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蓝靛果果酒降酸酵母菌的筛选鉴定及其发酵特性

包怡红1,2*，梁爽1，骆嘉原1

（1.东北林业大学生命科学学院，黑龙江哈尔滨 150040）

（2.黑龙江省森林食品资源利用重点实验室，黑龙江哈尔滨 150040）

摘要：该研究从蓝莓、西梅、葡萄及蓝靛果中分离具有降酸作用的酵母菌。以菌株耐酸、降酸性能进行初筛，

分析菌株发酵特性及耐受性，利用主成分分析进行综合性评价，得到性能最优酵母菌。接种于蓝靛果汁中发酵，与

市售安琪酿酒酵母 SY、RW、BV818 发酵蓝靛果果酒比较。结果表明，共分离得到 32 株酵母菌，筛选出耐酸菌株

17 株，其中 5 株对柠檬酸、苹果酸、酒石酸均具有较高降解率，16 株产乙醇，9 株高产酯，7 株高产 β- 葡萄糖苷酶。

主成分分析结果表明菌株 LD3 与 LD4 的综合性能最好，经 26S rDNA 测定显示两株酵母菌均为季也蒙迈耶氏酵母

（Meyerozyma guilliermondii）。该菌株对柠檬酸、苹果酸、酒石酸降酸率分别为 97.82%、78.26%、32.90%，耐受葡

萄糖、SO2 质量浓度分别为 300 g/L、700 mg/L，耐受酒精体积分数为 8%。与三株市售酵母菌发酵蓝靛果果酒相比，

季也蒙迈耶氏酵母果酒的总酸含量（21.46 g/L）、挥发酸含量（0.15 g/L）均为最低，感官评分最高，可用于蓝靛果

果酒发酵。这为蓝靛果等含酸量高的浆果类产品的开发应用提供参考。
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Abstract: Acid reducing yeasts were isolated from blueberries, plums, grapes, and Lonicera edulis. The yeast strains 

were initially screened for acid tolerance and acid-reducing properties, and an analysis was conducted on their fermentation 

characteristics and tolerances. Finally, the best-performing yeasts were comprehensively evaluated using principal component 

analysis. These yeasts were inoculated into L. edulis fruit juice for fermentation and compared with the commercially 

available Angie’s brewer’s yeasts SY, RW, and BV818 in fermenting L. edulis fruit wine. A total of 32 yeast strains were 

isolated and 17 acid-resistant strains were screened, among which five strains had high degradation rates of citric, malic, 

and tartaric acids, 16 strains produced ethanol, 9 strains produced high levels of ester, and 7 strains produced high levels 

of β-glucosidase. The principal component analysis revealed that the LD3 and LD4 strains exhibited superior overall 

performance. Additionally, 26S rDNA analysis identified Meyerozyma guilliermondii as the species for both strains. This 
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蓝靛果（Lonicera caerulea L. var. edulis）是一

种天然野生浆果，富含花青素、酚酸、黄酮、维生

素 C 等多种生物活性物质，具有很好的抗炎、抗氧

化、治疗糖尿病等作用，被定义为“药食同源”水

果 [1] 。蓝靛果果酒是以蓝靛果为原料的酒类制品，

可将 20 g/L 葡萄糖转化成 1 vol% 酒精 [2] ，同时生物

发酵可产生多种人体必需氨基酸以及大量生物活性

物质，具有改善视力、预防和治疗心血管疾病、抗癌、

提高免疫力等多种功效 [3] 。但蓝靛果果酒中有机酸

含量过高，导致口感较差，对其品质及市场发展产

生不良影响。蓝靛果果酒中主要的有机酸为柠檬酸

与苹果酸 [4] ，其中高水平的柠檬酸则会导致细胞外

酸中毒及抑制人牙龈成纤维细胞的蛋白质合成，苹

果酸则具有强烈辛酸味的双羧基酸，过量会导致尖

锐的酸涩感 [5] 。因此，蓝靛果果酒降酸成为亟待解

决的问题。

目前，主要的降酸方法为化学降酸、物理降酸

和生物降酸，其中化学降酸应用较为广泛但易残留

矿物质，影响果酒感官特性；物理降酸效果甚微，

且成本较高 [6] 。因此，能够有效降酸并提高品质的

生物降酸，成为果汁、果酒降酸的首选方法。例如

Zhong 等 [7] 通过分离筛选得到一株毕赤酵母 JT-1-3，
可有效降解猕猴桃酒中柠檬酸。Jiang 等 [8] 从红树莓

果中分离得到菌株 Issatchenkia terricola WJL-G4，使

红树莓汁中柠檬酸含量从 22.80 g/L 降低到 6.20 g/L。
Peinado 等 [9] 证明菌株 Schizosaccharomyces pombe 可

将葡萄酒中苹果酸转化为乙醇，从而达到降酸的目

的。Mónaco 等 [10]  分离得到菌株 Pichiakudriavzevii 
ÑNI15，并证实该菌株有效降解葡萄酒中苹果酸，

同时还能够改善葡萄酒的感官属性，增加其果香。

本研究拟从蓝莓、西梅、葡萄及蓝靛果中分离

纯化酵母菌，以耐酸性能、降酸性能、发酵特性及

耐受性为筛选指标，得到性状优良的耐酸、降酸酵

母菌。分析该菌株发酵蓝靛果果酒的理化特性，并

探究对其感官品质的影响。以期为改善蓝靛果果酒

口感、提升蓝靛果果酒品质、促进蓝靛果果酒产业发

展提供菌种资源，并为后续实际应用提供理论基础。

1  材料与方法

1.1 材料与设备

1.1.1 样品

蓝靛果样品来自黑河中俄林业科技合作园区，

蓝莓（丹东 H5）、西梅（欧洲李）、葡萄（新疆和

田红）均购自东北林业大学水果超市。

1.1.2 培养基

YPD 培养基（m/V）：酵母浸粉 1%，蛋白胨 2%，

葡萄糖 2% ；固体培养基在此基础上添加琼脂 2% ；

柠檬酸培养基（m/V）：酵母浸粉 1%，蛋白胨

2%，柠檬酸 1% ；

苹果酸培养基（m/V）：酵母浸粉 1%，蛋白胨

2%，苹果酸 1% ；

酒石酸培养基（m/V）：酵母浸粉 1%，蛋白胨

2%，酒石酸 1% ；

按照张二豪等 [11] 的方法配置 2,3,5- 氯化三苯

基氯化四氮唑（2,3,5-Triphenyltetrazolium Chloride, 
TTC）上层培养基、TTC 下层培养基、产酯固体培

养基和发酵培养基。

1.1.3 主要试剂

酵母浸粉、蛋白胨、琼脂，北京奥博星生物技

术有限责任公司；酒石酸、苹果酸、柠檬酸（分析

纯），天津市北联精细化学品开发有限公司；常规药

品均为分析纯。

1.1.4 仪器与设备

PHS-3C 型精密 pH 计，上海仪电科学仪器股份

有限公司；DH6000A 恒温培养箱，天津市泰斯特公司；

JYL-C91T 型榨汁机，九阳股份有限公司；TGL-16G
型高速离心机，北京普析通用仪器有限公司；721 型

可见光分光光度计，上海精密科学仪器有限公司。

strain has acid reduction rates of 97.82%, 78.26%, and 32.90% for citric, malic, and tartaric acids, respectively. The tolerance 

of the M. guilliermondii strain to glucose was 300 g/L, and its SO2 mass concentration was 700 mg/L, with an alcohol 

tolerance of 8% by volume. Compared to the three commercially available yeast strains from fermented L. edulis fruit wines, 

M. guilliermondii contained the lowest level of total acid (21.46 g/L) and volatile acid (0.15 g/L) content, and it obtained the 

highest organoleptic score. Therefore, it is recommended to use L. edulis fruit in wine fermentation. The results of this study 

serve as a valuable reference for the development and application of high-acid-content berry products.

Key words: Lonicera edulis fruit; yeasts; organic acid; tolerance; fermentation characteristics
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1.2 试验方法

1.2.1 酵母菌的初步分离与筛选

1.2.1.1 酵母菌的分离

参考 Jiang 等  [8] 的方法进行菌株分离实验，

称取 25 g 破碎打浆样品于盛有 90 mL 无菌水的锥形

瓶中，28 ℃摇床振荡 20 min。梯度稀释后吸取 0.1 mL于

YPD 固体培养基平板上均匀涂布，28 ℃下培养 72 h，
挑选各典型菌落，反复进行平板划线分离，得到纯

化的单菌落进行保存并命名。

1.2.1.2 耐酸酵母菌的筛选

使用 5 mol/L 的 HCl 配置 pH 值为 2、3 和 4 的

YPD 液体培养基。各菌株以 3%（V/V）的接种量接

入到不同 pH 值培养基中。28 ℃、150 r/min 摇床培

养 24 h，后通过平板计数法计算存活率 [12] 。

1.2.1.3 酵母菌降酸能力测定

将 3 mL 活化菌液以 4 000 r/min 离心 5 min 获

得沉淀，无菌盐水洗涤两次后置于生理盐水中 1 h
消耗残留的碳源。初始接种量为 106 CFU/mL [7] 接种

于柠檬酸、苹果酸、酒石酸液体培养基中，28 ℃，

150 r/min 条件下震荡培养 5 d。按照 GB/T 12456-
2021《食品安全国家标准食品中总酸的测定》采用

酸碱滴定法，测定有机酸含量变化 [13] 。

A = 
A0-A1

A0
×100%                                              （1）

式中：

A——样品的降酸率，% ；

A0——未加菌液的有机酸质量浓度，g/L ；

A1——加入菌液以后的有机酸质量浓度，g/L。

1.2.2 酵母菌发酵特性测定

1.2.2.1 发酵性能测定

将活化菌种按 1%（V/V）的接种量接种于含有

20 mL YPD 液体培养基和杜氏小管的试管中，28 ℃
培养 8 d。根据杜氏小管发酵法观察各菌株产气

量与产气速率，每 12 h 记录一次二氧化碳的重量

损失 [14] 。

1.2.2.2 产H2S能力测定

在含有铋作为指示剂的 Biggy 琼脂上测试选定

菌株的 H2S 产量。将活化后的菌株接种于培养基

上，26 ℃下孵育 3~5 d，通过评估菌落周围的区域

颜色 [15] ，测定其 H2S 产量。

1.2.2.3 产酯能力测定

将活化后的菌株接种到产酯培养基上，28 ℃培

养 48 h，菌落呈黄色越深，产酯能力越强。

1.2.2.4 产乙醇能力测定

将活化后的菌株接种到 TTC 下层培养基。

28 ℃培养 48 h 后倒入上层培养基，避光保持 2 h，
比较菌株颜色 [14] ，颜色越红，产乙醇能力越强。

1.2.2.5 产β-葡萄糖苷酶能力测定

根据 Son 等 [12] 的方法稍作修改，各菌株产 β- 葡
萄糖苷酶能力通过 p-NPG 法进行测定。菌株过夜培

养后，于 4 ℃、8 000 r/min 离心 10 min，取上清液（粗

酶液）。每 100 μL 上清液中加入 200 μL 的 35 mmol/L 
p-NPG 溶液混匀，37 ℃保温 30 min，加入 2 mL 浓

度为 1 mol/L 的 Na2CO3 终止液，在 405 nm 波长处

测定 OD 值。得到标准曲线为 y=9.635 6x，相关系

数 R2=0.998 7。

1.2.3 酵母菌耐受性测定

1.2.3.1 葡萄糖耐受性测定

将菌株以 3%（V/V）的接种量接入到添加葡萄

糖质量浓度为 50、100、150、200、250、300 g/L
的 YPD 液体培养基中，28 ℃恒温培养 48 h。测定

其在 600 nm 波长处的吸光度以确定菌株的葡萄糖

耐受性。

1.2.3.2 酒精耐受性测定

将菌株以 3%（V/V）的接种量接入到酒精体

积分数分别为 0%、4%、8%、12%、16%、20% 的

YPD 液体培养基内，28 ℃恒温培养 48 h。测定其在

600 nm 波长处的吸光度以确定菌株的乙醇耐受性。

1.2.3.3 SO2耐受性测定

将菌株以 3%（V/V）的接种量接种到 SO2 质

量浓度（以偏重亚硫酸钾计）为 100、200、300、
400、500、600、700 mg/L 的 YPD 液体培养基中，

28 ℃恒温培养 48 h。测定其在 600 nm 波长处的吸

光度以确定菌株的 SO2 耐受性 [7,16] 。

1.2.4 主成分分析

筛选出具有耐酸特性的酵母菌，对菌株的耐酸

性能、降酸性能、产 H2S、产酯、产乙醇、产 β- 葡
萄糖苷酶能力及葡萄糖、乙醇、SO2 的耐受性指标

采用 SPSS 17.0 软件（美国 IBM 公司）进行主成分

分析，筛选得到性能最优的耐酸、降酸菌株。

1.2.5 分子生物学鉴定

使 用 酵 母 DNA 试 剂 盒（Sangon Biotech，
Shanghai，China）提取菌株的 DNA。正向引物

ITS1（5′TCC GTA GGT GAA CCT GCG G-3′）和反
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向引物 ITS4（5′-TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC-3′）
通过聚合酶链反应（PCR）扩增 rDNA 基因的 ITS1
和 ITS2 区域。

PCR 扩增条件：94 ℃初变性 5 min ；94 ℃变性

30 s，57 ℃退火 30 s，72 ℃延伸 90 s，30 个循环，

最后于 72 ℃延伸 10 min。PCR 产物通过 1%（m/V）
琼脂糖凝胶电泳分离。150 V 条件下电泳 20 min，
凝胶在紫外线下可视化。使用搜索工具（BLAST）
将最终 PCR 产物的序列与 GenBank 数据库中可用

序列进行比较，使用 MEGA 版本 7 软件构建系统发

育树。

1.2.6 蓝靛果果酒发酵

处理（自然解冻蓝靛果流水下清洗、挑选）→

打浆→酶解（添加 400 mg/L 纤维素酶、400 mg/L
果胶酶，50 ℃，180 min）→调配（焦亚硫酸钠

60 mg/L）→巴氏杀菌（85 ℃，20 min）→接种 3%
菌液（V/V）→发酵（27 ℃、15 d）市售安琪酿酒

酵母 SY、RW、BV818 均为活性干粉，以 200 mg/L
的接种量进行温水活化，接种于 50 mL 蓝靛果汁中

扩培 24 h，最后进行接种试验。

1.2.7 蓝靛果果酒质量评价

1.2.7.1 基本理化指标测定

根据 GB/T 15038-2006，采用电位滴定法测定

发酵蓝靛果汁总酸度，并以柠檬酸表示，乙醇含量

采用密度瓶法测定，挥发酸含量通过碱标准溶液滴

定法测定。还原糖含量采用 NY2742-2015《水果及

制品可溶性糖的测定 3,5- 二硝基水杨酸比色法》测

定。可溶性固形物含量（SSC）通过便携式折光仪

测量。颜色密度和色调采用光谱仪分别测定样品在

420、520 和 620 nm 处的吸光度 [17] ，使用以下公式

计算色彩密度（C1）与色调（C2）。

C1 = A420+A520+A620                                                                           （2）

C2=
A420

A520
                              （3）

式中：

C1 样品的色彩密度；

C2——样品的色调；

A420——上清液在 420 nm 处的吸光度；

A520——上清液在 520 nm 处的吸光度；

A620——上清液在 620 nm 处的吸光度。

1.2.7.2 有机酸的测定

采用高效液相色谱法测定样品中柠檬酸、苹

果酸、酒石酸含量 [13] 。测定条件：色谱柱：Agilent 
ZORBAX Eclipse Plus C18（250 mm×4.6 mm）， 流

动相：0.1% 磷酸溶液 - 甲醇，体积比为 97.5:2.5 的

流动相等度洗脱 10 min，较短时间梯度让甲醇相达

到 100% 并平衡 5min，后将流动相调整为 0.1% 磷酸

溶液 - 甲醇体积比比例为 97.5:2.5，平衡 5 min。流

量为 0.5 mL/min，进样量为 20 μL，柱温为 40 ℃，

检测波长为 210 nm。

1.2.7.3 总黄酮和总酚含量的测定

采用硝酸铝显色法 [18] 评估总黄酮含量（TFC）。
TFC 的结果显示为芦丁标准曲线（y=0.000 5x-0.000 2，   
R2=0.993 5）。

采用Folin-Ciocalteu法 [19] 测定总酚含量（TPC）。
TPC 的结果显示为没食子酸标准曲线（y=0.001 9x+ 
0.001 8，R2=0.995 1）。
1.2.7.4 总花色苷含量的测定

采用 pH 示差法测定发酵蓝靛果果酒中总花色

苷含量 [20] 。

1.2.7.5 感官评定

参考 GB/T 15038-2006《葡萄酒、果酒通用分

析方法》，培训小组由 20 人组成（男女各 10 人），

均符合法定饮酒年龄（＞18 周岁）。从口感、香气、

状态、色泽和典型性共 5 个指标进行感官评价，满

分 100 分，感官评分标准见表 1。

表 1  蓝靛果果酒感官评分标准

Table 1 Sensory scoring criteria for L. edulis wines

指标 评价标准 分数 / 分

口感
(30 分 )

酸甜适度、醇厚柔和、酒体完整、无异味 20~30

酸甜较适度、酒体完整、无异味 10~19

酸甜不协调、有苦涩味 0~9

香气
(20 分 )

香气浓郁、酒香与果香协调 15~20

香气一般、酒香与果香协调 8~14

有刺激性气味、酒香与果香不协调 0~7

状态
(15 分 )

清亮透明、无悬浮物、摇动无气泡 10~15

清亮、较透明、略带少量悬浮物 5~9

不透明、含有大量悬浮物，大量气泡 0~4

色泽
(15 分 )

呈亮红色、色泽较好、光泽度明显 10~15

呈亮红色、色泽一般、光泽度一般 5~9

颜色异常或褪色，光泽度差 0~4

典型性
(20 分 )

具有蓝靛果特有的风味、饱满纯正、爽口 15~20

带有蓝靛果特有的风味 8~14

无蓝靛果特有的风味、有酸败味 0~7
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1.2.8 数据分析

使用 Origin 软件制图、SPSS 17.0 软件（美国

IBM 公司）进行数据分析，采用 MEGA 软件构建系

统发育树。每个实验重复 3 次，数据用“平均值±

标准差”表示，当 P＜0.05 时数值具有显著性差异。

表 2  酵母菌在酸性环境下的存活率（%）

Table 2 Survival of yeast in acidic environment

菌株
编号

菌株
来源

pH 值 4 pH 值 3 pH 值 2

LD1 蓝靛果 39.81±0.14n 10.30±0.07f
—

LD2 蓝靛果 41.80±0.57n 20.30±0.07ef 11.40±0.07i

LD3 蓝靛果 102.97±1.29bc 100.44±5.66ab 86.97±1.63bcd

LD4 蓝靛果 97.01±0.00efg 92.93±0.38abc 80.17±2.45e

LD5 蓝靛果 99.08±1.25cdef 89.18±5.95abc 69.17±0.65f

LD6 蓝靛果 111.83±0.29a 107.37±4.24ab 89.97±6.13bc

LD7 蓝靛果 58.03±0.35k 26.30±0.64def
—

LD8 蓝靛果 97.50±2.11efg 92.12±1.37abc 70.07±0.15f

LD9 蓝靛果 97.81±2.61defg 95.76±0.87abc 83.87±7.54cde

LD10 蓝靛果 104.96±3.70b 107.30±1.74ab 80.67±1.35de

LD11 蓝靛果 66.00±0.28j 26.30±0.35def
—

LD12 蓝靛果 94.96±4.80fg 89.21±3.02abc 85.67±4.16cde

LD13 蓝靛果 58.5±0.49k 23.3±1.13def 10.00±0.21i

LD14 蓝靛果 62.9±0.92j 18.3±0.64ef 11.20±0.14i

LD15 蓝靛果 100.81±1.10bcde 96.69±4.91abc 59.87±1.19g

LD16 蓝靛果 97.98±0.64defg 85.72±2.81bc 66.97±0.32f

LM1 蓝莓 48.60±1.84lm 23.36±1.34def
—

LM2 蓝莓 49.20±1.70lm 26.36±0.57def 11.26±0.42i

LM3 蓝莓 50.50±1.48lm 25.03±2.83def 11.80±0.64i

LM5 蓝莓 94.53±0.04gh 92.39±1.29abc 88.17±2.00bc

LM6 蓝莓 104.50±1.84b 102.21±0.80ab 85.07±6.36cde

LM7 蓝莓 93.91±0.94gh 83.42±0.64bc 50.17±14.30h

PT1 葡萄 70.52±1.34i 36.30±0.21de
—

PT2 葡萄 41.27±0.71n 47.30±2.90d 11.58±0.21i

PT3 葡萄 46.65±1.41m 22.35±1.08def
—

PT4 葡萄 102.13±6.20bcd 112.06±5.61a 108.7±3.25a

XM1 西梅 51.5±0.64l 21.38±0.92ef 9.52±0.03i

XM2 西梅 58.2±0.71k 25.33±0.57def 11.20±0.07i

XM3 西梅 93.99±4.75gh 93.99±2.05abc 72.07±0.95f

XM4 西梅 90.30±1.87h 105.20±2.04c 92.57±1.75b

XM5 西梅 27.40±0.28o 11.34±1.70de
—

XM6 西梅 98.03±1.01defg 96.09±2.83abc 84.97±1.01cde

注：结果以平均值 ± 标准差表示（n=3），字母不同表示

差异显著（P＜0.05）；—：表示未见菌株存活。

2  结果与分析

2.1 酵母菌的分离与筛选

2.1.1 耐酸酵母菌筛选

从蓝莓、西梅、葡萄及蓝靛果中分离得到了 32
株酵母菌，对其耐酸性进行研究。由表 2 可知，

32 株酵母菌在 pH 值为 4 的条件下均可生长，其

中菌株 LD6 存活率最高为 111.83%，菌株 XM5
存活率最低为 27.40%。pH 值为 3 条件下，差异

显著（P＜0.05），菌株 PT4 存活率最高为 112.06%，

菌株 LD1 存活率最低为 10.30%。pH 值为 2 条件下，

17 株酵母菌存活率大于 50%，7 株酵母菌受到抑制

无法生长。因此选取在 pH 值为 2 条件下存活率大于

50% 的 17 株耐酸酵母菌进行后续试验。多项研究表

明，在浆果发酵过程中，低 pH 值环境会抑制微生物

活性，导致发酵时间延长，果酒口感变差。具有良好

的耐酸性能，对于酵母菌的应用具有重要意义 [21] 。

2.1.2 降酸酵母菌的筛选

17 株酵母菌对有机酸（柠檬酸、苹果酸、酒

石酸）的降酸能力如图 1 所示。在柠檬酸液体培

养基中具有降酸效果的菌株有 16 株，降酸率均可

达 60%，菌株 XM4、XM3、LM5、LD3、XM6、
LD5、LM6 降酸效果显著，降酸率可达 90%。在

苹果酸液体培养基中具有降酸效果的菌株共 14
株，8 株降酸率达 50%，其中菌株 XM4、PT4、
LM5 降酸效果显著，降酸率可达到 90%。对于

酒石酸具有降酸效果的菌株 17 株，7 株降酸率可

达 30%。对于三种有机酸降酸率均能达到 17 株酵

母菌降酸均值以上的共 5 株，分别为 LD3、LD4、
XM6、LM5、PT4。卢思言等 [13] 从长白山蓝靛果中

筛得到降酸效果良好的二孢接合酵母，其柠檬酸、

苹果酸、酒石酸的降解率分别为 42.60%、18.28%、

13.09%，本研究筛选的菌株降酸率比之有明显提升。

2.2 发酵特性

2.2.1 发酵性能分析

酵母菌可利用葡萄糖进行发酵，将葡萄糖消耗、

分解生成乙醇与二氧化碳，减少系统的质量，因此

可以样品的失重量作为评价 CO2 释放量的参数，用

于评价菌株的发酵能力 [22] 。从表 3 可以看出，17 株

酵母菌的失重量存在显著差异（P＜0.05），发酵能

力也不同，菌株 LD8 失重量为 0.56 g，发酵能力最强。

菌株 PT4 与 LD16 的失重量分别为 0.30 g 与 0.35 g，
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产气量仅为杜氏小管的 1/4，甚至不产生气体，发

酵能力最弱。48 h 内，有 15 株菌株的杜氏小管中充

满气体，发酵能力较强。Yin 等 [23] 以菌株发酵能力

和酒精耐受性为评价指标，筛选得到一株适合酿造

山楂酒的非酿酒酵母菌 Meyerozyma guilliermondii。
由于酿酒酵母菌的发酵能力一般强于非酿酒酵母

菌，因此本实验所筛选的降酸酵母在发酵能力上，

产生了较大差异。

图 1 酵母对三种有机酸的降酸能力

Fig.1 Acid-reducing ability of yeast for three organic acids

表 3  酵母菌的产气能力与失重量

Table 3 Gas production and weight loss in yeast

酵母菌
发酵时间 /h

CO2 失重量 /g
12 2 36 48

LD3 - ++ ++++ ++++ 0.47±0.08bcd

LD4 - + +++ ++++ 0.49±0.03ab

LD5 - + ++ ++++ 0.51±0.08ab

LD6 - + +++ ++++ 0.39±0.03ef

LD8 - ++++ ++++ ++++ 0.56±0.06a

LD9 + +++ ++++ ++++ 0.51±0.01ab

LD10 - +++ ++++ ++ 0.40±0.04def

LD12 - ++++ ++++ +++ 0.52±0.02ab

LD15 - ++++ ++++ ++++ 0.45±0.04cde

LD16 - + + - 0.35±0.01fg

LM5 - ++ ++++ ++++ 0.41±0.01cdef

LM6 - +++ ++++ ++++ 0.50±0.02ab

LM7 + ++ ++++ ++++ 0.50±0.04ab

PT4 - - - - 0.30±0.05g

XM3 - - ++++ ++++ 0.49±0.01ab

XM4 - - ++++ ++++ 0.48±0.05abc

XM6 + +++ ++++ ++++ 0.50±0.04ab

注：结果以平均值 ± 标准差表示（n=3），字母不同表

示差异显著（P＜0.05）。-：表示不产气；+ ：表示产气量占

杜氏管的四分之一；++、+++、++++ ：表示按程度递增。

2.2.2 酵母菌产H2S能力分析

H2S 具有大蒜味或臭鸡蛋味的不良气味，感官

阈值低且难以去除，对果汁、果酒感官产生负面影

响的同时还对人体有害 [24] 。

图 2 17 株酵母菌在 BIGGY 培养基上的显色

Fig.2 Color development of 17 strains of yeast on 

BIGGY medium

注：-：表示不生产；+ ：表示白色菌落；++ ：表示浅棕

色；+++ ：表示棕色；++++ ：表示深棕色 / 黑色。

各菌株产生 H2S 性能如图 2 所示，菌株 LD9、
PT4 在 BIGGY 培养基上颜色最深呈黑色，菌株

LM7、XM4、LD15、XM3、LM6、LM5 呈深棕色，
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菌株 LD5、XM6 呈棕色，以上均为高产 H2S 酵母菌。

菌株 LD3、LD4、LD6 在培养基上呈浅棕色，为低

产 H2S 酵母，菌株 LD10、LD8、LD12、LD16 在培

养基上呈白色，为不产 H2S 酵母。Šuranská 等 [15] 、

Mandy 等 [25] 在筛选适宜发酵葡萄酒菌株的研究中，

均将 H2S 产量作为一项重要筛选标准，并验证了高

产 H2S 菌种会导致异味生成。因此，应选择低产与

不产 H2S 的酵母菌应用于后续果汁发酵中。

2.2.3 酵母菌产酯能力分析

图 3 17 株酵母菌在产酯培养基上的显色

Fig.3 Color development of 17 yeast strains on ester-

producing medium

产酯酵母具有降低乙醇产量和增强风味的作

用，其中醇与羧酸反应形成的酯类化合物是影响果

酒风味特征的重要挥发性香气化合物 [26] 。如图 3 所

示，17 株酵母菌中 LD3、LD12、XM3、LD5、LM7、
XM4、LM6、LD4、XM6 在产酯培养基上呈深黄

色，其中菌株 LD3 颜色最深、产酯能力最强。LM5、
LD8、LD16、LD15、LDF4 呈浅黄色，产酯能力较弱。

LD6、PT4、LD9 呈白色，不属于产酯酵母。在果酒

发酵过程中，产酯酵母释放蛋白酶、脂肪酶和糖苷酶

等功能性酶，通过糖酵解、酯化等途径降解果汁中的

糖、脂肪和蛋白质，从而产生芳香族酯、醇类和萜烯

等具有芳香特性的代谢产物 [27] 。Qu 等 [28] 在 9 种广东

酒曲中筛选得到产酯能力最强的酵母菌 CM15，其发

酵米酒的酯含量高、高级醇含量低，其中乙酸乙酯和

乳酸乙酯含量分别增加 25% 和 214%，证明产酯酵母

可以作为一种功能微生物来提升酿造酒的感官品质。

2.2.4 酵母菌产乙醇能力分析

TTC 作为感光络合物，可以通过其与酵母代谢

物发生反应呈现的颜色，来判断酵母菌的产乙醇能

力 [11] 。如图 4 所示，在 TTC 培养基上，菌株 LD9
呈深红色，说明其产乙醇能力最高，但其产酯能力

最低。菌株 XM6、LD16、LD8 与 LD10 在培养基

上呈微红色，产乙醇能力低，菌株 LDF12 在培养基

上呈白色，不产乙醇。其他菌株在 TTC 培养基上呈

粉红色，产乙醇能力较强。酯类物质作为果酒最丰

富的香气化合物，包括乙酸酯和乙酯两类，其中乙

酯的生物合成受乙醇含量的影响较大，因此产酯能

力高的菌种产乙醇能力一般较低 [29] 。

图 4 17 株酵母菌在 TTC 培养基上的产乙醇能力

Fig.4 Ethanol production ability of seventeen yeast strains 

on TTC medium

2.2.5 酵母菌产β-葡萄糖苷酶能力分析

β- 葡萄糖苷酶在各种生物过程中发挥重要作

用，可通过释放游离糖苷键，增强香气物质的产

生 [30] 。如图 5 所示，所筛选的 17 株酵母菌均能生成 β-
葡萄糖苷酶，且菌株之间存在显著差异（P＜0.05），
有 14 株菌株产酶活大于 3.00 mU/mL，其中菌株

LM5 产酶活为 7.06 mU/mL，产酶能力最强。菌

株 PT4 产酶活为 1.24 mU/mL，产酶能力最弱。Liu
等 [31] 分离筛选得到一株高产 β- 葡萄糖苷酶的酵母菌

Wickerhamomyces anomalus C4，并通过顶空固相微

萃取（HS-SPME）法进行挥发性成分分析。与低产

β- 葡萄糖苷酶的市售酵母相比，C4 酵母菌可以显

著增强果酒的挥发性香气丰富度和复杂性，表明具

有产 β- 葡萄糖苷酶特性的酵母菌在果酒酿造方面具

有巨大应用潜力。

2.3 耐受性分析

2.3.1 葡萄糖耐受性

葡萄糖作为酵母菌发酵的基础原料，决定了酵

母菌的生长繁殖和代谢能力，但高浓度糖溶液所形

成的高渗透压环境会抑制酵母菌的生长繁殖 [32] 。如

图 6 所示，随着葡萄糖质量浓度增加，酵母菌株生

长量呈现先增长后下降的趋势，在葡萄糖质量浓度

为 100 g/L 时，生长量达到最高。其中菌株 LD12
耐糖能力最强，在葡萄糖质量浓度为 250 g/L 时生

长受到抑制作用，PT4 受耐糖能力最弱，在质量浓
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度为 100 g/L 时生长受到抑制作用。17 株酵母菌在

高渗条件下均表现出良好的耐受性，在 300 g/L 葡

萄糖条件下依旧能够存活。徐易洁等 [33] 以葡萄糖耐

受性为指标，复筛得到 Wickerhamomyces anomalus
酵母菌，耐糖能力较强，在葡萄糖质量浓度为

150 g/L 时生长能力最强，葡萄糖浓度为 300 g/L 时

生长情况较差。本实验结果与之相似。蓝靛果中葡

萄糖含量较低，一般为 30 g/L [34] ，本实验筛选酵母

菌可满足蓝靛果及其他浆果果酒发酵。

2.3.2 乙醇耐受性

乙醇是酵母菌发酵代谢的产物，但高浓度的乙

醇对细胞具有一定的毒害作用，甚至会杀死酵母

菌 [32] 。因此具有较高的乙醇耐受性是酵母存活与发

酵的一个重要特征。乙醇胁迫结果图 7 表明，随着

乙醇体积分数的增加，菌株生长量受到抑制作用显

著（P＜0.05），大多菌株可耐受乙醇体积分数为 8%，

适合于低醇饮品的研制。其中菌株 LD15 乙醇耐受

能力最强，乙醇体积分数为 20% 时依然能够存活。

菌株 LD10、LD16 不耐受乙醇，当添加乙醇体积分

数为 4% 时菌株不生长。王晖等 [32] 从青梅发酵液中

分离得到 Zygosaccharomyces parabailii 酵母菌，发

现其乙醇耐受性较弱，仅为 3%。

图 5 17 株酵母产 β- 葡萄糖苷酶能力

Fig.5 β-glucosidase production capacity of seventeen yeast strains

注：结果以平均值 ± 标准差表示（n=3），图中字母表示差异显著（P＜0.05），图 6~8 同。

图 6 17 株酵母菌葡萄糖耐受性能

Fig.6 Glucose tolerance performance of 17 strains of yeasts

图 7 17 株酵母菌乙醇耐受性能

Fig.7 Ethanol tolerance performance of 17 strains of yeast
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图 8 17 株酵母菌 SO2 耐受性能

Fig.8 SO2 tolerance performance of 17 strains of yeast

2.3.3 SO2耐受性

果酒通过添加 SO2 起到抗氧化和抗菌的重要作

用，但超过一定量则会引起酵母菌发酵停滞或停止。

果酒中 SO2 添加量通常小于 0.25 g/L，最大不超过

0.4 g/L，为保证发酵的正常进行，确认酵母菌对

SO2 的高耐受性是十分必要的 [35] 。由图 8 可知，随

着 SO2 浓度的增加，不同菌株对不同浓度 SO2 的抗

性也表现出较大的差异。菌株 LD9、LD10、LD12、
LD16、PT4 受抑制作用显著（P＜0.05），其中菌株

LD16 在 700 mg/L 的 SO2 浓度下无法生长。其余

酵母菌株均表现出较强的 SO2 耐受性，未受到明

显抑制作用。卢思言等  [13] 对筛选得到的降酸菌株

二孢接合酵母进行 SO2 耐受性分析，发现该菌株

在 500 mg/L 的 SO2 浓度下几乎不能存活，证明本

实验分离菌株 SO2 耐受性较高。

2.4 主成分分析

将 17 株酵母菌的耐酸性能、降酸性能（柠檬酸、

苹果酸、酒石酸）、发酵特性（产 H2S、产酯、产乙醇、

产 β- 葡萄糖苷酶）、耐受性（葡萄糖、乙醇、SO2）

中共计 11 个特性指标进行整理和标准化处理，进

行主成分分析，筛选出性能最优的耐酸降酸菌株。

图 9 11 个特性指标的碎石图

Fig.9 Scree plot of 11 characteristic indicators

表 4  主成分特征值及贡献率

Table 4 Eigenvalues and contribution rates of principal 
components to total variance

成分 特征值 方差贡献率 /% 累计方差贡献率 /%

1 4.481 40.741 40.741

2 2.538 23.071 63.812

3 1.362 12.383 76.194

4 1.076 9.782 85.977

如图 9 所示，优良菌株的 11 个特征值中，共有

4 个的数值大于 1。因此，用于分析的特性指标可

以简化为 4 个主成分。由表 4 可知，4 个主成分的

方差贡献率分别为 40.741%、23.071%、12.383%、

9.782%。其中主成分 1、2、3 的累计贡献率达到了

76.194%。可以将进行分析的 11 个特性简化为 3 个

主成分，用于解释实验的大部分信息。

由表 5 可以看出每个主成分在所分析特性上的

成分载荷。第 1 主成分主要对 7 个特性进行解释：

其成分载荷分别为对乙醇的耐受性 0.929、SO2 的

耐受性 0.840、苹果酸降解率 0.796、酒石酸降解率

0.761、产乙醇能力 0.730、柠檬酸降解率 0.711、低

产 H2S 能力 0.515，低产 H2S 能力的表达为负向；

第 2 主成分主要解释 4 个特性：对葡萄糖的耐受性

0.924、产酯能力 0.748、耐酸能力 0.677、产 β- 葡
萄糖苷酶能力 0.540，其中耐酸能力的表达为负向。

第 3 主成分主要解释 1 个特性：低产 H2S 能力 0.762。
由表 6 可知，综合排名前 4 的菌株为 LM7、

LD3、LD4、LM6，得分分别为 3.084、2.904、2.803、2.797，
明显高于其他菌株。菌株 LM7 与 LM6 由于产 H2S 较

多，不适于蓝靛果果酒降酸应用。菌株 LD3 与 LD4
可有效降解三种有机酸，同时具有良好的发酵性能

与耐受性能，值得一提的是其低产 H2S，并且高产

酯与 β- 葡萄糖苷酶的特性为果酒发酵香气提供更多

可能性，可作为潜在的耐酸降酸菌株进行后续研究。
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表 5  主成分的成分荷载矩阵

Table 5 Component loading matrix for principal components

菌株特性
成分

1 2 3

对乙醇的耐受性 0.929 0.092 -0.043

对 SO2 的耐受性 0.840 0.203 0.238

苹果酸降解率 0.796 -0.320 0.294

酒石酸降解率 0.761 -0.277 0.367

产乙醇能力 0.730 -0.364 -0.391

柠檬酸降解率 0.711 0.037 -0.043

对葡萄糖的耐受性 0.004 0.924 0.043

产酯能力 0.380 0.748 0.375

耐酸性能 0.076 -0.677 0.361

产 β- 葡萄糖苷酶 0.497 0.540 -0.273

低产 H2S 能力 -0.515 0.108 0.762

表 6  17株酵母菌的主成分得分结果

Table 6 Results of the principal component scores of 17 
strains of yeasts

菌株编号
成分

第 1 主成分 第 2 主成分 第 3 主成分 总和

LD3 1.192 -0.157 1.869 2.904

LD4 1.247 -0.016 1.573 2.803

LD5 1.104 0.140 0.420 1.664

LD6 0.141 -1.557 1.065 -0.350

LD8 -2.554 1.153 0.244 -1.157

LD9 0.331 -1.577 -2.120 -3.366

LD10 -4.972 0.086 0.258 -4.629

LD12 -2.898 1.252 1.416 -0.23

LD15 -0.738 -0.361 -1.434 -2.533

LD16 -2.823 0.890 -1.623 -3.556

LM5 2.136 -0.078 -0.598 1.460

LM6 1.489 1.468 -0.160 2.797

LM7 1.866 2.029 -0.811 3.084

PT4 -0.393 -4.805 -0.132 -5.329

XM3 1.605 1.563 -0.937 2.230

XM4 2.3 -0.099 -0.143 2.058

XM6 0.968 0.069 1.113 2.151

2.5 26S rRNA序列分析和系统发育树分析

由图 10 可知，对纯化后的酵母菌株 LD3 与

LD4 的基因组 DNA 进行 PCR 扩增，进行琼脂糖

凝胶电泳分析 [13] 。在紫外灯照射下的结果可知菌株

LD3 与 LD4 的电泳条带分别为 591 bp 与 589 bp。

图 10 酵母菌 PCR 扩增结果分析

Fig.10 Result of PCR amplify of yeast strains

图 11 酵母菌株的系统进化发育树

Fig.11 Phylogenetic tree of yeast strains

将得到的基因序列与 Genebank 数据库中序列

进行同源性比较，使用 MEGA V7.0.26 软件进行系

统进化树分析 [13] 。结果如图 11 所示，可判定菌株

LD3 与 LD4 均为季也蒙迈耶氏酵母（Meyerozyma 
guilliermondii）。菌株 LD3 与 LD4 均来源于蓝靛

果，两菌株的菌落形态、发酵性能和耐受性能都非

常接近，故判断二者为同一种菌。季也蒙迈耶氏酵

母作为非酿酒酵母菌，相比传统酿酒酵母能够生成

高水平的香气化合物 [23] ，在实现有效降酸的同时为

果酒提供更加理想的口味。Gao 等 [36] 通过实验证明

Meyerozyma guilliermondii NM218 在赤霞珠葡萄酒

发酵中能够显著降低果酒总酸含量、增加香茅醇和

反式橙花醇含量，增强葡萄酒的花香与果香。

2.6 蓝靛果果酒的理化特性

2.6.1 基本理化指标分析

将筛选出的季也蒙迈耶氏酵母与商业用安琪

SY 酵母、安琪 RW 酵母、安琪 BV818 酵母分别接

种于蓝靛果汁中进行纯菌发酵，进一步验证其降解

有机酸的能力。蓝靛果果酒的基本理化指标见表 7。
季也蒙迈耶氏酵母发酵果酒的可溶性固形物与总还

原糖含量分别 9.95 °Brix 与 4.05 g/L，显著高于其
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他 3 组酿酒酵母菌纯发酵，适用于酿制半干型果酒，

这与非酿酒酵母菌的发酵能力和代谢途径差异相关。

安琪 SY 酵母发酵蓝靛果果酒酒精度最高，在相同条

件下，安琪 SY 酵母将底物转化为酒精的能力强于其

他 3 种酵母菌，其中 BV818 酒精度含量最低，可能

是蓝靛果果汁的低酸环境对其发酵能力有所影响。

季也蒙迈耶氏酵母发酵果酒总酸含量为 21.46 g/L，
显著低于蓝靛果果汁与 3 种酿酒酵母发酵得到的果

酒。柠檬酸是蓝靛果中主要有机酸，季也蒙迈耶氏

酵母发酵果酒柠檬酸含量显著降低，降酸率可达

10.27%，3 种酿酒酵母菌发酵果酒中的柠檬酸显著

增加，其中 BV818 发酵果酒柠檬酸含量最多，为

25.78 g/L。季也蒙迈耶氏酵母菌发酵果酒中 L- 苹果

酸与酒石酸均显著降低，在酿酒酵母 RW 与 SY 发

酵果酒苹果酸含量降低，酒石酸含量增加，酿酒酵

母 BV818 发酵果酒中苹果酸与酒石酸含量均显著增

加。证明季也蒙迈耶氏酵母具有明显降酸作用，且

能较好的调节发酵蓝靛果汁的口感。挥发酸也是评

价果酒品质的重要指标，挥发酸含量过高会导致果

酒发酵异常，在口感上带给人醋味和尖酸感。其中

季也蒙迈耶氏酵母发酵果酒挥发酸含量为 0.15 g/L，
为发酵果酒中最低，其他 3 种酿酒酵母发酵果酒的

挥发酸含量高于 0.31 g/L，但均符合果酒生产标准。

刘小雨等
 [37] 在发酵野木瓜果酒实验中发现，季也蒙

迈耶氏酵母发酵果酒的总酸、挥发酸均低于市售酿

酒酵母菌发酵果酒，且感官评分最高。

由表 7 可知，4 种蓝靛果果酒中黄酮含量相差

不大，总酚含量差异显著，其中季也蒙迈耶氏酵母

与 RW 酵母发酵蓝靛果果酒中多酚含量显著高于

SY 与 BV818 酵母发酵果酒。季也蒙迈耶氏酵母发

酵果酒中花色苷含量为 88.49 mg/L，显著低于 3 种

酿酒酵母发酵果酒。在臧伟等 [38] 的研究中，花色苷

含量也呈下降趋势，这可能归因于季也蒙迈耶氏酵

母的高 β- 葡萄糖苷酶活力，通过催化花色苷 β- 糖
苷键断裂，生成糖和花色素，花色素很不稳定可自

发转换成无色衍生物 [39] 。同时季也蒙迈耶氏酵母发

酵的蓝靛果果酒颜色密度和色调也最低，主要归因

于花青素、单宁等酚类物质的含量变化 [23] 。

表 7  蓝靛果果酒的理化指标

Table 7 Physical and chemical indicators of L. edulis wines

指标 蓝靛果果汁 季也蒙迈耶氏酵母 RW SY BV818

SSC /(°Brix) 15.5±0.03a 9.95±0.07b 8.03±0.04c 8.00±0.00c 8.08±0.04c

总还原糖 /(g/L) 27.67±0.31a 4.05±0.34b 2.07±0.26c 2.05±0.18c 2.14±0.27c

酒精度 /%vol — 2.23±0.02c 2.48±0.03b 3.27±0.07a 1.98±0.06d

总酸 /(g/L) 23.34±0.37d 21.46±0.20e 26.25±0.36b 25.90±0.07c 27.99±0.60a

柠檬酸 /(g/L) 21.33±0.46d 19.14±0.21e 23.48±0.17b 22.46±0.24c 25.78±1.18a

L- 苹果酸 /(g/L) 1.28±0.05b 0.77±0.03d 0.78±0.08d 1.02±0.02c 1.47±0.07a

酒石酸 /(g/L) 1.53±0.04c 1.26±0.08d 1.78±0.04a 1.65±0.06b 1.62±0.03bc

挥发酸 /(g/L) — 0.15±0.01c 0.36±0.02a 0.33±0.01b 0.31±0.01b

总黄酮 /(mg/mL) 21.42±0.03d 22.25±0.43a 22.31±0.31a 21.89±0.86b 21.77±0.94c

总多酚 /(mg/mL) 6.89±0.13b 7.43±0.31a 7.57±0.15a 6.75±0.25b 5.87±0.18c

花色苷 /(mg/L) 141±4.77a 83.49±7.58c 110.04±5.21b 111.97±2.95b 106.37±6.85b

色彩密度 5.82±0.05a 4.77±0.16b 5.71±0.11a 5.81±0.22a 5.75±0.31a

色调 0.61±0.01a 0.49±0.00c 0.57±0.00b 0.58±0.04ab 0.57±0.04b

注：结果以平均值 ± 标准差表示（n=3），字母不同表示差异显著（P＜0.05）。

2.6.2 感官评价

如图 12 可知，4 种蓝靛果果酒的感官评价存在

明显差异，其中季也蒙迈耶氏酵母发酵果酒评分最

高，RW酵母发酵果酒评分最低。在色泽与状态方面，

季也蒙迈耶氏酵母发酵果酒表现最优，呈亮红色，

光泽度更佳，酿酒酵母发酵蓝靛果果酒则可能因为

花色苷含量高，酚类物质氧化导致酒体颜色偏深，

酒体浑浊且光泽度较差。在口感方面，季也蒙迈耶

氏酵母发酵果酒总糖含量、糖酸比均最高，总酸、

挥发酸含量最低，总酚、黄酮含量较高，因此酒体

丰满、醇厚协调、酸甜适中。3 种酿酒酵母菌发酵

果酒总酚、总酸含量高、糖酸比偏低，酒体酸涩感

尖锐且无典型性。在香气方面，相比于 3种酿酒酵母，

非酿酒酵母菌季也蒙迈耶氏酵母在发酵过程中可产
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生高浓度的乙酸乙酯等香气物质，使蓝靛果果酒具

有纯正怡人的果香和酒香。同时，Yin 等 [23] 研究发

现季也蒙迈耶氏酵母发酵山楂酒能产生较高的主要

香气物质，提升山楂酒的感官特性，并证实该菌株

具有提高山楂酒品质的潜力。总体而言，季也蒙迈

耶氏酵母能够有效降低蓝靛果果酒中总酸含量，起

到平衡酸感并丰富香气化合物的作用，使蓝靛果果

酒感官品质得到提升。

图 12 4 种蓝靛果果酒的感官评价雷达图

Fig.12 Sensory evaluation radar chart of four L. edulis wines

3  结论

近年来，蓝靛果作为高酸浆果，其产品加工与

功能性已有大量研究，但高酸度作为其果酒加工中

的难点，严重影响产品品质，如何有效降低果酒酸

度是蓝靛果果酒加工亟待解决的关键问题。本研究

通过多种指标方法，综合筛选出适宜发酵蓝靛果果

酒的酵母菌。通过耐酸性能与降酸性能分离出 17
株优势酵母，对其进行了发酵能力与耐受性的评价，

并利用主成分分析进行综合评估。最后通过比较 4
种蓝靛果果酒的理化指标与感官特性，证明筛选得

到的季也蒙迈耶氏酵母可显著降低蓝靛果果酒中总

酸含量，有效平衡蓝靛果果酒酸感，对感官特性产

生积极影响。综上所述，非酿酒酵母菌季也蒙迈耶

氏酵母具有优良的降酸、降酸性能与较高耐受性，

并且低产硫化氢、高产酯类化合物与 β- 葡萄糖苷酶，

对于提高蓝靛果果酒品质，丰富果酒香气成分具有

巨大潜力。本研究并未探明该菌株降酸路径，后续

需深入探究其降酸途径与机理，为生物降酸提供一

定参考。
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