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耐低温桑葚果酒酵母的选育及发酵特性
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摘要：为筛选适合桑葚低温酿造果酒的新型菌株，该研究从桑葚自然发酵液中分离、纯化菌种，以耐低温、产酒精

能力为条件分级筛选性能优良的发酵菌株；并对所得菌株进行耐受性分析、以及果酒发酵性能和香气特征分析。研究获

得产香性能优良的克鲁维毕赤酵母（Pichia kluyveri）2 株（PK-1 与 PK-2），发酵性能优良的酿酒酵母（Saccharomyces 

cerevisiae）1 株（SC-1）。研究结果表明，3 株菌种在 16 ℃下生长状况良好，乙醇、高糖及 SO2 耐受性分别达到 15%（V/V）、

400 g.L-1
及 300 mg.L-1

，并且能够适应 pH 值低至 3 的果酒生产环境。发酵试验表明，SC-1 组酒精度达到 13.26% vol ；挥

发性香气成分共检测出 53 种，其中 SC-1 组发现 24 种、PK-1 组 32 种、PK-2 组 31 种；SC-1 组异戊醇及苯乙醇（m/V）分

别达到 43.09 μg.mL-1
和 143.66 μg.mL-1

；PK-1 与 PK-2 组乙酸苯乙酯（m/V）分别达到 402.96 μg.mL-1
和 421.51 μg.mL-1

，特

征香气成分差异显著。SC-1 菌株低温条件下发酵性能优良，香气物质异戊醇含量突出，达到 143.66 μg.mL-1
；两 PK 菌株

产酯性能优良，可为混菌发酵果酒构建全新的花果香型主体；所获菌株可为改进果酒香型提供一定的理论依据。
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Abstract: To screen novel yeast strains suitable for the low-temperature fermentation of mulberry fruit wine, this study 

isolated and purified strains from naturally fermented mulberry broth. Yeast strains with excellent low-temperature tolerance and 

alcohol-producing capacity were then hierarchically screened. The selected yeast strains were further analyzed for tolerance, and 

their fruit wine fermentation performance and aroma characteristics evaluated. Two Pichia kluyveri strains (PK-1 and PK-2) with 

excellent aroma producing ability and one Saccharomyces cerevisiae strain (SC-1) with superior fermentation performance were 

identified. Results showed that the three strains grew well at 16 ℃ , exhibiting an ethanol tolerance and high sugar and sulfur 

dioxide production of 15% (v/v), 400 g.L−1, and 300 mg.L−1, respectively. All strains could also tolerate fruit wine production 

conditions at pH 3. Fermentation tests showed that the SC-1 group reached an alcohol content of 13.26% vol. A total of 53 volatile 
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桑葚（Mores alba L.）亦称文武实、桑枣等，为

荨麻目、桑科、桑属植物的果实 [1] 。因其种植适应性强，

广泛分布于世界多地；我国除青藏高原外，各地均有

不同规模的栽培 [2] 。桑葚果实单果为大量小核果聚集

形成的长、圆簇状聚花果，果实储运性能不佳、货架

期短 [3] ，故多以鲜食为主。目前市场出现的桑葚果干、

果汁及果酱等产品虽能够解决这一问题，但产品附加

值提升不高。近年来，随着消费者对健康意识的日渐

提升，低酒度发酵型果酒受到各年龄层次消费者的追

捧。除传统的葡萄酒、苹果酒外，各种新型果酒也不

断出现。桑葚果实富含脂肪酸、氨基酸、维生素及矿

物质等生物活性物质 [4] ，能够起到调节人体免疫及保

护肝脏的功效 [5] ；此外桑葚果实易于破碎、加工，是一

种理想的果酒生产原料。

  果酒工业生产中，多使用酿酒酵母进行纯种发酵

以便进行良好的生产管理及品质控制 [6] 。目前果酒生

产多使用商业酿酒酵母开展生产，酵母多针对葡萄或

苹果等普遍性较高的原料，一般在生产温度为 20 ℃时

生产效果良好 [7] 。尽管这类酵母生产性能稳定，但可

能导致产品缺乏风味独特性，较难使酿酒原料的风味

特点得以体现 [8] 。近年来，使用自然发酵过程中或果

品表面筛选出的本土酵母来生产品质独特的果酒逐渐

受到行业关注 [9] 。水果自然发酵过程中，本土酵母在

复杂的环境中与其他微生物竞争并适应特定的生长环

境，通过自然发酵筛选出的酵母菌株通常对特定发酵

环境具有良好的耐受性；此外该类本土酵母可能具有

独特的代谢特征，使其在酿酒过程中能够更高效地产

生丰富的风味物质（如酯类、醇类等） [6] ，从而提升酒

品的风味复杂性。另有研究表明低温酿造有利于果酒

香气物质的保持，降低发酵温度也是保持产品香气的

有效手段 [10] 。低温酿造有助于减缓酵母的代谢速率、

延长发酵时间，从而有利于复杂风味物质的合成与积

累；此外低温酿造能够有效抑制醋酸菌等有害菌株的

生长，降低果酒发酵过程中微生物污染的风险。目前

适用桑葚果酒工业的本土低温生产酵母种类仍显不足，

菌种资源扩充能够有效解决果酒类产品同质化严重的

问题。

四川省攀枝花市“盐边桑葚”于 2013 年获得农产

品地理标志登记保护，盐边地区属南亚热带立体气候，

具有气温年温差小、日温差大等特点，是我国重要的

桑葚产区 [11] 。研究选取盐边地区主栽品种“云桑 2 号”

为原料，从桑葚自然发酵过程中分离、筛选出适于桑

葚果酒低温酿造的发酵菌株，并对菌种的耐受性、发

酵后挥发性风味物质等加以评价。以期在拓展桑葚果

酒品类的同时为新香型果酒的开发提供一定的理论研

究依据及技术基础。

1  材料与方法

1.1 材料

  果实采自四川省攀枝花市四喜农业发展有限责任

公司桑葚种植园，选取新鲜、无病害、成熟度相对均

一的八成熟（12~14 °Brix）“云桑 2 号”桑葚果实。

1.2 试剂

酵 母 浸 出 粉 胨 葡 萄 糖（Yeast Extract Peptone 
Dextrose, YPD）液体培养基、酵母浸出粉胨葡萄糖固

体培养基，青岛海博生物技术有限公司；WL 营养琼

脂（Wallerstein Laboratory Nutrient Agar, WL）培养基，

青岛海博生物技术有限公司。

2,3,5- 氯化苯基四氮唑（2,3,5-triphenyltetrazolium 
Chloride, TTC）筛选双层培养基，青岛海博生物技术

有限公司。上层培养基（m/V）：葡萄糖 5 g、琼脂粉

15 g、TTC 试剂 0.5 g，1 000 mL 蒸馏水，121 ℃灭菌

15 min ；下层培养基（m/V）：葡萄糖 10 g、蛋白胨

2 g、酵母膏 1.5 g、MgSO4·7H2O 4 g、K2HPO4 1 g、琼

脂粉 20 g，1 000 mL 蒸馏水，调节 pH 值至 5.6~5.8，
121 ℃灭菌 15 min。其它检测用用化学试剂均使用分

析纯（AR），挥发性成分测定需用色谱纯试剂（GR）。

1.3 主要仪器设备

FA2004 型电子天平，上海良平仪器仪表有限公司；

HH-150 型数显恒温水浴锅，江苏国胜仪器厂；SPX-

aroma compounds were identified, of which 24 were found in the SC-1 group, 32 in the PK-1 group, and 31 in the PK-2 group. 

Isoamyl alcohol and phenylethanol concentrations (m/v) in the SC-1 group reached 43.09 μg.mL-1 and 143.66 μg.mL-1, respectively. 

Phenethyl acetate concentrations (m/v) in the PK-1 and PK-2 groups reached 402.96 μg.mL-1 and 421.51 μg.mL-1, respectively, 

showing significant differences in key aroma components. The SC-1 strains exhibited excellent fermentation performance under low-

temperature conditions, with a notably high isoamyl alcohol content (143.66 μg.mL-1). The two PK strains showed excellent ester-

producing ability, which could contribute to the development a novel floral-fruity aroma profile for co-fermented fruit wines. Overall, 

the results of this study provide a theoretical basis for improving the aroma profile of fruit wine.

Key words: mulberry wine; Saccharomyces cerevisiae; non-Saccharomyces; Pichia kluyveri; low-temperature fermentation
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150B 型低温培养箱，上海川宏实验仪器有限公司；

AR200 型数显折光仪，北京迪索仪器有限公司；TU-
1080 型紫外 -可见分光光度计，北京普析通用仪器有限

公司；挥发性风味物质萃取纤维（50/30 μm DVB/CAR/
PDMS），Sigma-Aldrich-supelco ；气相色谱 -质谱联用

仪（Trace 1310-TSQ 9000），Thermo Fisher Scientific。

1.4 方法

1.4.1 酵母菌的分离和纯化

  挑选健康、新鲜的带梗桑葚果实 100 g，于 20 ℃
的常温、洁净环境中进行粗破碎；果实破碎后立即将

所得果浆及果渣置于经灭菌、降温至常温的 500 mL
三角瓶中，同时加入 50 mg.L-1 （m/V）的偏重亚硫酸

钾，混合均匀后于（16±1）  ℃环境下进行自然发酵；

发酵液自然发酵 21 d。自 0 d开始每 3 d取发酵液一次。

取自然发酵过程中 8 个时期（0、3、6、9、12、
15、18 及 21 d）的桑葚发酵液样品 1 mL 梯度稀释至

10-4、10-5 和 10-6 ；吸取 100 µL 稀释液，并均匀涂布

于 WL 培养基表面后于 28 ℃环境中恒温培养 48 h。待

形成菌落后，据菌落形态特征 [12,13] 挑取潜在酵母菌单

菌落划线于 YPD 平板培养基上进行纯化；所得纯化菌

株保藏于 4 ℃待用。

1.4.2 酵母菌的筛选

酵母菌筛选中，为获得生长速率较高、代谢活性

较强及酒精产能较强的潜在酵母菌株，筛选过程设定

如下三级筛选机制。

酵母菌的一级筛选：将分离纯化得到的酵母菌株

于 16 ℃，180 r·min-1 条件下活化 48 h ；活化完成后进

行梯度稀释，并涂布于 YPD 平板培养基上，于 16 ℃
环境下培养 60~72 h，以菌落直径为指标选择长势较好、

菌落形态类似酵母的菌株，进入二级筛选。

酵母菌的二级筛选：经一级筛选后的菌株于 YPD
液体培养基中，在 16 ℃、180 r·min-1 环境中培养 48 h，
后均匀吸取 50 μL 菌液接入放有倒置杜氏管的 YPD 液

体培养基中，在 16 ℃的环境中恒温静置培养 72 h ；菌

株生长过程中，每隔 6 h 观察杜氏管内产气情况，并

记录管内气体体积。筛选出发酵速度快、产气量大的

菌株进入三级筛选。

酵母菌的三级筛选：挑选通过二级筛选所得的菌

株，进一步筛选。将菌株均匀涂布于 TTC 下层培养基

平板上培养 48 h ；后将 10 mL TTC 上层培养基缓慢注

入培养皿，均匀覆盖下层培养基，并于 16 ℃环境下避

光、静置培养 24 h。产酒精能力强的酵母，菌落呈深

红色，其次呈粉红色、微红色至不显色，筛选出酒精

产能较强的菌株。

1.4.3 菌株鉴定

菌株委托北京擎科生物科技有限公司成都分

公 司 鉴 定。 测 序 结 果 进 行 NCBI（National Center 
for Biotechnology Information） -BLAST（Basic Local 
Alignment Search Tool）比对。

1.4.4 菌株耐受性测定

糖耐受性测定（m/V）：使用葡萄糖调整 YPD 液

体培养基中糖质量浓度分别达到 150、200、250、300、
350 和 400 g.L-1 ；分别接入待测菌株，于 16 ℃、180 r.min-1

环境中连续培养 24 h ；后于 600 nm 处测定培养液吸光

值，以未接菌株 YPD 液体培养基为对照。每处理重复

测定 3 次。

乙醇耐受性实验（V/V）：使用无水乙醇调整 YPD
液体培养基中乙醇的体积分数分别达到 0、3%、6%、

9%、12% 和 15% ；培养及测定方式同糖耐受性测定。

每处理重复测定 3 次。

硫耐受性实验（m/V）：使用偏重亚硫酸钾

（K2S2O5）调整 YPD 液体培养基中 SO2 的质量浓度分

别达到 60、120、180、240 和 300 mg.L-1 ；培养及测

定方式同糖耐受性测定。每处理重复测定 3 次。

低 pH 值耐受性实验：使用 1 mol.L-1 的盐酸溶液

调整 YPD 液体培养基的 pH 值分别为 4、3 和 2 ；培养

及测定方式同糖耐受性测定。每处理重复测定 3 次。

1.4.5 菌株在桑葚汁中特征香气分析

  （1）桑葚果酒发酵：挑选果实表面无机械伤、无

病害、成熟度相对均一的八成熟（12~14 °Brix）新鲜

桑葚果实 1 000 g ；果实破碎后加入 0.15%（m/V）的

果胶酶混匀，静置酶解 12 h ；酶解后的果浆以葡萄

糖调整含糖量至可溶性固形物含量（Soluable Solid 
Content, SSC）为 25 °Brix，果浆经巴氏杀菌后加入

0.8%（m/V）的偏重亚硫酸钾待用。筛选出的菌株以

106 CFU/mL 加入上述果浆中，在 16±1 ℃环境中纯菌

发酵 18 d（酿酒酵母发酵组酒精度≥ 13% vol 时所有

实验组均停止发酵）。各发酵组分别以菌株鉴定后保藏

编号指代；以上述经处理的果汁作为对照，CK。

（2）桑葚发酵液理化指标：依据 GB/T 15038-2006
《葡萄酒、果酒通用分析方法》进行可滴定酸、残糖

及酒精体积分数等理化指标的测定 [14] 。每样品重复测

定 3 次。

（3）发酵液挥发性香气成分分析：参考 Wei
等 [15] 的方法并修改，采用固相微萃取（Solid-Phase 
Micro Extraction, SPME）结合气相色谱 - 质谱联用

（Gas Chromatography-Mass Spectrometry, GC-MS） 设

备分析。精确吸取 4 mL 发酵液置于洁净、干燥的
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20 mL 萃取瓶中，后加入 0.4 g 氯化钠（NaCl）及 10 μL
4- 甲基 -2- 戊醇（质量浓度为 81.1 μg.mL-1，溶剂为水）

为内标物。将混合后的样品体系于 60 ℃下恒温水

浴平衡 10 min，后使用 SPME（50/30 μm DVB/CAR/
PDMS，Supelco，Bellefonte，PA）萃取装置插入样品

瓶中进行萃取，萃取温度 60 ℃、顶空萃取 40 min。
GC 条件设定：VF-WAXms 毛细管色谱柱（30 m 

×250 μm, 0.25 μm, Agilent Technologies）；进样口温度

240 ℃，载气（He）流速 1.6 mL·min-1，不分流。采用

程序升温，起始柱温 40 ℃，保持 2 min ；以 4 ℃ ·min-1

升至 50 ℃，保持 3 min ；再以 5 ℃ ·min-1 升至 200 ℃，

保持 5 min 后结束测定。

MS 条件设定：测定调用标准调谐文件；电子电离

源，电子能量设定 70 eV ；离子源温度 220 ℃；质量

扫描范围 30~400 m/z，全扫描；溶剂延迟时间 1 min。
定性定量方法：参考谢恬等 [16] 的方法并修改，以

NIST 14 L 谱库检索，保留指数（Retention Index, RI）
定性对检测结果进行分析，结合相关文献进行人工

谱图解析。后利用内标法进行定量分析，依据内标物

（4- 甲基 -2- 戊醇）的相对质量浓度，计算各挥发组分

的相对质量浓度。RI 使用 C6~C30 正构烷烃为内标物。

所有样品挥发性成分测定均使用美国 Thermo 
Scientific 公 司 GC-MS（Trace 1310，GC ；TSQ 9000，
MS）联用仪分析测定；每样品重复测定 3 次。

1.5 数据分析

研究数据记录、计算采用 Microsoft Excel（Microsoft）；
显著性差异分析采用 SPSS 20.0（IBM SPSS）；系统发育

树采用 MEGA 11（Mega Software）构建；挥发性风味

物质总离子流图采用 Origin 2025（OriginLab）绘制。

2  结果与讨论

2.1 菌株的分离、筛选

综合三级筛选，从“云桑 2 号”桑葚果浆自然发

酵过程中 8 个时期共筛选出 3 株耐低温性能较好的菌

株，依据其发现顺序分别暂编号为 M1、M2 及 M3，
菌株分级筛选结果如表 1 所示。结果表明 M2 菌株具

备较好的产酒精能力，可以作为潜在的发酵菌株进一

步研究。

表 1  菌株分级筛选结果

Table 1 Results of strain classification screening

菌株
16 ℃培养

（一级筛选）
产气实验

（二级筛选）
TTC 实验

（三级筛选）

M1 ++ +++ 微红色

M2 +++ +++ 深红色

M3 +++ ++ 微红色

注：“+”分别表示低温培养性能及杜氏小管中产气性能；

“+”越多表示培养良好及产气越多，评价由“+”至“+++”分

级；TTC 显色实验结果越红表示产酒精能力越强。

同时对所获得菌株进行菌落形态鉴定，结果如

表 2 所示。依据 WL 培养基比对说明及杨莹等  [13] 的

研究，初步判断 M2 菌株具备酿酒酵母特征，M1 及

M3 菌株具备 Pichia 属或 Wickerhamomyces 属酵母特

征。在菌落形态观察过程中注意到菌株 M1 及 M3 菌

株在培养过程中呈现优异香气特征，其中菌株 M1 呈

现突出的玫瑰香及果香味，菌株 M3 则呈现出浓郁的

酯香味；王飞等  [17] 的研究表明，特定酵母菌的产酯特

征对果酒酿造增香极具应用潜力，M1 及 M3 需要进

一步研究确认。

2.2 菌株鉴定

选取菌株 M1、M2 及 M3 进行 ITS 序列鉴定，经

NCBI-BLAST 比对，利用 MEGA 6.06 构建系统发育

树（图 1）。确认菌株 M1 为克鲁维毕赤酵母 (Pichia 
kluyveri)，编号 PK-1 入库保存；菌株 M2 为酿酒酵

母（Saccharomyces cerevisiae），编号 SC-1 入库保存；

菌株 M3 为克鲁维毕赤酵母（Pichia kluyveri），编号

PK-2 入库保存（图 2）。

表 2  菌株及菌落形态特征

Table 2 Colonial morphology and cell morphology of strains

菌株 菌落颜色 菌落形态 细胞形态 液体培养特征

M1 乳白偏浅绿 表面褶皱、质地粗糙，扁平状凸面 椭圆
上层有少量膜状菌璞，中层呈浊液状，

底部有乳白色沉淀

M2 乳白、
乳白偏浅绿

表面光滑的球形突起、质地近稀奶油状 卵圆 上层培养液澄清，底部有乳白色沉淀

M3 乳白偏浅绿 表面褶皱、质地粗糙，扁放射状凸面 椭圆
上层有少量膜状菌璞，中层呈浊液状，

底部有乳白色沉淀

注：“菌落形态”使用 WL 培养基；“液体培养特征”使用 YPD 液体培养基。
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图 1 系统进化树的同源性比较

Fig.1 Homology comparison with phylogenetic tree

图 2 酵母菌株菌落形态及细胞形态（放大倍数 10×40）

Fig.2 Colonial morphology and cell morphology of yeasts

2.3 菌株耐受性测定

对筛选所得酵母菌株进行乙醇、耐高渗、低 pH
值及 SO2 耐受性能测试，结果见图 3。

如图 3a 所示，乙醇含量（V/V）较大的影响了菌

株的生长，菌株在乙醇体积分数低于 6% 时整体生长

状况良好，而当乙醇体积分数达到 9% 以上时各菌株

生长均受到不同程度影响，其中两株毕赤酵母 PK-1
与 PK-2 生长受乙醇影响更加剧烈，二者之间无明显

差异；酿酒酵母 SC-1 在乙醇体积分数较高时，生长受

到抑制，但仍能够表现出较好的耐受性。

图 3b 中，随含糖量的升高三株菌种生长逐渐受

到抑制，整体呈现出一定规律的变化趋势。酿酒酵母

SC-1 在葡萄糖质量浓度达到 400 g.L-1 时，仍能表现

出良好的生长特性，这表明 SC-1 菌株耐高渗性能优

良，具备良好的果酒酿造应用潜力。而两株筛选过程

中感官呈香显著的 PK 菌株也表现出较好的耐高渗性

能，需要注意的是 PK-1 菌株在葡萄糖质量浓度达

到 400 g.L-1 时较其它菌株耐受性更弱，而 PK-1 菌株

TTC 实验结果表明其糖类代谢活性较低（表 1），酒精

预期产能较低，不适合单独发酵果酒。混菌发酵体系

中存在两种以上的发酵剂，故发酵过程需要更多的糖

用以生长代谢，PK 菌株本身产酒精能力较弱，但在菌

株筛选过程中呈现出产香特征，加之良好的耐高渗特

征使得 PK 菌株具备以产香为目的与酿酒酵母混菌发

酵酿酒的可能。

pH 值对菌株生长的影响如图 3c 所示，三株菌种

在不同 pH 环境下的生长状况及变化趋势相对一致，

菌株间无显著差异，pH 值在 3~6 区间内耐受性能较

好，能够适应大多水果原料生产要求。硫耐受性方面如

图 3d 所示，三株菌种在 SO2 质量浓度为 60~300 mg.L-1

的培养液中均能生长，且耐受性能优良，其中酿酒酵

母 SC-1 略优于两株产香毕赤酵母。

综合菌种耐受性能评估，三株菌株均能较好地适

应桑葚果酒酿制需求，其中毕赤酵母 PK-1、PK-2 糖

类代谢活性较低，预期产酒精性能较弱（表 1），但

Rocio 等 [18] 证实毕赤酵母在产芳香酯类物质方面表现

优良，Ding 等 [3] 的研究亦证实克鲁维毕赤酵母可以通

过混菌的形式与酿酒酵母共同进行果酒酿造。此外，

Wei 等 [15] 的研究发现多数产香型非酿酒酵母仅存在于

发酵早期，随着酒精的积累而逐渐趋于消亡；而 PK-1 与

PK-2 相较之前的研究 [15,17] ，虽然在酒精耐受性方面的性

能表现较好，但 PK 菌株能否在共发酵过程中表现更
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优异的存活特性，进而积累更多风味物质，则需要进

一步对其在共发酵过程中的代谢特征加以研究。酿酒

酵母 SC-1 耐受性能综合表现良好，具备桑葚果酒生产

潜力。

图 3 菌株耐受性测试结果

Fig.3 Testing of the strain tolerance

注：a 菌株乙醇耐受性；b 菌株高糖耐受性；c 菌株低 pH 值

耐受性；d 菌株 SO2 耐受性。

2.4 不同菌株发酵桑葚汁香气成分及理化分析

表 3  不同菌株发酵桑葚汁理化指标

Table 3 Physicochemical parameters of fermentation broth 

by different strains

SC-1 PK-1 PK-2 CK

pH 值 3.88±0.06 3.93±0.07 4.01±0.06 3.67±0.00

SSC
/°Brix 9.00±0.10 18.77±0.12 19.07±0.06 24.67±0.21

酒精度
/% vol 13.26±0.11 2.11±0.09 1.91±0.08 ND

残糖
/(g.L-1) 21.08±2.58 90.59±6.44 101.14±7.91 175.39±5.51

可滴定酸
/(g.L-1) 2.6±0.14 2.70±0.08 3.2±0.13 1.70±0.11

  注：“可滴定酸”质量浓度以苹果酸计；“ND”表示未

测出。

不同菌株发酵桑葚汁理化分析结果如表 3 所示。

其中 SC 菌株发酵 18 d 后，基本理化参数符合果酒常

规要求；特别是 SC 菌株在 16 ℃发酵结束后酒精度达

到 13.26% vol，产酒精性能较佳。而两 PK 菌株在产

酒精性能方面不佳，这一结果与菌株产气实验和 TTC
实验结果一致，证实两 PK 菌株不适宜作为主要发酵

菌株进行果酒酿造 [19] 。

图 4 不同桑葚果酒的挥发性香气成分总离子流图

Fig.4 Total Ion Chromatogram (TIC) of volatile flavor 

compositions in different mulberry wines

不同菌株发酵桑葚果酒的挥发性香气成分总离子

流图如图 4 所示，图中 1~6 min 检测出物质为乙醇不

计入挥发性香气成分。不同 PK 菌株呈现出较类似的

图谱特征，部分特征物质离子强度突出；而 PK-1 与

PK-2 菌株的部分物质仍存在强度差异，直观展示了该

物质的相对质量浓度差异，这可能导致不同的 PK 菌

株最终呈现不同的风味特征。SC-1 菌株发酵桑葚酒图

谱则呈现出一定的物质多样性。为进一步明确菌株间

发酵特性的差异，需要对不同菌株发酵桑葚果酒的挥

发性成分相对质量浓度进一步分析。
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表 4  不同菌株发酵桑葚果酒的挥发性香气成分

Table 4 Volatile flavor compositions of mulberry wines fermented with different yeasts

序
号

化合物名称
RT/
min RI CAS

相对质量浓度 /(μg·mL-1)
香气描述

SC-1 PK-1 PK-2 CK

酯
类

1 乙酸乙酯 2.39 745 141-78-6 2.80±0.51a 49.29±2.92c 19.02±8.60b 2.19±0.17c
果香、醚

2 乙酸异戊酯 6.36 1 086 123-92-2 ND 138.92±15.88a 137.06±27.17a ND 香蕉、苹果香 [20] 

3 己酸乙酯 10.52 1 193 123-66-0 10.10±1.64a ND ND 0.28±0.11a
青苹果、茴香 [20] 

4 乙酸己酯 11.97 1 233 142-92-7 ND 4.13±1.25a 3.84±0.80a ND 樱桃、梨 [21] 

5 乙酸叶醇酯 13.32 1 270 3681-71-8 ND 8.69±2.28a 9.45±1.50b ND 青草香气

6 庚酸乙酯 13.92 1 285 106-30-9 0.27±0.01 ND ND ND 菠萝香 [20] 

7 乙酸庚酯 15.34 1 330 112-06-1 ND 0.34±0.09a 0.32±0.06b ND 玫瑰香

8 辛酸甲酯 15.61 1 339 111-11-5 0.42±0.08 ND ND ND 果香
 [20] 

9 辛酸乙酯 17.08 1 388 106-32-1 121.48±4.79b 0.76±0.14a 0.85±0.15a ND 果香、茴香 [20] 

10 乙酸糠酯 19.14 1 463 623-17-6 ND 0.56±0.08b 0.44±0.05a ND 焦香味

11 壬酸乙酯 19.86 1 488 123-29-5 1.71±0.09 ND ND ND 玫瑰、果香
 [20] 

12 2- 糠酸乙酯 21.24 1 545 614-99-3 2.07±0.19 ND ND ND 苹果香

13 苯甲酸甲酯 21.28 1 547 93-58-3 ND 1.32±0.28b 1.24±0.21b 0.47±0.10a
冬青油香 [22] 

14 3- 甲硫基丙醇乙酸酯 21.51 1 557 16630-55-0 ND 0.71±0.21a 0.55±0.09a ND 硫醇香气

15 苯甲酸乙酯 22.44 1 595 93-89-0 ND 1.80±0.17b 1.90±0.39b 0.55±0.23a
果香

 [20] 

16 癸酸乙酯 22.51 1 598 110-38-3 133.15±4.40 ND ND ND 果香、脂肪味
 [20] 

17 正辛酸异戊酯 23.00 1 620 2035-99-6 3.05±0.08 ND ND ND 果香

18 乙酸苄酯 23.75 1 652 140-11-4 ND 0.75±0.23 0.62±0.12 ND 茉莉花香

19 乙酸苯乙酯 25.72 1 736 103-45-7 25.86±8.79a 402.96±41.15b 421.51±78.04b 2.51±0.60a
果香、花香

 [20] 

20 月桂酸乙酯 27.15 1 798 106-33-2 13.55±0.07b 0.34±0.03a 0.27±0.05a ND 花香、果香 [20] 

21 2- 甲基丁酸 -2- 苯乙酯 27.25 1 802 24817-51-4 ND 3.43±0.90 ND ND 花香

22 2,2,4- 三甲基 -1,3- 戊
二醇二异丁酸酯

27.61 1 820 6846-50-0 ND 0.79±0.06b 1.02±0.33b 0.34±06a
—

23 γ- 十二内酯 30.12 1 942 2305-05-7 ND 0.37±0.05 ND ND 香甜香
 [21] 

24 乙酸橙花叔醇酯 30.78 1 975 2306-78-7 ND ND 0.20±0.07 ND 花香

25 十四酸乙酯 31.35 2 003 124-06-1 3.90±0.91 ND ND ND 紫罗兰、
鸢尾香

 [21] 

26 棕榈酸乙酯 35.22 2 211 628-97-7 25.81±2.94c 4.9±1.57b 5.64±1.40b 0.48±0.17a
奶油香

 [20] 

醇
类

1 异丁醇 6.68 1 096 78-83-1 0.90±0.07a 3.58±1.96b 3.04±0.83b ND 酒精、青草味
 [21] 

2 2- 己醇 8.15 1 138 626-93-7 ND 32.67±10.35a 24.10±13.25b 30.18±9.54b
青草味

3 S-(-)-2- 甲基 -1- 丁醇 9.78 1 170 1565-80-6 ND 10.29±2.17b 9.33±0.82b ND —

4 异戊醇 9.82 1 178 123-51-3 143.66±16.29 ND ND ND 苹果白兰地
 [21] 

5 正己醇 14.44 1 298 111-27-3 0.96±0.22 ND ND ND 草药，青香 [16] 

6 叶醇 15.18 1 324 928-96-1 0.71±0.04 ND ND ND 有青草香
 [22] 

7 2- 乙基己醇 18.39 1 436 104-76-7 ND ND 0.47±0.08 ND 油脂香

8 (S,S)-(+)-2,3- 丁二醇 19.20 1 465 19132-06-0 2.08±0.34 ND ND ND —

9 芳樟醇 19.88 1 489 78-70-6 ND 0.84±0.23b 0.78±0.12b 0.72±0.23b
铃兰香气

10 2,6,8- 三甲基 -4- 壬醇 20.73 1 523 123-17-1 ND 0.78±0.25a 0.50±0.17a ND —

11 4- 萜烯醇 21.15 1 541 562-74-3 ND ND 0.35±0.05a 0.28±0.09a
胡椒，泥土香

12 十一醇 22.65 1 604 112-42-5 ND 1.28±0.09b ND 0.60±0.15a
玫瑰香

13 1- 壬醇 22.66 1 605 143-08-8 4.80±0.70b ND 1.60±0.23a ND 玫瑰花、果香

14 (+)-α- 松油醇 23.36 1 635 7785-53-7 ND 0.39±0.15 0.34±0.07a ND 清甜香、木香

15 苯乙醇 27.51 1 815 60-12-8 43.09±6.16c 6.27±0.76b 5.28±2.19ab 0.98±0.12a
玫瑰花香
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序
号

化合物名称
RT/
min RI CAS

相对质量浓度 /(μg·mL-1)
香气描述

SC-1 PK-1 PK-2 CK

酸
类

1 正己酸 26.41 1 766 142-62-1 4.23±0.15 ND ND ND 辛辣味 [21] 

2 辛酸 30.78 1 975 124-07-2 44.88±5.94 ND ND ND 酸味 [21] 

3 正癸酸 34.79 2 188 334-48-5 6.84±0.56 ND ND ND 油脂味 [21] 

酚
类

1 2,6- 二叔丁基
 -4- 甲基苯酚

28.22 1 489 128-37-0 17.53±0.62c 11.89±1.33b 15.94±3.73b 2.09±0.44a
—

2 2,4- 二叔丁基苯酚 35.52 2 228 96-76-4 ND 66.79±12.23b ND 23.82±6.47a
—

3 2,4- 二叔戊基苯酚 38.26 2 307 120-95-6 ND 0.08±0.01 ND ND 石碳酸、花香 [22] 

4 对叔戊基苯酚 36.91 2 307 80-46-6 ND 0.16±0.03b 0.14±0.04b 0.08±0.01a
—

醛
类

1 正壬醛 15.89 1 349 124-19-6 ND ND ND 0.81±0.35 油脂味 [16] 

2 3- 糠醛 17.07 1 388 124-19-6 ND 1.35±0.10a 1.16±0.29a 2.95±0.28b
桂皮香

3 苯甲醛 18.73 1 448 100-52-7 ND ND ND 0.40±0.10 杏仁 [16] 

4 视黄醛 30.38 1 949 116-31-4 ND 0.082±0.02a 0.09±0.02a ND —

酮
类

1 大马酮 26.06 1 751 23696-85-7 ND 0.56±0.14a 0.51±0.10b 0.46±0.04b
玫瑰香 [22] 

注：结果以平均值“±”标准差表示（n=3），不同字母（a~c）表示差异显著性（P ＜ 0.05）；“RT”表示保留时间（Retention 

Time, RT）；“RI”表示保留指数（Retention Index, RI）；“—”表示未查询到该物质香气描述；“D”表示未检测到该化合物；表中无文

献注释的风味描述均检索自 www.flavornet.org。

不同果酒挥发性风味物质分析结果如表 4 所示。

四组发酵液中，共检测到挥发性风味物质 53 种，包括

酯类物质 26 种、醇类物质 15 种、酚类等其它物质共

计发现 12 种。结果显示，SC-1 组相较 PK-1、PK-2 组，

挥发性风物物质种类构成差异显著，共有物质仅 8 种；

8 种共有物质其生成量差异较大，如乙酸苯乙酯得相

对质量浓度在 SC-1 组中仅检测到 25.86 μg.mL-1，分别

低于 PK-1 组 93.58%、低于 PK-2 组 93.86% ；苯乙醇

相对质量浓度在 SC-1 组中检测到 43.09 μg.mL-1，则分

别较 PK-1、PK-2 组高出 85.44% 及 87.73% ；辛酸乙酯、

月桂酸乙酯、棕榈酸乙酯在 PK-1、PK-2 组中检出量

极小，SC-1 组中质量浓度远高于两 PK 组。结果表明，

酿酒酵母 SC-1 菌株生产性能稳定、在低温环境下发酵

表现良好；相较以往的研究，SC-1 菌株在低温下仍能

够达到一般商用及本土常温（20 ℃）生产用酵母

生产水平   [18,22]  ，并具备显著的苹果白兰地香气特

征（表 4）。有研究表明产香性能较好的非酿酒酵母在

共发酵过程中对果酒风味的影响十分显著 [23,24] ；克鲁

维毕赤酵母形成的风味物质在种类方面与酿酒酵母较

大的差异 [25] ，使得毕赤酵母在与酿酒酵母混菌发酵果

酒时可能为果酒赋予全新的风味 [26,27] ，同时可能为混

菌发酵果酒构建全新的香气风格 [3] 。

毕赤酵母在改变果酒风味的过程中，不同的毕

赤酵母间同样存在差异（见表 4）。结果显示，发现

PK-1 组中挥发性风味物质为 32 种、PK-2 组中发现 31

种，PK-1 与 PK-2 组风味物质种类差异达 9 种。两毕

赤酵母发酵液共有物质中，PK-2 组的乙酸乙酯生成

量仅为 PK-1 组的 38.59%、2- 己醇生成量为 PK-1 组

的 73.76%，其余共有物质在不同毕赤酵母发酵组间亦

存在不同程度差异。而 9 种非共有物质中，PK-1 组

中发现非共有物质 2- 甲基丁酸 -2- 苯乙酯、γ- 十二内

酯、十一醇、2,4- 二叔丁基苯酚、2,4- 二叔戊基苯酚

共 5 种，特别是 2,4-  二叔丁基苯酚在 PK-1 组中达到

66.785 μg.mL-1，相对质量浓度较高；PK-2 组中发现非

共有物质乙酸橙花叔醇酯、2- 乙基己醇、4- 萜烯醇、

正己醇共 4 种。值得注意的是，PK（PK-1 和 PK-2）
菌株的乙酸苯乙酯产量较高，相对质量浓度分别达到    
402.96 μg.mL-1 和 421.51 μg.mL-1。与以往研究中克鲁

维毕赤酵母的主要增香物质不同 [28] ，乙酸苯乙酯的高

合成能力是 PK-1 和 PK-2 菌株发酵后具备“花、果”

特征香气的主要原因。

果酒中酯类物质普遍具有花、果香味 [29] ，醇类物

质则有助于平衡酒体的复杂香气结构 [30] 。三株菌株发

酵桑葚酒中酯类物质、醇类物质均在种类及产量方面

存在差异。检出醇类物质主要以花香特征为主体，这

可能使得醇类物质在构建香气层次的同时进一步突出

桑葚酒浓郁的花、果香型 [31] 。而 SC-1 组异戊醇相对质

量浓度达到 143.66 μg.mL-1，产量远高于同类生产用酵

母 [15] ，酒体呈现突出的苹果白兰地香气特征 [32] 。此外

检测出的醛类、酸类物质也表现出一定的差异性，这

续表4
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些挥发性风味物质的差异最终构建出不同的果酒风味

体系。

3  结论

研究从耐低温、适应桑葚果酒生产的角度出发，

在攀枝花地区的桑葚资源中筛选获得具备果酒生产潜

力的酿酒酵母（S. cerevisiae）1 株（SC-1）、产香能力好

的克鲁维毕赤酵母（P. kluyveri）2 株（PK-1，PK-2）。所

有酵母菌株耐低温性能较佳，在 16 ℃环境中生长良好；

菌株耐受性能符合果酒生产需求。其中，酿酒酵母 SC-1
菌株在 15%（V/V）的高乙醇及 400 g.L-1（m/V）的高糖

质量浓度环境中耐受性能优良；SC-1 菌株发酵酒精度

达到 13.26% vol，发酵后形成的苯乙醇及异戊醇相对

质量浓度分别达到 43.09 μg.mL-1 及 143.66 μg.mL-1，产

酒精性能较佳、“苹果白兰地”特征风味突出，适合

作为低温发酵桑葚果酒的主要发酵菌种。克鲁维毕赤

酵母 PK-1 及 PK-2 发酵后产酯种类丰富、花果香型酯

类物质产量较高，主体呈现浓郁花果香，特征风味物

质乙酸苯乙酯相对质量浓度分别达到 402.96 μg.mL-1

和 421.51 μg.mL-1，能够赋予果酒更为复杂的香气，适

于与酿酒酵母共发酵时作为增香菌剂使用。PK-1 与

PK-2 组风味物质种类差异达 9 种，酵母个体代谢差异

显著，产香菌株具备构建特异主体香型果酒的复配应

用潜力。
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