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木瓜蛋白酶-重量法测定风味发酵乳中脂肪含量 

侯  超*, 吕  庆 
(上海市质量监督检验技术研究院, 上海  200233) 

摘  要: 目的  建立木瓜蛋白酶-重量法测定含增稠剂风味发酵乳中脂肪含量的分析方法。方法  采用木瓜蛋

白酶降低风味发酵乳中酪蛋白对脂肪的吸附, 木瓜蛋白酶添加量为 0.5 g, 酶水解温度为 65 ℃, 水解时间 20 min, 

使用乙醚和石油醚等体积[25:25 (V:V)]混合液对含增稠剂风味发酵乳水解液中脂肪进行 2 次提取, 水浴蒸干提

取溶剂, 经过烘箱干燥后, 重量法定量脂肪含量。结果  含增稠剂风味发酵乳脂肪含量测定结果与标签值一

致, 测定结果的相对标准偏差为 0.40%, 测定结果最大偏差为 0.05 g/100 g, 符合 GB 5009.6—2016《食品安全

国家标准 食品中脂肪的测定》第三法中精密度要求。结论  与 GB 5009.6—2016 第三法相比, 该方法符合绿

色分析化学理念, 降低有机提取溶剂的使用量以及对人体危害和环境的污染, 该方法操作简单、重复性好, 可

满足含增稠剂风味发酵乳中脂肪含量测定, 为含增稠剂风味发酵乳的质量控制提供有力的技术保障。 
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Determination of fat content in flavored fermented milk by 
papain-gravimetric method 

HOU Chao*, LV Qing 
(Shanghai Institute of Quality Inspection and Technical Research, Shanghai 200233, China) 

ABSTRACT: Objective  To establish a method for determination the fat content in flavored fermented milk 

containing thickeners by papain-gravimetric method. Methods  Papain was used to reduce the adsorption of fat by 

casein in dairy products. The amount of papain added was 0.5 g, the enzymatic hydrolysis temperature was 65 ℃, and 

the hydrolysis time was 20 min. A mixture of ether and petroleum ether with equal volumes [25:25 (V:V)] was used to 

extract fat twice from the flavored fermented milk hydrolysate containing thickening agents. The extraction solvent 

was evaporated in a water bath, and the fat content was quantified by gravimetric method after drying in an oven. 

Results  The determination of fat content in flavored fermented milk with thickener flavor was consistent with the 

label value, with a relative standard deviation of 0.40% and a maximum deviation of 0.05 g/100 g, which met the 

precision requirements of GB 5009.6—2016 third method for determination of fat in foods. Conclusion  This 

method is simple to operate and conform to the concept of green analytical chemistry, compared with GB 5009.6— 
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2016 third method, it reduces the total volume of mixed ethers used, thereby minimizing harm to human health and 

environmental pollution. With good reproducibility, it can effectively determine the fat content in flavored fermented 

milk containing thickeners, providing robust technical support for quality control of such products. 
KEY WORDS: papain; thickener; flavored fermented milk; fat content 
 
 

0  引  言 

风味发酵乳一般是以各种乳粉或生乳为原料, 经过

杀菌和发酵后制成的酸性产品。在发酵过程中可以选择性

添加果蔬、谷物以及食品添加剂和营养强化剂。风味发酵

乳可提供人类日常生活中所需求的益生菌、乳酸菌、维生

素、钙和蛋白质[1], 食用后可增强免疫力[2–4]。 
然而在风味发酵乳生产过程中会出现品质缺陷, 如

乳清析出、黏稠度偏低等。为解决上述问题, 生产企业通

常会通过添加一些增稠剂以改善风味发酵乳的品质。单一

的增稠稳定剂往往不能完全改善酸乳品质的缺陷, 因此常

将亲水胶体[5–6]、酪蛋白[7–8]、变性淀粉[9]等增稠稳定剂复

配后用于风味发酵乳生产中, 通过协同发挥增稠作用既提

高了风味发酵乳的品质又降低了生产成本[10]。 
随着风味发酵乳中增稠剂添加比例和添加量不断变

化, 其脂肪含量按照 GB 5009.6—2016《食品安全国家标准 
食品中脂肪的测定》第三法(以下称 GB 5009.6—2016 第三

法)测定越来越困难。主要是由于增稠剂使得风味发酵乳中

脂肪被酪蛋白钙盐包裹无法正常全部游离出来[11], 不能完

全被提取溶剂萃取出, 导致脂肪含量测定结果偏低, 无法

得到真实脂肪含量结果。刘芳芳等[12]研究了羧甲基纤维

素钠对风味发酵乳中脂肪测定的影响, 也证实羧甲基纤

维素钠等添加剂的添加会导致发酵乳中脂肪检测结果偏

低 , 此外 , 一些胶体增稠剂也导致脂肪含量检测结果偏

低[13]。这不仅增加了风味发酵乳生产企业内部质量控制

难度, 同时对于监管机构在风味发酵乳脂肪质量判定上

造成很大困扰。 
刘芳芳等[14]使用 2 mL 盐酸代替氨水进行水解, 测定

风味发酵乳中脂肪含量, 这需要对盐酸的用量和水解时间

有严格的要求, 可能会导致水解产物焦糖化, 会导致一部

分糖被混合醚萃取, 导致结果偏大。宋艳梅等[15]使用凝乳

酶对风味发酵乳进行预处理后, 采用 GB 5009.6—2016 第

三法检测风味发酵乳脂肪含量, 其结果与标签值一致, 但
该方法增加了检测流程, 延长检测时间。 

木瓜蛋白酶是一种含巯基(-SH)肽链内切酶, 具有蛋

白酶和酯酶的活性, 有较广泛的特异性, 对动植物蛋白、

多肽、酯、酰胺等有较强的水解能力, 在酸性、中性、碱

性环境下均能分解蛋白质[16–17]。本研究基于木瓜蛋白酶活

性中心与酪蛋白结合紧密, 利用木瓜蛋白酶的催化作用, 

水解蛋白, 降低酪蛋白对脂肪的束缚, 促进脂肪被有机溶

剂提取[18–22], 建立了一种能准确测定含增稠剂风味发酵乳

中脂肪含量的木瓜蛋白酶-重量法, 以期为改善风味发酵

乳品质和维护消费者合法权益提供科学依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

风味发酵乳样品购于超市。 
无水乙醚、95%乙醇、石油醚(沸程 30~60 ℃)(分析纯, 

国药集团化学试剂有限公司); 木瓜蛋白酶(活力 800 U/mg, 
上海普誉科贸有限公司)。 

1.2  仪器与设备 

MS204 电子天平(精度 0.1 mg, 瑞士梅特勒-托利多仪

器有限公司); FED720 烘箱(德国 Binder 公司); TW20-A 恒

温水浴锅(德国 JULABO公司); Relab-19309脂肪抽提瓶(国
药集团化学试剂有限公司)。 

1.3  实验方法 

1.3.1  样品前处理 
称取混合均匀样品 5 g(精确至 0.0001 g)置于脂肪抽提

瓶中, 加入 0.5 g木瓜蛋白酶和 5 mL水, 振摇, 将样品溶液

和木瓜蛋白酶混合均匀, 放入 65 ℃水浴中加热, 期间不时

取出振荡, 20 min 后取出, 冷却至室温。 
1.3.2  脂肪提取 

缓慢加入 10 mL 95%乙醇于脂肪抽提瓶中, 混匀, 加
入 25 mL 无水乙醚, 缓慢振摇, 加入 25 mL 石油醚, 轻轻

振摇, 放置, 待上层溶液澄清, 水相与有机相分层比较明

显时, 打开瓶塞, 将有机层溶液倒入脂肪收集瓶中。向脂

肪抽提瓶中继续加入 5 mL 95%乙醇, 用 25 mL无水乙醚和

25 mL 石油醚进行第 2 次抽提, 步骤同第 1 次。同时用

10 mL 水和 0.5 g 木瓜蛋白酶代替试样进行空白实验。 
1.3.3  结果计算 

将有机层溶液于脂肪收集瓶中, 沸水浴上蒸干溶剂

后, 放入 105 ℃烘箱中干燥 1.5 h, 取出后置于干燥器内冷

却 0.5 h 后称重, 重复以上操作至恒重, 两次称量差不超过

2 mg, 恒重后脂肪收集瓶和抽提物的质量选择最小一次的

称量结果。脂肪含量计算方法见公式(1):  

 

( ) ( )1 2 3 4 100
m m m m

m
− − −

= ×X
 

 (1) 
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式中: X 为试样中脂肪的含量, g/100 g; m1 为恒重后脂肪收

集瓶和脂肪的质量, g; m2 为脂肪收集瓶的质量, g; m3 为空

白实验中, 恒重后脂肪收集瓶和抽提物的质量, g; m4 为空

白实验中脂肪收集瓶的质量, g; m 为样品的质量, g; 100 为

换算系数。 

1.4  数据处理 

所有实验重复测定 3 次, 数据采用 Microsoft Excel 
2016 进行分析; 采用 OriginPro 2017 软件进行绘制图表。 

2  结果与分析 

2.1  样品称取质量的确定 

称取不同质量的风味发酵乳样品, 加入木瓜蛋白酶

进行预处理, 然后进行水解, 测定脂肪含量结果列于表 1。
从表 1 中可以看出, 随着称样量的增大, 脂肪含量平均值

测定结果逐渐变小。这是由于随着称样量的增大, 酶与底

物比例偏小, 其次, 在水解过程中, 间歇性振摇会导致部

分水解物吸附在脂肪提取瓶壁上, 导致水解、提取不完全, 
脂肪含量测定值偏低。当称样量过小时, 不仅增加了称量

相对偏差, 还会导致取样不均匀, 综合考虑, 选取称样量

为 5 g。 
 

表 1  不同称样量下的脂肪含量测定值 
Table 1  Fat content measurement values corresponding to 

different sample weights 

称样量/g 脂肪含量/(g/100 g) 平均值/(g/100 g) 

1 3.30, 3.32, 3.34 3.32 

3 3.29, 3.30, 3.31 3.30 

5 3.30, 3.31, 3.30 3.30 

7 3.23, 3.18, 3.21 3.21 

10 3.11, 3.05, 3.07 3.08 

 
2.2  木瓜蛋白酶添加量的确定 

分别使用不同添加量的木瓜蛋白酶, 对风味发酵乳

样品按照 1.3 方法处理, 脂肪含量测定结果见图 1a。由图

1a 可知, 随着木瓜蛋白酶添加量的提高, 样品脂肪含量测

定值随之升高, 最后趋向于稳定, 这可能是随着木瓜蛋白

酶添加量的增加, 木瓜蛋白酶与酪蛋白接触面积增加, 提
高了酪蛋白的水解效率, 当木瓜蛋白酶的添加量大于 0.5 g
时, 脂肪含量测定值变小了, 可能是由于酶量超过酪蛋白

的承载能力, 多余的酶无法结合底物, 导致单位酶活性下

降。因此选取木瓜蛋白酶添加量为 0.5 g。 

2.3  加热时间的确定 

在酶添加量为 0.5 g 时, 分别加热 5、10、15、20、25、

30 min, 图 1b 考查了加热时间对脂肪测定结果的影响, 从
图 1b 中可以看出, 加热 5~20 min 时, 脂肪含量测定值逐

渐变大 , 这可能是由于随着加热时间的增加 , 木瓜蛋白

酶水解酪蛋白的量变大, 脂肪提取率变高。当加热时间超

过 20 min 时, 木瓜蛋白酶的活性降低, 水解酪蛋白能力变

小, 由此得出最佳加热时间为 20 min。 

2.4  加热温度的确定 

由于木瓜蛋白酶的水解活性受温度影响较大, 图 1c
考查了加热温度对脂肪含量测定值的影响, 从图 1c中可以

看出, 当加热温度为 60~65 ℃时, 脂肪含量测定值基本不

变, 这与以往研究[23–24]基本一致, 考虑到酶水解效率, 参
照 GB 5009.6—2016 第三法中使用水解温度为 65 ℃, 故选

取加热温度为 65 ℃。 

2.5  混合醚比例的确定 

脂肪水解物提取过程中, 使用乙醚提取时, 提取效率

高, 但容易导致提取过程中出现乳化现象, 有机相与水相

分层不明显, 很难直接提取乙醚提取物。石油醚可降低乙

醚的极性, 使乙醚与水不混溶, 页面分层明显, 因此需要

对无水乙醚和石油醚的使用体积进行优化[25–28]。 
如图 1d 所示, 当乙醚:石油醚的体积比例为 25:25 (V:V)

时, 脂肪含量测定值最高, 该比例提取溶剂能有效提取脂

肪。因此最终确定混合醚比例为 25:25 (V:V)。 

2.6  提取次数的确定 

按照 1.3 方法对同一样品酶水解物分别提取 1~5 次, 
其脂肪含量测定值见图 1e。结果表明, 当提取 2 次以上

时, 样品中脂肪含量测定值保持稳定, 表明 2 次提取后, 
脂肪基本被提出, 这主要是由于实验称取样品量少和单

次提取溶剂体积比 GB 5009.6—2016 第三法多, 在保证

实验结果准确前提下 , 尽量节省时间 , 最终选择提取次

数为 2 次。 

2.7  精密度实验 

按照所建立的脂肪测定方法平行测定 12 次, 计算其

平均值和相对标准偏差, 测定结果列于表 2。由表 2 可知, 
本方法测定结果的相对标准偏差为 0.40%, 小于 5.0%, 满足

GB 5009.295—2023《食品安全国家标准 化学分析方法验证

通则》对重复性相对标准偏差的要求。王瑜等[29]研究过发

酵乳脂肪测定的扩展不确定度为 0.2 g/100 g。本方法的最

大偏差为 0.05 g/100 g, 与杨爱君等[30]、孙婷婷等[31]研究

基本一致, 均满足 GB 5009.6—2016 第三法中两次独立测

定结果之差不大于 0.1 g/100 g 的精密度要求, 从表 2 可以

看出 GB 5009.6— 2016 第三法脂肪检测结果分散, 最大偏

差为 0.30 g/ 100 g, 脂肪测定平均值也小于本方法, 相对

标准偏差大于本方法, 表明本方法精密度良好。 
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图 1  木瓜蛋白酶添加量对脂肪含量测定结果的影响 
Fig.1  Effects of amounts of papain added on the determination results of fat content 

 
 

表 2  精密度试验脂肪含量测定结果 
Table 2  Precision test results of fat content determination 

本方法 GB 5009.6—2016 第三法 

脂肪含量/(g/100 g) 平均值/(g/100 g) 相对标准偏差/% 脂肪含量/(g/100 g) 平均值/(g/100 g) 相对标准偏差/%

3.30, 3.32, 3.34 

3.31 0.40 

2.81, 2.95, 2.75 

2.79 2.90 
3.30, 3.31, 3.30 2.85, 2.76, 2.65 

3.30, 3.32, 3.31 
3.29, 3.30, 3.31 

2.75, 2.86, 2.77 
2.85, 2.79, 2.69 
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2.8  实际样品检测 

采购市售风味发酵乳样品, 按照本方法进行脂肪含

量的检测, 如表 3 所示, 结果表明以上各种样品脂肪含量

均符合 GB 19302—2010《食品安全国家标准 发酵乳》要

求, 且和标签明示值一致。 
 

表 3  市售样品脂肪含量测定值(g/100 g) 
Table 3  Fat content determination values of 

commercial samples (g/100 g) 

样品编号 脂肪含量 平均值 标签值 

1 3.30, 3.32, 3.31 3.31 3.3 

2 3.59, 3.60, 3.58 3.59 3.6 

3 3.95, 4.00, 3.90 3.95 4.0 

4 3.43, 3.38, 3.41 3.41 3.4 

5 2.91, 2.88, 2.90 2.90 2.9 

 
3  结  论 

本研究通过优化条件建立了含增稠剂风味发酵乳中

脂肪含量检测方法, 其优化后的前处理方法为样品中加入

0.5 g 木瓜蛋白酶, 65 ℃水解 20 min, 采用等比例乙醚/石油

醚混合液提取酶水解物 2 次。经过验证, 本方法测定结果

的相对标准偏差为 0.40%, 最大偏差为 0.05 g/100 g, 重复

性相对偏差符合 GB 5009.295—2023 的要求, 通过对市售

样品的检测, 满足实际应用需求, 弥补了相关检测方法的

不足, 为相应标准的修订提供了技术支持。 
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