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摘要：以蜂蜜为原料，经过固定化酵母和醋酸杆菌两步发酵得到蜂蜜醋。固定化酵母发酵生产酒精时，
发酵批次最多可达１５次。调整酒精度为４．０％时，向原料中添加０．２５％酵母膏（ＹＥ＋），接种量为２％
时，经醋酸杆菌发酵７２ｈ乙 酸 量 可 达１．９ｇ／ｄＬ，相 同 条 件 下 酵 母 膏 未 添 加 组（ＹＥ－）增 加 接 种 量 至

４０％时，乙酸量增加至２．２ｇ／ｄＬ。利用智舌对发酵的蜂蜜醋进行辨识，发现蜂蜜醋与进口果醋在滋味

等多个方面具有很高的相似性，因此本实验发酵所得蜂蜜醋总体口味可归于进口果醋一类。
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　　蜂蜜中 含 有 大 量 的 葡 萄 糖、果 糖［１］，并 不 适 合 肥

胖、糖尿病等特殊人群食用。为保留蜂蜜的功能［２－４］、

成分［５］和特殊风味，国内外对蜂蜜进行了进一步开发，

如酿制成蜂蜜酒或蜂蜜醋［６］。因为蜂蜜醋作用独特，

其研制与检测引起人们极大的兴趣。

蜂蜜醋的酿制分为两步：首先蜂蜜经酿酒酵母转

化为酒精，然后在醋杆菌作用下氧化为醋酸。酿造的

蜂蜜醋风味独特，但是与勾兑的蜂蜜醋难以区分。传

统的风味识别以人的味觉和嗅觉为主，因人而异。而

电子舌采用传感器阵列对液体样品作出响应并输出信

号，信号经计算机系统进行数据处理后得到反映样品

味觉特征的结果。电子舌技术［７］能够给出样品总体属

性指标，具有性能稳定、重现性好、检测效率高等优点，

近年来在各种食品辨别［８－１１］方面广为应用。

本研究采用固定化酵母发酵蜂蜜为原料，在醋杆菌

作用下转化成醋酸。并以电子舌辨识发酵的蜂蜜醋和其

它果醋产品，建立一种快速、稳定、有效的鉴别方法。

１　材料与方法

１．１　材料与仪器

安琪耐高温酿酒高活性干酵母购自安琪酵母股份

有 限 公 司，巴 氏 醋 酸 杆 菌（Ａｃｅｔｏｂａｃｔｅｒ　ｐａｓｔｅｕｒｉａｎｕｓ，
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菌种编号１．００４１）购自中国普通微生物菌种保藏管理

中心（ＣＧＭＣＣ）。蜂 蜜 原 料 购 自 森 蜂 园，实 验 所 用 试

剂购自国药集团，纯度为分析纯ＡＲ。

蜂蜜酒发酵培养基［１２］（ｇ／Ｌ）：蜂蜜２３０ｇ（还原糖

１６１ｇ），酵母 膏０．１ｇ，ＫＨ２ＰＯ４０．１ｇ，（ＮＨ４）２ＨＰＯ４
０．２５ｇ，ＭｇＣｌ２０．１ｇ，ｐＨ　５，２８℃，１２０ｒ／ｍｉｎ；蜂蜜醋

发酵一级种子培养基：１％酵母膏，１０％葡萄糖；蜂蜜醋

发酵二级种子培养基：１％酵母膏，４％乙醇。

气相色谱仪ＧＣ　２０１４　ＳＨＩＭＡＤＺＵ，２０％ＦＦＡＰ
填充 柱 ３ ｍ×３ ｍｍ×２ ｍｍ；高 压 液 相 色 谱 仪

Ｐｒｏｍｉｎｅｎｃｅ模 块 ＨＰＬＣ　ＳＨＩＭＡＤＺＵ，ＴＳＫｇｅｌ　ＳＣＸ
７．８×３００；ＩＳＥＮＳＯ电子舌（味觉 指 纹 分 析）　上 海 瑞

玢国际贸 易 有 限 公 司；紫 外 分 光 光 度 计 ＵＶ－５２００　
ＭＥＴＡＳＨ；超净工作台ＳＷ－ＣＪ－１ＢＵ　ＡＩＲＴＥＣＨ；摇

床 ＴＳ－１００Ｂ　ＴＥＮＳＵＣ；高 压 灭 菌 锅　ＳＹＱ－ＤＳＸ－
２８０Ｂ　ＳＨＥＮＡＮ。

１．２　实验流程与检测方法

１．２．１　蜂蜜醋酿制工艺流程

１．２．２　固定化酵母发酵稳定性

酵母固定化条件［１３］：１ｇ酵母与２０ｍＬ　２％蔗糖混

匀，于３０℃振荡活化３０ｍｉｎ；５０ｍＬ去离子水加入海

藻酸钠（最终浓度１．５％）后１２１℃灭菌２０ｍｉｎ，冷却

后与活化酵母混合均匀，并用注射器吸取混合溶液缓

慢滴入２％ＣａＣｌ２ 溶液中固定化１ｈ，最后用灭菌去离

子水洗涤３次备用。固定化酵母发酵稳定性实验，单

批次发酵周期为２天，然后用灭菌去离子水洗涤固定

化酵母颗粒３次后投入新的培养基中进行下一批次实

验。检测每批次结束时的ＯＤ－６００、酒精度（Ｖ／Ｖ）、残

糖（ｍｇ／ｍＬ）。

１．２．３　酵母膏对醋酸发酵的影响

实验对比 添 加 酵 母 膏 与 不 添 加 酵 母 膏 两 种 条 件

下，巴氏酸杆 菌 发 酵 状 态。发 酵 条 件：接 种 量 为２％，

初始酒精度为４．０％，ｐＨ　５．５［Ｃａ（ＯＨ）２ 调 节］，装 液

量为５０ｍＬ／２５０ｍＬ，温度为３０℃，转速为２００ｒ／ｍｉｎ。

一级种子发酵１天后接入二级种子发酵培养基中（接

种量２％），二级种子培 养２天 后 取１，５，１０，２０ｍＬ种

子液离心（４５００ｒ／ｍｉｎ）１０ｍｉｎ，得 到 菌 体 接 入 蜂 蜜 醋

发 酵 培 养 基，每 隔１２ｈ取 样 检 测 ＯＤ－６００、酒 精 度

（Ｖ／Ｖ）、乙酸含量（ｍｇ／ｍＬ）。

１．２．４　蜂蜜醋智舌辨识

将 蜂 蜜 醋、市 售 果 醋 和 勾 兑 蜂 蜜 醋 分 别 稀 释 至

０．２ｇ／ｄＬ，每 组 设 置６个 平 行，样 品 小 烧 杯 装 液 量 为

２０ｍＬ，使用电子舌对样品进行检测辨别。

１．２．５　乙醇检测

采用气相色谱法进行乙醇的检测，具体检测条件：

２０％ＦＦＡＰ填 充 柱（３ｍ×３ｍｍ×２ｍｍ）；进 样 器

２００℃，柱温箱１００℃，检测器２００℃；氢气５０ＭＰａ，

空 气５０ＭＰａ，载 气（Ｎ２）流 速 ３０ ｍＬ／ｍｉｎ；进 样 量

０．５μＬ。以酒精度为横坐标，乙醇峰面积为纵坐标建

立标准曲线。

１．２．６　乙酸检测

采用液相色谱法进行乙酸的检测，具体检测条件：

ＴＳＫｇｅｌ　ＳＣＸ　７．８×３００；流 动 相：０．１％（ｇ／ｍＬ）磷 酸，

流速１ｍＬ／ｍｉｎ；柱温２５℃；ＳＤＰ－２０Ａ紫外检测器，波
长２１０ｎｍ；进样量２０μＬ。以乙酸浓度（ｇ／ｄＬ）为横坐

标，乙酸峰面积为纵坐标建立标准曲线。

１．２．７　还原糖、菌体浓度检测

还原糖检测使用３，５－二硝基水杨酸比色法［１４］，菌
体浓度检测使用比浊法（ＯＤ－６００）。

２　结果与讨论

２．１　应用固定化酵母酿制蜂蜜酒

　　固定化酵母由于其高细胞密度，所以具有更大体积

生产力，更高浓度基质和产品，相对轻松的下游处理过

程［１５，１６］。也有文献报道细胞固定化同时也可以激活细胞

生物活性［１７，１８］。但是，缺点是活细胞空间不足，以及固定

化机械强度不够，这些都将导致细胞破裂，泄漏到培养基

中，实验所得固定化酵母发酵稳定性结果见图１。

图１　固定化酵母发酵稳定性

Ｆｉｇ．１Ｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄ　ｙｅａｓｔ　ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ　ｓｔａｂｉｌｉｔｙ
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　　随着批次实验的进行，固定化酵母发酵活性有所

下降，第１５批次达到半衰期，满足工业化需求。残糖

结果显 示：第７批 次 开 始 培 养 基 大 量 积 累 残 糖（２０～
４０ｍｇ／ｍＬ），酒精度开始出现下降，ＯＤ－６００显示固定

化酵母开始泄漏。导致稳定性下降的可能原因是一定

量酵母细胞泄漏，更主要原因是批次反应的进行，酵母

细胞活性降低，糖代谢变缓。

２．２　酵母膏有无对蜂蜜醋生产的影响

图２　蜂蜜醋发酵过程中巴氏醋酸杆菌生长曲线

Ｆｉｇ．２Ｂｉｏｍａｓｓ　ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ　ｃｕｒｖｅ　ｉｎ　ｈｏｎｅｙ　ｖｉｎｅｇａｒ　ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ

　　由图２可知，蜂蜜醋发酵中添加少量的酵母膏对

菌体繁殖具有明显的促进作用，不添加酵母膏巴氏醋

酸杆菌菌体几乎没有增长。蜂蜜醋发酵培养基的原料

为前期酿制的蜂蜜酒，由于其中氮源含量极少，无法支

持巴氏醋酸杆菌生长繁殖的需要。

酵母膏添加使得发酵液中菌体浓度增加，乙醇转

化速率较同等 接 种 量 组 有 所 增 加，６０ｈ即 消 耗 殆 尽，

而由于菌体量制约，乙醇在不同接种量条件下转化效

率有所 差 别，但 是 乙 醇 消 耗 趋 势 基 本 保 持 一 致，见

图３。

图３　蜂蜜醋发酵乙醇消耗曲线

Ｆｉｇ．３Ｅｔｈａｎｏｌ　ｃｏｎｓｕｍｐｔｉｏｎ　ｃｕｒｖｅ　ｉｎ　ｈｏｎｅｙ　ｖｉｎｅｇａｒ　ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ

　　添加酵母膏在同等接种量条件下可明显增加发酵

液中乙酸的量，最大值可达１．９ｇ／ｄＬ，接种量 的 增 加

同样可以明显增加乙醇转化乙酸的量，见图４，最大值

可达２．２ｇ／ｄＬ。

图４　蜂蜜醋发酵乙酸生成曲线

Ｆｉｇ．４Ａｃｅｔｉｃ　ａｃｉｄ　ｇｅｎｅｒａｔｉｎｇ　ｃｕｒｖｅ　ｉｎ　ｈｏｎｅｙ

ｖｉｎｅｇａｒ　ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ

２．３　蜂蜜醋电子舌辨别对比

２．３．１　主成分分析法（ＰＣＡ）

实验对比辨别发酵蜂蜜醋（１，２）、复配发酵蜂蜜醋

（３，４，５）、进口果醋（６，７）、国产果醋（８，９）、勾兑蜂蜜醋

（１０，１１，１２，１３）以及进口蜂蜜醋（１４，１５），结果见图５。

图５　主成分分析

Ｆｉｇ．５Ｐｒｉｎｃｉｐａｌ　ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ　ａｎａｌｙｓｉｓ

　　由图５可知，横坐标代表的主成分１以及纵坐标

代表 的 主 成 分２对 原 始 数 据 信 息 量 的 保 留 量 超 过 了

７５％，说明采用主成分分析的数据处理方法可以在较

好的保留原始变量主要信息的前提下，将多维指标问

题转换成主成分１和主成分２这两个指标组成的二维

坐标问题。进口果醋与ＹＥ＋，ＹＥ－较为接近或有重

叠，复配发酵蜂蜜醋与进口蜂蜜醋较为接近，说明进口

果醋 与 ＹＥ＋，ＹＥ－和 复 配 发 酵 蜂 蜜 醋 与 进 口 蜂 蜜
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醋，在滋味的多个方面具有很高的相似性［１９］。

２．３．２　判别因子分析法（ＤＦＡ）

图６　判别因子分析

Ｆｉｇ．６Ｄｉｓｃｒｉｍｉｎａｎｔ　ｆｕｎｃｔｉｏｎ　ａｎａｌｙｓｉｓ

　　使用判别函数分析方法处理样品时，通常根据已知

组别接近程度的描述即判别函数，借以判定新样品的归

属［２０］。不同产 地 以 及 品 种 的 果 醋 ＤＦＡ分 析 结 果 见

图６，ＤＦＡ分析根据１种进口复配蜂蜜醋（区域３）、２种

进口果醋（区域２，５）、２种国产果醋（区域１，６）、１种勾

兑醋（区域４）６种不同醋的ＰＣＡ数据得到不同类别间

的边界函数模型，这一边界函数将主成分图划分为６块

区域，图中带“×”的位置数据落在哪块区域就代表其总

体口味属于哪个区域。

实验分析发酵蜂蜜醋归属，未知样品所落区域多为

进口果醋（２，５），部分落在国产果醋（１）区域，未落在进

口蜂蜜醋区域的可能是蜂蜜品种、产地、发酵菌种以及

水源不同导致的。实验发酵所得蜂蜜醋与进口果醋在

总体口味上相似，因此将其分于进口果醋一类，可为后

期质量控制、掺假辨别提供一种快速、稳定的鉴别方法。

３　结论

采用本文的方法，以固定化酵母首先将蜂蜜转化

为酒精，实验所得固定化酵母稳定性较好，可重复批次

达到１５次（总发酵时间达到３０天）。以巴氏醋酸杆菌

将蜂蜜酒发酵为蜂蜜醋，其中添加少量酵母膏有利于

巴氏醋酸杆菌菌体的生长及后期乙酸的产量，可以通

过加大接种量缩短由于缺乏酵母膏而延长的发酵周期

以生产感官更佳的蜂蜜醋饮品。上述制备的蜂蜜醋经

电子舌主成分分析（ＰＣＡ）识别，与市售的进口果醋在

滋味方面较为接近，判别因子分析（ＤＦＡ）在产品总体

口味上可将蜂蜜酿制的醋归为进口果醋一类。电子舌

辨别结果还表明，以食用乙酸和蜂蜜勾兑的蜂蜜醋与

直接发酵的醋有较大的区别，这也为快速鉴别发酵与

勾兑蜂蜜醋提供理论指导。
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将制作好的面包进行呈味感官分析，见表６。
表６　呈味感知分析表

样 品名称 关键点 开始有味点 风味最大点 时间中间点 风味无明显变化点

鸡味牛角面包
呈味时间（ｓ） ０　 ２　 ８　 １４
综合感受值 ０　 ７．６４　 ５．３２　 ３．３６

　　根据呈味感官分析表绘制图线，结果更加直观明

了，见图１。

图１　呈味感知分布图

　　由图线结果可知，天然纯鸡肉粉能够很好地赋予

牛角面包鸡肉风味。入口２ｓ，就可以明显感觉到鸡肉

的风味；而且在时间中间点，风味综合感受值并没有降

到风味最大点的一半，这说明随着时间的推进，风味虽

然衰减，但是还是能够明显感觉到；风味不明显变化点

在１４ｓ，证明鸡肉风味持续效果比较明显；这些特性描

述了鸡肉风味的明显、饱满、持久。

３　结论

综上所述，天然纯鸡肉粉适合于牛角面包的制作，

赋予了面包天然、和谐、无化学味道的鸡肉风味，而且

并没有对人们所熟悉的牛角面包外形产生影响。通过

科学合理的试验，用天然纯鸡肉粉针对传统面包外形

和风味进行深入研究，在安全、天然的前提下，提高面

包产品品质，增强面包竞争力，具有十分重要的引领作

用和市场推广作用。
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ｙｅａｓｔ　ｃｅｌｌｓ　ｏｎ　ｔｈｅ　ｓｕｒｆａｃｅ　ｏｆ　ｈｙｄｒｏｘｙａｐａｔｉｔｅ　ｃｅｒａｍｉｃｓ［Ｊ］．Ｐｒｏｃｅｓｓ

Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，２０１１，４６（３）：６６５－６７０．
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