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优良苹果酒酵母的选育
Ξ

彭帮柱, 岳田利, 袁亚宏, 王丽威
(西北农林科技大学 食品科学与工程学院, 陕西 杨凌 712100)

　　[摘　要 ]　以目前我国应用于葡萄酒及其他果酒的 1# , 2# , 3# , 4# , 5# 酿酒酵母为材料, 通过其对苹果汁的发

酵能力、发酵特性及发酵所得苹果酒品质的系统试验, 筛选出 5# 为最佳苹果酒酿酒酵母, 其发酵的原酒的酒精度

可达到 113. 2 mL öL。然后以 5# 酵母为出发菌株, 利用甲基磺酸乙酯 (EM S)进行诱变, 获得了 1 株对苹果汁的发酵

能力更强、发酵特性更佳和发酵所得苹果酒品质更优的苹果酒酵母 E23, 其发酵的原酒的酒精度可达到

114. 2 mL öL , 且酒体澄清透明、色泽金黄, 具有苹果酒的典型风味。
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　　苹果酒是用新鲜苹果汁或浓缩苹果汁进行酒精

发酵, 然后通过一系列的工艺处理而得到的一种营

养丰富、低酒精度的发酵制品[1 ]。苹果酒原料丰富,

成本低, 基本可以实现全年生产[2 ]。苹果酒的生产将

会改变我国苹果深加工产业品种较少的局面, 实现

产品开发生产的多元化格局, 创造可观的经济效益

和社会效益, 并进一步降低苹果产业的市场风险。在

全球范围内, 苹果酒是一种产量仅次于葡萄酒的果

酒, 在英、法、德、美等国家 , 苹果酒属于大众流通商

品, 而我国还没有大规模的苹果酒生产厂家, 苹果酒

生产尚处于发展阶段, 因此市场潜力巨大。目前, 国

内外用于生产苹果酒的酵母多数为葡萄酒酵母或从

自然界分离的酵母菌, 这 2 种酵母菌均不同程度地

存在着酿酒风味较差、出酒率低、酒体及品质稳定性

差等弊端[3 ]。因此, 选育优良的适合中国苹果原料的

苹果酒专用酿造酵母是当务之急, 且对我国苹果酒

产业的发展将产生深远影响。本研究利用甲基磺酸

乙酯 (EM S)对筛选出的苹果酒酵母进行诱变, 获得

了 1 株较理想的突变菌株, 现将研究结果报道如下。

1　材料与方法

1. 1　材　料

　　酵母　1# , 3# , 5# 酿酒酵母由中国轻工部发酵

研究所提供; 2# , 4# 酿酒酵母由中科院微生物研究

所提供。

浓缩苹果汁　由陕西恒兴果汁厂提供, 含总糖

702 göL , 还原糖 605 göL , 总酸 25 göL。
1. 2　培养基

产孢培养基 (SPM )、完全培养基 (CM )、产孢前

培养基和基本培养基 (MM ) 按文献 [ 4 ]介绍的方法

配制。苹果汁培养基的配制是将浓缩苹果汁稀释到

含糖度 152. 2 göL , 然后调节酸度为 5. 0 göL (以苹

果酸计) , 并在 115 ℃下灭菌 20 m in。

1. 3　理化指标的测定

苹果酒中的总糖和还原糖用费林试剂法测

定[5 ]; 总酸用酸碱滴定法测定[5 ]; 乙醇用气相色谱法

测定[5 ]。

1. 4　苹果酒生产工艺流程[6, 7 ]

浓缩苹果汁→稀释→调整→接种酵母→前发酵

→倒罐→去除酒脚→后发酵→陈酿→澄清处理→冷

热处理→过滤→调配→除菌→苹果酒。

1. 5　试验方法

1. 5. 1　出发菌株的筛选　 (1)根据发酵苹果酒品质

进行选择。取 5 个 1 000 mL 三角瓶, 各加入 800 mL

苹果汁 (含糖 196 göL ) , 按 30 mL öL 的接种量 (在苹

果汁培养基中培养, 酵母数达到 107 mL - 1) 分别接

入 1# , 2# , 3# , 4# , 5# 酵母种子液, 在 20 ℃下发酵。

发酵至第 8 天进行倒罐, 去除酒脚, 陈酿 10 d, 然后

测定苹果酒的理化指标并进行感官分析。
(2)根据酵母发酵能力进行选择[8 ]。取 5 只 100

mL 三角瓶, 各加入 80 mL 苹果汁 (总糖 196 göL ) ,

按每升接种 30 mL 的比例分别接入 1# , 2# , 3# , 4#
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和 5# 酵母种子液, 在 20 ℃下发酵。发酵过程中每 24

h 测定 1 次 CO 2 损失量, 每次测定时, 摇晃瓶子, 以

排出CO 2。随着发酵时间的延续, 瓶重逐渐减轻, 直

到减轻量不高于 0. 2 g, 即表示发酵结束, 然后绘制

5 种酵母的发酵速率曲线, 并确定菌株发酵力的强

弱。

1. 5. 2　优良苹果酒酵母的筛选　 (1) 单倍体的制

备[9 ]。以筛选出的酿酒酵母为出发菌株, 将其活化接

至产孢前培养基, 28 ℃培养 2 d, 再转接于产孢培养

基 (SPM ) , 28 ℃培养 2 d, 然后涂片染色, 观察孢子

形成与否。待大量孢子生成时, 用无菌生理盐水制成

孢子悬液, 取无菌的 1. 5 mL 离心管 1 只, 加入 1

mL 孢子悬液 (约含有 107 个细胞) , 离心 5 m in (转

速 5 000 röm in) 收集菌体, 加入 2% 的蜗牛酶液, 33

℃水浴酶解 4 h, 58 ℃水浴处理 8 m in, 迅速冷却菌

液, 倒入装有玻璃珠的无菌离心管中, 加适量无菌生

理盐水和无菌液体石蜡, 振荡 20 m in, 稀释 105 倍,

取菌液涂在完全培养基平板上, 28 ℃培养至长出明

显菌落。将平板上各个菌落按上述方法在产孢前培

养基和产孢培养基中再培养, 涂片染色镜检, 凡不形

成子囊孢子的为单倍体细胞。(2)单倍体诱变[10 ]。将

单倍体酵母接种到液体完全培养基中, 28 ℃培养 24

h, 培养物将含有细胞数 (2×107) mL - 1, 转移 1 mL

到无菌离心管, 离心收集细胞, 用无菌水洗 2 次 (离

心 5 m in, 使细胞沉淀)。悬浮细胞在 1 mL 无菌磷酸

钠缓冲溶液中, 加 30 mL EM S 到离心管中, 震荡分

散细胞, 将离心管置于 28 ℃摇床培养 1 h, 离心分离

得到富集菌体, 转入洁净离心管中, 用 50 göL 硫代

硫酸钠洗 2 次, 悬浮细胞于 1 mL 无菌水中, 稀释细

胞, 涂布在完全培养基平板上, 通过诱变后菌落形态

的异常变化, 筛选突变菌株。 (3)优良苹果酒酵母菌

株的筛选方法。在形态突变菌株中随机挑取 20 株,

通过对其各自的发酵能力的测定, 初筛出 5 株发酵

能力较强的菌株 (E21, E22, E23, E24, E25) 并进行酿

酒试验, 通过对其发酵原酒的理化指标和感官评价

的比较, 筛选出优良苹果酒酵母。

2　结果与分析

2. 1　出发菌株筛选结果

　　用 5 种酵母发酵制取的苹果酒的品质对比结果

见表 1 和表 2。由表 1, 2 可以看出, 5# 酵母发酵的原

酒, 耗糖较其他酵母彻底, 酒精度可达 113. 2

mL öL , 且口感、风味较好; 4# 酵母发酵最不完全, 且

发酵原酒品质最差, 酸度最高; 其余各酵母的酸度变

化不大。对 5 种酵母发酵能力的测定结果见图 1。由

图 1 可以看出, 3# 酵母发酵力最强, 5# 酵母发酵力

次之, 4# 酵母发酵力最弱。5 种酵母在发酵 3 d 以

后, 发酵力均达到峰值, 随后缓慢下降。由于 3# 酵母

发酵制取的苹果酒感官品质较差, 综合考虑, 最后确

定 5# 酵母为最佳诱变出发菌株。

表 1　不同酵母发酵苹果酒理化指标比较

T able 1　Comparison of differen t cider characterist ics

酵母
Strain

酒精度ö(mL ·L - 1)
E thano l

还原糖ö(g·L - 1)
Gluco se

总糖ö(g·L - 1)
Sugar

总酸 (以苹果酸计) ö
(g·L - 1)

A cid (m alic
equ ivalen t)

1# 108. 5 3. 00 6. 28 2. 50

2# 110. 5 2. 75 6. 08 2. 67

3# 112. 5 6. 80 12. 78 2. 07

4# 8. 1 92. 25 176. 00 13. 26

5# 113. 2 3. 80 5. 63 2. 76

表 2　不同酵母发酵苹果酒的感官评价

T able 2　Senso ry judgm ent of cider p roduced by differen t yeasts

酵母
Strain

色泽
Co lo r

澄清度
C larification

香气
A rom a

滋味
F lavo r

典型性
T yp icality

1# 橙黄 Gam boge 澄清 T ransparen t 酵母味浓 Yeast odo r
味苦, 发涩 B itter, as2
tringen t 啤酒风格Beer style

2# 橙黄 Gam boge 澄清 T ransparen t 有酒香Bouquet 不协调 D isharmony 果香不浓 T h in arom a

3# 橙黄 Gam boge 澄清 T ransparen t 酵母味重 Yeast odo r 细 腻, 有 涩 味
Exquisite, astringen t

无特殊风格N o style

4# 黄色 Yellow 浑浊 L itt le o ily 有腐败味 Putrefactive
odo r

有酸涩味 Cadaver 不 适 合 苹 果 酒 Bad
style

5# 橙黄 Gam boge 澄清 T ransparen t 有果香和酒香 A rom a
and bouquet

柔细清爽D elicate 苹果酒型风格 C ider
style
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图 1　不同酵母发酵能力测定

F ig. 1 T he m easurem ent of ferm entat ion vigo r of differen t yeasts

2. 2　优良苹果酒菌株筛选结果

对诱变后发酵能力较强的 5 株 (E21, E22, E23,

E24, E25) 酵母进行酿酒试验, 并对发酵原酒的品质

进行综合比较, 结果见表 3 和表 4。从表 3, 4 可以看

出, E23 酵母发酵的原酒, 耗糖较其他酵母彻底, 酒精

度可达 114. 2 mL öL , 且口感、风味均优于 5# 酵母; E2
2 发酵也较彻底, 但发酵苹果酒风味较差; E25 色泽

和澄清度优良, 但酒精度偏低, 酒香不足。综合考虑各

因素后, 确定 E23 为最优的苹果酒诱变菌株。

表 3　不同酵母发酵苹果酒的理化指标

T able 3　A nalytical resu lts of cider p roduced by differen t yeasts

酵母
Strain

酒精度ö(mL ·L - 1)
E thano l

还原糖ö(g·L - 1)
Gluco se

总糖ö(g·L - 1)
Sugar

总酸 (以苹果酸计) ö
(g·L - 1)

A cid (m alic
equ ivalen t)

E21 98. 1 17. 45 26. 05 3. 02

E22 101. 0 10. 82 16. 10 2. 75

E23 114. 2 3. 10 5. 80 2. 51

E24 80. 0 35. 23 60. 11 8. 23

E25 85. 2 32. 56 54. 12 7. 32

表 4　不同酵母发酵苹果酒的感官评价

T able 4　Senso ry judgm ent of cider p roduced by differen t yeasts

酵母
Strain

色泽
Co lo r

澄清度
C larification

香气
A rom a

滋味
F lavo r

典型性
T yp icality

E21 黄色 Yellow 澄清 T ransparen t 酵母味浓 Yeast odo r 清爽, 酒味淡D elicate,
ligh t ethano l

有啤酒风味Beer style

E22 黄色 Yellow 澄清 T ransparen t 有酒香Bouquet 发涩 A stringen t 无 苹 果 酒 风 格 N o
cider style

E23 金黄 Go lden 澄清透明 T ransparen t
有果香和酒香 A rom a
and bouquet

酒体醇厚M ellow
苹果酒典型风格 C ider
style

E24 橙黄 Gam boge 澄清 T ransparen t 有果香A rom a 味较酸 H igh sour odo r
无 苹 果 酒 风 格 N o
cider style

E25 橙黄 Gam boge
透明无悬浮物 T rans2
paren t

酒香不足 T h in bou2
quet

后 味 较 淡 L igh t re2
m ain ing taste

有苹果酒风格 L itt le
cider style

3　结论与讨论

1) 出发菌株的筛选试验结果表明, 5# 酵母发酵

所得原酒、酒度、口感及风味均优于其他酵母, 同时

也表现出较强的发酵能力, 因此, 确定 5# 酵母为最

佳诱变出发菌株。

2)对诱变后筛选出的 5 株酵母菌株进行酿酒试

验, 结果表明用 E23 酵母发酵所得原酒的酒度、口感

和风味均优于出发菌株 5# 酵母, 因此确定 E23 为最

佳的诱变菌株, 适合作为苹果酒酿造酵母。其发酵的

原酒的酒精度可达 114. 2 mL öL , 残糖可降至 5. 8

göL , 比宋安东[7 ]等从苹果渣中分离纯化得到的优
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良苹果酒酵母 Y02发酵更加彻底, 且酒质较好, 因而

更具有应用价值和广阔的市场前景。

3)由于诱变株太多, 考虑到试验量太大的问题,

不能逐个进行发酵研究, 可能有更好的优良菌株未

被发现, 挑取的诱变株总数需要进一步扩大。

4)诱变育种中, 随机性较大, 发生正向突变的几

率较低, 欲得到理想的目标菌株, 可以结合原生质体

融合技术、基因定位等其他方法进行。
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B reed ing of excellen t yeast of cider

PENG Bang-zhu,Y UE Tian - l i,Y UAN Ya-hong,W ANG L i-we i
(Colleg e of F ood S cience and E ng ineering ,N orthw est S ci2T ech U niversity of A g ricu ltu re and F orestry , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina)

Abstract: F ive yeasts,w h ich w ere p resen t ly u sed to ferm en t w ine,w ere selected as experim en ta l m ate2
ria l in th is paper. A cco rd ing to their characterist ics of m ak ing cider and ferm en ta t ion capab ility, 5# yeast

w as cho sen as op t im al cider yeast st ra in. Its cider has a good taste and ethano l con ten t of 113. 2 mL öL ,

T hen 5# yeast w as selected as o rig inal st ra in and trea ted by EM S, a bet ter cider yeast st ra in E23 w as go t2
ten, its ethano l con ten t of cider can reach 114. 2 mL öL , and the cider has an excellen t cider style.

Key words: cider yeast; cider ferm en ta t ion; app le ju ice; EM S
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