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摘 要： 从酒曲中筛选出 11 株生香酵母，并对其形态及生理生化特性进行研究，确定其种属。筛出菌后进行发酵

测发酵液中总酯含量，选出高产优质菌株。在 11 株产酯酵母中，产酯最高的菌株是 X7，其发酵液总酯含量达到

1.78 g/L。
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Abstract: 11 aroma-producing yeast strains were isolated from wine starter and their morphological, physiological and biochemical properties
were studied and their species were determined. Then high yield quality strains were screened out through measuring total esters content in broth
fermented by those yeast strains. Among all 11 yeast strains, strain X7 had the highest yield of esters and total esters content in its fermenting liq-
uid was as high as 1.78 g/L.
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生香酵母又称为产酯酵母， 主要属于产酯酵母和假

丝酵母，它是中国白酒中酯香的主要产生菌[1]。 生香酵母

能够以乙醇为碳源， 既具备酒精发酵能力又具备醋酸发

酵能力，能够产生以酯香为主的多种香味物质。其可以以

糖、醛、有机酸、盐类为养料，在酯酶作用下合成酯类 [2]。
生香酵母适用于各种白酒的生产，其主要作用是产酯(乙
酸乙酯)增香，除杂味，使酒体协调，改善白酒质量。 因此，
从浓香型酒曲、酱香型酒曲中分离出生香酵母，并进一步

提升生香酵母的产酯能力和优化各种酯的组成比例，酿

造出酯香更浓的美酒，对提高酒的品质非常有意义。

1 材料与方法

1.1 研究材料

白酒酒曲，无锡某酒厂提供。
1.2 培养基

1.2.1 富集培养基

麦氏培养基：0.1 %葡萄糖，0.18 %氯化钾，0.25 %酵

母膏，0.82 %醋酸钠，2 %琼脂（麦氏培养液不需），以蒸馏

水配制，113℃灭菌 30 min。
1.2.2 筛选培养基

YPD 培养基：2 %葡萄糖、2 %蛋白胨、1 %酵母浸膏、
2 %琼脂、蒸馏水配制。
1.2.3 鉴定培养基

PDA 培养基：20 %马铃薯、2 %蔗糖、2 %琼脂、 蒸馏

水配制、自然 pH 值。
玉米粉培养基： 向 60 g 玉米粉中先加入少量水调

成糊状，再逐渐加水至 1000 mL，搅匀后以 80～90 ℃水

浴 1.5 h 后 过 滤 （中 间 搅 拌 3～4 次）， 滤 液 补 加 水 至

1000 mL，加琼脂 15 g，加热融化后趁热用脱脂棉过滤，
分装到试管和三角瓶内，0.07 MPa 灭菌 30 min。

尿 素 培 养 基 [3]：蛋 白 胨 0.1 g、氯 化 钠 0.5 g、磷 酸 二

氢 钾 0.2 g、尿 素 0.2 g（或 10 % 2 mL）、葡 萄 糖 0.01 g
（或 10 %葡萄糖 0.1 mL）、蒸馏水 100 mL、酚红（0.2 %）
0.4 mL、琼脂 2 %。 除尿素外把其他药品称好放入水中煮

沸，使之溶解，调 pH7.2 过滤，121℃高压灭菌 30 min。
配制尿素（灭菌）液：每 100 mL 基液内加 2 mL。

1.2.4 发酵产酯培养基

豆芽汁培养基(液)：10 %豆芽汁、0.5 %葡萄糖 ，蒸馏

水调配，自然 pH 值。
1.3 生香酵母的分离方法
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1.3.1 生香酵母的初筛

把所选的酒曲均匀研成粉末并称取 5 g 加 100 mL
无菌水制成悬液。 取 1 mL 加入到 9 mL 麦氏培养液试管

中，28℃摇床培养 24 h。 再取 1 mL 接种到另一支试管中

培养。 经过 3～4 次的转接培养即可。
1.3.2 酵母菌的分离复筛

取富集培养酵母液，按 10 倍梯度稀释到 10-6，取稀

释度为 10-2、10-3、10-4、10-5 各 0.1 mL 的溶液，分别涂布于

加 60 mL/L 的硫酸链霉素的 YPD 培养平板于 28℃培养

48 h。 观察菌落形态，选定疑似酵母菌落反复进行平板划

线分离和镜检，再分离纯化酵母。 挑取酵母菌落到 PDA
斜面，28℃培养 48 h 备用。
1.4 酵母菌的鉴定[4]

1.4.1 形态学鉴定

1.4.1.1 菌落特性的观察[5]

将被检菌用稀释平板法在 PDA 琼脂培养基上 28℃
培养 36 h，选取单个菌落观察其颜色、形状、透明度、光

滑、湿润和边缘整齐等特征。
1.4.1.2 细胞形态的观察[6]

将待检菌接种到 PDA 斜面培养基上， 于 28℃培养

24 h。 在载玻片上滴加一滴吕氏美兰染液，无菌操作，用

接种环挑取少许菌体置于染液中， 混合均匀并盖上盖玻

片。 3 min 后在显微镜下观察。
1.4.1.3 假菌丝的形成[6]

将待检菌接种于玉米粉琼脂平板 28℃培养，观察假

菌丝的有无及形态。
1.4.1.4 子囊孢子的观察[7]

将待检菌接种于麦氏培养基（醋酸钠琼脂培养基）斜

面上，28℃培养 7 d 后，用接种环挑取少许生长在葡萄糖

-醋酸盐培养基上的酿酒酵母于载玻片上，制成涂片，干

燥、固定。用孔雀绿芽孢染液进行染色，无需加热，晾干后

在油镜下观察子囊孢子。
1.4.2 生理生化鉴定

1.4.2.1 糖发酵试验[8]

酵母先在 25℃下用氮源基础培养基饥饿培养 3 d，
制备碳源饥饿酵母，按 2.5 %接种到 12.5 %豆芽汁中(加
20 g/L 葡萄糖)，28℃发酵 2 周，每天观察产气情况。
1.4.2.2 硝酸盐利用试验[9]

酵母先在 25℃下用碳源基础培养液培养 5～7 d，制

备氮源饥饿酵母， 稀释涂布平板法在碳源基础培养基

（含 20 g/L 琼脂粉） 平板上涂布， 点少量硝酸盐在平板

上，25℃培养 2～3 d， 所点试剂处或周围有酵母菌落生

长，即为阳性反应。
1.4.2.3 产类淀粉化合物测定试验[9]

将酵母接种于蛋白胨酵母膏葡萄糖 (PYD) 培养液

中，28℃培养后加入 1 滴 Lugol's 碘液，呈蓝色、紫色或

绿色则为阳性，表示生成了类淀粉化合物。
1.4.2.4 脲酶实验[9]

在水解尿素试验的琼脂斜面上， 于 28℃培养酵母

5～7 d，呈淡红色，表明能分解尿素为阳性。
1.5 发酵

无菌条件下， 将在 PDA 斜面培养基上保存的酵母

菌， 接种于 10 mL 的灭菌 PDA 培养液试管中，28 ℃培

养 24 h，活化。 将活化后的 PDA 液体试管菌种按约4 %
的接种量接入装有 80 mL 豆芽汁发酵液的小三角瓶中，
28℃培养 3～4 d。

2 结果与讨论

2.1 酵母菌的分离与纯化

通过富集培养和在 YPD 琼脂平板和 PDA 琼脂平板

上经过多次筛选分离后，共分离出 15 株酵母菌（菌落编

号 X1～X15）。
2.2 酵母菌的鉴定

2.2.1 酵母菌菌落形态和显微形态观察

分离得到的 15 株酵母菌经菌落形态和细胞形态观

察，可将其分为 4 类。 其菌落形态描述见表 1，其细胞形

态描述见表 2。

2.2.2 酵母菌生理生化特性结果

对分离酵母进行生理生化特性试验，其结果见表 3。
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根据《酵母菌特征及鉴定手册》介绍的方法 [10]，酵母

菌的鉴定主要以形态学特征为主，并结合生理学特征。形

态观察包括细胞形态子囊孢子的形成及其形态、 假菌丝

的形成。 Ⅰ类酵母菌属于红酵母属（Rhodtoruca），Ⅱ类酵

母菌属于汉逊酵母属（Hansenula），Ⅲ类酵母菌属于酒香

酵母属（Brettanomyces），Ⅳ类酵母菌属于酵母属（Saccha-
romyces）。
2.3 总酯测定[11]

准确吸取 25.00 mL 发酵液于 250 mL 锥形瓶中，加

入 25 mL 水，滴 2 滴酚酞指示剂，用 0.1 mol/L NaOH 标

准溶液滴定至微红色， 记下消耗 NaOH 溶液的体积；将

此滴定后的发酵液转移至 250 mL 圆底烧瓶中， 准确加

入 15.00 mL 0.1 mol/L NaOH 标准溶液， 接上冷凝管，于

沸水浴中回流皂化 0.5 h，取下冷却至室温，完全转移至

250 mL 碘量瓶中， 立即用 0.1 mol/L HCl 标准溶液滴定

至微红色刚好消失，记录 HCl 标准溶液用量，计算发酵

液中总酯的含量，见表 4。

由表 4 可知，在相同温度和发酵时间条件下，酵母菌

株 X1、X3、X7、X10 的产酯能力较强， 且发酵液澄清，发

酵性状稳定，是比较理想的生香酵母。 Ⅰ类、Ⅳ类酵母菌

无产酯能力。

3 结论与展望

从酒曲中筛选出 15 株酵母，共分为 4 类（Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、
Ⅳ），其中的Ⅱ类、Ⅲ类共 11 株酵母是产酯酵母，经过形

态、 生理生化特性鉴定， 分别属汉逊酵母属和酒香酵母

属，并对其产酯能力进行测定，在 11 株产酯酵母中，产酯

最高的菌株是 X7，其发酵液总酯含量达到 1.78 g/L。
生香酵母是白酒、米酒、黄酒等酒类发酵产香的主要

菌种，其不仅广泛应用于发酵酒的生香，而且也逐渐用于

食醋、果汁、香料的生产加工中，应用前景很大。利用基因

工程技术、原生质体融合技术、传统诱变育种技术等综合

选育出产酯能力高、各种酯组合优化的生香酵母，这是酿

酒行业急需研究和非常有意义的课题。
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