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甘薯叶绿原酸的抑菌作用及其复配型防腐剂

对发酵香肠的影响

王世宽，谢仁有，洪玉程

（四川理工学院生物工程学院，四川 自贡 ６４３０００）

　　摘　要：首先对甘薯叶绿原酸的抗菌活性进行研究，在此基础上将甘薯叶绿原酸、红曲色素、亚硝酸

钠加入到发酵香肠中，采用正交实验Ｌ９（３
４）对储藏３０ｄ的发酵香肠的挥发性盐基氮进行测定和感官分

析，结果表明：甘薯叶绿原酸对植物乳杆菌、葡萄球菌、汉逊酵母、大肠杆菌、金黄色葡萄球菌均有抑制作

用，发酵剂生长产生的绿原酸浓度达到２５０μｇ／ｍＬ，复配型防腐剂的最佳添加量为：红曲色素１２００ｍｇ／

ｋｇ，亚硝酸钠５０ｍｇ／ｋｇ，绿原酸２００μｇ／ｇ。
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引 言

甘薯（ＩｐｏｍｏｅａｂａｔａｔａｓＬａｍ．）又名红薯、红苕、番薯、

地瓜等，广泛种植于世界各国，其中我国是甘薯的种植

大国之一，而甘薯叶中含有多种营养成分［１２］，且富含多

种活性多糖、黄酮类化合物和绿原酸，有研究报道绿原

酸具有多种生物活性，如：抗氧化作用、抗菌、抗病毒［３］、

对心血管的保护作用［４］、抑制突变和抗肿瘤［５６］等。

发酵香肠以其特有的风味深受消费者的喜爱。采

用的发酵剂主要以嗜酸乳杆菌，植物乳杆菌或弯曲乳杆

菌等为主［７］。为了让香肠有鲜亮的色泽和较长的保质

期，香肠中通常添加亚硝酸盐进行发色和防腐。而亚硝

酸盐对人体健康有潜在危害，所以在发酵香肠中寻找如

何取替亚硝酸盐、减少其添加量、或降低其残留［８］，以便

降低饮食风险，是许多研究者需要解决的问题。红曲色

素是一种天然食用色素，其广泛应用于食品着色、食品

发酵及中医药等领域。除此之外红曲色素在肉制品中

具有一定的防腐作用，对肉毒梭状芽孢杆菌、枯草芽孢

杆菌、金黄色葡萄球菌有较强的抑制作用，对大肠杆菌、

灰色链霉菌的抑制作用较弱［９１０］。红曲色素对蛋白质着

染性好；而绿原酸具有很强的抗菌作用且能与食品中的

亚硝酸盐结合，能阻止亚硝酸盐与胺结合产生致癌的亚

硝胺。因此本文将红曲色素和绿原酸作为发色剂和抑

菌剂与亚硝酸盐结合用于发酵香肠，从而有效降低发酵

香肠中亚硝酸盐的用量。

１ 材料与方法

１．１ 材料

甘薯叶、鲜猪肉（瘦肉 ７５％，肥肉 ２５％）、食盐、味

精、白酒、葡萄糖、亚硝酸盐、辣椒、花椒、黑胡椒粉、桂皮

粉、八角粉、小豆蔻等购买于自贡市超市；金黄葡萄球菌

（Ｓｔａｐｈｙｒｌｏｃｏｃｃｕｓａｕｒｅｕｓ）来源于广州微生物保藏中心；大

肠杆菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ）来源于四川理工学院微生物试

验室；植物乳杆菌（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓｐｌａｎｔａｒｕｍ）来源于广州

微生物保藏中心；葡萄球菌属（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓｓｕｂｓｐ．）

（ＣＩ－ＣＣ１０１４５）来源于中国工业微生物保藏管理中

心；汉逊酵母（Ｄｅｂａｒｙｏｍｙｃｅｓｈａｎｓｅｎｉ）四川理工学院微生

物试验室。

１．２ 试剂

Ｃ２Ｈ５ＯＨ、ＮａＯＨ、ＨＣｌ、磷酸氢二钾、乙酸钠、柠檬酸



钠、ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ、ＭｎＳＯ４·４Ｈ２Ｏ、酚红、ＮａＣｌ等均为分析

纯；蛋白胨、牛肉膏、酵母粉、葡萄糖、琼脂等生化试剂。

１．３ 培养基

ＭＲＳ培养基［１１］：蛋白胨１０ｇ，牛肉膏１０ｇ，酵母粉

５ｇ，Ｋ２ＨＰＯ４２ｇ，乙酸钠５ｇ，柠檬酸钠５ｇ（柠檬酸二铵

２ｇ），葡萄糖２０ｇ，吐温８０１ｍＬ，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０５８ｇ，

ＭｎＳＯ４·４Ｈ２Ｏ０２５ｇ，琼脂 １５ｇ，蒸馏水 １０００ｍＬ，

ｐＨ６２～６８。

ＭＳＡ培养基：牛肉浸膏１ｇ，胰蛋白胨１０ｇ，Ｄ－甘露

醇１０ｇ，ＮａＣｌ７５ｇ，酚红００２５ｇ，琼脂粉１５ｇ，１０００ｍＬ蒸

馏水，调ｐＨ值至７２～７６。

细菌培养基：牛肉膏３ｇ，蛋白胨５ｇ，ＮａＣｌ５ｇ，蒸馏

水１０００ｍＬ，固体培养基添加２０ｇ的琼脂，调ｐＨ７０。

１．４ 仪器

ＳＷ－ＣＪ－１ＦＤ超净工作台（苏州净化设备有限公

司）；ＭＪ－２５０生化培养箱（上海美谱达仪器有限公司）；

ＹＸ－２８０Ｂ高压灭菌锅（江阴滨江医疗设备厂）；ＪＡ２００３

电子天平（上海衡平仪器仪表厂）；ＣＨＮ８６８ｐＨ计（上海

精密科学仪器有限公司）；ＸＳＭ生物显微镜（上海拓精

工业测定仪器有限公司）ＫＤ２３Ｂ－ＤＥ型电子恒温水浴

锅（北京中兴伟业仪器有限公司）；ＴＤＬ－５Ｃ型离心机

（上海安亭科学仪器厂）；ＧＺＸ－ＤＨ．３００－ＢＳ－Ⅱ电热

恒温干燥箱（上海跃进医疗器械厂）；Ｔ６新世纪紫外可见

分光光度计（北京普析通用仪器有限责任公司）；ＳＨＢ－３

循环水式多用真空泵（西安禾谱生物科技有限公司）。

１．５ 试验方法

１．５．１ 绿原酸提取液的制备

新鲜甘薯叶→干燥→粉碎→乙醇浸泡１２ｈ→超声

波辅助提取→抽滤→减压浓缩→冷沉离心→含量测定。

工艺条件为：乙醇浓度６０％，料液比１∶３０，超声时间

５０ｍｉｎ，超声温度５０℃。

１．５．２ 绿原酸抑菌效果

取直径为６ｍｍ的滤纸片干热灭菌，将浸提液用无

菌水稀释至１５０μｇ／ｍＬ的绿原酸，滤纸片放入此浓度的

绿原酸提取液中浸泡１６ｈ。将供试菌种的固体培养基

在超净工作台制成平板并取０１ｍＬ菌液分别涂布于相

应的平板上，取含提取液的滤纸片贴在含菌平板上，每

皿贴３片，每菌做３次重复。金黄色葡萄球菌，大肠杆

菌，植物乳杆菌置于３７℃、汉逊酵母置于２７℃的生化

培养箱内培养４８ｈ。测定２４ｈ，４８ｈ后滤纸片的抑菌圈

大小，比较抑菌效果。

１．５．３ 绿原酸最低抑菌浓度（ＭＩＣ）测定

配制上述菌种分别所需的液体培养基，准确量取

８９ｍＬ分装试管，在１２１３℃下湿热灭菌２０ｍｉｎ。将浸

提液用无菌水配置成０，５０μｇ／ｍＬ，１２５μｇ／ｍＬ，２００μｇ／

ｍＬ，２５０μｇ／ｍＬ，５００μｇ／ｍＬ，１０００μｇ／ｍＬ系列浓度液。

将以上浓度系列液１ｍＬ加入上述试管中，取０１ｍＬ（菌

液浓度１０７～１０８ｃｆｕ／ｍＬ）菌液接种于相应的上述液体

培养基中。每个系列做三次重复。金黄色葡萄球菌，

大肠杆菌，植物乳杆菌置与３７℃、汉逊酵母置于２７℃

的生化培养箱内培养４８ｈ。观察菌种生长情况，以完

全没有菌生长的最低浓度为最低抑菌浓度。用紫外可

见分光光度计测定在６５０ｎｍ波长下细菌培养液的 ＯＤ

值，每个系列以不加菌液的试管为空白对照［１２］。培养

液 ＯＤ值与培养液内细菌繁殖速度呈正相关，ＯＤ值升

高越快，表示培养液内细菌繁殖速度越快。由于培养

液中加入了绿原酸提取液，有一定抑菌作用，可以延缓

细菌培养液的 ＯＤ值上升。若细菌培养液的吸光度与

空白对照组一致，表明该培养液中完全没有细菌的生

长繁殖，则该样液浓度即为绿原酸提取液的最低抑菌

浓度。

１．５．４ 绿原酸对发酵剂的驯化

由最小抑菌浓度测定的结果进行菌种的驯化，采用

三个菌种均能生长的绿原酸浸提液浓度进行菌种驯化。

目的让混合发酵剂植物乳杆菌，葡萄球菌，汉逊酵母在

绿原酸存在的环境下正常生长繁殖。

配制植物乳杆菌，葡萄球菌，汉逊酵母的液体培养

基，准确量取８９ｍＬ分装试管，在１２１３℃ 下湿热灭菌

２０ｍｉｎ。取上述浓度的绿原酸浸提液１ｍＬ加入上述试

管中，取０１ｍＬ菌液接种于相应的上述液体培养基中，

每个系列做三次重复。植物乳杆菌置于３７℃、葡萄球

菌置于３０℃、汉逊酵母置于２７℃的生化培养箱内培养

至１８ｈ。观察菌种生长情况，用紫外可见分光光度计在

６５０ｎｍ波长下测定细菌培养液的 ＯＤ值。以不含绿原

酸浸提液的试管得到的ＯＤ值做空白对照。重复上述试

验，当试验组的 ＯＤ值在１８ｈ时与对照组相同，说明菌

种已经适应绿原酸的环境，斜面冷藏保存。

１．５．５ 发酵香肠的加工工艺

工艺流程［１３］：香辛料，调味料，红曲色素，绿原酸浸

提液→原料肉→整理切块→绞肉→腌制→拌料→接种

发酵剂→灌制→发酵→烘烤（高温５０℃烘烤６ｈ）。

操作要点：发酵剂接种量为２％，植物乳杆菌∶葡萄

球菌∶汉逊酵母为２∶１∶２，发酵温度为３０℃。

１．５．６ 正交试验设计

根据相关资料选择红曲色素、亚硝酸钠、结合绿原

酸，在预实验的基础上，分别选择三个水平进行四因素
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三水平Ｌ９（３
４）正交试验，得到９组不同添加量组合的复

配型防腐剂，同时做添加亚硝酸钠的对照组，添加量按

照食品添加剂卫生标准进行，为００１５％。储藏３０ｄ后

检测挥发性盐基氮含量、并做感官评定。

１．５．７ 挥发性盐基氮的测定

按ＧＢ５００９．７－８５执行［１４］，每组做三个平行，取平

均值。

１．５．８ 菌落统计

采用涂布平板菌落计数法。

１．５．９ 感官评定

由１０人组成感官评定小组，分别对肠的异味、酸败

味、弹性、斑点等总体可接受性指标进行综合感官评定，

满分１００分。８０～１００分：表示香肠无异味、无异物、无

霉斑、有正常发酵香肠的香味、肠体弹性适中、与肠衣连

接紧密，完全可以接受；６０～８０分：表示香肠肠体弹性降

低、有正常香味、但香味不明显；４０～６０分表示肠体弹性

低、发黏、与肠衣连接不紧密、无发酵香肠的正常香味甚至

略有异味；０～４０分表示肠体组织松软、发黏、与肠衣连接

松弛、发酵香肠异味强烈、部分甚至有霉斑，不可食用。

１．５．１０ ｐＨ值

准确称取样品１０ｇ，搅碎，用蒸馏水定容于１００ｍＬ

容量瓶中均质，浸泡３０ｍｉｎ后过滤，取滤液用酸度计

测定 ｐＨ值，同一样品设３个平行，取三次测定的平均

值。

１．５．１１ 数据的统计处理

数据采用统计软件 ＳＰＳＳ１３０进行统计分析，具体

采用ＧＬＭ过程进行显著性分析，Ｐ＜００５为差异显著。

２ 结果与分析

２．１ 抑菌效果

甘薯叶中绿原酸的抑菌效果试验结果见表 １，由

表１可以看出，甘薯叶中绿原酸对植物乳杆菌，葡萄

球菌，汉逊酵母，大肠杆菌，金黄色葡萄球菌均有抑

制作用，并且对大肠杆菌和金黄色葡萄球菌的抑制

作用较强。

表１ 抑菌效果试验结果

供试

菌种

植物

乳杆菌

葡萄

球菌

汉逊

酵母

大肠

杆菌

金黄色

葡萄球菌

抑菌圈直径

（ｍｍ） １０．９ １１０ １２０ １９０ ２２５

　　注：抑菌圈直径数据包括滤纸片直径６ｍｍ，系３个重复试验的平
均值。

２．２ 最低抑菌浓度试验

甘薯叶中绿原酸的最低抑菌浓度试验结果见表２。

甘薯叶中绿原酸对植物乳杆菌，葡萄球菌，汉逊酵母，大

肠杆菌，金黄色葡萄球菌的最低抑菌浓度分别为

１０００μｇ／ｍＬ，１０００μｇ／ｍＬ，５００μｇ／ｍＬ，２５０μｇ／ｍＬ，

２００μｇ／ｍＬ。
表２ 最低抑菌浓度试验结果

供试菌种
甘薯叶中绿原酸的浓度（ｕｇ／ｍＬ）

０ ５０ １２５ ２００ ２５０ ５００ １０００

植物乳杆菌 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ －
葡萄球菌 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ －
汉逊酵母 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ － －
大肠杆菌 ＋ ＋ ＋ ＋ － － －

金黄色葡萄球菌 ＋ ＋ ＋ － － －
　　注：“－”表示无菌生长，“＋”表示有菌生长。

由抑菌试验可知抑制有害菌又能使发酵剂生长的

绿原酸提取液的浓度是２５０μｇ／ｍＬ。所以选取绿原酸的

驯化浓度为２５０μｇ／ｍＬ。驯化过程及结果见表３。因此

结合表２、表３可得绿原酸浸提液应按２５０μｇ／ｇ的加入

量加入到发酵香肠中。

表３ 绿原酸浸提液对植物乳杆菌，葡萄球菌，

汉逊酵母的驯化结果

组别 培养代数
ＯＤ值

植物乳杆菌 葡萄球菌 汉逊酵母

对照组 － １５３０ ０２９０ ０７２３

试验组

１ ０６９３ ０２９０ ００１２
２ ０９２５ ００８９ ０１６７
３ １３４５ ０１９０ ０２００
４ １５２９ ０１９８ ０３９６
５ １５２９ ０２２０ ０５７０
６ １５３０ ０２９０ ０７２２
７ １５３０ ０２９０ ０７２３

２．３ 正交试验结果

正交试验因素水平见表４。

表４ 正交试验因素水平表

红曲色素（ｍｇ／ｋｇ） ＮａＮＯ２（ｍｇ／ｋｇ） 绿原酸（μｇ／ｇ）

８００ ２５ ２００
１０００ ５０ ２２５
１２００ ７５ ２５０

　　由表５可知，红曲色素的添加量影响发酵香肠的

色泽，随着红曲色素添加量的增加，感官效果愈好。由

ＴＶＢ＿Ｎ值的极差分可知，随着绿原酸添加量的增加，

ＴＶＢ＿Ｎ值越小，这正是绿原酸抑菌作用的结果。由表

６方差分析可知，绿原酸的添加量对 ＴＶＢ＿Ｎ值影响最

为显著。由综合评分的极差分析表５可知，影响发酵

香肠的质量的因素主次为：Ｃ＞Ｂ＞Ａ，最佳添加量为：

红曲色素 １２００ｍｇ／ｋｇ，亚硝酸钠 ２５ｍｇ／ｋｇ，绿原酸

２００μｇ／ｇ。
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表５ 正交试验结果及综合评定的极差分析结果

试验

号

红曲

色素Ａ
亚硝

酸盐Ｂ 空白
绿原酸

Ｃ
感官

评分

ＴＶＢ＿Ｎ
（ｍｇ／ｋｇ）

综合

评定

１ １ １ １ １ ７５ １７ ７８０
２ １ ２ ２ ２ ６０ １４ ６３０
３ １ ３ ３ ３ ７１ １２ ６７７
４ ２ １ ２ ３ ８０ １０ ７１０
５ ２ ２ ３ １ ７５ １４ ７３５
６ ２ ３ １ ２ ７０ １３ ６８５
７ ３ １ ３ ２ ７４ １２ ７４０
８ ３ ２ １ ３ ８５ １０ ６４５
９ ３ ３ ２ １ ８０ １６ ８００
Ｋ１ ２０８７ ２２３０ ２１１０ ２３１５
Ｋ２ ２１３０ ２０１０ ２１４０ ２０１３
Ｋ３ ２１４３ ２１６２ ２１１０ ２０３２
ｋ１ ６９６ ７４３ ７０３ ７７２
ｋ２ ７１０ ６７ ７１３ ６７１
ｋ３ ７１４ ７２１ ７０３ ６７７
Ｒ １８ ７３ １０ １０１
因素主次（综合评定） Ｃ＞Ｂ＞Ａ
最优方案（综合评定） Ａ３Ｂ１Ｃ１
　　注：综合评分 ＝感官评分 ×７０％ ＋ＴＶＢ＿Ｎ评分 ×３０％；ＴＶＢ＿Ｎ
评分采用百分制，即０－２０的数值成以５的方法计分。

表６ 三种防腐剂对ＴＶＢ＿Ｎ方差分析表

误差来源 偏差平方和 自由度 Ｆ值 Ｆ临界值 显著性

红曲色素 ６８８９０ ２ ４４２９０ １９００００
亚硝酸盐 ０８８９０ ２ ０５７１０ １９００００
绿原酸 ３７５５６０ ２ ２４１４３０ １９００００ 
误差 １５５６０ ２

　　注：表示００５水平显著。

２．４ 发酵过程ｐＨ值的变化

以未驯化的原始菌种作为发酵剂，亚硝酸钠加入量

１００ｍｇ／ｋｇ，不添加绿原酸与红曲色素的发酵香肠为对

照组。试验组中红曲色素加入量１２００ｍｇ／ｋｇ，亚硝酸钠

２５ｍｇ／ｋｇ，绿原酸２００μｇ／ｇ。ｐＨ值变化如图１所示，由

图可知对照组与试验组 ｐＨ值变化不明显（Ｐ＞００５），

绿原酸浸提液及红曲色素的加入对发酵过程中ｐＨ值的

变化影响不显著。

图１ 发酵过程中ｐＨ值的变化

２．５ 发酵过程中发酵剂的变化

由图２可知试验组与对照组的植物乳杆菌，葡萄球

菌，汉逊酵母在发酵过程中均无显著变化（Ｐ＞００５）。

说明经驯化过的菌种在加入红曲色素的情况下仍能正

常繁殖，绿原酸浸提液，红曲色素对发酵剂生长影响不

显著。

图２ 发酵过程中试验组与对照组发酵剂菌落数的变化

３ 结 论

（１）甘薯叶绿原酸对植物乳杆菌，葡萄球菌，汉逊酵

母，大肠杆菌，金黄色葡萄球菌均有抑制作用，并且对大

肠杆菌和金黄色葡萄球菌的抑制作用较强。甘薯叶绿

原酸对植物乳杆菌，葡萄球菌，汉逊酵母，大肠杆菌，金

黄色葡萄球菌的最低抑菌浓度分别是：１０００μｇ／ｍＬ，

１０００μｇ／ｍＬ，５００μｇ／ｍＬ，２５０μｇ／ｍＬ，２００μｇ／ｍＬ。

（２）试验选用绿原酸及红曲色素作为发酵香肠的防

腐剂和发色剂，对发酵剂进行驯化，使其适应绿原酸的

生长环境，通过几代驯化培养使得植物乳杆菌，汉逊酵

母，葡萄球菌正常生长的绿原酸的浓度为２５０μｇ／ｍＬ。

（３）以感官评定和挥发性盐基氮为考察指标进行四

因素三水平Ｌ９（３
４）正交试验，通过统计分析及综合评分

的极差分析可知，影响发酵香肠的质量的因素主次为：

绿原酸＞亚硝酸盐＞红曲色素。且最佳添加量为：红曲

色素１２００ｍｇ／ｋｇ，亚硝酸钠２５ｍｇ／ｋｇ，绿原酸２００μｇ／ｇ。

（４）由三种防腐剂对ＴＶＢ＿Ｎ方差分析可得：绿原酸

的添加量对ＴＶＢ＿Ｎ值影响最为显著。

（５）通过对发酵过程中 ｐＨ值及发酵剂菌落数变化

的比较（Ｐ＞００５），可知绿原酸不会影响发酵香肠菌种

的正常生长繁殖。
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