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水蜜桃酒速酿酵母菌的筛选、鉴定及发酵条件优化

刘沁源　 吴祖芳∗　 翁佩芳
(宁波大学食品与药学学院ꎬ浙江 宁波　 ３１５８００)

摘　 要:为获得快速酿造水蜜桃酒的专用酵母菌株ꎬ生产优质水蜜桃酒ꎬ以水蜜桃自然发酵醪为筛菌原

料ꎬ通过 ＴＴＣ 显色法与杜氏小管法初筛ꎻ再经耐酒精能力、发酵速度与产酒能力以及发酵液风味分析与

感官评定三级复筛ꎬ获得了优质高效的酿酒酵母菌 ＰＹ０１(Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ ＰＹ０１)ꎻ并以初始 ｐＨ
值、主发酵温度、酵母接种量为自变量ꎬ以酒精度为响应值作酿酒工艺的响应面优化ꎮ 结果表明ꎬＰＹ０１
菌株发酵水蜜桃酒最适发酵参数为初始 ｐＨ 值 ３􀆰 ９ꎬ发酵温度 ２６℃ꎬ酵母接种量 ６􀆰 ２％ꎮ 在此条件下发

酵可得到酒精度为 １２􀆰 ７８％ ｖｏｌꎬ总糖含量为 ６􀆰 ７１ ｇ􀅰Ｌ－１ꎬ风味纯正ꎬ口感醇厚ꎬ典型性的半干型水蜜桃发

酵酒ꎮ 本研究结果为水蜜桃发酵酿酒产业菌种的选择与工艺优化提供了基础ꎮ
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　 　 水蜜桃(Ｐｒｕｎｕｓ ｐｅｒｓｉｃａ)肉质细软、汁多味甜、营养

丰富ꎬ其中奉化水蜜桃品质最为优异ꎬ被誉为“琼浆玉

露”、“瑶池珍品” [１－２]ꎮ 水蜜桃是呼吸跃变型水果ꎬ耐
储性差ꎬ易腐烂ꎬ一般以鲜食为主ꎬ上市时间集中于 ５－
９ 月ꎬ往往因不能及时销售和加工造成大量浪费ꎬ严重

影响我国水蜜桃果业的发展[３－４]ꎮ 要解决这个问题ꎬ
必须改变传统水果的消费观念ꎬ改变水蜜桃食用途径

与模式[５－６]ꎮ 水蜜桃酒正是一种理想的消费转换方

式[７－８]ꎮ
果酒生产过程中酵母菌起关键性作用ꎬ其发酵力

的好坏ꎬ影响酒的产量、副产物的量、发酵周期及产品

风味ꎬ具有重要的研究应用价值[９－１１]ꎮ 目前果酒生产

中所用酵母菌大多为葡萄酒用酵母ꎬ这种酵母菌是针

对葡萄酒生产工艺特点而开发的ꎬ应用于其他果酒的

酿造难以形成良好风味ꎬ不能满足消费者需求[１２]ꎮ 少

数针对桃子酒酿造酵母的研究尚处初步阶段ꎬ李泽霞

等[９]从感官质量、发酵特性、产酒能力 ３ 个方面进行综

合评价ꎬ选育了 １ 株优良的蜜桃酒酿造菌种 ＨＪ２－１ꎻ蒋
锡龙等[１３]通过杜氏管发酵法、耐受性试验、发酵性能

测定驯化选育了 １ 株产酒能力达到酿酒要求的酵母

Ｊ１１ꎬ但上述研究均缺少发酵风味方面的桃酒酵母菌筛

选工作ꎬ若将风味分析应用于菌种筛选ꎬ可为提高发酵

液口感与品质提供一定的指导ꎮ 同时ꎬ在果酒产业化

酿造中ꎬ发酵性能好的菌种能缩短主发酵周期ꎬ节约能

耗ꎬ提高设备利用率[１３]ꎮ 因此ꎬ针对水蜜桃发酵酒的

生产特点ꎬ 开发出优质高效的发酵菌种非常必

要[１４－１６]ꎮ
本研究将基础菌种的筛选步骤与顶空固相微萃取

－气相色谱－质谱(ｈｅａｄｓｐａｃｅ ｓｏｉｄ￣ｐｈａｓｅ ｍｉｃｒｏｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ￣
ｇａｓ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ￣ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙꎬ ＨＳ￣ＳＰＭＥ￣ＧＣ￣
ＭＳ)分析技术相结合ꎬ从水蜜桃自然发酵醪中分离筛

选能快速酿造水蜜桃酒的专用酵母菌ꎬ并对其发酵工

艺进行响应面优化ꎬ使发酵菌种在最适发酵条件下酿

造得到优质水蜜桃酒ꎬ旨在为水蜜桃酒的研究与开发

提供参考ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料与试剂

原材料:玉露水蜜桃ꎬ采摘于浙江省宁波市奉化区

种植基地ꎮ
商业化酿酒酵母:安琪牌葡萄酒活性干酵母
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(ａｎｇｅｌ ｂｒａｎｄ ｇｒａｐｅ ｗｉｎｅ ａｃｔｉｖｅ ｄｒｙ ｙｅａｓｔꎬＮＱꎬ经鉴定为

酵母属酿酒酵母菌)ꎬ安琪酵母股份有限公司提供ꎮ
试剂:酵母浸出粉胨葡萄糖( ｙｅａｓｔ ｅｘｔｒａｃｔ ｐｅｐｔｏｎｅ

ｄｅｘｔｒｏｓｅꎬＹＰＤ)培养基、煌绿乳糖胆盐肉汤、平板计数

琼脂ꎬ 杭 州 微 生 物 试 剂 有 限 公 司ꎻ 果 胶 酶 ( ５００
Ｕ􀅰ｍｇ－１)ꎬ源叶生物科技有限公司ꎻ２ꎬ３ꎬ５－氯化三苯基

四氮唑(２ꎬ３ꎬ ５￣ｔｒｉｐｈｅｎｙｌｔｅｔｒａｚｏｌｉｕｍ ｃｈｌｏｒｉｄｅꎬ ＴＴＣ)显色

剂ꎬ北京索莱宝科技有限公司ꎻＭｅｇａｚｙｍｅ 乙醇检测试

剂盒ꎬ上海仁捷生物科技有限公司ꎻ３ꎬ５－二硝基水杨

酸、酒石酸钾钠、苯酚、无水亚硫酸钠、葡萄糖、氢氧化

钠、偏亚硫酸钾、氯化钠均为分析纯ꎬ国药集团化学试

剂有限公司ꎻ无水柠檬酸(食品级)ꎬ江苏科伦多食品

配料有限公司ꎻ白砂糖ꎬ购于当地市场ꎮ
１􀆰 ２　 主要仪器与设备

７８９０Ｂ－７０００Ｃ ＧＣ－ＭＳ 联用仪ꎬ美国 Ａｇｉｌｅｎｔ 公司ꎻ
ＳｐｅｃｔｒａＭａｘ１９０ 酶标仪ꎬ美谷分子仪器(上海)有限公

司ꎻＳＷ￣ＣＪ－２Ｄ 型双人单面净化工作台ꎬ苏州净化设备

有限公司ꎻＵＶ－３３００ 紫外分光光度计ꎬ上海美谱达仪

器有限公司ꎻＷＹＴ－ＩＶ 手持式折光仪ꎬ广州沪瑞明仪器

有限公司ꎮ
１􀆰 ３　 试验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 菌种分离 　 将新鲜水蜜桃打浆ꎬ置于 ２５０ ｍＬ
三角瓶中ꎬ覆上三层纱布ꎬ于 ２８℃自然发酵 ３ ~ ７ ｄꎬ当
有大量气泡产生时ꎬ取适量发酵醪稀释涂布于 ＹＰＤ 固

体培养基ꎬ２８℃ 放置 ２ ~ ３ ｄꎬ从中分离不同形态的菌

株ꎮ 典型的酵母菌菌落表面光滑、湿润、黏稠ꎬ易挑起ꎬ
多为乳白或奶油色ꎬ有酒香味ꎮ 将分离所得具有初步

酵母形态的菌株划线分离纯化[１６－１８]ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ２　 菌种初筛　 ＴＴＣ 显色法参照王梅等[１９]的方法ꎬ
产酒精度越高的菌株ꎬ与 ＴＴＣ 反应显色越深ꎬ由菌落呈

色深浅来判定菌株产酒精能力ꎬ挑选菌落呈红色的菌株

作为优选菌株ꎮ
杜氏小管法:在同等条件下ꎬ将 ＴＴＣ 显色法优选的

菌株分别接入水蜜桃果汁ꎬ２８℃培养 ４８ ｈꎬ每隔一段时

间观察杜氏小管中产气情况ꎮ 初步判断酿酒酵母的发

酵能力和絮凝能力ꎬ进一步筛出性状良好的酵母菌

株[２０]ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ３　 菌种一级复筛(不同菌株耐酒精能力) 　 将活

化后的初筛优选菌株接入酒精度分别为 ６、８、１０、１２、
１４ 和 １６％ ｖｏｌ 的 ＹＰＤ 液体培养基中ꎬ２８℃条件下摇床

培养 ２４ ｈꎬ在 ６００ ｎｍ 波长处测定吸光度值ꎬ通过比较

各菌悬液的吸光度值筛选出耐酒精性能较强的菌

株[２１－２２]ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ４　 菌种二级复筛(不同菌株发酵速度与产酒能

力) 　 水蜜桃酒酿造工艺流程[２３－２４]:桃子清洗→去核

打浆→ ８０ ｍｇ􀅰Ｌ－１偏亚硫酸钾抑菌护色→果胶酶酶解

→过滤→成分调整→巴氏灭菌→接种酵母菌→主发酵

→后发酵→下胶处理→灭菌→陈酿→灌装→成品ꎮ
将上述一级复筛的优选菌株与 ＮＱ(用无菌温水

浸泡后接于 ＹＰＤ 培养基中活化ꎬ并于试管斜面保存)
均按 ５％(种子液菌体浓度约为 ５􀆰 ０×１０６ＣＦＵ􀅰ｍＬ－１)的
接种量分别接入桃汁ꎬ２８℃发酵 ７ ｄꎬ测定发酵液各理

化指标ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ５　 菌种三级复筛(ＧＣ￣ＭＳ 分析发酵液挥发性风

味与感官评定) 　 取主发酵结束后的水蜜桃酒 ５ ｍＬ
于顶空瓶中ꎬ加 １􀆰 ４ ｇ 氯化钠ꎬ将酒样置于 ６０℃条件下

平衡 １５ ｍｉｎꎮ 将老化后的固相微萃取头插入顶空瓶

中ꎬ６０℃萃取 ３０ ｍｉｎꎬ插入 ＧＣ￣ＭＳ 进样器ꎬ２１０℃解吸 ７
ｍｉｎꎮ

色谱条件:毛细管柱为 Ｖｏｃａｌ(６０ ｍ×０􀆰 ３２ ｍｍ×１􀆰 ８
μｍ)ꎮ 程序升温条件:初始温度 ３５℃ꎬ保持 ３ ｍｉｎꎬ以
３℃􀅰ｍｉｎ－１升至 ４０℃ꎬ保持 １ ｍｉｎꎬ再以 ５℃􀅰ｍｉｎ－１升至

２００℃ꎬ保持 ２０ ｍｉｎꎮ
质谱条件:采用全扫描模式采集信号ꎬ扫描质量范

围 ｍ / ｚ ４０~６００ꎬ扫描频率 ３􀆰 ６ ｓｃａｎｓ􀅰ｓ－１ꎻ离子源 ＥＩꎬ７０
ｅＶꎬ２３０℃ꎻ四级杆温度 １５０℃ꎻ接口温度 ２２０℃ꎮ

定性分析:将质谱图经 ＮＩＳＴ １４ Ｌｉｂｒａｒｙ 谱库检索ꎮ
选择较高匹配度的检索结果ꎬ按面积归一化法进行定

量分析ꎬ求得不同酵母菌发酵果酒中挥发性风味成分

相对百分含量ꎮ
感官评定:参考 ＮＹ / Ｔ １５０８－２０１７[２５]ꎬ由 ８ 位经验

丰富的感官品评员(男女各 ４ 名)对水蜜桃酒进行评

价ꎬ品评员根据水蜜桃酒外观、香气、滋味、典型性进行

打分ꎬ具体证分标准见表 １ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ６　 菌种分子生物学鉴定 　 利用通用引物 ＮＬ１
(５′￣ＧＣＡＴＡＴＣＡＡＴＡＡＧＣＧＧＡＧＧＡＡＡＡＧ￣３′)与 ＮＬ４(５′￣
ＧＧＴＣＣＧＴＧＴＴＴＣＡＡＧＡＣＧＧ￣３′)ꎬ以酵母菌基因组为模

板ꎬ扩增 ２６Ｓ ｒＤＮＡ Ｄ１ / Ｄ２ 区序列ꎬ将其克隆到载体中

再转化到大肠杆菌感受态细胞ꎬ筛选阳性克隆提交至

生工生物工程(上海)股份有限公司测序[８]ꎮ 将测定

的序列提交至 ＧｅｎＢａｎｋ 数据库ꎬ使用 ＢＬＡＳＴ 程序与已

有菌株的 ２６Ｓ ｒＤＮＡ Ｄ１ / Ｄ２ 区序列进行相似性比较ꎬ
确定该菌株的分类地位ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ７　 单因素工艺优化　 调节水蜜桃果汁初始糖度

为 ２２°Ｂｒｉｘꎬ用食品级无水柠檬酸调节水蜜桃汁初始

ｐＨ 值分别为 ３􀆰 ０、３􀆰 ５、４􀆰 ０、４􀆰 ５ 和 ５􀆰 ０(自然状态下完

全成熟的水蜜桃 ｐＨ 值约为 ５􀆰 ０ꎬ该 ｐＨ 下所酿水蜜桃

酒口味平淡)ꎬ添加酵母量为 ５％ꎬ置于 ２８℃条件下发
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　 　 　 　 　 表 １　 水蜜桃酒感官评定标准

Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｅｎｓｏｒｙ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｃｒｉｔｅｒｉｏｎ ｏｆ ｐｅａｃｈ ｗｉｎｅ
项目 Ｉｔｅｍ 标准 Ｃｒｉｔｅｒｉｏｎ 评分 Ｓｃｏｒｅ

外观 Ａｐｐｅａｒａｎｃｅ 具有水蜜桃酒的色泽、澄清透明、有光泽 ９~１０

具有水蜜桃酒的色泽、澄清透明、无明显悬浮物 ８~９

与水蜜桃酒的色泽略有不同、澄清、无夹杂物 ７~８

与水蜜桃酒的色泽不符、微浑、失去光泽 ７ 分以下

香气 Ａｒｏｍａ 果香与酒香浓馥幽雅、协调悦人 ２７~３０

果香与酒香良好、尚怡悦 ２４~２７

果香与酒香较少、但无异香 ２１~２４

果香不足或不悦人 ２１ 分以下

滋味 Ｔａｓｔｅ 酒体丰满、有新鲜感、醇厚协调、舒服、爽口、回味绵延 ３７~４０

酒质柔顺、柔和爽口、甜酸适当 ３４~３７

酒体协调、纯正无杂 ３１~３４

酒体寡淡、不协调 ３１ 分以下

典型性 Ｔｙｐｉｃａｌ 风格独特、优雅无缺 １７~２０

典型明确、风格良好 １４~１７

有典型性、不够怡雅 １１~１４

有明显缺陷 １１ 分以下

酵 ５ ｄꎬ测定发酵液酒精度ꎬ进行感官评价ꎻ以上述最优

ｐＨ 值为基础ꎬ在水蜜桃果汁中添加接种量分别为

３％、５％、７％、９％和 １１％的酵母菌ꎬ置于 ２８℃条件下发

酵 ５ ｄꎬ测定发酵液酒精度ꎬ进行感官评价ꎻ在最优 ｐＨ
值ꎬ最佳接种量的基础上ꎬ将发酵液分别置于 ２４、２６、
２８、３０ 和 ３２℃的培养箱中放置 ５ ｄꎬ测定发酵液酒精

度ꎬ进行感官评价ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ８　 响应面工艺优化　 水蜜桃酒响应面试验设计

因素水平见表 ２ꎮ

表 ２　 Ｂｏｘ￣Ｂｅｈｎｋｅｎ 响应面试验设计因素水平

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｖａｉｒａｂｌｅｓ ａｎｄ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ Ｂｏｘ￣Ｂｅｈｎｋｅｎ
ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｄｅｓｉｇｎ

水平
Ｌｅｖｅｌ

初始 ｐＨ 值 Ｘ１

Ｉｎｉｔｉａｌ ｐＨ ｖａｌｕｅ

主发酵温度 Ｘ２

Ｍａｉｎ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ
ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ / ℃

酵母接种量 Ｘ３

Ｙｅａｓｔ ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ
ｃａｐａｃｉｔｙ / ％

－１ ３􀆰 ５ ２４ ５

０ ４􀆰 ０ ２６ ７

１ ４􀆰 ５ ２８ ９

１􀆰 ３􀆰 ９　 理化指标测定　 可溶性固形物:手持式折光仪

测定ꎻ酒精度:Ｍｅｇａｚｙｍｅ 乙醇检测试剂盒法测定ꎻ总
糖、还原糖:ＤＮＳ 比色法测定[２６]ꎻ总酸、干浸出物:参考

ＧＢ / Ｔ １５０３８ － ２００６ 测 定[２７]ꎻ 菌 落 总 数: 参 考 ＧＢ

４７８９􀆰 ２－２０１６ 检测[２８]ꎻ大肠菌群数:参考 ＧＢ ４７８９􀆰 ３－
２０１６ 检测[２９]ꎻ
１􀆰 ４　 数据处理

每组试验均进行 ３ 次生物学重复ꎮ 采用 Ｏｒｉｇｉｎ
２０１７ 软件作图ꎬ采用 ＳＰＳＳ ２５􀆰 ０ 软件进行单因素方差

分析(Ｏｎｅ￣ｗａｙ ＡＮＯＶＡ)与邓肯法(Ｄｕｎｃａｎ’ ｓ)差异分

析ꎬＰ<０􀆰 ０５ 表示有统计学意义ꎮ

２　 结果与分析

２􀆰 １　 菌种分离

从有大量气泡的水蜜桃发酵醪中共分离出 ３８ 株

不同形态的菌株ꎬ观察菌株菌落形态与显微形态ꎬ纯化

分离出 １０ 株具有初步酵母形态且菌落特征有差异的

菌株ꎬ依次编号为 ＰＹ０１ ~ ＰＹ１０ꎬ菌株基本特征如表 ３
所示ꎮ
２􀆰 ２　 菌种初筛

２􀆰 ２􀆰 １　 ＴＴＣ 显色法　 将上述 １０ 株菌株进行 ＴＴＣ 显色

试验ꎮ 由表 ４ 可知ꎬＰＹ０３ 与 ＰＹ０７ 菌落颜色不变ꎬ表
明其不产酒精ꎻ其他 ８ 株菌落呈红色ꎬ表明这 ８ 株菌株

具备产酒精能力ꎮ 根据呈色深浅ꎬ说明 ＰＹ０１、ＰＹ０５、
ＰＹ０９ 产酒精能力较强ꎮ
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　 ７ 期 水蜜桃酒速酿酵母菌的筛选、鉴定及发酵条件优化

表 ３　 分离菌株菌落及细胞形态特征

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｃｏｌｏｎｙ ａｎｄ ｃｅｌｌ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｓｔｒａｉｎｓ

菌株编号
Ｓｔｒａｉｎ ｎｕｍｂｅｒ

菌落颜色
Ｃｏｌｏｎｙ ｃｏｌｏｒ

菌落大小
Ｃｏｌｏｎｙ ｓｉｚｅ

边缘情况
Ｅｄｇｅ ｓｉｔｕａｔｉｏｎ

表面情况
Ｓｕｒｆａｃｅ
ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ

是否易挑起
Ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙ ｔｏ

ｐｒｏｖｏｋｅ

细胞形态
Ｃｅｌｌ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ

繁殖方式
Ｂｒｅｅｄｉｎｇ
ｍｅｔｈｏｄ

ＰＹ０１ 乳白色 中等 整齐 光滑、较湿润 易挑起 椭圆形 单端出芽

ＰＹ０２ 乳白色 偏小 整齐 光滑、较湿润 易挑起 球形 单端出芽

ＰＹ０３ 奶油色 中等 整齐 光滑、较湿润 易挑起 柠檬形 单 / 多端出芽

ＰＹ０４ 乳白色 中等 整齐 光滑、较湿润 易挑起 椭圆形 单 / 多端出芽

ＰＹ０５ 奶油色 中等 整齐 光滑、较湿润 易挑起 球形 单端出芽

ＰＹ０６ 乳白色 中等 整齐 光滑、较湿润 易挑起 球形 单端出芽

ＰＹ０７ 乳白色 偏小 整齐 光滑、较湿润 易挑起 椭圆形 单端出芽

ＰＹ０８ 乳白色 偏小 整齐 光滑、较湿润 易挑起 椭圆形 单 / 多端出芽

ＰＹ０９ 乳白色 中等 整齐 光滑、较湿润 易挑起 椭圆形 单 / 多端出芽

ＰＹ１０ 橘红色 中等 整齐 光滑、较湿润 易挑起 椭圆形 单端出芽

表 ４　 不同菌株 ＴＴＣ 显色效果

Ｔａｂｌｅ ４　 ＴＴＣ ｃｏｌｏｒ ｒｅｎｄｅｒｉｎｇ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｔｒａｉｎｓ

菌株编号
Ｓｔｒａｉｎ ｎｕｍｂｅｒ ＰＹ０１ ＰＹ０２ ＰＹ０３ ＰＹ０４ ＰＹ０５ ＰＹ０６ ＰＹ０７ ＰＹ０８ ＰＹ０９ ＰＹ１０

菌落颜色
Ｃｏｌｏｎｙ ｃｏｌｏｒ 深红色 粉红色 不显色 粉红色 深红色 粉红色 不显色 粉红色 深红色 橘红色

２􀆰 ２􀆰 ２　 杜氏小管法　 将上述 ８ 株具备产酒精能力的

菌株接入杜氏小管进行产气能力测试ꎮ 由表 ５ 可知ꎬ
ＰＹ０１、ＰＹ０５ 发酵速度最快ꎬ发酵 １２ ｈ 产气量可充满整

个杜氏小管ꎬ其中 ＰＹ０１ 起酵速度最快ꎬ第 ６ 小时开始

发酵产气ꎮ ２８℃发酵 ４８ ｈ 产气量能充满整个杜氏小

管的菌株有 ６ 株ꎬ分别为 ＰＹ０１、ＰＹ０２、ＰＹ０４、ＰＹ０５、
ＰＹ０６ 和 ＰＹ０９ꎬ将这 ６ 株菌株作为复筛的出发菌株ꎮ

表 ５　 不同菌株杜氏小管产气效果

Ｔａｂｌｅ ５　 Ｇａｓ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｄｕｒｈａｍ ｔｕｂｅ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｔｒａｉｎｓ

菌株
Ｓｔｒａｉｎ

发酵时间 Ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｔｉｍｅ / ｈ

４ ６ ８ １０ １２ １４ １６ １８ ２４ ３０ ３６ ４２ ４８

ＰＹ０１ － ＋ ＋＋ ＋＋＋ ＋＋＋＋

ＰＹ０２ － － ＋ ＋＋ ＋＋＋ ＋＋＋＋

ＰＹ０４ － － － －＋ ＋ ＋＋＋ ＋＋＋＋

ＰＹ０５ － － －＋ ＋＋ ＋＋＋＋

ＰＹ０６ － － －＋ ＋ ＋＋ ＋＋＋＋

ＰＹ０８ － － － －＋ －＋ －＋ －＋ ＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋＋

ＰＹ０９ － － － ＋ ＋＋ ＋＋＋ ＋＋＋＋

ＰＹ１０ － － － － － － － － － － － － －

　 　 注:“－”表示杜氏小管中未出现气体ꎻ“－＋”表示产气量少于杜氏小管体积的 １ / ４ꎻ“＋”表示产气量约等于杜氏小管体积的 １ / ４ꎻ“ ＋＋”表示产气量

约等于杜氏小管体积的 １ / ２ꎻ“＋＋＋”表示产气量约等于杜氏小管体积的 ３ / ４ꎻ“＋＋＋＋”表示产气量几乎充满整个杜氏小管ꎮ
Ｎｏｔｅ:－ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｔｈａｔ ｔｈｅｒｅ ｗａｓ ｎｏ ｇａｓ ｉｎ ｔｈｅ Ｄｕｒｈａｍ ｔｕｂｅ. ‘＋－’ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｇａｓ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｗａｓ ｌｅｓｓ ｔｈａｎ １ / ４ ｏｆ ｔｈｅ ｖｏｌｕｍｅ ｏｆ Ｄｕｒｈａｍ ｔｕｂｅ. ‘＋’

ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｇａｓ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｗａｓ ａｂｏｕｔ １ / ４ ｏｆ ｔｈｅ ｖｏｌｕｍｅ ｏｆ Ｄｕｒｈａｍ ｔｕｂｅ. ‘＋＋’ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｇａｓ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｗａｓ ａｂｏｕｔ １ / ２ ｏｆ ｔｈｅ ｖｏｌｕｍｅ ｏｆ Ｄｕｒｈａｍ
ｔｕｂｅ. ‘＋＋＋’ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｔｈｅ ｇａｓ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｗａｓ ａｂｏｕｔ ３ / ４ ｏｆ ｔｈｅ ｖｏｌｕｍｅ ｏｆ Ｄｕｒｈａｍ ｔｕｂｅ. ‘ ＋＋＋＋’ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｇａｓ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｗａｓ ａｌｍｏｓｔ ｆｉｌｌｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ
ｅｎｔｉｒｅ Ｄｕｒｈａｍ ｔｕｂｅ.
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２􀆰 ３　 菌种一级复筛

将上述 ６ 株菌株接种到不同酒精度的 ＹＰＤ 液体

培养基中ꎮ 由图 １ 可知ꎬＰＹ０１ 对酒精的耐受能力最

强ꎬ最高可耐受 １２％ ｖｏｌ 的酒精度ꎻ其次是 ＰＹ０５ꎬ最高

可耐受 １０％ ｖｏｌ 的酒精度ꎻＰＹ０２ 与 ＰＹ０６ 对酒精的耐

受力均为 ８％ ｖｏｌꎻＰＹ０４ 与 ＰＹ０９ 的酒精耐受力最差ꎬ
仅可以耐受 ６％ ｖｏｌ 的酒精度ꎮ 一般果酒的酒精度可

达到 １０ ~ １２％ ｖｏｌꎬ因此选择 ＰＹ０１ 与 ＰＹ０５ 作为二级

复筛的出发菌株ꎮ

注:相同酒精度不同小写字母表示差异显著(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ
Ｎｏｔｅ: Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｏｗｅｒｃａｓｅ ｌｅｔｔｅｒｓ ｏｆ ｔｈｅ ｓａｍｅ ａｌｃｏｈｏｌ
ｄｅｇｒｅｅ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ａｔ ０􀆰 ０５ ｌｅｖｅｌ.

图 １　 不同菌株对酒精的耐受能力

Ｆｉｇ.１　 Ａｌｃｏｈｏｌ ｔｏｌｅｒａｎｃｅ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｔｒａｉｎｓ

２􀆰 ４　 菌种二级复筛

调节水蜜桃汁初始糖度为 ２２°Ｂｒｉｘꎬ总糖含量为

１９０ ｇ􀅰Ｌ－１ꎬ总酸含量为 ６􀆰 ７ ｇ􀅰Ｌ－１ꎬｐＨ 值为 ３􀆰 ５ꎬ将
ＰＹ０１、ＰＹ０５ 与 ＮＱ 均按照 ５％接种量分别接入桃汁ꎬ
置于 ２８℃恒温培养箱中发酵ꎬ定期测定发酵液的酒精

度及总糖含量ꎮ 由图 ２ 可知ꎬ３ 种酵母菌在发酵过程

中总糖、酒精度的动态变化在第 ５ 天后趋于稳定ꎬ表明

３ 种酵母菌均可在发酵第 ５ 天完成主发酵ꎻ ＰＹ０１、
ＰＹ０５ 与 ＮＱ 主发酵结束后酒中残糖含量均低于 １０
ｇ􀅰Ｌ－１ꎬ酒精度分别为 １１􀆰 ６７、１０􀆰 ４３ 和 １０􀆰 ６７％ ｖｏｌꎬ可
知筛选出的 ＰＹ０１ 和 ＰＹ０５ 菌株的发酵速度与产酒能

力与 ＮＱ 相当ꎬ可在 ５ ｄ 内快速酿造水蜜桃酒ꎮ
２􀆰 ５　 菌种三级复筛

由表 ６ 可知ꎬ３ 种不同酵母菌发酵酒中共检出 ４５
种挥发性成分ꎬ主要包括酯类 ２５ 种、醇类 ８ 种、酮和醛

类 ３ 种、酸类 ５ 种、其他类 ４ 种ꎮ 其中含量较高的挥发

性物质为辛酸乙酯、癸酸乙酯、月桂酸乙酯、乙酸乙酯、
苯乙醇、桃醛ꎮ ＰＹ０１、ＰＹ０５ 和 ＮＱ ３ 种酵母菌发酵酒

中挥发性风味成分的种类与含量存在较大差异ꎬ其中

图 ２　 ３ 种酵母菌发酵过程中总糖、酒精度的变化

Ｆｉｇ.２　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｔｏｔａｌ ｓｕｇａｒ ａｎｄ ａｌｃｏｈｏｌ ｃｏｎｔｅｎｔ
ｄｕｒｉｎｇ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｒｅｅ ｓｐｅｃｉｅｓ ｏｆ ｙｅａｓｔ ｓｔｒａｉｎｓ

酯类物质种类分别为 １８、１１、１３ 种ꎬ相对含量分别为

８３􀆰 ５９３％、７５􀆰 ８３９％、６９􀆰 ９９０％ꎮ ＰＹ０１ 发酵酒的酯类种

类最为丰富ꎬ相对含量也最高ꎬ主要归因于癸酸乙酯、
月桂酸已酯和辛酸乙酯的高产ꎮ 癸酸乙酯赋予果酒蜜

香ꎬ月桂酸乙酯赋予果酒花香ꎬ而辛酸乙酯赋予果酒酒

香果香以及白兰地的香韵[３０]ꎮ 因此ꎬＰＹ０１ 发酵酒比

ＰＹ０５ 和 ＮＱ 发酵酒呈现出更丰富的风味层次ꎮ 醇类

物质种类及其相对含量也是影响果酒风味的主要原

因[３１]ꎬＰＹ０１ 和 ＮＱ 发酵酒中醇类物质较丰富ꎬ均为 ７
种ꎬＰＹ０５ 发酵酒中醇类物质为 ４ 种ꎮ 其中含量较多的

醇类物质为二氢－β－紫罗兰醇和苯乙醇ꎬ这 ２ 种物质

均为国标允许使用的食用香料ꎬ二氢－β－紫罗兰醇具

有温柔的紫罗兰花香ꎬ苯乙醇具有玫瑰花香[３２－３３]ꎬ均
赋予果酒浓郁的风味ꎮ 由醇类物质分析结果可知ꎬ
ＰＹ０１ 和 ＮＱ 菌株发酵酒优于 ＰＹ０５ꎮ 在 ３ 种菌株发酵

酒中醛酮类物质共有 ３ 种ꎬ其中桃醛具有强烈的桃子

香气ꎬ在 ３ 种菌株果酒中含量均较高ꎬ赋予水蜜桃酒香

甜醇厚的典型性ꎮ 甲酸、乙酸是 ３ 种菌株发酵酒中共

有的酸味物质ꎬ赋予果酒酸味ꎬ但己酸、正癸酸会产生

腐败酸臭味ꎬ其中正癸酸为 ＮＱ 酵母发酵酒所特有ꎬ赋
予水蜜桃酒不愉快的风味[３３]ꎮ
　 　 由表 ７ 可知ꎬＰＹ０１ 发酵的水蜜桃酒微黄透明、桃
香浓郁、口感醇厚、酸甜适中、无苦涩味、具有桃酒应有

的特征与风味ꎬ综合评分为 ８８􀆰 ６ 分ꎻＰＹ０５ 发酵的水蜜

桃酒酸味较大、有苦涩味ꎬ在香气方面与感官评分上也

远远低于 ＰＹ０１ꎻＮＱ 发酵的水蜜桃酒带有令人难以接

受的苦涩味ꎬ桃香清淡ꎬ不具有水蜜桃酒应有的特征与

风味ꎬ感官评分最低ꎮ 综合 ３ 株酵母菌 ＧＣ￣ＭＳ 风味分

析和感官品评结果ꎬＰＹ０１ 优于 ＰＹ０５ 和 ＮＱꎬ最终选择

ＰＹ０１ 菌株作为快速酿造水蜜桃酒的专用酵母菌ꎮ
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表 ６　 ３ 种酵母菌发酵水蜜桃酒主要香气成分分析

Ｔａｂｌｅ ６　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｍａｉｎ ａｒｏｍａ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ ｉｎ ｐｅａｃｈ ｗｉｎｅ ｆｅｒｍｅｎｔｅｄ ｂｙ ｔｈｒｅｅ ｓｐｅｃｉｅｓ ｏｆ ｙｅａｓｔ ｓｔｒａｉｎｓ

类别
Ｔｙｐｅｓ

挥发性风味成分
Ｖｏｌａｔｉｌｅ ｆｌａｖｏｒ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ

相对含量 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｅｎｔｓ / ％

ＰＹ０１ 发酵酒
ＰＹ０１ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｗｉｎｅ

ＰＹ０５ 发酵酒
ＰＹ０５ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｗｉｎｅ

ＮＱ 发酵酒
ＮＱ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｗｉｎｅ

酯类 Ｅｓｔｅｒｓ 乙酸乙酯 ３􀆰 １７２ １􀆰 ６２３ ２􀆰 １８６

丁酸乙酯 ０􀆰 ８１５ ０􀆰 ３２２ －

乙酸异戊酯 ０􀆰 ５７４ － －

庚酸乙酯 － ０􀆰 ０２０ －

戊酸甲酯 ０􀆰 ０３２ － －

己酸乙酯 ０􀆰 ０４７ ０􀆰 １２５ ０􀆰 ０７４

丁酸甲酯 ０􀆰 ４９８ － －

辛酸甲酯 ０􀆰 ５６１ － －

辛酸乙酯 ７􀆰 ２６８ ６􀆰 ２７８ ６􀆰 ７３１

苯甲酸乙酯 ０􀆰 ６２８ － ０􀆰 ７４０

乙酸异戊酯 － ０􀆰 ３３０ ０􀆰 ５４１

乙酸己酯 － ０􀆰 ０４４ ０􀆰 ０５７

壬酸乙酯 １􀆰 ２７９ － １􀆰 １７３

乙酸苯乙酯 － － ０􀆰 ０７２

２－苯基－１ꎬ３－丙二醇二氨基甲酸酯 － ０􀆰 ８６２ －

癸酸乙酯 ４４􀆰 ５７１ ４３􀆰 ９３０ ４２􀆰 ６４８

３－苯丙酸乙酯 ０􀆰 ５６４ － ０􀆰 ７３３

蓖麻油酸乙酯 － － ０􀆰 ０６９

辛酸异戊酯 ０􀆰 ８７０ － －

辛酸 ３－甲基丁酯 ０􀆰 ８４７ － ０􀆰 １８９

十一酸乙酯 － １􀆰 ５９３ －

癸酸异丁酯 ０􀆰 ７５３ － －

月桂酸乙酯 １９􀆰 ８３１ １７􀆰 ７１２ １４􀆰 ７７７

癸酸异戊酯 ０􀆰 ９８７ － －

癸酸 ３－甲基丁酯 ０􀆰 ２９６ － －

总和 Ｔｏｔａｌ ８３􀆰 ５９３ ７５􀆰 ８３９ ６９􀆰 ９９０

醇类 Ａｌｃｏｈｏｌｓ 异丁醇 ０􀆰 ０２３ ０􀆰 ５２９ ０􀆰 ３３９

异戊醇 － － ０􀆰 ２０１

２－甲基－１－丁醇 ０􀆰 ３３５ １􀆰 ５７３ ０􀆰 ４５３

苯丙二醇 ０􀆰 ０４８ － ０􀆰 ０８９

苯甲醇 ０􀆰 ０５７ － ０􀆰 ０４２

苯乙醇 ４􀆰 ７８２ ４􀆰 １３９ ４􀆰 ２１９

４－萜烯醇 ０􀆰 ２３５ ０􀆰 ７２３ －

二氢－β－紫罗兰醇 ３􀆰 ２０４ － ２􀆰 ５１２

总和 Ｔｏｔａｌ ８􀆰 ６８４ ６􀆰 ９６４ ７􀆰 ８５５

醛酮类
Ａｌｄｅｈｙｄｅｓ ａｎｄ ｋｅｔｏｎｅ

苯甲醛 ０􀆰 ０２４ ０􀆰 ０６８ ０􀆰 ０７４

α－大马酮 ０􀆰 ４７６ ０􀆰 ２３９ －

桃醛 ２􀆰 ４１２ ４􀆰 ０１４ ５􀆰 ６９２

５８４１
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表 ６(续)

类别
Ｔｙｐｅｓ

挥发性风味成分
Ｖｏｌａｔｉｌｅ ｆｌａｖｏｒ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ

相对含量 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｅｎｔｓ / ％

ＰＹ０１ 发酵酒
ＰＹ０１ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｗｉｎｅ

ＰＹ０５ 发酵酒
ＰＹ０５ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｗｉｎｅ

ＮＱ 发酵酒
ＮＱ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｗｉｎｅ

总和 Ｔｏｔａｌ ２􀆰 ９１２ ４􀆰 ３２１ ５􀆰 ７６６

酸类 Ａｃｉｄｓ 甲酸 １􀆰 ２５２ ２􀆰 ６２６ ０􀆰 ４６７

乙酸 １􀆰 ６４５ ２􀆰 ２６４ １􀆰 ４７４

ＤＬ－高丝氨酸 － ０􀆰 ８７４ －

己酸 ０􀆰 １１９ ０􀆰 ２２７ ０􀆰 ２４４

正癸酸 － － ０􀆰 ６４２

总和 Ｔｏｔａｌ ３􀆰 ０１６ ５􀆰 ９９１ ２􀆰 ８２７

其它物质
Ｏｔｈｅｒ ｓｕｂｓｔａｎｃｅｓ

丁香酚 ０􀆰 １３２ １􀆰 ２５１ ０􀆰 ４２１

２－甲氧基－６－[(Ｅ)－丙－１－烯基]苯酚 － － ４􀆰 ６６０

环癸烷 － ２􀆰 ５７８ ３􀆰 ８９２

茶香螺烷 １􀆰 ６６３ ３􀆰 ０５６ ４􀆰 ５８９

总和 Ｔｏｔａｌ １􀆰 ７９５ ６􀆰 ８８５ １３􀆰 ５６２

　 　 注:“－”表示未检出ꎮ
Ｎｏｔｅ: ‘－’ ｍｅａｎｓ ｎｏｔ ｄｅｔｅｃｔｅｄ.

表 ７　 ３ 种酵母菌发酵水蜜桃酒感官品评结果

Ｔａｂｌｅ ７　 Ｓｅｎｓｏｒｙ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ３ ｓｐｅｃｉｅｓ ｏｆ ｙｅａｓｔ ｓｔｒａｉｎｓ ｆｅｒｍｅｎｔｅｄ ｐｅａｃｈ ｗｉｎｅ

菌株
Ｓｔｒａｉｎ

外观
Ａｐｐｅａｒａｎｃｅ

香气
Ａｒｏｍａ

滋味
Ｔａｓｔｅ

典型性
Ｔｙｐｉｃａｌ

总分
Ｔｏｔａｌ ｓｃｏｒｅ

ＰＹ０１ 微黄透明
(９􀆰 １)

桃香浓郁
(２５􀆰 ３)

醇厚浓郁、酸甜适中、无
苦涩味(３６􀆰 ８)

具有桃酒应有的特征与
风味(１７􀆰 ４)

８８􀆰 ６

ＰＹ０５ 微黄较透明
(８􀆰 ０)

桃香较浓郁
(２３􀆰 ６)

酸味较大、带较大的苦涩
味(３２􀆰 ７)

初步具有桃酒应有的特
征与风味(１２􀆰 ５)

７６􀆰 ８

ＮＱ 微黄透明
(９􀆰 ３)

桃香清淡
(２２􀆰 ５)

酸味不明显、欠爽、带很
重的苦涩味(３０􀆰 ６)

不具有桃酒应有的特征
与风味(１０􀆰 ４)

７２􀆰 ８

２􀆰 ６　 菌种分子生物学鉴定

ＰＹ０１ 菌株 ２６Ｓ ｒＤＮＡ Ｄ１ / Ｄ２ 区序列扩增电泳

图ꎬ如图 ３ 所示ꎬ序列长度为 ５９３ ｂｐꎮ 将此序列在

ＮＣＢＩ 中进行 ＢＬＡＳＴ 比对ꎬＰＹ０１ 菌株与酿酒酵母

( Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ)一些种属的 ２６Ｓ ｒＤＮＡ 序

列相似度达到 １００％ꎬ鉴定 ＰＹ０１ 为酵母属酿酒酵

母菌ꎮ
２􀆰 ７　 发酵工艺优化

２􀆰 ７􀆰 １　 单因素试验　 果酒发酵过程中发酵条件的控

制直接影响果酒的品质与风味[３４－３６]ꎮ 由图 ４￣Ａ 可知ꎬ
当初始 ｐＨ 值为 ４􀆰 ０ 时ꎬ发酵 ５ ｄ 后水蜜桃酒酒精度最

高ꎬ为 １１􀆰 ３３％ ｖｏｌꎬ感官评分也最高ꎮ ｐＨ 值过低或过

高ꎬ会导致酵母蛋白变性、细胞死亡或分解ꎬ最终影响

发酵速率[３]ꎮ 且初始 ｐＨ 值过低ꎬ水蜜桃酒颜色浑浊ꎬ
口感偏酸ꎻ初始 ｐＨ 值过高ꎬ水蜜桃酒滋味平淡ꎬ均影

响果酒的风味与品质ꎮ

由图 ４￣Ｂ 可知ꎬ当主发酵温度从 ２４℃升至 ２６℃ꎬ
酒精度也逐渐增加ꎬ２６℃达到最大值(１１􀆰 ４２％ ｖｏｌ)ꎬ感
官评分也最高ꎮ 当主发酵温度继续升高时ꎬ酒精度逐

渐降低ꎬ说明温度过高不利于酵母菌产酒精ꎬ且过快的

发酵速度难以形成良好的果酒风味[７]ꎮ
由图 ４￣Ｃ 可知ꎬ当 ＰＹ０１ 菌株的接种量为 ７％时ꎬ

酒精度最高ꎬ达到 １１􀆰 ２８％ ｖｏｌꎬ感官评分也维持在较高

水平ꎮ 继续增加接种量ꎬ酒精度反而下降ꎬ说明过高的

酵母量不利于酒精的发酵ꎬ这可能是由于当酵母量过

高ꎬ用于酵母自身生长的糖类等营养物质增多ꎬ而用于

酒精发酵的营养物质减少ꎻ若接种量过大ꎬ果酒浑浊、
有酵母的味道ꎬ发苦ꎬ风味与品质会严重下降[３７－３８]ꎮ
２􀆰 ７􀆰 ２　 响应面优化结果分析 　 利用 Ｄｅｓｉｇｎ Ｅｘｐｅｒｔ
８􀆰 ０􀆰 ６ 软件对因素水平进行二次多元回归分析ꎬ各试

验影响因子初始 ｐＨ 值(Ｘ１)、主发酵温度(Ｘ２)、酵母

接种量(Ｘ３)对酒精度(Ｙ)的影响可用回归方程表示:Ｙ

６８４１
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注:Ｍ 为 Ｍａｒｋｅｒꎬ１ 为 ＰＹ０１ꎮ
Ｎｏｔｅ: Ｍ ｉｓ Ｍａｒｋｅｒ ａｎｄ １ ｉｓ ＰＹ０１.

图 ３　 ＰＹ０１ 菌株 ２６Ｓ ｒＤＮＡ Ｄ１ / Ｄ２ 区序列扩增电泳图

Ｆｉｇ.３　 Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｐａｔｔｅｒｎ ｏｆ ２６Ｓ ｒＤＮＡ Ｄ１ / Ｄ２
ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＰＹ０１ ｓｔｒａｉｎ

＝ １２􀆰 ３８ － ０􀆰 ４４Ｘ１ － ０􀆰 １９Ｘ２ － ０􀆰 ７２Ｘ３ ＋ ０􀆰 ３５Ｘ１Ｘ３ ＋
０􀆰 １９Ｘ２Ｘ３－１􀆰 ５４Ｘ１

２－１􀆰 ４９Ｘ２
２－１􀆰 ０５Ｘ３

２ꎮ

　 　 由表 ７ 可知ꎬ该模型的 Ｆ 值为 ７２􀆰 ９６ꎬＰ<０􀆰 ０００ １ꎬ
说明该模型是极显著的ꎬ且失拟项 Ｐ ＝ ０􀆰 １０６ ８>０􀆰 ０５ꎬ
不显著ꎬ表明该模型对因素水平进行了很好的拟合ꎬ试
验误差小ꎮ 一次项 Ｘ１ 与 Ｘ３ 对酒精度的影响极显著

(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎬＸ２ 对酒精度的影响显著(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ根据 Ｆ
值可知各因素对酒精度的影响依次为:酵母接种量

(Ｘ３)>初始 ｐＨ 值(Ｘ１) >主发酵温度(Ｘ２)ꎮ 二次项只

有 Ｘ１Ｘ３ 对酒精度的影响显著ꎮ
　 　 通过模型得到理论最优发酵条件为:初始 ｐＨ 值

３􀆰 ９１ꎬ主发酵温度 ２５􀆰 ８２℃ꎬ酵母接种量 ６􀆰 ２３％ꎬ预测

发酵后的酒精度为 １２􀆰 ５７％ ｖｏｌꎮ 为验证该模型的准确

性ꎬ按照修正后的操作条件:初始 ｐＨ 值 ３􀆰 ９ꎬ主发酵温

度 ２６℃ꎬ酵母接种量 ６􀆰 ２％ꎬ平行进行 ３ 次验证试验ꎬ
得到水蜜桃酒酒精度为 １２􀆰 ５１％ ｖｏｌꎬ与最优条件下预

测值基本接近ꎬ表明该模型模拟水蜜桃酒的发酵工艺

准确可靠ꎬ具有实用价值ꎮ
２􀆰 ８　 水蜜桃成品酒指标测定

酒精度、总糖、总酸、干浸出物、菌落总数、大肠菌

表 ７　 回归模型方差分析

Ｔａｂｌｅ ７　 Ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ ｍｏｄｅｌ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｖａｒｉａｎｃｅ

变异来源
Ｓｏｕｒｃｅ ｏｆ ｖａｒｉａｔｉｏｎ

平方和
Ｓｕｍ ｏｆ ｓｑｕａｒｅｓ

自由度
Ｄｅｇｒｅｅ ｏｆ ｆｒｅｅｄｏｍ

平方差
Ｓｑｕａｒｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ

Ｆ 值
Ｆ ｖａｌｕｅ

Ｐ 值
Ｐ ｖａｌｕｅ

显著性
Ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ

模型 Ｍｏｄｅｌ ３３􀆰 ３７ ９ ３􀆰 ７１ ７２􀆰 ９６ < ０􀆰 ０００ １ ∗∗

Ｘ１ １􀆰 ５６ １ １􀆰 ５６ ３０􀆰 ６５ ０􀆰 ０００ ９ ∗∗

Ｘ２ ０􀆰 ３０ １ ０􀆰 ３０ ５􀆰 ９９ ０􀆰 ０４４ ３ ∗

Ｘ３ ４􀆰 １６ １ ４􀆰 １６ ８１􀆰 ９０ < ０􀆰 ０００ １ ∗∗

Ｘ１Ｘ２ ０ １ ０ ０ １

Ｘ１Ｘ３ ０􀆰 ５０ １ ０􀆰 ５０ ９􀆰 ７８ ０􀆰 ０１６ ７ ∗

Ｘ２Ｘ３ ０􀆰 １５ １ ０􀆰 １５ ２􀆰 ９９ ０􀆰 １２７ ２

Ｘ１
２ １０􀆰 ０１ １ １０􀆰 ０１ １９７􀆰 ０９ < ０􀆰 ０００ １ ∗∗

Ｘ２
２ ９􀆰 ３４ １ ９􀆰 ３４ １８３􀆰 ９０ < ０􀆰 ０００ １ ∗∗

Ｘ３
２ ４􀆰 ６２ １ ４􀆰 ６２ ９０􀆰 ８８ < ０􀆰 ０００ １ ∗∗

残差 Ｒｅｓｉｄｕａｌ ０􀆰 ３６ ７ ０􀆰 ０５１

失拟项 Ｍｉｓｓｉｎｇ ｉｔｅｍ ０􀆰 ２７ ３ ０􀆰 ０８９ ４ ０􀆰 １０６ ８

纯误差 Ｐｕｒｅ ｅｒｒｏｒ ０􀆰 ０９ ４ ０􀆰 ０２２

总和 Ｓｕｍ ３３􀆰 ７２ １６

Ｒ２ ＝ ０􀆰 ９８９ ５ Ｒ２
Ａｄｊ ＝ ０􀆰 ９７５ ９

　 　 注:∗∗表示差异极显著(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎻ ∗表示差异显著(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ
Ｎｏｔｅ:∗∗ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｅｘｔｒｅｍｅｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ａｔ ０􀆰 ０１ ｌｅｖｅｌ. ∗ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ａｔ ０􀆰 ０５ ｌｅｖｅｌ.

群均属于 ＮＹ / Ｔ １５０８－２０１７[２５] 中的检测指标项目ꎮ 由

表 ８ 可知ꎬ水蜜桃成品酒总糖含量为 ６􀆰 ７１ ｇ􀅰Ｌ－１ꎬ根据标

准规定[２５]ꎬ半干型果酒的总糖(以葡萄糖计)含量为 ４􀆰 １
~１２􀆰 ０ ｇ􀅰Ｌ－１ꎬ表明本研究酿造的水蜜桃酒为半干型果

酒ꎮ 酒精度、总酸含量、干浸出物含量、菌落总数、大肠

菌群数均符合 ２０１７ 版果酒行业标准[２５]ꎮ 成品酒酒体

颜色金黄ꎬ澄清透明ꎬ桃香浓郁ꎬ酸甜适中ꎬ口感醇厚ꎬ具
有桃酒应有的特征与风味ꎬ感官评分为 ９５􀆰 ０ꎮ
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图 ４　 初始 ｐＨ 值(Ａ)、主发酵温度(Ｂ)、 酵母接种量(Ｃ)对水蜜桃酒发酵的影响

Ｆｉｇ.４　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｉｎｉｔｉａｌ ｐＨ ｖａｌｕｅ(Ａ)ꎬ ｍａｉｎ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ (Ｂ) ａｎｄ ｙｅａｓｔ ｉｎｏｃｕｌｕｍ (Ｃ)
ｏｎ ｔｈｅ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｅａｃｈ ｗｉｎｅ

表 ８　 成品酒部分指标检测结果

Ｔａｂｌｅ ８　 Ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｓｏｍｅ ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ ｏｆ ｆｉｎｉｓｈｅｄ ｗｉｎｅ

酒精度
Ａｌｃｏｈｏｌ
ｃｏｎｔｅｎｔ
/ ％ ｖｏｌ

总糖(以葡萄糖计)
Ｔｏｔａｌ ｓｕｇａｒ
( ｉｎ ｔｅｒｍｓ ｏｆ
ｇｌｕｃｏｓｅ)
/ (ｇ􀅰Ｌ－１)

总酸(以酒石酸计)
Ｔｏｔａｌ ａｃｉｄ

(ｃａｌｃｕｌａｔｅｄ ａｓ
ｔａｒｔａｒｉｃ ａｃｉｄ)
/ (ｇ􀅰Ｌ－１)

干浸出物
Ｄｒｙ ｅｘｔｒａｃｔ
/ (ｇ􀅰Ｌ－１)

菌落总数
Ｔｏｔａｌ ｎｕｍｂｅｒ
ｏｆ ｃｏｌｏｎｉｅｓ

/ (ＣＦＵ􀅰ｍＬ－１)

大肠菌群数
Ｎｕｍｂｅｒ

ｏｆ ｃｏｌｉｆｏｒｍｓ
/ (ＭＰＮ􀅰ｍＬ－１)

感官评分
Ｓｅｎｓｏｒｙ
ｓｃｏｒｅ

检测值
Ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｖａｌｕｅ １２􀆰 ７８±０􀆰 ３７ ６􀆰 ７１±０􀆰 １５ ６􀆰 ０５±０􀆰 １１ ３５􀆰 ２±０􀆰 ２ ８􀆰 ０±０􀆰 ８ <３􀆰 ０ ９５􀆰 ０±２􀆰 １

标准值
Ｓｔａｎｄａｒｄ ｖａｌｕｅ ７~１８ ４􀆰 １~１２􀆰 ０(半干型) ４􀆰 ０~９􀆰 ０ ≥１２􀆰 ０ ≤５０ ≤３􀆰 ０ －

３　 讨论

本试验从水蜜桃自然发酵醪中分离筛选出适用于

发酵水蜜桃酒的专用酵母菌株 ＰＹ０１ꎬ其耐受 １２％ｖｏｌ
的酒精度ꎬ可在 ５ ｄ 内使发酵液酒精度快速升至 １２％
ｖｏｌ 以上ꎬ酿造的水蜜桃酒口感香甜、风味纯正ꎮ 比较

发现ꎬ酵母菌发酵能力的优劣与其对酒精的耐受能力

相关ꎬ目标菌株 ＰＹ０１ 发酵能力较强ꎬ其对高浓度酒精

的强耐受性可显著提高酒精产量ꎬ是发酵工业特别是

酒类生产中的重要特性[２１]ꎮ 同时ꎬＰＹ０１ 菌株酿造水

蜜桃酒主发酵周期短于蒋锡龙等[１３] 和李泽霞等[９] 的

研究结果ꎬ其发酵速度快的特点在果酒的实际生产中

可提高设备利用率ꎬ节约生产成本[３９]ꎮ ＰＹ０１ 菌株酿

造的水蜜桃酒风味纯正可能是因为该菌株筛选于水蜜

桃自然发酵醪ꎬ存在于原材料中的酵母菌经过长期选
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　 ７ 期 水蜜桃酒速酿酵母菌的筛选、鉴定及发酵条件优化

择ꎬ已经适应了桃的品质与特征ꎬ通过一系列生物代谢

过程可产生新的营养物质与风味成分ꎮ
本试验通过分子生物学技术对 ＰＹ０１ 菌株进行鉴

定ꎬ其 ２６Ｓ ｒＤＮＡ Ｄ１ / Ｄ２ 区序列长度为 ５９３ ｂｐꎬ通过

ＢＬＡＳＴ 比对ꎬ鉴定结果为酵母属酿酒酵母菌ꎮ 这与张

春芝等[１８]从不同菌落类型中筛选出具有代表性的 ６
株酿酒酵母ꎬ其 ２６Ｓ ｒＤＮＡ Ｄ１ / Ｄ２ ＰＣＲ 扩增引物大小

均为 ５００~７００ ｂｐ 的研究结果较一致ꎮ 酵母菌鉴定比

较复杂ꎬ采用传统方法分类相当困难ꎬ通过分子手段鉴

定准确性很高[１７]ꎮ
在目标菌株 ＰＹ０１ 的筛选中ꎬ可靠灵敏的筛选系

统是关键ꎮ 本试验首先根据各菌株细胞与菌落特征进

行分离筛选ꎻ其次ꎬ采用 ＴＴＣ 法与杜氏小管法检验菌

株的发酵性能ꎬ受氢体 ＴＴＣ 被醇脱氢酶还原后呈红

色ꎬ反映酵母菌产酒精能力的大小[１９]ꎬ用于酿酒用途

的酵母菌至少要在 ４８ ｈ 内发酵产气ꎬ反映起酵速

度[２１]ꎻ再用含不同酒精度的培养基筛选出耐酒精能力

强的菌株ꎻ随后在实际酿造中对比不同菌株的发酵能

力ꎻ最后利用 ＧＣ￣ＭＳ 分析发酵液风味ꎬ进行感官评定ꎬ
由此系统获得的目标菌株 ＰＹ０１ 具备果酒酿造的基本

要求ꎬ能快速酿造香气浓郁、典型性好的水蜜桃酒ꎮ 但

本研究未对分离筛选出的 ＰＹ０１ 菌株利用诱变等手段

进行改育ꎬ因此对利用该菌种发酵提高水蜜桃酒品质

特征以及功能性成分尚有待进一步研究ꎮ

４　 结论

本研究获得 １ 株专用酵母菌 ＰＹ０１(Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ
ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ ＰＹ０１)可适用于快速酿造水蜜桃酒ꎮ 通过响

应面法优化ꎬ采用 ＰＹ０１ 酿酒酵母发酵水蜜桃酒最佳

发酵工艺为:接种量 ６􀆰 ２％、初始糖度 ２２°Ｂｒｉｘꎬ初始 ｐＨ
值 ３􀆰 ９ꎬ主发酵温度 ２６℃ꎬ发酵时间 ５ ｄꎮ 在此条件下

酿造出的水蜜桃酒颜色金黄透明、桃香浓郁、口感醇

厚ꎬ各项理化指标均符合 ＮＹ / Ｔ １５０８－２０１７ 绿色果酒

行业新标准ꎮ 本研究结果为水蜜桃酒产业化发展提供

了优质的专用酵母菌与一定的工艺基础ꎮ
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