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55摘5要!以浓香型白酒发酵糟为微生物源$经青梅酒发酵试验$以酒精度和感官评价为指标$筛选出

$ 株耐酸性好%发酵能力强的菌株$并对其进行分子生物学测序鉴定& 鉴定结果表明$$ 株菌株均为酿酒

酵母& 根据 $ 株酵母各自的发酵特性$采用双菌株混合发酵工艺进行青梅果酒的发酵& 实验对菌种比

例%接种量%碳源%[Y值%温度共计 D 个涉及到青梅酒质量的主要工艺条件进行优化$确定优化后的青梅

果酒发酵工艺为'以白砂糖﹕葡萄糖f#k%!质量比"为混合碳源$初始 [Y值为 D$混合酵母!%" 号酵母﹕

%I 号酵母f!k$$5W5"$酵母接种量为 #_$发酵温度为 $' X$发酵 & 天后酒精度为 %$@D _5).& 与优化前

相比$发酵周期缩短一半$青梅果香突出明显$酒体丰满$口感柔和$具有明显的果啤风味&

关键词!青梅果酒#混合发酵#工艺优化

中图分类号!TK%%D 文献标志码!B

引 言

青梅又名+酸梅,)+干枝梅,"是梅果子的统称"为

蔷薇科樱桃属植物梅
%%&

' 青梅原产我国"且是我国的一

种特色资源"分布极为广泛"我国将青梅作为经济栽培

作物而其他大部分国家和地区对青梅只是作为园林)园

艺植物看待
%$&

' 青梅不仅营养丰富"还具有许多保健功

能"被国家卫生部正式列入+既是食品又是药品,的名

单
%!&

'

在青梅的加工产品中"青梅酒作为一种比较新型的

青梅产品"具有营养丰富)梅香浓郁)醇香可口等特点"

还具有开胃生津)改善肠胃)延缓衰老)抗菌驱虫等保健

作用"是一种良好的保健果酒
%#&

' 目前青梅酒的发酵研

究均是参照葡萄酒发酵工艺进行"所用菌种也来源于葡

萄酒和啤酒生产的酵母
%D&

"不能更好的体现青梅本身的

风味' 在果酒发酵中"酵母菌的作用对其风味的影响非

常重要"因此筛选适用于青梅发酵的酵母菌是保证青梅

果酒品质的关键因素
%I&

'

本研究从白酒酒糟中分离纯化得到 $" 株酵母菌"

从中筛选出适合于青梅果酒的酿酒酵母!%" 号与 %I 号

酵母菌$"进行双菌株混合发酵' 对所选菌株进行发酵

工艺的优化"获得了风味表现良好的青梅原酒"为青梅

果酒的发酵提供了一些技术参考'

% 材料与方法

!6! 材料与试剂

试验材料(冷冻新鲜青梅"实验室储存' 青梅汁(新

鲜青梅压榨取汁' 白酒酒糟(取自四川省泸州市某酒



厂' 食用级白砂糖(深圳润友化学有限公司' 食用级碳

酸氢铵(成都仪科菌实验设备有限公司'

试验试剂(氢氧化钠)盐酸)丙三醇)酵母膏)蛋白

胨)葡萄糖)琼脂'

基因组V=B快速抽提试剂盒!酵母$(上海生工生

物工程股份有限公司'

!6) 仪器设备

da0 J!&D%aĴ E高压蒸汽灭菌锅!松下健康医疗

器械株式会社$"YGUJS&""E大型恒温振荡器!上海一

恒科学仪器有限公司$"0lJE(J$eV洁净工作台!苏

州安泰空气技术有限公司$"N' J% JE数显控温电热套

!田径泰斯特仪器有限公司$) Ŷ0 J!E[Y计!上海仪

电科学仪器股份有限公司$"4?J]'"" Ê紫外可见分光

光度计!上海美谱达仪器有限公司$"VGFlJVJ# 电热

恒温水浴锅!北京市永光明医疗仪器有限公司$"0 ŜJ

%D"K生化培养箱!天津塞得利斯实验分析仪器制造

厂$"0]dJU!"4?实验室纯水系统!北京飞翔赛思科技

有限公司$'

!6$ 试验方法

%@!@% 酵母的分离纯化
%&C'&

无菌条件下取适量的白酒酒糟加入无菌水中"用灭

菌后的玻璃棒搅拌至样品彻底均匀悬浮"取 % Oa悬浮

液进行梯度稀释"然后将稀释液取适量涂布于 V̂B培养

基!马铃薯葡萄糖琼脂培养基$上"于 $' X培养箱中静

置培养 $ b! >"挑选目的菌落进行划线分离"每个样品

挑取 # bD 株酵母菌"经过 ! 次传代后获得纯种"接种于

斜面上"随后用甘油管保存备用'

%@!@$ 酵母菌的筛选

分别以 %@!@% 所保存的酵母菌为发酵菌种进行青

梅果酒的初步发酵实验
%N&

' %$" Oa青梅浊汁用水稀释

至 '"" Oa"不添加其他物质改变其 [Y值"保持其自然

[Y值 $@I'"加入白砂糖控制其初始糖度为 $&_"接种不

同的酵母菌种"接种量为 $_"在 $' X下发酵"%$ >后进

行感官评定"根据酒精度及感官评分选择合适的酵母菌

种'

%@!@! 混合菌株的复配

将 %@!@$ 选择的两株酵母菌各取一甘油管"在 $' X

下活化两小时"然后接种于 H;̂V培养基中"放入 $' X

培养箱中培养"将其制备成菌液浓度相同!! c%"

&

个WOa$

的种子液' 将两种种子液复配成不同比例的混合菌液"

其中 %" 号酵母菌种子液占混合菌液的体积比分别为

$"_)#"_)I"_)'"_' 接种混合菌液进行青梅果酒发

酵"接种量为 $_"其余发酵条件与 %@!@$ 相同"%$ > 后

进行感官评定"根据酒精度及感官评分选择合适的比例

进行复配'

%@!@# 酵母菌的V=B鉴定
%%"C%$&

将 %@!@! 中选择的两株酵母菌种经过四区划线法

接种到H;̂V培养基上 $' X培养 ! >"根据试剂盒的说

明书提取基因组 V=B"并进行 ÊL扩增' 扩增引物为

=a%( MEBTBTEBBTBBMEMMBMMBBBBM" =a#( MMTEC

EMTMTTTEBBMBEMM# ÊL反应体系为(T6O[.-86!基因

组V=B$" JD" ,<W

!

a$"@D

!

a"%" cK*//6+!i183 d<$ m$

$@D

!

a" > =T̂ !各 $@D Od$ %@"

!

a" e! %" *d$)

L!%" *d$各 "@D

!

a"酶 "@$

!

a"用双蒸水补齐至$D

!

a'

ÊL反应条件(N# X预变性 # O1,#N# X变性 #D 0"DD X

退火 #D 0"&$ X延伸 I" 0"!" 个循环#&$ X修复延伸

%" O1,"# X保存' 扩增产物由上海生工生物工程股份

有限公司进行测序"将测序结果输入 iiR=EK]R,.OR

,13R<)5利用KaB0T软件"将测得的基因序列与M6,g-,\

数据库的序列进行同源性比较' 用软件 d;MB#@% 进行

序列分析"并采用 =61<3g)+J()1,1,<法进行系统发育分

析"构建进化树'

%@!@D 发酵工艺的优化

%@!@D@% 碳源的种类选择
%%!&

以 %@!@! 选择的复配酵母为发酵菌种"分别以白砂

糖)葡萄糖)果葡糖浆)麦芽糖为碳源"调整青梅汁初始

糖度!以还原糖计$为 $&_"初始 [Y值为 !@D"接种量为

$_"温度为 $' X"每天测定酒精度"酒精度达到要求后

进行感官评定"根据试验数据确定较合适的发酵碳源'

%@!@D@$ 混合碳源比例的选择

以 %@!@! 选择的复配酵母为发酵菌种"以 %@!@D@%

所选两种碳源的混合糖作为碳源进行发酵实验"按照

"_)$"_)#"_)I"_)'"_)%""_!其中一种占总混合

糖的质量比$的不同比例调整青梅汁初始糖度!以还原

糖计$为 $&_"初始 [Y值为 !@D"接种量为 $_"温度为

$' X"每天测定酒精度"酒精度达到要求后进行感官评

定"根据试验数据确定合适的碳源比'

%@!@D@! 酵母接种量的优化
%%#&

根据 %@!@! 选择的复配酵母为发酵菌种和 %@!@D@$

的混合碳源进行发酵实验"调整青梅汁初始糖度!以原
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糖计$为 $&_"初始 [Y值为 !@D"按照 %_)$_)!_)

#_)D_的不同比例添加种子液"在 $' X下进行发酵"

每天测定酒精度"酒精度达到要求后进行感官评定"根

据试验数据确定较适宜的接种量'

%@!@D@# 发酵温度的优化
%%D&

根据上述所确定的复配酵母)混合碳源)接种量进

行发酵实验"调整发酵液初始糖度 !以还原糖计$为

$&_"初始 [Y值为 !@D"将发酵液置于 %$ X)%I X)

$" X)$# X)$' X下进行发酵"每天测定酒精度"酒精度

达到要求后进行感官评定"根据试验数据确定较适宜的

发酵温度'

%@!@D@D 初始 [Y值的优化
%%I&

根据上述所确定的复配酵母)混合碳源和接种量和

发酵温度进行发酵实验"调整发酵液初始糖度!以还原

糖计$为 $&_"将发酵液的初始 [Y值分别调整为 !)

!@D)#)#@D)D"每天测定酒精度"酒精度达到要求后进行

感官评定"根据试验数据确定合适的初始 [Y值'

%@!@I 感官评分标准

请 D 名评酒人员对青梅发酵原酒进行感官评定"评

分标准见表 %

%%I&

'

$ 结果与分析

)6! 酵母菌的筛选

用所筛选的 $" 株酵母菌进行青梅果酒初发酵的

酒精度和感官评价结果见表 $' N 号)%' 号的酒精度

为 ""表明其不能适应发酵液的低酸性环境"酵母菌无

法正常生长并产生酒精#除 N 号)%" 号)%D 号)%I 号菌

株酒精度可达到 %" _5).以上外"其余菌株的酒精度均

在 %" _5).以下' 在感官品评中发现"%" 号菌株发酵

所得青梅酒口感丰富"甜酸平衡感好"但香气较淡"而

%I 号菌株发酵所得青梅酒"果香味带着淡淡的发酵香

气"香气丰富度较好"口感略差' 综合两者结果可得"

以 %" 号和 %I 号菌株进行复配"以期可以得到风味口

感俱佳的青梅酒'

)6) 混合菌株的复配

将两株酵母菌进行不同比例的复配"所得青梅果酒

的酒精度及感官评分结果见表 !' 不同比例下"酒精度

均在 %$ _5).附近"差别不大' %" 号菌株所占比例越大"

果香越浓郁"甜香感明显"口感圆润"%I 号菌株所占比例

越大"发酵风味越明显"口感更为丰富' 当复配比例为

表! 青梅果酒的感官评分标准

感官

指标
感官特征 评分

色泽

澄清"透明"果酒呈琥珀色"协调悦目 $"

澄清"透明"果酒呈淡黄色 %' b%N

澄清"无杂物"与青梅果酒色泽不符 %D b%&

微浑"有杂物"失光 %D 分以下

香气

果香)酒香浓郁"香气干净"甜香感好 !' b#"

果香)酒香良好"具有青梅的特有香气 !# b!&

果香)酒香一般"但无异香 !" b!!

果香)酒香不足或有异味 !" 以下

口感

酒体丰满)柔和爽口"

口感协调"青梅味突出
!' b#"

酒体较丰满"甜酸平衡感较好 !# b!&

酒体寡淡"过酸或过甜"

酸甜平衡感不协调"纯正无杂
!" b!!

略苦"有涩味"口感欠浓郁 !" 以下

%" 号k%I 号fIk#时"果香与发酵香味达到很好地平衡"

风味更具特色"酒体丰满"口感协调"青梅味突出"因此

选择 I"_!%" 号菌株所占体积比$为酵母菌种的复配比

例'

表) 不同酵母菌发酵青梅酒酒精度和感官评价结果

菌株编号 酒精度W!_5).$ 感官评分

% D@! D&

$ &@I &$

! I@& I%

# !@% #&

D D@' DN

I #@D D!

& '@' &&

' " "

N %"@I '!

%" %"@D 'I

%% &@' &%

%$ '@& &D

%! I@! I"

%# N@! '%

%D %"@# '$

%I %%@D ''

%& '@D &D

%' " "

%N N@# '"

$" &@% &#
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表$ 不同比例下酵母菌发酵青梅果酒酒精度和

感官评价结果

复配比例

!%" 号菌株所占体积比$

酒精度

W!_5).$

感官评分

$"_ %$@D 'I

#"_ %$@' N"

I"_ %$@I '&

'"_ %$@! '$

)6$ 酵母菌的+WB鉴定

选取两株发酵效果最好的菌株提取基因组 V=B"

并以其为模板"对 $I0 +V=BV%WV$ 可变区进行 ÊL

扩增"由电泳结果图!图 %$可知"提取的 V=B样品都

能被扩增 V=B带"扩增片段在 DN" g[ 左右"由于是用

正反双向测序的方法进行测序"两端的信号不稳定"会

造成片段大小的差异' 对获得的序列进行系统进化树

构建!图 $$"选取的两株酵菌均为 0-223-+)O926726+6C

5171-6类群"且其序列与 M6,K-,\ 中序列相似性均在

%""_"表明选取的两株酵菌与数据库中的序列有极高

的相似性"并且它们之间的亲缘性非常近' 鉴定发现

选取的 $ 株酵母均为为酿酒酵母! 0-223-+)O926726+6C

5171-6$'

图! 两株酵母菌)"<L+WB+!0+)

可变区的S9X产物

图) 酵母菌基于)"<L+WB+!0+)区序列的

系统发育树

注(]0$IN J% 为 %" 号酵母菌"]0$IN J$ 为 %I 号酵母菌'

)6' 发酵工艺的优化

$@#@% 碳源种类的选择

因青梅本身具有低糖高酸的特点"在其发酵过程中

需补充碳源才能保证发酵的顺利进行"本实验选定白砂

糖)葡萄糖)果葡糖浆)麦芽糖 # 种碳源进行发酵实验"

结果如图 ! 所示' 由图 ! 可知"发酵过程中酒精度逐渐

上升"总体上"白砂糖为碳源时"酒精度上升速度最快"

在第 ' 天时达到 %$ _5)."但因其果香味淡"口感寡淡"发

酵酒风味不佳"故选择另一种碳源与其进行混合发酵"以

期改善其香气)口感' 另外三种碳源整体发酵进程差别不

大"且均在第 &天达到最高"并保持不变"但葡萄糖作为碳

源时"口感香甜"带有花香味"且酒度始终高于其余两种碳

源"因此选择白砂糖和葡萄糖作为混合碳源'

图$ 不同碳源发酵过程中酒精度的变化曲线

$@#@$ 混合碳源比例的优化

由图 # 可知"白砂糖所占比例越大"酒精度上升速

度越快"其中 #"_与 I"_)'"_与 %""_两两趋势相同"

且 '"_与 %""_两条线几乎重合"酒精度整个过程基本

保持一致' 第 # 天开始""_与 $"_两者的上升速度开

!%第 !" 卷第 # 期AA AAAAA李艺勤$等'双酵母菌株混合的青梅果酒发酵工艺优化



始下降"与其他比例的差距渐渐拉大' 白砂糖所占比例

为 '"_时"发酵所得青梅果酒果香明显"青梅果酸味突

出"口感最为协调"因此确定混合碳源的比例为白砂糖

占混合碳源质量的 '"_'

图' 混合不同比例下发酵过程中酒精度的变化曲线
注("_)$"_)#"_)I"_)'"_)%""_分别表示

白砂糖占混合碳源的质量比'

$@#@! 酵母接种量的确定

由图 D 可知"接种量越多"酵母菌适应环境速度

越快"酒精度上升速度越快"其中 #_与 D_两条线几

乎重合"酒精度整个过程基本保持一致"在第 I 天时

酒精度均为 %$ _5)."其后酒精度保持不变' $_与

!_整体趋势相同"但 !_接种量下的酒精度始终高

于 $_"且在第 I 天达到 %%@$ _5)."而接种量为 $_

的在第 & 天达到 %%@$ _5).' 接种量为 %_的发酵液

在第 ! 天开始"酒精上升速度开始减缓"与其他接种

量的差距逐渐拉大"在第 & 天时"其发酵液酒精度仅

为 '@# _5)."而其余发酵液酒精度均在 %% _5).以

上"其中以 #_及 D_酒精度最高' 在 #_的接种量

下"酒精度的变化与 D_差别较小"但其香气较 D_要

浓郁"且口感更为纯净"青梅果酸更明显"因此选择

酵母菌的接种量为 #_'

$@#@# 发酵温度的优化

由图 I 可知"随着发酵温度的升高"发酵液酒精

度上升的速度越快"其中在 $# X与 $' X发酵温度

下"两者酒精度的上升速度明显高于其他发酵温度'

发酵温度在 $" X时"酒精度稳步上升' %$ X与

%I X下酒精度增长缓慢"尤其在 %$ X下"酒精度在

第 # 天才开始有所上升"说明混合酵母不适宜低温发

酵"%I X下"酒精度在第 $ 天后开始上升"酒精度增

长较为缓慢' 表明混合酵母在 %I X b$' X下可以

图& 不同接种量下发酵过程中酒精度的变化曲线

较好的生长并产生酒精"只是产酒速度存在差异'

在前期实验中"研究发现"当其发酵温度超过 $' X

后"发酵过程中酒精易挥发带走部分香气"导致最终

成品酒香气淡薄"口感寡淡"与李婀娜
%%!&

)赵文红
%%&&

等人的研究结果相同' 发酵温度 $' X时酒精度最

高"达到了 %$@& _5)."且其残糖量小"口感酸甜)平

衡感较好"因此选择 $' X为发酵温度'

图" 不同温度下发酵过程中酒精度的变化曲线

$@#@D 初始 [Y值的确定

由图 & 可知"发酵过程中酒精度是逐渐上升的"

总体上"初始 [Y值在 # bD 之间"酒精度上升曲线基

本重合"而初始 [Y值为 ! 及 !@D 时"酒度上升较慢"

但初始 [Y值为 !@D 时"与 # bD 相差较小"且在第 D

天时与其他三条曲线重合"表明初始 [Y值在 !@D bD

之间时"对酒精度增长影响不大"并在第 I 天时酒精

度达到 %$@D _5)."其后不再上升"因此发酵可在第 I

天终止' 在发酵过程中"发现 [Y值降至 $@'N 时"混

合酵母依然可以生长并产酒精"表明混合酵母耐酸

性较好"且能够适应较广的酸性 [Y值范围' 在整体
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感官上"初始 [Y值越大"香气舒适度越好"青梅风味

越明显"越典型"口感上"初始 [Y值越小"青梅本身

的酸味保留越多"酸度较大"酸甜平衡感略差"因此"

初始 [Y值为 D 时"口感风味俱佳'

图# 不同初始?Y值发酵过程中酒精度的

变化曲线

! 结束语

以白酒酒糟为微生物源"经过青梅酒初发酵试验"

以酒精度和感官评价为指标"筛选出 $ 株耐酸性好)发

酵能力强的酵母"其中 %" 号菌株发酵所得青梅酒口感丰

富"甜酸平衡感好"%I 号菌株发酵所得青梅酒"果香味明

显"香气丰富度较好' 以两株酵母菌作为菌种进行混合发

酵"当种子液比例为 %"号酵母k%I 号酵母f!k$!5W5$时"

所得青梅发酵酒青梅果香突出明显"酒体丰满"口感柔

和"具有明显的果啤风味'

本研究对 %" 号及 %I 号酵母菌进行 V=B的提取鉴

定"结合 $I0 +V=BV%WV$ 区序列相似性)系统发育树分

析"结果表明"选取的两株酵菌为 0-223-+)O926726+65171-6

类群"且其序列与M6,K-,\中序列相似性均在 %""_"表

明选取的两株酵菌与数据库中的序列有极高的相似性"

并且它们之间的亲缘性非常近'

通过对发酵过程中的碳源和主参数! [Y值)接种

量)温度$进行优化"确定了青梅果酒发酵的优化工艺(

以白砂糖(葡萄糖f#k%!质量比$为混合碳源"初始 [Y

值为 D"混合酵母接种量为 #_"发酵温度为 $' X' 在此

优化条件下"青梅果酒发酵 I 天"酒精度达到 %$@D _5)."

青梅果香突出明显"酒体丰满"口感柔和' 在优化的过

程中发现"混合酵母在较大的温度范围及较广的酸性

[Y值范围下可以较好的生长并产生酒精"可以对酵母

生长的 [Y)温度和产酒精的 [Y)温度进行进一步研究"

并对本实验得到的两株酵母进行驯化"以得到能适应极

端环境或变化较剧烈环境的菌种'
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