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浓香型白酒酿造车间空气中酵母菌的

分离鉴定及生长特性研究
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摘要!从浓香型白酒酿造车间空气中分离纯化得到
(

株

酵母菌"对其进行菌落生理生化和分子鉴定"获得胶红酵

母#

Q@)C)<)H5:(L5?':(

3

',)J(

$和季也蒙毕赤酵母#

87

+

*

7H)V

+

L(

3

5'::'7HL),C''

$两种酵母%两种酵母菌最适生

长时间均为
H"

"

-*T

"季也蒙毕赤酵母对乙醇!温度!酸

的耐受特性较胶红酵母的更好'采用
\$6Y2

法对两种酵

母菌进行代谢产物分析"发现两种酵母菌的优势产物为

乙醇!己酸乙酯"以及少量高级醇!酯类!酚类等芳香

成分%

关键词!浓香型白酒'酿造车间'空气'胶红酵母'季也蒙

毕赤酵母
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浓香型白酒又称泸香型白酒%是中国四大典型香型

白酒之一%以泸州老窖特区酒为典型代表%属于大曲酒%

其主要的香型物质为己酸乙酯%酒体无色透明)窖香浓

郁)绵软甘冽)香味协调)尾净爽口*

!

+

&其中最能体现浓

香型大曲酒酿造工艺独特之处是-泥窖固态发酵)续糟配

料)混蒸混烧.

*

H[-

+

&

传统固态白酒酿造过程中%微生物对白酒的质量)品

质)风味等有重要作用*

(

+

%多数微量物质都是微生物的代

谢产物*

'

+

&大曲作为糖化发酵剂%是多种微生物群的混

合体系*

)

+

%微生物的生长繁殖形成了种类繁多的代谢产

物%进而赋予大曲酒独特的风格和特色*

,

+

&曲中的微生

物主要是从环境中富集而来%各种微生物互相作用进而

影响发酵过程*

4

+

&游玲等*

"

+研究表明窖泥)空气)糟醅之

间的微生物存在相互转移%酿造过程中的霉菌)细菌)酵

母菌大部分来自空气%酿造环境空气中的微生物是否在

'
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酿造特性方面有发展取决于环境条件&

目前%有关白酒微生物的研究主要是以酒醅或酒曲

为出发点*

!*

+

%从微生物的角度探究白酒的发酵机理%并提

出白酒微生物与风味之间的联系是今后研究的重点*

!!

+

%

尤其是不同香型白酒具有不同的风味特征%其中微生物

的作用十分重要*

!H

+

&目前有关酿造过程中的细菌和霉菌

的群落结构变化)群落结构与风味组分以及微生物群落

与氨基酸含量的相关关系研究较多*

!-[!,

+

%但未进行大量

的菌落筛选%且空气中酵母菌的产酒产香作用尚未见报

道&文章拟以浓香型白酒酿造车间空气微生物为研究对

象%利用
.&Q

培养基和麦芽汁培养基%对浓香型白酒酿

造车间空气微生物进行分离鉴定%并从中筛选出酵母菌$

对酵母菌进行耐受特性分析%并采用
\$6Y2

分析其代谢

产物&旨在为白酒酿造机理以及引进新型养生酒的同时

提高白酒质量提供依据&

!

!

材料与方法
!B!

!

材料与试剂

空气微生物样品"将取样机置于酿造车间%对酿造车

间空气进行多点取样并混合均匀作为试验分析样品%密

封后于
(P

保藏%川北某浓香型白酒厂$

琼脂)葡萄糖)

"'I

乙醇)浓盐酸等"分析纯%成都科

龙化工试剂公司$

酵母浸膏)蛋白胨等"北京双旋微生物培养基制品厂&

!BH

!

仪器与设备

气相色谱质谱联用仪"

,4"*W6'",']

型%美国安捷伦

科技公司$

紫外可见分光光度计"

W-)*

型%上海翱艺仪器有限

公司$

双色荧光定量
&$V

仪"

$/f")

型%美国
]ZX6VWQ

公司$

化学发光成像系统"

$TC79QG@fV2

型%美国
]ZX6

VWQ

公司$

正置生物显微镜"

QY-***

型%德国
0C9@8

公司$

菌落计数分析仪"

&KG?G$X0-

型%广州市华粤行仪器

有限公司$

电泳仪"

Y9>96LAM@C!!

型%美国
]ZX6VWQ

公司$

高性能台式离心机"

f!V

型%赛默飞世尔科技!中国#

有限公司$

离心机"

'(!4

型%艾本德!中国#有限公司$

均质器"

&KC@C::

S

LH(

型%奥然科技有限公司$

恒温培养振荡器"

Ĵ.V6QH(*-

型%上海智城分析仪

器制造有限公司$

微生物培养箱"

026ZH*!

型%上海桑戈生物科技有限

公司$

大型台式恒温冷冻摇床"

Y8di(***

型%赛默飞世尔

科技!中国#有限公司$

超净工作台"

2J6$#6HQ

型%上海实业苏净有限公司&

!B-

!

试验方法

!B-B!

!

培养基制备

!

!

#

.&Q

培养基"酵母膏
!*

F

%蛋白胨
H*

F

%葡萄糖

H*

F

%琼脂粉
H*

F

%蒸馏水
!***70

%

!H!P

灭菌
!'79>

&

!

H

#马铃薯液体培养基"去皮马铃薯
H**

F

%葡萄糖

H*

F

%蒸馏水
!***70

%

!H!P

灭菌
!'79>

&

!

-

#高粱汁培养基*

!4

+

"高粱粉
H'*

F

%耐高温
$

6

淀粉

酶!

!*`

(

F

原料#

('7

F

%糖化酶!

H'*`

(

F

原料#

H*7

F

%酸

性蛋白酶!

-*`

(

F

原料#

-*7

F

%蒸馏水
!***70

%糖度

H*j]d

%

!!'P

灭菌
!'79>

&

!B-BH

!

空气中微生物的分离纯化及形态观察
!

无菌条件

下%取
!70

空气样品%加入
"70

无菌水%充分摇匀%振荡

'

"

!* 79>

%梯度稀释%选取
!*

[-

)

!*

['

)

!*

[,稀释液各

!70

%均匀涂布于酵母膏胨葡萄糖琼脂培养基%

-*P

培

养
(4T

%根据菌种的生长状况%选取适当的平皿%挑取单

菌落%转接于另一平皿&按此法重复转接
H

"

-

次进行分

离纯化%根据菌落特征及镜检确认后%挑取单菌落移入斜

面%培养后备用&对分离纯化培养筛选出的菌株进行镜

检%确定菌落形态&

!B-B-

!

酵母菌
Q3W

的提取
!

取
!70

菌悬液进行活化%

采用酶破碎法结合玻璃珠破碎法提取
Q3W

&采用正向

Z%2!

!

'

/

6%$$\%W\\%\WW$$%\$\\6-

#和反向引物

Z%2(

!

'

/

6%$$%$$\$%%W%%\W%W%\$6-

/#进行
&$V

扩增&具体反应程序"

"(P

预变性
479>

$

"(P

变性
-*L

%

'-P

退火
-*L

%

,HP

延伸
"*L

%共
H"

个循环$

,HP

延伸

479>

%对扩增产物进行电泳检测&

!B-B(

!

酵母菌的生长曲线及对乙醇)温度)酸的耐受性

!

!

#生长曲线"采用紫外可见分光光度计测定酵母菌

数量%并绘制曲线图&

!

H

#乙醇耐受性"分别添加
*I

%

-I

%

'I

%

,I

%

"I

%

!!I

乙醇至酵母菌液中%测定其吸光值&

!

-

#温度耐受性"取
!70

酵母菌悬液接种至马铃薯

液体培养基中%以
-P

为增长梯度%从
H*

"

(!P

%共
"

个

培养基%培养
H(T

%测定其吸光值&

!

(

#酸耐受性"各取
!70

菌悬液接种至马铃薯液体

培养基中%调节
O

1

以
*B'

为梯度%从
O

1HB*

"

)B*

%每组

"

个培养基%

H4P

培养
H(T

%测定其吸光值&

!B-B'

!

酵母菌代谢产物分析
!

采用高粱汁培养基%分别

接种酵母菌%

H4P

发酵
-D

&采用
\$6Y2

进行鉴定%利用

3Z2%

数据库%分析发酵液中的代谢产物&

!B-B)

!

数据处理
!

采用
2&22

软件和
5d@C:

)

XK9

F

9>

软件

等对数据进行处理分析&

H

!

结果与分析
HB!

!

空气中酵母菌的分离纯化

从川北某浓香型白酒厂酿造车间的空气微生物样品

中分离纯化得到
(

株酵母菌%分别编号为
><H

)

><-

)

><(

)

><4

%其菌落形态特征见表
!

&

(

基础研究
/̀ 3QWY53%W0V525WV$1

总第
H--

期
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年
-

月
"



表
!

!

各菌株的菌落形态特征

%8M:C!

!

YGK

O

TG:G

F

9@8:@T8K8@?CK9L?9@LGRL?K89>L

><H ><- ><( ><4

菌落直径为
!

"

H 77

%圆球

状%呈红色%菌落边缘整齐且

光滑%比较湿润%正面与反面

颜色一致%不透明%中央隆起%

易挑取%且挑起无黏性

菌落直径为
!

"

H 77

%椭圆

形%呈桃红色%菌落边缘平滑%

表面湿润%正面与反面颜色一

致%不透明%侧面微微凸起%单

菌落易挑取%且无黏性

菌落直径为
H

"

-77

%圆形%呈白

色或米白色%边缘形状规则圆滑%

表面湿润光滑%正面与反面颜色一

致%不透明%侧面微微凸起%单菌落

易挑取%无黏性

菌落直径为
!

"

H77

%圆

形%呈米白色%表面光滑%

稍微湿润%正反面无色差%

不透明%侧面整体微微凸

起%单菌落易挑取

HBH

!

基于
'B42KQ3W6Z%2

区的分子鉴定结果

对分离纯化后的
(

株酵母菌
Q3W

进行提取%使用引

物
Z%2!

和
Z%2(

对其
'B42KQ3W6Z%2

区基因进行
&$V

扩增&由图
!

可知%

(

株酵母菌的
Q3W

扩增产物长度为

'**

"

,'*M

O

&利用
3$]Z

对菌株序列进行
]0W2%

比对%

并构造发育树如图
H

所示&

!!

由图
H

可知%

><H

和
><-

同属于胶红酵母!

Q=L5?'*

:(

3

',)J(

#%

><(

和
><4

同属于季也蒙毕赤酵母!

8=

3

5'::'*

7HL),C''

#&赵春海等*

!"

+研究发现胶红酵母和季也蒙毕

赤酵母均属产油脂酵母类%可在一定条件下水解碳源)氮

源产生脂肪酸&胶红酵母包含独特酶系%能很好分解酒

中不良物质*

H*

+

%季也蒙毕赤酵母可将丰富原料发酵转换

成油脂和其他微量物质*

H!

+

%这两株酵母均可适应环境并

YBQ0H***Q3W78KECK

!

!B><H

的
&$V

产物
!

HB><-

的
&$V

产物
!

-B><(

的
&$V

产物
!

(B><4

的
&$V

产物

图
!

!

酵母菌株的
'B42KQ3W6Z%2

区基因
&$V

扩增结果

/9

F

AKC!

!

Q3W87

O

:9R9@8?9G>KCLA0?LGR?TCL?K89>L

图
H

!

比对结果发育树

/9

F

AKCH

!

&T

S

:G

F

C>C?9@?KCC8>8:

S

L9LGR?TCKCLA:?L
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代谢产生有益物质%在酿造白酒的环境下%能够产香)产

醇%在筛选菌株时这两株菌在培养基上生长繁殖会产生

酒的香气&叶伟庆*

HH

+发现胶红酵母菌可产生类胡萝卜

素)粗多糖)蛋白酶)淀粉酶)纤维素酶)维生素
]

!

)维生素

]

H

)维生素
]

)

等物质%其中类胡萝卜素和维生素都是对人

体有益的微量元素*

H-[H(

+

&故可将胶红酵母引入到白酒

中使之发展成为新型养生酒&因此%选用其中的
><-

和

><(

两株酵母进行生长曲线)耐受特性以及代谢产物

分析&

HB-

!

酵母菌生长曲线

由图
-

可知%菌株
><-

和
><(

的生长趋势大体一致%

均先升高后降低&当培养时间为
!*

"

!HT

时%两株菌的

XQ

值增长幅度相近%但变化不大%此期间为生长曲线中

的延滞期$当培养时间为
!H

"

HHT

时%两株菌的
XQ

值增

长速率较大%接近于倍数增长%

><(

的
XQ

值较
><-

更大%

此期间为生长曲线中的对数期$当培养时间为
HH

"

--T

时%两株菌的
XQ

值的变化趋于平稳%先逐渐增大至最大

值后降低%

><-

的增长速率由小变大再降低%

XQ

值在
H"T

处达最大%

><(

的增长速率保持平稳再降低%

XQ

值在
-*T

处达最大值且大于
><-

的%此期间为生长曲线中的平稳

期$当培养时间为
--

"

-(T

时%两株菌的
XQ

值均下降%

且下降幅度较大%此期间为生长曲线的衰亡期&综上%两

种酵母菌在
H"

"

-*T

范围内生长更好&

HB(

!

酵母菌的耐受性

HB(B!

!

耐乙醇性
!

由图
(

可知%两种酵母菌在不同乙醇

浓度下变化趋势基本一致%

XQ

值逐渐减小并趋近于
*

&

当乙醇体积分数为
*I

"

'I

时%两种酵母菌的
XQ

值下

图
-
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图
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降幅度较大%当乙醇体积分数为
'I

时%

><-

)

><(

的
XQ

分

别为
*B!

%

*B'

左右$当乙醇体积分数为
'I

"

!!I

时%

><-

的
XQ

值变化幅度较小%在乙醇体积分数为
!!I

时变为

*

%

><(

的
XQ

值在乙醇体积分数
'I

"

,I

时下降幅度较

大%在乙醇体积分数为
,I

"

!!I

时%

><(

的
XQ

值持续减

小并接近于
*

&同样的生长条件下%

><(

的
XQ

值比
><-

的更大%说明
><(

的乙醇耐受性比
><-

的更好&

HB(BH

!

耐温性
!

由图
'

可知%两种酵母菌的
XQ

值变化

趋势一致%均先升高后降低&当温度为
H*

"

H"P

时%两

种酵母菌的
XQ

值持续上升%在
H"P

时达最大值%且
><(

的增长幅度更大$当温度为
H"

"

((P

时%两种酵母菌的

XQ

值持续下降%

><-

的下降幅度较大%在
((P

时接近
*

%

><(

在
H"

"

-4P

时下降幅度较小%在
-4P

后急剧下降%

((P

时接近
*

&同样的生长环境下%

><(

的
XQ

值高于

><-

%因此
><(

的耐温性更好&

HB(B-

!

耐酸性
!

由图
)

可知%两种酵母菌的
XQ

值变化

趋势一致%均先平稳后上升再下降&当
O

1

为
HB*

"

-B'

时%

><-

的
XQ

值是
O

1-B*

开始大幅度上升%在
O

1-B'

时

达
!B(

左右%

><(

的
XQ

值从
O

1HB*

开始急剧增长%在

O

1-B'

时达
!B4

左右$当
O

1

为
-B'

"

'B'

时%

><-

的
XQ

值

仍在增长%从
!B(

增长至
!B)

左右%而
><(

的增长幅度较小%

变化趋于平缓%在
O

1'B'

时达最大值
!B"

$当
O

1

从
'B'

增 加至
)B*

时%两种酵母菌的
XQ

值均下降至
!B)

左右&
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同样的生长环境下%

><(

的
XQ

值高于
><-

%说明
><(

在酸性

条件下比
><-

更适合生存&

!!

综上%空气中的酵母菌在酿造特性方面表现优良%与

酒醅或大曲中的酵母菌性能*

H'

+相近%表明空气中的酵母菌

也能在酿造环境下很好地生长并代谢出有益物质%可进一

步将空气中微生物进行培养优化%使酒质更优)风味更佳&

HB'

!

酵母菌代谢产物

由表
H

可知%两种酵母菌的优势产物均为乙醇和己酸

乙酯%并含有少量的酸)高级醇)酯类)酚类等芳香类物质%

可构成白酒香味成分*

H)

+

%其中己酸乙酯是浓香型白酒的香

味主体成分&

><-

的代谢产物中乙醇和己酸乙酯含量较

高%还产生了苯乙醇和
H

%

-6

丁二醇%这两种物质是发酵产

生的中间物%可以构成一些香味物质%能对酒体产生正面

影响$

><(

的代谢产物中乙醇)丁醇)苯乙醇)己酸乙

酯)辛酸乙酯含量高于
><-

%其发酵效果优于
><-

&综上%

表
H

!

两株酵母的发酵产物k

%8M:CH

!

W>8:

S

L9LGRRCK7C>?8?9G>

O

KGDA@?LGR?;G

S

C8L?L?K89>L 7

F

#

70

名称
><- ><(

乙醇
*BHH4* !B**(*

丁醇
*BHH)* *B")"*

异戊醇
[ *B!"4*

苯乙醇
*B*!!* *B*4)*

H

%

-6

丁二醇
*B*HH* [

环丁醇
[ *B*!!*

!6

壬醇
[ *B*H**

己酸乙酯
*B!((* *B!'"*

辛酸乙酯
*B***- !B-'4*

甲酸异戊酯
*B*!"* [

乙酸
*B*!!* [

愈创木酚
*B**)* *B*!"*

$6

甲基
6H6

羟基乙胺
[ *B**)*

!!!

k

!

-

[

.表示未检出&

*!

基础研究
/̀ 3QWY53%W0V525WV$1

总第
H--

期
"

H*H!

年
-

月
"



><(

的产酒能力和产香能力都较好%可对其进行进一步发

酵试验%并且通过观察其产物的含量变化%利用生理生化

试验优化其产醇和产香的能力&此外%生香酵母用于浓香

型白酒)酱香型白酒生产中对白酒产量的提高具有明显效

果*

H,[H4

+

&因此%可以从生香方向研究筛选出的胶红酵母

和季也蒙毕赤酵母%对酵母菌的代谢产物进行分析%进一

步探究其产酒)产香作用%使之可应用于白酒生产%赋予白

酒风味物质%提高白酒质量&

-

!

结论
以浓香型白酒酿造车间空气微生物为研究对象%利用

.&Q

培养基和麦芽汁培养基对其进行分离鉴定%并采用

\$6Y2

分析技术%对空气微生物中的酵母菌进行代谢产物

分析&结果表明"

$

空气微生物中大部分可培养的微生物

包含细菌)霉菌和酵母菌%并筛选鉴定出了两种酵母菌%分

别是胶红酵母!

Q=L5?':(

3

',)J(

#和季也蒙毕赤酵母!

8=

3

5'::'7HL),C''

#&

%

两种酵母菌最适生长时间为
H"

"

-*

T

%季也蒙毕赤酵母对乙醇)温度)酸的耐受性优于胶红酵

母&

&

两种酵母菌均可应用于酿造生产并提高酒质和风

味%其优势产物有乙醇)己酸乙酯%还有少量高级醇)酯类)

酚类等芳香成分&试验对酵母菌进行了分离%但是参与白

酒酿造的微生物还有霉菌)放线菌等多种微生物*

H"

+

&因

此%对空气中微生物种类的筛选可多样化%还可将试验所

得酵母菌与空气中的霉菌)放线菌等结合%探究不同种类

菌种的复合发酵效果&
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