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摘 要: 苹果酸-乳酸发酵（ MLF）是果酒（ 葡萄酒、苹果酒）酿造中非常重要的二次发酵过程。本

研究采用人工模拟果酒，研究果酒成分对MLF的影响。结果表明，葡萄糖抑制乳酸菌的MLF，果

糖却有促进作用，而且果糖可解除葡萄糖对酿酒酒球菌 MLF的抑制作用，果酒中葡萄糖和果糖

的浓度及其比例是预测和控制MLF的重要参数；高浓度乙醇、低 pH抑制乳酸菌的MLF，其抑制

作用的大小与使用的菌种有关；酒中酚类物质（ 没食子酸和阿魏酸）对酿酒酒球菌的 MLF几乎无

任何显著影响；酒精发酵完成后果酒中营养的缺乏会抑制乳酸菌的MLF。
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Abstract: Malolactic fermentation (MLF) is an important secondary fermentation in fruit wine (including grape wine and

cider). The effects of fruit wine constituents on MLF were investigated by manual simulation. The results presented as fol-

lows: Glucose inhibited MLF of lactic acid bacteria and on the other hand fructose advanced MLF of lactic acid bacteria.

Besides, fructose could relieve the inhibition of MLF of O. oeni by glucose. The concentration and ratio of glucose and

fructose was an important parameter to predict and control MLF. High ethanol concentration and low pH inhibited MLF of

lactic acid bacteria (the inhibition influenced by the used bacteria species). And phenol compounds (gallic acid and ferulic

acid) had hardly significant effects on MLF of O. oeni. The scarcity of nutrients in wine after alcoholic fermentation would

inhibit MLF of lactic acid bacteria.( Tran. by YUE Yang)
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在果酒(葡萄酒、苹果酒)生产中,苹果酸-乳酸发酵

(简称 MLF) 是酒精发酵后由乳酸菌引起的第二次发酵,

该过程将苹果酸经脱羧作用转化为乳酸和 CO2。许多乳

酸菌都能发生 MLF,如乳杆菌( Lactobacillus)、酒明串珠

菌 ( Leuconostoc)、片球菌 ( Pedicoccus)和酒球菌 ( Oeno-

coccus) , 主要是酿酒酒球菌( Oenococcus oeni) [1, 2]。MLF

的主要作用是:①降低果酒的酸度; ②增加果酒香气的

复杂性和进行风味修饰;③增加果酒的微生物学稳定性
[3, 4]。MLF是一个非常重要的过程,在现代葡萄酒生产工

艺中 , 大部分红葡萄酒、部分白葡萄酒和苹果酒都必须

经过 MLF[5, 6]。

目前, 在果酒生产中 MLF的方式有两种: ①自然

MLF, 由果酒中自然存在的苹果酸-乳酸菌(malolactic

bacteria)来完成 ;②人工接种发酵 , MLF 由经过人工选

育的苹果酸-乳酸菌制剂来完成。无论是那种方式, MLF

都依赖于苹果酸-乳酸菌在果酒中的生长。MLF能否顺

利启动并最终完成受菌种和果酒环境条件 (乙醇含量,

pH, SO2浓度及营养条件等) 的影响, 生产上常常出现

MLF发酵迟滞甚至接种失败[7, 8]。因此,有必要系统地了

解发酵过程中果酒各成分对 MLF的影响, 以便更好地

预测和控制 MLF过程,从而顺利地完成 MLF发酵。

为了便于研究 , 本文使用人工模拟果酒 , 研究了糖

类、乙醇、苹果酸、营养状况对 MLF的影响, 以期为

MLF的生产实践提供理论指导。
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1 材料与方法

1.1 试验材料

1.1.1 试验菌株

选用酿酒酒球菌( Oenococcus oeni 11648 )和某苹果

酒厂 MLF 使用的短乳杆菌 ( Lactobacillus brevis BM2)

作为试验菌株。

1.1.2 MLF乳酸菌生长培养基

组成:葡萄糖 5 g/L,果糖 5 g/L, 酵母抽提物 5 g/L,

(NH4)2SO4 2 g/L, KH2PO4 2 g/L, 微量元素溶液 20 mL/L。

将配制好的上述液体培养基在 121℃下杀菌 10 min。

1.1.3 人工模拟果酒

葡萄糖 2 g/L, 果糖 1 g/L, 苹果酸 3 g/L, 乙醇 10 %

( v/v) , 酵母抽提物 4 g/L, 微量元素溶液 20 mL/L, 然后

用 1 M的 NaOH溶液调 pH为 4.0,指明 pH的除外。

1.2 试验方法

1.2.1 苹果酸-乳酸菌的培养

试验菌株接种在 MLF乳酸菌生长培养基中, 在厌

氧条件下于 25℃培养 72 h,备用。

1.2.2 MLF发酵

将 1 mL上述已培养好 MLF乳酸菌接种到 100 mL

人工模拟果酒中, 在 25℃下培养 72 h, 然后终止发酵,

测定样品中苹果酸的浓度。模拟果酒的成分根据试验要

求而调整。

1.2.3 苹果酸浓度的测定

采用高效液相色谱法。色谱条件 : 色谱柱 Ionpac

AS11- HC 4×250 mm(P/N 052960) , 柱温 35 ℃, 流动相

为程控混合的 0.5 mM和 100 mM的 NaOH溶液, 进样

量 20μL。

1.2.4 苹果酸降解率(MAD)

MAD= ×100 %

2 结果与分析

2.1 果酒中糖（ 葡萄糖和果糖）的影响

模拟果酒的其他成分保持不变,按表 1 改变糖的种

类和浓度,接种后进行 MLF发酵。从表 1 可知,当酒中

不含任何糖时 , 短乳杆菌的苹果酸分解率 (MAD)仅为

30 %。碳源的缺乏影响乳杆菌的生长 ,进而影响 MLF。

当葡萄糖的浓度为 2 g/L 时 , MAD 增加到 63.9 %;但酒

中葡萄糖的浓度增加为 6 g/L时, MAD略有下降。同可

利用糖类为葡萄糖相比 , 当酒中糖类为果糖时 , 短乳杆

菌的 MAD 显著增加。果糖的浓度也影响短乳杆菌的

MLF。当果糖的浓度从 2 g/L 增加到 6 g/L 时 , MAD 表

现为先升后降的趋势。当酒中同时含有葡萄糖和果糖

时 ,短乳杆菌的 MAD 要低于含相同浓度果糖的酒样的

MAD。这一结果表明葡萄糖抑制短乳杆菌的 MLF。

酿酒酒球菌的 MLF与短乳杆菌的 MLF不同。当酒

中不含任何糖时,酿酒酒球菌仍表现出很高的 MAD,为

94.4 %。这一结果表明,不同的菌种有着不同的 MLF活

力,酿酒酒球菌的 MLF活力要远远高于短乳杆菌。从表

1 可看出,当酒中含 2 g/L葡萄糖时 , MAD 降低明显 ,而

且 MAD 随着酒中葡萄糖浓度的增加而降低。这也表

明,葡萄糖抑制酿酒酒球菌的MLF。当酒中的可利用糖

类为果糖 , 且浓度从 2 g/L 增加到 6 g/L 时 , MAD 几乎

相同。还表明当酒中同时含有葡萄糖和果糖时,酿酒酒

球菌的 MAD保持不变。这意味着当果糖存在时葡萄糖

无抑制酿酒酒球菌 MLF的作用。

从试验结果可看出,果酒中葡萄糖和果糖对乳酸菌

的 MLF有很大的影响,而且与所使用的菌种有关,因此

果酒中葡萄糖和果糖及其浓度是 MLF控制工艺中的一

个重要参数,由果糖含量较高的果汁制得的果酒应更易

进行 MLF发酵,但葡萄糖与果糖的比例对 MLF的影响

还有待进一步研究。Miranda [9]等人 1997年报道了葡萄

糖对酿酒酒球菌的 MLF有抑制作用。当果糖存在时,由

葡萄糖造成的这种抑制作用可完全解除。在本试验中得

到了相同的结论。然而,在试验中发现当酒中同时含有

葡萄糖和果糖时 ,短乳杆菌的 MAD 要低于含相同浓度

果糖的酒样的 MAD。Miranda等人当时共研究了 4个酿

酒酒球菌菌株 M3, 8A, LOD004 和 LOD004 的葡萄糖抑

制现象。他们发现葡萄糖抑制现象仅发生在前两个菌株

上。因此,葡萄糖造成的 MLF抑制是否发生取决于所使

用的乳酸菌种。

2.2 乙醇浓度的影响

为了研究乙醇对 MLF的影响, 模拟果酒的其他成

分保持不变, 仅改变乙醇的浓度, 接种后进行 MLF发

酵,试验结果见表 2。如预料的那样,乙醇抑制乳杆菌的

MLF,但抑制作用与乙醇浓度并不呈线性关系。当乙醇

浓度低于 10 %时 ,几乎不表现对短乳杆菌的 MLF活性

MLF前苹果酸浓度- MLF后苹果酸浓度

MLF前苹果酸浓度
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的抑制。然而 , 当乙醇浓度大于 12 %时 , 短乳杆菌的

MAD剧烈下降,乙醇显示出了强烈的抑制作用。从表 2

可看出, 乙醇同样表现出对酿酒酒球菌 MLF的抑制作

用。但与短乳杆菌不同的是 ,当乙醇浓度大于 12 %时 ,

酿酒酒球菌的 MAD 稍有下降。这个试验结果表明 , 不

同乳酸菌对乙醇的忍耐性是不同的,选用高乙醇忍耐性

的乳酸菌对 MLF的发生及顺利完成很重要。

2.3 苹果酸及 pH的影响

酒样中的苹果酸浓度变化及其 pH 值见表 3。苹果

酸的浓度影响果酒的 pH值, 进而影响乳酸菌的生长和

MLF。低 pH 被认为是抑制乳酸菌生长及 MLF 活性的

主要因素之一 [10]。如表 3所示, 当苹果酸浓度为 1 g/L

( pH3.91)时, 0.154 g/L苹果酸被降解,短乳杆菌的 MAD

很低 , 为 15.4 %。当苹果酸浓度为 2 g/L( pH3.72)时 ,

0.114 g/L苹果酸被降解,短乳杆菌的 MAD 仅为 5.7 %。

对于更高浓度苹果酸 ,短乳杆菌的 MAD 稍有下降。从

表 3 中还可看出 ,③号酒样与对照的成分相同 , 所不同

的仅是 pH值, 然而③号酒样短乳杆菌的 MAD要远低

于对照。这说明短乳杆菌对 pH敏感。

酿酒酒球菌在不同苹果酸浓度及 pH 值下的 MLF

表现与短乳杆菌有很大的不同。当苹果酸浓度为 1 g/L

( pH3.91)时 , 有 0.911 g/L 苹果酸被其降解 , 其 MAD 为

91.1 %,远高于同等情况下短乳杆菌的 MAD,且酒样中

苹果酸的浓度从 1 g/L ( pH3.91) 增加到 3 g/L( pH3.08)

时, MAD并没有降低,而是稍有增加。此外,当③号酒样

与对照相比时 ,③号酒样酿酒酒球菌的 MAD 略低于对

照。显然酿酒酒球菌对 pH胁迫的抵抗力比短乳杆菌要

大得多。如所预料的那样,当酒样中苹果酸的浓度超过

4 g/L( pH2.90)时, 酿酒酒球菌的 MAD 剧烈下降 , 显示

出了显著的低 pH抑制 MLF。

从表 3中还可发现,①号酒样的 pH与对照很近似,

但无论是酿酒酒球菌还是短乳杆菌 , 其①号酒样的

MAD均低于对照,这表示苹果酸盐有刺激 MLF活性的

作用 , 其程度取决于苹果酸盐的浓度和乳酸菌种类。

Loubierre1992 年也发现苹果酸盐有刺激酿酒酒球菌细

胞生长和 MLF活性的作用[11]。

2.4 酚类化合物（ 没食子酸和阿魏酸）的影响

果酒尤其是红葡萄酒含有丰富的酚类化合物。为了

研究酚类化合物对乳酸菌 MLF的影响, 在模拟果酒中

加入没食子酸和阿魏酸,接种后进行 MLF发酵,其试验

结果见表 4。同未加酚类化合物的对照相比 , 添加没食

子酸后短乳杆菌的 MAD 增加 ,从而表现出对短乳杆菌

MLF的刺激作用。当酒样中阿魏酸的浓度从 50 mg/L增

加到 100 mg/L时,阿魏酸可增加短乳杆菌的 MAD而表

现出刺激作用。但阿魏酸的浓度超过 200 mg/L时却表

现出抑制作用。

从表 4 可看出 , 在本试验条件下 , 没食子酸和阿魏

酸的添加对酿酒酒球菌的 MLF 几乎无任何显著影响。

这一点并不令人奇怪 , 因为对照酒样中 95 %以上的苹

果酸已被分解。因此,酚类化合物对 MLF的影响取决于

所用的 MLF菌种。

2.5 对酒中营养状况的影响

发生 MLF的乳酸菌有复杂的营养需求, 而酒中的

营养状况取决于葡萄或苹果的品种、季节、果酒的加工

技术和水平等条件。酵母抽提物含有丰富的氨基酸、维

生素及微量元素。在本研究中,我们以酒样中酵母抽提

物添加的多少来考察酒精发酵完成后酒中营养状况对

MLF的影响,结果见表 5。

表 5 表明 , 当酒中不添加酵母抽提物时 , 酿酒酒球

菌和短乳杆菌均表现出最低的 MAD, 尤其是短乳杆菌

的 MAD仅为 6.1 %。酒中营养的缺乏抑制了乳酸菌的
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生长及 MLF。当酒中添加酵母抽提物后,酿酒酒球菌和

短乳杆菌的 MAD 大幅度增加。尤其是酿酒酒球菌 , 其

MAD随着酵母抽提物浓度的增加而增加。从表 5 中还

可发现酿酒酒球菌的 MLF活力远高于短乳杆菌。

据 Tracey和 Britz 1989[12]报道,氨基酸对于 MLF乳

酸菌的生长很重要。精氨酸、谷氨酸、胱氨酸、缬氨酸、异

亮氨酸、色氨酸和酪氨酸对于酿酒酒球菌的生长是必需

的。甘氨酸、苯丙氨酸、脯氨酸和酪氨酸可激发MLF,但

并不促进细胞生长。在酒样中添加酵母抽提物增加乳酸

菌的 MAD,其原因可能是:①提供足够的营养来满足乳

酸菌生长的需要。②酵母抽提物含有可激发乳酸菌

MLF的氨基酸。当氨基酸在酒中浓度较低时,乳酸菌的

MLF受到抑制。Fourcassie1992 年[8]报道 , 酒中亮氨酸、

脯氨酸和酪氨酸的缺乏,虽然不影响酿酒酒球菌细胞的

生长,但会降低其苹果酸的分解率。这些氨基酸的缺乏

可能会限制乳酸穿过细胞膜的运输,从而影响 MLF。

在果酒的实际生产中,可采取以下措施来改善酒精

发酵后酒中的营养状况 :①延长果皮的浸泡时间 , 增加

果皮中营养物质的溶出; ②推迟倒酒时间, 增加酵母自

溶物;③人为添加营养物质如酵母抽提物等。

3 结论

通过人为地改变果酒的成分, 研究了果酒中糖类、

乙醇、苹果酸、酚类化合物和酒中营养状况对 MLF的影

响。研究表明:

3.1 葡萄糖对乳酸菌的 MLF有抑制作用 , 葡萄糖的浓

度越高,其抑制作用越强;同葡萄糖相比,果糖可促进乳

酸菌的 MLF, 而且果糖的存在可解除由葡萄糖产生的

对酿酒酒球菌的 MLF的抑制作用, 因此, 葡萄酒中果

糖、葡萄糖的含量及比例可能是预测 MLF能否发生及

顺利完成的重要指标。果酒中葡萄糖和果糖对乳酸菌的

MLF的影响也与所使用的菌种有关。

3.2 乙醇抑制乳酸菌的 MLF, 其抑制作用的大小与使

用的菌种有关,酿酒酒球菌的乙醇忍耐能力远比短乳杆

菌高。

3.3 低 pH值抑制乳酸菌的 MLF。当 pH为 2.9时,酿酒

酒球菌的 MLF受到明显的抑制 , 而短乳杆菌在 pH 为

3.9时即受到明显的抑制。苹果酸盐有刺激 MLF活性的

作用。

3.4 酒中酚类物质(没食子酸和阿魏酸)对酿酒酒球菌

的 MLF几乎无任何显著影响。

3.5 酒精发酵完成后酒中营养的缺乏会抑制乳酸菌的

MLF。因此 ,为了顺利启动并完成 MLF, 酒精发酵后酒

中应含有足够的营养物质。
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