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玫瑰香干红葡萄酒自然发酵过程中优势酵母 
分离鉴定及其应用潜力分析

阎贺静1，时 月1，刘 畅1，赵琳琳2

（1.河北科技师范学院食品科技学院，河北 昌黎 066600；

2.国家粮食储备局武汉科学研究设计院，湖北 武汉 430079）

摘  要：为酿造特色玫瑰香干红葡萄酒，开发本土发酵剂是目前重要发展方向。从昌黎产区玫瑰香干红葡萄酒自然

发酵醪中共分离得到337 株酵母，通过WL（Wallerstein laboratory）鉴别培养基对其进行分类鉴定、计数，将其鉴

别为7 大类，根据计数结果选取优势酵母接种至BIGGY（bismuth sulphite glucose glycine yeast）固体培养基，从中

进一步筛选不产H2S酵母，进行分子鉴定，结果显示HBKS-Y1、HBKS-Y3为酿酒酵母，HBKS-Y2为葡萄汁有孢汉

逊酵母。考察3 株本土酵母酿造因子耐性，发现3 株酵母对乙醇、SO2、糖度均具有较高耐性，满足葡萄酒酿造要

求；以商用活性干酵母FX10葡萄汁发酵为对照，考察3 株酵母对玫瑰香葡萄汁单菌、混菌发酵理化指标和香气成分

的影响，3 株本土酵母单菌和混菌发酵各指标（例如：还原糖、酒精度、总酸、挥发酸、甘油和乙醛含量）均符合

干红葡萄酒酿造标准。同时发现，与HBKS-Y2单菌发酵相比，3 株酵母混菌发酵总酸和挥发酸含量降低，对葡萄酒

有益，且混菌发酵对葡萄酒其他理化指标没有不利影响。本土酵母发酵尤其是混菌发酵，表征玫瑰香品种香气的萜

烯醇类物质含量明显高于活性干酵母发酵。以上结果表明，3 株本土酵母可以应用于玫瑰香干红葡萄酒的酿造，且

3 株酵母混菌发酵对突出玫瑰香干红葡萄酒品种香气具有一定的应用潜力。
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Abstract: Developing indigenous yeast strains is currently one of the most important trends in the production of featured 

Muscat wine. In this work, 337 yeasts were isolated by using PDA medium from spontaneously fermented Muscat wine, 

and then they were identified, counted and classified into seven groups by using Wallerstein laboratory (WL) solid medium. 

According to the results of yeast counting, the dominant strains were determined and then they were inoculated to bismuth 

sulphite glucose glycine yeast (BIGGY) agar to select yeast strains without H2S production ability, and the selected strains 

were molecularly identified for further characterization of enological traits. The physicochemical indexes and volatile 

compounds of Muscat wine fermented with these yeasts in mono-cultures or co-cultures were studied. Based on our 

experimental results, the potential of using these autochthonous yeast strains in Muscat wine production were discussed. 

Out of 337 yeast strains, three were selected for less or no H2S production, which were cataloged as HBKS-Y1, HBKS-Y2 

and HBKS-Y3, and molecularly identified as Saccharomyces cerevisiae, Hanseniaspora uvarum and Saccharomyces 
cerevisiae, respectively. The alcohol, SO2 and sugar tolerance of the 3 yeast strains were high and met the requirements of 

wine vinification. When they were used to must fermentation either in mono- or co-culture, the physicochemical indexes 

including reducing sugar, alcohol, total acids, volatile acids, glycerol and acetaldehyde contents were within the range for 

dry red wine. In mono-culture fermentation, HBKS-Y2 was a strong producer of total and volatile acids. When HBKS-Y2 

was co-cultured with HBKS-Y1 and HBKS-Y3, a synergistic effect was observed, which resulted in a decrease in total 

acids content and a significant decrease in volatile acids content compared with single culture of HBKS-Y2 while having 
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no disadvantageous effects on the physicochemical indexes of wine. Furthermore, significantly higher contents of terpene 

alcohols, the characteristic aroma compounds of Muscat wine, were produced by fermentation with indigenous yeasts 

especially in co-cultures compared with dry active yeast. These results suggest that HBKS-Y1, HBKS-Y2, and HBKS-Y3 

can be used as a fermentation starter for Muscat wine, and their co-culture has potential use in improving the variety-specific 

aroma of Muscat wine. 
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目前，与法国、意大利等葡萄酒产业发展历史悠久

的国家相比，我国在葡萄酒酵母筛选鉴定及自主复合发

酵剂研制等应用基础方面的研究相对薄弱，这使得我国

目前生产葡萄酒所用的菌种主要依赖进口，导致葡萄酒

同质化问题严重，这一直成为制约我国特色葡萄酒产业

发展的关键问题。因此，大力发掘我国本土宝贵的酵母

资源，是解决这一瓶颈的关键所在。昌黎是我国历史悠

久的葡萄与葡萄酒产区，玫瑰香是昌黎产区重要的鲜食

和酿酒两用葡萄品种。由玫瑰香酿造的玫瑰型葡萄酒口

味清爽优雅，具有迷人的玫瑰香气，果味突出，具有明

显的品种特征，受到广大消费者的喜爱。但是，近些年

来由于缺乏产区酿酒酵母（Saccharomyces cerevisiae），

玫瑰香干红葡萄酒的酿造多采用进口活性干酵母进行，

导致玫瑰香干红葡萄酒风格单一，品种特色不突出。为

了开发地域特色明显、品种特色突出的玫瑰香干红葡萄

酒，筛选具有优良酿造特性的本土酵母是开发特色玫瑰

香干红葡萄酒的重要途径。

葡萄酒酿造是一个由多种微生物参与的复杂生物化

学过程，其中酵母菌的种类和含量对葡萄酒的风味特征

有重要影响。我国葡萄种植面积广，各葡萄产区生态条

件差异大，可生产不同种类和风味的酿酒葡萄。但我国

有关葡萄酒酵母的研究和利用相对滞后，葡萄酒的酿造

多依赖进口活性干酵母。活性干酵母虽发酵速率高、产

品质量稳定，但容易造成葡萄酒口味趋同，导致我国葡

萄酒同质化严重，地域和品种特色不突出[1]。传统的葡萄

和葡萄酒产区，经过长时间的优胜略汰，含有大量适合

本地气候、环境特点的本土酵母，结合葡萄品种特点，

很易酿造出具有地域和品种特色的葡萄酒 [2-3]。随着对

本土酵母研究的深入，越来越多的研究证明了本土酵母

在酿造地域和品种特色葡萄酒中的应用潜力[2,4]。因此，

近些年来采用本土酵母作为发酵剂成为特色葡萄酒酿造

新的发展方向和研究热点 [5-6]。人们过去认为非酿酒酵

母（non-Saccharomyces，NSC）会对葡萄酒的酿造带来

不利影响，随着对NSC研究的深入，发现这种认识并不

全面。近年来的许多研究发现，NSC对葡萄酒的风味和

感官具有积极作用[7-9]。同时，NSC与S. cerevisiae混菌发

酵还可以调节葡萄酒的风味[4-5,10]。例如：Metschnikowia 

pulcherrima和S. cerevisiae共同进行酒精发酵时具有明显

的协同作用，促进了脂肪酸、酯和萜烯等多种芳香物质

的形成[11]；将Torulaspora delbrueckii与S. cerevisiae同时或

依次接入葡萄醪中进行酒精发酵，提高了葡萄酒中酒精

和具果香的酯类物质的含量，降低了乙酸的含量[11]，这

充分显示了混菌进行酒精发酵的优势。因此，许多学者

建议在S. cerevisiae进行酒精发酵的同时，添加NSC进行

混菌发酵，这样既避免了葡萄酒酸败的风险，同时又保

留了自然发酵的优势[12]。因此，展开本土酵母资源的研

究，开发S. cerevisiae和NSC混菌发酵剂是酿造特色葡萄

酒的重要途径。目前，我国学者正开展大量研究挖掘本

土酵母资源，对我国葡萄酒酿造酵母资源的多样性有了

更深一步的了解[4,13-16]。但对这些酵母资源的开发与利用

的研究还处于起步阶段，有关本土酵母的酿造特性和应

用潜力的相关研究还较少。目前，国内已有研究者对昌

黎产区本土酵母资源的多样性开展了研究[17-19]，但对昌黎

本土酵母资源的研究深度、开发和应用还远远不够，更

鲜有从中分离适合玫瑰香干红葡萄酒酿造的本土酵母的

相关研究报道。

本实验从玫瑰香干红葡萄酒自然发酵醪中分离纯化

优势酵母，对玫瑰香葡萄汁进行单菌和混菌发酵，探讨

所选本土酵母在玫瑰香干红葡萄酒酿造中的应用潜力，

为特色玫瑰香干红葡萄酒酿造用优良酵母及混合发酵剂

的开发提供参考。
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1 材料与方法

1.1 材料与试剂

玫瑰香葡萄（Vitis vinifera L. cv. Muscat Hamburg），

2014年10月份购自河北省秦皇岛市昌黎县葡萄沟。 

商用活性干酵母FX10 法国Laffort公司；甘油和乙

醛含量测定试剂盒 爱尔兰Megazyme公司。

1.2 仪器与设备

7890B-5977气相色谱-质谱联用仪 美国Agilent公司。

1.3 方法

1.3.1 玫瑰香葡萄自然发酵醪中酵母菌的分离、筛选和

初步分类鉴定

玫瑰香葡萄除梗、破碎置于无菌容器，于室温进

行自然发酵。分别于发酵前、中、后期取样，样品梯度

稀释后涂布于酵母浸出物葡萄糖（yeast extract peptone 

dextrose，YPD）培养基，28 ℃培养2～3 d，从适宜稀

释度平皿中挑取全部酵母菌落并进行计数、保藏。将保

藏的酵母分别点种于WL（Wallerstein laboratory）鉴别

培养基，于28 ℃培养5～7 d，观察记录菌落特征，对不

同形态特征酵母进行分类、计数[20]。根据计数结果，选

取其中优势酵母点种于BIGGY（bismuth sulphite glucose 

glycine yeast）固体培养基，28 ℃培养4～7 d，每天观察

菌落颜色变化，根据颜色深浅判断菌株H2S产生能力，从

中分离不产H2S酵母并保藏。判断标准：认为颜色依次从

白色、奶油色、浅棕色、棕色、深棕色、黑色为由浅变

深，颜色越深表明H2S产生能力越强[21]。

1.3.2 玫瑰香葡萄自然发酵醪中优势酵母的分子鉴定

将保藏菌种接种于斜面PDA培养基，培养2～3 d后

挑取菌体至50 μL TaKara裂解缓冲液（Code No.9164），

80 ℃变性15 min，离心，取上清液为模板，选用TaKara

试剂盒（Code No.RR178）对酵母26S rDNA扩增并测

序。使用Takara试剂盒（Code No.9762）切胶回收目的

片段，以Seq Forward为引物进行DNA测序，测序结果在

NCBI数据库进行比对。

1.3.3 本土酵母生长曲线测定

将酵母菌接种于100  mL豆芽汁液体培养基，于

28 ℃、180 r/min摇床培养18 h，备用。将50 mL豆芽汁

培养基分装至100 mL三角瓶中高压灭菌，接入2 mL测试

菌液，28 ℃、180 r/min恒温培养。以未接种培养基为空

白，从0 h开始每4 h取样至稳定期，测样品600 nm波长处

吸光度并绘制生长曲线。所有实验均设置3 个平行。

1.3.4 本土酵母酿造因子耐性分析

分别将 1 0  μL测试菌接种至不同乙醇体积分数

（10%、12%、14%和16%），不同SO2质量浓度（200、

250 mg/L和300 mg/L），不同葡萄糖质量浓度（100、

200、300、400、500 g/L和600 g/L）的YPD培养基中，

28 ℃培养72 h，观察菌株生长情况，判断酵母对乙醇、

SO2和糖的耐受性。所有实验均设置3 个平行。

1.3.5 葡萄汁发酵实验及理化指标测定

调整玫瑰香葡萄汁糖度为21%（质量分数），将活

性干酵母FX10、本土酵母单菌或3 株菌共同接种至灭菌

葡萄汁，接种量为106 个/mL，20 ℃条件下进行发酵。每

隔24 h取样测理化指标，发酵液比重低于0.993时终止发

酵。依据GB/T 15038—2006《葡萄酒、果酒通用分析方

法》测定发酵液中还原糖、酒度、总酸、挥发酸含量，

发酵液中甘油和乙醛含量均采用试剂盒测定。所有实验

均设置3 个平行。

1.3.6 葡萄酒香气成分测定

葡萄汁发酵结束后取样，10 000 r/min离心15 min，

取上清液冷冻贮藏备用。取5 mL酒样加入顶空瓶，同时

加入1 g NaCl和10 μL 2-辛醇（内标），加盖密封，40 ℃

恒温搅拌30 min，将固相微萃取头插入顶空瓶静态吸附

30 min，将萃取头插入气相色谱进样口，250 ℃热解吸

5 min。气相色谱分离条件：HP-5ms石英弹性毛细管柱

（30 m×0.25 mm，0.25 μm）；载气He（99.99%），流

速1.0 mL/min，不分流；升温程序：起始温度为50 ℃，

保持1 min，以3 ℃/min升至230 ℃，保持10 min，再以

5 ℃/min升至250 ℃，保持3 min。质谱检测条件：电子电

离源温度230 ℃，电压70 eV，接口温度250 ℃，四极杆

温度150 ℃，质量扫描范围m/z 33～450。

1.4 数据处理

数据采用Excel 2007进行计算。本实验中检测结果用

SPSS 19软件进行统计分析。

2 结果与分析

2.1 玫瑰香干红葡萄酒自然发酵醪中酵母菌的分离鉴定

通过平板分离，从玫瑰香干红葡萄酒自然发醪中共

分离得到337 株本土酵母。根据菌落在WL培养基中的不

同形态和颜色特征，将其初步鉴定为7 大类：S. cerevisiae
（2  种）、葡萄汁有孢汉逊酵母（H a n s e n i a s p o r a 
uvarum）、膜毕赤氏酵母、假丝酵母和粟酒裂殖酵母，

其中一种酵母菌落形态特征文献中未提及，暂时未能鉴

定。过量的H2S会使葡萄酒呈现臭鸡蛋味，因此葡萄酒酿

造酵母的筛选应避免选用产H2S的酵母。根据WL培养基

计数结果，将其中3 种优势酵母分别点种于BIGGY固体

培养基，根据菌落颜色的深浅筛选出3 株不产H2S酵母菌

株，分别编号为HBKS-Y1、HBKS-Y2、HBKS-Y3。对

3 株酵母菌26S rDNA D1/D2区序列进行聚合酶链式反应

扩增测序，并在NCBI数据库中进行比对（基因库接受号

分别为LC002242.1、HM627056.2和KM055472.1），结果

HBKS-Y1和HBKS-Y3被鉴定为S. cerevisiae，HBKS-Y2被

鉴定为H. uvarum，此结果与WL培养基初步鉴定结果一致。
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2.2 本土酵母HBKS-Y1、HBKS-Y2和HBKS-Y3的酿造

特性

2.2.1 本土酵母HBKS-Y1、HBKS-Y2和HBKS-Y3的生

长曲线

生长曲线测定结果表明，3 株本土酵母菌生长趋势

基本一致，都具有显著的延滞期、对数生长期、稳定

期，没有衰亡期（图1），这与文献有关酵母生长曲线的

报道一致[10]。HBKS-Y1、HBKS-Y3和HBKS-Y2的对数生

长期分别出现在发酵的8～24 h和4～16 h。表明HBKS-Y2

进入对数生长期较早，但持续时间较H B K S - Y 1、

HBKS-Y3短，同时HBKS-Y2菌体数量较HBKS-Y1和

HBKS-Y3低，这一研究结果与Moreira等[11]关于H. uvarum
的研究结果一致。
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图 1 3 株本土酵母生长曲线

Fig. 1 Growth curve of the indigenous yeasts 

2.2.2 本土酵母HBKS-Y1、HBKS-Y2和HBKS-Y3的酿

造因子耐性分析

表 1 3 株本土酵母酿造因子耐受性

Table 1 Tolerance of the indigenous yeast strains

菌株
乙醇体积分数/% SO2质量浓度/（mg/L） 葡萄糖质量浓度/（g/L）

10 12 14 16 200 250 300 100 200 300 400 500 600

HBKS-Y1 ＋＋＋＋ ＋＋＋ ＋＋ ＋ ＋＋＋ ＋＋＋ ＋＋＋ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋ ＋＋＋ ＋＋ ＋ －

HBKS-Y2 ＋＋＋ ＋＋ ＋ － ＋＋＋ ＋＋＋ ＋＋＋ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋ ＋＋＋ ＋＋ ＋ －

HBKS-Y3 ＋＋＋＋＋ ＋＋＋＋ ＋＋＋ ＋＋ ＋＋＋ ＋＋＋ ＋＋＋ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋ ＋＋＋ ＋＋ ＋ －

注：－.不生长；＋.可生长，其个数表示生长旺盛程度。

表1数据表明，HBKS-Y1、HBKS-Y2和HBKS-Y3可

分别耐受16%、14%和16%的乙醇溶液，均对酒精具有一

定的耐受性，能满足葡萄酒正常发酵需求。在SO2质量浓

度为200～300 mg/L时3 株菌均能生长，说明3 株酵母对

SO2均具有一定的耐受性，能够在葡萄酒酿造SO2范围内

正常发酵。3 株本土酵母均能耐受500 g/L以下的葡萄糖

质量浓度，但不能耐受600 g/L的糖质量浓度。

2.2.3 本土酵母HBKS-Y1、HBKS-Y2和HBKS-Y3发酵

实验

HBKS-Y1、HBKS-Y2和HBKS-Y3单菌及3 株酵母混

菌发酵均能在11 d内完成（图2）。发酵结束后，活性干

酵母发酵残糖量最低，发酵最彻底（表2）。据报道，酒

精发酵结束时残糖量若大于4 g/L则表明发酵不彻底，有

酸败的危险[22]。HBKS-Y2单菌发酵速度相对较慢，残糖

量高于4 g/L，有酸败危险；但与HBKS-Y1、HBKS-Y3

混菌发酵后，发酵速度有所提升，残糖量降低（图2和 

表2），说明H B K S - Y 2不会延缓混菌发酵。发酵结

束后，活性干酵母发酵酒度（乙醇体积分数）最高

（12.869%），HBKS-Y2产乙醇能力介于HBKS-Y1和

HBKS-Y3之间，混菌发酵对3 株菌产乙醇能力稍有影响。
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图 2 本土酵母发酵过程中还原糖含量

Fig. 2 Change in reducing sugar content during wine fermentation

表 2 本土酵母葡萄汁发酵实验结果

Table 2 Physicochemical properties of wines fermented with the 

indigenous yeast strains

菌株
残糖量/
（g/L） 酒度/% 总酸质量

浓度/（g/L）
挥发酸质量
浓度/（g/L）

乙醛质量
浓度/（g/L）

甘油质量
浓度/（g/L）

HBKS-Y1 2.881±0.912ab 10.991±0.862b 4.123±0.098a 0.241±0.098a 1.215±0.021d 3.815±0.012d

HBKS-Y2 5.342±1.023c 9.673±0.617a 4.273±0.216a 0.271±0.051a 1.116±0.013c 2.921±0.031a

HBKS-Y3 3.627±1.091b 8.510±0.882a 4.160±0.332a 0.211±0.073a 0.926±0.016b 3.516±0.020c

混菌 3.647±0.841b 9.164±0.571a 4.160±0.515a 0.181±0.061a 0.671±0.011a 3.377±0.013b

活性干酵母FX10 1.387±0.431a 12.869±0.319c 4.003±0.251a 0.191±0.021a 0.926±0.016b 4.653±0.024e

注：同列肩标不同字母表示差异显著（P＜0.05）。

HBKS-Y2单菌发酵总酸质量浓度最高（4.273 g/L）， 

活性干酵母发酵最低（ 4 . 0 0 3  g / L），混菌发酵对

HBKS-Y2产酸有抑制作用，有利于总酸含量的降低。

GB 15037—2006《葡萄酒》中规定葡萄酒中总酸与总糖

含量的差值不大于2.000 g/L即可，本实验所有发酵结果

均符合此要求。各发酵形式挥发酸含量均保持在较低水

平（表2），符合葡萄酒酿造国标要求，HBKS-Y2单菌发

酵挥发酸质量浓度最高（0.271 g/L），混菌发酵可显著

降低葡萄酒中挥发酸含量。混菌发酵乙醛含量最低，甘

油含量仅次于活性干酵母发酵（表2），表明混菌发酵对

乙醛和甘油的影响有益于葡萄酒感官和风味。

2.3 本土酵母HBKS-Y1、HBKS-Y2和HBKS-Y3发酵酒

样香气成分

不同酵母对玫瑰香葡萄汁进行发酵，气相色谱-质谱

检测和分析酒样香气成分。HBKS-Y3单菌发酵香气成分

种类最多（49 种），活性干酵母发酵次之（42 种），

3 株本土酵母混菌发酵香气成分种类最少（28 种）。

酯类物质是葡萄酒最重要的香气成分，表3分别列

出了不同发酵主要酯类物质及其含量。其中活性干酵母

发酵酯类物质总量最高（168.500 mg/L），混菌发酵最

低（43.641 mg/L），远低于各酵母单菌发酵，表明混
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菌发酵抑制了各酵母的产酯能力，这一点与文献报道 

H. uvarum可以增加葡萄酒中酯类物质含量的报道并不一

致[5]。乙酸乙酯是葡萄酒中最重要和最常见的酯类物质，

乙酸乙酯含量过高会使葡萄酒带有强烈的醋酸味，对葡

萄酒风味不利。HBKS-Y2发酵乙酸乙酯质量浓度最高

（111.028 mg/L），远高于其他发酵形式，混菌发酵含量

仅为HBKS-Y2单菌发酵时的9.46%。表明混菌发酵抑制

乙酸乙酯的形成，对葡萄酒的风味产生有益影响。

高级醇为葡萄酒重要香气成分，含量适当时赋予葡

萄酒复杂感。表3列出了不同发酵产生的主要高级醇及其

含量。HBKS-Y3发酵高级醇总量最高（379.12 mg/L），

活性干酵母发酵次之（378.792 mg/L），HBKS-Y2发酵最

低（248.33 mg/L）。混菌发酵高级醇总量为276.74 mg/L， 

远低于 S .   c e r e v i s i a e发酵，表明混菌发酵抑制了

S. cerevisiae（HBKS-Y1和HBKS-Y3）高级醇的产生。

表 3 不同本土酵母发酵葡萄酒样中主要香气成分含量

Table 3 Aroma compounds identified in Muscat wines from different 

yeast fermentations

主要香气成分
质量浓度/（mg/L）

HBKS-Y1 HBKS-Y2 HBKS-Y3 混菌 活性干酵母FX10

酯类

乙酸乙酯 ethyl acetate 9.654±2.157a 111.028±11.432b 16.938±3.206a 10.508±2.126a 16.938±2.272a

乙酸异戊酯 isoamyl acetate 21.838±2.226c 18.369±3.473bc 25.187±2.258b 18.460±2.883a —

己酸乙酯 ethyl hexanoate 16.666±2.257 — 24.857±2.738 — —

辛酸甲酯 methyl caprylate 13.217±2.547a 13.951±2.915a 11.989±1.438 7a 12.496±2.171a 11.988±1.970a

丁酸乙酯 butyric acid ethyl ester 1.609±0.205a 1.628±0.317a — — 66.102±4.181b

乳酸乙酯 ethyl lactate — — 13.858±1.788 — —

己酸烯丙酯 allyl hexanoate 16.668±2.236 — — — 24.857±3.426

2-氧环戊乙酸乙酯 
2-oxocyclopentylaacetate — 0.930±0.071 — — 13.858±3.702

2-丙烯酸十六酯 2-propenoic acid, 
hexadecyl ester 1.379±0.04a 0.814±0.026a 1.395±0.210a — 0.556±0.058a

丁二酸二乙酯 diethyl succinate — — 66.101±4.625 — 5.187±1.727

1,4-丁内酯 1,4-butyrolactone — — — — 1.320±0.298

乙酸香叶酯 geranyl acetate 3.334±0.276c 0.232±0.081a 2.860±0.191b 0.284±0.021a 2.970±0.150b

总量 74.719±11.944b 151.485±18.317c 65.881±16.455c 43.641±7.201a 168.500±17.786c

高级醇

3-甲基-丁醇 3-methyl butanol 23.562±2.985 — 18.808±2.476 — —

2-甲基-丁醇 2-methyl butanol — — 22.547±2.428b 10.602±1.472a 22.547±2.806b

异丁醇  isobutanol 13.562±2.655a 34.645±5.877c 20.567±2.360b 17.608±1.730ab -

异戊醇 isoamylol 172.861±13.329b 126.374±10.071a 244.938±13.990c 173.426±13.543b 244.939±20.261c

2,3-丁二醇 2,3-butanediol 7.045±1.093b 7.452±0.858b 4.894±0.993a 3.739±0.324a 8.501±1.597b

苯乙醇 phenethyl alcohol 72.063±4.932c 53.479±3.887b 30.026±3.000a 73.081±6.067c 30.026±1.927a

正丙醇 n-propyl alcohol 19.280±1.07b 24.171±3.558b 23.915±2.443b 18.838±2.561b 10.308±1.110a

十二醇 dodecanol — — 24.967±2.247 — 35.086±4.106

总量 315.84±26.065b 248.333±24.251a 379.12±29.936c 276.74±25.698b 378.792±31.807c

其他

4-羟基-2-丁酮 4-hydroxy-2-butanone 10.576±1.224b — 9.679±0.808b 10.602±1.691b 4.289±0.239a

2,3-辛二酮 2,3-octanedione 6.322±1.322b — 1.430±0.248a — 1.760±0.113a

环十二碳三烯 cyclododecatriene 1.724±0.083b — 0.990±0.159a — 0.880±0.076a

二聚环戊二烯 dicyclopentadiene 0.575±0.086b — 0.330±0.024a 1.136±0.143c 1.210±0.171c

对异丙基甲苯 p-cymene 3.219±0.309c 2.210±0.236b 1.430±0.118a 1.420±0.187a -

月桂酸 lauric acid 12.183±1.186a 12.672±2.339a 13.198±1.897a 10.697±1.639a 13.198±1.230a

总量 35.630±5.210e 15.811±2.576a 28.156±3.253c 23.856±3.661bc 30.466±1.812b

注：—.未检测到。同行肩标不同字母表示差异显著（P＜0.05）。下同。

萜烯醇类物质是玫瑰香葡萄重要的品种香气。由表

4可见，虽然活性干酵母发酵检测出的萜烯醇种类最多 

（6 种），HBKS-Y1单菌发酵检测出的种类最少（4 种），

但混菌发酵萜烯醇类物质总量最高（416.525 μg/L）， 

活性干酵母发酵总量最低（293.686 μg/L）。由此可见，

本土酵母发酵尤其是混菌发酵最有利于提高葡萄酒中萜

烯醇类物质的含量。

表 4 不同本土酵母发酵葡萄酒样中萜类物质含量

Table 4 Terpene concentrations in Muscat wines from different 

indigenous yeasts fermentation

萜醇类
质量浓度/（μg/L）

HBKS-Y1 HBKS-Y2 HBKS-Y3 混菌 活性干酵母FX10

橙花醇 nerol — 12.789±2.397c 2.200±0.227a 4.733±0.129b 2.220±0.083a

里哪醇 linalool 202.285±18.332c 180.202±12.624bc 164.978±15.594b 159.983±11.219b 174.878±11.860a

松油醇 terpineol 105.739±5.847b 119.747±8.632c 86.889±3.179a 207.316±16.604d 73.691±2.563a

马鞭烯醇 verbenol 26.435±1.632a 2.325±0.284a 21.997±3.496b 21.773±2.193b 18.700±2.263b

香芹醇 carveol 13.794±2.296b 8.138±1.496a 25.297±3.650c 22.720±3.575c 16.498±2.219b

异薄荷醇 isomenthol — — — — 7.699±1.103

总量 348.253±28.107b 323.201±25.434ab 301.361±25.240a 416.525±33.721c 293.686±20.092a

3 讨 论

3.1 NSC对葡萄酒酿造的影响

本实验从玫瑰香干红葡萄酒自然发酵醪中分离出2 株 

S. cerevisiae和1 株H. uvarum，为玫瑰香干红葡萄酒自

然发酵过程中的优势酵母。参与葡萄酒酿造的酵母主要

有两大类：S. cerevisiae和NSC。在葡萄酒酿造过程中， 

S. cerevisiae将糖转化为乙醇和CO2，是葡萄酒酿造的主要

完成者。通常认为，发酵初期NSC占主导地位，随着发

酵的进行S. cerevisiae迅速替代NSC直至酒精发酵结束[12]。 

过去认为，NSC通常会产生较高含量的挥发酸、乙醛等

不良风味物质，同时还会引起葡萄酒的酸败，对葡萄酒

酿造不利[23-24]。所以，现代化的葡萄酒酿造只使用单一活

性干酵母作为葡萄酒发酵剂。随着对NSC研究的深入，

发现许多NSC对葡萄酒的风味和感官具有积极作用[25-27]。

因此，越来越多的研究关注NSC在葡萄酒酿造过程中的

作用。

H. uvarum是葡萄酒自然发酵醪中最常见的NSC，同时

也是各葡萄酒产区含量较高的NSC之一[4,16]。传统观点认

为H. uvarum发酵效率低、发酵不彻底、不耐酒精，且生

成较多的醋酸，是对葡萄酒质量不利的菌种[23]。有研究报

道，尖端酵母（H. uvarum属于尖端酵母）与S. cerevisiae
混菌发酵，会对S. cerevisiae生长繁殖不利，从而导致

发酵延滞甚至酸败[23,28]。但有研究发现，H. uvarum与 

S. cerevisiae混菌发酵可以增加葡萄酒的香气复杂性，有

利于葡萄酒的质量提高[5]。近些年来，由于较高的产酯能

力及其对葡萄酒风味和质量的有利作用，H. uvarum越来

越受研究者的关注[5,23]。
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为筛选适合玫瑰香干红葡萄酒酿造发酵剂，本研究

重点考察3 株酵母的葡萄酒酿造特性，并以商用活性干酵

母FX10发酵为对照，初步探讨3 株本土酵母混菌发酵应

用于玫瑰香干红葡萄酒酿造的可能性，及其对于突出玫

瑰香干红葡萄酒品种香气的应用潜力。

3.2 本土酵母对葡萄酒酿造因子耐受性分析

在葡萄酒的酿造中，酵母酒精耐受性低可能会导致

发酵缓慢甚至中止，因此具有较高酒精耐性是保证发酵

顺利进行的前提条件。本研究考察的3 株酵母均对酒精

具有一定的耐受性，可以满足葡萄酒的正常发酵需求。

但S. cerevisiae HBKS-Y1和HBKS-Y3对乙醇耐受性高于

HBKS-Y2，这一结果与一些文献中关于H. uvarum酒精耐

受性低的报道一致[11,23]。在葡萄酒生产过程中，加入适

量的SO2可以抑制有害微生物，同时可达到抗氧化、护色

等作用。优良葡萄酒酵母需对SO2具有一定的耐受性。本

实验获得的3 株菌对SO2具有一定的耐受性，能够在葡萄

酒酿造SO2范围内正常发酵。葡萄自然发酵过程中存在的

一些NSC，本身发酵能力差、不能单独完成酒精发酵，

同时对乙醇、SO2的耐性低，这是导致NSC在酒精发酵

过程中数量降低甚至消失的原因之一。但也有些研究提

出酒精发酵时NSC的衰亡是S. cerevisiae本身引起的，而

不是乙醇的作用[29-30]；尤其是现在还分离到一些NSC，

它们对酒精耐性远大于曾经报道的数据，更说明酒精

并不是引起NSC衰亡的关键因素[31]。本实验所筛选到的

HBKS-Y2，是玫瑰香干红葡萄酒自然发酵过程中的优势

酵母，WL培养基计数结果表明，该菌存在于自然界过程

中的各个时期，说明HBKS-Y2对葡萄酒酿造因子具有一

定的耐性，具有一定的应用潜力。

3.3 本土酵母混菌发酵对葡萄酒理化指标的影响

目前的一些研究发现，混菌发酵过程中酵母间会

产生不利影响，例如：某些NSC分泌的中长链脂肪酸对 

S .  c e r e v i s i a e有抑制作用 [ 2 4 ]。同时，有研究表明 

S. cerevisiae代谢产物中某些蛋白或抗菌肽AMP可能是

混菌发酵过程中导致NSC提前衰亡的主要原因[31-34]。以

上研究说明，顺利完成混菌发酵并非易事，需对酵母间

的交互作用进行有效控制。但需要确定混菌发酵过程中 

S. cerevisiae和NSC的交互作用机理，但目前尚无明确的

研究结果。

本实验中3 株优势酵母单菌和混菌发酵结果发现，

HBKS-Y2与HBKS-Y1、HBKS-Y3混菌发酵相互之间没

有不利影响，发酵液中酒精度、残糖量、总酸和挥发酸

含量均在干红葡萄酒正常发酵范围之内（表2），表明

3 株本土酵母单菌或混菌均能顺利完成酒精发酵。虽然

HBKS-Y2单菌发酵挥发酸含量较高，但与HBKS-Y1、

HBKS-Y3混菌发酵后挥发酸总量降低显著，低于各单

菌发酵。可见3 株本土酵母混菌发酵抑制了HBKS-Y2挥

发酸物质的合成，对葡萄酒的风味起积极作用，这一结

果与文献报道的混菌发酵过程中，H. uvarum不会引起

挥发酸含量增高的结果一致[5,27]。作者分析认为，3 株菌

来自于昌黎玫瑰香干红葡萄酒自然发酵醪，是经过长期

优胜劣汰存活、适应相应环境的优势酵母，相互之间具

有一定的适应性，这对酿造地域特色葡萄酒是非常有利

的，是开发特色葡萄酒酿造发酵剂的优良资源。以上分

析表明，从昌黎产区玫瑰香干红葡萄酒自然发酵醪中分

离获得的葡H. uvarum具有优良的酿造特性，可与本土 

S. cerevisiae进行混菌发酵。

3.4 本土酵母混菌发酵对葡萄酒香气的影响  

香气是葡萄酒产品风格和特征差异的重要方面。参

与酒精发酵的酵母菌种类和数量对葡萄酒的香气最为重

要。不同酵母的生理活性及代谢过程不同，对风味物质

的影响不同。HBKS-Y1和HBKS-Y3单菌发酵酒样香气成

分种类远多于HBKS-Y2单菌和混菌发酵，说明混菌发酵

中3 株酵母间产生了交互作用，影响了某些香气成分的合

成，这一研究结果与文献报道混菌发酵可增加葡萄酒风

味的复杂性并不太一致[27,32]，具体原因需进一步研究。

乙酸乙酯是葡萄酒中主要酯类物质，质量浓度为

150～200 mg/L时会给葡萄酒带来强烈的醋酸味[30]。尖

端酵母，尤其是K. apiculata发酵会产生较高含量的乙酸

和乙酸乙酯已被广泛报道[5,35-37]。这是之所以一些研究者

尽量避免使用尖端酵母作为葡萄酒发酵剂的主要原因之

一。表3的数据表明，与HBKS-YI、HBKS-Y3单菌发酵

相比，HBKS-Y2单菌发酵确实产生了大量的乙酸乙酯，

但与HBKS-Y1和HBKS-Y3混菌发酵后，乙酸乙酯含量显

著降低，说明3 株本土酵母混菌发酵抑制了HBKS-Y2乙

酸乙酯的生成，对葡萄酒香气产生有益作用。

文献报道，葡萄酒中高级醇总量低于300  mg/L

时赋予葡萄酒愉悦的香气，当其总量高于400 mg/L时

对葡萄酒香气产生不利影响 [ 38 ]。经检测，活性干酵

母、HBKS-Y1、HBKS-Y3单菌发酵高级醇总量远高于

HBKS-Y2单菌发酵，3 株酵母混菌发酵后高级醇含量

虽高于HBKS-Y2单菌发酵，但是却远低于HBKS-Y1、

HBKS-Y3和活性干酵母发酵，表明混菌发酵过程中，

HBKS-Y2的存在与S. cerevisiae产生了交互作用，抑

制了高级醇生产，对于控制酒样中高级醇的含量产生

了积极作用。此结果与Moreira等 [11]报道的尖端酵母 

（H. guilliermondii和H. uvarum）与S. cerevisiae混菌发酵

可以降低葡萄酒中高级醇含量的研究结果一致。

葡萄酒香气成分中，萜烯类物质含量虽低，但其嗅

觉阈值低，气味活性很高，且呈香具叠加效应，因此萜

烯类物质是葡萄酒中重要的呈香成分[39]。玫瑰香葡萄是

玫瑰香型葡萄的代表品种，萜烯类物质是玫瑰香葡萄的

主要品种香气物质，其中橙花醇、香叶醇、里哪醇、香
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茅醇、松油醇等萜烯醇是最主要的萜烯物质，该类物质

含量越高葡萄酒的品种香气越突出。表4的数据表明，活

性干酵母发酵萜烯醇类物质种类最多，但本土酵母混菌

发酵酒样中萜烯醇总量却最高，HBKS-Y1和HBKS-Y2单

菌发酵酒样中萜烯醇物质总量次之，而商用活性干酵母

发酵萜烯醇含量最低。由此可见，酒精发酵选用菌种对

葡萄品种香气的含量具有重要影响。以上分析表明，本

土酵母尤其是混菌发酵有利于增加葡萄酒中萜烯醇类物

质的含量，从而更有利于突出玫瑰香干红葡萄酒的品种

香气。传统的葡萄和葡萄酒产区的本土酵母，经过长时

间的优胜劣汰，适应了本土气候和环境，许多研究证明

本土酵母更加有益于酿造品种特色突出的葡萄酒[2-3]。本

研究结果也进一步验证了这一点。

此外，葡萄中的萜类物质以糖苷结合态形式存在，不

具挥发性，不能呈现香气。酿酒过程中，S. cerevisiae和葡

萄浆果内源糖苷酶可以催化部分结合态萜类物质，但葡萄

酒高糖量、高酒精、低pH值等酿造条件，限制了内源糖苷

酶的活性[40]，葡萄酒酿造过程中结合态萜类物质的水解并

不充分。新发酵生成的葡萄新酒中还存在大量的结合态香

气糖苷。因此，在酿造过程中提高糖苷水解酶的活性，是

突出葡萄酒品种香气的有效途径，尤其适用于萜烯类物质

含量较高的麝香类葡萄品种的葡萄酒。近些年来，随着

对NSC研究的深入，发现NSC较S. cerevisiae含有更多的

糖苷水解酶，将其应用于葡萄酒的酿造，对于促进葡萄

酒中结合态糖苷香气物质的水解，增加游离香气成分含

量和种类起到积极促进作用[41-42]。表4数据表明，混菌发

酵后萜烯醇类物质总量显著升高，很可能与HBKS-Y2具

有一定的糖苷水解酶活性有关。本课题组会进一步考察

HBKS-Y2的水解酶系、糖苷酶活性及其酿造因子耐性，

以揭示该NSC对玫瑰香干红葡萄酒香气的影响机制，为

葡萄酒香气的调控等相关研究提供参考数据。

4 结 论

本实验从昌黎玫瑰香干红葡萄酒自然发酵醪中分离

获得3 株优势酵母，对其酿造特性及单菌、混菌发酵进行

分析。发现，3 株本土酵母单菌和混菌发酵均符合干红葡

萄酒酿造的标准；同时，与H. uvarum HBKS-Y2单菌发酵

相比，混菌发酵降低总酸、挥发酸及乙酸乙酯含量；与 

S. cerevisiae HBKS-Y1和HBKS-Y3单菌发酵相比，混菌发

酵酒样高级醇含量显著降低；虽然混菌发酵香气种类比

活性干酵母发酵较少，但本土酵母发酵，无论单菌还是

混菌发酵，表征玫瑰香葡萄品种香气的萜烯醇类物质总

量均高于活性干酵母发酵。以上结果表明，3 株本土酵母

混菌发酵，在玫瑰香干红葡萄酒酿造中具有一定的应用

潜力，有助于突出玫瑰香干红葡萄酒的品种香气。
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