多酚类物质， 从而受到国内外研究人员的重视，
具有极大的发展潜力[1]。

尽管酵素产品越来越被人们所关注，仍不能满足
市场需求，新型的功能性酵素产品（以人参、灵芝、食用
菌等为原料）逐渐成为研究的热点。 随着人民生活水
平的提高和膳食结构的改善，食用菌产品已经成为国
内外消费者主要食品之一[2]。 以长白山有机银耳、有机
蓝莓及植物提取液为主要原料， 复合益生菌定植发
酵，生产得到银耳蓝莓酵素。

银耳蓝莓酵素（tremella blueberry enzymes，TBE）
中的主要原料银耳，又称白木耳，呈雏菊状或鸡冠状，
半径 3 cm~6 cm，柔软有弹性。 银耳所含化学成分较为
复杂，古今史著和历代医学家通过临床验证，银耳具
有滋养阴虚、滋润肺部、清洁眼睛、缓解咳嗽、滋润肠
道、清爽大脑和保护皮肤等效果[3]。 蓝莓，又名欧洲越
橘，属于杜鹃花属。 蓝莓果实的平均质量为 0.5 g~2.5 g。
作为一种新的果树，欧美国家首先研究了蓝莓的栽培
和深加工[4]。 蓝莓果实具有很强的药用价值和营养保
健功能。 联合国粮食及农业组织还将蓝莓列为人类 5
大健康食品之一（苹果、杏、香蕉、黑莓、蓝莓）。 蓝莓果
实含有丰富的营养成分，具有改善脑力、预防便秘、改
善视力、降低血糖水平和增强免疫力等功能。 蓝莓果
实中还含有丰富的黄酮类和多糖类，花青素，维生素 E
和氨基酸远远超过其他水果。 因此又被赞誉为“黄金
浆果”。

酚类物质是银耳蓝莓酵素的一项重要指标，它决
定了产品的色泽和风味，而且对产品的各种保健功效
也有很大贡献[5-6]。 本试验对不同发酵时期的银耳蓝莓
酵素的总酚含量及相关抗氧化指标进行检测分析，并
对银耳蓝莓酵素的理化指标及主要功效酶进行分析
测定。 探讨了银耳蓝莓酵素发酵过程中抗氧化活性动
态的变化， 评价银耳蓝莓酵素的抗氧化性能及其品
质，为进一步研究银耳蓝莓酵素发酵过程的动态变化
规律及发酵工艺的改善提供理论参考依据。

1 材料与方法
1.1 材料与试剂

银耳蓝莓酵素发酵液：吉林华鑫菌业有限公司。
福林酚、没食子酸、邻苯三酚、1,1-二苯基-2-苦苯

肼（DPPH）、2,2-联氮基-双-（3-乙基苯并噻唑啉-6-磺

酸）二氨盐（ABTS+）、过硫化钾、三氯乙酸、铁氰化钾、
硫酸亚铁、3，5-二硝基水杨酸、维生素 A、维生素 C、维
生素 E、2，6-二氯靛酚钠、草酸、1，10-菲绕啉、三氯化
铁：北京鼎国生物试剂有限公司。

聚乙烯醇（polyvinyl alcohol vinylalcohol polymer，
PVA）、硝基四氮咪唑蓝（nitrotetrazolium blue chloride，
NBT）、 烟酰胺腺嘌呤二核苷酸（nicotinamide adenine
dinucleotide，NADH）：美国 SGIMA公司。

氢氧化钠、盐酸、福林试剂、碳酸钠、三氯乙酸、乳
酸、乳酸钠、硼酸钠、三氯醋酸、干酪素、L-酪氨酸、磷
酸氢二钠、磷酸二氢钾、甲苯、二硝基水杨酸、酒石酸钾
钠、柠檬酸、柠檬酸钠、EDTA、Tris（以上试剂均为分析
纯）：国药化学试剂有限（上海）公司。
1.2 仪器与设备

AUY220 型精密电子天平：日本岛津有限公司；
3K15 高速冷冻离心机：美国 SGIMA 公司；SY11-Ni 型
数显恒温水浴锅：北京市长风仪器仪表有限公司；UV-
1700 紫外可见分光光度计：瑞士 TECAN 公司；FE20K
数显 pH 计：上海旦鼎国际贸易有限公司；DG-800 型
旋涡振荡器：北京鼎国昌盛生物技术有限公司；ZSD-
1160 型恒温光照培养箱：哈尔滨东联电子技术开发有
限公司。
1.3 试验方法
1.3.1 总酚含量的测定

将 0.5 mL样品溶液 8 000 r/min条件下离心 10 min
后， 加入到 5 mL蒸馏水中， 然后加入 3 mL 福林酚试
剂。 混合并静置 3 min，加入 6 mL 12 %碳酸钠溶液，用
蒸馏水稀释至 25 mL。 将数字恒温水浴设定为 25 ℃、
2 h，并在 760 nm 的波长下测量吸光度[7]。 根据标准曲
线 Y=0.122 7 x+0.008 5 的线性回归方程， 总酚含量表
示为没食子酸当量，R2=0.999 3 对总酚含量进行测定。
式中：Y 为显色溶液的吸光度；x 为没食子酸标准溶液
的浓度（浓度为 100 μg/mL）。
1.3.2 抗氧化指标的测定
1.3.2.1 DPPH自由基清除能力

2 mL 样品液在 8 000 r/min 条件下离心 10 min 后
与 2 mL 的 DPPH 溶液（将 0.1 mol/L 溶于 95 %乙醇
中），用涡旋混合器充分混合，反应在室温下在避光放
置 30 min，并且在反应完成后，在 517 nm 的波长下测
量吸光度[8-9]。 DPPH清除率计算公式如下：

清除率/%=[1-（A1-A0）/A2]×100
式中：A0 为样品液+乙醇的吸光值；A1 为 DPPH+

样品液的吸光值；A2 为 DPPH+乙醇的吸光值。
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1.3.2.2 ABTS+自由基清除能力
用 7 mmol/ L ABTS+（用 5 mmol/L 的磷酸盐缓冲

液，pH7.4 配制）， 加入过硫酸钾使得最终浓度为
2.45 mmol/ L，在室温条件下避光放置 12 h~16 h。 在使
用前用磷酸盐缓冲液稀释 ABTS+自由基以在 734 nm
的波长下具有 0.7±0.02的吸光度值。将 100 μL样品溶
液加入到 10 mL 上述稀释溶液中， 并在 25 ℃下反应
10 min。 以蒸馏水为参照溶液。 在 734 nm波长处测定
吸光度[10]。 ABTS+自由基清除率计算公式如下：

清除率/%=[A0-（A1-A2）/A0]×100
式中：A0 为空白对照液的吸光度；A1 为酵素样品

液的吸光度；A2 是样品底液的吸光度。
1.3.2.3 超氧阴离子自由基清除能力

500 μL 样品加入 500 μL 磷酸缓冲液（0.1 mol/L，
pH7.4），然后加入 1 mL120 μmol/L PMS（用 0.1 mol/L 的
磷酸盐缓冲液，pH7.4 配制），1 mL 936 μmol/L NADH
（用 0.1 mol/L 的 PBS，pH7.4 配制） 和 1 mL 300 μmol/L
NBT（用 0.1 mol/L的磷酸盐缓冲液，pH7.4配制）。 在室
温条件下，反应 5 min，以蒸馏水为参照溶液。 在 560 nm
波长处测定吸光度[11-12]。 超氧阴离子自由基清除率计
算公式如下：

清除率/%=[A0-（A1-A2）/A0]×100
式中：A0 为空白对照液的吸光度；A1 为酵素样品

液的吸光度；A2 是样品底液的吸光度。
1.3.2.4 羟基自由基清除能力

将 140 μL样品加入到 1.4 mL、6 mmol/L过氧化氢，
然后加入 0.6 mL 20 mmol/L水杨酸钠和 2 mL1.5 mmol/L
硫酸亚铁，37 ℃恒温水浴 1 h。 以蒸馏水为参照溶液，
在 562 nm波长处测定吸光度[13]。 羟基自由基清除率计
算公式如下：

清除率/%=[A0-（A1-A2）/A0]×100
式中：A0 为空白对照液的吸光度；A1 为酵素样品

液的吸光度；A2 是样品底液的吸光度。
1.3.2.5 金属离子还原能力的测定

1 mL样品液与 2.5 mL 磷酸缓冲液（0.2 mol/L，pH
6.6），将 2.5 mL铁氰化钾均匀混合。 然后在 3 000 r/min，
离心 10 min，并将 2.5 mL上清液与蒸馏水和 0.5 mL 氯
化铁混合。在静置 10 min后在 700 nm下测量吸光度[14]。
其中，吸光度值越大，金属离子还原能力越强。
1.3.3 理化指标的测定

能量的测定、 碳水化合物的测定： 参照 GB/Z
21922-2008《食品安全国家标准 食品营养成分基本术
语》进行测定[15]；蛋白质的测定：参照 GB 5009.5-2016

《食品安全国家标准食品中蛋白质的测定》进行测定[16]；
脂肪的测定：参照 GB 5009.6-2016《食品安全国家标
准 食品中脂肪的测定》进行测定[17]；维生素 A 的测定：
参照杨志孝等[18]的紫外分光光度法测定；维生素 C 的
测定：参照 2，6-二氯靛酚钠法进行测定 [19]；维生素 E
的测定：参照龚经纬等[20]的紫外分光光度法。
1.3.4 功效酶活力的测定

蛋白酶活力的测定：参照 GB/T 23527-2009《食品
安全国家标准/国内标准 蛋白酶制剂》进行测定[21]；脂
肪酶活力的测定：参照 GB /T 23535-2009《食品安全国
家标准/国内标准 脂肪酶制剂》进行测定[22]；α-淀粉酶
活力的测定：参照 GB /T 24401-2009《食品安全国家标
准/国内标准 α-淀粉酶制剂》进行测定[23]；超氧化物歧
化酶活力的测定：参照邻苯三酚自氧化法进行测定[24]。
1.3.5 统计分析

试验数据均为 3次重复试验的平均值， 结果表示
为平均值±标准偏差。 应用 SPSS24.0 软件进行显著性
和相关性分析，采用 prism软件作图。

2 结果与分析
2.1 银耳蓝莓酵素发酵过程中总酚含量变化的分析
测定

本研究采用福林酚法测定总酚含量，该反应是在
恒温下伴随有磷钨酸和磷钼酸参与的复杂还原反应。
吸光度越高，总酚含量越大[14]。发酵过程中银耳蓝莓酵
素总酚含量变化如图 1所示。

由图 1可知，随着发酵时间的延长，银耳蓝莓酵素
发酵液中总酚含量总体呈现逐渐增加的趋势，但是在
发酵初期（发酵 0~1 d）时总酚含量变化不明显。 发酵结
束时总酚含量由发酵前的 2.86 mg/g 上升到 4.76 mg/g。
发酵前后总酚含量上升了 39.99 %。 在 TBE 发酵过程
中，由于微生物把复杂的大分子酚类物质转化成小分
子酚类物质从而导致总酚含量的增加[25]。
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图 1 发酵过程中总酚含量的变化

Fig.1 Changes in total phenolic compounds during fermentation
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2.2 银耳蓝莓酵素发酵过程中抗氧化性能变化的分
析测定
2.2.1 DPPH自由基清除能力

DPPH 自由基清除能力广泛应用于评价短时间内
的抗氧化活性[26]。 银耳蓝莓酵素在发酵过程中 DPPH自
由基清除能力的变化如图 2所示。

由图 2可知， 银耳蓝莓酵素对 DPPH 自由基清除
清除作用在 1 d~7 d 内由 64.41 %上升至 77.74 %，其
中发酵前 3 d增长幅度最为明显，涨幅为 8.06 %。从发
酵第 8 d开始直至发酵第 17 d，DPPH 自由基清除率缓
慢上升，发酵 15 d 后趋于稳定，在发酵结束时最高，清
除率达到 81.62 %。 发酵前后 DPPH 自由基清除率上
升了 17.21 %。 由于多酚类物质能很容易地给出一个
氢离子，并通过共振杂化而达到稳定，最终导致自由
基清除能力升高[27]。
2.2.2 ABTS+自由基清除能力

银耳蓝莓酵素发酵过程中 ABTS+自由基清除能力
的变化如图 3所示。

由图 3 可知， 银耳蓝莓酵素 ABTS+自由基清除能
力在发酵前 9 d 一直属于增长状态， 这段时间里
ABTS+自由基清除率提高了 15.63 %。 在第 9 天至第
17天总体呈现升高的现象。 在发酵结束后，ABTS+自由

基清除率达到 79.53%，与未发酵前相比增加了 15.40%。
ABTS+自由基是一种过氧化氢酶的底物[28]，而有机酸、
维生素和酚类物质具有清除 ABTS+自由基的能力，它
们的作用取决于分子质量、芳香环的数量和羟基取代
基等性质[29]。
2.2.3 超氧阴离子自由基清除能力

机体内生成的活性氧自由基，能引发体内脂质过
氧化，导致皮肤到内部器官整个肌体的衰老过程大大
加快，并可诱发皮肤病变、心血管疾病、癌症等，严重危
害人体健康， 超氧化物歧化酶（superoxide dismutase，
SOD） 将体内的活性氧自由基转化为过氧化氢和氧气
并消除它们。 超氧阴离子自由基在活性氧物质的形成
中起重要作用，例如过氧化氢，羟基自由基和单线态
氧。 这些物质能够诱导脂质，蛋白质和核酸的氧化损
伤[30]。 银耳蓝莓酵素发酵过程中超氧自由基清除能力
的变化如图 4所示。

由图 4可知，银耳蓝莓酵素超氧阴离子自由基的清
除率呈现先增加后略微降低再增加的趋势，其中发酵
前 9 d增长幅度较大，发酵后比发酵前增加了 18.07 %。
在发酵第 11 天时达到最大，清除率为 74.95 %；发酵
第 17 天稍有下降，清除率为 74.92 %，在这个发酵阶
段超氧阴离子自由基清除能力总体是趋于稳定的。 具
有自由羟基的酚类物质和 A 环或 B 环上有多羟基取
代或有自由的 3-羟基取代的黄酮化合物都可以呈现
出超氧自由基清除能力[31]。
2.2.4 羟基自由基清除能力

羟基自由基作为生物系统产生的反应性和高反
应性自由基，可对自由基病理学造成高度损害。 它的
破坏能力几乎存在于每个活细胞中[32]。 银耳蓝莓酵素
发酵过程中羟基自由基清除能力的变化如图 5所示。

由图 5可知， 银耳蓝莓酵素羟基自由基的清除率
在发酵过程中总体呈现增长的趋势。 相对其他自由基
的清除能力，在发酵过程中银耳蓝莓酵素羟基自由基

图 2 发酵过程中 DPPH自由基清除能力的变化

Fig.2 Changes in DPPH scavenging ability during fermentation
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图 3 发酵过程中 ABTS+自由基清除能力的变化

Fig.3 Changes in ABTS+ radical scavenging ability during

fermentation
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图 4 发酵过程中超氧阴离子自由基清除能力的变化

Fig.4 Changes in superoxide radical scavenging ability during

fermentation
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表 2 银耳蓝莓酵素理化指标的分析测定

Table 2 Analysis of physical and chemical indexes of TBE

理化指标 pH值 总酸/（g/L） 糖度 还原糖/（mg/mL） 维生素 A/（IU/g） 维生素 C/（μg/mL） 维生素 E/（μg/mL）

TBE发酵前 4.18±0.04 3.02±0.04 18.60±0.25 29.35±0.43 72.40±2.11 21.90±0.93 18.91±1.45

TBE发酵后 2.91±0.02 7.48±0.08 7.90±0.10 10.94±0.11 150.20±3.78 26.75±1.25 30.43±1.32

由表 1可知，在银耳蓝莓酵素发酵过程中，总酚含
量与 DPPH 自由基、ABTS+自由基、羟基自由基和超氧
阴离子自由基清除能力呈极显著正相关（P<0.01）。 但
是总酚含量与金属离子还原能力相关性较弱，二者无
统计学显著性（P>0.05）。这些研究结果表明，银耳蓝莓
酵素在发酵过程中抗氧化性能的增加与多酚类物质

的转化及代谢有一定关系；同时酚类化合物也是银耳
蓝莓酵素中抗氧化性能的主要来源。
2.4银耳蓝莓酵素理化品质的分析测定

对发酵前后的银耳蓝莓酵素进行相关理化指标
的分析结果如表 2所示。

由表 2 可知， 银耳蓝莓酵素发酵前的 pH 值为

注：*表示显著相关（P<0.05）；**表示极显著相关（P<0.01）。

图 5 发酵过程中羟基自由基清除能力的变化

Fig.5 Changes in hydroxyl radical scavenging ability during

fermentation

的清除能力的增幅相对较小，发酵前羟基自由基清除
率为 45.34 %，发酵后羟基自由基清除率达到 59.81 %，
发酵结束时增加了 10.47%。 发酵第 3天到第 5天，增长
最为剧烈，清除率增加 7.01 %。 在发酵第 5天到第 9天
经历了先上升又下降的趋势，随后不断上涨，在发酵
15 d后较为稳定。
2.2.5 金属离子还原能力

银耳蓝莓酵素在发酵过程中金属离子还原能力
变化如图 6所示。

由图 6可知， 银耳蓝莓酵素中金属离子还原能力
在发酵前 7 d 大幅度提高， 与发酵开始相比上升了
8.47 %， 发酵结束比发酵开始金属离子还原能力上升
了 7.30 %。 在发酵第 9 天达到最高值，随后出现了小
幅度的降低。
2.3 银耳蓝莓酵素中总酚和抗氧化性能的相关性分析

对银耳蓝莓酵素发酵过程中的总酚含量与 DPPH
自由基清除能力、ABTS+自由基清除能力、羟基自由基
清除能力、超氧阴离子自由基清除能力和金属离子还
原能力进行了皮尔逊相关性分析，结果如表 1所示。
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图 6 发酵过程中金属离子还原能力的变化

Fig.6 Changes in reducing power ability during fermentation
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表 1 银耳蓝莓酵素中总酚含量和抗氧化性能的相关性分析

Table 1 Correlation analysis of total phenol content and antioxidant performance in TBE

项目 总酚 DPPH ABTS+ 羟基自由基 超氧阴离子自由基 还原能力

总酚 1

DPPH 0.981** 1

ABTS+ 0.782** 0.782** 1

羟基自由基 0.988** 0.988** 0.733* 1

超氧阴离子自由基 0.903** 0.903** 0.903** 0.891** 1

还原能力 0.596 0.596 0.833** 0.584 0.669* 1
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4.18、总酸含量为 3.02 g/L、糖度为 18.6 及还原糖含量
为 29.351 mg/mL 。发酵后的 pH值为 2.91、总酸含量为
7.48 g/L、糖度为 7.9及还原糖含量 10.940 mg/mL。银耳
蓝莓酵素发酵前后维生素含量也发生了一定的改变。
发酵前维生素 A含量为 72.40 IU/g，维生素 C、维生素E
含量分别为 21.90、18.91 μg/mL；发酵后维生素 A 含量
为 150.20 IU/g，维生素 C、维生素 E 含量分别为 26.75、
30.43 μg/mL。 由此可知，发酵对银耳蓝莓酵素中维生
素含量有一定的影响，银耳蓝莓酵素发酵液维生素含
量随着发酵时间的推移不断增加，其中维生素 A 含量
增加幅度最大，增幅为 107.46 %。
2.5 银耳蓝莓酵素功效酶的酶活力的分析测定

对发酵前后的银耳蓝莓酵素进行功效酶活力的
测定分析结果如表 3所示。

由表 3可知， 银耳蓝莓酵素在发酵前的脂肪酶和
SOD 的酶活力均低于发酵后的含量；发酵前的蛋白酶
和 α-淀粉酶的酶活力均高于发酵后的含量。发酵前蛋
白酶、 脂肪酶、α-淀粉酶和 SOD 的酶活力分别为
73.32、5.421、0.897 U/mL 和 103.48 U/mL。 发酵后的蛋
白酶、脂肪酶和 SOD 的酶活力为 51.10、5.640 U/mL 和
138.75 U/mL。 银耳蓝莓酵素中 SOD 的酶活力相对较
高，具有较好的抗衰老及强身健体的效果。 测定银耳
蓝莓酵素主要功效酶的酶活力， 对于科学合理评价银
耳蓝莓酵素的质量指标、开发利用银耳蓝莓酵素产品
有重要的指导意义。

3 结论
利用长白山有机银耳和有机蓝莓发酵制备得到

的银耳蓝莓酵素产品具有较强的功效酶酶活力，丰富
的营养成分及良好的抗氧化性能。 由于蓝莓中含有大
量花青素（anthocyanidin，ANC）等酚类化合物，抗氧化
性能良好，因此监测了银耳蓝莓酵素在发酵过程中抗
氧化性能的变化。 抗氧化性能研究显示，DPPH自由基
清除能力、ABTS+自由基清除能力、超氧自由基清除能
力、羟基自由基清除能力和金属离子还原能力随银耳
蓝莓酵素发酵时间的延长均显示出不同程度的增加。

同时，自由基清除能力与发酵过程中总酚含量呈显著
正相关（P<0.05）。 银耳蓝莓酵素发酵前后主要功效酶
的酶活力发生了一定的变化，其中 α-淀粉酶在发酵后
并未检出。 发酵后银耳蓝莓酵素的 pH 值、糖度、还原
糖较发酵前均出现了一定程度的下降。 然而，与发酵
前相比，总酸和维生素含量增加。 综上所述，银耳蓝莓
酵素具有营养补给、抗氧化、改善肠道代谢等功效，发
酵能够提高其抗氧化性能。 本研究结果为长白山有机
银耳、有机蓝莓的多功能开发利用、新型食用酵素产
品的研发和生产工艺的改进提供了一定的参考。
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