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摘 要： 对来源于成熟桑椹果实、桑叶以及桑果园的土壤的酵母进行筛选，以 TTC 显色法及产

气初筛、大瓶复筛以及放大试验对菌株进行优选，得到一株优良的酵母菌株，发酵结果表明，该酵

母菌起酵快，7 d 发酵即可产酒 11.7 %Vol。对其进行各种耐性测定，证明其能耐受高糖、高酒精

度、高二氧化硫浓度，适合在桑椹果汁 pH 中进行正常产酒发酵，综合各种性能表明，该菌能取代

葡萄酒酵母进行桑椹果酒的酿造。
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Abstract: The yeast strains from ripe mulberry fruits, leaves and orchard soil were screened preliminarily and then a quali-

ty strain with rapid fermentation performance (7 d fermentation could reach 11.7 %Vol liquor yield was screen through

secondary screening by the methods of TTC color reaction, gas producing primary screening, and big bottle fermentation

secondary screening and amplification test. The determination of the strain tolerance proved that it could tolerate the high

content of sugar,alcohol and SO2, it could carry out normal fermentation under mulberry juice pH value, and it could take

the place of grape wine yeast for mulberry wine production because of its favorable properties.
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桑椹为桑科落叶乔木桑树 Morus albal 的成熟果实。

桑椹果肉多汁、滋味甘美、营养丰富 , 功能成分突出 , 具

有诸多保健功能, 是药食两用之佳品, 自古以来, 桑椹就

被作为中药材应用。中医认为: 桑椹味甘性寒, 归心、肝、

肾经 , 具有滋阴补血、生津止渴、润肠通便等功效 , 现已

被我国卫生部列入“既是食品又是药品”的名单[1, 2]。

桑椹酿酒有着悠久的历史 , 我国中医名著《本草纲

目》就有桑椹“捣汁饮, 解酒中毒; 酿酒服, 利水气, 消肿”

的记载[3]。大力发展桑椹果酒加工产业, 既可以解决桑椹

果实季节性强、极不耐储运的问题 , 又能满足人们对高

品质生活资料的需求 , 又符合国家在酿酒行业的“四个

转变”政策, 促进果桑资源综合利用及深加工的发展, 还

能增加果农收入, 提高经济效益。

工业上尚无酿造桑椹果酒的专用酵母, 用于工业化

生产的多为葡萄酒酵母, 而葡萄汁与桑椹果汁之间成分

差别很大, 所以用葡萄酒酵母酿造桑椹果酒就会产生所

酿果酒口味欠佳的问题 , 不能突出桑椹果汁的特有香

气, 因此选育优良的人工酵母势在必行[4]。本实验通过采

集来源于成熟桑椹果实、桑叶及桑果园的土壤中的微生

物并进行有效的分离筛选, 得到一株适合于酿造桑椹果
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酒的酵母菌 E44, 与工业上使用的葡萄酒干酵母相比 ,

E44 起酵速度快, 产酒度高 , 风味独特 , 适于高品质桑椹

果酒的酿造。结合各种耐性测定证实该菌可以取代葡萄

酒酵母进行桑椹果酒的酿造。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 实验材料及试剂

对照菌株( CK) : 安琪葡萄酒活性干酵母 , 安琪酵母

股份有限公司。

桑椹果汁: 鲜桑椹果实榨汁, 本所桑果汁厂。

TTC: A.R, 上海灵锦精细化工有限公司。

其他试剂均为国产分析纯。

1.1.2 培养基

斜面及平板培养基 : 麦芽汁琼脂培养基 , 广州环凯

试剂公司。

种子培养基: 麦芽汁培养基, 广州环凯试剂公司。

富集培养基 : 葡萄糖 5 %, KH2PO4 0.25 %, 尿素

0.1 %, 酵母膏 0.05 %, MgSO4 0.1 %, Fe2( SO4) 3 0.01 %,

孟加拉红 ( 1 %的水溶液) 0.023 %, 于 120 ℃高压灭菌

15 min。

发酵培养基 : 经成分调整的桑椹原汁 , 广东省农科

院蚕业所花都基地。

1.2 方法

1.2.1 样品的采集与菌种的培养分离

从位于广州市花都区赤坭镇的宝桑园新生态农业

示范基地的桑果园中随机摘取成熟桑椹, 并采集部分桑

叶及桑果园浅层地表土壤样品。鲜桑椹榨汁后自然发

酵, 采集的其他样品置于灭菌的桑椹果汁中发酵。

当样品在发酵瓶中有大量气泡产生时 , 取发酵醪

10 mL 接入 90 mL 酵母富集培养基中 , 28 ℃培养 18～

24 h, 然后取发酵液梯度稀释和平板涂布, 每一梯度做 3

个平行, 于 28 ℃培养箱中培养 48 h, 将具有典型酵母菌

落形态的菌落用竹签在麦芽汁培养基平板上划线分离,

直至有单菌落出现, 镜检观察, 选出纯单菌落, 接在麦芽

汁试管斜面上, 28 ℃培养 12 h, 4 ℃冰箱中保藏, 备用。

1.2.2 酵母菌种的三级筛选

初筛按王梅等[5]的方法进行菌种筛选 , 由菌落的颜

色来判定酵母产酒精能力的大小, 挑选红色的菌落作为

入选菌; 复筛是在加有杜氏小管的大试管液体培养基中

进行, 接入分离的斜面菌种 , 25 ℃恒温培养箱中培养 ,

隔 6 h 记录菌体生长及发酵情况。将有典型酒香生成 ,

气泡生成较多的酵母菌作为复筛菌株; 放大实验是将复

筛入选菌种经活化后, 按 5 %的接种量接种于发酵培养

基 , 于 25 ℃生化培养箱中发酵 7 d, 进行感官评定和理

化指标测定。选取发酵后酒体桑椹香气浓郁, 口味纯正,

风格独特 , 酒精含量在 10 % Vol 以上的菌种为入选菌

种。

1.2.3 性能测定

将筛选酵母用葡萄酒酵母作对照菌株在发酵培养

基中进行常规发酵试验, 在其发酵周期中定时取样测定

果酒中的糖酸度、酒度和 pH 值。

1.2.4 菌种的耐性测定

分别以不同乙醇浓度、糖度、二氧化硫浓度以及 pH

值作为其生长及发酵的影响因素, 测定菌种在这些影响

因素中的耐性。

1.2.5 酵母细胞数与死亡率的测定

采用 Neubauer 血球计数板法计数。25×16 型血球计

数板的计算公式如下:

菌细胞数(mL)= ×400×10000×稀释倍数

存活率采用先次甲级蓝染色, 再利用血球计数板镜

检计数的方法。

死亡率= 经次甲基蓝染色显蓝色的酵母数
全部酵母数

×100 %

2 结果与分析

2.1 酵母菌株的分离筛选

2.1.1 不同来源样品酵母的分离

在多次采样基础上, 经过富集培养和划线分离, 共

分离出酵母菌 143 株。按其来源进行分类, 结果表明从

桑叶上筛选到 61 株菌 , 占筛选到总菌数的 42.7 % , 而

从果实上分离到 39 株 , 只占到 27.2 % 。由于本批试验

样品是在 11 月中下旬采集的, 天气温度可能是造成从

桑椹果实筛选到的菌种偏少的原因。但由于此时降雨水

量较少, 光照充足, 桑椹果实含糖量较高, 易于筛选到耐

高糖及产酒率高的酵母菌株。

2.1.2 桑椹果酒酵母的筛选

从采集的样品中共分离得到 143 株酵母菌。根据

TTC 颜色变化 , 挑出具有典型酵母菌菌落特征的菌株

78 株 , 初筛入选菌经杜氏小管产气实验得到 24 株都有

酒香生成、部分酒香浓郁的菌株 , 其中在 12 h 内有大量

气泡产生的菌株有 5 株。将这 5 株发酵性能较好的酵母

菌株和对照葡萄酒酵母经大瓶发酵后, 综合理化指标与

感官评定结果见表 1。

表 1 表明 , 菌株 E44 经 7 d 的主发酵后 , 酒液的酒

度最高为 11.7 % Vol, 而且有浓郁的果香气 , 口味纯正 ,

风格典型, 残糖含量为 7.1 %, 与目前工业上应用的葡萄

酒酵母相比, 产酒高, 故 E44 为入选优良酵母菌种。

80 小格内细

菌细胞数
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2.2 选育酵母的性能测定

2.2.1 发酵过程中的糖度、酒精度的变化( 图 1)

对入选的 E44 酵母和对照酵母菌种进行发酵试验,

从图 1 中可以看出 , 第 1 天酵母降糖缓慢 , 酒精度增长

较慢 , 说明此时酵母正处于大量增殖阶段 , 菌体产生量

大。从第 2 天开始糖度迅速下降, 酒精度也较快增长, 进

入发酵阶段, 主发酵进行到第 5 天后表观糖度和酒精度

趋缓, 进入后发酵阶段。通过与对照菌株的对比可以发

现, E44 酵母比葡萄酒酵母起酵快 , 发酵度平稳 , 能更好

地防止杂菌污染, 是优良的酵母菌种。

2.2.2 耐酒精能力的比较

将麦芽汁加入带有杜氏小管的试管中, 高压灭菌 ,

冷却后按比例加入无水乙醇, 制成含不同乙醇浓度梯度

的培养基( 见表 2) 。将活化后的 E44 酵母和对照菌葡萄

酒活性干酵母按 5 %的接种量( 菌数为 1.5×107 个 /mL)

于生化培养箱中 32 ℃培养 10 h 后测定细胞的死亡率 ,

并于 660 nm 处测定 OD 值 , 根据 OD 值确定菌体的生

长情况, 结果见图 2 和图 3。

从图 2 和图 3 可看出, 这两种酵母对酒精的耐受性

是不同的 , 从整个变化趋势来看 , 相同乙醇浓度下筛选

酵母比对照酵母菌株的死亡率低, 即耐乙醇性能好。在

乙醇浓度低于 6 %时两菌的死亡率较低 , 在乙醇浓度大

于 9 %时两菌的死亡率较高。在乙醇浓度为 9 %时, E44

与 CK 的死亡率分别为 41.09 %和 47.06 %, 此后随着乙

醇浓度的不断增大, 酵母菌种的死亡率也不断增大, 在

酒精度为 18 %时, E44 的死亡率为 82.2 %, 而 CK 已达

到 88.2 %。结合图 3 可以看出, 当乙醇浓度低于 6 %时,

受乙醇影响两菌的存活率逐渐下降, 但由于酵母菌自身

具有一定的抗性, 其下降曲线较为平缓。从图中的近似

直线的变化过程可以看出, 在乙醇浓度大于 9 %时 , 酵

母细胞的存活率急速下降。在达到 12 %时酵母细胞受

到很大抑制 , 继续增大乙醇浓度 , 酵母细胞的死亡率接

近 100 %。一般来说 , 酵母细胞的发酵能力与菌株对酒

精的耐性成正相关[6, 7]。相对于一般果酒发酵中产酒度来

看, 本筛选酵母对酒精的耐性完全可满足其发酵生产的

要求。

2.2.3 耐高糖度能力比较

将酵母种子液接种于调整可溶性固形物含量分别

为 5 %, 10 %, 20 %, 30 %, 40 %, 50 % 和 60 %( w/v) 的

麦芽汁液体培养基中, 于最适生长温度下培养箱中恒温

培养 10 h, 于 660 nm 处测定 OD 值 , 根据 OD 值确定不

同糖浓度下菌体的生长情况。结果见图 4。

从图 4 可以看出, 两株菌都随着糖浓度的增加而显

现出良好的生长状态 , 在含糖量为 20 %时都达到最大

吸光度值。当糖浓度大于 20 %后, 两者的生长都开始受

到抑制, 且随着糖浓度的增加而抑制作用显著加强。在

图 1 发酵过程中的糖度、酒精度变化

图 2 不同乙醇浓度下酵母死亡率

图 3 不同乙醇浓度下酵母的耐受性
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图 4 不同糖度下酵母的耐受性

含糖量为 60 %时, 两种酵母已经停止了生长。

由于桑椹果汁含糖量较少, 在桑椹果酒生产中为了

使产品达到一定的酒精度, 常进行糖度的调整。由于桑

椹果酒发酵过程中糖酒转化比率比葡萄酒发酵的转化

比率低约 10 %[8], 因此在桑椹果酒发酵之前必然要对果

汁成分进行调整 , 糖分调整的方法不外乎两种 : 一次添

加法和多次添加法。两种方法进行的糖分调整都不会使

发酵液的糖度高于 30 %, 而 E44 酵母在含糖量为 30 %

以下的发酵环境中的耐糖力强于对照酵母菌株, 因此使

用试验选育的酵母菌能很好地适应高糖环境, 有利于发

酵过程的顺利进行。

从整体上看 , E44 的吸光度值在每一点均比对照酵

母菌株要高, 这说明 E44 对高糖的耐受能力要好于对照

菌, 因此适于桑椹果酒的酿造。

2.2.4 耐酸度能力的比较

分别将活化后的筛选酵母 E44 和 CK 菌株接种于

不同 pH 2.0, 2.5, 3.0, 3.5, 4.0, 4.5, 5.0, 5.5, 6.0, 6.5, 7.0,

7.5, 8.0, 8.5 和 9.0 的培养基中 , 接种量为 5 %( 1.5×107

个 /mL) , 于最适生长温度下恒温培养 10 h, 于 660 nm

处测定 OD 值, 根据 OD 值确定不同 pH 条件下菌体的

生长情况, 结果见图 5。

从图 5 可以看出 , 在 pH2.0～2.5 以及 pH6.0～9.0

之间两种酵母的生长较差且大体相当, 由于在此范围内

并不是进行桑椹果酒酿造的最适 pH, 所以不会对正常

发酵产生任何不良影响。在 pH2.5～6.0 之间 , 两菌 OD

值的波动非常明显, 而且 E44 的 OD 值一直位于 CK 之

上, 这说明在此 pH 值范围内 E44 明显要比 CK 生长活

跃, 也就是对这一范围内酸性环境的适应能力明显强于

对照菌株, 而由于桑椹果汁的 pH 值在 4 左右, 所以说

E44 更适合于在这一 pH 范围内增殖及发酵, 所以该选

育酵母更适合桑椹果汁发酵环境 , 产酒稳定 , 是酿造高

品质桑椹果酒的优良酵母。

2.2.5 对 SO2 的耐性试验

分别将活化后的酵母 E44 和 CK 菌株接种于不同

SO2 添加量 ( 0.1 g/L, 0.2 g/L, 0.3 g/L, 0.4 g/L 和 0.5 g/L)

的发酵培养基中 , 接种量为 5 %( 1.5×107 个 /mL) , 于最

适生长温度下恒温培养 10 h, 于 660 nm 处测定 OD 值 ,

根据 OD 值确定不同 SO2 添加量下菌体的生长情况。结

果见图 6。

在果酒酿造过程中, 通常在发酵醪液中添加一定浓

度的 SO2, 起杀菌、增酸、澄清果汁、促进果皮中某些成

分的溶解以及防止酒体的氧化作用[9]。加入合适剂量的

SO2 能有效杀灭桑椹果汁中的杂菌 , 促使发酵正常开

始。因此要确保选育酵母能够耐受一定浓度 SO2 的能

力。发酵过程中 SO2 的添加量通常为 200 mg/L 左右, 对

于有轻度变质的果汁可适当增大剂量。

图 6 结果表明 , 当 SO2 添加量低于 200 mg/L 时 , 对

酵母的生长及发酵无明显的影响 , 筛选酵母 E44 和 CK

酵母均能够正常发酵。在 SO2 浓度达到 400 mg/L 时, 自

选酵母虽然发酵速度减慢 , 但仍能够起始发酵 , 而葡萄

酒酵母发酵速度缓慢 , 几乎不能发酵。由于 CK 菌株是

工业化比较成熟的菌株, 具有很强的耐 SO2 的能力, 而

上述试验结果也表明, 筛选酵母也具有较强的耐 SO2 能

力。

虽然 SO2 在桑椹果酒酿造过程中是不可取代的, 但

过量的 SO2 对人体健康也是有危害的, 为了减少化学药

品对人类的危害, 应尽量减少 SO2 的用量。在发酵酒卫

生标准( GB 2758- 2005 ) 中明确规定果酒中总 SO2 含量

图 5 不同 pH 下酵母的耐受性

图 6 不同 SO2 浓度下酵母的耐受性
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的措施研究。

3.2 通过添加磷酸氢二铵和硫酸铵营养素 , 可增加 α

值 , 其中 , 磷酸氢二铵在添加 200 mg/L 时 , 游离 SO2 为

21.5 mg/L, α值 达 到 最 大 值 17.5 %; 硫 酸 铵 添 加 量 为

800 mg/L 时 , 游离 SO2 为 24.4 mg/L, α值达到最大值

17.4 %。

3.3 在比较低的 pH 值下亚硫酸的抑菌等效果好。因此

在不影响起酵前提下, 适当增加总酸的含量 , 调低 pH

值,达到减少亚硫酸添加的目的。

3.4 实验中,添加营养素的样品比未添加营养素的样品

发酵快,缩短了发酵周期。通过添加 N 源, 减少酵母利用

荔枝汁中蛋氨酸, 有利于减少不利于荔枝酒风味的硫化

物生成。但由于过量的含氮化合物也会影响到酒的风味

和微生物的稳定性, 而且还会形成致癌物质氨基- 甲酸

乙酯的前体物质[7], 各国对氮源添加量都有严格规定; 另

外过快的发酵 , 会使荔枝酒中杂醇油增加,因此添加量

尽量不能过多。
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不得高于 250 mg/L。因此筛选酵母完全可以在此浓度下

进行桑椹果酒的发酵生产。

3 讨论

实验表明从成熟桑果表皮、果园土壤以及桑叶上都

能筛选到酵母菌。而且通过筛选、分离纯化以及发酵实

验, 选出了细胞活力强、起酵快、产酒率高、风味佳的桑

椹果酒专用优良酵母菌种。通过其对酒精浓度、糖度、pH

值以及二氧化硫浓度的耐性试验, 发现该酵母对酒精、

糖分、二氧化硫都有一定的耐性, 且优于对照菌种, 并且

在桑椹果汁 pH 范围内有优良的发酵性能。综合以上试

验结果表明, 该菌在发酵性能上完全可以取代葡萄酒干

酵母进行桑椹果酒的发酵, 并有利于提高果酒的品质。

同时该菌还具有进一步诱变和推广使用的价值。此外,

在进行工业化应用之前还需要对其进行更细致的发酵

试验及菌种的驯化培养和鉴定工作。
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“超级酿酒酵母及其应用技术”获湖北省科技进步一等奖
本刊讯：据悉，“超级酿酒酵母的研制及其在酒精浓醪发酵中的应用”获 2006 年湖北省科技进步奖一等奖。

超级酿酒酵母的酒精浓醪发酵工艺先进合理，所选择的同步糖化发酵技术，能够降低染菌的机会，减少渗透压对酵母生长、发酵的影

响，使酒精浓醪发酵的大规模工业化生产成为现实。该产品使用简便适用范围广，具有发酵活性强、产酒精浓度高、发酵周期短、生产稳定

等特点，能够显著提高设备利用率，降低能耗和酒精生产成本，减少废物排放，具有显著的经济效益和社会效益。

目前，超级酿酒酵母已在我国所有燃料乙醇公司以及全国 100 多家大中型酒精、化工企业应用，出口到巴西、英国、德国、泰国等 20
多个国家和地区。（陶然）
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