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摘要：通过分析５６个不同发酵池种子醋醅乙醇脱氢酶（ＡＤＨ）的活性与５６个对应接种池的不挥发酸和总酸的关
系，得出将种子ＡＤＨ活性控制在６００～７００Ｕ／ｍＬ时，被接种池的醋醅品质较高。利用嗅觉可视化技术结合误差反
向传播人工神经网络（ＢＰ ＡＮＮ）模型，快速检测种子ＡＤＨ活性和预测被接种池不挥发酸及总酸质量分数。结果
表明，ＢＰ ＡＮＮ模型预测ＡＤＨ、不挥发酸、总酸的相关系数分别为０７８１６、０８４４７和０９４６３。因此，嗅觉可视化
技术结合ＢＰ ＡＮＮ可有效预测醋酸发酵过程中的理化指标。
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　　引言

我国酿醋历史悠久，香醋的生产主要包括酒精

发酵、醋酸发酵和后期发酵［１－２］。其中醋酸发酵是

香醋生产过程中的重要阶段，是由多种细菌和真菌

共同参与、将酒精转化为醋酸的过程［３－６］，其好坏直

接关系到成品醋的产量和质量［７］。镇江香醋一直

沿用传统的“固态分层发酵”生产工艺，采用独特套

种接醪，即接种子池发酵第８天的醋醅铺盖于被接
种池表层，然后随着微生物菌落的增长繁殖，经过



２ｄ的提热后，每天向下翻一层醋醅（即过杓）。第９
天翻到池底，之后每天从表层到底层翻一遍（即露

底），发酵至 １９ｄ结束［８－９］。随后进入封醅阶段。

固态发酵生产方式较为粗放，导致其生产批次间差

异较大，产品质量不稳定。在食醋生产发酵过程中，

套种接醪所采用的种子质量对成品醋的产量和质量

有直接影响［７］。因此，对食醋固态发酵种子的品质

进行快速检测及表征，对其发酵过程中的品质监控

及保障成品醋的质量有十分重要的意义。然而，目

前对醋醅种子标准化的研究还鲜有报道。嗅觉可视

化技术可以通过色敏材料对待检测气体反应前后的

颜色变化而进行定性和定量分析［１０－１１］，是一种成本

低、速度快［１２－１４］、特异性识别能力强的检测方

法［１５］。本文以１１２个醋醅发酵池（５６个醋醅种子
池和５６个被接种池）的醋醅为检测对象，研究乙醇
脱氢酶与种子产酸能力的关系，并通过嗅觉可视化

技术对醋醅的理化指标进行定量分析，为醋酸发酵

的标准化研究奠定基础。

１　材料与方法

１１　实验材料
实验采集江苏恒顺集团有限公司提供的不同发

酵车间、不同发酵楼层、不同发酵池的醋醅样本，共

１１２个，分别于５６个醋酸固态种子池发酵第８天和
５６个被接种池发酵第１９天取样，翻醅前取样。取
样时间为２０１４年１１月１３日—１２月７日，１１２个样
本分别位于恒顺醋业有限公司醋酸发酵一期、二期

的生产车间，其中位于发酵车间２Ｆ的样本３４个，３Ｆ
的样本４０个，４Ｆ的样本３８个。
１２　实验内容
１２１　醋醅发酵过程中乙醇脱氢酶活性的测定

准确称取５６个醋醅种子发酵池中第８天（作为
种子接种）的醋醅５ｇ，加入２０ｍＬ蒸馏水，置于恒温
磁力搅拌器（ＪＢ ２型，上海雷磁）中搅拌５ｍｉｎ；用
纱布过滤，弃沉淀；移取 ２ｍＬ滤液于 ＥＰ管中，在
２０℃室温下以２１７０ｒ／ｍｉｎ转速离心（５４１７Ｒ型，德
国艾本德）１０ｍｉｎ；收集上清液，在 ２０℃温度下以
１３３８０ｒ／ｍｉｎ转速离心５ｍｉｎ，收集沉淀（湿菌体）；
按体积比（细胞／裂解液）１∶１０加入细菌裂解液
（５０ｍｍｏｌＴｒｉｓ ＨＣＬ缓冲液（ｐＨ８０），１０ｍｍｏｌ
ＥＤＴＡ，０１ｍｍｏｌ的ＰＭＳＦ（临用前加）和０２５ｍｇ／ｍＬ
的溶菌酶），在３７℃温育１ｈ，在４℃下以１３３８０ｒ／ｍｉｎ
离心５ｍｉｎ，收集上清液，即为乙醇脱氢酶（ＡＤＨ）粗
提液。置于冰上待测各酶活性。

于５ｍＬ的 ＥＰ管中加入１５ｍＬ焦磷酸钠缓冲
液（ｐＨ值８８），０５ｍＬ底物溶液和１ｍＬＮＡＤ辅酶

溶液，并于３７℃恒温水浴１０ｍｉｎ；加入同条件浴预
热后的ＡＤＨ粗提液０１ｍＬ，并按动秒表。在连续
５ｍｉｎ内，每隔１ｍｉｎ读取波长３４０ｎｍ处的吸光度
（ＵＶ ７５０２型，上海欣茂紫外可见分光光度计），直
至每分钟吸光度增大值达到稳定为止。酶活力的计

算公式为

Ｕ＝３１Ｅ３４０／（０１ΔＸ） （１）
式中　Ｕ———酶活力值

Ｅ３４０———波长３４０ｎｍ处５ｍｉｎ内吸光度增大
值

ΔＸ———吸光度增大的单位值，取０００１
３１为试液总体积，ｍＬ；０１为样品酶液体积，ｍＬ。
１２２　醋醅种子的嗅觉可视化表征

通过前期实验，筛选出６种卟啉（美国 Ｓｉｇｍａ
Ａｌｄｒｉｃｈ公司）和３种疏水性 ｐＨ指示剂（尼罗红、中
性红、溴甲酚绿，国药集团化学试剂有限公司），选

用聚偏二氟乙烯膜（ＰＶＤＦ）（美国密理博公司）作为
基底材料，用毛细管手工点样［１６］，制成３×３的可视
化传感器阵列。用ＣＣＤ相机（索尼ＣＭＬＮ １３Ｓ２Ｍ／
Ｃ型）获取反应前的传感器图像。准确称取５６个不
同种子发酵池中第８天（作为种子接种）的醋醅１０ｇ
置于反应室中，与传感器阵列充分接触１０ｍｉｎ，使得
传感器阵列与醋醅挥发性气体充分反应，然后用相

机获取反应后的传感器阵列图像。图１是图像处理
的流程图，处理软件依次将反应前后的图像进行滤

波、阈值二值化、形态学处理等，通过获取每个色敏

材料的中心，构建以色敏材料中心为原点、１０个像
素为半径的圆作为模板，计算每个模板的Ｒ、Ｇ、Ｂ分
量均值。将色敏材料反应前后的 Ｒ、Ｇ、Ｂ分量均值
相减后归一化，并将３个分量差值图融合，即得到色
敏材料与醋醅样本的反应差值图。

１２３　醋醅发酵过程中总酸的测定
准确称取５６个被接种的醋酸发酵池中发酵第

１９天的１０ｇ醋醅放于烧杯，加入５０ｍＬ蒸馏水，充
分搅拌后用纱布过滤，将滤液移入１００ｍＬ容量瓶中
用蒸馏水定容，摇匀。用移液管移取２０ｍＬ上述溶
液于２５０ｍＬ三角瓶中，加入６０ｍＬ蒸馏水，混匀，加
入３滴酚酞指示剂，利用中和法加入氢氧化钠标准
溶液进行滴定，记录滴定终点所消耗的氢氧化钠体

积，同时进行空白实验。总酸质量浓度的计算公式

为

Ｘ＝
（Ｖ－Ｖ０）ｃｋ
０２ｍ ×１００％ （２）

式中　Ｘ———总酸质量浓度，以乙酸计，ｇ／ｍＬ
Ｖ———样品所消耗氢氧化钠的体积，ｍＬ
Ｖ０———空白实验所消耗的氢氧化钠体积，ｍＬ
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图１　色敏传感器图像处理流程图
Ｆｉｇ．１　Ｉｍａｇｅｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇｏｆｃｏｌｏｒｉｍｅｔｒｉｃｓｅｎｓｏｒａｒｒａｙ

（ａ）原图　（ｂ）滤波后图　（ｃ）二值化图　（ｄ）形态学处理图像　（ｅ）取中心点图像　（ｆ）特征区域图像　

（ｇ）特征矩阵图像　（ｈ）Ｒ分量图　（ｉ）Ｇ分量图　（ｊ）Ｂ分量图　（ｋ）特征差值图
　

ｃ———氢氧化钠标准溶液的浓度，ｍｏｌ／Ｌ
ｍ———所取醋醅的质量，ｇ

ｋ取００６，即与１００ｍＬ氢氧化钠标准溶液相当的
乙酸质量。

１２４　醋醅发酵过程中不挥发酸的测定
准确称取１０ｇ醋醅于烧杯，加入３０ｍＬ蒸馏水，

充分搅拌后过滤；取２ｍＬ滤液于单沸式蒸馏装置的
蒸馏管中，加入８ｍＬ的蒸馏水摇匀；待烧瓶中水沸
腾２ｍｉｎ后，进行蒸馏。待馏出液至１８０ｍＬ时，将残
余液置于烧杯中；用蒸馏水清洗蒸馏管２～３次，滤
液倒于烧杯中，用蒸馏水定容至１２０ｍＬ，加入３滴
酚酞指示剂，用中和法进行滴定，同时进行空白实

验。利用式（２）进行计算，其中，ｋ取 ００９，即与
１００ｍＬ氢氧化钠标准溶液相当的乳酸质量。

　　

２　结果与分析

２１　醋醅理化指标的基础分析
首先基于不同发酵车间醋醅种子的乙醇脱氢酶

活性进行了单因素方差分析，表１、２分别是不同发
酵车间的乙醇脱氢酶活性分布情况和单因素方差分

析结果；Ｐ值表明，不同发酵车间醋醅种子的ＡＤＨ

表１　不同发酵车间乙醇脱氢酶活性分布情况
Ｔａｂ．１　ＤｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆＡＤＨａｃｔｉｖｉｔｙｉｎｅａｃｈｒｏｏｍ

发酵

车间
样本数

范围／

（Ｕ·ｍＬ－１）

平均值／

（Ｕ·ｍＬ－１）

方差／

（Ｕ２·ｍＬ－２）
２Ｆ １７ ４０３～９３０ ８１３２９４１ １６２８０４７

３Ｆ ２０ ４０３～９９２ ７９０５ １７６５２０５

４Ｆ １９ ４６５～１０８５ ７４７２６３２ １９７４２６５

表２　不同发酵车间乙醇脱氢酶活性单因素方差分析
Ｔａｂ．２　ＯｎｅｗａｙＡＮＯＶＡｏｆＡＤＨａｃｔｉｖｉｔｙｉｎｅａｃｈｒｏｏｍ

差异源 平方和 自由度 均方 组间均方／组内均方 Ｐ值 Ｆ临界值

组间 ４０９８８２９ ２ ２０４９４１４ １１４１８６２ ０３２６９５１ ３１７１６２６

组内 ９５１２４４２ ５３ １７９４８

总计 ９９２２３２５ ５５

活性没有显著差异，因此，样本的选取是随机均匀

的。

　　醋中总酸质量浓度的高低直接决定了恒顺香醋
品质的好坏［１７］，醋中的乳酸、苹果酸、焦谷氨酸等不

挥发酸有利于改善酸味质量，使得酸味柔和醇厚。

实践经验表明，不同季节生产的醋样品质差异较大，

尤其是在冬季，其不挥发酸质量浓度相对其他季节

较低，因此，如何提高冬季醋醅的不挥发酸产量显得

尤为重要。将乙醇脱氢酶活性分成５个区间，不同
乙醇脱氢酶活性范围内的不挥发酸和总酸平均值如

表３所示，并将数据用最小显著性差异法 ＬＳＤ
（Ｌｅａｓｔｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ）完成各区间均值间的两

两比较。从表３中可以看出，种子醋醅的ＡＤＨ活性
主流分布区间是８００～９００Ｕ／ｍＬ，然而这区间对应
的被接种池醋醅的不挥发酸和总酸质量浓度均最

低。因此，有必要对种子醋醅的乙醇脱氢酶活性与

被接种池成熟醋醅的总酸和不挥发酸质量浓度之间

的关系进行分析，选取产酸量高的醋醅种子进行接

种。从表 ３中可以看出，种子醋醅 ＡＤＨ活性在
６００～７００Ｕ／ｍＬ所对应的不挥发酸含量与活性在
７００～９００Ｕ／ｍＬ对应的不挥发酸含量存在差异，当
种子醋醅的 ＡＤＨ活性控制在６００～７００Ｕ／ｍＬ之间
时，其跟踪池醋醅的不挥发酸质量浓度平均值为

０００５０７８ｍｇ／ｍＬ，相比于用其他活性区间内的种
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子醋醅接种的跟踪池醋醅，其不挥发酸质量浓度提

高了１０％左右，此外，其总酸质量浓度平均值也为
最高。因此，可以通过检测种子的乙醇脱氢酶活性，

选取乙醇脱氢酶活性在６００～７００Ｕ／ｍＬ区间的醋
醅作为种子接种，来提高被接种池的醋酸产量与质

量。

表３　不同乙醇脱氢酶活性范围内理化指标的平均值
Ｔａｂ．３　ＡｖｅｒａｇｅｖａｌｕｅｏｆｐｈｙｓｉｃｏｃｈｅｍｉｃａｌｉｎｄｅｘｉｎｔｈｅｒａｎｇｅｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔＡＤＨａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ

ＡＤＨ活性范围／（Ｕ·ｍＬ－１） ＡＤＨ活性／（Ｕ·ｍＬ－１） 不挥发酸质量浓度／（ｍｇ·ｍＬ－１） 总酸质量浓度／（ｍｇ·ｍＬ－１） 样本数

＜６００ ４８９８±９４０３ ０００４６０８±００００６５ａｂ ００５３４５７±０００１６６５ａ ５

６００～７００ ６４５８６±３０４８ ０００５０７８±００００２２５ａ ００５３９６７±０００２０８２ａ ６

７００～８００ ７３９２３±２７８６ ０００４５３９±００００３７８ｂ ００５２１３５±０００２２４８ａ １３

８００～９００ ８４６９２±３５４８ ０００４５３１±００００５４４ｂ ００５０４９７±０００５１７４ａ ２５

＞９００ ９６１±５９３６ ０００４６５１±００００４７２ａｂ ００５３１２７±０００２０２５ａ ７

　　注：α＝００５，字母相同表示之间关系不显著，字母不同表示之间关系显著。

２２　ＢＰ ＡＮＮ模型预测醋醅理化指标结果
图２是色敏材料与酶活不同的醋醅挥发气体反

应的色敏传感器差值图像。从图２中可以看出，嗅
觉可视化色敏传感器阵列对醋醅气体有一定的敏感

性，不同酶活的醋醅挥发气体均与色敏材料发生了

不同程度的反应。此外，醋醅酶活的不同在差值图

像上也有所反映。其中，酶活分别是６２０Ｕ／ｍＬ和
７５５Ｕ／ｍＬ的醋醅反应时，色敏传感器阵列中的整体
图像亮度比另外两个更大，这意味着在此酶活状况

下，色敏传感器与醋醅挥发气体反应差值较大，反应

得较为充分。此外，不同酸度的醋醅挥发气体在嗅

觉可视化色敏传感器阵列也呈现出一定的差别。为

了进一步探索采用嗅觉可视化传感器监测醋醅品质

的可行性，利用ｎｅｕｒｏｓｈｅｌｌ２软件采用ＢＰ ＡＮＮ模型
结合嗅觉可视化技术检测种子醋醅中的乙醇脱氢酶

活性，并预测被接种发酵池中成熟醋醅的不挥发酸

和总酸质量浓度。输入值为色敏材料阵列的特征变

量（９种色敏材料 Ｒ、Ｇ、Ｂ３个分量，２７维），利用主
成分降维，分别以前５～１５个主成分的特征变量作
为ＢＰ神经网络的输入变量，并且分别以乙醇脱氢
酶活性、总酸和不挥发酸测得值作为输出变量构建

各自的模型。初始权重０３，学习速率和动量因子
均为０１，训练迭代次数设为１００次；隐含层和输出
层均使用双曲正切函数（ｔａｎｈ）为传递函数。５６个
醋醅样本中随机抽取 ３８个样本作为训练集，其余
１８个样本作为预测集。模型用交互验证均方根误
差 （Ｒｏｏｔｍｅａｎ ｓｑｕａｒｅ ｅｒｒｏｒｏｆｃｒｏｓｓｖａｌｉｄａｔｉｏｎ，
ＲＭＳＥＣＶ）作为网络训练的评估标准，预测均方根误
差（Ｒｏｏｔｍｅａｎｓｑｕａｒｅｅｒｒｏｒｏｆｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ，ＲＭＳＥＰ）评
价模型的预测效果，用相关系数 Ｒ来评价预测值和
实测值之间的相关性。

图２　不同酶活醋醅传感器响应特征图像
Ｆｉｇ．２　ＣｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｉｍａｇｅｓｏｆｖｉｎｅｇａｒｓｕｂｓｔｒａｔｅｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔＡＤＨａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ

（ａ）４０３Ｕ／ｍＬ　（ｂ）６２０Ｕ／ｍＬ　（ｃ）７５５Ｕ／ｍＬ　（ｄ）８９９Ｕ／ｍＬ
　
　　表４是不同主成分因子数下的醋醅乙醇脱氢酶
活性、总酸、不挥发酸的 ＢＰ ＡＮＮ模型评价指标，
其中，Ｒｃ指训练集样本预测值与实测值之间的相关
系数，Ｒｐ指预测集样本预测值与实测值之间的相关
系数。图３是实测值与 ＢＰ ＡＮＮ模型预测值的相
关关系图，从表４和图３中可以看出，当提取前９个
主成分作为输入变量时，预测乙醇脱氢酶的模型最

优，此时模型训练集的ＲＭＳＥＣＶ值为５７３０，Ｒｃ值为
０９２４６，预测集的 ＲＭＳＥＰ值为 ７１９９，Ｒｐ值为
０７８１６。当提取前１４个主成分作为输入变量时，预

测总酸的模型最优，此时模型训练集的 ＲＭＳＥＣＶ值
为００００１６２，Ｒｃ值为０９９９３，预测集的 ＲＭＳＥＰ值
为０００１４５３，Ｒｐ值为０９４６３。当提取前１２个主成
分作为输入变量时，预测乳酸的模型最优，此时模型

训练集的ＲＭＳＥＣＶ值为００００００４，Ｒｃ值为１，预测
集的ＲＭＳＥＰ值为００００３０４，Ｒｐ值为０８４４７。该结
果表明可视化阵列采集到的种子醋醅气味信息与种

子醋醅的乙醇脱氢酶活性相关度较高，可以用来定

量检测醋醅的乙醇脱氢酶活性；此外，可视化阵列采

集到的种子醋醅气味信息与被接种池成熟醋醅的不
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表４　醋醅乙醇脱氢酶、总酸、不挥发酸的ＢＰ ＡＮＮ
模型评价指标

Ｔａｂ．４　ＢＰ ＡＮＮｍｏｄｅｌｒｅｓｕｌｔｓｏｆＡＤＨａｃｔｉｖｉｔｙ，ｔｏｔａｌ
ａｃｉｄａｎｄｎｏｎｖｏｌａｔｉｌｅａｃｉｄ

主成分

因子数

乙醇脱氢酶 总酸 不挥发酸

Ｒｃ Ｒｐ Ｒｃ Ｒｐ Ｒｃ Ｒｐ
５ ０４７３２０３０４５０９９２１０８９０８０９４４００５８６６
６ ０７８２１０５８７４０９７７５０７４２１０９２８７０６１５２
７ ０７８１００５７１６０９６０００８３１３０９２７２０５４３４
８ ０７９６１０５９０７０９９３８０９１６５０９２４００５７２９
９ ０９２４６０７８１６０９７４６０８７７６０９５１１０６４９２
１０ ０９３２１０７３４２０９７１４０８３５６０９９７３０８３１７
１１ ０９３３５０７７５２０９９７９０９１４４０９９９９０８３９６
１２ ０９５８３０７５７３０９９８７０９０３５１０００００８４４７
１３ ０９３９１０７４７２０９９９６０９１５７０９８８４０７７５７
１４ ０９７７００７６９５０９９９３０９４６３０９９２２０７９０７
１５ ０８０６６０４４４００９９９５０９４２４０９８４５０７８１２

挥发酸和总酸质量浓度的相关度较高，因此，该技术

可以预测种子醋醅的产酸能力。

３　结束语

分析了５６个不同发酵池种子醋醅乙醇脱氢酶
（ＡＤＨ）的活性，并跟踪测定了其对应的５６个被接
种池的不挥发酸和总酸的含量，通过比较得出将种

子ＡＤＨ活性控制在６００～７００Ｕ／ｍＬ时，被接种池的
醋醅不挥发酸和总酸含量均较高。本研究利用嗅觉

可视化技术结合误差反向传播人工神经网络（ＢＰ
ＡＮＮ）模型来检测醋醅种子的 ＡＤＨ活性，其模型的
相关系数达到０７８１６，表明嗅觉可视化技术能够快
速测定醋醅种子的ＡＤＨ活性，为醋醅的种子标准化
　　

图３　实测值与ＢＰ ＡＮＮ模型预测值的相关关系
Ｆｉｇ．３　ＲｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎｍｅａｓｕｒｅｄａｎｄｐｒｅｄｉｃｔｅｄｖａｌｕｅｓｂｙＢＰ ＡＮＮｍｏｄｅｌ

（ａ）乙醇脱氢酶　（ｂ）不挥发酸　（ｃ）总酸
　
奠定基础。此外，利用嗅觉可视化技术结合 ＢＰ
ＡＮＮ预测了被接种池的不挥发酸及总酸质量浓度；
结果表明，ＢＰ ＡＮＮ模型预测不挥发酸、总酸的相

关系数分别为０８４４７和０９４６３，因此，嗅觉可视化
技术在醋醅的理化指标分析上有着良好的前景。
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