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摘要：以温州丁岙杨梅为原料，采用单因素试验和 Ｂｏｘ

Ｂｅｎｈｎｋｅｎ响应面设计优化杨梅果酒的发酵工艺条件。重点

探讨果浆含量、发酵时间、发酵温度、果汁含糖量及酵母添加

量对杨梅果酒发酵效果的影响。结果表明，丁岙杨梅果酒最

佳工艺参数为：果浆含量５０％，发酵时间５ｄ，发酵温度

２７℃，果汁含糖量１８．６％，酵母培养液添加量５．３６％。该条

件下制得的杨梅果酒较好地保持了丁岙杨梅特有的风味和

色泽，酒体澄清透明，口感清新。
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　　杨梅已成为温州第一大水果，其产量占浙江杨梅的１／４，

占中国杨梅的１／７
［１，２］。作为地理标志产品，丁岙杨梅是温

州杨梅的主要品种，也是浙江省“四大杨梅”优良品种之一，

具有独特的长果柄、蒂部有红色突起的“红盘绿蒂”，外观美

丽。成熟的丁岙杨梅果实表面呈现紫红至黑紫色，肉柱顶端

圆钝，肉质柔软多汁，酸甜适口，果汁可溶性固形物可达

１０．５％以上
［３，４］。

　　杨梅属于浆果类水果，成熟期集中在夏季高温多雨季

节，采摘期短，极易变质，不耐贮运，有“一日味变，二日色变，

三日质变”的说法，常温货架期仅２～３ｄ，采后损耗严重，商

品率低，鲜果上市期和销售范围都受到很大的限制。尽管近

年来低温冷库等贮藏保鲜得到一定发展，杨梅电商销售也逐

步开展，但受杨梅鲜果上市期和销售范围的限制，丰产区杨

梅滞销现象越来越凸显［５，６］。温州一带民间将杨梅浸酒饮

食，可去暑解闷，而且对心胃气痛、肌肉关节酸痛和痢疾肠炎

有较好的食疗效果［７］。由于浸泡法对杨梅活性成分提取效

率较低，而将杨梅鲜果经过清洗、破碎等处理后的果浆，进行

直接发酵制得杨梅发酵酒，可以充分提取杨梅中的功效成

分，且酒精含量较浸泡酒低，符合现代人们对“健康、保健”的

需要。

　　目前关于杨梅发酵型果酒的相关报道较少，且发酵型杨

梅果酒采用的酵母均为葡萄酒专用酵母或酿酒活性干酵母

或实验室普通酵母［８－１１］。本试验拟从温州地区自然发酵杨

梅汁中筛选适宜杨梅发酵的耐酸性好的优良酵母菌株，将其

应用于温州杨梅果酒发酵，并优化其发酵工艺条件，旨为杨

梅产业精深加工提供指导。

１　材料与方法

１．１　试验材料

　　新鲜杨梅：由温州康隆杨梅专业合作社提供，要求成熟，

新鲜，无腐烂；

　　酵母菌：本实验室分离的杨梅果酒专用酵母，保藏于中

国典型培养物保藏中心（ＣＣＴＣＣＮＯ：Ｍ２０１５０２１）；

　　白砂糖：市售；

　　ＷＬ琼脂培养基、ＹＰＤ液体培养基：青岛高科园海博生

物技术有限公司；

　　麦芽汁培养基：杭州百思生物技术有限公司。

１．２　仪器与设备

　　恒温培养箱：ＭＪＰ１５０型，上海精宏实验设备有限公司；

　　无菌工作台：ＢＣＭ１３００Ａ型，苏州宝泰空气技术有限
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公司；

　　立式压力蒸汽灭菌锅：ＬＤＺＸ５０ＦＢＳ型，上海申安医疗

机械厂；

　　手持糖度计：ＷＹＴⅡ型，上海华光仪器仪表厂；

　　酸度计：ＤＥＬＴＡ３２０型，梅特勒—托利多仪器上海有限

公司；

　　电子天平：ＬＴ００２Ｅ型，常熟市天景仪器有限责任公司；

　　紫外可见分光光度计：７５２Ｓ型，上海棱光技术有限

公司；

　　捣碎机：ＨＲ２００４型，飞利浦电子香港有限公司；

　　酒精计：０４０型，河北省石家庄市百亨通用仪器仪表制

造有限公司；

　　数显恒温水浴锅：ＨＨＳ型，上海博迅实业有限公司。

１．３　试验方法

１．３．１　杨梅果酒专用酵母的分离　将杨梅打浆装入已灭菌

的锥形瓶中，塞好棉塞于２５℃恒温培养箱中培养３～５ｄ，分

别在发酵前、中、后期取发酵液进行梯度稀释平板涂布，每一

梯度做３个平行。培养２～３ｄ后，选择具有酵母菌典型特征

的菌落进行划线分离，反复进行３～４次得到较纯的酵母菌

落并进行镜检，筛选出一端或多端出芽的菌种。

　　ＷＬ琼脂培养基筛选酿酒酵母：将分离出来的酵母菌

株，接种ＹＰＤ液体培养基活化２４ｈ后接种到 ＷＬ琼脂培养

基２８℃培养５ｄ后观察，筛选出菌落颜色为奶油色（浅黄色）

至绿色，表面为球形突起光滑，不透明。将酵母菌株进行发

酵力试验，获得发酵性能良好的杨梅专用酵母。

１．３．２　杨梅酒发酵工艺

添加ＳＯ２　酵母菌→扩大培养　
↓ 　　　　　　　↓　　

　　新鲜杨梅→挑选分级→清洗→打浆→成分调整→发酵→

过滤→除酸→澄清→杀菌→陈酿→成品

　　（１）酵母菌扩大培养：① 三角瓶一级扩大培养：将杨梅

酵母接种至麦芽汁培养基中于２８℃培养４８ｈ；② 三角瓶二

级扩大培养：将杨梅原汁与５％糖水以１∶１比例混合灭菌

（１２１℃，１５ｍｉｎ），接入一级扩大培养物，于２８℃培养４８ｈ；

　　（２）添加ＳＯ２：杨梅打浆时加入偏重亚硫酸钾（有效ＳＯ２

含量为５０％），使打浆后果浆中ＳＯ２的含量为５０ｍｇ／ｋｇ。

　　（３）除酸：杨梅酒中酸的种类与葡萄酒中的酸有所不

同，杨梅酒中的酸主要为柠檬酸，本试验采用 Ｋ２Ｃ４Ｈ４Ｏ６配

合Ｋ２ＣＯ３使用
［１２］，对果酒进行降酸处理。

１．３．３　杨梅果酒发酵工艺条件

　　（１）果浆含量：新鲜杨梅清洗打浆后，分别以原果浆、

５０％果浆、３３．３％果浆比例加水，加入白砂糖使果汁含糖量

为１８％，酵母培养液添加量为５％，置于２５℃恒温培养箱中

进行发酵，测定酒精度、残余糖度、酸度，待酒精度达到最高

时中止发酵，考察果浆含量对杨梅果酒发酵的影响。试验平

行两次。

　　（２）发酵时间：新鲜杨梅清洗打浆后，按果浆含量为

５０％加水调整果浆比例，加入白砂糖使果汁含糖量为１８％，

酵母培养液添加量为５％，置于２５℃恒温培养箱中进行发

酵，测定酒精度、残余糖度、酸度，考察发酵时间对杨梅果酒

发酵的影响。试验平行两次。

　　（３）发酵温度：新鲜杨梅清洗打浆后，按果浆含量为

５０％加水调整果浆比例，加入白砂糖使果汁含糖量为１８％，

酵母培养液添加量为５％，分别置于１５，２０，２５，３０，３５，４０℃

恒温培养箱中进行发酵，测定酒精度、残余糖度、酸度，待酒

精度达到最高时中止发酵，考察发酵时间对杨梅果酒发酵的

影响。试验平行两次。

　　（４）果汁含糖量：新鲜杨梅清洗打浆后，按果浆含量为

５０％加水调整果浆比例，加入白砂糖使果汁含糖量分别为

１４％，１６％，１８％，２０％，２２％，２４％，酵母培养液添加量为

５％，置于２５℃恒温培养箱中发酵６ｄ，测定酒精度、残余糖

度、酸度，考察果汁含糖量对杨梅果酒发酵的影响。试验平

行两次。

　　（５）酵母添加量：新鲜杨梅清洗打浆后，按果浆含量为

５０％加水调整果浆比例，加入白砂糖使果汁含糖量为１８％，

分别加入１％，３％，５％，７％，９％，１１％的酵母培养液，置于

２５℃恒温培养箱中发酵６ｄ，测定酒精度、残余糖度、酸度，

考察酵母添加量对杨梅果酒发酵的影响。试验平行两次。

　　（６）最佳工艺参数：根据单因素试验得出杨梅果酒较优

发酵工艺参数，应用响应面试验进行优化设计，试验平行两

次，以杨梅果酒酒精度为指标，确定杨梅果酒发酵最佳工艺。

１．３．４　测定项目及方法

　　（１）可溶性固形物：手持糖度计法
［１３］；

　　（２）还原糖：斐林试剂法
［１３］；

　　（３）总糖：苯酚硫酸法
［１４］；

　　（４）酸度：电位滴定法
［１５］；

　　（５）酒精度：酒精计法
［１５］。

２　结果与分析
２．１　杨梅果酒发酵工艺条件研究

２．１．１　果浆含量对杨梅果酒发酵的影响　由于杨梅果浆酸

度较高，调整原果浆含量可适当降低杨梅酸度，有利于酵母

的繁衍和发酵。由图１可知，随着杨梅原果浆含量的降低，

杨梅果酒中酒精度先升高后下降。原果浆含量的降低也使

杨梅果酒的酸度逐渐降低，发酵后的果酒品质发生了较大的
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图１　果浆含量对杨梅果酒发酵的影响
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变化。５０％果浆发酵的杨梅酒保持了杨梅鲜艳的色泽和浓

郁果香，果酒色泽透亮。由于酸度的降低，也使果酒的发酵

度得到提高，酒精含量升高。但随着果浆含量的降低，发酵

果酒的杨梅色泽和果香也迅速减弱，果浆含量为３３．３％时，

杨梅色泽变淡，无杨梅果香，果酒质量下降。综合考虑，选用

５０％果浆含量的杨梅汁进行后续试验。

２．１．２　发酵时间对杨梅果酒发酵的影响　随着发酵的进

行，酵母利用果汁中的糖代谢不断产生酒精。由图２可知，

随发酵时间的延长，果酒中的残余糖度逐渐下降，酵母降糖

速度出现由快速降糖至缓慢降糖的过程，果酒酒精度也相应

逐渐升高，酸度基本不变。果酒发酵５ｄ后，果酒中残余糖度

降至５％～６％，已不足以满足所有酵母的代谢，部分酵母衰

退，使降糖的速度明显减缓，果酒进入后发酵阶段。因此，发

酵时间选择５ｄ较好。

0

1

2

3

4

2

6

10

14

18

糖
度
，
酒
精
度

发酵时间

R
ed
id
u
al
 s
u
ga
r 
co
n
te
n
t，

A
lc
oh
ol
 d
eg
re
e/

酸
度

A
ci
d
it
y/
(g
·
L
-
1
)

Fermentation time/d

1 3 5 7

残余糖度
酒精度
酸度

图２　发酵时间对杨梅果酒发酵的影响
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２．１．３　发酵温度对杨梅果酒发酵的影响　温度对生化反应

的速度和酶的活性有重要的影响。一般来说，温度升高时，

可加速生化反应的速度，提高生物酶的活性。但温度过高

时，又会钝化酶的活性，甚至使酶变性，阻碍生化反应的进

行。由图３可知，随着发酵温度的升高，产生酒精的量逐渐

增加；但当温度超过３５℃时，高温抑制了酵母的活性和生化

反应的速度，生成酒精的量降低，对应的果酒中残余糖度增加，
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图３　发酵温度对杨梅果酒发酵的影响
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同时高温对于杨梅果酒风味也有较大的影响。随着发酵温

度的变化，杨梅果酒的酸度也呈现逐渐降低的趋势。发酵温

度为２０～３０℃时，产生酒精的量较高。但考虑到能源消耗、

果酒风味等因素，发酵温度控制在２５℃左右为宜。

２．１．４　果汁含糖量对杨梅果酒发酵的影响　果汁中的含糖

量对酵母活性及发酵果酒的最终酒精度有重要影响。由图４

可知，随着果汁含糖量的增加，果汁中可被酵母利用的糖增

加，酒精生成量升高，残余糖含量升高，酸度基本不变。当果

汁含糖量为１８％时，酒精度可达到７．９％。但当糖度超过

１８％时，过高的糖含量会抑制酵母的活性，使酵母利用糖生

成酒精量降低。因此，果汁含糖量控制在１８％左右为宜。
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图４　果汁含糖量对杨梅果酒发酵的影响
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２．１．５　酵母添加量对杨梅果酒发酵的影响　随着酵母添加

量的增加，酵母可短时间内上升到较大数量从而进入主发酵

期，加快了酒精生成的速度，但酵母添加量过高时，酵母老化

速度也将加快。由图５可知，随着酵母添加量的增加，果酒

的酸度基本不变，果酒中的残余糖随酵母添加量的增加而降

低。当酵母添加量为 ５％ 时，杨梅发酵酒的酒度可达

１０．７％，当酵母添加量进一步增加时，生成酒精量反而降低。

２．１．６　杨梅果酒发酵工艺的响应面优化　根据单因素试验

得出的杨梅果酒较优发酵工艺参数，在杨梅果浆浓度为５０％，
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图５　酵母添加量对杨梅果酒发酵的影响
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发酵５ｄ的条件下，以杨梅果酒酒精度为指标，应用 Ｂｏｘ

Ｂｅｎｈｎｋｅｎ试验设计确定杨梅果酒发酵最佳工艺。响应面因

素设计见表１，结果见表２。

表１　响应面试验因素水平表

Ｔａｂｌｅ１　Ｃｏｄｅｄｖａｌｕｅｓｏｆｔｈｅｐａｒａｍｅｔｅｒｓｉｎ

ｒｅｓｐｏｎｓｅｓｕｒｆａｃｅａｎａｌｙｓｉｓ

编码 Ｘ１温度／℃ Ｘ２含糖量／％ Ｘ３酵母添加量／％

－１ ２０ １６ ３

０ ２５ １８ ５

１ ３０ ２０ ７

表２　响应面设计与结果分析表

Ｔａｂｌｅ２　Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｄｅｓｉｇｎａｎｄｒｅｓｕｌｔｓｏｆ

ｒｅｓｐｏｎｓｅｓｕｒｆａｃｅａｎａｌｙｓｉｓ

编号 Ｘ１ Ｘ２ Ｘ３ 酒精度／％

１ －１ －１ ０ ７．８

２ －１ １ ０ ８．３

３ １ －１ ０ ７．８

４ １ １ ０ ９．８

５ ０ －１ －１ ６．８

６ ０ －１ １ ７．５

７ ０ １ －１ ８．０

８ ０ １ １ ９．０

９ －１ ０ －１ ７．８

１０ １ ０ －１ ８．３

１１ －１ ０ １ ７．６

１２ １ ０ １ ９．８

１３ ０ ０ ０ １０．５

１４ ０ ０ ０ １１．０

１５ ０ ０ ０ １０．８

　　对响应面试验结果进行数据分析，建立二次响应面回归

模型，对模型进行方差分析，见表３。由表３可知，模型方程

极显著，失拟项不显著，说明回归模型拟合性较好。将模型

中对响应值不显著项去除，可得丁岙杨梅果酒发酵的二次回

归模型为：

　　犢＝１０．７６６７＋０．５２５０犡１＋０．６５００犡２＋０．３７５０犡３－

０．８９５８犡２１＋０．３７５０犡１犡２＋０．４２５０犡１犡３－１．４４５８犡
２
２－

１．４９５８犡２３ （１）

　　由表３还可知，Ｘ１和Ｘ２、Ｘ１和Ｘ３的交互作用显著，其响

应面图见图６、７。

　　由图６可知，在试验范围内，发酵温度不变时，酒精度随

含糖量增加呈明显上升趋势，之后下降，主要原因为酵母可

利用糖的增加使酵母产酒精量增加，但果汁含糖量过高时，

由于高糖含量形成的渗透压会抑制酵母繁殖与代谢；当果汁

含糖量不变时，酒精度随发酵温度的增加呈现先增加后下降

趋势，主要原因为温度影响酵母活性，随温度的升高，酵母活

性增强，代谢旺盛，过高的温度会使酵母细胞活性受到抑制

甚至死亡。由此可知，含糖量与温度的交互作用对果酒酒精

度有较大影响。

　　由图７可知，发酵温度与酵母添加量的交互作用对果酒

酒精度有较大影响。在试验范围内，当发酵温度不变时，酒

精度随酵母添加量的增加先升高后缓慢下降；当酵母添加量

不变，酒精度随发酵温度的增加呈现出逐渐增大而后缓慢下

降的过程。主要是因为酵母添加量较低时，适当提高温度可

加速酵母细胞的繁殖，而温度过高时又会抑制酵母繁殖代

谢。发酵温度一定时，发酵初始酵母数的增多使酵母代谢产

生酒精的速度加快，但酵母添加量的过高反而使果汁中的糖

较多用于酵母的增殖而使酒精产量下降。

　　为求得回归方程的最大值，对回归方程的犡１、犡２、犡３分

别求一阶偏导等于零，可得含犡１、犡２、犡３的方程组（２）：

　　

０．５２５０－１．７９１６犡１＋０．３７５０犡２＋０．４２５０犡３＝０

０．６５００＋０．３７５０犡１－２．８９１６犡２＝０

０．３７５０＋０．４２５０犡１－２．９９１６犡３

烅

烄

烆 ＝０

（２）

　　求解后可知犡１＝０．３９３８，犡２＝０．２７５９，犡３＝０．１８１３

时，二次回归方程在范围内可得最大值。换算代码后即得温

度为２７℃，果汁含糖量为１８．６％，酵母培养液添加量为

５．３６％时，杨梅果酒发酵后酒度最高，理论预测最大值为

１１．１％。

　　将响应面试验优化后的工艺参数进行３次验证实验，测

得丁岙杨梅果酒的酒精度平均值为１０．５％，与回归方程预测

值基本一致，可见该二次回归模型能较好地预测杨梅果酒发

酵结果。

２．２　产品质量指标

２．２．１　感官指标　杨梅果酒色泽紫红，口感清爽，酒体完

整，澄清透明，无悬浮物，具有杨梅特有的香味。

２．２．２　理化指标　酒精度：１０％～１２％ｖｏｌ；滴定酸（以酒石

酸计）：≤６．０ｇ／Ｌ；总糖（以葡萄糖计）：≤４．０ｇ／Ｌ；

２．２．３　微生物指标　细菌总数：≤５０ＣＦＵ／ｍＬ；大肠菌

群：≤３ＭＰＮ／ｍＬ；致病菌不得检出。

表３　回归模型方差分析表


Ｔａｂｌｅ３　Ａｎａｌｙｓｉｓｏｆｖａｒｉａｎｃｅｆｏｒｔｈｅｆｉｔｔｅｄ

ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎｅｑｕａｔｉｏｎ

方差来源 自由度
离均差

平方和
均方 犉值 Ｐ值 显著性

Ｘ１ １ ２．２０５０ ２．２０５０ ３３．２４１２ ０．００２２ 

Ｘ２ １ ３．３８００ ３．３８００ ５０．９５４８ ０．０００８ 

Ｘ３ １ １．１２５０ １．１２５０ １６．９５９８ ０．００９２ 

Ｘ２１ １ ２．９６３１ ２．９６３１ ４４．６７０５ ０．００１１ 

Ｘ１Ｘ２ １ ０．５６２５ ０．５６２５ ８．４７９９ ０．０３３３ 

Ｘ１Ｘ３ １ ０．７２２５ ０．７２２５ １０．８９２０ ０．０２１５ 

Ｘ２２ １ ７．７１８５ ７．７１８５１１６．３５９７ ０．０００１ 

Ｘ２Ｘ３ １ ０．０２２５ ０．０２２５ ０．３３９２ ０．５８５６

Ｘ２３ １ ８．２６１６ ８．２６１６１２４．５４６８ ０．０００１ 

回归模型 ９ ２４．６１２３ ２．７３４７ ４１．２２６７ ０．０００４ 

失拟 ３ ０．２０５０ ０．０６８３ １．０７８９ ０．５１４１


不显著

纯误差 ２ ０．１２６７ ０．０６３３

总误差 １４ ２４．９４４０

　　．Ｐ＜０．０１，差异极显著；．Ｐ＜０．０５，差异显著。
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图６　犢＝犳（犡１，犡２）的响应曲面图和等高线
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图７　犢＝犳（犡１，犡３）的响应曲面图和等高线
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３　结论
　　温州丁岙杨梅发酵果酒最佳工艺参数为：杨梅果浆中加

入等比例水，可有效降低果酒中的酸，发酵温度２７℃，果汁

含糖量１８．６％，酵母培养液添加量５．３６％。该条件下制得

的杨梅果酒保持了杨梅特有的风味和色泽，酒体澄清透明，

口感清新，较目前市售杨梅浸泡酒和发酵果酒风味浓郁。

　　杨梅的高酸度使其深加工产品的口感较差。本研究通

过发酵前稀释处理可在一定程度上降低杨梅发酵果酒酸度，

但仍需结合化学法对其进行降酸处理。由于化学法降酸会

对产品品质造成不利影响，因此在后续的研究中可考虑采用

离子交换法［１６］对杨梅发酵果酒进行降酸处理。
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