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　　黑莓浆果风味独特、营养丰富，含有多种具有
生物活性的化合物，是酿酒和生产果汁、果酱、医疗

保健品等的天然原料。黑莓中富含维生素Ｃ、酚酸、
鞣花酸、鞣花素、类黄酮（包括花青素）和类胡萝卜

素等促进健康的物质，具有抗氧化、代谢调节、消除

疲劳、延缓衰老、提高免疫力等作用［１－２］。因此随着

人们生活水平的提高和对健康生活的追求，研究和

开发黑莓相关的产品将具有广阔的前景。

胞外多糖（ＥＰＳ）是一类由特殊微生物在生长代
谢过程中分泌到细胞壁外的一类次级代谢产物［３］。

ＥＰＳ具有多种生理活性功能，可以增强机体免疫力，
具有抗肿瘤、降低血清中胆固醇［４］、降血压、抗氧化

和改善人体肠道微生态环境［５］等作用。乳酸菌ＥＰＳ
是一类来源可靠安全，对人体无毒副作用，并且具

有独特的理化和流变学特性的物质，因此可以作为

增稠剂、稳定剂、乳化剂应用到食品工业中，已经成

为了一种天然安全无公害的食品级添加剂［６］。

笔者研究了２株产胞外多糖乳酸菌在添加不同
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碳源的条件下发酵黑莓汁中 ｐＨ值、黏度和产胞外
多糖情况，以期开发一种新型产胞外多糖乳酸菌发

酵黑莓汁饮料。

１　材料与方法

１．１　试验材料
黑莓来源于江苏省南京市溧水区白马种植基

地；植物乳杆菌（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓｐｌａｎｔａｒｕｍ）ＪＸ５，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；瑞士乳杆菌（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓｈｅｌｖｅｔｉｃｕｓ）
ＭＢ２－１，由南京农业大学食品科技学院食品微生物
研究室保存。

１．２　试剂及仪器
试剂：ＭＲＳ肉汤培养基（北京奥博星生物技术

有限公司）；浓硫酸（南京化学试剂股份有限公司）；

苯酚、无水乙醇（国药集团化学试剂有限公司）。

仪器：３Ｋ１５离心机［西格玛奥德里奇（上海）贸
易有限公司］；ＤＶ－１＋Ｐｒｏ黏度计（上海尼润智能
科技有限公司）；ＦｉｖｅＥａｓｙＰｌｕｓｐＨ计［梅特勒－托利
多国际贸易（上海）有限公司］；Ｅｐｏｃｈ酶标仪（美国
伯腾仪器有限公司）；Ａｇｉｌｅｎｔ１２９０高效液相色谱
（安捷伦科技有限公司）。

１．３　试验方法
１．３．１　黑莓果汁制备工艺　黑莓果汁制备工艺流
程如下：黑莓浆果清洗→打浆→离心取上清→加入
碳源（３％葡萄糖、３％蔗糖、１％乳糖）→８５℃ 巴氏
杀菌 ２０ｍｉｎ→接种→发酵→８５℃巴氏杀菌 ２０ｍｉｎ
→成品。
１．３．２　乳酸菌培养及对黑莓汁的接种　挑取活化
好的乳酸菌单菌落接种到液体 ＭＲＳ培养基中，
３７℃培养４８ｈ。将一定体积含乳酸菌的ＭＲＳ液体
培养基离心去上清，用无菌水洗涤沉淀２次，再加入
同体积无菌水，混匀，按３％的接种量分别接种到处
理过的黑莓汁中。

１．３．３　黑莓汁中糖分组成和含量的测定　样品经
１１０００ｒ／ｍｉｎ离心后过０．４５μｍ滤膜，稀释１０倍后
测定糖分组成。用超纯水配制１０ｍｇ／ｍＬ棉子糖、
蔗糖、葡萄糖、木糖和果糖母液，待用。标准液浓度

依次为１．０、０．８、０．４、０．２、０．１ｍｇ／ｍＬ。以进样量为
横坐标、峰面积为纵坐标，绘制标准曲线。

色谱分析条件为流动相：超纯水；流动相流速：

０．５ｍＬ／ｍｉｎ；色谱柱：ＡｇｉｌｅｎＨｉ－ＰｌｅｘＣａ糖分析柱；
检测器：示差折光检测器；柱温：８０℃；进样量：

２５μＬ。
１．３．４　发酵黑莓汁 ｐＨ值的测定　将发酵０、３２、
１２０ｈ的黑莓汁摇匀后，用 ｐＨ计测定不加入碳源、
加入葡萄糖、蔗糖以及乳糖的发酵黑莓汁ｐＨ值。
１．３．５　发酵黑莓汁黏度的测定　用量筒量取
３０ｍＬ发酵０、３２、１２０ｈ的黑莓汁，用黏度计测定不
加入碳源、加入葡萄糖、蔗糖以及乳糖的发酵黑莓

汁的黏度，转子型号为０号转子，转速为 ６０ｒ／ｍｉｎ。
１．３．６　发酵黑莓汁多糖含量的测定　采用苯酚 －
硫酸法测定发酵黑莓汁中的多糖含量。称取样品

１．０ｇ（精确至０．００１）置于５０ｍＬ具塞离心管中，缓
慢加入２０ｍＬ无水乙醇，涡旋振荡，混匀，４℃提取
１ｈ，再用 ４０００ｒ／ｍｉｎ的转速离心 １０ｍｉｎ，弃上清
液。不溶物用８０％乙醇溶液洗涤、离心，用去离子
水将沉淀超声溶解后再次离心，取上清液，残渣用

去离子水洗涤２次。将所有上清液转入到５０ｍＬ容
量瓶中，加去离子水定容。

分别吸取０、０．２、０．４、０．６、０．８、１．０ｍＬ标准葡
萄糖溶液置于２０ｍＬ具塞试管中，并用蒸馏水补足
至 １０ｍＬ。向试样中先后加入 １．０ｍＬ苯酚和
５．０ｍＬ浓硫酸，混匀后于３０℃下水浴２０ｍｉｎ，并于
４９０ｎｍ处测定吸光度。

２　结果与分析

２．１　黑莓汁中糖分组成和含量
利用液相色谱仪测定黑莓汁中糖分组成和含

量，结果发现，所用品种的黑莓汁中糖分组成为葡

萄糖和果糖。图１是糖类标准品的色谱峰，棉子糖、
蔗糖、葡萄糖、木糖、果糖分离效果好，保留时间分

别为１１．５０３、１２．４５２、１３．６０４、１５．０２８、１６．９２０ｍｉｎ。
黑莓汁中糖分的 ＨＰＬＣ分析结果见图２，可以看出，
糖分分离效果很好，根据出峰时间可知，黑莓汁中

含有葡萄糖和果糖。根据葡萄糖标准曲线（ｙ＝
１７４１２１．４２２１６ｘ－１２１４．７６６０７，ｒ２＝０．９９６３）和果
糖标准曲线（ｙ＝２２４２１７．０８７４７ｘ－１６５０．５６３７９，
ｒ２＝０．９９７７）得到，黑莓汁中葡萄糖和果糖含量分
别为２６．７０ｍｇ／ｍＬ和２０．９７ｍｇ／ｍＬ。说明黑莓汁中
含有丰富的糖分，不添加糖分或者添加适量的糖分

即可满足乳酸菌生长代谢所需。

２．２　发酵黑莓汁ｐＨ值变化
乳酸菌可以利用糖类发酵产酸，但由于对不同

糖类的利用能力有所不同，乳酸菌在不同碳源下的

生长状况和产酸能力不同。
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　　本研究探讨了不同碳源对产胞外多糖乳酸菌
ＭＢ２－１发酵黑莓汁ｐＨ值的影响（图３－Ａ）。与发
酵０ｈ的ｐＨ值相比，相同碳源下乳酸菌ＭＢ２－１发
酵黑莓汁在 ３２、１２０ｈ时的 ｐＨ值显著增加（Ｐ＜
００５）；除添加葡萄糖和乳糖的黑莓汁外，相同碳源
下发酵黑莓汁ｐＨ值在３２、１２０ｈ之间无显著性差异
（Ｐ＞０．０５）。添加不同的碳源和不添加糖分之间在
０、３２ｈ时发酵液 ｐＨ值无显著性差异（Ｐ＞０．０５）。
乳酸菌ＭＢ２－１发酵黑莓汁在发酵过程中 ｐＨ值维
持在２．９８～３．２６范围内。

乳酸菌ＪＸ５发酵添加不同碳源的黑莓汁 ｐＨ值
变化，图３－Ｂ所示。乳酸菌ＪＸ５发酵黑莓汁在 ０ｈ
时ｐＨ值维持在３．０左右；发酵３２ｈ时，不添加碳源
或者添加葡萄糖、乳糖作为碳源之间 ｐＨ值无显著
差异（Ｐ＞０．０５），而添加蔗糖的发酵黑莓汁ｐＨ值较
低。与发酵３２ｈ时添加乳糖的发酵黑莓汁ｐＨ值相
比，发酵１２０ｈ时添加乳糖的发酵黑莓汁ｐＨ值显著
降低（Ｐ＜０．０５）。除添加乳糖的发酵黑莓汁外，
３２ｈ和１２０ｈ发酵黑莓汁ｐＨ值无显著性差异（Ｐ＞
００５）。
　　在添加碳源和不添加碳源的情况下，与０ｈ的

ｐＨ值相比，乳酸菌ＭＢ２－１和乳酸菌ＪＸ５发酵黑莓
汁ｐＨ值在３２ｈ时显著上升（Ｐ＜０．０５），这可能是
因为一方面随着发酵时间的增加，黑莓汁中碳源含

量减少限制了乳酸菌的生长，且乳酸菌在衰退期菌

体发生自溶，氨基氮含量增加，造成 ｐＨ值上升。另
一方面可能由于发酵过程中乳酸菌将黑莓汁中的

有机酸消耗或转化为其他有机酸。

２．３　发酵黑莓汁黏度变化
乳酸菌发酵过程中一般采用间接的方法来定

量测定ＥＰＳ的产量［７］，其中对黏度的测定就是一种

间接测定方法，但是黏度和 ＥＰＳ产量没有必然的对
应关系［８－９］。

　　不同碳源对乳酸菌ＭＢ２－１发酵黑莓汁黏度的
影响如图４－Ａ所示。在０ｈ时，不添加碳源和添加
葡萄糖、蔗糖、乳糖的黑莓汁黏度分别为 ５．３９、
５８７、５．７３、５．３５ｃｐ。在３２ｈ时，发酵黑莓汁黏度显
著下降（Ｐ＜０．０５），分别下降为 ４．９９、５１５、４．７９、
４．８７ｃｐ。与发酵３２ｈ时的发酵黑莓汁相比，发酵
１２０ｈ时不添加碳源和添加葡萄糖的发酵黑莓汁黏
度显著增加（Ｐ＜０．０５），而添加蔗糖的发酵黑莓汁
黏度显著降低（Ｐ＜０．０５）。
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　　如图４－Ｂ所示，乳酸菌 ＪＸ５发酵黑莓汁在不
添加碳源和添加葡萄糖、蔗糖、乳糖情况下起始黏

度分别为５．２２、５．６７、５．４０、５．４０ｃｐ；在３２ｈ时，发
酵黑莓汁黏度分别为５．００、５．３６、５．０９、４．９８ｃｐ。与
发酵３２ｈ时的发酵黑莓汁相比，乳酸菌 ＪＸ５发酵
１２０ｈ后，不添加碳源和添加葡萄糖的黑莓汁黏度
显著上升（Ｐ＜０．０５），分别为５．７４ｃｐ和５．７５ｃｐ。
除添加蔗糖和乳糖的黑莓汁外，乳酸菌 ＭＢ２－１和

乳酸菌ＪＸ５发酵黑莓汁黏度随时间的增加先减小后
增大，这可能是由于乳酸菌生长前期利用黑莓汁中

如糖类等具有黏度的营养物质，导致发酵黑莓汁整

体黏度下降，而发酵后期，发酵黑莓汁中产生了其

他具有黏性的物质，如乳酸菌胞外多糖等。值得注

意的是在ＭＢ２－１和ＪＸ５发酵１２０ｈ后添加蔗糖发
酵黑莓汁黏度显著下降，这可能是因为黑莓汁中的

微生物利用了黑莓汁中存在的多糖。

２．４　发酵黑莓汁多糖含量变化
乳酸菌胞外多糖是乳酸菌在生长代谢过程中

分泌到细胞外部的糖类化合物。由图５可知，是否
加入碳源或者加入不同的碳源，乳酸菌发酵黑莓汁

多糖含量随时间的增加先增加后减少，这是因为乳

酸菌在发酵过程中会产生多糖，当黑莓汁中营养物

质被消耗殆尽时，多糖可能被再次利用。在添加葡

萄糖、蔗糖、乳糖情况下，乳酸菌 ＭＢ２－１和乳酸菌
ＪＸ５发酵黑莓汁中多糖含量在 ３２ｈ时显著上升

（Ｐ＜０．０５），分别为２．７５、２．６９、２．４１ｇ／Ｌ和３．０６、
２．５２、２．５０ｇ／Ｌ。乳酸菌 ＭＢ２－１和乳酸菌 ＪＸ５发
酵添加不同碳源的黑莓汁在０ｈ时多糖含量无显著
性差异（Ｐ＞０．０５）。在添加葡萄糖、蔗糖、乳糖情况
下，乳酸菌 ＭＢ２－１和乳酸菌 ＪＸ５发酵黑莓汁在
１２０ｈ时多糖含量显著下降（Ｐ＜０．０５），分别为
１６０、１．１３、１６１ｇ／Ｌ和１．４７、１．２７、１．８２ｇ／Ｌ。由图
５可知，乳酸菌 ＭＢ２－１和乳酸菌 ＪＸ５在添加葡萄
糖作为碳源时，发酵３２ｈ的黑莓汁中胞外多糖含量
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达到最高。

　　与图４相比，乳酸菌 ＭＢ２－１和乳酸菌 ＪＸ５发
酵黑莓汁的多糖产量并未随着黏度的上升而增加，

这是因为黏度不仅与 ＥＰＳ的含量有关，还与培养基
的组成有关，另外发酵黑莓汁中 ＥＰＳ与蛋白质之间
形成的物理化学复合物也可能在黏度变化中发挥

重要作用［１０］。

３　结论

本研究测定２株乳酸菌在添加不同碳源的条件
下发酵黑莓汁的 ｐＨ值、黏度和多糖产量变化。从
多糖产量和乳酸菌生长条件来看，选择乳酸菌 ＪＸ５
且加入葡萄糖作为碳源发酵黑莓汁最佳，在发酵

３２ｈ时胞外多糖产量达３．０６ｇ／Ｌ。
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