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前   言 

本文件按照 GB/T 1.1—2020《标准化工作导则第 1 部分：标准化文件的结构和起草规则》的规定起

草。 

请注意本文件的某些内容可能涉及专利。本文件的发布机构不承担识别专利的责任。 

本文件由浙江省食品学会提出并归口。 

本文件起草单位：浙江工商大学、金华银河生物科技有限公司、杭州新希望双峰乳业有限公司、杭

州核力欣健生物医药（集团）股份有限公司。 

本文件主要起草人：顾青、韩佳润、包维臣、赵广生、张文杰 
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乳酸菌全细胞催化生产 γ-氨基丁酸的方法与鉴定技术 

1 范围 

本文件规定了利用乳酸菌全细胞催化法生产 γ-氨基丁酸的术语和定义、试剂与耗材、测定步骤、技

术要求、试验方法、产品检验规则、包装、标签和标志、贮存和运输和销售的要求。 

本文件适用于以乳酸菌全细胞为催化剂，以谷氨酸或富含谷氨酸的物质为底物，生产 γ-氨基丁酸的

工艺研究、过程控制与产品质量鉴定。 

2 规范性引用文件 

下列文件中的内容通过文中的规范性引用而构成本文件必不可少的条款。其中，注日期的引用文件，

仅该日期对应的版本适用于本文件；不注日期的引用文件，其最新版本（包括所有的修改单）适用于本

文件。 

GB/T 32198 红外光谱定量分析技术通则 

GB/T 191 包装储运图示标志 

GB/T 601 化学试剂 标准滴定溶液的制备 

GB/T 602 化学试剂 杂质测定用标准溶液的制备 

GB/T 603 化学试剂 试验方法中所用制剂及制品的制备 

GB 1886.75 食品安全国家标准食品添加剂-半胱氨酸盐酸盐 

GB 4789.2 食品安全国家标准食品微生物学检验 菌落总数测定 

GB 4789.4 食品安全国家标准食品微生物学检验 沙门氏菌检验 

GB 4789.10 食品微生物学检验 金黄色葡萄球菌检验食品安全国家标准 

GB 4789.15 食品安全国家标准 食品微生物学检验霉菌和酵母计数 

GB 5009.3 食品安全国家标准 食品中水分的测定 

GB 5009.4 食品安全国家标准 食品中灰分的测定 

GB 5009.12 食品安全国家标准 食品中铅的测定 

GB 5009.11 食品安全国家标准 食品中总砷及无机砷的测定 

GB/T6682 分析实验室用水规格和试验方法 

GB 7718 食品安全国家标准预包装食品标签通则 

GB/T9724 化学试剂 pH值测定通则 

GB 28306 食品安全国家标准食品添加剂-精氨酸 

3 术语和定义 

下列术语和定义适用于本文件。 

3.1 乳酸菌  lactic acid bacteria (LAB) 

是能利用可发酵碳水化合物产生大量乳酸的一类无芽孢、革兰氏染色阳性细菌的总称，其包含多种

属，具体包括乳杆菌属、乳球菌属、链球菌属、片球菌属、明串珠菌属以及双歧杆菌属等。 

https://baike.baidu.com/item/%E4%B9%B3%E6%9D%86%E8%8F%8C/4420043?fromModule=lemma_inlink
https://baike.baidu.com/item/%E9%93%BE%E7%90%83%E8%8F%8C/7756091?fromModule=lemma_inlink
https://baike.baidu.com/item/%E7%89%87%E7%90%83%E8%8F%8C/54939768?fromModule=lemma_inlink
https://baike.baidu.com/item/%E6%98%8E%E4%B8%B2%E7%8F%A0%E8%8F%8C/5726931?fromModule=lemma_inlink
https://baike.baidu.com/item/%E5%8F%8C%E6%AD%A7%E6%9D%86%E8%8F%8C/1340121?fromModule=lemma_inlink
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3.2 γ-氨基丁酸 gamma aminobutyric acid (GABA) 

是一种非蛋白质氨基酸，化学名称为4-氨基丁酸，分子式C₄H₉NO₂，相对分子质量103.12，结构式

如图1所示。 

 

图1 GABA结构式 

3.3 乳酸菌全细胞催化剂 

以活体或非活体乳酸菌细胞作为生物催化剂，用于催化底物转化为γ-氨基丁酸（GABA）的制剂。 

4 材料、仪器和试剂 

4.1 菌株材料 

分离、保存并鉴定的乳酸菌菌株 

4.2 仪器 

高压蒸汽灭菌锅、高速冷冻离心机、高效液相色谱仪、涡旋震荡器、旋转蒸发仪、核磁共振仪、傅

里叶变换红外光谱仪。 

4.3 试剂与耗材 

4.3.1 试剂 

MRS固体及液体培养基、GM17固体及液体培养基、碳酸氢钠、2，4-二硝基氟苯、柠檬酸钠、磷

酸吡哆醛（5’-PLP）、曲拉通X-100、盐酸、乙酸-乙酸钠缓冲溶液、2，4-二硝基氟苯、脱色活性炭、

GABA标准品（99%）、L-谷氨酸标准品（99%）、乙腈（色谱级）、甲醇（色谱级）、磷酸（色谱级）、

0.22 μm滤膜、滤纸。  

4.3.2 耗材 

Sunfire® C18色谱柱  

5 测定步骤 

5.1 乳酸菌细胞催化剂的制备 

MRS或GM17固体培养基活化乳酸菌，将活化后的乳酸菌接种到MRS或GM17种子培养基中培养24 

h，并按照10%的接种量接种到发酵培养基（葡萄糖30 g/L，L-谷氨酸钠30 g/L，精氨酸1 g/L，大豆胨5 g/L，

蛋白胨2.5 g/L，酪蛋白胨2.5 g/L，酵母浸粉2.5 g/L，牛肉浸粉5 g/L，乳糖5 g/L，抗坏血酸钠0.5 g/L，β-

甘油磷酸钠19 g/L，硫酸镁0.25 g/L，pH为5.0）中以扩大培养，当发酵培养液的吸光度大于1时，停止发
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酵，将发酵液在4℃下，6000 rpm离心10 min获得沉淀，并使用生理盐水重悬洗涤菌体三次后，得到乳

酸菌细胞催化剂。 

5.2 乳酸菌菌体转化生产 γ-氨基丁酸 

使用pH为4.2的0.2 M的乙酸-乙酸钠缓冲液重悬乳酸菌菌体，使其浓度为25 g/L，随后添加0.1%的5’-

磷酸吡哆醛、0.1%的曲拉通X-100和7%的L-谷氨酸，并于37℃下150 rpm摇床转化48 h，即可得到γ-氨基

丁酸转化液。 

5.3 转化液中 γ-氨基丁酸纯化 

5.3.1 脱色 

转化结束后离心获得转化液，并将转化液过滤后添加2%的活性炭于75℃下以150 rpm水浴震荡脱色

30 min，得到脱色后的γ-氨基丁酸转化液，脱色率可达到93.31%。 

5.3.2 结晶 

脱色结束后使用滤纸过滤并将其在55℃下旋转蒸发至体积不变，随后添加3-5倍相同温度的无水乙

醇，震荡均匀后在室温下静置，温度恢复到室温后将其转移到4℃的冰箱中静置12 h。 

5.3.3 干燥 

通过滤纸过滤后得到γ-氨基丁酸固体，并在60℃的烘箱中干燥12 h得到γ-氨基丁酸产品。L-谷氨酸

摩尔转化率是97.69%，成品γ-氨基丁酸纯度为99.47%。 

5.4 γ-氨基丁酸产量、纯度及结构鉴定 

5.4.1 高效液相色谱 HPLC 法 

该方法的原理是γ-氨基丁酸没有紫外响应，但γ-氨基丁酸的α-氨基酸可以与2，4-二硝基氟苯生成一

种在紫外370 nm处有较强吸收的稳定黄色衍生物质。将γ-氨基丁酸标准品配成50、100、200、300、400、

500、1000 μg/mL几个不同浓度梯度的标准溶液。分别加入200 μL的0.5 M碳酸氢钠、200 μL γ-氨基丁酸

标准液或样品上清液和200 μL的1%的2，4-二硝基氟苯溶液，震荡均匀，在60 ℃的水浴锅衍生化反应1 h，

结束后等待其冷却至室温后加入1.4 mL 0.12%（v/v）的磷酸溶液，震荡均匀且避光放置，使用0.22 μm

滤膜过滤至棕色进样瓶中进样。 

色谱条件：Sunfire® C18色谱柱（5 μm 4.6×250 mm），紫外检测波长为370 nm，流动相A：0.12%

（v/v）的磷酸溶液，流动相B：纯乙腈，等度洗脱的比例为43:57（v/v），流动相流速为1 mL/min，进

样体积为10 μL，色谱柱温度为35 ℃。  

5.4.2 傅里叶变换红外光谱（FTIR）法 

检测分子中化学键对特定波长红外光的吸收，反映官能团（O-H、N-H 等）的振动特征，通过与标

准谱图对比初步确认其结构组成。将烘干的样品和溴化钾 KBr 按照 1：100 的比例进行混合快速研磨

20~30s，后置于压片模具中进行压片。扫描前先采集空白 KBr 压片的背景光谱，并进行背景扣除；将

压片放入仪器样品光路中，用红外光谱仪在 4000～400cm-1 范围内扫描，分辨率 4cm-1，按照 GB/T 32198

执行。 
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5.4.3 核磁共振 NMR 法 

称量 50 mg 纯化后的 γ-氨基丁酸样品，漩涡震荡充分溶解在 0.6 mL 重水中（99.9%），加到核磁管

中，使用 Bruker Avance 400 核磁共振仪进行一维 1HNMR 测定。 

6 技术要求 

6.1 感官要求 

乳酸菌全细胞催化生产的γ-氨基丁酸感官要求应符合表1的规定。 

表1 感官要求 

项目 要求 

色泽 白色或淡黄色 

气味 具有本品固有的气味、无异味 

形态 结晶、结晶性粉末、颗粒 

杂质 无正常视力可见外来杂质 

6.2 理化要求 

乳酸菌全细胞催化生产的γ-氨基丁酸的理化指标应符合表2中食品加工用的规定。 

表2 理化要求 

项目 指标 

食品加工用 日化用 农用 饲用 

含量（%） 一级≥99 

二级≥98.5 

三级≥20 

98 95 98.5 

pH 6.5-7.5 6.5-7.5 5.0-7.5 6.5-7.5 

溶液透光率（%） 98 98 - - 

干燥减量（%） 1.0 1.0 2.0 1.0 

灰分（%） 0.1 0.5 1.0 0.5 

氯化物（以Cl-计）（%） 0.02 - - 0.02 
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硫酸盐（以SO4
2-计）（%） 0.04 - - - 

铵盐（以NH4
+计）（%） 0.02 - - - 

铁盐（以Fe计）（mg/kg） 30 - - - 

其他杂质（%） 0.05 - - - 

6.3 安全要求 

乳酸菌全细胞催化生产的γ-氨基丁酸的安全指标应符合表3中食品加工用的规定。 

表3 安全要求 

项目 指标 

食品加工用 日化用 饲用 

铅（Pb）（mg/kg） 0.3 2 0.5 

砷（Pb）（mg/kg） 0.2 1 0.5 

菌落总数（CFU/g） 1000 500 1000 

大肠菌群（CFU/g） 10 - 30 

霉菌和酵母（CFU/g） 50 50 50 

致病菌 不应检出 

注：食品加工用及饲用γ-氨基丁酸致病菌包括：金黄色葡萄球菌、沙门氏菌；日化用γ-氨基丁酸致病菌包括：金黄色葡

萄球菌、铜绿假单胞菌、耐热大肠杆菌 

7 试验方法 

7.1 一般规定 

除另有说明，所用试剂均为分析纯试剂；所用标准滴定溶液、杂质测定用标准溶液和其他试剂，应

按照GB/T 601、GB/T 602、GB/T 603的规定制备；试验用水均为GB/T 6682中规定的三级水。 

7.2 感官要求 

称取适量试样，置于清洁、干燥的白瓷盘中，在自然光线下，目视观察其色泽与状态，嗅其气味。 

7.3 pH 

称取试样1.0 g（精确至0.01g），加水10 mL溶解后，按照GB/T 9724的方法测定。 
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7.4 溶液的透光率 

称取试样1.0 g（精确至0.01g），加水溶解后定容至10 mL，摇匀。用1 cm比色皿，以水为空白对照，

在波长430 nm下测定试样溶液的透光率。 

7.5 干燥减量 

按照GB 5009.3中的直接干燥法的方法测定。 

7.6 灰分 

按照GB 5009.4食品中总灰分的方法测定。 

7.7 氯化物 

称取试样0.25g（精确至0.01g），标准氯化钠溶液5.0 mL，按照GB 28306的方法测定。 

7.8 硫酸盐 

称取试样0.5 g（精确至0.01 g），标准硫酸钾溶液2.0 mL，按照GB 1886.75的方法测定。 

7.9 铵盐 

按照GB 1886.75的方法测定。 

7.10 铁盐 

称取试样0.5 g（精确至0.01 g），标准铁溶液1.5 mL，按照GB 1886.75的方法测定。 

7.11 其他杂质 

扣除空白组色谱图的杂峰，其他杂峰面积与主峰面积比较应低于0.05%。 

7.12 铅、砷、菌落总数测定 

铅含量按照GB 5009.12的方法测定。 

砷含量按照GB 5009.11的方法测定。 

菌落总数按照GB 4789.2的方法测定。 

7.13 霉菌和酵母 

按照GB 4789.15的方法测定。 

7.14 致病菌 

金黄色葡萄球菌按照GB 4789.10的方法测定。 

沙门氏菌按照GB 4789.4的方法测定。 

8 检验规则 

8.1 组批 
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同菌种原料、同配方、同工艺生产的，符合质量要求的，且具有同样质量检验报告单的产品为一批。 

8.2 抽样 

均匀试样的抽取应随机抽样，使用清洁、干燥的取样工具，等量取样，一般取样量为全检量的3倍。 

8.3 出厂检验 

8.3.1 每批产品应经企业质检部门检验合格并附合格证后，方可出厂。 

8.3.2 出厂检验项目为：感官要求、含量、pH、干燥减量、灰分、氯化物。 

出厂检验项目全部符合本文件要求时，判定该批产品为合格或优级；检验结果不符合本文件要求时， 

可在抽样批次中加倍抽样复检，复检结果符合本文件要求时，判定该批产品为合格，如复检结果仍有一

项不合格，则判定该批产品为不合格。 

8.4 型式检验 

8.4.1 正常生产时应每 6 个月进行一次型式检验。此外有下列情况之一时，亦应进行型式检验： 

a) 前后两次抽样检验结果差异较大时； 

b) 因人为或自然因素使生产技术和生产环境发生较大变化时； 

c) 国家有关主管部门提出进行型式检验要求时。 

8.4.2 项目  

型式检验项目包括本文件6.1-6.3规定的项目。 

8.4.3 判定 

型式检验项目全部符合本文件要求时，判定该批产品为合格或优级；检验结果不符合本文件要求时，

可在抽样批次中加倍抽样复检（微生物指标不合格时不得复检），复检结果符合本文件要求时，判定该

批产品为合格，如复检结果仍有一项不合格，则判定该批产品为不合格。 

9 包装、标签和标志 

9.1 包装 

包装材料应符合相应的国家标准或行业标准的规定。包装物和容器应整洁、卫生、无破损。 

9.2 标签和标志 

9.2.1 标签应符合 GB 7718 的规定，同时还应注明产品等级。 

9.2.2 包装运输标志应符合 GB/T 191 的规定。 

10 运输和贮存 

10.1 运输 

10.1.1 运输工具及车辆应符合卫生要求，不得与有毒、有污染的物品混装、混运。 

10.1.2 运输过程中应防止曝晒、雨淋。 

10.1.3 装卸时应轻搬、轻放，不得重压和挤压。 
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10.2 贮存 

10.2.1 贮存场所应清洁、通风、干燥，并有防尘、防蝇、防虫、防鼠等设施，不得与有毒、有害物品

混放。 

10.2.2 应分类、分架存放，应离墙离地存放，堆放高度应以提取方便为宜。 

11 销售 

销售应符合 GB 31621 的规定。 

 

_________________________________ 


