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摘 要： 利用 3, 5-二硝基水杨酸（DNS）法和硫化氢检测管检测法分析了高 / 低产硫化氢酿酒酵母菌株的发酵特

性及其硫化氢产生特性。结果显示：高 / 低产硫化氢酿酒酵母菌株在发酵过程中的硫化氢产率变化趋势同为“双峰”
趋势，且发酵前期峰值出现时间相同；高 / 低产硫化氢酿酒酵母在发酵速率和硫化氢产生比率上存在一定差异，且

不同菌株的发酵速率与硫化氢产生比率之间没有必然联系。
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Abstract: The characteristics of the fermentation and H2S formation of S. cerevisiae strains with high/low H2S yield rate were analyzed by DNS
method and H2S detector tube. The results indicated that the change trend of H2S yield rate presented “double peaks” in both S. cerevisiae strains
and peak value appearance time in prior fermentation period was almost the same, however, there was some difference in fermentation rate and
H2S formation rate for the two kinds of S. cerevisiae strains and there was no necessary correlations between the fermentation rate and H2S forma-
tion rate.
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酵母菌在发酵过程中产生的风味物质是形成葡萄酒

风味的重要途径之一[1]。 长期以来，酵母菌在葡萄酒酿造

过程中形成硫化氢是酿酒过程中最常见问题之一[4， 7-10, 16]。
风味特征为臭鸡蛋气味的硫化氢具有挥发性强、 风味阈

值低的特点， 如其在酿造过程中过多积累则会给葡萄酒

带来非常明显的风味缺陷 [12]。 目前，已有各种工艺处理

（如铜沉淀法、惰性气体法）和分子遗传方法试用于降低

或避免发酵过程中 H2S 的产生，然而，这些处理若使用不

当则易给葡萄酒带来新的问题，如葡萄酒风味损失等。本

研究通过检测高产和低产硫化氢菌株在模拟汁发酵过程

中的硫化氢产率， 分析总结酿酒酵母合成硫化氢的时期

及动态变化趋势，以期为实施相应措施提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 材料

酵母菌株：本实验室分离筛选的高产硫化氢菌株 E6
和低产硫化氢菌株 P5。

DNS 试剂：3.25 g 3, 5-二硝基水杨酸，2 mol/L 氢氧

化钠 162.5 mL，22.5 g 丙三醇，用蒸馏水定容至 500 mL，
棕色瓶 4℃恒温放置[2]；斐林试剂、葡萄糖标准溶液和次

甲基蓝指示液的配制和使用参考 GB/T 15038—2006[3]；
Triple M 模拟汁的配制参考[13]。

发酵装置： 主体部分由 1 L 玻璃罐和两孔硅胶塞组

成，硫化氢检测管通过球形玻璃弯管与发酵罐内部相连，
长不锈钢注射器针头通过硅胶塞孔插入发酵液面以下，
用于还原糖含量检测。
1.2 实验方法

1.2.1 发酵条件

以 Triple M 模拟汁作为发酵液， 发酵量为 600 mL，
发酵温度为 200℃，摇床转速为 150 r/min。 酵母菌的接
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种量为 5×105 cfu/mL （利用血球计数板计数对数期培养

的菌株以控制接种量）， 每株酵母菌进行 3 个平行发酵。
在发酵起点、16 h 和之后每 24 h 时取样， 取样时记录硫

化氢产生量， 并使用 DNS 法测量发酵液的还原糖含量。
当还原糖含量低于 2 mg/mL 时发酵结束，停止取样。
1.2.2 DNS 法

葡萄糖标准曲线：分别取 0.05 mL、0.10 mL、0.15 mL、
0.20 mL、0.25 mL、0.30 mL、0.35 mL、0.40 mL、0.45 mL、
0.50 mL、0.55 mL、0.60 mL、0.65 mL、0.70 mL、0.75 mL、
0.80 mL、0.85 mL、0.90 mL、0.95 mL和 1.00 mL 的 4 mg/mL
葡萄糖标准溶液于 25 mL 具塞试管中，用蒸馏水补足至

1 mL，加入 1.5 mLDNS 后混匀，沸水浴中保持 5 min，流

水冷却至室温，加 4 mL 蒸馏水，混匀，静置 20 min 后于

540 nm 处测量。
样品测定：取 1 mL 原样或稀释后样品，加入 1.5 mL

DNS，混 匀，沸 水 浴 中 保 持 5 min，流 水 冷 却 至 室 温，加

4 mL 蒸馏水,混匀，静置 20 min 后于 540 nm 处测量[2]。
1.2.3 硫化氢检测法

用硫化氢检测管测定硫化氢生成比率[11，15]。

2 结果与分析

2.1 低产硫化氢酿酒酵母菌株合成硫化氢特点分析

低产硫化氢酿酒酵母菌株 P5 在发酵过程中产硫化

氢的总比率为 0.313，硫化氢产生比率随发酵进行的动态

变化趋势见图 1。

图 1 表明，P5 的发酵速率比较快，发酵周期为 232 h，
3 个平行发酵的发酵进程相对一致。 P5 在发酵 64 h 开始

产生硫化氢，发酵 88 h 时硫化氢产率达到最高值，随后

逐渐下降至零点； 发酵后期，160 h 时硫化氢产率逐渐增

加，208 h 时达到峰值随后下降。 因此， 在整个发酵过程

中，P5 的硫化氢产生比率变化曲线呈“双峰”，且发酵后

期的峰值低于发酵前期， 平行发酵之间的检测结果存在

较小差异。
2.2 高产硫化氢酿酒酵母菌株合成硫化氢特点分析

高产硫化氢酿酒酵母菌株 E6 在发酵过程中产硫化

氢的总比率为 1.018，硫化氢产生比率随发酵进行的动态

变化趋势见图 2。

E6 发酵速率相对较慢，发酵周期为 288 h，平行发酵

的进程相对一致。 发酵 64 h 开始产生硫化氢，至 88 h 时

硫化氢产生比率达到最大， 随后比率逐渐下降； 到发酵

164 h 时硫化氢产量再次增加随后下降。 因此，在整个发

酵过程中 E6 的硫化氢产量变化曲线呈“双峰”，但发酵

前期峰值为整个发酵过程中硫化氢产生比率的最高值，
发酵后期峰值较低且与峰值前后点产率的差距较小。

3 结论

高产和低产硫化氢酿酒酵母在发酵速率和产硫化氢

比率两方面都存在差异，但是也存在一些相同的规律：发

酵过程中硫化氢产生比率变化趋势呈现“双峰”，且发酵

后期峰值低于发酵前期； 发酵前期产生硫化氢的起始时

间相同，都为发酵 64 h 之后，且发酵前期峰值的产生都

在 88 h。
影响不同酿酒酵母菌株在发酵过程中的硫化氢产率

的因素有很多，菌株的遗传背景是其中的主要因素，另外

发酵液中的营养物质水平如氮源和维生素、发酵速率、发

酵过程中二氧化硫的添加和含硫农药的施用等等 [6]都会

影响硫化氢产率。 本研究采用 Triple M 模拟汁作为发酵

液可以排除葡萄原料带来的不同发酵样品之间的差异，
同时 Triple M 模拟汁可以保证酵母菌对氮源和维生素

的基本需求，因此，不存在营养物质缺乏引发合成硫化氢

的现象。发酵过程中没有使用二氧化硫，也可以排除无机

硫源添加对硫化氢生成特性研究的影响。通过比较高产、
低产硫化氢菌株的发酵曲线和硫化氢产率曲线， 发现不

同菌株之间的发酵速率与硫化氢生成并没有必然联系，
这一结论与 Butzke & Park[5]的研究结果相一致。
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