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南酸枣酿酒酵母菌分离及南酸枣酒酿制研究

刘素纯,周传云,李宗军,林亲录

(湖南农业大学食品科技学院,湖南 长沙 410128)

摘 要: 从南酸枣野果酒醪中分离出酿制南酸枣酒的最优酵母菌株, 经初步鉴定为啤酒酵母

菌; 并以南酸枣果为原料接种分离筛选出的酵母菌进行果酒发酵, 获得含糖 8% , 酒精度 10%

(v/v)的口味较佳的南酸枣果酒。
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Separation of S.cerevisiae & Study on the Production

of Nansuanzhao Fruit W ine
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Abstract: Thebestyeaststrainsfortheproduction ofNansuanzhao (Choerospondias axillaries(Foxb) BurtletHill)fruit

winewereseparatedfrom theferm ented winemash and identified asbeerS.cerevisiae. Then deliciousNansuanzhao fruit

wine(8 % sugarcontentand 10 % (v/v) alcoholdegree) could beproduced by theinnoculation oftheseparated strains

withNansuanzhaofruitssyrup.(Tran.byYUE Yang)
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南 酸 枣 [Choerospondias axillaries (Foxb)Burtlet

Hill],又名南酸枣树、山枣树、山枣子、五眼果、广枣等,

为漆树科南酸枣属落叶乔木。果实为浆果,椭圆形。在我

国主要分布于湖南、湖北、广西、广东、浙江、海南、福建、

江西、贵州、安徽、江苏、四川等气候温湿、阳光充足、土

壤条件合适的温带地区;南酸枣在印度及中南半岛一些

国家和地区也有分布[1]。南酸枣营养丰富,含糖量高,含

有有机酸、蛋白质、脂肪酸、磷、钙及维生素等,每 100 g

鲜果含维生素 C 和磷分别高达 1200mg和 2000m g,比

山楂高 12.4倍,比猕猴桃高 2倍,比苹果高几十倍[2]。民

间有长期食用或药用南酸枣果实的传统。据文献[3]记载,

南酸枣仁含白桦脂酸、白桦脂酸醇、酸枣皂苷等,南酸枣

果味酸、涩、性凉,有清热、解毒、消炎、止血、止痛等功

效,南酸枣果肉有健脾胃、助消化、增食欲、治疗食滞腹

痛和便秘、防暑解毒和醒酒解酒等作用。南酸枣果皮、肉

和果仁中都含有黄酮和南酸枣皂苷等强生物活性物质,

其中从南酸枣果实中提取的黄酮有抗心律失常作用,对

动物耐缺氧和急性心肌缺血有很好的保护作用;南酸枣

苷对治疗动脉硬化、高血压等症有显著疗效。南酸枣果

仁味甘酸、性平,可安神养心,主治失眠多梦、神经衰弱

等症,也有提高记忆力的作用[4~6]。

南酸枣果酒饮料系用南酸枣鲜果为原料经酒精发

酵加工而成的纯天然营养保健饮料。本饮品对铁、铜、

钙、锌等微量元素缺乏症有缓解和治疗作用,对食欲不

振、厌食和食滞腹痛有良好的治疗作用,还有醒酒解酒、

止渴和减肥等作用。

1 材料与方法

1.1 材料

原料:湖南宁乡花明楼地区采摘的南酸枣;白砂糖、

食用酒精均为市售。

分离培养基:改良 PDA 培养基[5](添加 5 % 南酸枣

汁的马铃薯培养基);固液两种葡萄糖蛋白胨培养基[5];

生化培养基:糖发酵实验培养基:用马铃薯(不加糖)分

别配制(葡萄糖 5 % ,蔗糖 5 % ,乳糖 5 % ,棉子糖 5 % ,

木糖 5% ,甘露糖 5 % );耐酒精实验培养基:马铃薯液
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体培养基 +95% 乙醇 (添加量分别为 5% ,10% ,15% ,

20% ,25% 和 30% );耐糖实验培养基:马铃薯培养基分

别配制成含蔗糖 (20% ,30% ,40% ,50% ,60% ,70% ,

80% 和 90% ).培养基;耐酒精实验培养基:马铃薯液体

培养基 +95% 乙醇 (乙醇含量分别为 5% ,10% ,15% ,

20 % ,25 % 和 30 % );DBB 培养基; 保藏菌种培养基:

PDA。

1.2 方法

1.2.1 酵母菌的分离纯化

1.2.1.1 南酸枣发酵醪制取

将南酸枣果洗净,用无菌剪刀将枣刺破与核一起放

入容器中,加入含 5 % 的冷糖开水(南酸枣重量∶糖水重

量 =1∶1),让其自然发酵,28~30℃,72h 后,采用水浸片

法在显微镜下观察酵母数量,如发酵醪中有较多的酵母

菌细胞便过滤去渣,取发酵好的带有酒味的汁液备用。

1.2.1.2 酵母菌分离

参照文献[7]采用平板划线法和混菌法两种方法从

发酵醪中分离酵母菌。

1.2.1.3 纯化

取经 28~32℃培养 72h后的平板表面菌落特征与

酵母菌相似的单个孤立菌落移入斜面,移接 10个菌落,

经 28℃,24~48h培养后,用美兰染色液水浸片法[7]制片

镜检,反复上述操作,直到得出形态大小基本一致的酵

母状细胞,保藏于 4~6℃的冰箱中备用。

1.2.2 鉴定

1.2.2.1 温度实验

将已接有纯种酵母的 36个培养皿分别置于 20℃,

25℃,28℃,30℃,32℃,35℃,38℃,40℃、42℃的恒温

箱中培养 48h后, 用美兰染色法镜检观察酵母菌的个

体形态。计算其成活率。

1.2.2.2 糖发酵、耐糖、耐酒精实验

将纯化菌株分别移入糖发酵、耐糖、耐酒精培养基

内,于 28℃恒温箱中培养 24h,观察发酵情况及进行美

兰染色法镜检[7],并计算酵母菌死亡率,记录观察结果.。

1.2.2.3 脲酶试验

参照文献[8]用无菌操作,分别吸取 0.5 mL 培养基

于多支试管中, 并且深度冷冻贮存 6 周。取 1 环培养

1~2 d的酵母菌培养物,接种在上述培养基中,在 37℃

条件下培养 48h,记录观察结果。

1.2.2.4 DBB 试验[8](重氮基蓝)

把培养在麦芽汁-蛋白胨-葡萄糖-酵母膏琼脂上至

少 10d的所分离出的酵母菌置于 55℃下数小时, 后浸

没在冰冷的 DBB 试剂中,观察结果。

以上各试验重复 3次。

1.2.3 南酸枣果酒的酿制

1.2.3.1 工艺流程

南 酸 枣 果 清 洗 → 热 烫 → 冷 却 →破 碎 → 酶 解 → 接 种→

发酵 → 过 滤 去 渣→ 后 发 酵 → 陈 酿 → 勾 兑→ 灭 菌 → 灌 装 →

成品

1.2.3.2 工艺操作要点

酸枣的处理:南酸枣果品质量对产品的加工及风味

影响很大,未成熟果实皮青色,酸涩味太重,糖分及其他

营养成分含量低,且果实硬,加工困难,果汁的色香味均

差, 故用已成熟的黄色果实为佳, 采摘时间约在 10月

份。收获或采摘的果实,洗去泥沙,用清水浸泡,剔除烂

果及枝叶等杂物,用清水洗净,装入竹筐中沥水待用。

热烫软化和灭酶:果实软化便于破碎加工,分离果

皮、果肉和果核。酸枣皮有韧性且和果核贴得很紧密,果

核又硬,果肉呈白色极易被氧化成黄褐色。因此,沥水

后, 将竹筐中的酸枣浸入 90℃左右的热水中 2~3min,

既可以使果实软化易于和果核分离破碎,又可以杀灭果

实中的多酚氧化酶活性,抑制氧化,但加热时间不宜过

长,以免果实中营养成分特别是 Vc损失太大。然后过滤

去核,得南酸枣汁,添加 0.5% 果胶酶和 50mg/L SO2,静

置 4~6h。

发酵:将分离得的纯酵母扩大培养后与处理好的南

酸枣汁混合均匀, 其接种量为南酸枣∶发酵剂 =10∶0.5

(v/v)。在发酵缸上加稻草盖上,并在 25~28℃条件下发

酵 4~5d,加入适量的糖水,拌匀,继续于 25℃左右,并

在搅拌条件下发酵 5~7d。

贮存管理:用经巴氏灭菌的纱布过滤得汁液,将过

滤的酒液放在容器中经 1个月的后发酵期,期间诱导苹

果酸-乳酸发酵(M LF),调节酸度。在后发酵所得的果酒

液中添加 2 % 的蜂蜜(质量百分比)或者 5 % ~6 % 的白

砂糖,再用葡萄白兰地调节酒精度为 12% (v/v)。将果酒

液装入坛中, 加入质量百分比为 0.02 % 的 NaHSO3,用

盖密封,置于酒窖中,贮存半年。将酒液升温到 85℃保

温 5min,立即灌入洗净的瓶中即得成品。

1.2.4 产品质量指标

1.2.4.1 感官评定指标

感官评定标准见表 1。

1.2.4.2 理化分析[9]

可溶性固形物:采用折光法;总酸(柠檬酸):酸碱滴

定法;糖(蔗糖):斐林法;酸度:pH 计;酒精浓度:重铬酸

钾法。

1.2.4.3 微生物检测[10]

细菌总数: 平板稀释菌落记数法; 大肠菌群:M PN

法。
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2 结果与分析

2.1 酵母菌的分离与鉴定结果

2.1.1 个体形态与菌落特征

酵母菌个体形态特征呈椭圆形, 以出芽繁殖为主;

在 PDA 平板上菌落为圆形,白色,表面中心微凸,较厚。

2.1.2 温度试验结果

在不同温度下对被筛选酵母菌进行培养,可获得不

同的结果(见表 2)。

试验得知,酵母菌的最适生长温度为 28℃,此时生

长最旺盛,菌落最大,因而发酵培养温度选择 28℃。

2.1.3 酵母菌的糖发酵试验结果

酵母菌对不同种类糖的发酵试验结果见表 3。酵母

菌能够利用 5种糖,但效果不同,其中南酸枣菌对葡萄

糖的利用最好,有特别的酸枣香味。

2.1.4 酵母菌的耐糖试验结果

酵母菌对不同浓度的蔗糖发酵结果见表 4。由表 4

可知,渗透压对酵母菌有很大影响,酵母耐糖能力强,可

在含糖 70% 的溶液里生长, 在含糖 10% ~15% 的溶液

里,酵母菌生长是最好的。

2.1.5 酵母菌的耐酒精试验结果

酵母菌对不同的酒精浓度忍耐试验结果见表 5。从

表 5可知,酵母菌的耐酒精能力强,从侧面也反映出生

成酒精的能力比较强,可达到 4 % ,因而可以利用其特

点进行果酒的研制。

2.1.6 其他生化试验结果

脲酶试验呈阳性(+);DBB 试验呈阳性(+)。

2.2 产品质量

2.2.1 感官指标

色泽:为原果肉的浅黄色或金黄色。

香气:具有南酸枣鲜果香气和酒香。

滋味:有南酸枣鲜果特有的味道,清凉爽口,酸甜适

口,酒味柔和醇厚,无异味。

通过感官评定(表 6)可以得出最佳配比:以原果酒
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汁添加 7% ~8% (质量分数) 的糖和以苹果酒酿造所得

酒精调配到 8% ~13% (v/v), 这样所得的饮料果酒口味

最好,评价最高。

2.2.2 理化及微生物卫生指标

通过测定,酸枣果酒饮料的理化和微生物指标见表

7。南酸枣果酒的理化和卫生指标均符合国家饮料酒标

准,因而酿酒工艺的流程合理。

3 结论

3.1 南酸枣的营养成分丰富,处理工艺简单,设备投资

少,适宜酿酒,酿制得的酒其风味特殊、营养丰富,可增

加果酒的种类。

3.2 从 南 酸 枣 附 生 的 野 生 菌 中 分 离 得 的 酵 母 报 道 极

少,本文通过对南酸枣发酵醪中酵母菌的分离及其生化

试验,初步鉴定为啤酒酵母菌。

3.3 南酸枣果酿酒不同于其他水果,其酸度较高,发酵

醪的 pH<4.0,使成品酒的酸度较大,除加甜味剂进行调

整外,还需进行苹果酸-乳酸发酵调整到适口的酸度。

3.4 南酸枣果酒饮料的加工工艺简单, 生产设备投资

较少,产品无化学农药污染,具有丰富的营养价值,属天

然的绿色食品,不加添加剂,食用安全,是纯天然营养保

健饮品。
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广西可年产燃料酒精 2100万吨

本刊讯:广西科学院院长黄日波教授介绍:据科学估算,广西利用甘蔗和木薯资源,有望每年生产 2100 万吨生物酒精,与现在年产

4800万吨原油的大庆油田相比,产能比其 1/3还多。

据了解,我国目前年产酒精 300万吨,55% 的生产原料是玉米。生产的酒精 270万吨自己消费,30万吨出口。由于国际市场酒精价格

历来比国内高 30% 以上,加入世贸组织对我国酒精出口十分有利。目前我国正在或将要生产燃料酒精的地区主要有吉林、河南、安徽、黑

龙江等省。黄日波认为,和这些地区相比,广西热带作物种植区面积达 11.40万平方公里,占全国的 38.42% ,发展生物质产业有天然的地

域优势。

广西蔗糖产业实力雄厚,2004年产糖 588万吨,占全国总产糖量的 58.5% 。同时木薯产量也相当可观,2004年木薯淀粉产量占全国

70% 左右。黄日波表示,如果全区适合种植甘蔗的 2100万亩土地全部用上,都采用优良品种并有 70% 实施“吨糖田”计划,广西蔗糖产量

将近 1500万吨,仅此一项可产酒精 830万吨。同时,用全区 2500万亩荒坡旱地种木薯,并全部推广优良品种,可年产鲜薯 1亿吨,产酒精

1300万吨。两项相加,年产酒精足有 2100万吨。如能将蔗糖生产中大量产生的废糖蜜、甘蔗渣,以及东盟诸国的木薯资源利用起来,每年

增加的酒精产量也当在百万吨级。

黄日波表示,基于这些分析,广西将生物质产业与其他优势产业,如微型汽车用燃料,电解铝、锰等耗电行业结合起来考虑,是最科学

的战略规划。他说:“2100万吨燃料酒精,直接产值可达近 1000亿元;如果全部转化为乙烯,这个数字还要乘上 5,即达到 5000亿元! 正

是基于这一认识,我们提出大力发展生物质产业,每三年造出一个可持续的大庆”。(珠源)
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