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摘 要： 对固定化酵母进行选育，得到 3株酿酒酵母编号分别为 SLS、SYA、SJY和 1株自絮凝酵母 FJY。以木薯
为原料，对固定化酵母浓醪发酵生产燃料乙醇的性能进行对比，结果表明，自絮凝酵母菌株 FJY的乙醇生产能力最
高，在发酵 86 h后，最终酒精分达到 15.7 %vol，残总糖 1.35 %，甘油产量比其他 3株酵母菌株低 20 %。
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生物质能因其清洁、 可循环再生等优点被认为是最
有希望的替代能源之一，作为生物质能源的一种，燃料乙
醇已成为减轻石油需求的可替代燃料。 固定化酵母发酵
生产酒精技术是采用生物技术将活酵母包埋于载体中，
由于活酵母高度密集，可以成倍提高反应速度，减少原料
损失。 浓醪发酵生产酒精工艺则可节能， 提高设备利用
率，但浓醪发酵要求酵母菌株有极强的耐渗透压、耐高酒
精浓度的能力， 还要求酵母菌株能减少酵母的次要代谢
产物（如甘油等），尽可能多的将可发酵糖转化为酒精，因
此，酵母菌株的选育在浓醪发酵酒精生产中尤为重要。

1 材料与方法

1.1 菌株筛选
1.1.1 酵母菌种
选取酒精连续生产线上， 发酵良好的糖蜜或淀粉质

醪液。

1.1.2 初筛
采用 TTC平板法。
TTC 上层培养基 ：TTC （三苯基四氮唑盐酸盐 ）

0.5 g/L，营养琼脂 33 g/L，121℃灭菌 15 min。
下层培养基：10°Bx 麦芽汁，营养琼脂(广东环凯微

生物科技有限公司)33 g/L，pH6.0，121℃灭菌 15 min。
将酵母液接入含 TTC 下层培养基的平皿中培养，优

质酵母菌落生长快，大而饱满，死亡率低，细胞壁薄，细胞
核显著，形态均匀，大小整齐，呈圆形或椭圆形，无异状细
胞。
下层培养基长出菌落后， 倒入 TTC 上层培养基中，

30℃避光保存 2～3 h。 产酒精能力强的酵母菌落呈深红
色，次之为粉红色，比较各菌株之间的产酒精能力，初筛
性状优良的酵母菌株。
1.1.3 复筛
发酵实验法。
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浓酵发酵实验培养基参见 1.2.2， 制备方法参见
1.2.4。
分别以淀粉为原料，以各菌株发酵周期、乙醇生产能

力、残糖等为指标，进行浓醪发酵实验，确定发酵周期短、
产酒高、残糖低的菌株用于驯化。
1.1.4 酵母菌的驯化
浓醪连续发酵培养驯化。 将固定化酵母细胞置于反

应器中，用浓醪连续发酵培养，连续时间约 90 d，将发酵
醪进行二次分离复筛，复筛同时与亲本酵母细胞相比，最
终得到耐高浓度和高酒度的酿酒酵母（S.cerevisiae）(编号
SLS、SYA、SJY)和 1株自絮凝酵母(编号 FJY)。
1.2 固定化酵母木薯浓醪发酵生产燃料乙醇的性能对
比

1.2.1 材料
酵母：SLS、SYA、SJY、FJY。
木薯淀粉：带皮木薯干片粉碎而成的木薯淀粉(取自

广西北海中粮生物质能源有限公司粉碎工段)，淀粉含量
68 %。
液化酶、糖化酶：诺维信公司生产。

1.2.2 培养基
1.2.2.1 麦芽汁液体试管培养基

10.5 莓Bx麦芽汁，pH4.0。 121℃灭菌 15 min。
1.2.2.2 扩培培养基
液化醪： 取自广西北海中粮生物质能源有限公司液

化车间。
1.2.2.3 浓醪酒精发酵培养基
料水比 1∶2，尿素 1.0 %、KH2PO4 0.5 %、MgSO4·7H2O

0.05 %、CaCl2 0.2 %。
1.2.3 酵母的扩培
斜面试管酵母→麦芽汁液体试管→三角瓶扩培。
将斜面试管中的酵母菌种接种于麦芽汁液体试管

培养基中，28～30℃培养 20 h。 将培养好的麦芽汁试管
酵母接种到扩培培养基中， 扩培比 1∶10，28～30℃培养
24 h。
1.2.4 木薯淀粉浓醪发酵实验
木薯淀粉与水混合后调整 pH5.0～5.5；添加液化酶，

液化温度 90℃， 保温 1.0 h 后冷却至 35℃； 调整 pH3.
5～4.0，添加糖化酶及营养盐；接入扩培的酵母菌种，发
酵温度 28～30℃，发酵周期 86 h。
1.2.5 木薯淀粉浓醪发酵成熟醪的检测
酒精分的测定 [1] ；残还原糖测定 [2]；残总糖测定 [2]；酵

母数及酵母死亡率的测定[1]。
HPLC 检测 [2]：发酵成熟醪调节 pH 值到 1～1.5，抑

制酶活，取 40 mL发酵醪离心，过滤，用 HPLC 法检测乙
醇、麦芽糖、麦芽三糖、葡萄糖、果糖、醋酸、乳酸、甘油的

含量。

2 结果与分析

2.1 固定化酵母在麦芽汁中生长的形态（图 1～图 4）

2.2 不同固定化酵母菌株的乙醇生产能力（见图 5）
对不同固定化酵母菌株产乙醇能力进行比较， 结果

见图 5。
由图 5 可见，不同酵母菌株在发酵成熟醪中的乙

醇产 量 和 酒 精 分 从 高 到 低 排 列 的 菌 株 为 FJY＞

图 4 FJY形态图

图 1 SLS形态图

图 2 SYA形态图

图 3 SJY形态图
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图 5 发酵成熟醪的出酒率

SYA＞SJY＞SLS。 FJY 的乙醇产量和酒精分最高分别
是 12.9 g/100 mL清液和 15.7 %vol。
2.3 不同固定化酵母菌株耗糖的能力
对不同固定化酵母菌株耗糖能力进行比较， 结果见

图 6、图 7。

由图 6 可见，4 株酵母菌对麦芽三糖的发酵能力相
同， 而对麦芽糖、 葡萄糖和果糖的发酵能力， 酵母菌株
SYA和 FJY的能力明显优于 SLS和 SJY， 其中 SYA对
葡萄糖的发酵能力最强，自絮凝酵母 FJY 对麦芽糖的发
酵能力最强。

由图 7可见，发酵成熟醪中残总糖、残还原糖值从低
到高排列的菌株为 SYA＜FJY＜SJY＜SLS。 酵母菌株
SYA和 FJY的耗糖能力比 SLS和 SJY强。
2.4 发酵过程中甘油的生成
甘油是酒精生产中的主要副产物， 酵母菌利用发

酵醪中的葡萄糖产生甘油的反应， 可用下列化学方程
式来表示 ：C6H12O6 （葡萄糖 ）+H2O→C2H5OH （酒精 ）
+CO2+C3H5(OH)3（甘油）。
由此可知， 产生甘油要消耗发酵醪中的葡萄糖，从

而减少酒精的生成量。 正常的酒精发酵过程，发酵醪中
只有少量的甘油生成，浓醪发酵中其量约为发酵成熟醪
的0.4 %～0.8 %。 发酵成熟醪中甘油的含量见图 8。

由图 8可见， 发酵成熟醪中甘油的含量由低到高排
列的菌株为 FJY＜SYA＜SJY＜SLS，酵母菌株 FJY 产生
的甘油含量为 0.78 g/100 mL 清液, 比其他菌株低 20 %,
说明 FJY 代谢过程中产生的甘油较少，能利用更多的糖
发酵生成酒精。
2.5 发酵过程醋酸、乳酸的生成
醋酸、乳酸是酒精发酵过程中的副产物，酵母酒精发

酵过程醋酸、乳酸的生成有以下因素：酵母菌株产酸能力
的差异以及发酵过程中细菌污染所致，酒精发酵过程中，
某些乳酸菌具有乳酸脱氢酶， 能以丙酮酸作为受氢体而
生成乳酸，而发酵醪被醋酸菌污染，醪液中的酒精会被醋
酸菌氧化生成酸。 发酵成熟醪中醋酸、乳酸含量见图 9。

由图 9可见， 发酵成熟醪中乳酸含量由低到高的菌
株为 FJY＜SJY＜SLS＜SYA，醋酸含量由低到高的菌株
为 SJY＜SLS＜SYA＜FJY。自絮凝酵母 FJY的发酵成熟
醪中，醋酸含量明显高于其他菌株，这有可能是菌株本身
产醋酸能力较强引起的， 也可能是由于菌株本身的自絮
凝性，发酵过程中醪液固液相容易分离，固相絮凝浮于上
层，加上二氧化碳生成形成的孔隙，有利于醋酸菌繁殖，
具体原因有待进一步研究。
2.6 酵母数及酵母死亡率
酒精发酵效率决定于酵母繁殖速度和酵母数量，酵

母数量过多， 则发酵醪的糖分供给酵母细胞生长消耗较
多，相应地糖转化为酒精的转化率降低。 酵母数量过少，

图 6 发酵成熟醪中可发酵糖的含量

图 7 发酵成熟醪中的残还原糖、残总糖

图 8 发酵成熟醪中甘油的含量

图 9 成熟醪中乳酸、醋酸的含量
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图 10 成熟醪中的酵母数及酵母死亡率

酵母繁殖速度慢，发酵速度也相应地减慢，不仅发酵时间
延长，设备利用率降低，同时易使杂菌感染和繁殖，酸度
增高，导致发酵率下降。 随着发酵产物（如酒精、有机酸
等） 的增多， 营养物质的减少以及 pH 发生变化等的影
响，其繁殖速率逐渐下降，死亡率逐渐上升，酒精发酵最
终就会停止。 木薯浓醪发酵生产酒精，发酵终了时，不同
菌株的酵母数及酵母死亡率见图 10。

由图 10 可见，4 株酵母菌株在发酵结束时， 酵母数
在 2.0～2.5亿个 /mL之间， 菌株 SLS、SYA和 SJY的死
亡率均在 90 %左右， 而自絮凝酵母 FJY的死亡率最低，
只有 28 %，说明其耐高浓度、高酒精度的能力极强。

3 结论

固定化酵母经 TTC 平板初筛、发酵实验复筛、驯化
后二次分离筛选， 获得 4株浓醪发酵生产酒精的酵母菌
株。以木薯淀粉为原料进行浓醪发酵生产酒精实验，对其
发酵性能进行对比。 结果说明，在 4株酵母菌株中，自絮
凝酵母 FJY 耐渗透压、高酒精浓度能力最强，并且乙醇
产量高、耗糖能力强、甘油产量低，在发酵 86 h 后，最终
酒精分达到 15.7 %vol，残总糖 1.35 %，甘油产量比其他
菌株低 20 %。 酵母 SYA的发酵能力次之， 酒精分达到
15.3 %vol，残总糖 1.29 %。
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株组合发酵即能生产出优良的葡萄酒， 本次实验选用的
菌株组合 RC212+D254+ZYFJQ 生产的葡萄酒异味较
重，口感不协调。
产地酵母是生产原产地葡萄酒的决定因素之一。 酵

母 ZYFJQ 分离自烟台葡萄酒厂，它与商品酵母 D254 组
合发酵产香 27 种，香型丰富，苯乙醇（玫瑰香）和乳酸乙
酯（果香）构成了酒体主要香气，辅以辛酸乙酯（茴香味）、
己酸乙酯（菠萝香），保留有蛇龙珠浆果的典型青草味，香
味协调，酒度、酸度与糖度适中，口感品评极佳。
实验结果显示，D254+ZYFJQ 是生产烟台产地葡萄

酒的优良组合， 其发酵的蛇龙珠葡萄酒在理化指标和香
气的协调性上较为突出， 对于地方特色葡萄酒生产具有
重要意义。目前，由于葡萄酒厂大量引进国外活性干酵母
生产葡萄酒，有可能导致产地典型性特征被弱化。 因此，
加强产地酵母菌开发对生产优质葡萄酒有重要价值，尤
其分离并添加优良产地酵母菌株， 可以放大天然酵母菌
株在葡萄酒发酵过程中的优良特性， 生产具有地域特色
的葡萄酒将是未来中国葡萄酒产业发展的新趋势[11，12]。
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