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德尔布有孢圆酵母与酿酒酵母 

纯种及混合发酵苹果酒过程中的酶活变化 
 

曾朝珍，康三江，张霁红，张芳，张海燕，袁晶，宋娟 

（甘肃省农业科学院农产品贮藏加工研究所，甘肃省果蔬贮藏加工技术创新中心，甘肃兰州 730070） 

摘要：本研究以富士苹果为原料，将德尔布有孢圆酵母（Torulaspora delbrueckii）与酿酒酵母（Saccharomyces cerevisiae）按纯

培养和混合培养（MST1：105 cfu/mL S.cerevisiae/106 cfu/mL T. delbrueckii；MST2：104 cfu/mL S.cerevisiae/106 cfu/mL T. delbrueckii）接

种到苹果汁中，研究不同发酵方式酿造苹果酒中 β-葡萄糖苷酶、果胶酶、蛋白酶及淀粉酶活性的变化。研究结果表明：在纯培养中，

除了 α-淀粉酶和果胶酶以外，酿酒酵母 32168 产生的 β-葡萄糖苷酶、酸性蛋白酶的最大酶活性值及酶曲线下面积都高于德尔布有孢

圆酵母 1004，最大酶活性值为 2.03 nmol/(min·mL)和 43.93 nmol/(min·mL)，酶曲线下面积为 10.65 和 223.73。而果胶酶曲线下面积在

德尔布有孢圆酵母 1004 中较高，达到了 14.17，而 α-淀粉酶无明显差异。混合培养中，除了酸性蛋白酶和 α-淀粉酶以外，β-葡萄糖苷

酶和果胶酶最大的酶活性值及酶曲线下面积都高于纯培养，最大酶活性值最高为 2.37 nmol/(min·mL)和 4.56 mg/(h·mL)，酶曲线下面

积最大为 15.11 和 19.71。德尔布有孢圆酵母与酿酒酵母纯培养与混合培养在整个发酵过程中都产生了大量的酶活性物质，这些酶有

助于催化苹果汁中天然前体聚合物的水解和提高苹果酒的品质，而混合接种可以作为不同于酿酒酵母纯种发酵的另一种发酵方式。 
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Abstract: In this paper, Fuji apple was used as raw material and the changes of β-glucosidase, pectinase, protease and amylase activities in 

pure and mixed cultures (MST1: 105 cfu/mL Saccharomyces cerevisiae/106 cfu/mL Torulaspora delbrueckii; MST2: 104 cfu/mL Saccharomyces 

cerevisiae/106 cfu/mL Torulaspora delbrueckii) during apple juice fermentation were studied. The results showed that in pure culture, except for 

α-amylase and pectinase, the maximum enzyme activities of β-glucosidase and acid protease produced by S. cerevisiae 32168 were higher than 

those of T. delbrueckii 1004, the maximum activity level were 2.03 nmol/(min·mL) and 43.93 nmol/(min·mL), respectively; the areas under the 

enzyme curve were 10.65 and 223.73, respectively. The area under the pectinase curve was higher in T. delbrueckii 1004, reaching 14.17, while 

there was no significant difference in α-amylase. In the mixed culture, except for acid protease and α-amylase, the maximum enzyme activity 

values of β-glucosidase and pectinase were higher than those of the pure culture and the maximum enzyme activity value was up to 2.37 

nmol/(min·mL) and 4.56mg/h·mL, respectively; the areas under the enzyme curve were up to 15.11 and 19.71, respectively. A lot of enzymes 

were produced by pure and mixed of T. delbrueckii and S. cerevisiae throughout the fermentation process. These enzymes help to catalyze the 

hydrolysis of natural precursor polymers in apple juice and improve the quality of cider. The mixed inoculation can be used as another different 

fermentation method from the pure fermentation of Saccharomyces cerevisiae. 
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苹果酒酿造过程是一个复杂的微生物代谢过程， 
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中间产物多，产品成分及品质受原料品种、菌种、发

酵工艺等因素影响较大。在所有这些因素中，酵母对

风味产生起着至关重要的作用[1]。其中，非酿酒酵母

(non-saccharomyces)作为菌种发酵剂被应用到果酒酿

造中且对果酒品质至关重要的作用已得到肯定[2-4]。人



现代食品科技 Modern Food Science and Technology 2020, Vol.36, No.1 

144 

们普遍认为非酿酒酵母能够分泌糖苷酶、果胶酶、蛋

白酶以及脂肪水解酶等多种酶类，从而代谢产生多种

酯类和醇类等挥发性香气物质，使酒体有更浓郁的发

酵香味，整体质量得到提升。但是，由于非酿酒酵母

的酒精发酵力较弱及单一菌株发酵的苹果酒香气单

薄，而多种菌株混合发酵可以增加香气的复杂性，使

挥发性香气成分的种类和含量都有所增加，因此，国

内外学者一般是发酵过程中将非酿酒酵母与酿酒酵母

（Saccharomyces cerevisiae）混合使用以改善苹果酒香

气质量[5-7]。许多关于果酒酿造的相关研究表明，非酿

酒酵母（假丝酵母属、德巴利酵母属、有孢汉逊酵母

属、汉逊酵母属、克勒克氏酵母属、梅奇酵母属、毕

赤酵母属、裂殖酵母属、德尔布有孢酵母属和接合酵

母属）能够在发酵过程中以较高浓度存在更长的时间
[8]，因此，他们可以影响果酒的成分组成[9]。混合发酵

中酿酒酵母与非酿酒酵母的生长、代谢、相互作用机

制及香气成分影响已有报道[10-13]。而果酒酿造中酿酒

酵母与非酿酒酵母混合发酵中相关酶活性的研究较

少。本文拟对德尔布有孢圆酵母（ Torulaspora 

delbrueckii）与酿酒酵母在苹果酒纯种及混合发酵中相

关酶活性（β-葡萄糖苷酶、果胶酶、蛋白酶及淀粉酶）

的研究，评价不同发酵方式中相关酶活性的产生能力，

为实现苹果酒液态发酵的稳定性和可操控性提供理论

依据和实践指导。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

富士苹果，采自甘肃庆阳市；酿酒酵母 32168、

德尔布有孢圆酵母 1004，中国工业微生物菌种保藏管

理中心(CICC)提供；β-葡萄糖苷酶试剂盒、酸性蛋白

酶试剂盒、α-淀粉酶试剂盒、果胶酶试剂盒，苏州科

铭生物技术有限公司提供。 

1.2  仪器与设备 

Breville-BJE500F 型榨汁机，澳大利亚铂富公司；

LRH-70 型恒温培养箱，上海一恒科学仪器有限公司；

YXQ-LS-75G 型立式压力蒸汽灭菌锅，上海博迅实业

有限公司医疗设备厂；DK-S24 数显恒温水浴锅，上

海精宏实验设备有限公司；Multiskan GO 1510 全波长

酶标仪、MIRCOCL 17R 离心机，赛默飞世尔科技（中

国）有限公司。 

1.3  苹果酒发酵 

富士苹果经破碎、榨汁，在 70 ℃杀菌 20 min 后

冷却至室温。苹果汁成分为 13 Brix，总酸度为 3.6 g/L，

pH 值为 4.0。在 500 mL三角瓶中装入 350 mL苹果汁，

然后将德尔布有孢圆酵母（CICC 1004）与酿酒酵母

（CICC 32168）按纯培养（CICC 1004 和 CICC 32168）

和混合培养（MST1：10
5 
cfu/mL S.cerevisiae/10

6 
cfu/mL 

T. delbrueckii；MST2：10
4 
cfu/mL S.cerevisiae/10

6 
cfu/mL 

T. delbrueckii）接种到苹果汁中，在 20 ℃下进行恒温

发酵，建立纯培养及混合培养体系，每隔 24 h 定期从

所有发酵液中取 10 mL 样品，用于测定不同发酵方式

酿造苹果酒过程中 β-葡萄糖苷酶、果胶酶、酸性蛋白

酶及 α-淀粉酶的活性变化。 

1.4  发酵产物分析 

乙醇、残糖、总酸等理化指标依据 GB/T 

15038-2006《葡萄酒、果酒通用分析方法》进行测定
[14]，pH 采用 METTLER TOLEDO pH 计进行测定，酵

母发酵力的测定采用失重法，以二氧化碳挥发产生的

失重来衡量酵母发酵力的大小，每隔 24 h 称重 1 次，

直至发酵结束[15]。 

1.5  酶活性测定 

酶活性以每毫升上清液的单位表示：U/mL。测定

三个参数以评估酶活性：酶曲线下面积（AUEC）为

测定第一天至最后一天酶活性随时间变化的绘制图表

下面积；在发酵的时间过程中最大的酶活性；最大酶

活性发酵时间。 

1.5.1  β-葡萄糖苷酶活性测定 

β-葡萄糖苷酶分解对-硝基苯-β-D-吡喃葡萄糖苷

生成对-硝基苯酚，后者在 400 nm 有最大吸收峰，通

过测定吸光值升高速率来计算 β-葡萄糖苷酶活性，其

含量测定参考文献 Chassagne (2005)报道的方法[16]。 

1.5.2  果胶酶活性测定 

果胶酶水解果胶生成半乳糖醛酸，具有还原性醛

基，与 DNS 试剂反应生成红棕色物质，在 540 nm 有

特征吸收峰，测定 540 nm 处吸光值变化计算果胶酶

活性，其含量测定参考文献 Oliveira（2006）报道的方

法[17]。 

1.5.3  酸性蛋白酶活性测定 

酸性蛋白酶活性采用茚三酮比色法进行测定，其

含量测定参考文献 Mendoza (2007)报道的方法[18]。 

1.5.4  α-淀粉酶活性测定 

α-淀粉水解酶催化淀粉水解生成还原糖，还原糖

还原 3,5-二硝基水杨酸生成棕红色物质，在 540 nm 有

吸收峰；通过测定 540 nm 吸光度增加速率，计算淀

粉酶活性，其含量测定参考文献 Vazquez (2003)报道
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的方法[19]。 

1.6  数据处理 

实验数据通过 Excel 2003 进行汇总处理，采用

DPS V.7.05 进行显著性差异分析（p<0.05）及 origin 

2018 软件对实验数据进行作图分析。 

2  结果与分析 

2.1  不同发酵方式苹果酒理化成分的变化 

表1 德尔布有孢圆酵母和酿酒酵母纯种及混合发酵苹果酒理化成分 

Table 1 Physicochemical components of apple cider fermented by pure and mixed of T. delbrueckii and S. cerevisiae  

项目 Sc32168 Td1004 MST1 MST2 

乙醇/(%vol) 10.80±0.20a 8.4±0.40 b 8.80±0.20 b 10.60±0.20a 

残糖/(g/L) 8.84±0.22b 5.36±0.35c 7.77±0.45b 12.97±0.39a 

pH 值 3.83±0.01b 3.91±0.00a 3.76±0.00c 3.75±0.00d 

总酸/(g/L) 4.62±0.00 b 5.01±0.39 b 5.01±0.00b 6.55±0.39a 

注：MST1：105 cfu/mL S.cerevisiae/106 cfu/mL T. delbrueckii；MST2：104 cfu/mL S.cerevisiae/106 cfu/mL T. delbrueckii；不同小写字

母代表差异显著（p<0.05）。 

表 1 中是不同发酵方式下苹果酒中乙醇，残糖，

可溶性固形物、pH 及总酸的最终值。MST2 发酵苹果

酒乙醇值与酿酒酵母 32168 产生的乙醇值差异不显著

（p>0.05），分别为 10.6%和 10.8%；而德尔布有孢圆

酵母 1004 纯种发酵产生的乙醇最低为 8.4%，且与

MST1 差异不显著（p>0.05）。残糖 MST2 含量最高，

其残糖含量为 12.97 g/L，德尔布有孢圆酵母 1004 最

低，其残糖含量为5.36 g/L，而MST1和酿酒酵母32168

含量次之（7.77 g/L 和 5.36 g/L）且差异不显著

（p>0.05）。PH 值在不同发酵苹果酒之间差异显著

（p<0.05），其中 MST2 具有最低的 PH 值为 3.75，而

对于总酸，MST2 含量最高为 6.55 g/L，且与其它含量

之间差异显著（p<0.05）。 

2.2  不同接种方式发酵苹果酒过程中酒精发

酵力的变化 

 
图1 不同接种方式发酵苹果酒过程中酒精发酵力的变化 

Fig.1 Changes of alcohol fermentation capacity during 

fermentation of apple cider in different inoculation methods 

在厌氧条件下酵母发酵产生酒精与二氧化碳，发

酵结束二氧化碳挥发产生失重，以失重来衡量酵母发

酵力的强弱。不同接种方式发酵苹果酒过程中酒精发

酵力的变化如图 1。图 1 结果表明，纯培养酿酒酵母

32168 酒精发酵力较强，二氧化碳挥发产生失重在发

酵 3 d 达到最高为 5.52 g，并且在第 8 d 发酵结束，而

德尔布有孢圆酵母1004直到第 5 d二氧化碳挥发失重

才达到最高为 5.52 g，并且在第 8 d 发酵并未结束。对

于混合发酵 MST1 和 MST2，其酒精发酵力变化相似，

在第 4 d 二氧化碳挥发失重达到最高，分别为 4.64 g

和 4.8 g，且在第 8 d 发酵并未结束。 

非酿酒酵母与酿酒酵母在混菌发酵过程中会发生

相互作用并影响各自在发酵过程中的生长及代谢
[20,21]。这种影响尤其反应在酒精发酵力的变化上。酿

酒酵母 32168 在第 8 d 二氧化碳失重不再变化而发酵

结束，而其它发酵由于二氧化碳失重还在变化并未发

酵结束，从而导致混合发酵中残糖的含量与酿酒酵母

32168 相比含量较高（表 1）。本研究最终发酵产物的

分析显示出酿酒酵母具有相当大的影响，这尤其反映

在乙醇的最终生成速率上。与纯酿酒酵母 32168 相比，

接种比例的影响也是明显的，其使混合发酵比纯酿酒

酵母具有更高的总酸和更低的 pH。这与非酿酒酵母通

常产生高浓度乙酸有关[22]。根据报道，德尔布有孢圆

酵母在正常或高糖葡萄汁发酵中生成较低的乙酸[23]，

但最近的报道显示，一些德尔布有孢圆酵母菌株能够

产生与商业酿酒酵母菌株相似甚至更高水平的挥发性

酸[24]。 

2.3  不同接种方式发酵苹果酒过程中相关酶

活性变化 
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表2 纯培养及混合培养下相关酶活性最大值及对应酶曲线下面积（AUEC） 

Table 2 Maximum enzyme activity and area under the enzyme curve (AUEC) by pure and mixed culture 

发酵条件 
β-葡萄糖苷酶/[nmol/(min·mL)]  酸性蛋白酶/[nmol/(min·mL)] 

最大值 酶曲线下面积 最大值 酶曲线下面积 

Sc32168 2.03±0.02（1）
△
 10.65±0.26 b  43.93±1.22 （2） 223.73±2.50 a 

Td1004 1.97±0.05（3） 10.31±0.29b  38.44±1.36 （1） 199.09±1.30 b 

MST1# 2.35±0.04（6） 15.11±0.02a  31.33±1.11（1） 185.69±0.18c 

MST2# 2.37±0.09（4） 14.33±0.05 a  38.14±0.19 （1） 221.39±0.05 a 

发酵条件 
α-淀粉酶/[mg/(min·mL)]  果胶酶/[mg/(h·mL)] 

最大值 酶曲线下面积 最大值 酶曲线下面积 

Sc32168 0.04±0.00（1） 0.27±0.01 a  3.68±0.05（1） 13.30±0.15 d 

Td1004 0.04±0.00（2） 0.27±0.01 a  3.38±0.05（1） 14.17±0.05 c 

MST1# 0.04±0.00（3） 0.28±0.00 a  4.56±0.06（3） 18.31±0.08 b 

MST2# 0.05±0.00（1） 0.29±0.01 a  4.55±0.07（1） 19.71±0.10 a 

注：#：MST1：105 cfu/mL S.cerevisiae/106 cfu/mL T. delbrueckii；MST2：104 cfu/mL S.cerevisiae/106 cfu/mL T. delbrueckii。
△
括号中

的值表示每个条件下最大酶活性的发酵天数。不同小写字母代表差异显著（p<0.05）。 

由表 2 结果可知，对苹果酒发酵过程中相关酶活

性变化的统计分析显示，在整个实验过程中，不同发

酵方式下不同酶活性都存在显著差异（p<0.05）。所有

的发酵过程中除了 β-葡萄糖苷酶以外，酸性蛋白酶、

α-淀粉酶、果胶酶在第1 d到第3 d具有最大的酶活性。

在纯培养中，除了 α-淀粉酶以外，酿酒酵母 32168 产

生的 β-葡萄糖苷酶、酸性蛋白酶和 α-淀粉酶的酶活性

最大值都高于德尔布有孢圆酵母 1004。混合培养中，

β-葡萄糖苷酶和果胶酶最大的酶活性值都高于纯培

养，酸性蛋白酶最大的酶活性值低于纯培养，而 α-淀

粉酶无明显差异（p>0.05）。不同酶曲线下面积结果表

明，在纯培养发酵中，酿酒酵母 32168 的 β-葡萄糖苷

酶和酸性蛋白酶的酶曲线下面积高于德尔布有孢圆酵

母 1004，而果胶酶曲线下面积在德尔布有孢圆酵母

1004 中较高，而 α-淀粉酶曲线下面积在酿酒酵母

32168和德尔布有孢圆酵母1004中相同。混合培养中，

除了酸性蛋白酶以外，β-葡萄糖苷酶、α-淀粉酶和果

胶酶的曲线下面积都高于纯培养，MST2 中酸性蛋白

酶、α-淀粉酶和果胶酶的曲线下面积都高于 MST1。 

2.4  不同接种方式发酵苹果酒过程中 β-葡萄

糖苷酶活性变化 

图 2 结果表明，混合培养 MST1 和 MST2 具有最

高的 β-葡萄糖苷酶曲线下面积值且差异不显著

（p>0.05），比德尔布有孢圆酵母 1004 发酵曲线下面

积分别高了 47%和 39%。德尔布有孢圆酵母 1004 发

酵 β-葡萄糖苷酶曲线下面积最小，酿酒酵母 32168 发

酵次之。当将酿酒酵母 32168 和德尔布有孢圆酵母

1004 进行混合发酵苹果酒后，β-葡萄糖苷酶活性显著

增加且与纯发酵差异显著（p<0.05）。因此，本研究表

明混菌处理由于β-葡萄糖苷酶活性较高从而对香气糖

苷的水解更为彻底，能够增加香气成分的含量，对苹

果酒香气质量的提升作用要高于酿酒酵母单菌株发

酵。 

 
图2 不同接种方式发酵苹果酒过程中β-葡萄糖苷酶活性变化 

Fig.2 Changes of β-glucosidase activity during fermentation of 

cider by different inoculation methods 

研究发酵过程中酶活性的变化是非常重要的，因

为在整个发酵过程中酶活性值是波动的[25]。本研究在

对不同接种方式发酵苹果酒中酶活性变化的研究发现

在酒精发酵阶段酶活性值是不恒定的，表明发酵过程

中发生了许多生化反应。Blasco 等认为酵母是葡萄酒

酿造过程中的主要酶源[26]，本研究中酶活性的最大值

与酵母发酵动力学特征有关。在二氧化碳失重量减少

之前检测到最大值，除了混合发酵 MSH1 中的 β-葡萄

糖苷酶活性。Winterhalter 及 Fernández 等发现酿酒酵

母具有较低的 β-葡萄糖苷酶活性[27,28]，而本研究关于

酿酒酵母表达的β-葡萄糖苷酶的结果与上述发现相矛
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盾，而与 Agnès 等发现的三种表现出高 β-葡萄糖苷酶

活性的酿酒酵母菌株的结果一致[29]。大多关于葡萄酒

酿造条件下 β-葡萄糖苷酶活性的研究表明，这些酶在

葡萄酒的酸碱度下不稳定，能被高浓度的乙醇或糖抑

制[30]。本研究中 β-葡萄糖苷酶活性在 MSH2 显示出比

MSH1 更低的 β-葡萄糖苷酶活性水平，因为在 MSH2

产生较高的乙醇及高残糖量，影响了这种酶的活性。 

2.5  不同接种方式发酵苹果酒过程中果胶酶

活性变化 

 
图3 不同接种方式发酵苹果酒过程中果胶酶活性变化 

Fig.3 Changes of pectinase activity during fermentation of cider 

in different inoculation methods 

由图 3 结果可知，混合培养 MST1 和 MST2 具有

最高的果胶酶曲线下面积且差异不显著（p>0.05），比

德尔布有孢圆酵母 1004 发酵曲线下面积分别高了

30%和 39%。酿酒酵母 32168 发酵果胶酶曲线下面积

最小，德尔布有孢圆酵母 1004 发酵次之。当将酿酒酵

母32168和德尔布有孢圆酵母1004进行混合发酵苹果

酒后，果胶酶活性显著增加且与纯种发酵差异显著

（p<0.05）。此结果表明，混合条件影响果胶酶的表达

且果胶酶在发酵起始阶段含量相对较高，但是随着发

酵的进行果胶酶活性逐渐降低。混合发酵也影响果胶

酶的活性，在本研究中 MST2 的果胶酶 AUEC 值高于

MST1。 

2.6  不同接种方式发酵苹果酒过程中酸性蛋

白酶活性变化 

图 4 结果表明，不同接种方式发酵苹果酒过程中

酸性蛋白酶在发酵前 3 d 都具有较高的酶活性，同时

酸性蛋白酶活性随着发酵时间的延长呈现逐渐降低的

趋势。酿酒酵母 32168 纯培养发酵具有最高的酸性蛋

白酶曲线下面积，混合培养 MST1 发酵的酸性蛋白酶

曲线下面积比 MST2 高，但是与酿酒酵母 32168 纯培

养发酵相比分别降低了 17%和 1%，与德尔布有孢圆

酵母 1004 发酵相比，MST1 降低了 7%，而 MST2 反

而增加了 12%。此结果表明在混合培养发酵中德尔布

有孢圆酵母对酸性蛋白酶总活性的贡献较多。混合发

酵也影响酸性蛋白酶的活性，在本研究中 MST2 的蛋

白酶 AUEC 值高于 MST1。非酿酒酵母可以产生胞外

蛋白酶[31]，这与非酿酒酵母对该酶总活性的贡献有

关。 

 
图4 不同接种方式发酵苹果酒过程中酸性蛋白酶活性变化 

Fig.4 Changes of acid protease activity during fermentation of 

cider in different inoculation methods 

2.7  不同接种方式发酵苹果酒过程中 α-淀粉

酶活性变化 

 
图5 不同接种方式发酵苹果酒过程中α-淀粉酶活性变化 

Fig.5 Changes of α-amylase activity during fermentation of 

cider in different inoculation methods 

由图 5 结果可知，不同接种方式发酵苹果酒过程

中α-淀粉酶活性随着发酵时间的延长呈现逐渐降低的

趋势。虽然 α-淀粉酶活性值较低，但在整个发酵过程

中都检测到了其酶活值。另外，混合发酵 MST1 和

MST2 的 α-淀粉酶曲线下面积虽然比纯种发酵的曲线

下面积略高，但是不同接种方式发酵苹果酒过程中 α-

淀粉酶曲线下面积差异不显著。 

3  结论 
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3.1  酿酒酵母和非酿酒酵母在苹果酒发酵过程中产

生了一些与聚合物水解有关的酶，这些酶有助于前体

物质的水解，从而影响苹果酒的芳香特性和品质。 

3.2  在混合培养物中，用 MST2（ 10
4 

cfu/mL 

S.cerevisiae/10
6 
cfu/mL T. delbrueckii）获得测定的几乎

所有 4 种酶活性的最高值。这些结果表明，该接种方

式可以作为不同于酿酒酵母纯种发酵的另一种发酵方

案。但是该发酵方案最终对苹果酒品质的改变效应将

有待于进一步系统研究。 

3.3  本研究的结果有助于更好地理解酵母酶活性在

苹果酒发酵过程中发生的变化的影响，从而提高我们

对微生物相互作用的理解。而在该过程中发生的不同

接种方式及酶活性对苹果酒风味物质的影响需要进一

步研究。 
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