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黑莓果酒发酵菌株的筛选和性能初探

方 亮，吴文龙，赵慧芳，胡淑英，李维林
（江苏省中国科学院植物研究所，江苏 南京 210014)

摘 要： 从黑莓自然发酵物中经过三级分离筛选得到 1株适宜黑莓果酒发酵的酵母菌，命名为 CNBG001。该菌株
在麦芽汁中的生长特性为：最适生长温度 26℃，最适生长 pH范围 3.0～5.0，酒精耐受能力可达 16 %vol，耐 SO2能

力可达 200 mg/L，是 1株优良的黑莓果酒酿造酵母。
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Screening of Yeast Strains for the Production of Blackberry
Fruit Wine and Study of Its Properties
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Abstract: A yeast strain CNBG001 suitable for blackberry fruit wine production was screened out from naturally fermented blackberry fruits
through three-level separation. The growth properties of such strain in wort were summed up as follows: the optimum growth temperature was at
26 ℃ and the pH value was 3.0～5.0. The strain displayed good resistance to high concentration alcohol (as high as 16 %vol) and SO2

(200 mg/L). It is a fine yeast strain for the production of blackberry fruit wine.
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果酒[1]是以果品为原料经发酵酿制而成的低度饮料

酒，酒度一般在 12 %vol 左右，由于果酒是由各种新鲜的
水果经发酵直接酿制而成， 故能较好地保留原果中的有
机酸、果胶质、含氮物、各种维生素、微量元素、钙、镁等天
然成分，营养价值较高，可促进血液循环和机体的新陈代
谢，控制体内胆固醇水平，改善心脑血管功能，同时具有
利尿、激发肝功能和抗衰老的功效[2]。 果酒含有大量的多
酚，能起到抑制脂肪在人体中堆积的作用。随着人们生活
水平的提高以及对生活质量的更高要求， 果酒的诸多优
点和独特功效受到越来越多的重视。作为果品生产大国，
我国的果酒开发研究也已取得较大进展。 但目前我国的
果酒产业中，葡萄酒占了大部分的市场份额，其他果酒开
发力度还相对较小。
黑莓作为重要的小桨果类果树，在欧洲许多国家有

悠久而广泛的栽培历史。 黑莓果实柔软多汁，风味独特，
富含人体所需的多种维生素， 特别是 VE和人体中必需

的 8 种氨基酸及多种矿物质元素 ， 其中硒的含量达
1.7～4.9 μg/g[3]。 黑莓果实具有独特的香味，其中可检测
出 51种挥发油成分[4]。 将其制成黑莓果酒，色泽鲜艳，风
味独特，同时，其果实中所含的多种维生素特别是其中的

维生素 E，可以基本得到保存[5]。因此，开发研制具有保健
功能的黑莓果酒具有广阔的发展前景。
现在市场上的黑莓酒大多不是全汁酒， 而是用酒精

浸提法而非发酵法生产的黑莓酒， 这样大大降低了黑莓
的营养价值和商品价值。 黑莓发酵酒的加工最近几年才
开始，技术路线还不够成熟，一般多采用传统老工艺自然
发酵或制成黑莓配制酒， 或者使用商业用酿酒酵母发酵
产酒[6-7]，产品果香味不足，Vc等维生素损失大，酒的稳定
性不高，很易出现褪色、褐变、浑浊或沉淀等。无数酿酒实
践证明，菌种是酿酒的必要条件[8]。
为了获得适合酿造黑莓果酒的酵母菌， 使其充分适

应黑莓的原料特点， 本课题组从黑莓自然发酵物中筛选
适宜的菌株，获得 1株适宜黑莓果酒发酵的酵母菌，并对
其生长特性进行了初步研究。

1 材料与方法

1.1 材料
1.1.1 原料
黑莓果实采自江苏南京地区黑莓生产原料基地，为

美国引进的赫尔（Hull）[9]品种的果实。 选择新鲜良好、完
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全成熟、色泽乌黑有光泽、无霉烂和病虫害的果实，轻微
破碎后置于 25℃培养 7 d，收集发酵物。
1.1.2 培养基[10-11]

富集培养基：麦芽汁培养基（麦芽汁，自然 pH），于
115℃灭菌 15 min备用。
分离平板培养基：黑莓汁琼脂培养基（琼脂 2 %，黑

莓汁调至 10 °Brix， 自然 pH）， 于 115℃灭菌 15 min 备
用。
1.2 试验方法
1.2.1 酵母菌的分离[12]

1.2.1.1 酵母分离源的采集
采用随机取样原则收集赫尔（Hull）品种的自然发酵

物，采集时间为 2010 年 7 月份，共采集样品 22 份，分别
装入无菌纸袋中，并贮存于 4℃冰箱中备用。
1.2.1.2 菌种分离方法
采用富集培养法， 以灭菌麦芽汁为富集培养液，于

25℃培养 1 d后，采用稀释平板法进行分离。在黑莓汁琼
脂培养基中于 25℃培养，待长出菌落后，选择具有典型
酵母菌菌落特征的单菌落进一步划线分离 3次， 经镜检
为纯种后，分别移植单个菌落于麦芽汁斜面上保存待用。
1.2.2 酵母菌的筛选[12-13]

1.2.2.1 酵母菌一级筛选
采用杜氏管发酵法，25℃下在 10 °Brix 麦芽汁培养

基中发酵 24 h， 根据规定时间内产生气泡的速度和大小
进行筛选。 以上实验平行重复 3次。
1.2.2.2 酵母菌二级筛选
采用黑莓汁发酵法，25℃下在 10 °Brix 黑莓汁培养

基中发酵 5 d， 根据发酵物酒精度的高低和风味进行筛
选。 以上实验平行重复 3次。
1.2.2.3 酵母菌三级筛选
采用杜氏管发酵法 ， 调整黑莓汁培养基酒精度

10 %vol～18 %vol、SO2浓度 50～200 mg/L，25℃下发酵
2 d，观察杜氏管中起泡情况。 以上实验平行重复 3次。
1.2.3 酵母菌发酵性能研究
1.2.3.1 最适生长温度测定[14]

将酵母菌接入 10 °Brix 麦芽汁中，分别在 18～32℃
不同温度下恒温培养 12 h， 于 660 nm 测定培养液 OD
值，依据 OD值大小确定其最适生长温度。
1.2.3.2 最适生长 pH值测定
将酵母菌接入不同 pH值 10 °Brix 麦芽汁中，于最适

生长温度下恒温培养 12 h，再于 660 nm 测定培养液 OD
值，依据 OD值大小确定其最适生长 pH值。
1.2.3.3 生长曲线测定[15]

将酵母种子液以 2 %添加量接入麦芽汁中， 调整到
最适 pH 值，在最适生长温度下以 115 r/min 于摇床上振
荡培养，每隔 2 h 测定培养液于 660 nm 处 OD 值，制作
生长曲线。

2 结果与分析

2.1 酵母菌的筛选
2.1.1 杜氏管一级筛选
通过 1.2.1.1 所述方法，从黑莓汁培养平板上分离出

48株菌株作为酵母菌筛选试验的出发菌株。 首先采用杜
氏管发酵法进行一级筛选。
上述 48 株酵母菌在含有杜氏小管的麦芽汁培养基

中 25℃培养 12 h，杜氏管中充满气泡的菌株数为 26 株，
摇动试管可以闻到淡淡的酒味。其余 22株酵母菌在杜氏
小管中的产气情况为：无起泡、气泡量很少或者直到 24 h
才开始产生气泡。这表明，前 26株菌株起酵能力比较强，
能在厌氧环境下较快的发酵， 可能有较高的发酵度和发
酵效率。 根据经验[16]，在 1 d内产气量未达到杜氏管满体
积的酵母菌，其发酵度一般不能满足果酒的酿造要求，筛
选过程中应将其舍弃。 因此，保留这 26株酵母菌作为出
发菌株进行下一级筛选。
2.1.2 黑莓汁二级筛选
将上述 26 株酵母菌在 25 ℃下在 10 °Brix 黑莓汁

培养基中发酵 5 d 后， 测定其酒精度并对其风味进行
评价。其中，发酵物酒精度在 5.0 %vol 以上的酵母菌株
为 3 株，最高酒精度为 5.34 %vol，酒精度在4.0 %vol～
5.0 %vol之间的有 6株，其余酒精度均在 4.0 %vol 以下。
同时，根据感官评价结果，风味优良的菌株有 12 株，其
中包括发酵物酒精度在 5.0 %vol 的有 2 株，酒精度在
4.0 %vol～5.0 %vol之间的有 6 株，另外 4 株的酒精度较
低（低于 4.0 %vol）。综合发酵能力和发酵物风味，选择发
酵物酒精度在 4.0 %vol 以上、同时风味优良的 8 株酵母
菌株，进行下一级筛选。
2.1.3 酵母菌三级筛选
果酒中酒精含量通常为 8 %vol～17 %vol [1]，发酵过

程中随着酒精含量的增加， 酵母菌的发酵能力受到酒精
的抑制和糖分的减少的影响会逐渐减弱。同时，果酒酿造
中 SO2 的添加量通常为 50～100 mg/L，因此，选择酵母
菌的标准之一是能在较高 SO2含量的果汁中进行酒精发

酵。 8株酵母菌的耐酒精、耐 SO2能力测定结果见表 1。
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图 2 CNBG001的生长 pH值曲线

由表 1可以看出， 综合考虑酒精耐受度和 SO2耐受

度，选择编号为 6的菌株作为黑莓果酒发酵菌株。该菌株
酒精耐受度可达 16 %vol，SO2耐受度可达 200 mg/L。
2.2 酵母菌生长特性
经由上述筛选过程后， 得到最适黑莓果酒发酵酵母

菌株 1 株，命名为 CNBG001，该菌株已于 2010 年 10 月
20 日在中国典型培养物保藏中心（中国武汉）保藏，保藏
编号为 CCTCC NO：M 2010265。
2.2.1 最适生长温度
将酵母菌 CNBG001 接入自然 pH 的麦芽汁培养基

中，在不同温度下培养，测定其生长温度曲线，结果见图
1。 由图 1 可以看出，CNBG001 的最适生长温度范围为
24～28℃，最适生长温度为 26℃。

2.2.2 最适生长 pH
将酵母菌 CNBG001 接入不同 pH 值的麦芽汁培养

基中培养，测定其生长曲线，结果见图 2。 由图 2 可以看
出，CNBG001的最适生长 pH值范围为 3.0～5.0。说明其
是可耐受黑莓汁天然 pH 值， 是 1 株适宜的黑莓果酒发
酵菌株。

2.2.3 菌株生长曲线
按 1.2.3.3 生长曲线测定方法对菌株进行培养，制作

该菌株的生长曲线，结果见图 3。
由图 3 可以看出，CNBG001 在 4 h 后进入对数生长

期，菌量增加迅速，12 h后菌体数量基本稳定。因此，在发
酵生产中制备种子液时，应该选择培养 12 h 后的发酵液
接入发酵培养基。
由以上研究得到的 CNBG001 生长特性可知， 由麦

芽汁制备种子发酵液， 控制培养基 pH值为 4.0 左右，发
酵温度 26℃，摇瓶培养 12～16 h后即可。

3 结论

从黑莓自然发酵物中分离得到 1 株酵母， 命名为
CNBG001， 于 2010 年 10 月 20 日在中国典型培养物保
藏中心 （中国武汉） 保藏， 保藏编号为 CCTCC NO：M
2010265。 该酵母菌株在黑莓汁发酵中起酵较快、发酵能
力强、产生酒度较高、产香较好，可以作为独立的发酵菌
株使用。 该酵母的最适生长温度为 26℃，最适 pH 生长
范围为 3.0～5.0。该菌耐酒精能力较高，可达到 16 %vol，
耐 SO2能力可达 200 mg/L，是 1 株优良的黑莓果酒酿造
酵母。
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图 1 CNBG001的生长温度曲线

图 3 CNBG001的生长曲线
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