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　　摘要：通过测定经植物乳杆菌（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓｐｌａｎｔａｒｕｍ）ＦＭ－Ｌ１－３和明串珠菌（Ｌｅｕｃｏｎｏｓｔｏｃｍｅｓｅｎｔｅｒｏｉｄｅｓ）Ｔ－Ｌ１胞
外多糖处理前后黑莓果酒中蛋白质、总酚、花色苷、色度、澄清度以及热稳定性等参数的变化，研究乳酸菌胞外多糖处

理对黑莓果酒品质的影响。结果表明，适量的乳酸菌胞外多糖处理黑莓果酒，能明显降低导致果酒沉淀的蛋白质、总

酚含量，显著提高果酒的澄清度和热稳定性，显著延长果酒的储存稳定性，另外，胞外多糖处理降低了果酒的花色苷含

量和果酒的色泽；相同含量的ＦＭ－Ｌ１－３和Ｔ－Ｌ１胞外多糖处理果酒，对果酒品质影响不同。与对照相比，乳酸菌胞
外多糖对黑莓果酒品质均具有提升作用。
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　　黑莓果酒中富含多酚、黄酮、类黄酮、叶黄素、花青素、叶
酸、微量元素锰等物质，不仅可以提高人体免疫力，还能降血

压［１］。相对于葡萄酒，黑莓果酒不仅富含多酚类物质，而且

黑莓果酒有着更有效的体外抗氧化的功效［２］。黑莓果酒中

的花青素可预防心血管病，降低中风风险，花青素和原花青素

可有效改善血管健康状况，减少动脉粥样硬化，预防和降低冠

心病和中风的风险。随着人们生活水平的提高和保健意识的

增强，兼具丰富营养和功能的黑莓果酒产业将会有很大的发

展前景。

黑莓果酒在贮藏过程中存在一些品质上的波动，例如出

现浑浊、沉淀和色泽减弱。虽说果酒的轻微浑浊和少量沉淀

对消费者的健康并没有多大的影响，但是这将大大影响消费

者购买意向。销售量是每个产品生命力的体现，为了提高黑

莓果酒的市场前景，必须大大提高黑莓果酒的储存稳定性。

乳酸菌胞外多糖（ｅｘｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ，ＥＰＳ）是乳酸菌生长
代谢过程中分泌到细胞壁外的黏液多糖和荚膜多糖的总

称［３－４］，具有改善发酵食品质构、口感、流变性、稳定性、持水

性等独特的理化特性，同时还具有多种生物活性，具有抑菌、

抗诱变、抗肿瘤、降胆固醇、调节肠胃功能等作用［５－８］。近年

来对乳酸菌ＥＰＳ的研究和开发引起广大研究者和食品加工
业的重视［９－１１］。

目前，乳酸菌胞外多糖对果酒品质的影响，尤其是果酒储

存稳定性的影响还未见报道。本课题将探究２种乳酸菌多糖
的添加对黑莓果酒中蛋白质含量、总酚含量、花色苷含量、澄

清度、色度、热稳定性及储存稳定性的影响，分析乳酸菌胞外

多糖对果酒品质的影响，以期开发新的具有提高黑莓果酒品

质功效的物质来源。

１　材料与方法

１．１　试验材料
黑莓采自江苏省南京市溧水区黑莓种植基地。植物乳杆

菌（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓｐｌａｎｔａｒｕｍ）ＦＭ－Ｌ１－３和明串珠菌（Ｌｅｕｃｏｎｏｓ
ｔｏｃｍｅｓｅｎｔｅｒｏｉｄｅｓ）Ｔ－Ｌ１，由江苏省农业科学院农产品加工研
究所食品生物工程研究室保存。

１．２　试剂及仪器
试剂：福林酚（Ｆｏｌｉｎ－Ｐｈｅｎｏｌ），ＳＩＧＭＡ；没食子酸，上海西

陇化工有限公司；福尔马肼浊度标准溶液，上海昕瑞仪器仪表

有限公司；无水碳酸钠，南京寿德试剂有限公司；

设备：紫外可见分光光度计 ＵＶ－１６００ＰＣ，上海美普达仪
器有限公司；电热恒温水浴锅，上海精宏实验设备有限公司；

浊度计，上海昕瑞仪器仪表有限公司；双向磁力加热搅拌器，

江苏金坛市中大仪器厂。

１．３　试验方法
１．３．１　果酒制备工艺　黑莓果清洗→打浆→配料（添加偏
重亚硫酸钾、果胶酶和蔗糖）→接种→发酵→过滤→澄清。
１．３．２　乳酸菌培养及其胞外多糖的提取　挑取活化后单菌
落分别接种到液体ＭＲＳ试管中，３７℃条件下培养２４ｈ，传代
２次。按３％的接种量分别接种装有液体 ＭＲＳ的三角瓶中，
培养２４ｈ。胞外多糖的提取方法参照文献［１２］并做适当改
进。在４℃条件下离心去除菌体。上清液用蛋白酶脱除蛋
白，再添加３倍体积的冷乙醇于上清液中，４℃ 下静置过夜。
冷冻离心得沉淀物，用冷乙醇洗涤沉淀物３～５次，利用透析
袋（截留分子量为５０００～８０００）进行透析处理，冷冻干燥得
胞外多糖提取物。

１．３．３　黑莓果酒的胞外多糖处理　取黑莓果酒２００ｍＬ置于
２５０ｍＬ的试剂瓶中，按照胞外多糖终浓度分别为 ５０、２５０、
５００ｍｇ／Ｌ将ＦＭ－Ｌ１－３和Ｔ－Ｌ１的胞外多糖分别加入到黑
莓果酒中，充分混匀后，静置 ５～７ｄ，经 ４５００ｒ／ｍｉｎ离心
１５ｍｉｎ，获得胞外多糖处理的黑莓果酒，同时以未加多糖的黑
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莓果酒作为对照。试验重复３次。
１．３．４　果酒各理化指标测定
１．３．４．１　果酒中蛋白质含量测定　采用考马斯亮蓝染色法，
具体操作方法参照文献［１３］。
１．３．４．２　果酒中总酚含量测定　采用 Ｆｏｌｉｎ－酚试剂法，具
体操作方法参照文献［１４］。
１．３．４．３　果酒中总糖的测定　采用苯酚硫酸法，具体操作方
法参照文献［１５］。
１．３．４．４　花色苷的测定　在２个 １０ｍＬ的容量瓶里各加入
１ｍＬ稀释后的黑莓果酒，分别用 ｐＨ值 １．０的缓冲溶液
（０．２ｍｏｌ／ＬＫＣｌ，用 ＨＣｌ调 ｐＨ值为 １．０）及 ｐＨ值 ４．５
（１ｍｏｌ／ＬＣＨ３ＣＯＯＮａ，用ＨＣｌ调ｐＨ值为４．５）的缓冲溶液定
容。将定容后的溶液放置在冰箱，４℃避光静置２ｈ后，在波
长５１０ｎｍ及７００ｎｍ下测吸光度 Ｄ，结果以矢车菊 －３－Ｏ－
葡萄糖苷计 ［１６］。花色苷含量计算公式：

花色苷含量（ｍｇ／Ｌ）＝（Ｄ×ｍ×ｎ×１０００）／（ε×Ｌ）。
式中：Ｄ＝（Ｄ５１０ｎｍ，ｐＨ值１．０ －Ｄ７００ｎｍ，ｐＨ值１．０） －（Ｄ５１０ｎｍ，ｐＨ值４．５ －
Ｄ７００ｎｍ，ｐＨ值４．５）；ｍ为矢车菊 －３－Ｏ－葡萄糖苷的相对分子质
量，４４９．２；ｎ为稀释倍数，１０；ε为矢车菊 －３－Ｏ－葡萄糖苷
的摩尔消光系数，２６９００；Ｌ为比色皿的光程长度，１。
１．３．４．５　色度的测量［１７］　将处理好的果酒倒入比色皿中，
以蒸馏水为参比，于４２０、５２０、６２０ｎｍ处测其吸光度，以三者
吸光度之和表示色度。

１．３．４．６　澄清度的测量　将果酒倒入比色皿中，以蒸馏水为
参比，于 ６８０ｎｍ处测其透光率，具体操作方法参照文献
［１８］。
１．３．４．７　热稳定性测定［１９］　将处理好的果酒取５ｍＬ置于
试管中，置于 ８０℃水浴中处理 ６ｈ后，取出放置在 ４℃下
１６ｈ，然后在室温下用浊度计测定其浊度值，以样品热处理后
与热处理前的浊度差值（ΔＮＴＵ）表示其热稳定性。
１．３．４．８　果酒的储存稳定性　根据前期的试验结果，选择终
浓度为２５０ｍｇ／Ｌ的ＦＭ－Ｌ１－３和Ｔ－Ｌ１的胞外多糖处理黑
莓果酒，每隔３个月测定果酒的浊度值，分析时间为１２个月，
以未用胞外多糖处理的果酒为对照。

２　结果与分析

２．１　乳酸菌胞外多糖对黑莓果酒中蛋白质含量的影响
一般来说，果酒中蛋白质含量很低，不是果酒的主要营养

成分，每升果酒中蛋白质含量为几十到几百毫克之间。但是，

已有的研究结果表明，果酒中蛋白质是引起果酒浑浊的一个

必要因素，且蛋白质的含量越高，果酒越不稳定，越易发生浑

浊沉淀现象［２０－２２］，导致果酒的货架期大大缩短。如何去除果

酒中的蛋白质，保持果酒的澄清稳定性，延长果酒的货架期，

是目前果酒产业研究的一个热点。

前人的研究结果显示，向果酒中加入一些澄清剂，可以降

低果酒中的蛋白质含量，提高果酒的澄清稳定性。Ｆｒａｎｃｏｉｓ
等利用皂土处理葡萄果酒，随着皂土添加量的增加，果酒中蛋

白质的含量呈现降低趋势，当皂土添加量达到０．５ｇ／Ｌ时，蛋
白质含量可以去除５０％［２３］。王英等利用皂土处理黑莓果酒，

当皂土用量为０．６ｇ／Ｌ时，蛋白质的去除率达到６２．４％［２４］。

另外，添加单宁也会不同程度地降低果酒中的蛋白质含量。

本研究中乳酸菌胞外多糖的添加对果酒中蛋白质含量的影响

见图１。从图１可以看出，随着胞外多糖添加量的增多，果酒
中的蛋白质含量整体呈现减少趋势。与对照相比，当胞外多

糖添加量为５００ｍｇ／Ｌ时，ＦＭ－Ｌ１－３胞外多糖处理的果酒中
蛋白质含量降低了３５．８２％，Ｔ－Ｌ１胞外多糖处理的果酒中蛋
白质含量降低了４６．０６％。可见，乳酸菌胞外多糖具有优良
的去除果酒中蛋白质的功能，且不同乳酸菌的胞外多糖去除

果酒中蛋白质能力不同。

２．２　乳酸菌胞外多糖对黑莓果酒中总酚含量的影响
酚类物质是果酒中一个重要组成部分，也是一个重要的

功能成分，对果酒的感观特性（颜色、风味、苦味等）有重要贡

献，由于其具有抗氧化、抑菌、抗炎症等功能活性而备受关

注［２５－２６］。同时已有的研究表明，酚类物质也是引起果酒沉淀

的一个重要的非生物因素［２７－２８］。添加不同的澄清剂，对果酒

中的酚类物质也具有不同程度的降低作用，进而达到提高澄

清稳定性的作用。通常用聚乙烯吡咯烷酮（ＰＶＰＰ）去除果酒
中的酚类物质，通过氢键与酒中的酚类物质络合，对小分子物

质具有很强的吸附能力。乳酸菌胞外多糖的添加对果酒中总

酚含量的影响见图２。从图２可以看出，随着胞外多糖添加
量的增多，果酒中的总酚含量整体呈现减少趋势。与对照相

比，当胞外多糖添加量为５００ｍｇ／Ｌ时，ＦＭ－Ｌ１－３胞外多糖
处理的果酒中总酚含量降低了２４．３４％，Ｔ－Ｌ１胞外多糖处理
的果酒中总酚含量降低了３２．７１％。可见，乳酸菌胞外多糖
具有较好的去除果酒中总酚的功能，且不同乳酸菌的胞外多

糖去除果酒中总酚能力不同。

２．３　乳酸菌胞外多糖对黑莓果酒中总糖含量的影响
从图３可以看出，在ＦＭ－Ｌ１－３的胞外多糖含量添加量

为０～２５０ｍｇ／Ｌ时，果酒体系中的总糖含量变化不大，当多糖
含量添加为５００ｍｇ／Ｌ时，果酒体系中总糖含量反而增加了
２．９１％。Ｔ－Ｌ１的胞外多糖含量添加量为０～２５０ｍｇ／Ｌ时，
果酒体系中的总糖含量呈现下降趋势，当多糖含量添加为

５００ｍｇ／Ｌ时，果酒体系中总糖含量与对照相比保持一致。总
体来说，乳酸菌胞外多糖对果酒中的总糖含量影响不大。

２．４　乳酸菌胞外多糖对黑莓果酒中花色苷含量的影响
果酒颜色是果酒的一个重要感官品质，也是判断果酒酒

龄的一个重要依据，花色苷是赋予果酒颜色的一类主要化合

物。另外，花色苷是一种功能性水溶色素，具有抗氧化、清除

自由基等多种生理活性［５］。乳酸菌胞外多糖的添加对果酒

中花色苷含量的影响见图４。从图４可以看出，随着胞外多
糖添加量的增多，果酒中的花色苷含量整体呈现减少趋势。

与对照相比，当胞外多糖添加量为５００ｍｇ／Ｌ时，ＦＭ－Ｌ１－３
胞外多糖处理的果酒中花色苷含量降低了１２．５７％，Ｔ－Ｌ１胞
外多糖处理的果酒中花色苷含量降低了 １５．４３％。结果显
示，乳酸菌胞外多糖能够不同程度地降低果酒中的花色苷含

量，且不同乳酸菌的胞外多糖对果酒中花色苷的影响能力

不同。

２．５　乳酸菌胞外多糖对黑莓果酒色泽的影响
从图５可以看出，随着胞外多糖添加量的增多，果酒中的

色泽整体呈现减少趋势。这是由于胞外多糖的加入，降低了

果酒中呈色物质（酚类物质和花色苷）含量，进而导致了果酒

色泽的降低。从图５中还可以看出，乳酸菌ＦＭ－Ｌ１－３和
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Ｔ－Ｌ１的胞外多糖添加相同含量，但对果酒的色泽影响不同，
相同含量胞外多糖处理果酒，乳酸菌 Ｔ－Ｌ１的胞外多糖对果
酒的色泽影响更大，这与乳酸菌 Ｔ－Ｌ１胞外多糖处理对果酒
中的酚类物质和花色苷物质的影响趋势相同，Ｔ－Ｌ１胞外多
糖对多酚和花色苷含量的影响更大。

２．６　乳酸菌胞外多糖对黑莓果酒的澄清度的影响
果酒澄清度是果酒的一个重要感官品质，虽然很多果酒

商品都会标注有少许沉淀不影响饮用。但是，带有沉淀或少

许浑浊的果酒会影响消费者的购买欲。乳酸菌胞外多糖的添

加对果酒澄清度的影响见图６。从图６可以看出，随着胞外
多糖添加量的增多，果酒澄清度整体呈现增加趋势。与对照

相比，当胞外多糖添加量为５００ｍｇ／Ｌ时，ＦＭ－Ｌ１－３胞外多
糖处理使黑莓果酒的澄清度增加了１５．５３％，Ｔ－Ｌ１胞外多糖
处理使黑莓果酒的澄清度提高了 ２２．１２％。这与 Ｔ－Ｌ１和
ＦＭ－Ｌ１－３胞外多糖处理时对影响果酒澄清稳定性的蛋白
质和酚类物质的结果一致，前面的研究结果显示，相同含量的

胞外多糖处理，Ｔ－Ｌ１胞外多糖处理对果酒中蛋白质和总酚
含量的去除能力更强。

２．７　乳酸菌胞外多糖对黑莓果酒热稳定性的影响
从图７可以看出，随着胞外多糖添加量的增多，果酒的热

稳定性呈现先增加后降低的趋势。与对照相比，胞外多糖的

添加能够降低 ΔＮＴＵ值，增加黑莓果酒的稳定性，但是，不同
胞外多糖的添加量和不同乳酸菌的胞外多糖对果酒的热稳定

性的影响不同。从图７可以看出，Ｔ－Ｌ１胞外多糖添加量为
５０～２５０ｍｇ／Ｌ时，ΔＮＴＵ的值最小，黑莓果酒的热稳定性最
高，当继续增加胞外多糖，ΔＮＴＵ的值开始增大，热稳定性开
始降低，试验结果显示，并不是果酒中总酚物质、蛋白质含量、

花色苷含量越低，果酒稳定性越高，这可能是由于影响果酒澄

清稳定性的因素除了蛋白质、总酚和花色苷物质之外，还有其

他的因素起到重要作用，这将在后续的研究工作中做进一步

的探讨和分析。

２．８　乳酸菌胞外多糖对黑莓果酒储存稳定性的影响
果酒货架期澄清度的稳定性是影响果酒品质的重要指标

之一。乳酸菌胞外多糖的添加对黑莓果酒储存期澄清度的影

响见图８。从图８可以看出，随着储存时间的延长，不同处理
的果酒的ＮＴＵ值增大，可见，随着储存时间的延长，果酒的澄
清度呈现下降趋势。从图８还可以看出，与对照相比，在相同
的储存时间内，胞外多糖添加能显著提高果酒澄清度的稳定

性；另外，Ｔ－Ｌ１胞外多糖处理效果要高于同等浓度的ＦＭ－
Ｌ１－３胞外多糖的处理效果。

３　结论

本研究测定了植物乳杆菌（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓｐｌａｎｔａｒｕｍ）
ＦＭ－Ｌ１－３和明串珠菌（Ｌｅｕｃｏｎｏｓｔｏｃｍｅｓｅｎｔｅｒｏｉｄｅｓ）Ｔ－Ｌ１胞
外多糖处理前后黑莓果酒中蛋白质、总酚、花色苷、色度、澄清

度以及热稳定性等参数的变化，结果表明，适量的乳酸菌胞外
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多糖处理黑莓果酒，能明显降低导致果酒沉淀的蛋白质、总酚

含量，显著提高果酒的澄清度和热稳定性，显著延长果酒的储

存稳定性，另外，胞外多糖处理降低了果酒的花色苷含量和果

酒的色泽。

相同含量的ＦＭ－Ｌ１－３和 Ｔ－Ｌ１胞外多糖处理黑莓果
酒，对果酒品质影响不同，说明不同的乳酸菌胞外多糖对黑莓

果酒品质影响不同。
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