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　　摘要：从苹果树根际土壤中筛选获得一株产酸菌株，经形态学和生理生化特征结合分子生物学研究，鉴定为植物
乳杆菌，命名为ＬａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓｐｌａｎｔｒｕｍａｓＺ；以苹果为原料，将乳酸菌ＬａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓｐｌａｎｔｒｕｍａｓＺ应用于苹果汁发酵，通过
单因素和正交试验，初步确定发酵苹果汁的最佳工艺条件为在苹果汁含量为３５％、接种量为５％、蜂蜜添加量为２％、
３０℃发酵５ｄ的条件下，苹果汁的感官评分达到９１分，发酵苹果汁中总氨基酸和乳酸含量明显增加，总 ＳＯＤ活性和
总黄酮含量分别增加８０．０％和１６．９％，维生素Ｃ含量保持在８０％以上。
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　　苹果是日常生活中的第一大水果，因味美且富含
微量元素、维生素、果胶、类黄酮及苹果多酚等营养或

活性物质而深受大众喜爱［１］。我国是世界最大苹果

种植国和产量国，年产苹果４３８８余万ｔ［２］，与其他果
品产业一样，以鲜销为主，深加工类品种单一，加工

量占总产量比率低，产业水平和效益不高［３］。利用

我国丰富的苹果资源开展深加工研究，是提高苹果

产业效益和水平、增加苹果附加值、丰富市场、满足

人民群众需要的重要途径。

乳酸菌是与人类可共存的一类有益微生物，大

多存在于人体消化道内，对维持人体微生态平衡、

提高人体免疫力起着重要作用［４］。随着对乳酸菌

的研究深入，其价值得到充分挖掘。日常生活所用

的食材如豆制品、肉制品、果蔬等都可用于乳酸发

酵基质，乳酸发酵对改良食品风味、提高营养价值

有着重要作用，在食品发酵工业领域，乳酸已得到

广泛应用［５］。

本研究从苹果树根际土壤采集土样，利用加入

溴甲酚紫指示剂的ＭＲＳ培养基筛选产酸菌株，经形
态和生理生化特征研究及分子生物学鉴定，将筛选

的乳酸菌应用于苹果汁发酵，通过工艺优化研究苹

果汁口感和营养成分变化，初步探索乳酸菌在制造

苹果汁发酵饮料中的应用。

１　材料与方法

１．１　材料与仪器
试验于２０１７年１１月至２０１８年４月在江南大

学生物工程学院廖祥儒教授实验室进行。试验用

苹果根际土壤取自烟台某苹果园；样本苹果为市售

鲜果；常用食品级麦芽糖、柠檬酸氢二铵等培养基

添加试剂；Ｔ－ＳＯＤ试剂盒和细菌基因组提取试剂
盒购于南京建成生物工程研究所。

所用设备为普通实验室常用设备，分别为高效

液相色谱仪［Ａｇｉｌｅｎｔ１２６０（安捷伦）］、高速离心喷雾
干燥机（ＧＥＡＮｉｒｏ）。
１．２　培养基

试验培养基主要是乳酸细菌培养基（ＭＲＳ培养
基）、１．６％溴甲酚紫乙醇溶液、多价蛋白胨 －酵母
膏培养基（ＰＹ培养基）。
１．３　试验方法
１．３．１　菌株筛选　在ＭＲＳ液体培养基中添加乳酸
并调节ｐＨ值为５．５，加入适量土壤样本，３０℃恒温
摇床中低速培养１４～１８ｈ，用灭菌水稀释 １０４倍、
１０５倍、１０６倍，分别取１００μＬ均匀稀释液涂布于含
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有０．１５％溴甲酚紫的 ＭＲＳ固体培养基平板上，倒
置并在３０℃条件下培养至形成菌落，挑选变黄菌落
划线纯化至获得纯培养。

１．３．２　菌株鉴定
１．３．２．１　菌株形态学观察　观察研究３０℃培养条件
下形成的菌落特征和显微形态学特征（革兰氏染色）。

１．３．２．２　菌株生理生化特征　依据文献［６－８］的
方法研究所获纯培养的糖利用、产酸产气、耐盐、耐

乙醇及七叶苷水解等生理生化特性。

１．３．２．３　菌株１６ＳｒＲＮＡ基因序列分析　利用细菌
通用引物２７Ｆ（５′－ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡＧ－
３′）和１４９２Ｒ（５′－ＴＡＣＧＧＣＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ－
３′）扩增纯培养基因组，３％琼脂糖电泳检测并回收
ＰＣＲ扩增产物后测序（华大基因科技股份有限公
司）。利用数据库 ｈｔｔｐ：／／ｂｌａｓｔ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ，
ＢＬＡＳＴ程序分析同源性并初步鉴定。
１．３．３　菌株生长特性研究
１．３．３．１　最适生长温度的测定　利用 ＭＲＳ培养
基，５％接种量，设２０、２５、３０、３５、４０℃等５个温度梯
度，６０ｒ／ｍｉｎ摇床培养 ２４ｈ，采样后测生物量
（在６００ｎｍ处测定吸光度Ｄ６００ｎｍ），３个平行试验，结
果取平均值。

１．３．３．２　最适生长 ｐＨ值的测定　利用 ＭＲＳ培养
基，５％接种量，设４、４．５、５、５．５、６、６．５、７、７．５、８等
９个ｐＨ值梯度，６０ｒ／ｍｉｎ摇床培养２４ｈ，采样后测
生物量（在６００ｎｍ处测定 Ｄ６００ｎｍ），３个平行试验，
结果取平均值。

１．３．３．３　生长曲线和产酸能力的测定　利用 ＭＲＳ
培养基，设５％接种量，６０ｒ／ｍｉｎ摇床３０℃培养，间
隔２ｈ采样测定Ｄ６００ｎｍ，研究所获得纯培养的生长和
产酸特性［９］。

１．３．４　菌株在苹果汁发酵饮料中的初步应用
１．３．４．１　发酵剂的制备　把活化好的菌株按５％
的接种量接种到 ＭＲＳ∶苹果汁分别为４∶１、３∶２、
２∶３、１∶４等４种比例的发酵培养基，６０ｒ／ｍｉｎ摇床
３０℃培养２４ｈ，分别转接至含１％蜂蜜的苹果汁中
３０℃发酵，２４ｈ后得苹果汁发酵剂。
１．３．４．２　乳酸菌发酵苹果汁饮料工艺流程　乳酸
菌发酵苹果汁饮料工艺流程为新鲜苹果→清洗、去
皮、去核→榨汁→护色（０．２％柠檬酸水）→灭菌
（７５℃，５ｍｉｎ）→冷却→加纯净水（苹果汁含量
３０％）→加２％的蜂蜜→接入发酵剂（接种量５％）→
静止发酵（３０℃，５ｄ，起始 ｐＨ值 ＝７．０）→过滤→

成品。

１．３．４．３　苹果汁发酵条件的优化　（１）单因素试
验：依据“１．３．３．１”节试验结果确定温度，依据
“１３４．２”节工艺，其他条件不变，接种量分别为
１％、３％、５％、７％、９％、１１％，以感官评分为指标对
个样本进行评价。依据“１．３．３．１”节试验结果确定
温度，依据“１３４．２”节工艺，其他条件不变，苹果
汁含量分别为 ２０％、３０％、４０％、５０％、６０％、７０％，
以感官评分为指标对个样本进行评价。依据

“１３３１”节试验结果确定温度，依据“１３４．２”节
工艺，其他条件不变，蜂蜜添加量分别为２％、４％、
６％、８％、１０％、１２％，以感官评分为指标对个样本进
行评价。

（２）正交试验：以接种量、蜂蜜添加量和苹果汁
含量为三因素，感官评分为指标，设计 Ｌ９（３

３）正交

试验（表１），研究最佳发酵工艺条件。

表１　正交试验因素水平

水平
因素

苹果汁含量（％） 接种量（％） 蜂蜜添加量（％）

１ ３５ ４ １

２ ４０ ５ ２

３ ４５ ６ ３

１．３．４．４　感官评定　参考国标感官评定相关方法，
随机组织２０位有感官评价经验的人员从色、气、味
等设计评价标准（表２），取平均值作为结果。

表２　感官评分标准

项目 评分标准 分值

色泽 鲜明柔和，有光泽，无杂色，均匀一致 ０～２０

气味 有清新的苹果香和乳酸味，无异味 ０～３０

滋味 酸甜适口，口感细腻，无不良气味 ０～３０

组织状态 流动性好，均匀不分层，微混浊，无杂质 ０～２０

１．３．４．５　苹果汁发酵前后主要成分的变化　（１）
氨基酸和有机酸含量测定：在最优发酵工艺条件下

发酵苹果汁，发酵前后氨基酸含量和有机酸（苹果

酸、乳酸、乙酸、柠檬酸）含量用高效液相色谱法

测定［１０］。

（２）总ＳＯＤ活性、总黄酮含量和维生素 Ｃ含量
的测定：苹果汁发酵前后采样并制备 １０％的匀浆
液，４０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取上清液测总 ＳＯＤ活
性；据ＧＢ／Ｔ１２１４３—２００８《饮料通用分析方法》附录
Ｇ的方法测定总黄酮含量；采用紫外分光光度法［１１］

测维生素Ｃ含量。样品均重复３次取平均值。
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２　结果与分析

２．１　菌株鉴定
２．１．１　菌株形态特征　筛选获得的纯培养菌落大
小悬殊，直径为１～２ｍｍ，淡黄色，不透明，球形，边
缘整齐，中凸起，表面光滑，革兰氏阳性（图１）。

２．１．２　生理生化特性　参照《伯杰细菌鉴定手
册》，初步鉴定所获纯培养为植物乳杆菌属（表３）。

表３　菌株生理生化特性

测试项目 结果 测试项目 结果

３％ ＮａＣｌ生长 ＋ Ｌ－鼠李糖 ｗ
５％ ＮａＣｌ生长 ＋ 乳糖 ＋
６．５％ ＮａＣｌ生长 － Ｄ－半乳糖 ＋

５％乙醇生长 ＋ 甘露糖 ＋
７．５％乙醇生长 ＋ 果糖 ＋
１０％乙醇生长 ＋ 海藻糖 ＋

葡糖糖产酸 ＋ Ｌ－山梨醇 －
葡萄糖产气 － 木糖 －

七叶苷水解 ＋ 甘露醇 ｗ
明胶液化 － 麦芽糖 ＋
葡萄糖 ＋ 蔗糖 ＋

肌醇 － 阿拉伯糖 －
肌酸 － 棉籽糖 ＋
纤维二糖 ＋ 山梨醇 ＋

　　注：“＋”表示阳性；“－”表示阴性；“ｗ”表示微阳性。

２．１．３　分子生物学研究　利用ＰＣＲ仪扩增纯培养
基因组，由图２可知，片段长度为１５００ｂｐ左右，拖
尾不明显。测序后通过 ＢＬＡＳＴ，与 Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ
ｐｌａｎｔａｒｕｍ的同源性可达９９％。结合生理生化研究
结果，初步确定该纯培养为植物乳杆菌，并命名为

ＬａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓｐｌａｎｔｒｕｍａｓＺ。

２．２　ＬａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓｐｌａｎｔｒｕｍａｓＺ生长特性
２．２．１　ａｓＺ的最适生长温度及最适 ｐＨ值　最适温
度和最适ｐＨ值研究结果分别是３０℃和６．５（图３、
图４）。

２．２．２　菌株生长曲线和产酸能力的测定　由图５
可知，ａｓＺ的停滞期在 ０～４ｈ，对数生长期在
４～１２ｈ，此阶段Ｄ６００ｎｍ值从０．１达到２．０，１２ｈ后进
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入稳定期。由图 ６可知，ａｓＺ产酸能力强，发酵
１０ｈ，ｐＨ值由６．５降至３．８，对数期产酸较为明显。

２．３　菌株 ＬａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓｐｌａｎｔｒｕｍａｓＺ在苹果汁发酵
饮料中的应用

２．３．１　苹果汁发酵条件的优化
２．３．１．１　单因素试验　（１）苹果汁含量对发酵果
汁感官的影响：将灭菌后的苹果汁加纯净水分别配

制成２０％、３０％、４０％、５０％、６０％、７０％含量的苹果
汁，再添加 ２％蜂蜜，起始 ｐＨ值为 ７．０，接种量为
５％，在３０℃条件下发酵５ｄ。由图７可知，当苹果
汁含量３８％时，其感官评分最高，故苹果汁含量以
３５％、４０％、４５％作为正交试验的３个水平。

　　（２）接种量对发酵苹果汁感官的影响：适当提
高接种量可以缩短微生物生长的延滞期，缩短发酵

时间，由图８可知，感官评分随着接种量的增大呈现
出先增高后降低的趋势。当接种量理论值达到

５２％时，感官评分达到最高值 ８７分，故以 ４％、
５％、６％的接种量作为正交试验的３个水平。

　　（３）蜂蜜添加量对发酵苹果汁感官的影响：蜂
蜜添加过少或过多会影响发酵饮料的酸甜感，如图

９所示，感官分值似乎有２个峰值，结合产业化成本
因素，选择１％、２％和３％的蜂蜜添加量作为正交试
验的３个水平。

２．３．１．２　正交试验　由表４可知，接种量对感官影
响最大，苹果汁含量次之，蜂蜜添加量影响最小，最

佳培养条件为 Ａ１Ｂ２Ｃ２，即苹果汁含量为３５％，接种
量为 ５％，蜂蜜添加量为 ２％，此时感官评分达到
９１分。
２．３．２　苹果汁发酵前后主要成分的变化
２．３．２．１　氨基酸含量的变化　发酵对总氨基酸含
量变化影响明显，发酵后总氨基酸提高了７６２．７％，
其中脯氨酸提高最为明显，达５９４６．７％，精氨酸增加
３４２７．９％。只有亮氨酸比发酵前降低７．２％（表５）。
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表４　正交试验结果

实验号
Ａ：苹果汁
含量（％）

Ｂ：接种量
（％）

Ｃ：蜂蜜
添加量（％） 感官评分

１ ３５ ４ １ ７８

２ ３５ ５ ２ ９１

３ ３５ ６ ３ ７８

４ ４０ ４ ２ ７９

５ ４０ ５ ３ ８２

６ ４０ ６ １ ７５

７ ４５ ４ ３ ７６

８ ４５ ５ １ ８０

９ ４５ ６ ２ ７６

ｋ１ ２４７ ２３３ ２３３

ｋ２ ２３６ ２５３ ２４６

ｋ３ ２３２ ２２９ ２３６

极差Ｒ ５．０ ８．０ ４．３

表５　苹果汁发酵前后氨基酸变化

氨基酸种类
含量（ｍｇ／１００ｍＬ）

发酵前 发酵后

含量提高

百分比（％）

苏氨酸（Ｔｈｒ） ２．０３±０．１７ １６．２０±０．８０ ６８９．０

缬氨酸（Ｖａｌ） ２．１８±０．２３ １６．００±０．３４ ６３３．９

甲硫氨酸（Ｍｅｔ） ０．７１±０．０８ １０．７１±０．３０ １４０８．４

苯丙氨酸（Ｐｈｅ） ２．３６±０．３５ ３８．２５±２．４３ １５２０．７

异亮氨酸（Ｉｌｅ） １．９０±０．２０ ８．２７±０．２５ ３３５．２

亮氨酸（Ｌｅｕ） ２．６３±０．１２ ２．４４±０．１０ －７．２

赖氨酸（Ｌｙｓ） １．８７±０．２８ １５．９１±０．３２ ７５０．８

丙氨酸（Ａｌａ） ２．９７±０．１７ ５８．３３±２．８６ １８６３．７

精氨酸（Ａｒｇ） １．４３±０．１５ ５０．４５±１．７６ ３４２７．９

天冬氨酸（Ａｓｐ） ４８．８０±３．１８ １０２．７±６．７３ １１０．４

半胱氨酸（Ｃｙｓ） １．８６±０．２７ １４．２８±０．８２ ６７６．７

谷氨酸（Ｇｌｕ） ６．５１±０．２４ ２８．７３±２．７６ ３４１．３

甘氨酸（Ｇｌｙ） ２．４２±０．３２ １９．９３±３．４１ ７２３．５

组氨酸（Ｈｉｓ） １．１０±０．１５ ７．２８±０．７２ ５６１．８

脯氨酸（Ｐｒｏ） ５．０３±０．６８ ３０４．１５±１０．８４ ５９４６．７

丝氨酸（Ｓｅｒ） ３．３７±０．２１ １８．０２±２．５８ ４３４．７

酪氨酸（Ｔｙｒ） １．９４±０．１６ ３５．７９±２．６８ １７４４．８

总氨基酸 ８９．１８±５．３０ ７６９．３５±１４．４８ ７６２．７

２．３．２．２　有机酸含量的变化　由图１０可知，柠檬
酸含量变化不大，苹果酸含量下降明显，发酵后有

微量的乙酸产生，乳酸含量明显增加，从发酵前的

０．３２ｍｇ／１００ｍＬ增长到４９６．８７ｍｇ／１００ｍＬ，增长了
１５５１．７倍。

２．３．２．３　总 ＳＯＤ活性、总黄酮含量和维生素 Ｃ含
量的测定　由表６可知，发酵后总ＳＯＤ活性和总黄
酮含量分别增加８０．０％和１６．９％，维生素Ｃ的含量
有所减少，但保留８０％，可能原因是发酵形成了低
ｐＨ值环境维生素Ｃ，损失的维生素Ｃ可能作为底物
利用。

表６　苹果汁饮料发酵前后成分变化

成分 发酵前 发酵后
含量提高

百分比（％）

总ＳＯＤ活性（Ｕ／ｍＬ） １３９．８０±７．５４ ２５１．６４±８．１５ ８０．０

总黄酮含量（ｍｇ／１００ｍＬ）０．５３±０．０８ ０．６２±０．０９ １６．９

维生素Ｃ含量 ６．９０±０．５３ ５．５３±０．３５ －１９．８

（ｍｇ／１００ｍＬ）

３　结论

生物技术的发展极大地拓宽了乳酸菌的应用

领域，也为传统水果的深加工提供了强大的技术支

撑。乳酸菌在发酵过程中会产生多种酶，对所发酵

的食材等底物起到降解、转化作用，或通过乳酸本

身的代谢产生多种新的物质，所以，通过发酵赋予

了传统水果新的口感和营养价值或新的功能。本

研究 利 用 稀 释 涂 布 法，筛 选 获 得 并 鉴 定 了

ＬａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓｐｌａｎｔｒｕｍａｓＺ。利用该菌株发酵了苹果
汁初步探索了发酵工艺条件，对开发以苹果为原料

的营养饮料做了有益尝试。

从本研究结果来看，虽然苹果汁的发酵产物营

养成分有很大改善，但在功能方面还需要突出，比

如通过发酵，在提高免疫力方面的功能还需要突

出，这可能需要从改良发酵配方角度如添加几丁质

水解产物（Ｎ－乙酰基葡萄糖等）进一步深入研究。

参考文献：
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杠板归槲皮素提取工艺优化及体外抑菌效果

唐远江１，杨粤黔１，周思璇１，张　涛１，卢昱希１，黄炳香２

（１．贵州省农业科学院畜牧兽医研究所，贵州贵阳５５０００５；２．贵州师范学院，贵州贵阳 ５５００００）

　　摘要：为优化杠板归中槲皮素的最佳提取工艺，检验提取物体外抑菌活性，以槲皮素提取量为评价指标，采用
Ｐｌａｃｋｅｔｔ－ＢｕｒｎｍａｎＤｅｓｉｇｎ（ＰＢＤ）设计联合Ｂｏｘ－ＢｅｈｎｋｅｎＤｅｓｉｇｎ（ＢＢＤ）对槲皮素的提取工艺进行考察，并采用微量肉
汤二倍稀释法和琼脂平板培养计数法研究提取物和槲皮素对大肠杆菌、沙门氏菌和金黄色葡萄球菌的体外抑菌和杀

菌作用。结果可知，最佳提取工艺为加２５倍５９．９２％乙醇浸泡２４ｈ，６０℃下回流提取时间３．４ｈ，提取２次。提取物
对３株细菌的最小抑菌浓度（ＭＩＣ）介于３．１２～６．３１ｇ／Ｌ，最小杀菌浓度（ＭＢＣ）介于１２．５２～２５．４１ｇ／Ｌ，槲皮素对大肠
杆菌和金黄色葡萄球菌ＭＩＣ分别为７．１１、３．１６ｇ／Ｌ，ＭＢＣ分别为１００．１８、５０．５６ｇ／Ｌ，其杀菌效果不如提取物，对沙门
氏菌的ＭＩＣ和ＭＢＣ均为３．２７ｇ／Ｌ，杀菌效果优于提取物。优化后的提取工艺稳定合理，且提取物具有良好抑菌活性。
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　　杠板归为蓼科蓼属植物杠板归（Ｐｏｌｙｇｏｎｕｍ
ｐｅｒｆｏｌｉａｔｕｍＬ．）的全草，民间习称蛇倒退、猫爪刺、杠
板归等［１］，其主要成分有黄酮类、有机酸类、萜类

等［２－６］。《中国兽药典》２０１５版第二部中规定，槲皮
素为杠板归的主要成分［７］。现代药理学研究表明，

杠板归具有抗菌、抗病毒、降血压、抗肿瘤等作

用［８－１０］，临床上杠板归常用于治疗慢性湿疹、乳腺

炎、百日咳、泻痢、黄疸、跌打肿痛等疾病。杠板归

的煎煮剂对金黄色葡萄球菌、乙型链球菌、炭疽杆

菌等均有较强抑制作用，乙酸乙酯、正丁醇提取物

对大肠埃希菌、枯草芽孢杆菌具有较强的抑制作

用，７５％乙醇提取物对多种细菌具有广谱抗菌
性［１１－１２］。槲皮素具有广谱抗菌性，并且对革兰氏阴

性菌的抗菌作用强于革兰氏阳性菌［１３］。

大肠杆菌、金黄色葡萄球菌、沙门氏菌是引起

畜禽细菌性疾病的常见致病菌［１４－１７］。因致病性细

菌血清型众多，难以制备出具有针对性的疫苗［１８］。

抗生素是治疗此类疾病有效的手段，但长期使用抗

生素导致致病菌的耐药性严重，研究表明，大肠杆
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