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一株耐酸性酿酒酵母的筛选鉴定及特性
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摘要!基于浓香型白酒回糟酸度高$残糖含量高的生产现

状#通过平板划线纯化$

`[

培养基形态观察及显微镜观

察对中高温大曲中酵母菌进行初步鉴定#再通过
MMO

培

养基染色筛选$差异酸度培养基筛选适用于回糟发酵耐

酸性产酒精能力强的酵母菌#并进行分子生物学鉴定$生

物学特性及回糟发酵小试研究%结果表明'中高温大曲

中筛选得到的菌株
E

g

#

在
J

X)9"

时生长活性较强#产酒

精能力为
"9$TjL54

#鉴定为酿酒酵母!

=)00()<;I

E

0.C

0.<.B6C6).

"#具有耐受
J

X)9"

$高温!

B$i

"$酒精度
.jL54

的酿酒特性#发酵小试中回糟还原糖利用率提高了

#B9(j

#有效提高了糟醅中酒精含量和回糟出酒率#为浓

香型白酒回糟发酵提供优势酵母菌%

关键词!耐酸性&筛选&酿酒酵母&生物学特性&回糟发酵
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固态发酵中真菌种群主要来源于大曲*

#

+

%大曲中的

微生物主要来自原料)器具)空气)水等*

!

+

%其微生物种

类)数量以及群落结构对大曲品质有直接影响*

)

+

&根据

群落结构和功能不同%可以将大曲中的微生物分为霉菌)

酵母菌)细菌等*

B

+

&大曲中酵母优势菌群主要为酿酒酵

母和东方伊萨酵母*

C

+

%酵母是白酒酿造过程中主要的功

能菌*

.

+

$产酯酵母又叫生香酵母%能促进酯类的生成%形

成白酒的特征风味物质*

T

+

&朱文优*

$

+通过比较夏秋两季

高温大曲中的真菌群落结构%发现在发酵前期
-60(6)

)

=)00()<;I

E

0;

K

C6C

和
160N.<()I;I

E

0.C

是夏秋两季大曲

中的主要真菌$

-60(6)

是秋季大曲整个生产过程中的主

要真菌类群%

F(.<I;)C0%C

是夏季大曲发酵后期的优势真

菌类群&刘建学等*

(

+从浓香型白酒酒醅中筛选出两株高

产酯的戴尔有孢圆酵母!

F;<%7)C

K

;<)>.7H<%.0N66

#&伍强

等*

#"

+从野生猕猴桃中筛选鉴定出一株适于猕猴桃果酒发

酵的酿酒酵母%制成的果酒产品具有良好的
PO/

抑制活

!%
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第
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性&董琪等*

##

+从浓香型大曲中分离得到一株可耐受

B!i

高温且具有一定发酵产酒能力的酵母菌%该菌株经

鉴定为
M

E/

;C)00()<;I

E

0.C06><6

&阳秀莲等*

#!

+从不同杨

梅鲜果及果园环境中筛选得出一株发酵性能好耐受性强

的酿酒酵母
,%#

&刘延波等*

#)

+从中高温大曲中分离得

到一株名为
-60(6)N%><6)BQ.B66

的酵母菌且具有很好的

耐高温耐乙醇性能&应静等*

#B

+用
C

种不同的商业酵母菌

发酵甘蔗酒%确定出两株酵母菌更适宜用于甘蔗酒酿造&

浓香型白酒回糟酸度高%导致酵母菌产酒率低%丢糟

残余淀粉含量高%影响企业的经济效益及生态效益&目

前%对大曲中酵母菌研究大多 集 中 在 分 离 筛 选)鉴

定*

#CS#.

+等方面%也有对其耐高温)耐乙醇)耐酸等特性进

行研究的*

#TS#$

+

&将耐高温)耐酸性等耐受性较好的酵母

菌应用于浓香型白酒生产中%对解决浓香型白酒中回糟

酸度高)残余淀粉含量高的现状具有重要意义&研究拟

以中高温大曲为研究对象%通过平板划线纯化)

`[

培养

基形态观察及显微镜观察对中高温大曲中酵母菌进行初

步鉴定%再通过
MMO

培养基染色筛选)差异酸度培养基

筛选适用于回糟发酵耐酸性产酒精能力强的酵母菌%并

进行分子生物学鉴定)生物学特性及回糟发酵小试研究%

为进一步提高浓香型白酒回糟发酵出酒率提供依据&

#

!

材料与方法
#9#

!

材料与试剂

中高温大曲"

B

个月成品曲%湖南省湘窖酒业有限

公司$

黄水"湖南省湘窖酒业有限公司$

蛋白胨)葡萄糖)酵母膏)琼脂等培养基配制试剂"分

析纯%北京奥博星生物技术有限责任公司$

美兰染液"青岛高科技工业园海博生物技术有限公司$

香柏油"上海生物制品研究所有限责任公司$

MMO

"化学纯%博立生物制品有限公司&

#9!

!

培养基

分离培养基"采用
%/\'

培养基%

##Ci

灭菌
!"137

$

形态鉴定培养基"采用
`[

培养基%

#!# i

灭菌

!"137

$

高粱汁培养基"

C""

;

高粱粉与
B

倍体积蒸馏水充分

混合%加入质量分数为
Cj

液化酶搅拌均匀%

$"i

水浴酶

解
!G

%再加入质量分数为
Cj

的糖化酶搅拌均匀%

."i

水浴酶解
BG

%离心过滤%加水稀释至糖度为
#"

"

#!l-=

$

MMO

培养基"葡萄糖
#"

;

%蛋白胨
#"

;

%酵母膏
C

;

%

琼脂
T9C

;

%水
C""1[

%

#!#i

灭菌
!"137

%无菌环境加入

"9!C

;

MMO

&

#9)

!

仪器与设备

高压蒸汽灭菌锅"

]#CB0' Ǹ

型%致微!厦门#仪器有

限公司$

便携式
J

X

计"

[/B)$

型%梅特勒'托利多仪器!上

海#有限公司$

紫外分光光度计"

R_0)$"!

型%重庆万达仪器有限

公司$

电子式液体密度计"

-XUW0NZ"B

型%石家庄市百亨

通用仪器仪表制造有限公司$

电子显微镜"

P/!"""cW5F3<21N)

型%麦克奥迪实业

集团有限公司$

单人单面垂直净化工作台"

Ǹ 0OZ0#&'

型%苏州博莱

尔净化设备有限公司$

电热恒温水浴锅"

X!#0.

型%北京市东霞电子仪表厂$

万能粉碎机"

&̀ 0B""P

型%北京中兴伟业仪器有限

公司$

恒温培养箱"

NOA/YM+0#$Y

型%北京科伟永兴仪器

有限公司&

#9B

!

试验方法

#9B9#

!

中高温大曲中酵母菌的分离纯化与初筛
!

无菌条

件下称取
!C9"

;

成品曲样品至装有
!!C1[

无菌水的锥

形瓶内%充分摇匀%同时制备
#"

S!

%

#"

S)

%

#"

SB

%

#"

SC

%

#"

S.倍的稀释样品匀液%吸取
"9# 1[

稀释液涂布至

%/\'

富集培养基中%

!$i

恒温培养
B$G

&挑选符合酵

母形态的单菌落菌株进行平板划线
)

次%获得纯种菌株&

采用
MMO

培养基筛选%菌株颜色越深其产酒精能力越

好%通过观察菌落颜色筛选产酒精能力较强的纯化菌株&

将纯化菌株接种于
`[

培养基中%观察菌落形态%通过显

微镜观察确定细胞结构%并对其进行初步分类&将纯化

的菌株转移到
%/\'

斜面培养基上培养%待菌株菌落生

成后%置于
Bi

冰箱保藏&

#9B9!

!

耐酸性酵母菌的复筛
!

将纯化菌株接种于
%/\'

液体培养基中%

!$i

恒温培养
#E

%调整种子活化液浓度为

#9"m#"

T

O&R

(

1[

%采用富含有机酸的黄水调节
%/\'

液

体培养基的
J

X

%设置差异酸度梯度为
J

X!9C

%

)9"

%

)9C

%

B9"

%

B9C

&以体积分数
!j

的接种量将活化液接种至差异酸度

%/\'

培养基中%同时空白对照%

!$i

恒温培养
)E

%利用

紫外分光光度计测定
C."71

下菌液的
U'

值%

U'

值越

大%酵母菌的生长活性越强%酵母菌的耐酸性越强&

将纯化菌株接种于
%/\'

液体培养基中%

!$i

恒温

培养
#E

%调整种子活化液浓度为
#9"m#"

T

O&R

(

1[

%采

用富含有机酸的黄水调节高粱汁培养基的
J

X

%设置差异

酸度梯度为
J

X!9C

%

)9"

%

)9C

%

B9"

%模拟真实白酒发酵酸性

环境&以体积分数
!j

的接种量将活化液接种至差异酸

度高粱汁培养基中%

!$i

恒温发酵
(E

%蒸馏后检测酒精

度%每组进行
)

次重复&选取酸性环境下产酒精能力较

高的酵母菌进行进一步研究&

#9B9)

!

酵母菌分子生物学鉴定
!

将筛选得到的酵母菌送

至北京六合华大基因有限公司进行基因测序%采用引物

AMN#

!

Cr0MOO]MP]]M]PPOOM]O]]0)r

#和
AMNB

!

Cr0

MOOMOO]OMMPMM]PMPM]O0)r

#进行
\O,

扩增%

\O,

"%

基础研究
&RY'PW/YMP[,/N/P,OX

总第
!).

期
"

!"!#

年
.

月
"



扩增体系为"

N@

J
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(

[

%

\:31>:&
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#"

J

#

#

(

[

%

\:31>:,

!

#"

J

#

#

(

[

%模板!

7

;

(

(

[

#

#

(

[

%

EEX

!

U#!

(

[

&

\O,

扩增条件"

(. i

)

#"137

$

(. i

)

!"D

%

C. i

)

!"D

%

T!i

)

)"D

%

)C

个循环$

T!i

)

#"137

%对
\O,

产物进行琼

脂糖凝胶检测%纯化后测序&并在
YO-A

数据库中进行同

源序列比对%采用
W/]P9T9"

软件构建系统发育树&

#9B9B

!

耐酸性酵母菌的生物学特性研究

!

#

#耐酸性"配制
J

X!9C

%

)9"

%

)9C

%

B9"

%

B9C

的高粱汁

培养基%灭菌后待用&无菌条件下%以体积分数
!j

的接

种量将筛得的酵母菌种子液加入盛有
#""1[

差异酸度

高粱汁培养基的锥形瓶中%

!$i

恒温培养
!

"

)E

%测定

U'

C."71

值%每组平行
)

次&

!

!

#耐高温性"无菌条件下%以体积分数
!j

的接种

量分别将筛得酵母菌种子液加入含有
#""1[

的高粱汁

培养基的锥形瓶中%分别置于
).

%

B"

%

BB

%

B$

%

C!i

恒温培

养箱中培养
!

"

)E

%测定
U'

C."71

值%每组平行
)

次&

!

)

#耐酒精能力"无菌条件下%分别配制
#""1[

酒

精度为
!jL54

%

BjL54

%

.jL54

%

$jL54

%

#"jL54

的高粱汁

培养基%再接种体积分数
!j

的筛得酵母菌种子液%

!$i

恒温培养
!

"

)E

&测定
U'

C."71

值%每组平行
)

次&

!

B

#生长曲线"无菌条件下%以体积分数
!j

的接种

量将筛得酵母菌种子液加入含有
!C"1[

的
%/\'

液体

培养基的锥形瓶中%

!$i

恒温培养%每隔
!G

用无菌移液

枪吸取
#9""1[

培养液%稀释
C

倍后%利用紫外分光光度

计检测
U'

C."71

值%以不接种的
%/\'

培养基为对照组%

重复
)

次%绘制并对比分析酵母菌的生长曲线&

#9B9C

!

耐酸性酵母菌发酵小试研究
!

扩大培养筛得酵母

菌%调整种子活化液中酵母菌浓度处于
#m#"

T

O&R

(

1[

&

参照张海英*

#(

+的方法%以湘窖浓香型白酒回糟为原料%以

B9Cj

的回糟曲添加量)

"9!j

糖化酶添加量)

"9Cj

酵母菌

液添加量进行混合%同时以不添加酵母菌菌液为空白组%

以商用安琪酵母菌液为对照组%每组平行
)

次%分装至玻

璃瓶中%封口后置于浓香型白酒泥窖窖池上层醅中%模拟

真实回糟发酵环境%冬季发酵
#

个月&按照
'-)B

(

M

!!.B

'

!"#B

.固态发酵酒醅分析方法/检测糟醅残余淀粉

含量)还原糖含量及酒精度&

#9B9.

!

数据处理
!

试验数据采用
U:3

;

37

和
5̀:E

软件进行

图表绘制%通过
N\NN

软件对数据进行显著性分析%利用

W/]PT9"

软件对酵母菌测序序列进行系统发育树的

建立&

!

!

结果与分析
!9#

!

中高温大曲中酵母菌的分离纯化与初筛

从
%/\'

富集培养基上挑取
!C

株菌种作进一步分

离纯化%分别编号为
E

g

#

"

E

g

!C

%根据酵母菌的生长情况

挑选出
)

株活性较强的酵母菌
E

g

#

)

E

g

B

和
E

g

(

%其中
)

株

酵母菌在
MMO

培养基)

%/\'

培养基)

`[

培养基的菌落

形态和细胞结构见图
#

&菌株
E

g

#

在
MMO

培养基上显色

较深于菌株
E

g

B

和
E

g

(

%其发酵能力较优于其他两株菌&

)

株菌株菌落皆呈乳白色%表面光滑湿润%细胞呈圆形或

椭圆形%符合.真菌手册/中酵母菌的菌落与细胞结构&

!9!

!

中高温大曲中酵母菌的复筛

由图
!

可知%当
J

X

'

!9C

时%不同菌种生长活性存在

显著性差异!

-

$

"9"C

#&由于不同酵母菌对酸性条件适

应能力不同%酵母菌因生长环境酸度不同其生长活性也

不同&当
J

X

为
!9C

时%不同菌株的生长活性不存在显著

性差异!

-

'

"9"C

#$当
J

X

为
)9"

时%

)

株酵母菌的

U'

C."71

值强于
J

X

为
!9C

的%由于
U'

值越大%其生长活

性越强%因此当
J

X

为
)9"

时%

)

株酵母菌的生长活性强于

J

X

为
!9C

的&当
J

X

为
)9"

时%菌株
E

g

#

和
E

g

B

的生长活

性显著高于菌株
E

g

(

$当
J

X

为
)9C

时%菌株
E

g

#

的生长活

性显著强于其他两株菌%说明菌株
E

g

#

的耐酸性最强%因

从左至右依次为
MMO

培养基)

%/\'

培养基)

`[

培养基)细胞

形态%从上至下依次为菌株
E

g

#

%

E

g

B

和
E

g

(

图
#

!

酵母菌的初筛与形态鉴定

&3

;

@:>#

!

MG>A73F324D<:>>737

;

27E15:

J

G545

;

3<24

3E>7F383<2F35758

H

>2DF

字母不同表示同一
J

X

下不同菌株生长活性差异显著!

-

$

"9"C

#

图
!

!

不同
J

X

下酵母菌的生长活性

&3

;

@:>!

!

]:5?FG2<F3L3F

H

58FG>

H

>2DF@7E>:E388>:>7F

J

XL24@>D

#%

"

_549)T

$

Y59.

向丽萍等!一株耐酸性酿酒酵母的筛选鉴定及特性



此确定以菌株
E

g

#

和
E

g

B

进行产酒精能力筛选&

!!

对菌株
E

g

#

和
E

g

B

进行差异酸度高粱汁培养基筛选%

其在不同
J

X

下的高粱汁差异酸度培养基中的产酒精能

力见图
)

&由图
)

可知%在
J

X!9C

和
J

XB9"

条件下%两

株菌株的产酒精能力无显著性差异!

-

'

"9"C

#&在

J

X)9"

时%菌株
E

g

#

的产酒精能力显著大于菌株
E

g

B

的

!

-

$

"9"C

#$而
J

X)9C

时%菌株
E

g

B

的产酒精能力显著强

于菌株
E

g

#

的!

-

$

"9"C

#&

!!

结合差异酸度
%/\'

培养基中酵母菌生长活性筛选

和差异酸度高粱汁发酵产酒精能力的筛选%确定酵母菌

E

g

#

为耐酸性较强)产酒精能力较优的酵母菌%因此将酵

母菌
E

g

#

进行分子生物学鉴定&

!9)

!

耐酸性酵母菌的分子生物学鉴定

根据测序结果%菌株
E

g

#

扩增产物的碱基长度约为

TC"I

J

%将所得序列提交至
YO-A

数据库进行同源性比对

并构建系统发育树%结果见图
B

&根据同源性对比发现菌

株
E

g

#

与
=)00()<;I

E

0.C0.<.B6C6).

!

WM)!!$B(9#

#序列相

似性达
#""j

$与酿酒酵母!

=)00()<;I

E

0.C0.<.B6C6).

#聚

于 一 支%鉴 定 所 筛 选 的 菌 株
E

g

#

为 酿 酒 酵 母

!

=)00()<;I

E

0.C0.<.B6C6).

#&酿酒酵母是白酒发酵中至

关重要的微生物%在发酵等行业中具有广阔的应用前景&

!9B

!

耐酸性酿酒酵母的生物学特性分析

! !

由图
C

可知%菌株
E

g

#

在不同
J

X

)温度)酒精浓度下

字母不同表示同一
J

X

下不同菌株产酒精能力差异显著!

-

$

"9"C

#

图
)

!

不同
J

X

下酵母菌的产酒精能力

&3

;

@:>)

!

P4<5G54

J

:5E@<F357<2

J

2<3F

H

588>:1>7F2F357

84@3E@7E>:E388>:>7F

J

XDF:237D

图
B

!

系统发育树

&3

;

@:>B

!

MG>

J

G

H

45

;

>7>F3<F:>>

图
C

!

酿酒酵母
E

g

#

的生物学特性

&3

;

@:>C

!

-3545

;

3<24<G2:2<F>:3DF3<D58=)00()<;I

E

0.C0.<.B6C6).E

g

#

$%

基础研究
&RY'PW/YMP[,/N/P,OX

总第
!).

期
"

!"!#

年
.

月
"



的生长活性存在显著性差异!

-

$

"9"C

#&菌株
E

g

#

在

J

X)9"

时的生长活性显著大于
J

X!9C

时的%故菌株
E

g

#

能耐受
J

X)9"

的酸性%较葛隐等*

!"

+研究中的耐酸性酵母

菌的耐酸能力!

J

X)9C

#强%与李彦芹等*

!#

+从酒醅中分离

筛选得到酵母菌耐酸性一致$菌株
E

g

#

在
B$i

下的生长

活性显著大于
C!i

下的%因此菌株
E

g

#

能耐高温
B$i

%

优于刘延波等*

#)

+研究中耐高温
BCi

酵母菌$菌株
E

g

#

在

.jL54

酒精度环境中的生长活性显著大于
$jL54

时的%

因此菌株
E

g

#

能耐酒精度
.jL54

%弱于伍强等*

!!

+从野生

猕猴桃中筛选出的酿酒酵母的耐酒精度
#!jL54

$菌株

E

g

#

在
!

"

$G

时处于对数增长期%适应环境后迅速生长

繁殖%

#BG

后处于稳定期&

!9C

!

耐酸性酿酒酵母的发酵小试分析

以浓香型白酒回糟糟醅为发酵原料%对发酵前后糟

醅的淀粉及还原糖质量分数进行检测分析%同时对空白

组)试验组及对照组的糟醅进行蒸馏测其酒精度%相关结

果如表
#

所示&

表
#

!

优良酵母菌发酵糟醅的理化指标k

M2I4>#

!

\G

H

D3<2427E<G>13<2437E>=>D588>:1>7F>E

;

:237D58>=<>44>7F

H

>2DF

糟醅
淀粉质量

分数(
j

还原糖质量

分数(
j

酒精度(

jL54

未接种
#B9TCh"9"(

2

"9$(h"9"#

2

'

空白组发酵糟醅
(9BCh"9)(

I

"9$Th"9"#

2

"9(Th"9".

I

酿酒酵母
E

g

#

试验组
$9BCh"9)"

<

"9TBh"9"#

I

#9!Th"9"C

2

安琪酵母对照组
(9BCh"9!)

I

"9$(h"9")

2

#9#)h"9".

I

!

k

!

小写字母不同表示差异显著!

-

$

"9"C

#&

!!

由表
#

可知%小试发酵后糟醅中的淀粉及还原糖质

量分数显著降低!

-

$

"9"C

#%主要是依靠回糟曲中霉菌的

糖化作用和回糟曲中酵母菌及试验组添加的耐酸性酿酒

酵母
E

g

#

的发酵作用&同时%酿酒酵母
E

g

#

试验组的糟醅

中淀粉和还原糖质量分数显著低于空白组及安琪酵母对

照组的!

-

$

"9"C

#%而酿酒酵母
E

g

#

试验组的糟醅中酒精

含量显著高于空白组及安琪酵母对照组的!

-

$

"9"C

#%其

中淀粉质量分数较空白组降低了
#9"j

%残糖质量分数较

空白组降低了
#9)j

%主要是因为回糟
J

X

在
)9"

左右%而

酿酒酵母
E

g

#

能耐酸性为
J

X)9"

%且在较低
J

X

环境中

能一定程度上进行发酵&综上%酵母菌
E

g

#

在回糟发酵

中能够加强残糖利用率%有效提高糟醅中酒精含量%从而

提高回糟出酒率&

)

!

结论
通过对湖南省湘窖酒业有限公司中高温大曲中酵母

菌进行分离筛选及分子生物学鉴定%获得一株优良酵母

菌
E

g

#

%经鉴定为酿酒酵母!

=)00()<;I

E

0.C0.<.B6C6).

#$特

性研究结果表明%酿酒酵母
E

g

#

可耐受
J

X)9"

)

B$i

%其

J

X

和高温耐受性具有明显优势$回糟发酵小试研究中%

酿酒酵母
E

g

#

的添加提高了回糟中
#B9(j

的残糖利用

率%可作为浓香型白酒回糟发酵的优势酵母菌&研究仅

为小试%后续可将优良酵母菌制备强化大曲用于中试试

验%进一步探究其对浓香型白酒回糟发酵的影响&
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