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摘　要　以降低山葡萄酒酸度为目的，探究山葡萄酒降酸最佳主发酵用菌及工艺条件。通过对比试验筛选出最

佳降酸菌种组合为同时添加降酸酵母菌与乳酸菌；单因素试验和正交试验结果表明，降酸酵母与乳酸菌的接种

比例为 ６∶４，总接种量为 １２％，发酵温度为 ２２℃，发酵时间为 １４ｄ，此条件下进行山葡萄酒主发酵，降酸效果

最好。
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　　山葡萄与欧亚种酿酒葡萄差异较大，产于我国东
北地区

［１］
，寒冷的地域特性造成山葡萄 ３大特点：一

是糖度低，一般为１３０～１５０ｇ／Ｌ；二是酸度高，成熟果
实的可滴定酸度含量在１５～２５ｇ／Ｌ（以酒石酸计）之
间

［２－３］
，是酿酒葡萄酸度规定值的 ３～５倍，果汁 ｐＨ

值在２．９０～２．９５之间，尤其苹果酸含量高［４］
；三是营

养成分高，其多酚、单宁、花青素、白藜芦醇等物质含

量均高于普通酿酒葡萄，这也是东北人喜欢用来酿酒

的主要原因
［５］
。由于山葡萄苹果酸含量较高，酿制

的酒酸涩，降低酸度是生产干型山葡萄酒面临的主要

工艺难题。

目前，葡萄酒的降酸方法主要有３种：物理降酸、
化学降酸和生物降酸

［６－８］
，其中应用较多的是生物降

酸，即 苹 果 酸乳 酸 发 酵 （ｍａｌｏｌａｃｔｉｃｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ，
ＭＬＦ）［９－１０］。ＭＬＦ是在主发酵结束后进行的二次发
酵

［１１］
，由于苹果酸乳酸发酵菌受到高酸度以及酒精

的抑制作用，山葡萄酒苹果酸乳酸发酵难以启
动

［１２－１３］
，所以本研究尝试将苹果酸乳酸发酵菌应用

主发酵过程中，使酒精发酵与苹果酸乳酸发酵同时
进行，旨在为降低山葡萄酒的酸度探究最佳工艺

组合。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　山葡萄酒及菌株
山葡萄：佳木斯地区野生山葡萄（山葡萄汁 ｐＨ

２９３±０．０５，总酸度１３．６０±０．５０，含糖量约为１０．５０±
０．５０）。

葡萄酒酵母（Ｙ１）：安琪酵母股份有限公司；降酸

酵母（Ｙ２）：烟台帝伯仕商贸有限公司；乳酸菌（Ｌａｃ
ｔｏｅｎｏｓ４５０ＰｒｅＡＣ［Ｌ］）：烟台帝伯仕自酿机有限公司。
１．１．２　仪器与试剂

仪器：ＹＸＱＬＳ７５ＳＩＩ高压蒸汽灭菌锅：上海博讯
事业有限公司医疗设备厂；１５０Ｇ恒温振荡培养箱：江
苏省金坛市荣华仪器制造有限公司；ＴＤＺ４ＷＳ低速
台式离心机：长沙湘仪离心机仪器有限公司；ＣＪ７８
１Ａ磁力加热搅拌器：上海跃进医疗器械厂；ＰＨＳ３Ｃ
型精密酸度计：杭州雷磁分析仪器公司。

试剂：酵母膏、牛肉膏、胰蛋白胨、葡萄糖、硫酸

镁、苹果酸钠、柠檬酸三铵、碳酸钾（食品级）、吐温
８０、苹果酸、乳酸、正丁醇、冰乙酸、溴酚蓝等，试剂均
为分析纯。

１．１．３　培养基
酵母培养基：葡萄糖 ２０ｇ／Ｌ，酵母浸液 ５ｇ／Ｌ，

ＫＨ２ＰＯ４２ｇ／Ｌ，ＭｇＳＯ４１ｇ／Ｌ，ＣａＣＬ２０．３ｇ／Ｌ，溶于
１０００ｍＬ蒸馏水，于１２１℃灭菌２０ｍｉｎ。

ＭＲＳ培养基：葡萄糖 １０ｇ，牛肉蛋白胨 １０ｇ，酵
母浸粉５ｇ，吐温８０１ｍＬ，柠檬酸氢二铵 ２ｇ，乙酸钠
５ｇ，ＫＨ２ＰＯ４２ｇ，ＭｇＳＯ４０．５８ｇ，ＭｎＳＯ４０．２５ｇ，１２１℃
灭菌２０ｍｉｎ。
１．１．４　纸层析液

展开剂：正丁醇∶冰乙酸∶蒸馏水为 ２∶１∶１。显色
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１２６　　 ２０１８Ｖｏｌ４４Ｎｏ５（Ｔｏｔａｌ３６５）

剂：１Ｌ展开剂中加入 ０．６ｇ溴酚蓝。将试剂混合均
匀后，倒入试剂瓶中，密封储存备用

［１４－１５］
。

１．２　方法
１．２．１　干红山葡萄酒酿制

工艺流程：

山葡萄→清洗挑选→破碎→加糖→接种→主发酵→过

滤

技术要点：

山葡萄预处理：山葡萄清洗后，进行除梗分离，破

碎，分装在发酵瓶中。按葡萄重量 １０％的量加入蔗
糖。

菌种活化：将保存的酵母菌、乳酸菌菌种分别接

入酵母培养基和ＭＲＳ培养基中，于２５℃活化培养４８
ｈ后备用。

接种：按所需接种量取活化液体菌种，于 ２８００
ｒ／ｍｉｎ离心 １０ｍｉｎ，弃去上清液，将离心得到的沉淀
用葡萄汁洗入发酵瓶中。

发酵：放置设定温度的培养箱里发酵，每天测量

失重，至恒重即主发酵结束。

过滤：用１００目过滤袋进行自然过滤，得干红山
葡萄酒，于４℃恒温储藏备用。
１．２．２　 山葡萄酒主发酵降酸最佳用菌组合筛选

将葡萄酒酵母（Ｙ１）、降酸酵母（Ｙ２）、乳酸菌（Ｌ）
按表１进行组合，接入山葡萄汁中进行发酵，通过比
较发酵后山葡萄酒的 ｐＨ值，筛选出最佳用菌组合。

表 １　山葡萄酒最佳菌种组合的筛选方案

Ｔａｂｌｅ１　Ｖ．ａｍｕｒｅｎｓｉｓｗｉｎｅｓｏｆｔｈｅｂｅｓｔｓｔｒａｉｎｓｃｏｍｂｉｎｅｄ

ｓｃｒｅｅｎｉｎｇｐｒｏｇｒａｍｍｅ

菌种 １组 ２组 ３组 ４组
Ｙ１ １０％ ５％
Ｙ２ １０％ ５％ ５％
Ｌ ５％

１．２．３　单因素试验
１．２．３．１　温度对山葡萄酒主发酵降酸的影响

将破碎分装后的山葡萄按酵母菌和乳酸菌为

６％和４％的量接入两种菌种，分别置于室温（２０～
２２℃）、２５、２７、３０℃四组温度下进行发酵，探究温度
对山葡萄酒主发酵降酸的影响。

１．２．３．２　降酸酵母与乳酸菌比例对山葡萄酒主发酵
降酸的影响

将降酸酵母菌（Ｙ２）和乳酸菌（Ｌ）分别以 ５％ ＋
５％、６％ ＋４％、４％ ＋６％和 ３％ ＋７％的接种量接入
葡萄酒中，于２５℃下进行发酵，探究降酸酵母菌与乳

酸菌比例对山葡萄酒主发酵降酸的影响。

１．２．４　正交试验
１．２．４．１　正交试验

在单因素试验的基础上，对山葡萄酒主发酵温

度、混合菌（Ｙ２∶Ｌ＝１∶１）用量、发酵时间进行三因素

三水平正交试验 Ｌ９（３
３
）。正交试验设计如表 ２所

示。每组试验做３个重复，结果取平均值。
表 ２　正交试验设计表

Ｔａｂｌｅ２　Ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｔｅｓｔｄｅｓｉｇｎｓｔａｂｌｅ

因素水平
发酵温度

（Ａ）／℃

混合菌

用量（Ｂ）／％

发酵天数

（Ｃ）／ｄ
１ ２２ ８ １４
２ ２５ １０ １６
３ ２８ １２ １８

１．２．５　检测方法
ｐＨ值的检测采用精密酸度计测定；总糖的检测

采用３，５二硝基水杨酸法测定；苹果酸乳酸转化量
的检测采用纸层析法测定。

２　结果与分析

２．１　山葡萄酒主发酵降酸最佳用菌组合筛选结果
测量接入不同菌种的山葡萄主发酵 １２～１６ｄ酒

液的 ｐＨ值，结果如图１所示。

图 １　不同菌种发酵山葡萄酒 ｐＨ值的变化

Ｆｉｇ．１　ＤｉｆｆｅｒｅｎｔｓｔｒａｉｎｓｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｏｆＶ．ａｍｕｒｅｎｓｉｓｗｉｎｅ

ｐＨｖａｌｕｅｃｈａｎｇｅｓ

从图 １可看出，接入不同菌种 ４个试验组的 ｐＨ
值都有升高，随着发酵时间的延长，ｐＨ值会略有下
降。只添加葡萄酒酵母的山葡萄酒 ｐＨ值的平均值
为２．９３，在为４组中最低；在发酵第１３天时 ｐＨ值达
到最高值２．９５，与发酵前的 ｐＨ值相比增加了 ０．０８。
只添加降酸酵母的山葡萄酒 ｐＨ值的平均值为 ３．０６，
发酵第１２天和第 １３天均为最大值 ３０７，与发酵前
的 ｐＨ值相比增加了 ０．２０。同时添加葡萄酒酵母和
降酸酵母的山葡萄酒 ｐＨ值的平均值为３．０７，在发酵
第１３天时达到最大值 ３０９，与发酵前的 ｐＨ值相比
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增加了 ０．２２。同时添加降酸酵母和乳酸菌的山葡萄
酒 ｐＨ值的平均值为 ３．１２，为 ４组中最高；在发酵第
１３天时 ｐＨ值达到最高值３．１４，与发酵前的 ｐＨ值相
比增加了０．２７，是４组中 ｐＨ值升高最多高的一组。

比较各组最大 ｐＨ升高值，（Ｙ１＋Ｌ）组（０．２７）＞
（Ｙ１＋Ｙ２）组（０．２２）＞Ｙ２组（０．２０）＞Ｙ１组（００８），
即添加降酸酵母和乳酸菌组合降酸效果最好，其次为

添加葡萄酒酵母和降酸酵母组合、添加单一降酸酵母

组，添加单一葡萄酒酵母组降酸效果最差。

测量接入不同菌种的山葡萄主发酵 １２ｄ酒液的
总糖，结果如表 ３所示。

表 ３　不同菌种发酵的山葡萄酒总糖含量

Ｔａｂｌｅ３　Ｔｏｔａｌｓｕｇａｒｃｏｎｔｅｎｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｔｒａｉｎｓ

ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｏｆＶ．ａｍｕｒｅｎｓｉｓｗｉｎｅ

组号 １－１ １－２ １－３ １－４

总糖含量／（ｇ·Ｌ－１） ３．８０ １．７６ ２．５０ ２．０２

总糖含量小于 ４ｇ／Ｌ为干红葡萄酒，从表 ３可看
出，４种不同菌种发酵的山葡萄酒总糖含量均小于 ４
ｇ／Ｌ，说明发酵１２ｄ，发酵基本结束，为干红葡萄酒。
２．２　单因素试验
２．２．１　温度对山葡萄酒主发酵降酸的影响

测量山葡萄在不同温度下发酵 １３～１７ｄ的 ｐＨ
值，结果如图２所示。

图 ２　温度对山葡萄酒主发酵降酸的影响

Ｆｉｇ．２　ＥｆｆｅｃｔｏｆｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｏｎＶ．ａｍｕｒｅｎｓｉｓｗｉｎｅｍａｉｎ

ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎａｎｄｄｅａｃｉｄｉｆｉｃａｔｉｏ

从图 ２可看出，不同温度下发酵的山葡萄酒的
ｐＨ值都有升高，随着发酵时间的延长，ｐＨ值会略有
下降。室温（２０～２２℃）下发酵的山葡萄酒平均 ｐＨ
值为 ３．１５８，为４组中最低，在发酵第 １４ｄ时 ｐＨ值
达到最高值３．１８，最大值与发酵前的 ｐＨ值相比增加
了０．２３，ｐＨ升高值为４组中最小；２５℃下发酵的山
葡萄酒平均 ｐＨ值为３．２０２，为４组中最高，在发酵第
１４天时 ｐＨ值达到最高值 ３．２２，最大值与发酵前的
ｐＨ值相比增加了 ０．２７，ｐＨ升高值为 ４组中最大；
２７℃下发酵的山葡萄酒平均 ｐＨ值为 ３１８４，发酵第

１４天时 ｐＨ值达到最大值 ３．２０，最大值与发酵前的
ｐＨ值相比增加了０．２５；３０℃下发酵的山葡萄酒平均
ｐＨ值为３．１８０，在发酵第 １４天时达到最大值 ３．２０，
最大值与发酵前的 ｐＨ值相比也增加了０．２５。

比较各组最大 ｐＨ升高值为 ２５℃（０．２７）＞２７
℃（０．２５）＝３０℃（０．２５）＞室温（０．２３）。即降酸效
果最好的发酵温度，２５℃，其次为 ２７℃、３０℃，降酸
效果最差的为室温（２０～２２℃）。由此可见，主发酵
温度为２５℃时有利于山葡萄酒的降酸。
２．２．２　 降酸酵母与乳酸菌比例对山葡萄酒主发酵
降酸的影响

测接种不同比例的降酸酵母与乳酸菌的山葡萄

发酵１３～１７ｄ的 ｐＨ值，结果如图３所示。

图 ３　酵母菌与乳酸菌比例对山葡萄酒主发酵

降酸的影响
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从图３可看出，４组设置不同酵母菌与乳酸菌比
例的山葡萄酒的 ｐＨ值整体都有升高，随着发酵时间
的延长，ｐＨ值会略有下降。

接种酵母菌和乳酸为（６％ ＋４％）的山葡萄酒平
均 ｐＨ值是３．１８６，为 ４组中最高，在发酵第 １３天时
ｐＨ值达到最高值 ３．２０，最大值与发酵前的 ｐＨ值相
比增加了０．２５，为４组中最大；接种酵母菌和乳酸为
（５％ ＋５％）的山葡萄酒平均 ｐＨ值为 ３．１７０，在发酵
第１３、１４、１５天时 ｐＨ值均为检测 ５ｄ中的最高值
３１８，最大值与发酵前的 ｐＨ值相比增加了 ０．２３；接
种酵母菌和乳酸为（４％ ＋６％）的山葡萄酒平均 ｐＨ
值为３．１６６，发酵第１４、１６天时ｐＨ值均为检测５ｄ中
的最大值３．１８，最大值与发酵前的 ｐＨ值相比增加了
０．２３；接种酵母菌和乳酸为（３％ ＋７％）的山葡萄酒
平均 ｐＨ值为 ３．１６２，在发酵第 １３天时达到最大值
３１８，最大值与发酵前的 ｐＨ值相比增加了０．２３。

比较酵母菌与乳酸菌接种比例不同的各组平均

ｐＨ值，（６％ ＋４％）组（３．１８６）＞（５％ ＋５％）组
（３１７０）＝（４％ ＋６％）组（３．１６６）＝（３％ ＋７％）组
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１２８　　 ２０１８Ｖｏｌ４４Ｎｏ５（Ｔｏｔａｌ３６５）

（３．１６２）。由此看出，降酸效果最好的组为酵母菌与
乳酸菌为（６％ ＋４％）的山葡萄酒，其次为（５％ ＋
５％）、（４％ ＋６％），降酸效果最差的为（３％ ＋７％）的
山葡萄酒。所以，酵母菌与乳酸菌为（６％ ＋４％）的
配比组合更有利于山葡萄酒主发酵的降酸。

２．３　正交试验
表 ３　Ｌ９（３

３）正交试验结果与数据分析

Ｔａｂｌｅ３　Ｌ９（３
３）Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ

ａｎｄｄａｔａａｎａｌｙｓｉｓ

试验号
温度（Ａ）／

℃

接种量（Ｂ）／

％

发酵天数（Ｃ）／

ｄ
ｐＨ值

１ １（２２） １（８） １（１３） ３．１５
２ １ ２（１０） ２（１５） ３．１３
３ １ ３（１２） ３（１７） ３．１７
４ ２（２５） １ ２ ３．１５
５ ２ ２ ３ ３．０９
６ ２ ３ １ ３．１９
７ ３（２８） １ ３ ３．１０
８ ３ ２ １ ３．１４
９ ３ ３ ２ ３．１４
Ｋ１ ９．４５ ９．４０ ９．４８
Ｋ２ ９．４３ ９．３６ ９．４２
Ｋ３ ９．３８ ９．５０ ９．３６
ｋ１ ３．１５０ ３．１３３ ３．１６０
ｋ２ ３．１４３ ３．１２０ ３．１４０
ｋ３ ３．１２７ ３．１６７ ３．１２０
Ｒ ０．０２３ ０．０４７ ０．０１７

通过对表３进行分析，比较极差 Ｒ可得，ＲＢ＞ＲＡ
＞ＲＣ，３个因素对山葡萄酒主发酵降酸的影响为：菌
种接种量对山葡萄酒降酸影响最大，其次为发酵温

度，发酵时间对试验结果影响最小；Ａ因素列：Ｋ１＞Ｋ２
＞Ｋ３，Ｂ因素列：Ｋ３＞Ｋ１＞Ｋ２，Ｃ因素列：Ｋ１＞Ｋ２＞Ｋ３，
因此，正交试验结果的最优组合为 Ａ１Ｂ３Ｃ１，即发酵温
度２２℃，菌种接种量为１２％，发酵时间１３ｄ。

直接观察表 ３可知，６组（Ａ２Ｂ３Ｃ１）的 ｐＨ值
３１９，是９个试验组中最高的。分别按６组（Ａ２Ｂ３Ｃ１）
和分析得到的最优组合 Ｙ组（Ａ１Ｂ３Ｃ１）的条件发酵山
葡萄酒，对２份酒样以及单一葡萄酒酵母发酵的山葡
萄酒样（Ｙ１Ｊ）进行纸层析对比试验，观察苹果酸、乳酸
转化进程，结果如图４所示。

由图４可知，Ｙ组和 ６组均有乳酸斑点出现，葡
萄酒酵母发酵的山葡萄酒酒样（Ｙ１Ｊ）无乳酸斑点出
现，说明 Ｙ组和６组酒样已有苹果酸转化为乳酸，而
葡萄酒酵母发酵的山葡萄酒酒样的没有苹果酸转化

为乳酸，此酒样 ｐＨ值为 ２．８９，ｐＨ升高值很小，与纸
层析结果相吻合。６组比 Ｙ组比较，６组苹果酸的斑

点明显，说明 ６组的苹果酸转化比 Ｙ组的多，６组工
艺为最优组合，即发酵温度 ２５℃，菌种接种量为
１２％，发酵时间１３ｄ。

图 ４　验证试验酒样的苹果酸乳酸转化进程
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ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｗｉｎｅｓａｍｐｌｅｓ

３　结论与讨论

通过对山葡萄酒主发酵降酸最佳用菌的筛选和

主发酵降酸最佳工艺条件的优化试验可知，如果将降

酸酵母菌和苹果酸乳酸发酵菌同时接入山葡萄汁进
行主发酵，在完成酒精发酵的同时，可以部分地将苹

果酸转化为乳酸，降低山葡萄酒的酸度，而不影响酒

的发酵速度和风味。山葡萄酒主发酵降酸最佳菌种

组合为降酸酵母菌与乳酸菌组合，降酸酵母菌与乳酸

菌最佳比例为３∶２，最佳总接种量为 １２％，最佳发酵
温度为 ２５℃，最佳发酵时间为 １３ｄ。在此条件下进
行干红山葡萄酒发酵，可使葡萄酒 ｐＨ值升高 ０．２５～
０．３０，山葡萄原酒的酸涩味会有一定程度的减弱，适
口性提高。
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