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蓝靛果酵母发酵特性的研究

孙广仁 1 , 2，张启昌 1，董凤英 1，赵洪南 1，杜凤国 1 ,*
(1.北华大学林学院，吉林 吉林      132013；2.东北师范大学生命科学学院，吉林 长春      130024)

摘   要：以蓝靛果果实为原料，经酵母菌富集培养后，分离纯化得到优势酵母菌，并对其进行耐酸、耐酒精、

耐亚硫酸及降酸实验，在此基础上利用活化的蓝靛果酵母菌进行蓝靛果酒的发酵。结果表明：蓝靛果酵母菌能够

较好地利用柠檬酸与苹果酸，而利用酒石酸的能力较差，并且有一定的耐酒精和耐亚硫酸能力。蓝靛果酵母菌发

酵使得果酒的酸度降低了 13.2%，对高酸果酒的发酵具有较好的应用前景。
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Abstract ：The predominant yeast strain isolated from Lonicera edulis fruits after enrichment culture was tested for its acid-

resistant, alcohol-resistant, sulfurous acid-resistant and acid degrading properties. This was followed by fermentation of

Lonicera edulis fruit wine with this strain after activation. It was found that this yeast strain could utilize citric acid and malic

acid well and its ability to utilize tartaric acid was bad. Meanwhile, this yeast strain exhibited the resistance to sulfurous acid and

alcohol. Moreover, fermentation with it resulted in a 13.2% decrease of acidity in Lonicera edulis fruit wine. Therefore, this strain

will have promising application prospect in the fermentation of high-acidity fruit wine.
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蓝靛果 (Lonicera enulis Turcz)又名蓝靛果忍冬、羊

奶子、黑瞎子果、山茄子果、蓝果，属忍冬科忍冬

属多年生落叶小灌木；喜冷凉湿润气候，抗寒能力强，

是一种新兴的野生浆果资源。主要分布在东北、华北

和西北的一些地区，东北的长白山地区和大、小兴安

岭野生资源贮量最大[ 1 -4 ]。果实为浆果，果汁为鲜艳的

深玫瑰色，果味酸甜，含有氨基酸、多种糖类、有

机酸、矿物质、维生素和微量元素等 [ 5 ]。长白山区的

蓝靛果总酸含量可达 2.8% 以上[6]，是一种高酸浆果，可

用于生产饮料、加工果脯与果酱、发酵果酒、开发色

素等[7-14]。由于蓝靛果提取物具有降压、抗疲劳、抗氧

化及抗癌的作用而受到广泛关注[15-18]。近年来，虽然对

蓝靛果的加工及其功能进行了大量的研究，但对蓝靛果

酵母菌特性的研究却较少，尤其是对蓝靛果酵母菌的降

酸作用研究极少。不同的酵母菌株对果酒的香气程度具

有明显影响[19]，采用纯种酵母菌与混合酵母菌发酵的果

酒的香气成分与风味有明显差别，同一菌株对不同含糖

量的果汁发酵其挥发性成分也有所不同[20]，对发酵酒酵

母菌的研究已逐步引起酿造行业的重视[21-25]。本实验对

长白山区野生蓝靛果酵母特性进行发酵特性研究，为优

化蓝靛果酒的发酵工艺提供实验指导。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

蓝靛果鲜果采自长白山区吉林省抚松县松江河镇；

一级白砂糖    黑龙江依安瑞雪糖业有限公司。

柠檬酸、苹果酸、酒石酸    阳江市港阳香化企业

优先有限公司；亚硫酸    天津市致远化学试剂有限公

司；葡萄酒高活性干酵母    安琪酵母股份有限公司。

1.2 培养基

富集培养基：蛋白胨 10g、蔗糖 10g、KH2PO4 3g、
MgSO4·7H2O 5g、氯霉素 0.01g，加水至 1000mL，pH
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值自然，121℃灭菌 20min。孟加拉红琼脂培养基：配

方见 GB 4789 — 2010《食品霉菌与酵母菌计数》。

1.2 仪器与设备

722N 型分光光度计    上海佑科仪器仪表有限公司；

SPX-250BS-Ⅱ生化培养箱    上海线描新苗医疗器械制造

有限公司；BSD-250 程控全温振荡培养箱    常州诺基仪

器有限公司；一等标准酒精计(已校正)    上海医疗控温

仪器厂；手持糖度计    北京德明达光学仪器厂。

1.3 方法

1.3.1 蓝靛果酵母菌活化液的制备

1.3.1.1 发酵醪的制备

将新鲜的蓝靛果果浆(按浆果 2～3 倍量加水，控制

总酸含量 10g/L 以下)按 60mg/L 二氧化硫质量浓度添加亚

硫酸，置于经灭菌的三角瓶中，棉塞封口，每隔 1 2 h
振荡 1 次，室温下当自然发酵有大量气泡产生并且有明

显酒味后，用灭菌脱脂纱布过滤制成蓝靛果发酵醪，4℃
保 存 。

1.3.1.2 优势酵母菌的分离与纯化

吸取新制备的蓝靛果发酵醪 1mL，加入到 50mL 灭

菌的富集培养基中，28℃摇床(160r/min)培养 48h，在孟

加拉红琼脂培养基平板上对其不同稀释度的发酵醪进行

划线，28℃培养 3～5d，对优势酵母菌的菌落进行划线

培养 3 次，得到的纯菌株于 4℃以斜面试管(孟加拉红琼

脂培养基)保存。

1.3.1.3 酵母菌活化液的制备

菌种使用前于室温放置 1 h，于超净工作台上挑取

试管保存的酵母菌落于装有 50mL 富集培养基的三角瓶

中，28℃摇床(160r/min)培养 48h，再将此酵母液扩大培

养到 1 L ，得蓝靛果酵母菌活化液。于 4 ℃保存。

1.3.2 蓝靛果酵母菌发酵特性实验

1.3.2.1 耐糖能力实验

称取 50.0g 蔗糖用新配制的富集培养基溶解并定容

至 100mL，配制成质量浓度为 50g/100mL 的蔗糖母液，

于 121℃灭菌 20min。取 10mL 试管，分别加入蔗糖母

液 2 、3 、4 、5 、6 、8 m L ，用灭菌后的富集培养基

补足 9.0mL，再加入 1.0mL 蓝靛果酵母活化液，得到蔗

糖质量浓度分别为 10、15、20、25、30、40g/100mL
的发酵液，28℃摇床(160r/min)培养 24h。分别以不加酵

母液的含相应质量浓度蔗糖的液体培养基为对照，于波

长 560nm 处测吸光度。

1.3.2.2 耐二氧化硫能力实验

取灭菌后的10mL试管，分别加入质量浓度为0.6mg/mL
的亚硫酸稀释液 0 . 5、1、1 . 5、2、3、4 m L，用新配

制的富集培养基补足 9.0mL，再加入 1.0mL 蓝靛果酵母

活化液，得到质量浓度分别为 30、60、90、120、180、
240mg/L 的二氧化硫发酵液，28℃摇床(160r/min)培养

24h。分别以不加酵母液的含相应质量浓度亚硫酸的液

体培养基为对照，于波长 56 0n m 处测吸光度。

1.3.2.3 耐酒精能力实验

取灭菌后的 10mL 试管，分别加入 0.8、1.2、1.6、
2、 3 、 4 m L 无水酒精用新配制的富集培养基补足

9.0mL，再加入 1.0mL 蓝靛果酵母活化液，得到体积分

数为 8%、12%、16%、20%、30%、40% 的发酵液，

28℃摇床(160r/min)培养 24h。分别以不加酵母液的含相

应体积分数酒精的液体培养基为对照，于波长 560nm 处

测吸光度。

1.3.2.4 耐酸能力实验

用新配制的富集培养基分别配制成质量浓度为10g/100mL
柠檬酸、苹果酸、酒石酸和混合酸(柠檬酸:苹果酸:酒石

酸质量比为 1:1:1)的酸母液，121℃灭菌 20min 制得酸液。

取 1 0 mL 试管，按 5、1 0、1 5、2 0、3 0、4 0 g / L
的质量浓度加入酸液，用新配制的富集培养基补足

9.0mL，再加入 1.0mL蓝靛果酵母活化液，摇床(160r/min)
培养 24h。分别以不加酵母液的含相应质量浓度酸的富

集培养基为对照，于波长 56 0n m 处测吸光度。

1.3.3 蓝靛果果酒的发酵

蓝靛果果浆制备：将 2.5t(保藏时添加质量浓度 6g/L
的亚硫酸 4L)经过挤压破碎后再补加亚硫酸 3L、水 1t、
白砂糖 0.5t，蔗糖质量浓度达到 18g/100mL，总二氧化

硫含量 84mg/L。

蓝靛果发酵母液的制备：取 500mL 酵母菌活化液(按
1.3.1.3节方法制备)加入到 65℃灭菌 30min的 5L蓝靛果果

浆中，28℃摇床培养 24h 的蓝靛果果浆)，再于 38～40℃
恒温条件下加入 2 5 0 g 白沙糖、5 0 0 g 酿酒酵母，活化

40min，冷却，加入 10L 蓝靛果果浆并对其充分混匀，

室温放置 2 h，得到蓝靛果发酵母液。

果酒发酵：将上述蓝靛果发酵母液加入到蓝靛果果

浆中，搅拌。发酵 24h 后观察，如果有大量气泡产生，

则表明发酵正常。发酵 3d，酒精体积分数达到 5%～6%
时，补白沙糖至质量分数为 1 8 %，继续发酵，每天搅

拌，发酵 12～15d 主发酵结束后过滤，于冬季冷冻 5d
后过滤、陈酿。

1.3.4 降酸实验

取 1g 酿酒酵母加质量浓度为 2g/100mL 蔗糖水溶液

100mL 按使用说明进行活化，得人工酵母液。取 1L 三

角瓶 12 支，分别加入蓝靛果果浆 1000mL，121℃灭菌

20min。其中 3 支三角瓶分别加入 10mL 人工酵母液；3
支三角瓶分别加入 10mL 蓝靛果酵母活化液(按 1.3.1 节方

法制得)；3 支三角瓶分别加入 5mL 人工酵母液和 5mL 蓝
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靛果酵母活化液；混匀后于 25℃培养箱中培养 6 个月。

未接种酵母菌的空白以灭菌蒸馏水代替。发酵结束后测

定酸度。降酸率按下式计算。

                       发酵酒酸度－空白果汁酸度
降酸率 /%= —————————————

                                  空白果汁酸度

1.3.5 指标测定方法

游离二氧化硫、总酸、酒精体积分数、总糖、还

原糖、干浸出物的测定按 GB/T 15038 — 2006《葡萄酒、

果酒通用分析方法》所规定的方法进行。

2 结果与分析

2.1 蓝靛果酵母菌耐蔗糖实验结果

应尽可能减少二氧化硫的使用量。

2.3 蓝靛果酵母耐酒精实验结果

由图 1 可知，蔗糖质量浓度在 10～25g/100mL 范围

内蓝靛果酵母生长良好，同时在 10～15g/100mL 之间蓝靛

果酵母活性出现一个峰值，说明在一定温度下蓝靛果酵母

的生长存在适宜的糖度。当蔗糖质量浓度大于 25g/100mL时

蔗糖对蓝靛果酵母菌生长产生抑制作用。

2.2 蓝靛果酵母菌耐二氧化硫实验结果

从图 2 可以看出，随着二氧化硫质量浓度的增加，

蓝靛果酵母菌生长受到抑制，当二氧化硫质量浓度达到

90mg/L 时，A560nm 值较初始(30mg/L)时值下降了一半，由

此可见，在发酵过程中，视原料受微生物污染的情况

从图 3 可以看出，随着酒精体积分数的增大，蓝

靛果酵母菌生长明显受到抑制，当酒精体积分数达到

20% 时，A 560nm 值已经下降到很低的水平，可见，蓝靛

果酵母菌很难发酵 20% 以上酒精体积分数的果酒，在发

酵酒精体积分数 12%～16% 果酒时蓝靛果酵母菌活性较

高。而一般果酒发酵的酒精体积分数都在 10%～17% 之

间，因此，蓝靛果酵母菌适合于果酒的发酵。

2.4 蓝靛果酵母耐酸实验结果

从图 4 可以看出，对柠檬酸与苹果酸而言，在一

定范围内 A 560nm 值出现一个峰值，这说明蓝靛果酵母菌

发酵存在适宜的柠檬酸质量浓度和苹果酸质量浓度，这

与蔗糖相似，由此推断，蓝靛果酵母菌能够利用柠檬

酸与苹果酸。而酒石酸与混合酸呈现 A 560nm 值随酸质量

浓度的增大而减小的趋势，酒石酸减少的幅度大于混合

酸，可见酒石酸对蓝靛果酵母菌生长有明显的抑制作

用，同时从下降幅度看，混合酸虽然也呈现抑制趋势，

但较酒石酸幅度低。对蓝靛果酵母菌的抑制作用由强到

弱依次为酒石酸＞混合酸＞柠檬酸＞苹果酸。

2.5 蓝靛果酒发酵实验结果

2.5.1 降酸实验结果分析
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图 1 蔗糖质量浓度对酵母活性的影响

Fig.1   Effect of sucrose concentration on yeast activity
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图 2 SO2 质量浓度对酵母活性的影响

Fig.2   Effect of SO2 concentration on yeast activity
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图 3 酒精体积分数对酵母活性的影响

Fig.3   Effect of ethanol concentration on yeast activity

图 4 酸质量浓度对酵母活性的影响

Fig.4   Effect of organic acid type and concentration on yeast activity
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将进行降酸实验的三角瓶取出后补水至 1000mL，

分别测定总酸、总糖与酒精体积分数。从表 1 可以看

出，3 种发酵方式的酵母菌都具有一定的降酸能力，其

中混合酵母菌降酸能力最强；从残糖质量浓度看，天然

蓝靛果酵母菌优于人工酵母菌，混合酵母菌的残糖质量

浓度最低，酒精体积分数也比较高。

2.5.2 原酒分析

对发酵前的蓝靛果果浆与发酵后得到的原酒进行了

分析，测定了总二氧化硫、干浸出物、酒精体积分数、

总糖、还原糖与总酸含量，结果见表 2 。

指 标 人工酵母菌 蓝靛果酵母菌 混合酵母菌 空白

总酸(以苹果酸计)含量/(g/L) 17.9 16.9 16.2 18.6
降酸率/% 3.76 9.14 12.90

酒精体积分数/% 8.3 9.1 10.1 0
残糖(以葡萄糖计)含量/(g/L) 34 22 8.5 18.5

表 1 降酸实验结果

Table 1   Results of experiments on acid degrading ability

从表 2 可以看出，发酵得到的蓝靛果原酒的干浸出

物、酒精体积分数符合 GB 15037 — 2006《葡萄酒》要

求，而残糖质量浓度为 5.6g/L 略高(＜ 4g/L)，可以用于

干酒调配。总酸质量浓度由原来的 18.2g/L 降低到 15.8g/L，
降酸率为 13.19%，表现出蓝靛果酵母菌具有一定的降酸

能 力 。

3 讨  论

3.1 蔗糖质量浓度在 10～25g/100mL 范围内，蓝靛果酵

母菌活性出现一个峰值，表明蔗糖在适宜的质量浓度范

围内对其生长有利，可见酵母在发酵果酒过程中，如

果要加快发酵速度，应保持适宜的糖质量浓度使其保持

最大的发酵速度，这也为分次加糖提供了指导。

3.2 酒精与二氧化硫对蓝靛果酵母菌的生长均有抑制作

用，蓝靛果酵母菌对发酵低度酒(酒精体积分数＜ 8%)有
利，而随着酒精体积分数的增大，蓝靛果酵母菌活性

显著下降，当酒精体积分数为 13% 时，A 560nm 值下降到

低度酒(＜ 8%)时的一半，当酒精体积分数达到 20% 时，

A560nm 值则下降 80%，说明酒精对蓝靛果酵母具有较强的

抑制作用，蓝靛果酵母适用于发酵酒精体积分数为

8%～13% 的果酒，能够满足目前对一般果酒发酵的需

求。通过耐二氧化硫实验表明，蓝靛果酵母对二氧化

硫虽然较为敏感，但二氧化硫质量浓度在 90mg/L 的条

件下，A560nm 值下降到二氧化硫质量浓度在 30mg/L 的一

半。所以，二氧化硫的使用质量浓度在 90mg/L 以下，

蓝靛果酵母能够生长，超过 180mg/L 时酵母生长受到严

重抑制，这对指导实际生产具有一定的实践意义。

3.3 对比人工酵母与蓝靛果酵母菌以及混合酵母菌的发

酵实验可以看出，无论是人工酵母还是蓝靛果酵母都具

有一定的降酸能力，而蓝靛果酵母菌(9.14%)比人工酵母

(3.76%)降酸能力强，但都比混合酵母降酸能力(12.90%)
低，这可能是由于不同酵母的代谢之间存在交互作用或

相互影响，通过深入研究不同酵母菌对有机酸利用以及

糖代谢的相互作用可知，其对开发复合酵母发酵剂有一

定的实际指导意义。与人工酵母菌比较，虽然蓝靛果

酵母菌在发酵蓝靛果酒方面表现出一定的降酸能力，但

这一特性是否对其他果汁的发酵有普遍意义还有待进一

步研究。

3.4    从蓝靛果酵母菌耐酸实验的结果来看，柠檬酸的质

量浓度 5～15g/L、苹果酸质量浓度 5～10g/L 范围内对蓝

靛果酵母菌的生长有促进作用，说明蓝靛果酵母菌能够

利用柠檬酸与苹果酸，而高质量浓度酸则对其表现为抑

制作用。由此可见，在发酵果酒过程中，除了要调整

适当的酸度外，还要了解果汁中酸的组成，为探寻最

佳的发酵工艺提供依据。由于酵母菌利用不同酸的程度

不同，从而改变了发酵酒的有机酸组成，进而影响发

酵酒的口味，探讨酵母菌对不同有机酸的利用程度对进

一步研究酿酒工艺是非常有意义的。
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