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壳寡糖对葡萄酒的抗氧化和抑菌作用 
 

郝振铭，孙珍 

（大连工业大学生物工程学院，辽宁大连 116034） 

摘要：本文旨在研究壳寡糖对葡萄酒抗氧化和抑菌作用的影响。采用 DPPH、羟自由基清除率和抑菌率的方法评估了壳寡糖作

为葡萄酒的抗氧化剂和抑菌剂的性能影响。结果表明，壳寡糖具有良好的抗氧化性和抑菌性。在抗氧化性测评方面，添加壳寡糖的葡

萄酒样的原花青素、还原力、DPPH 和羟自由基清除率分别增强了 107.97%、14.23%、3.96%与 4.48%。在抑菌性测评方面，菌种活

性与壳寡糖浓度呈负相关，当壳寡糖浓度超过 500 mg/L 时，所有腐败菌均可以被抑制。本文还检测了壳寡糖对葡萄酒风味的影响，

采用高效液相色谱和气相色谱检测的方法，检测了葡萄酒中有机酸、风味物质和生物胺的变化。结果显示与新鲜葡萄酒相比老化处理

后的葡萄酒中酒石酸、酮戊二酸、苹果酸、琥珀酸含量升高了 0.01~1.52 mg/mL，乙酸乙酯、正丙醇、异丁醇、乙酸异戊酯、异戊醇

的含量降低了 0.13~1.44 mg/mL，组胺含量升高了 7.35 mg/L，而添加壳寡糖的老化葡萄酒中有机酸、风味物质和生物胺含量与新鲜葡

萄酒相比没有显著性变化。对于壳寡糖在葡萄酒中抗氧化性和抑菌性的研究，可以对壳寡糖是否能取代 SO2 从而成为一种新型葡萄

酒防腐剂具有重要作用。 
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Abstract: The effects of chitooligosaccharides on the antioxidant and bacteriostatic effects of wine were investigated. The effects of 

chitooligosaccharide as antioxidant and bacteriostatic agent in wine were evaluated by DPPH, hydroxyl radical scavenging rate and 

bacteriostatic rate. The results showed that chitooligosaccharide had good antioxidant and bacteriostatic properties. For antioxidant evaluation, 

the proanthocyanidins reducing power, DPPH and hydroxyl radical scavenging rate of the wine samples added with chitooligosaccharide 

increased by 107.97%, 14.23%, 3.96% and 4.48%, respectively. For bacteriostasis, the colony count of the strain was negatively correlated with 

the concentration of chitooligosaccharide. When the concentration of chitooligosaccharide exceeded 500 mg/L, all types of spoilage bacteria 

could be inhibited. The effects of chitosan oligosaccharide on wine flavor were also examined. The changes of organic acids, flavor substances 

and biogenic amines in wine were tested by high performance liquid chromatography and gas chromatography. The results showed that the 

contents of tartaric acid, ketoglutaric acid, malic acid and succinic acid in the aged wine were increased by 0.01~1.52 mg/mL compared with 

fresh wine, the content of ethyl acetate, propanol, isobutanol, isoamyl acetate, isoamyl alcohol decreased by 0.13~1.44 mg/mL, histamine 

content increased by 7.35 mg/L, the content of organic acids, flavor substances and biogenic amines in aged wines with chitosan 

oligosaccharides was not significantly different from that of fresh wines. Our studies on the antioxidant and bacteriostatic properties of 

chitooligosaccharide in wine suggest that chitooligosaccharide could be a new preservative used in wine that may be a replacement to SO2. 
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随着我国生活水平的不断提高和传统饮酒习惯的

改变，葡萄酒作为一种营养丰富的饮品逐渐被我国人 
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民所接受。氧化和微生物危害是影响葡萄酒质量和风

味的主要因素。氧化会导致葡萄酒出现过氧化味,颜
色浑浊等问题,从而降低葡萄酒的营养品质[1]。引起葡

萄酒变质的主要微生物有酵母、醋酸菌和乳酸菌[2]，

会使酒味道变淡产生令人难以忍受的酸涩味和刺激感
[3]。二氧化硫(SO2)作为一种抗氧化剂和抑菌剂，在

葡萄酒中作为防腐剂已经被使用了好几个世纪。它通
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常在葡萄酒发酵前加入，并在装瓶前再次添加来作为

葡萄酒防腐剂[4]，来防止有害微生物的富集。尽管如

此，但是人们越来越关注它作为食品添加剂的安全性
[5]。葡萄酒中的二氧化硫主要以亚硫酸盐的形式添

加，这可能导致人们产生过敏反应，可能会使人出现

一系列症状，包括头痛、恶心、胃刺激和呼吸困难
[6]。此外，过量 SO2 的使用会对葡萄酒的质量产生负

面影响，可能会导致葡萄酒的感官发生变化，产生奇

怪的味道，甚至导致葡萄酒特有味道的缺陷[7]。并且

长时间过量食用亚硫酸盐会对人体呼吸系统、循环系

统、神经系统等造成一定损害[8,9]。因此减少甚至取

消二氧化硫的使用，寻找一种新的健康绿色的替代

品，对葡萄酒防腐具有重要的作用。 
壳聚糖是甲壳素去乙酰化后产生的生物聚合物，

甲壳素是虾、龙虾、螃蟹等甲壳类动物和许多无脊椎

动物外骨骼的主要成分[10]。壳聚糖在食品中的应用有

很多[11]，并被研究证明具有很好的抗氧化性和抑菌性
[12]。但是由于壳聚糖粘度很高且只溶解在酸性溶剂中
[13]所以实用性不高。而壳寡糖（COS）由壳聚糖降解

产生[14]，具有水溶性和低分子量的特性。并且壳寡糖

还具有多种生物活性，包括抗细菌，抗真菌，抗病毒，

抗肿瘤和抗氧化等[15]。由于壳寡糖的抗氧化性和抑菌

性，壳寡糖被作为食品防腐剂的应用于啤酒果蔬保鲜
[16]等。壳寡糖在各种食品中的应用，不仅可以保持食

品的质量，延长货架期，而且可以作为功能性食品和

食品配料[17]。 
本研究中将壳寡糖代替二氧化硫作为葡萄酒防腐

剂，并通过与不添加壳寡糖葡萄酒作为对比，研究壳

寡糖在葡萄酒中的抗氧化性和微生物抗性。到目前为

止，这是首次报道壳寡糖作为二氧化硫的替代品在葡

萄酒防腐剂的应用。结果表明，壳寡糖有可能替代二

氧化硫用于葡萄酒防腐。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料与仪器 

1.1.1  菌种 
Enterococcus、Bacillus cereus、Paenibacillus、

Alkaliphilus、Pantoea sp、Lactococcus、Aspergillus 
flavus、Aureobasidium pullulans、Penicillium 存放在大

连工业大学微生物资源与生物催化实验室。 
1.1.2  材料与试剂 

壳寡糖购自大连中科格莱克生物科技有限公司

（食品级）；当西蒙阿依伦白葡萄酒购自沃尔玛；巨峰

葡萄购自当地市场；牛肉膏、蛋白胨、酵母浸粉、琼

脂购自北京奥博星生物技术有限公司（BR）；葡萄糖、

蔗糖、氯化钠、硝酸钠、磷酸氢二钾、磷酸二氢钾、

氢氧化钠、硫酸镁、硫酸亚铁、氯化钾、浓硫酸、95%
乙醇、亚硫酸钠、柠檬酸、氯化钠购自天津科密欧化

学试剂有限公司（AR）；苯酚、甲醛购自天津天河化

学试剂厂（AR）；链霉素购自大连罗美大药厂（100
万单位/瓶）；酒石酸钾钠购自烟台三和化学试剂有限

公司（AR）；3,5-二硝基水杨酸购自国药集团化学试剂

有限公司（AR）；酒石酸、草酰乙酸、L 苹果酸、α-
酮戊二酸、乳酸、柠檬酸、琥珀酸、乙醛、甲酸乙酯、

乙酸乙酯、正丙醇、异丁醇、2,3 丁二醇、正丁醇、异

戊醇和 2-苯乙醇（色谱纯）、生物胺、酪胺、腐胺、

组胺、尸胺、苯乙胺、亚精胺、精胺购自天津科密欧

公司。 
1.1.3  主要仪器 

Agilent-1260 液相色谱仪，美国安捷伦公司；

6850N 顶空气相色谱仪，美国安捷伦公司；Millipore
超纯水处理系统，美国 Millipore 公司；可见分光光度

计 722s，上海精密科学仪器有限公司；TGL-16 高速

台式冷冻离心机，日本日立公司；高速冷冻离心机

5840R，德国 Eppendorf 公司；MD200-1 氮吹仪。 
1.1.4  培养基 

细菌培养基（/L）：5 g 蛋白胨、30 g 牛肉膏、5 g
氯化钠（固体培养基添加 2%琼脂）； 

真菌培养基（/L）：30 g 蔗糖、3 g 硝酸钠、1 g 磷

酸氢二钾、0.5 g 硫酸镁、0.5 g 氯化钾、0.01 g 硫酸亚

铁（固体培养基添加 2%琼脂）。 

1.2  葡萄酒中二氧化硫的测定 

按国标 GB 15038-2006《葡萄酒、果酒通用分析

法》中的滴定法测定样品中游离二氧化硫和总二氧化

硫含量。 

1.3  强制老化葡萄酒样品的制备 

在葡萄酒添加壳寡糖然后进行强制老化，称取

0.505 g 壳寡糖，在紫外灭菌灯下灭菌 30 min,用 10 mL
无菌水溶解后即得到 5.05%的不同分子量壳寡糖溶

液，过 0.22 μm 的水系膜待用。 
在无菌条件下，向干净灭菌的离心管中分别加入

50 mL 的刚开瓶新鲜葡萄酒，然后分别加入 0.5 mL 
5.05%的壳寡糖溶液。使葡萄酒中壳寡糖的终浓度为

5.05%，即得到含有 5.05%壳寡糖的葡萄酒样品，以

0.5 mL 的无菌水代替壳寡糖来制备老化和新鲜对照

组的葡萄酒样品。将添加壳寡糖的葡萄酒样品和老化

对照组的葡萄酒样品放入 37 ℃恒温箱中静置培养 10
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天，将新鲜对照组的葡萄酒样品放入 4 ℃恒温培养箱

中静置培养 10 d，10 d 之后将样品取出，待测。 

1.4  葡萄酒中 DPPH 自由基清除率的测定方

法 

参照 Kmi[18]等人的方法，并稍作修改。将不同浓

度的待测样品加入含有 DPPH（10-4 mol/L）的甲醇溶

液中，得到 3 mL 的反应体系。振荡混匀，在 25 ℃下

避光放置 30 min，于波长 517 nm 下测定其吸光度。 
清除率/%=[1-（A 样品-A 对照）/A 空白]×100% 
注：A 样品为加入 0.1 mL 样品溶液与 2.9 mL DPPH-甲醇溶

液；A 对照为加入 0.1 mL 样品溶液与 2.9 mL 甲醇溶液；A 空白为

加入 0.1 mL 去离子水与 2.9 mL DPPH-甲醇溶液。 

1.5  葡萄酒中羟自由基清除率的测定方法 

参照 Liu[19]等人的方法，并稍作修改。将不同浓

度的待测样品与 FeSO4（6 mmol/L）溶液和水杨酸（6 
mmol/L）溶液混合，在加入 H2O2（H2O2溶液）溶液，

得到 6 mL 的反应体系。振荡混匀，在 37 ℃下水浴 1 
h，于波长 510 nm 下测定其吸光度。 

清除率（%）=[1-（A 样品-A 对照）/A 空白]×100% 
注：A 样品为加入 0.5 mL FeSO4溶液、0.5 mL 水杨酸溶液、

0.2 mL 样品、4.3 mL 去离子水和 0.5 mL H2O2溶液；A 对照为加

入0.5 mL FeSO4溶液、0.5 mL水杨酸溶液、0.2 mL样品和4.8 mL

去离子水；A 空白为加入 0.5 mL FeSO4溶液、0.5 mL 水杨酸溶液、

4.5 mL 去离子水和 0.5 mL H2O2溶液。 

1.6  葡萄酒中还原力的测定方法 

取 1 mL 经稀释 4 倍的试样溶液与 2.5 mol/L pH 
6.6 的磷酸缓冲液 2.5 mL 10%三氯乙酸溶液和 2.5 mL 
1%铁氯化钾溶液混合，50 ℃反应 20 min，然后 3000 
rpm 离心 10 min。取 2.5 mL 上清液与 2.5 mL 蒸馏水

和 0.5 mL 0.1%氯化铁溶液混合，700 nm 波长下侧吸

光值，以抗坏血酸作为标准品制作标曲，根据标准曲

线表示 mmol 抗坏血酸值/L(mmolAAE/L)。 

1.7  原花青素的测量 

加入 1 mL 样品、6 mL 盐酸正丁醇溶液、0.2 mL
硫酸铁铵溶液、1 mL 试样溶液于 10 mL 棕色容量瓶

中，混匀，用聚四氟乙烯带把瓶口缠严，置沸水浴中，

精确加热 40 min 后，立即置冰水浴中冷却 15 min，然

后于 546 nm 波长处测吸光度，以原花青素作为标准

品制作标曲，由标准曲线计算试样中原花青素含量。 
 

1.8  抑菌性的测定方法 

1.8.1  菌种的筛选 
将新鲜葡萄至于空气中放置 48 h，取刚开始腐坏

的葡萄进行搅拌破碎，将取得的葡萄渣和葡萄汁放入

发酵瓶中，将发酵瓶放入 30 ℃恒温箱进行发酵（发

酵共进行 7 d）。 
取发酵稀释适当的倍数，将稀释液分别涂布在细

菌培养基（加 0.0125%制霉菌素）、真菌培养基（加

400000 U/L 链霉素）每组做三个平行，放入 30 ℃恒

温箱培养 24 h。取平板中单菌落，划线培养纯化三代，

菌种保藏，送吉林省库美生物科技有限公司进行测序。 
1.8.2  菌落计数分析 

在细菌（真菌）液体培养基（pH 3.5）中分别加

入 0.01%、0.05%、0.1%的壳寡糖（紫外灭菌 30 min，
过 0.22 水系膜）作为实验组，将等量的无菌水加入细

菌液体培养基作为空白组。向实验组和对照组的培养

基分别接入 0.2%的筛选出来细菌（真菌），然后将实

验组、空白组放入摇床（160 r/min，30 ℃，24 h）。制

备适当稀释倍数梯度的细菌悬浮液，将每种悬浮液以

100 μL 用无菌涂布器均匀涂布在经过过夜干燥的细

菌（真菌）培养基的平板上。在 30 ℃恒温箱中，经

过 24 h 的培养后，计数所有菌落，通过抑菌率=（空

白-对照）/空白的公式计算抑菌率。 

1.9  葡萄酒中有机酸的测定方法 

准确称取 7 种有机酸（酒石酸，草酰乙酸，L 苹

果酸，α-酮戊二酸，乳酸，柠檬酸和琥珀酸），分别用

超纯水定容至 10 mL，终浓度为 1 g/L。称取 7 种有机

酸各 10 mg，定容至 10 mL,再逐级稀释 6 个梯度，用

0.22 μm 水系过滤器过滤，放置于 4 ℃冰箱保存，以

便进行高效液相色谱分析。 
色谱柱为依利特 C18 (250 mm×4.6 mm×4 μm)，紫

外检测波长为 215 nm，进样量 10 μL，柱温为 30 ℃，

流速 0.8 mL/min，流动相 A 为 0.01 mol/L (NH4)2HPO4- 
H3PO4缓冲溶液(pH 2.5)，流动相 B 为乙腈，洗脱程序

0~3 min 100% B 相；10~20 min 96% B 相；30~35 min 
100% B 相。实验重复三次。 

1.10  葡萄酒中风味物质的测定方法 

准确称取 10 种风味物质标准品(乙醛，甲酸乙酯，

乙酸乙酯，正丙醇，异丁醇，乙酸异戊酯，正丁醇，

异戊醇，2,3-丁二醇和 2-苯乙醇)10 mg，分别用 30%
的乙醇溶液定容至 10 mL，浓度为 1 g/L。逐级稀释到 
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6 个梯度，放置于 4 ℃冰箱保存，以便进行气相色谱

分析。 

色谱柱为 AgilentDB-FFAP (30 m×0.250 mm×0.25 
μm)，进样口温度为 250 ℃，检测器温度为 250 ℃，

分流比为 2:1，升温程序：初始温度 50 ℃保持 2 min，
以 5 /min℃ 升至 190 ℃，在 190 ℃保持 1 min，以

10 /min℃ 升至 230 ℃，在 230 ℃保持 10 min。采取静

态顶空进样的方式，实验重复三次。 

1.11   葡萄酒中生物胺的测定方法 

样品和对照中的生物胺测定方法参照杨超等[20]

方法，进行提取及衍生，得到样品后置于 4 ℃冰箱保

存，以便进行液相分析。 
色谱柱为 Agilent C18 (150 mm×4.6 mm×5 μm)，紫

外检测波长为 254 nm，进样量 50 μL，柱温为 35 ℃，

流速 1.0 mL/min，流动相 A 为超纯水，B 为甲醇，洗

脱程序 0~10 min 35% A 相；15 min 25% A 相；20 min 
20% A 相；27 min 15% A 相；30 min 10% A 相；35 min 
5% A 相；40~45 min 35% A 相。用相同条件下标准品

（酪胺、腐胺、组胺、尸胺、苯乙胺、亚精胺、精胺）

进行定性鉴定，用内标法进行定量测定。 

1.12  分析方法 

所有测定均做三组平行，得出平均值与标准差。

使用 SPSS 17.0 进行单向方差分析（ANOVA）以分析

统计学显着性。 

2  结果与讨论 

2.1  葡萄酒中二氧化硫的检测 

表1 葡萄酒中SO2的测定 

Table 1 Determination of SO2 in wine 

添加 SO2/(mg/L) 游离 SO2/(mg/L) 总 SO2/(mg/L)
40 5.12±0.32 23.04±0.72 

60 12.8±0.74 31.12±0.12 

80 24.32±1.72 55.62±1.23 

100 30.97±0.98 79.67±2.11 

葡萄酒 8.23±0.67 26.95±1.29 

SO2 作为葡萄酒中常用的抑菌剂，在葡萄酒中以

游离 SO2、亚硫酸氢根离子和亚硫酸根离子存在[21]。

本文在常温（25 ℃）的葡萄汁（pH 3.5）中以偏重亚

硫酸钾的形式添加 SO2来模拟葡萄酒中 SO2含量。如

表 1 所示，游离的 SO2含量很低，测试所用的葡萄酒

中，游离的 SO2含量为 8.23 mg/L，总 SO2含量为 26.95 
mg/L，相当于添加了 50 mg/L 左右的 SO2。但游离 SO2

具有抑菌性，而结合的 SO2抑菌性很低[21,22]。因此实

际抑菌的 SO2很低，而为了达到抑菌要求，则需要添

加更多的 SO2。但添加过量的 SO2会导致葡萄酒中亚

硫酸盐的含量过高，这可能导致人们产生过敏反应，

可能会使人出现一系列症状，包括头痛、恶心、胃刺

激和呼吸困难。所以减少 SO2的使用，寻找新的替代

品，在葡萄酒工业中尤为重要。 

2.2  壳寡糖在葡萄酒中抗氧化性的测定 

葡萄酒的健康价值主要来源于其所含酚类物质与

它所贡献的抗氧化能力[23]，但开瓶后的葡萄酒，随着

时间的变化，酒中的酚类物质和抗氧化活性急剧降低
[24]。而据报道壳寡糖具有良好的抗氧化性[25,26]，因此

本文探究了壳寡糖对葡萄酒中抗氧化性的影响。在葡

萄酒保存过程中，添加一定量的壳寡糖，测定了葡萄

酒中的抗氧化性。DPPH 自由基和羟自由基分析都是

最常用的自由基[24,25]，用以测评各种酒样中抗氧化性

的能力。因此，通过将添加壳寡糖与不添加壳寡糖的

葡萄酒样中的自由基清除率进行对比，从而来评估抗

氧化能力的改善。表 2 显示在老化过程中添加壳寡糖

的葡萄酒中的自由基清除活性有所增强。与老化的葡

萄酒样相比，添加壳寡糖的葡萄酒样的 DPPH 和羟自

由基清除率分别增强了 3.96%与 4.48%。这可能是由

于壳寡糖本身具有抗氧化性，并且壳寡糖可以提高抗

氧化酶的酶活性，降低氧化酶的酶活性[27]所导致的。 
FRAP 可以反应抗氧化的活性[26]。因此，取葡萄

酒样将 Fe3+还原为 Fe2+用于评价其还原能力。表 2 显

示在葡萄酒老化过程中添加壳寡糖显著提高了葡萄酒

的还原能力。与老化的酒样相比，添加壳寡糖的葡萄

酒还原力提高了 14.23%。 
原花青素(Proanthocyanidins，PC)是植物中广泛存

在的一大类多酚化合物的总称，具有强抗氧化、消除

自由基的作用[28]。葡萄酒中含有大量的原花青素，它

主要来源于葡萄籽的类黄酮类化合物，具有体内活性，

是目前国际上公认的清除人体内自由基最有效的天然

抗氧化剂[29]。但在葡萄酒开瓶后，葡萄酒中的原花青

素随着时间的增长而逐渐降低[23]。而壳寡糖可以有效

的防止酚类化合物的降低[30]。表 2 中显示在葡萄酒老

化过程中添加壳寡糖显著提高了葡萄酒的原花青素含

量。与老化的酒样相比，添加壳寡糖的葡萄酒原花青

素含量提高了 107.97%，接近于新鲜的葡萄酒。 
这表明了在葡萄酒中添加壳寡糖可以大大的提高

葡萄酒中的抗氧化能力，这对于葡萄酒中抗氧化剂研

究具有重要的影响。 
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表2 葡萄酒中DPPH、羟自由基清除率、还原力和原花青素的测定 

Table 2 Determination of DPPH, hydroxyl radical scavenging rate, reducing power and Proanthocyanidins in wine 

项目 DPPH 清除率 羟自由基清除率 还原力（10-6 mol 抗坏血酸值/g 样品） 原花青素/(mg/100 mL)

新鲜葡萄酒 49.96±2.33% 48.84±0.44% 2.25±0.04 295.49±23.89 

老化葡萄酒 44.88±1.33% 44.87±3.01% 1.85±0.03 138.37±24.03 

加壳寡糖的葡萄酒 48.82±1.68% 49.34±0.22% 2.11±0.03 287.77±11.13 

表3 葡萄酒中腐败菌的抑菌率测定 

Table 3 Determination of antibacterial rate of spoilage bacteria in wine 

菌种 
抑菌率/% 

100 mg/L COS 500 mg/L COS 1000 mg/L COS 

Enterococcus 21.23±0.95b 99.98±0.01a 100.00±0.00a 

Bacillus cereus 73.01±1.90b 100.00±0.00a 100.00±0.00a 

Paenibacillus 63.98±0.30b 100.00±0.00a 100.00±0.00a 

Alkaliphilus 76.83±2.32b 100.00±0.00a 100.00±0.00a 

Pantoea sp 95.00±3.01b 99.91±0.01a 100.00±0.00a 

Lactococcus 12.43±4.23b 100.00±0.00a 100.00±0.00a 

Aspergillus flavus 88.01±2.75b 100.00±0.00a 100.00±0.00a 

Aureobasidium pullulans 72.01±3.20b 99.69±0.00a 100.00±0.00a 

Penicillium 44.01±5.78b 99.54±0.00a 100.00±0.00a 

注：不同字母代表具有显著性差异（p<0.05）。 

2.3  壳寡糖在葡萄酒中抑菌性的测定 

2.3.1  添加壳寡糖的葡萄酒中腐败菌的抑菌率

测定 
到目前为止，许多报道已经描述了壳寡糖对多种

细菌和真菌的抗菌和抗真菌活性[29-33]。壳寡糖可以改

变细胞膜的通透性，保护细胞成分，控制物质的进出。

带正电的壳寡糖可以结合并吸收到微生物的细胞壁

中，导致 DNA 的渗透和 RNA 转录的阻断。从而杀死

微生物细胞[32]。但壳寡糖的抑菌活性受聚合程度、微

生物种类等因素的影响而发生变化[33]。因此，为了在

葡萄酒中更有效地发挥壳寡糖的抑菌活性，本研究评

估了在不同浓度下壳寡糖对葡萄酒腐败菌的抑菌活

性。本文选取了六种细菌（Enterococcus、Bacillus 
cereus、Paenibacillus、Alkaliphilus、Pantoea sp、
Lactococcus ）和三种真菌（ Aspergillus flavus 、
Aureobasidium pullulans、Penicillium）作为测试腐败

菌。如表 3 所示，添加不同浓度的壳寡糖对葡萄酒腐

败菌抑制作用具有不同的效果，壳寡糖对所有腐败菌

的抑菌活性与壳寡糖的浓度呈负相关（在 100~1000 
mg/L 范围内），说明壳寡糖具有较好的抑菌效果。如

表 3 所示，当在葡萄酒中添加 100 mg/L 壳寡糖时，可

以看出除对个别腐败菌显著抑制外，大部分葡萄酒腐

败菌均未受到明显抑制。仅对 Pantoea sp 有 95.00%的

抑制作用，对 Aspergillus flavus 有 88%的抑制作用。

当壳寡糖浓度增加到 500 mg/L 时，对细菌或真菌的抑

制率几乎可以达到 100%。当壳寡糖浓度增加到 1000 
mg/L 时，抑制率没有明显变化。从经济效益和抑菌效

果来看，以 500 mg/L 壳寡糖为最佳浓度。抑菌结果表

明，壳寡糖对筛选得到的 Enterococcus、Bacillus cereus
等腐败菌，包括细菌和真菌都具有很好的抑制作用，

因此添加壳寡糖可以有效的延长葡萄酒的货架期。 
2.3.2  添加壳寡糖与 SO2的葡萄酒中腐败菌的

抑菌率对比 
表4 壳寡糖和SO2作为添加剂对葡萄酒中腐败菌混合物的抑菌

效果 

Table 4 Antibacterial effect of chitosan oligosaccharide and 

SO2 as additives on wine spoilage mixture 

菌种 
抑菌率/% 

500 mg/L COS 50 mg/L SO2 

混合菌种 99.99±0.00 81.24±0.52 

表 1 中显示成品酒中的 SO2含量约在 50 mg/L 左

右，因此选用 50 mg/L SO2作为测试浓度。将上述所

有的腐败菌混合接入葡萄汁（pH 3.5）中，利用菌落

计数分析的方法。比较分析了 500 mg/L COS 和 50 
mg/L SO2 作为添加剂对葡萄酒中腐败菌混合物的抑

菌效果。如表 4 中所示，添加 500 mg/L COS 的抑菌

率为 99.99%，比添加 50 mg/L SO2 的抑菌率高出了

18.75%。结果显示 500 mg/L COS 具有更好的抑菌效

果。 
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据报道胶体银复合物（colloidal silver complex）
[34]、二甲基二碳酸盐（dimethyl dicarbonate）[35]和葡

萄酒多酚（wine polyphenols）[36]在葡萄酒中具有很好

的抑菌效果。在抑菌方面，添加胶体银复合物，在发

酵第三天时腐败菌菌浓（cfu）为 7.0~4.4×103，发酵结

束后腐败菌菌浓（cfu）下降到 5.0~4.3×102，抑菌率在

28.47%~99.82%；在瓶装葡萄酒之前加入的二甲基二

碳酸盐，可以有效的抑制腐败菌生长，抑菌率为

88.23%~100.00%；葡萄酒多酚中黄酮醇和二苯乙烯对

腐败菌显示出最大抑菌性效果，添加黄酮醇和二苯乙

烯后 IC50 在 0.16~0.84 之间；而添加的壳寡糖的抑菌

率在 99.54%~100.00%。在抗氧化方面，胶体银复合物

和二甲基二碳酸盐没有抗氧化活性；葡萄酒多酚具有

显著抗氧化活性，DPPH 清除率在 85.02%~95.78%[37]；

而添加的壳寡糖的葡萄酒样的 DPPH 分别增强了

3.96%。与胶体银复合物、二甲基二碳酸盐和葡萄酒

多酚相对比，壳寡糖的抑菌性与二甲基二碳酸盐和葡

萄酒多酚相当，优于胶体银复合物；壳寡糖的抗氧化

性低于葡萄酒多酚，优于胶体银复合物和二甲基二碳

酸盐，这可能是由于胶体银复合物和二甲基二碳酸盐

没有还原能力所导致的。并且壳寡糖具有调节肠道微

生态、改善肠道组织形态和增强免疫功能的效果[38]，

而过量使用胶体银复合物可能会引起重金属中毒等危

害。 

2.4  壳寡糖对葡萄酒风味的影响 

2.4.1  葡萄酒中有机酸的测定 
在上文中我们已经证实添加壳寡糖可以有效提高

葡萄酒的抗氧化性，同时也可以抑制细菌和真菌等腐

败菌，然而葡萄酒特殊的口感和香气决定了葡萄酒的

风味，壳寡糖作为添加剂添加到葡萄酒中是否会对葡

萄酒的风味产生影响呢？因此在这里，我们考察了新

鲜葡萄酒，老化葡萄酒以及添加壳寡糖的老化葡萄酒

中风味组分的变化，来确定壳寡糖是否会对葡萄酒的

风味产生影响。 
葡萄酒中主要有机酸有酒石酸、苹果酸、琥珀酸、

乳酸、柠檬酸等，有机酸的含量和种类是影响葡萄酒

口感和风味的重要因素[39]。如表 5 所示与新鲜葡萄酒

相对比经过老化处理后的葡萄酒中酒石酸、酮戊二酸、

苹果酸、琥珀酸含量升高了 0.01~1.52 mg/mL，而添加

壳寡糖后老化处理的葡萄酒中酒石酸、草酰乙酸、酮

戊二酸、苹果酸、乳酸、柠檬酸、琥珀酸含量与新鲜

的葡萄酒相比没有显著性变化，所以添加壳寡糖不会

影响葡萄酒中有机酸的变化。其中酒石酸和苹果酸作

为葡萄酒中主要的有机酸，老化后的葡萄酒中酒石酸

和苹果酸含量增加 0.36 mg/mL 和 1.23 mg/mL。酒石

酸既影响了葡萄酒 pH 的高低[40]又影响了葡萄酒的口

感和稳定性，而苹果酸酸度较大有特殊香味稍带苦涩

味[41]，也是影响葡萄酒口感的重要因素之一。当葡萄

酒中酒石酸和苹果酸含量过大时，会导致葡萄酒的口

感粗硬并伴有涩感，使酒体粗糙度、色度等降低[42,43]。

新鲜葡萄酒中总酸含量为 11.88 mg/mL，老化葡萄酒

中总酸含量为 13.73 mg/mL，比新鲜葡萄酒提高了

15.57%，添加壳寡糖后老化处理的葡萄酒中总酸与新

鲜相比没有显著性变化。李华[44]认为酿酒葡萄的适宜

酸度应保持在 6~10 mg/mL 之间，否则酿成的葡萄酒

易出现乏味、少筋、平淡、酸涩和粗硬的感官特征。

老化后的葡萄酒中酸度超过了适宜酸度范围高出

3.73%，而新鲜葡萄酒和添加壳寡糖的葡萄酒酸度含

量仅高出 1.88%和 2.59%，低于老化葡萄酒。 
表5 葡萄酒中有机酸的测定 

Table 5 Determination of organic acids in wine 

有机酸 
/(mg/mL) 新鲜葡萄酒 老化葡萄酒 添加壳寡糖

的葡萄酒 

酒石酸 2.38±0.17a 2.74±0.18b 2.49±0.02a 

草酰乙酸 0.06±0.01a 0.06±0.01a 0.06±0.01a 

酮戊二酸 0.04±0.00a 0.05±0.01b 0.05±0.00ab

苹果酸 5.20±0.26a 6.43±0.20b 5.68±0.21a 

乳酸 3.82±0.31a 3.74±0.19a 3.71±0.19a 

柠檬酸 0.34±0.03a 0.29±0.03a 0.33±0.04a 

琥珀酸 0.36±0.02a 0.42±0.00b 0.37±0.02a 

总酸 11.88±0.80a 13.73±0.52b 12.59±0.49a 

注：不同字母代表具有显著性差异（p<0.05）。 

2.4.2  葡萄酒中风味物质的测定 
表6 葡萄酒中风味物质的测定 

Table 6 Determination of flavor substances in wine 

风味物质 
/(mg/mL) 新鲜葡萄酒 老化葡萄酒 添加壳寡糖

的葡萄酒

甲酸乙酯 0.27±0.04a 0.26±0.10a 0.31±0.05a

乙酸乙酯 1.68±0.29a 0.24±0.12b 1.72±0.28a

正丙醇 0.16±0.02a 0.09±0.00b 0.16±0.01a

异丁醇 0.19±0.03b 0.06±0.00a 0.18±0.02b

乙酸异戊酯 0.32±0.06c 0.01±0.00a 0.11±0.01b

正丁醇 0.00±0.00a 0.00±0.00a 0.00±0.00a

异戊醇 1.79±0.27b 0.76±0.08a 1.75±0.20b

2-苯乙醇 0.02±0.00a 0.04±0.00b 0.02±0.00a

注：不同字母代表具有显著性差异（p<0.05）。 

鉴别葡萄酒品质重要的方法途径之一是测定葡萄

酒中的香气成分[45]，而气相色谱法是目前检验葡萄酒

香气成分的主要检测方法之一[46]。表 6 中显示与新鲜
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葡萄酒相比经过老化处理后的葡萄酒中乙酸乙酯、正

丙醇、异丁醇、乙酸异戊酯、异戊醇的含量降低了

0.13~1.44 mg/mL，而添加壳寡糖处理后老化的葡萄酒

中除乙酸异戊酯外的风味物质与新鲜葡萄酒相比没有

显著变化。这可能是由于老化处理过程中温度较高，

导致乙酸异戊酯挥发。所以添加壳寡糖不会影响葡萄

酒中风味物质的变化。葡萄酒中高级醇主要包括正丙

醇、正戊醇、异戊醇、正丁醇、异丁醇等, 主要由葡

萄汁中的糖发酵而成，是挥发性的香味物质，可增加

葡萄酒的风味[47]。老化后的葡萄酒中高级醇的总含量

降低 1.54 mg/mL，可能会使葡萄酒的香气降低。而添

加壳寡糖的葡萄酒中高级醇的含量与新鲜的葡萄酒中

的含量没有明显的变化。另外，乙酸乙酯也是葡萄酒

的重要香气成分[48]，表 6 中显示老化后的乙酸乙酯损

失严重，乙酸乙酯降低了 1.44 mg/mL，但添加壳寡糖

的葡萄酒保存良好。 
2.4.3  葡萄酒中生物胺的测定 

表7 葡萄酒中生物胺的测定 

Table 7 Determination of biogenic amines in wine 

生物胺 
/(mg/L) 新鲜葡萄酒 老化葡萄酒 添加壳寡糖 

的葡萄酒 

苯乙胺 2.49±0.05b 1.41±0.75a 2.14±0.02b 

腐胺 4.57±0.00a 4.57±0.00a 4.57±0.00a 

尸胺 0.64±0.01a 0.65±0.01a 0.62±0.00a 

组胺 7.58±0.02a 14.93±2.43b 7.69±0.00a 

酪胺 1.83±0.02a 1.86±0.06a 1.80±0.02a 

亚精胺 1.47±0.00a 1.50±0.01a 1.48±0.00a 

精胺 1.10±0.00a 1.10±0.00a 1.10±0.00a 

注：不同字母代表具有显著性差异（p<0.05）。 

葡萄酒中富含多种生物胺[49]，葡萄酒中生物胺主

要是乳酸菌将氨基酸脱羧产生的[50]，在葡萄酒中，有

多种氨基酸能够被乳酸菌脱羧，生成组胺、酪胺、腐

胺、尸胺及苯乙胺等，前 3 种胺类是葡萄酒中最主要

的生物胺[50]。因此本文对处理后的葡萄酒进行了生物

胺的检测。如表 7 所示，老化后的葡萄酒中腐胺、尸

胺、酪胺、亚精胺、精胺含量与新鲜葡萄酒相对比没

有显著变化，添加添加壳寡糖处理后老化的葡萄酒中

生物胺的含量与新鲜葡萄酒相比没有显著性变化，但

老化后的葡萄酒中组胺含量急剧升高，比新鲜葡萄酒

中升高了 7.35 mg/L，含量提高了 96.97%。这可能是

由于葡萄酒中乳酸菌生长所导致的[50]，而生物胺都具

有一定的毒性作用，各种胺类毒性大小不同，其中组

胺对人体健康的影响最大[51]。并且组胺除了自身毒性

较大外，其他生物胺也会加强组胺的毒性[52]。目前，

许多国家对葡萄酒中组胺作出了限量规定。澳大利亚、

匈牙利和瑞士不得高于 10 mg/L，法国不得高于 8 
mg/L[53]。而老化后的葡萄酒中组胺含量严重超标，相

当于澳大利亚、匈牙利和瑞士标准 1.49 倍，法国标准

的 1.87 倍。但如此相对比添加壳寡糖后的葡萄酒中，

组胺含量比新鲜葡萄酒没有明显的变化，在各个国家

组胺限量标准之内。 
从有机酸、风味物质和生物胺的检测中可以看出，

添加壳寡糖的葡萄酒不会对葡萄酒性能造成改变，并

可以延长葡萄酒的口感和香气。而老化后的葡萄酒中

酒石酸、苹果酸和组胺的增加以及高级醇和乙酸乙酯

的减少可能有由于葡萄酒被强氧化或者腐败菌的生长

所导致的。 

3  结论 

添加壳寡糖有利于维持葡萄酒的抗氧化性，并且

对 Enterococcus、Bacillus cereus 等腐败菌显示出抑菌

活性。在抗氧化性测试中，添加壳寡糖的葡萄酒与老

化处理的葡萄酒相比，添加壳寡糖的葡萄酒样中原花

青素含量、还原能力、DPPH 清除率和羟自由基清除

率分别增强了 107.97%、14.23%、3.96%与 4.48%，结

果显示壳寡糖具有显著的抗氧化性。在抑菌测试中，

菌种活性与壳寡糖浓度呈负相关，当壳寡糖浓度超过

500 mg/L 时，所有腐败菌均可以被抑制，因此选用 500 
mg/L 作为壳寡糖在葡萄酒中的添加量。因此，壳寡糖

可以作为可食用的抗氧化抑菌材料潜在地应用于葡萄

酒中。 
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