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　　摘要：以鲜牛奶和灰树花菌丝体发酵菌液为原料，用保加利亚乳杆菌和嗜热链球菌为发酵剂，采用Ｌ９（３
４）正交试

验设计进行乳酸菌发酵试验，结果表明，鲜牛乳与灰树花菌丝体发酵液配比为７５∶２５、蔗糖８％、发酵液接种量４％，在
４２℃条件下发酵４ｈ，获得的凝固型灰树花酸奶品质优良，具有菇味清香、酸甜适口、凝乳均匀、色泽淡黄等特点，产品
符合国家相关标准；该酸奶生产工艺简单，方法可靠。
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　　灰树花（Ｐｏｌｙｐｏｒｕｓｆｒｏｎｄｏｓｕｓ）又叫贝叶多孔菌、莲花菌、舞
茸，是一种珍稀名贵的药食两用大型真菌，隶属真菌门担子菌

亚门层菌纲非褶菌目多孔菌科多孔菌属（Ｐｏｌｙｐｏｒｕｓ）［１］。自
２０世纪８０年代以来，人们逐步认识到灰树花的食用和药用
价值。药理试验表明，灰树花有提高机体产生干扰素抑制病

毒生长，抑制感冒病毒、单纯疱疹病毒和各类肝炎病毒的复制

和繁殖，有抗高血压、降血糖和血脂、抑制肿瘤的作用［２－３］。

灰树花多糖ＰＧＦ－１体外对·ＯＨ有较强的抑制作用，对 ＣＣｌ４
引起的急性肝损伤有一定的保护作用［４－５］。灰树花多糖是一

种理想的生物反应调节剂，可以促进产生更多的Ｔ淋巴细胞，
促进Ｂ细胞有丝分裂，提高 ＮＫ细胞活性，增加巨噬细胞的
Ｃ３补体释放量，从而显著提高机体免疫功能［６］。张彦等研究

表明，灰树花深层发酵菌丝体与其子实体的营养组成相近，可

用灰树花深层发酵菌丝体作为营养原料开发利用［７］。酸奶是

以牛奶为主要原料，加入甜味剂经乳酸菌发酵而成，香气宜人，

含有大量被誉为“生命菌”的乳酸菌及代谢产物，可以改善人

体微生态平衡、优化肠道菌群、调整肠道功能、提高人体免疫

力、促进人体对矿物质的吸收等，是一种集营养与保健为一体

的功能性食品［８］。随着生活水平的不断提高，人们对凝固型酸

牛奶［９］提出了更高的要求，风味型酸奶、混合型酸奶［１０－１１］受到

人们的青睐，市场前景看好。本研究利用液体发酵方法生产灰

树花菌丝体及其代谢产物，运用Ｌ９（３
４）正交试验设计，进行灰

树花风味酸奶的研制开发，以充分发挥灰树花和酸奶的食用、

保健功能，为工业化生产提供理论依据和技术参考。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　供试菌种　灰树花一级菌种、保加利亚乳酸杆菌

（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓｂａｖａｒｉｃｕｓ）和嗜热链球菌（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓｔｈｅｒ
ｍｏｐｈｉｌｕｓ），均由黔南民族师范学院微生物实验室提供。
１．１．２　供试原料　都匀市文峰奶牛场鲜牛奶、蔗糖、玉米粉、
菜籽饼粉、酵母膏等，市购。

１．１．３　灰树花菌丝体发酵培养基　液体种子培养基：ＰＤＡ
培养基去琼脂，加入 ０．２％酵母膏；发酵培养基［１２］：玉米粉

４％、豆饼粉０．２％，ｐＨ值为７。
１．１．４　食品安全快速检测卡　蛋白质检测管、三聚氰胺检测
卡、黄曲霉 Ｂ１检测卡、金色葡萄球菌检测卡、大肠杆菌检测
卡、沙门氏菌检测卡、蜡样芽孢杆菌检测卡、阪崎肠杆菌检测

卡、副溶血弧菌检测卡，均为广州绿洲生化科技股份有

限公司产品。

１．２　方法
１．２．１　发酵剂制备　将鲜牛奶分装于２０ｍｍ×２００ｍｍ试管
和２５０ｍＬ三角瓶中，试管 １０ｍＬ／支、三角瓶 ２５０ｍＬ／瓶；
１１５℃、０．０５ＭＰａ灭菌１５ｍｉｎ，冷却后，在无菌条件下将保加
利亚乳酸杆菌与嗜热链球菌分别接入鲜牛奶试管中，置于

４２℃ 恒温条件培养３～４ｈ，牛奶凝结得发酵剂一级种；将保
加利亚乳酸杆菌与嗜热链球菌一级种按体积比１∶１接入装
有灭菌鲜牛奶的三角瓶中，充分混匀，置于４２℃恒温箱培养
３ｈ至牛奶凝结，得活菌数＞１０６个／ｍＬ的发酵剂，４℃冰箱冷
藏备用。

１．２．２　灰树花菌丝体发酵菌液制备
１．２．２．１　灰树花菌丝体液体发酵种子制备　用２５０ｍＬ三角
瓶作为发酵容器，每瓶装液体种子培养基１００ｍＬ，常规灭菌
后，无菌条件下接入活化的灰树花菌种 ２～３块，每块大约
０５ｃｍ２，置于１５０ｒ／ｍｉｎ、２５℃的恒温振荡器上培养５ｄ，即获
得液体菌种。

１．２．２．２　灰树花菌丝体发酵液制备　用５００ｍＬ三角瓶作为
发酵容器，每瓶装发酵培养基２００ｍＬ，常规高压蒸汽灭菌冷
却后，接入液体菌种，置于２５℃恒温摇床发酵６ｄ，得灰树花
菌丝发酵液；将发酵液用打浆机充分匀浆，煮沸１ｍｉｎ灭活，
则为灰树花菌丝体发酵菌液，４℃冰箱冷藏备用。
１．２．３　灰树花酸乳发酵条件单因子试验
１．２．３．１　原料配比试验　将纯牛奶与灰树花菌丝体发酵匀
浆液分别按８０∶２０、７５∶２５、７０∶３０、６５∶３５、６０∶４０配比，每
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处理加入５％发酵剂、８％蔗糖充分混合，用１００ｍＬ厌氧瓶作
发酵容器，每瓶装原料混合液１００ｍＬ，重复３次；用胶塞封瓶
口，置４２℃恒温箱中发酵３ｈ，观察评价其感官指标，检测乳
酸菌数量和酸度。

１．２．３．２　发酵时间试验　以纯牛奶与灰树花菌丝体发酵匀
浆液最佳配比，加入５％发酵剂、８％蔗糖充分混合，置４２℃
恒温箱中分别发酵２．０、２．５、３．０、３．５、４．０ｈ，观察评价其感官
指标，检测乳酸菌数量和酸度。重复３次。
１．２．３．３　发酵剂加入量试验　以纯牛奶与灰树花菌丝体发
酵匀浆液最佳配比，分别加入３％、４％、５％、６％、７％的发酵
剂和８％蔗糖充分混合，置４２℃恒温箱中发酵３ｈ，观察评价
其感官指标，检测乳酸菌数量和酸度。重复３次。
１．２．３．４　加糖量试验　以纯牛奶与灰树花菌丝体发酵匀浆
液最佳配比，加入５％发酵剂同时，分别加入６％、７％、８％、
９％、１０％蔗糖充分混合，置４２℃恒温箱中发酵３ｈ，观察评价
其感官指标，检测乳酸菌数量和酸度。重复３次。
１．２．４　灰树花酸奶发酵条件优化试验　采用 Ｌ９（３

４）正交

表［１３］对灰树花酸奶发酵条件进行优化组合（表１），观察评价
正交试验产品的感官指标，检测乳酸菌数量和酸度；对优化结

果进行拟合试验，对产品检测理化指标和微生物学指标，并对

照国家标准评价产品质量。

表１　灰树花酸奶正交试验因子与水平设计

水平

因子

Ａ：鲜奶 ∶发
酵菌液

Ｂ：发酵剂
接种量（％）

Ｃ：蔗糖
（％）

Ｄ：发酵时间
（ｈ）

１ ８０∶２０ ４ ７ ２．５
２ ７５∶２５ ５ ８ ３．０
３ ７０∶３０ ６ ９ ４．０

１．２．５　灰树花酸奶品质检验及评价　参照 ＧＢ１９３０２
!

２０１０《发酵乳》［１４］进行评价。
１．２．５．１　灰树花酸奶感官质量检验及评价　在自然光下观
察试样色泽和组织状态，打开样品盖闻其气味，用温开水漱

口，品尝滋味，采用１００分制加权平均法对产品的色泽（权重
为０．３）、滋味气味（权重为０．４）、组织状态（权重为０．３）进
行综合评价。

１．２．５．２　灰树花酸奶理化指标检测及评价　按广州绿洲生
化科技股份有限公司出品的测试说明检测试样蛋白质；采用

广州绿洲生化科技股份有限公司出品的测试卡检测三聚氰

胺；吉尔涅尔度（°Ｔ）法检测酸度，测定方法为：取１０ｍＬ酸牛
乳，用２０ｍＬ蒸馏水稀释，加入０．５％酚酞指示剂０．５ｍＬ，以
０．１ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ溶液滴定，所消耗ＮａＯＨ体积（ｍＬ）乘以１０，
即为酸奶样品的酸度数（°Ｔ）。
１．２．５．３灰树花酸奶微生物学指标检测及评价　除乳酸菌采
用平板计数法［１５］检测外，其他微生物指标使用广州绿洲生化

科技股份有限公司出品的测试卡检测。

２　结果与分析

２．１　灰树花酸奶发酵单因子试验结果
由表２可见，鲜牛奶与灰树花发酵菌液配比在７５∶２５～

７０∶３０时发酵的酸奶色泽、组织状态、气味和滋味等感官指
标评分相对较高；发酵时间在３．５～４．０ｈ，灰树花酸乳凝固最
好，无分层现象，感官质量综合评分相对较高；发酵剂接种量

为４％～５％时，灰树花酸乳发酵凝固最好，酸乳香味浓，味道
好，无分层现象发生，感官质量评分相对最高；当加糖量为

７％～８％时，适合于多数人的口味，灰树花酸乳感官质量综合
评分相对较高。

表２　灰树花酸奶发酵条件单因子试验结果及质量评价

因素 处理
感官指标

色泽 组织状态 气味滋味 综合评分

乳酸菌

（ＣＦＵ／ｍＬ）
酸度

（°Ｔ）
质量综

合评价

鲜牛奶 ∶灰树花菌液 ８０∶２０ ９３．６７±１．５３ ９４．３３±１．５３ ８３．６７±１．５３ ８９．８７ １．２×１０６ ８０ 良

７５∶２５ ９７．６７±０．５８ ９５．３３±２．０８ ９１．３３±１．５３ ９４．４３ ６．３×１０６ ８０ 优

７０∶３０ ９４．００±１．００ ９１．６７±１．５３ ９０．００±１．００ ９１．７０ ５．６×１０６ ７９ 优

６５∶３５ ８３．６７±１．５３ ８１．６７±１．５３ ８０．３３±１．５３ ８１．７３ ２．５×１０５ ７６ 差

６０∶４０ ７７．６７±２．５２ ７２．６７±３．０６ ７６．３３±１．５３ ７５．６３ ２．４×１０４ ６４ 差

发酵时间 ２．０ｈ ９２．００±１．００ ６３．３３±２．０８ ６６．００±２．６５ ７３．００ ３．２×１０４ ５３ 差

２．５ｈ ９２．００±１．７３ ７１．７０±１．５３ ７６．６７±２．０８ ７９．７８ ４．１×１０４ ６７ 差

３．０ｈ ９２．７０±２．０８ ８８．００±２．００ ８８．６７±１．５３ ８９．６８ ６．６×１０６ ７０ 良

３．５ｈ ９４．００±２．００ ９３．３３±１．５３ ９２．３３±２．５２ ９３．１３ ６．７×１０６ ７８ 优

４．０ｈ ９１．７０±３．７９ ８８．３３±２．５２ ９０．６７±２．０８ ９０．２８ ７．４×１０６ ８２ 优

接种量 ３％ ９３．３３±２．０８ ８５．３３±４．０４ ８４．００±３．００ ８７．２０ １．２×１０５ ６８ 差

４％ ９２．３３±１．３４ ８７．３３±４．５１ ９２．００±２．００ ９０．７０ ６．３×１０６ ７８ 优

５％ ９５．３３±１．５３ ８８．６７±４．０４ ９２．６７±３．７９ ９２．２７ ８．６×１０６ ７１ 优

６％ ９２．３３±２．３１ ８５．６７±４．６２ ８３．６７±２．５２ ８６．８７ ６．５×１０６ ７６ 良

７％ ９０．００±３．６１ ８３．００±２．００ ８４．３３±２．５２ ８５．６３ ８．４×１０６ ７８ 良

加糖量 ６％ ９１．６７±２．０８ ８５．００±４．００ ８４．６７±２．０８ ８６．８７ ５．１×１０６ ７５ 良

７％ ９３．００±２．６５ ９２．３３±１．５３ ９１．００±２．００ ９２．００ ６．４×１０６ ７６ 优

８％ ９４．００±２．６５ ９３．３３±１．５３ ９１．６７±２．０８ ９２．８７ ５．９×１０６ ７７ 优

９％ ９１．３３±１．５３ ９１．３３±２．０８ ８５．３３±１．５３ ８８．９３ ５．３×１０６ ７６ 良

１０％ ８９．００±４．００ ８９．００±２．６５ ８５．３３±３．２１ ８７．５３ ５．６×１０６ ７６ 良

　　注：感官指标综合评分９０分以上、乳酸菌和酸度指标符合ＧＢ１９３０２
!

２０１０《发酵乳》质量标准，综合评价为优；感官指标综合评分８０～９０
分、乳酸菌和酸度指标符合质量标准，综合评价为良；感官指标综合评分８０分以下、乳酸菌或酸度指标不符合质量标准，综合评价为差。下同。
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２．２　灰树花酸乳发酵正交试验结果
由表 ３可见，灰树花酸乳发酵条件最佳组合为

Ａ２Ｂ１Ｃ２Ｄ３，即鲜牛奶与灰树花菌丝体发酵液配比为７２∶２５、
接种量为４％、加糖量为８％，４２℃条件下发酵时间４ｈ；影响

灰树花酸乳品质的发酵条件大小依次为 Ｄ＞Ａ＞Ｃ＞Ｂ，发酵
时间是影响灰树花酸奶的主导因子。对发酵条件优化结果进

行拟合试验，结果（表４）表明，产品感官指标、理化指标和微
生物学指标检测结果均符合国家风味酸奶标准。

表３　灰树花酸乳发酵条件Ｌ９（３４）试验结果及品质评价

处理 Ａ Ｂ Ｃ Ｄ
酸奶感官

色泽 组织状态 气味滋味 综合评分

乳酸菌

（ＣＦＵ／ｍＬ）
酸度

（°Ｔ）
质量综

合评价

１ １ １ １ １ ９２．００ ８２．００ ８５．００ ８６．３３ ５．２×１０６ ７２．５０ 良

２ １ ２ ２ ２ ８９．００ ８７．００ ８０．００ ８５．３３ ４．３×１０５ ６７．００ 差

３ １ ３ ３ ３ ９０．００ ９０．００ ８８．００ ８９．３３ ３．６×１０５ ６５．００ 差

４ ２ １ ２ ３ ９３．００ ９０．００ ９０．００ ９０．６７ ６．５×１０７ ８１．００ 优

５ ２ ２ ３ １ ９１．００ ８４．００ ９０．００ ８８．３３ １．４×１０４ ７５．００ 良

６ ２ ３ １ ２ ８７．００ ８７．００ ８３．００ ８５．６７ ２．２×１０４ ７７．００ 良

７ ３ １ ３ ２ ８９．００ ８０．００ ８５．００ ８４．６７ ８．１×１０５ ６４．００ 差

８ ３ ２ １ ３ ９０．００ ８３．００ ８５．００ ８６．００ ２．６×１０５ ６２．００ 差

９ ３ ３ ２ １ ８５．００ ８４．００ ８６．００ ８５．００ １．７×１０５ ６８．００ 差

Ｋ１ ２６０．９９ ２６１．６７ ２５８．００ ２５９．６６
Ｋ２ ２６４．６７ ２５９．６６ ２６１．００ ２５５．６７
Ｋ３ ２５５．６７ ２６０．００ ２６２．３３ ２６６．００
ｋ１ ８７．００ ８７．２２ ８６．００ ８６．５５
ｋ２ ８８．２２ ８６．５５ ８６．３３ ８５．２２
ｋ３ ８５．２２ ８６．６７ ８７．４４ ８８．６７
Ｒ ３．００ ０．６７ １．４４ ３．４５

表４　灰树花酸乳拟合试验产品的感官、理化、微生物学指标检测结果及质量评价

检测指标 检测项目 国家标准 检测结果 结论

感官指标 色泽；滋味、气味；组织状态 色泽均匀一致的乳白色；具有灰树花特有的滋味

气味；组织细腻、均匀，允许有少量乳清析出

符合国家标准 合格

理化指标 蛋白质（％） ≥２．３ ２．９ 合格

黄曲霉Ｂ１ 阴性 阴性 合格

三聚氰胺 阴性 阴性 合格

酸度［吉尔涅尔度（°Ｔ）］ ≥７０ ７０．２８ 合格

微生物学指标 乳酸菌（ＣＦＵ／ｍＬ） ≥１×１０６ ２．６７×１０７ 合格

酵母菌（ＣＦＵ／ｍＬ） ≤１００ ３０ 合格

霉菌（ＣＦＵ／ｍＬ） ≤３０ 无 合格

大肠菌群（ＭＰＮ／１００ｍＬ） ≤９０ 未检出 合格

金色葡萄球菌 不得检出 未检出 合格

沙门氏菌 不得检出 未检出 合格

蜡样芽孢杆菌 不得检出 未检出 合格

阪崎肠杆菌 不得检出 未检出 合格

副溶血弧菌 不得检出 未检出 合格

３　结论

以鲜牛奶和灰树花菌丝体发酵菌液为原料，鲜牛奶与灰

树花菌丝体发酵菌液比例为７５∶２５，用１∶１的保加利亚乳杆
菌和嗜热链球菌为发酵剂，接种量４％，调味剂蔗糖加入量为
８％，在４２℃条件发酵４ｈ，研制的灰树花发酵酸奶具有菇味
清香、酸甜适口、凝乳均匀、色泽淡黄的特点，产品符合国家相

关标准。
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　　摘要：通过单因子试验与正交试验，对酿酒葡萄皮渣花色苷乙醇溶液提取工艺条件进行了研究，确定最优工艺条
件为：料液比１ｇ∶３０ｍＬ，提取溶剂的乙醇浓度和ｐＨ值分别为６０％、１．０，提取温度和时间分别为８０℃、８０ｍｉｎ，花色
苷提取率为０．１６８４％，产品得率为２．５７％，产品花色苷含量为６．５５％。产品呈紫褐色，易溶于ｐＨ值为１．０的６０％乙
醇溶液，溶于该溶液后呈紫红色，色泽鲜艳，可进一步分离纯化得到纯度更高的产品，开发为食品着色剂和抗氧化剂。
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　　花色苷由花色素和糖基以糖苷键结合而成，属于黄酮类
化合物，在食品、水果、蔬菜中广泛存在，随着ｐＨ值的变化能
呈现红、紫红、黄至蓝等不同颜色，可满足人们对食物色泽的

多种需要［１］。现代科学研究表明，花色苷能够较好地清除自

由基，抑制低密度脂蛋白氧化，具有抗氧化、抗癌、抗动脉硬

化、抗衰老、增强免疫力及心血管保护作用，可预防冠心病、高

血脂、动脉粥样硬化、胃黏膜损伤、白内障等疾病［２－７］。由于

合成抗氧化剂常常对身体健康有害，消费者对来自天然产物

的抗氧化剂的需求量日益增大［８］。花色苷既具有良好的着

色性能，又具有良好的抗氧化性与生理功能，在食品领域的应

用具有很好的前景。据报道，我国２００７年酿酒葡萄年产量超
过２００万ｔ，产酒约６６．５万ｔ，其中约有７０％的为红葡萄酒，酿
酒葡萄出渣率约为 １０％，其 中 ３３％ 为葡萄皮，约有
６．９万ｔ／年葡萄皮被丢弃［９］。葡萄皮含有丰富的花色苷，且

种类丰富［１０－１１］，葡萄皮色素可广泛应用于果酱、酸性饮料、果

酒中，具有营养价值高、安全无毒副作用等优点［７］，从中提取

花色苷具有较好的开发前景。笔者采用单因子与正交试验开

展了酿酒葡萄皮渣花色苷提取工艺研究，对进一步综合利用

酿酒葡萄皮渣进行了讨论。

１　材料与方法

１．１　材料、试剂与仪器

酿酒葡萄皮渣由河北昌黎凤凰酒庄提供；氢氧化钠、乙

醇、盐酸、柠檬酸、柠檬酸钠均为分析纯。ＲＥ－５２Ａ型旋转蒸
发器（上海亚荣生化仪器厂）、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）、ｐＨＳ－３Ｃ酸度计（上海
理达仪器厂）、Ｔ－２１４电子分析天平（北京赛多利斯科学仪器
有限公司）、ＤＨＧ－９０５鼓风干燥箱（上海齐欣科学仪器有限
公司）、ＳＨＢ－Ｂ９５真空泵（河南郑州长城科工贸有限公司）、
电热恒温水浴锅（北京光明医疗仪器厂）。

１．２　试验方法
１．２．１　花色苷含量的测定　花色苷含量的测定采用 ｐＨ值
示差法，其具体步骤为：参照文献［１２］，配制不同 ｐＨ值的缓
冲液；吸取适量体积花色苷溶液于１００ｍＬ烧杯中（吸取体积
以稀释后Ｄ５２１ｎｍ在０．２～０．８为宜），用柠檬酸 －柠檬酸钠缓
冲液调 ｐＨ值至 ３．０，转移至 １００ｍＬ容量瓶中，用 ｐＨ值为
３０的缓冲液定容，得样品待测液；分别取１ｍＬ待测液于２
个１０ｍＬ比色管中，各加入９ｍＬｐＨ值为１．０、４．５的缓冲液，
４０℃ 水浴２０ｍｉｎ，使其显色稳定，采用光程为１ｃｍ的比色皿
在５２１、７００ｎｍ下测定吸光度，根据下式计算提取液中花色苷
含量：

花色苷含量（ｍｇ／Ｌ）＝［ΔＤ×Ｍｗ／（ε×ｌ）］×Ｎ×１０００×１００％。
式 中：ΔＤ ＝ （Ｄ５２１ｎｍ － Ｄ７００ｎｍ）ｐＨ值＝１．０ － （Ｄ５２１ｎｍ －
Ｄ７００ｎｍ）ｐＨ值＝４．５；Ｍｗ、ε分别为葡萄中常见花色苷锦葵色素 －
３－葡萄糖苷的相对分子质量和摩尔消光系数，其值均参照文
献［１３］，Ｍｗ＝４９３．２ｇ／ｍｏｌ，ε＝２８０００Ｌ／（ｍｏｌ·ｃｍ）；ｌ为比色
皿光程，其值为１ｃｍ；Ｎ为样品稀释倍数。
１．２．２　葡萄皮渣花色苷提取率的计算　将葡萄皮渣在鼓风
干燥箱中６０℃下干燥至足干，用粉碎机将其粉碎，并过４０目
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