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摘摇 要: 实验基于主要发酵副产物的生成含量评价优选发酵毕赤酵母与酿酒酵母混合发酵对葡萄

酒质量的影响。 采用优选发酵毕赤酵母 Z9Y鄄3 和商业酿酒酵母 F33 设计同时和顺序两种接种方式

启动模拟葡萄汁的酒精发酵,以酿酒酵母和发酵毕赤酵母单菌株发酵为对照。 琥珀酸和乳酸利用

高效液相色谱法测定,甘油采用高碘酸钠氧化法分析,挥发酸采用水蒸气蒸馏法测定。 结果显示,
优选菌株参与下的发酵没有显著影响酒精发酵的进程,但在发酵过程中发酵毕赤酵母生长速率低

于酿酒酵母。 与酿酒酵母纯发酵相比,混合发酵提高了甘油的含量,降低了挥发酸的含量,其中顺

序接种的发酵过程中酿酒酵母活菌数最高,发酵毕赤酵母存活期最长(7 d),发酵过程中甘油累积

量最高(2郾 7 g / L),挥发酸含量最低(0郾 2 g / L)。 不同发酵处理中,琥珀酸和乳酸含量均呈现先增后

降的趋势,但其最终含量变化不显著。 综上可得,优选发酵毕赤酵母和酿酒酵母的混合发酵具有应

用于葡萄酒酿造的应用潜力。
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摇 摇 非酿酒酵母和酿酒酵母普遍存在于葡萄、酿
酒设备和酒窖环境中,其中葡萄是酵母菌的主要

来源。 无论是自然发酵还是接种酵母菌进行发

酵,酿酒酵母因其较高的酒精转化率和酒精耐受

性能够保证发酵的顺利进行和完成。 非酿酒酵

母,酒精转化率低、酒精和 SO2耐受性较差,一般在

发酵过程中会产生较高的挥发酸,引起葡萄酒风

味的不良变化,因此最初被认为是导致葡萄酒破

败的酵母[1 - 2] 。 近年来,通过非酿酒酵母与酿酒酵

母的混合酒精发酵,研究人员开始重新评价优选

非酿酒酵母在葡萄酒酿造过程中的作用,越来越

多的研究者开始关注非酿酒酵母生成的代谢产物

对葡萄酒风味的影响[3 - 4] 。 研究发现,与酿酒酵母

相比,一些优选非酿酒酵母具有较高的糖苷酶活

性,能够在酒精发酵过程中促进葡萄香气糖苷的

水解,增加葡萄酒典型的品种香气[5] 。 另有一些

非酿酒酵母在发酵过程中能够表现出较高的酯酶

活性,调节葡萄酒中酯类的平衡,从而增加葡萄酒

的果香特征[6 - 7] 。 另有研究得出,非酿酒酵母和酿

酒酵母混合发酵过程中生成的主要副产物,甘油、
挥发酸、琥珀酸和乳酸等能够影响葡萄酒的风味

质量。 其中,甘油能够提高葡萄酒的黏稠度,影响
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葡萄酒的口感和甜度[8] ;挥发酸、琥珀酸和乳酸是

酵母代谢过程中生成的重要酸,不仅影响葡萄酒

的酸感和平衡,还会增加葡萄酒的风味[9] ,是评价

优选非酿酒酵母酿造特性的客观依据。
实验菌株为发酵毕赤酵母,该菌株与酿酒酵母

在混合发酵过程中酯酶活性较高,能够增加葡萄酒

中酯类物质的含量[10]。 本实验通过模拟葡萄汁的

发酵研究优选发酵毕赤酵母与酿酒酵母混合发酵过

程中乙醇、甘油、琥珀酸、乳酸和挥发酸的生成动力

学,从而较全面的评价其与酿酒酵母混合发酵对葡

萄酒感官质量的影响,为实现该酵母在葡萄酒酿造

生产实践中的应用提供技术指导。

1摇 材料与方法

1郾 1摇 菌种材料

菌株为川南白酒窖池中分离得到的发酵毕赤酵

母 Z9Y鄄3,Pichia fermentans,以下简称 P. F;法国 Laf鄄
fort 葡萄酒辅料公司的 Actiflore F33 商业酿酒酵母,
Saccharomyces cerevisiae,以下简称 S. C。 本实验中,
发酵毕赤酵母与商业酿酒酵母 F33 的菌落形态特征

如表 1。

表 1摇 酵母的菌落形态

Tab. 1摇 Colony morphology of yeasts

菌株编号 种属 菌落颜色 形状 光滑度 边缘 透明度 菌落图

Z9Y鄄3
发酵毕赤酵母

Pichia fermentans
米白色,微黄 圆形 褶皱 锯齿 不透明

F33
酿酒酵母

Saccharomyces cerevisiae
乳白色 圆形 光滑 光滑 不透明

1郾 2摇 实验试剂

D鄄葡萄糖、琼脂、酵母浸粉、蛋白胨、氢氧化

钠、盐酸、次甲基蓝、酚酞、EDTA鄄Na、硫酸铵、磷酸

二氢钾、氯化钠、硫酸锰、高碘酸钠、丙三醇、七水

合硫酸镁、一水合柠檬酸、苹果酸、酒石酸、鼠李

糖、乙酸铵、冰醋酸、乙酰丙酮,均为分析纯,四川

西陇化工股份有限公司。 乙酸、乳酸、琥珀酸、磷
酸、磷酸二氢钠,均为色谱纯,上海源叶生物科技

有限公司。
1郾 3摇 实验仪器

TGL-16M 型台式高速冷冻离心机,长沙湘仪离

心机仪器有限公司;KH-500DE 型数控超声波清洗

器,中国禾创仪器有限公司;GB85DA 型灭菌锅,厦
门致微仪器有限公司;MP -250B 型霉菌培养箱,上
海南荣实验室设备有限公司;HH-S6 型电热恒温水

浴锅,北京科伟永兴仪器有限公司;DGX -9243BC
型鼓风干燥箱,上海南荣实验室设备有限公司;
NRY-1102C 型全温摇床,上海南荣实验室设备有

限公司;BX51 型光学显微镜,日本 Olympus 公司;LC

-A10 型高效液相色谱仪,中国岛津管理有限公司。
1郾 4摇 模拟发酵汁的配方

模拟发酵汁的制作参考 Contreras 等[11] 的方法,
稍有修改。 葡萄糖 100 g / L,果糖 100 g / L,酵母浸粉 1
g / L,硫酸铵 2 g / L,柠檬酸 0郾 3 g / L,苹果酸 5 g / L,酒
石酸 5 g / L,七水合硫酸镁 0郾 4 g / L,磷酸二氢钾 5 g / L,
氯化钠 0郾 2 g / L,硫酸锰 0郾 05 g / L,pH 值调至 3郾 5。
1郾 5摇 培养条件

实验菌株于 YEPD 培养基中 28 益培养 48 h,活
化好的菌株再于扩增培养基 28 益,160 r / min 摇床

培养 72 h,最后将培养好的菌株按照 106 CFU / mL 细

胞浓度接种于模拟葡萄汁中启动发酵。

1郾 6摇 混合发酵接种方案

设计 4 组不同的模拟葡萄汁酒精发酵处理方

案。 1)对照组:仅接种菌液浓度为 2 伊 106 CFU / mL
酿酒酵母或发酵毕赤酵母进行单一发酵。 2)实验

组:S0 组为同时接种菌液浓度为 1 伊 106 CFU / mL 的

酿酒酵母和发酵毕赤酵母; S48 组为提前接种
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1 伊 106 CFU / mL 发酵毕赤酵母,48 h 后接种 1 伊 106

CFU / mL 酿酒酵母。 模拟发酵为 22 益恒温静止发

酵,每隔 24 h 取样。
1郾 7摇 酵母数量测定

模拟发酵体系取样前摇瓶,使沉淀的菌体均匀

分布在发酵液中,每隔 24 h 于发酵液中取一定体积

模拟酒样。 利用血球计数板在显微镜下直接观察计

数测定酵母总数[12]。 利用平板计数法观察记录菌

落数,对不同发酵处理下酵母生长情况进行监测。
1郾 8摇 指标的测定

还原糖含量采用斐林试剂法[12];乙醇采用密度

瓶法[12];挥发酸采用水蒸气蒸馏法,以醋酸计[12];
甘油采用高碘酸钠氧化法[13];琥珀酸、乳酸采用高

效液相色谱法[14]。
1郾 9摇 统计分析

实验数据通过 Origin Pro 8郾 5 完成。

2摇 动力学模型的建立

2郾 1摇 菌体生长动力学模型

通过 Logistic 方程来建立菌体生长动力学模型,
对酵母生长进行非线性拟合[15],见式(1)。

X =
Xm

1 + Be - kt 。 (1)

t 为发酵时间,d;X 为 t 时刻菌体浓度,CFU / mL;
Xm为最大菌体浓度,CFU / mL;k 为最大比生长速率,
d - 1。
2郾 2摇 底物消耗动力学模型

利用 Luedeking鄄Piret 方程建立底物消耗动力学

模型,对底物消耗进行非线性拟合[15],见式(2)。

S = S0 - (琢
Xm

1 + Be - kt - X )0 -

茁
Xm

k (ln
Xm - X0 + X0ekt

X )
m

。 (2)

式(2)中,琢 = 1
Yx / s

+ a
Yp / s

;S 为底物含量,g / L;S0

为最初底物含量,g / L;Yx / s为生成细胞的干重与完全

消耗于细胞生长的基质的质量之比;Yp / s为在无维持

代谢时的细胞得率,即最大细胞率;茁 表示维持系

数,g / h。
2郾 3摇 产物生成动力学模型

利用 Luedeking鄄Piret 方程建立产物生成动力学

模型,对生成的产物进行非线性拟合[16],见式(3)。

Y = Y0 + 琢(X t - X0) + 茁
Xm

k (ln
Xm - X0 + X0ekt

X )
m

。

(3)
式(3)中,Y 为产物产量,g / L;Y0 为产物最初含

量,g / L;t 为发酵时间,d -1;Xt 为 t 时刻菌体浓度,
CFU / mL;倩 为产物生长偶联参数;茁 为非生长偶联

参数。

3摇 结果与分析

3郾 1摇 酵母生长动力学模型分析

对 4 组不同模拟葡萄汁酒精发酵过程中两种酵

母的生长情况进行非线性拟合,结果见图 1。
混合发酵处理的酵母生长动力学见图 1。 图 1

(a,b,c)为混合酒精发酵过程中活菌数的生长情

况,生长周期为 16 d,图 1(d)为不同发酵处理的总

酵母数,待酒精发酵结束测定了 18 d。 发酵毕赤酵

母和酿酒酵母很快进入对数期,分别于第 7 天和第 8
天后进入稳定期,发酵毕赤酵母的菌体生长速率低于

酿酒酵母。 同时接种混合发酵 2 d 后,发酵毕赤酵母活

菌数接近酿酒酵母,酵母浓度达到最大值(0郾 89 伊 106

CFU/ mL)后开始下降,第 4 天消失,酿酒酵母活菌数第

8 天达到最大值(5郾 2 伊 107 CFU/ mL)后进入稳定期。
顺序接种混合发酵 10 d 后酿酒酵母进入稳定期,活
菌数达到最大值(7 伊 107 CFU / mL),发酵毕赤酵母

活菌数第 4 天达到最大值(2郾 1 伊 107 CFU / mL),第 7
天消失。 与酿酒酵母相比,顺序接种混合发酵酿酒

酵母的对数生长期延长 2 d,酵母总菌数第 10 天达

到最大值(7郾 6 伊 107 CFU / mL)后进入稳定期,且酵

母总菌数最高。
3郾 2摇 还原糖消耗动力学模型分析

混合发酵处理的底物消耗动力学见图 2。 3 种

不同接种处理发酵结束时残糖范围 1郾 8 ~ 2郾 5 g / L,
发酵毕赤酵母单一发酵终止时残糖为 140 g / L,还原

糖消耗速率最慢。 发酵毕赤酵母酒精发酵过程中乙

醇增长缓慢,发酵结束时生成的乙醇含量最低,约为

渍 = 4郾 6 % 。混合发酵过程中生成的乙醇含量略高于

酿酒酵母,其中同时接种处理发酵生成的乙醇含量

最高,约 渍 = 13郾 6% 。
模拟发酵中酵母生长动力学参数结果也见表

2,各酵母生长模型的 R2在 0郾 93 ~ 0郾 95,拟合度较

高,能够较好地反映模拟葡萄汁发酵过程中酵母

的生长规律。 其中酿酒酵母发酵和发酵毕赤酵母
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图 1摇 不同模拟发酵中两种酵母的生长变化情况

Fig. 1摇 Growth of two yeasts in different model fermentations
摇

图 2摇 不同模拟发酵体系中还原糖和乙醇的变化情况

Fig. 2摇 Variation of reducing sugar and alcohol contents during different model fermentations
摇

的各项发酵参数(Xm,B,k)相差较大,说明两种酵

母在发酵过程中的生长模型完全不同。 对于混合

发酵而言,同时接种与酿酒酵母发酵的酵母生长

模型较为接近,而顺序接种发酵模式下的酵母生

长模型与酿酒酵母发酵存在明显区别。 模拟葡萄

汁还原糖消耗和乙醇生成动力学参数结果见表 2,
不同发酵处理下还原糖消耗模型的 R2达到 0郾 99,
乙醇生成模型的 R2 在 0郾 96 ~ 0郾 98,拟合度较高,
能够较好地反映模拟葡萄汁发酵过程中还原糖消

耗和乙醇的生成情况。 其中酿酒酵母和发酵毕赤

酵母的各项发酵参数(倩,茁)相差较大,说明两种酵

母在发酵过程中的还原糖消耗和乙醇生成模型完

全不同。 对于混合发酵而言,同时接种与顺序接

种发酵模式下的还原糖消耗和乙醇生成模型与酿

酒酵母发酵较为接近。
由不同发酵体系中酵母生长、糖消耗和乙醇生

成的动力学结果分析可知,混合发酵过程中优选发

酵毕赤酵母的活动不会影响酒精发酵的顺利进行和
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发酵完全。

表 2摇 不同模拟葡萄汁混合发酵过程中酵母生长、
糖消耗和乙醇生成动力学参数

Tab. 2摇 Kinetic parameters of yeasts growth, sugar consumption
and alcohol production during different model fermenta鄄
tions

项目
相关

参数

组别

S. C 组 P. F 组 S0 组 S48 组

酵母

Xm / (106 CFU·mL - 1) 6郾 704 4郾 261 8郾 116 8郾 780

生长

B 4郾 674 22郾 670 16郾 301 45郾 919

K 0郾 515 0郾 824 0郾 894 0郾 826

R2 0郾 953 0郾 915 0郾 938 0郾 942

还原糖

倩 13郾 434 32郾 666 7郾 508 5郾 481

茁 0郾 700 2郾 212 0郾 950 1郾 113

R2 0郾 992 0郾 973 0郾 994 0郾 999

乙醇

倩 0郾 510 0郾 175 1郾 375 1郾 147

茁 0郾 097 0郾 295 0郾 125 0郾 115

R2 0郾 954 0郾 983 0郾 984 0郾 983

图 3摇 不同模拟葡萄汁混合发酵体系中主要副产物生成情况

Fig. 3摇 Production of main by鄄products during different model fermentations
摇

3郾 3摇 主要副产物生成动力学模型分析

混合发酵处理的主要副产物生成动力学见

图 3。发酵毕赤酵母酒精发酵过程中甘油增长缓慢,

生成的甘油含量最低,约 1郾 55 g / L。 酿酒酵母和同

时接种处理混合发酵过程中甘油不断增加,第 10 天

增速开始变缓。 混合发酵过程中生成的甘油含量略

高于酿酒酵母,其中顺序接种处理生产的甘油含量

最高,约 2郾 74 g / L。 酿酒酵母和发酵毕赤酵母发酵

过程中挥发酸增长较快,最终的挥发酸含量为

0郾 41、0郾 35 g / L。 同时接种处理生成的挥发酸含量

不断增加,第 8 天趋于稳定,发酵结束时挥发酸浓度

为 0郾 28 g / L。 顺序接种处理发酵过程中生成的挥发

酸含量不断增加,第 10 天趋于稳定。 混合发酵处理

过程中生成的挥发酸含量低于单发酵,尤其是顺序

接种处理,约 0郾 21 g / L。 发酵过程中生成的琥珀酸

呈先增后降的趋势。 发酵毕赤酵母生成的琥珀酸含

量不断增加,第 8 天达到最大值(0郾 74 g / L),随后开

始下降,发酵结束时琥珀酸浓度为 0郾 41 g / L。 酿酒

酵母酒精发酵过程中琥珀酸的增长缓慢,第 9 天达

到最大值 0郾 47 g / L。 同时接种和顺序接种处理发酵

过程中琥珀酸的增长速率接近,第 9 天达到最大值

(0郾 58、0郾 76 g / L)后开始下降,其中顺序接种处理最

终的琥珀酸含量最低 0郾 20 g / L。 发酵过程中生成的

乳酸含量呈先增后降的趋势。 酿酒酵母酒精发酵过

程中乳酸增长较快,第 8 天达到最大值 0郾 42 g / L。同
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时接种处理发酵过程中生成的乳酸含量不断增加,
第 8 天达到最大值(0郾 28 g / L)后开始下降,最终的

乳酸含量为 0郾 12 g / L。 顺序接种处理在发酵过程中

乳酸含量不断增加,第 10 天乳酸含量达到最大值

(0郾 3 g / L) 后开始下降,发酵结束时乳酸含量为

0郾 13 g / L。 混合发酵过程中生成的乳酸含量略低于

酿酒酵母。
主要副产物生成动力学参数结果见表 3,不同

发酵处理下主要副产物生成模型的 R2 在 0郾 96 ~
0郾 99,拟合度较高,能够较好地反映模拟葡萄汁发酵

过程中主要副产物的生成规律。 其中,甘油生成动

力学结果表示,酿酒酵母和发酵毕赤酵母发酵的各

项发酵参数(倩,茁)相差较大,说明两种酵母在发酵

过程中甘油生成模型完全不同。 对于混合发酵而

言,同时接种与顺序接种发酵模式下的甘油生成模

型与酿酒酵母发酵较为接近。 结合混合酒精发酵过

程中,琥珀酸和乳酸先增后降的变化趋势,对混合酒

精发酵过程中琥珀酸和乳酸前期生长的情况进行非

线性拟合。 挥发酸、琥珀酸和乳酸动力学结果表示,
不同发酵处理的各项发酵参数(倩,茁)相差较大,说
明不同接种处理发酵过程中挥发酸、琥珀酸和乳酸

的生成模型完全不同。

表 3摇 不同模拟葡萄汁混合发酵中主要副产物的

生成动力学参数

Tab. 3摇 Production kinetic parameters of by鄄products during
different model fermentations

项目
相关

参数

组别

S. C 组 P. F 组 S0 组 S48 组

甘油

倩 0郾 070 0郾 505 0郾 588 0郾 56

茁 0郾 188 0郾 457 0郾 579 0郾 492

R2 0郾 984 0郾 993 0郾 995 0郾 991

挥发酸

倩 0郾 113 0郾 156 0郾 064 0郾 040

茁 0郾 356 0郾 374 0郾 567 0郾 578

R2 0郾 991 0郾 990 0郾 984 0郾 986

琥珀酸

倩 0郾 510 0郾 175 1郾 375 1郾 147

茁 0郾 097 0郾 295 0郾 125 0郾 115

R2 0郾 964 0郾 981 0郾 985 0郾 981

乳酸

倩 0郾 139 0郾 075 0郾 77 0郾 067

茁 0郾 431 0郾 531 0郾 957 0郾 684

R2 0郾 993 0郾 943 0郾 995 0郾 985

摇 摇 结合主要副产物生成动力学结果分析,与酿酒

酵母单发酵相比,混合发酵生成的琥珀酸和乳酸含

量基本不变,挥发酸略有降低,甘油含量增加,说明

优选发酵毕赤酵母与酿酒酵母混合发酵对葡萄酒的

酸感影响不明显,但能够增加甘油的含量,从而可以

提高葡萄酒的酒体圆润度。

4摇 讨论与结论

受消费者对葡萄酒风味多样化需求的影响,非
酿酒酵母和酿酒酵母混合发酵及其接种策略的研究

已成为当前葡萄酒风味调控的焦点。 Nissen 等[17]

研究发现,两种非酿酒酵母(戴尔凯氏有孢圆酵母

Torulaspora delbrueckii 和克鲁维耐热酵母 Kluyvero鄄
myces thermotolerans)纯发酵时酵母对数期的生长速

率与酿酒酵母较为一致,而稳定期的酵母数量低于

酿酒 酵 母。 Sadineni 等[18] 发 现 美 极 梅 奇 酵 母

(Metschnikowia pulcherrima)与酿酒酵母同时接种对

酿酒酵母的生长影响不明显,而戴尔有孢圆酵母与

酿酒酵母混合接种发酵时,随着接种比例增加,能够

影响酿酒酵母的生长代谢。 Rodr侏guez 等[19] 发现顺

序接种(96 h)混合发酵过程中酿酒酵母的数量低于

单一酿酒酵母,但酵母总数高于酿酒酵母纯发酵。
本实验结果显示,同时接种处理的酿酒酵母数量略

低于单一酿酒酵母,优选发酵毕赤酵母第 4 天开始

衰亡至无法检出,而顺序接种处理的酿酒酵母在第

5 ~ 6 天开始占主导地位,优选发酵毕赤酵母存活时

间更长(7 d),酵母总数最多。 本实验结果与上述研

究不同,其原因可能是从川南白酒窖池中优选得到

的发酵毕赤酵母,长期处于白酒的酿造环境中,形成

不同的生长特性。
葡萄酒中乙醇的含量范围 渍 = 8% ~ 16% ,影响

葡萄酒的热感、酒体和黏稠度,同时还会影响葡萄酒

风味化合物的感知度,近年来优选非酿酒酵母作为

潜在的控制葡萄酒酒精度的工具受到强烈关注。 研

究发现[17 - 19] 一些酒精耐受性较高的非酿酒酵母

(渍 = 10郾 5% ~ 12郾 5% ),如季也蒙有孢汉逊酵母

(Hanseniaspora guillicrmondii)、戴尔有孢圆酵母和

克鲁维耐热酵母与酿酒酵母混合发酵酿造的葡萄酒

酒精含量均低于酿酒酵母纯发酵。 本实验结果显

示,同时接种优选发酵毕赤酵母混合发酵积累的乙

醇与酿酒酵母纯发酵相比稍有增加。
甘油,作为酵母代谢第二大产物,甘油的存在

有利于增强葡萄酒的圆润感和甜度,并有助于提

高葡萄酒香气和风味的复杂性[8] 。 有研究表明,
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星形假丝酵母(Candida stellata)所酿造的葡萄酒

中甘油含量可高达 14 g / L,并且与酿酒酵母顺序接

种发酵对葡萄酒化学成分和感官特征产生的影响

比同时接种发酵更为明显[20] 。 另有研究发现,发
酵毕赤酵母和酿酒酵母混合发酵也能够显著提高

葡萄酒中甘油的含量[21] 。 本试验结果显示,采用

优选发酵毕赤酵母与酿酒酵母顺序接种发酵生成

的甘油含量高于酿酒酵母纯发酵(7% ),说明延迟

接种酿酒酵母来支持优选发酵毕赤酵母菌株的生

长,能够提高发酵过程中甘油的生成,对提高葡萄

酒质量有积极影响。
乙酸占葡萄酒总挥发酸的 90% 以上,是酒精发

酵中定量评价和感官分析最重要的挥发酸,其含量

范围在 0郾 2 ~ 1郾 1 g / L,随着乙酸浓度的增加,葡萄酒

表现出醋味,酿酒酵母产乙酸含量约 0郾 3 g / L,而非

酿酒酵母发酵过程中往往会产生较高的挥发

酸[20 - 21]。 但是,一些混菌共发酵研究表明,非酿酒

酵母与酿酒酵母混合发酵过程中会产生一些挥发酸

含量降低的葡萄酒[22 - 23]。 Lachancea thermotolerans
与酿酒酵母的顺序发酵中,挥发酸含量低于 0郾 3
g / L[24]。Jemec 等[25]研究也发现,酒精转换率较低的

葡萄汁有孢汉逊酵母(Hanseniaspora uvarum),产乙

酸含量高(0郾 8 ~ 2郾 5 g / L),在与酿酒酵母同时接种

发酵的葡萄酒中乙酸的含量却降低。 本实验结果显

示,优选发酵毕赤酵母和酿酒酵母混合发酵过程中

生成的挥发酸含量略低于酿酒酵母纯发酵,尤其是

顺序接种,不会对葡萄酒香气产生负面影响。
葡萄酒中主要的有机酸是酒石酸,其次是苹

果酸,它们从酸感上支撑葡萄酒的酒体。 酒石酸

在葡萄酒中的含量较为稳定,酒精发酵过程中酵

母一般不代谢酒石酸和苹果酸。 琥珀酸和乳酸是

发酵过程中酵母代谢产生的主要有机酸,引起酸

感变化,过多的琥珀酸还会给葡萄酒带来不寻常

的咸味和苦味[9] 。 最近研究表明,东方伊萨酵母

( Issatchenkia orientalis)纯发酵生成的琥珀酸含量

相对较高,但其与酿酒酵母顺序接种后的混合发

酵生成的琥珀酸含量较低,葡萄酒口感平衡,果香

较好[26] 。 本实验结果显示,优选菌株混合发酵处

理中琥珀酸含量无明显增高,并且顺序接种处理

比酿酒酵母纯发酵中琥珀酸的含量略有降低,说
明优选酵母混合发酵不会增加琥珀酸的含量,避
免葡萄酒出现明显的咸味和苦味。 乳酸具有宜人

的酸性风味,但酒精发酵过程中仅能积累微量的

乳酸。 有研究发现星型假丝酵母与酿酒酵母同时

接种混合发酵生成的乳酸含量会有所增加[20] ,但
本实验结果显示,优选发酵毕赤酵母与酿酒酵母

混合发酵不影响葡萄酒中乳酸的含量。
综上,优选发酵毕赤酵母和酿酒酵母混合酒精

发酵过程中乙醇、甘油、琥珀酸、乳酸和挥发酸的生

成与酵母菌体生长同步,酒精发酵中酵母生长总量

达到稳定期时(6 ~ 10 d),混合发酵过程中生成的乙

醇、甘油、琥珀酸、乳酸和挥发酸达到最大值。 与酿

酒酵母相比,顺序接种混合发酵中琥珀酸和乳酸含

量基本不变,挥发酸含量略有降低,甘油含量增加,
说明优选发酵毕赤酵母与酿酒酵母混合发酵对葡萄

酒的酸感影响不明显,但甘油的增加能够改善葡萄

酒的酒体质量。 结合前期优选发酵毕赤酵母与酿酒

酵母混合发酵的增香潜力,本实验结果证实该株发

酵毕赤酵母与酿酒酵母的混合发酵具有葡萄酒酿造

的应用价值。
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Evaluating Application Potential of Mixed Fermentation with
Pichia fermentans and Saccharomyces cerevisiae

CHEN Jinghua1, 摇 MA Xiaochen1,摇 LI Ting1,摇 HU Zhurui1, 摇
DENG Kairui1,摇 TAO Yongsheng1,2,*

(1. College of Enology, Northwest A & F University, Yangling 712100, China;
2. Shaanxi Engineering Research Center for Viti鄄Viniculture, Yangling 712100, China)

Abstract: Productions of fermentative by鄄products, like glycerol, succinic acid, lactic acid and volatile
acid, were used to evaluate the influence of the mixed fermentation with Pichia fermentans and Saccharo鄄
myces cerevisiae on wine quality. The mixed fermentations of the P. fermentans strain Z9Y鄄3 and the com鄄
mercial S. cerevisiae F33 were performed in model grape juice with simultaneous and sequential inocula鄄
tion protocols, two single鄄yeast pure fermentations were as controls. In the fermentative by鄄products
analysis, the succinic acid and lactic acid were measured by liquid chromatography, the glycerol was
measured by the method of sodium periodate oxidation, and the volatile acid was measured by steam dis鄄
tillation. Results showed that the participation of the P. fermentans isolate didn蒺t change the fermentation
course significantly, but the growth rate of P. fermentans is lower than that of S. cerevise during fermenta鄄
tion. Comparing with the pure S. cerevise fermentation, mixed fermentation enhanced the level of glycerol
and decreased the volatile acid content. The sequential inoculation protocol had the highest number of
active S. cerevise cells, the survive period of P. fermentans strain was the longest (7 d), while the accu鄄
mulation of glycerol was the highest (2郾 7 g / L) and that of the volatile acid was the lowest (0郾 2 g / L).
During different fermentations, the levels of succinic acid and lactic acid rose firstly, and then declined,
but the variation of their final amounts was little. It was concluded that the mixed fermentation of the P.
fermentans isolate and S. cerevisiae had the application potential in winemaking based on the productions
of the main fermentative by鄄products.

Keywords: wine; Pichia fermentans; mixed fermentation; glycerol; succinic acid; lactic acid; volatile
acid
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