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摘 要： 研究了 1 种检测酵母菌产酒精能力的新方法。利用酒精发酵液体培养基在厌氧条件下对产酒精酵母菌株

YE-1、YE-2、YE-3 进行酒精发酵培养，同时利用菌体发酵培养基在有氧条件下进行菌体培养实验作为对照。通过

分光光度法检测培养基中葡萄糖的消耗量，根据所消耗的葡萄糖中用于酒精发酵的量，推算出 3 株酵母菌菌株在酒

精发酵培养基中酒精含量分别为 4.03 mg/mL、3.50 mg/mL 和 3.77 mg/mL，进而比较出各菌株产酒精能力的大小。
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Abstract: A new method for the evaluation of ethanol-producing capability of microzyme had been developed. In the experiments, while mi-
crozyme cells were cultured in cell culture mediums under aerobic conditions, ethanol-producing microzyme strains YE-1, YE-2 and YE-3 were
cultured for alcohol fermentation in liquid culture mediums under anaerobic conditions. The amount of glucose consumption in alcohol fermenta-
tion liquid mediums was detected by spectrophotometric assay. Then alcohol concentration was calculated according to the amount of glucose
consumption for alcohol fermentation. The alcohol concentration in these three alcohol fermentation alcohol mediums were 4.03 mg / mL, 3.50
mg / mL and 3.77 mg / mL respectively, and then ethanol-producing capability of each strain was revealed.
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近年来，国际石油价格一直维持在高位，这不仅对

世界经济产生了巨大影响，甚至还影响着人们的生活方

式。 酒精是可再生的清洁能源，是石油的理想替代品。 世

界上的汽车生产大国纷纷研发酒精和汽油的混合燃料

汽车、纯酒精燃料汽车等新能源汽车，以减少对石油的

依赖，适应未来的市场，期望能够在竞争中取得主动。 酒

精作为一种可再生的新型能源，它同时又是较理想的清

洁能源，其燃烧后的产物是二氧化碳和水，不会对空气

造成污染[1-2]。 酵母菌是一类单细胞的真核微生物，很多

种类的酵母菌具有将有机物在厌氧条件下转化为酒精的

能力[2-4]。 酵母菌产酒精能力的大小，是衡量该菌株能否

用于酒精发酵工业的一个重要指标，因此，酵母菌产酒精

能力的检测手段显得尤为重要。 酒精浓度测定的常用方

法主要有密度瓶法、折光率法、酒精计法、分光光度法、化

学氧化法、荧光光度法等 10 多种检测法[5]。 但这些方法

均有不足，或是操作复杂、或不够精确、或仪器价格较为

昂贵[5-7]，而且这些方法只适用于检测成分较为单一的酒

精水溶液中酒精的含量。由于发酵液中成分过于复杂，这

些检测法都不能直接用于检测发酵液中的酒精含量，因

此，不适于筛选酒精高产酵母菌株。本文从葡萄糖消耗的

角度对酵母菌产酒精的能力进行了探讨。

1 材料与方法

1.1 供试酵母菌菌株

以作者分别从葡萄、醪糟、菜园土中筛选到的产酒精

酵母菌株 YE-1、YE-2、YE-3 作为实验用酵母菌株。
1.2 培养基和试剂

1.2.1 酵母分离培养基

葡萄糖 1 g，KCl 1.8 g，KH2PO4 1 g， 酵母汁 0.5 g，麦

芽糖 0.5 g 溶于 1000 mL 蒸馏水中， 再加入 12.5 g 琼脂

粉，pH 值调至 4.0，121℃灭菌 15 min，待冷却至 50℃左

右时，于超净工作台倒平板，用于菌种的活化。
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1.2.2 菌体发酵培养基（用于酵母菌菌体培养）
葡萄糖 1 g，KCl 1.8 g，KH2PO4 1 g， 酵母汁 0.5 g，溶

于 1000 mL 蒸馏水中，pH 值调至 4.0，分装于三角瓶(100
mL)，15 mL/ 瓶，121℃灭菌 15 min。
1.2.3 酒精发酵培养基

葡萄糖 10 g，KCl 1.8 g，KH2PO4 1 g，酵母汁 0.5 g，溶于

1000 mL 蒸馏水中，pH 值调至 4.0，分装于发酵瓶(250 mL)
中，50 mL/ 瓶，加橡胶塞密封，121℃灭菌 15 min。
1.2.4 铁氰化钾(K3[Fe(CN)6])标准显色液（1.8 mg/mL）的

配制[8]

分别准确称取 1.8000 g 干燥的铁氰化钾和 30.000 g
无水碳酸钠，用蒸馏水溶解后，移入 1000 mL 容量瓶中，
加水至标线，摇匀，贮藏在棕色瓶中作为显色剂，备用。
1.2.5 葡萄糖标准溶液的配制[8]

准确称取干燥葡萄糖 （取 1 g 葡萄糖于烘箱内烘干

至重量不再减少即可）0.1000 g， 用蒸馏水溶解后移入

100 mL 容量瓶中，稀释到标线，摇匀即为 1.0 mg/mL 的

葡萄糖标准溶液。 用时按要求稀释。
1.3 葡萄糖标准曲线的绘制

根据文献[8]所述方法，加入葡萄糖标准液、蒸馏水和

铁氰化钾( K3[Fe(CN)6] )标准显色剂，其数量见表 1。 测量

OD420nm 吸光度值后绘制葡萄糖标准曲线。

1.4 酵母菌菌体浓度的测定[9]

将酵母菌活化后转接入菌体发酵培养基中， 放入

30℃摇床，100 r/min 培养 18 h， 用比浊法测定酵母菌菌

体的浓度，用可见光分光光度计检测，使其 OD600 nm 光密

度值保持在 0.5。如果浓度过大，可将菌液进行稀释，如果

浓度过低，则延长培养时间。
1.5 酒精发酵

将酵母菌接入发酵瓶并加橡胶塞密封， 然后把发酵

瓶放入到 30℃的培养箱中进行酒精发酵阶段的培养，无

氧条件下培养 7 d 后，取出测酒精浓度。
1.6 葡萄糖消耗法测定酒精浓度

1.6.1 测定原理

作为酵母菌最易利用的碳源葡萄糖，在厌氧条件下，

pH3.5～4.5 时，进行同型酒精发酵[10]。 因此，当培养基中

的碳源只有葡萄糖时， 葡萄糖的消耗量主要是用于酵母

菌菌体的生长(作为主要的能源物质和碳架前体物质)和
产生酒精(厌氧状态下获得能量时产生的副产物)，可以

通过将用于菌体生长的葡萄糖的量除去后， 所消耗的葡

萄糖的量可通过下式来折算成酒精的量，1 mol 葡萄糖生

成 2 mol 的乙醇，1 mg 葡萄糖约生成 0.5 mg 乙醇， 从而

可以推知发酵液中酒精的浓度。 葡萄糖的浓度用铁氰化

钾法进行检测。
C6H12O6→ 2CH3CH2OH＋ 2CO2

1.6.2 测定步骤

①把产酒精酵母菌株接入到分离培养基液体培养

基，于 30℃摇床培养 18 h，用移液枪各吸取 1 mL 菌液，
分别接入到盛有发酵培养基的发酵瓶和三角瓶中， 放入

30℃摇床培养 24 h，其中，三角瓶内为有氧状态，瓶内营

养的消耗以菌体的生长为主，取 5 mL 菌液，并用蒸馏水

稀释至其光密度值 OD600nm 为 0.5，重新测定其体积，然后

6000 r/min 离心 5 min，取上清液，测其葡萄糖浓度，计算

所消耗葡萄糖的量， 此处所消耗的葡萄糖主要用于酵母

菌体的生长。
②发酵瓶加橡胶塞密封， 在开始培养的阶段发酵瓶

内存在氧气，酵母菌进行有氧呼吸，同时菌体生长。 然后

把发酵瓶放到 30℃的培养箱中进行酒精发酵阶段的培

养，此阶段产生酒精获取少量能量，酵母菌生长缓慢甚至

停止生长，菌体数量增加不明显，此酒精发酵阶段为 7 d。
取 5 mL 发酵液， 并用蒸馏水稀释至其光密度值 OD600 nm

为 0.5，重新测其体积，然后 6000 r/min 离心 5 min，取上

清液，测其葡萄糖浓度，计算所消耗的葡萄糖的量，此阶

段所消耗的葡萄糖用于酵母菌体的生长和酒精的产生。
③将②中消耗的葡萄糖的量减去①中所消耗的葡萄

糖的量等于用于产生酒精所消耗葡萄糖的量， 进而折算

成生成酒精的量，再除以体积就得到酒精的浓度。

2 结果与分析

2.1 葡萄糖标准曲线

根据表 1 浓度及其测定结果， 所作葡萄糖标准曲线

见图 1。
葡萄糖标准曲线的回归方程 y＝0.75589-0.66963x，

r＝0.99815，其中，y 为 OD420nm 吸光值，x 为葡萄糖浓度。
2.2 菌体发酵培养基 OD600nm 调至 0.5 时的稀释度

对照组 （菌体培养）3 株酵母菌在有氧条件下培养

18 h 后，用比浊法来测定酵母菌菌体的浓度，用可见光比

色计检测，使其 OD600nm 光密度值保持在 0.5，培养基的稀

释度见表 2。
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图 1 葡萄糖标准曲线

在菌体发酵培养过程中，要保证氧的充分供应，尽量

减少其酒精发酵作用， 否则在计算其菌体生长所消耗葡

萄糖时会引起较大误差。 通过增加摇床的转速可以增加

发酵培养基中的含氧量， 但是转速过快会因为培养基起

泡而降低其含氧量，因此，转速不宜过快，可采用降低装

瓶量以保证含氧量。
2.3 酒精发酵培养基 OD600nm 调至 0.5 时的稀释度

3 株酵母菌发酵 7 d 后的发酵液中菌体的浓度比较

大，此时培养基还有较浓郁的酒香味，用比浊法来测定

酵母菌菌体的浓度， 用可见光分光光度计检测菌体的

OD600 nm 光密度值，通过加入蒸馏水使其保持在 0.5 时，3
株酵母菌的菌体 OD600 nm 光密度值在 0.5 时的稀释度见

表3。

2.2 和 2.3 中将菌体的光密度值 OD600 nm 调为 0.5，使

菌体处于同一浓度，取相同体积的菌液时，菌体的数量也

一样， 目的是便于比较生成等量菌体时所消耗葡萄糖的

量。
2.4 菌体培养基中菌体生长所消耗葡萄糖的浓度计算

用铁氰化钾法检测培养基中菌体的 OD600 nm 光密度

值为 0.5 时，YE-1 菌株、YE-2 菌株和 YE-3 菌株的发酵

培养基上清液中葡萄糖的浓度，结果见表 4。
2.5 酒精发酵培养基中所产生酒精浓度的计算

培养基中菌体的 OD600 nm 光密度值为 0.5 时，用铁氰

化钾法测发酵培养基中所剩的葡萄糖浓度， 并对照葡萄

糖标准曲线，得出发酵培养基中葡萄糖的含量，用最初的

葡萄糖浓度减去所剩葡萄糖的浓度就得到了总的葡萄糖

消耗量，再参照表 4 中的数据，除去菌体生长所消耗的葡

萄糖的量，就是转化为酒精的葡萄糖的量，从而可以算出

酒精的含量。
由于发酵培养基中所使用的葡萄糖是过量的， 如果

直接测其浓度，它与铁氰化钾反应时，就会远远超过铁氰

化钾的当量，就不能测出葡萄糖的浓度，也超出了葡萄糖

标准曲线所界定的浓度范围， 也就不能准确得出培养基

中葡萄糖的浓度。 因此，在检测葡萄糖浓度时，首先要对

所测的培养基进行稀释， 稀释的方法是将其未接菌培养

前的培养基中葡萄糖的浓度稀释到葡萄糖标准曲线所能

指示的最高浓度（即 1 mg/mL 葡萄糖），也就是将培养基

稀释到原来的 1/10。 YE-1、YE-2 和 YE-3 酵母菌的发

酵培养基上清液经 10 倍稀释后，酒精的浓度见表 5。

原发酵液上清液中的浓度为表 5 中 G 组数据的 10
倍，因此，YE-1 菌株、YE-2 菌株和 YE-3 菌株酒精发酵

培养基中酒精实际含量分别为 4.03 mg/mL、3.50 mg/mL
和 3.77 mg/mL。 YE-1 菌株产生酒精的能力最强，达到了

4.03 mg/mL。 如果从单位菌体单位时间发酵考虑，YE-2
菌株因为消耗较少的葡萄糖就能产生大量酒精， 更符合

节能减排。

3 结论

3.1 本文所研究的酵母菌产酒精能力的葡萄糖消耗检

测法是从新的角度对酒精发酵培养基中的酒精含量进行

测定的新方法。解决了由于发酵液中成分过于复杂，酒精
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含量的常用检测法不能直接用于检测发酵液中的酒精含

量的难题， 该方法对于筛选酒精高产酵母菌株作出了有

益的探索。
3.2 常用乙醇检测法包括常量法和微量法，适用于乙醇

浓度为 1 %vol 以上的酒液，且检测方法较繁琐，笔者所

述乙醇检测法能够检测出酒精浓度在 1 %vol 以下的乙

醇含量[6]。
3.3 酵母菌株 YE-1、YE-2、YE-3 于 30℃酒精发酵 7 d
后的发酵上清液， 用葡萄糖消耗检测法检测其酒精含量

分别为 4.03 mg/mL、3.50 mg/mL 和 3.77 mg/mL。
3.4 事实上，当酵母菌发酵液糖浓度较高时，即使大量

供氧，也会生成少量酒精，估算用于菌体生长的葡萄糖的

量偏高， 因此葡萄糖消耗检测法所检测的酒精产量会比

实际情况略偏低。所以，配制的菌体发酵培养基中葡萄糖

的量要低至酒精发酵培养的十分之一，可减少误差。
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高端论坛会场一隅

科技文化创新与中国白酒发展高端论坛在筑举行

本刊讯：科技文化创新与中国白酒发展高端论坛于 2011 年 6 月 26 日在贵州贵阳举行。论坛由国家酒类及加工食品质量监督检验中

心和贵州省经济和信息化委员会主办，国台酒业集团有限公司承办。中国酿酒工业协会秘书长王琦、贵州省政协副主席班程农、贵州省政

府副秘书长周建琨、贵州省经信委主任王江平及贵州省省委、省政府相关部门领导，天津市委、市政府领导，天津市北辰区等各级领导，以

及全国工商联、国家酒检中心的领导出席了会议。全国著名白酒专家曾祖训、胡永松、徐占成、李大和、钟杰等专业人士和全国经销商共计

400 余人参加了论坛。参与本次报道的媒体有以糖酒快讯、新食品杂志、糖烟酒周刊、华夏酒报、酿酒科技等为代表的行业媒体，以及人民

网、新浪、天津晚报等大众媒体。天士力集团董事长闫希军先生、天士力集团总裁吴廼峰女士、金士力佳友执行董事叶军先生、金士力佳友

营销部总监李风雷先生等出席了论坛。
中国酿酒工业协会秘书长王琦致辞，贵州省政府副秘书长周建琨、全国工商联副主席孙晓华、国家酒类及加工食品质量监督检验中

心副主任刘青、贵州省经信委主任王江平、天士力集团董事长闫希军、全国著名白酒专家曾祖训、胡永松、天士力集团食品与保健品研究

所所长李长文等分别在论坛上发表了真知烁见。
中国酿酒工业协会副理事长兼秘书长王琦就中国白酒未来发展作了重要讲话，他认为，在“十二五”期间，中国白酒行业将迎来较大

的挑战，食品行业的安全问题层出不穷，特别食品添加剂事件，给中国白酒行业也带来极大的警示。王琦表示，食品安全大于天，白酒行业

要高度重视这个问题。中国白酒行业作为一个历史悠久的传统产业，面对新时期新消费群体的崛起、进口洋酒的冲击和消费结构的调整，

必须在传承的基础上进行技术创新和文化创新，有意识地引导消费趋势。
贵州省政府副秘书长周建琨表示：“2011 年，贵州省委省政府进一步提出加快实施工业强省战略、培养百亿集团、打造千亿产业的要

求，推进支柱产业和特色优势产业快速发展，特别要重点支持白酒产业做大做强。贵

州白酒产业迎来了难得的发展机遇。如何进一步发挥优势，通过科技创新和文化创

新，推进贵州白酒产业的特色化、集群化跨越发展，从而促进贵州经济的腾飞，是一

个非常值得深入研究的课题”。
天士力集团董事长闫希军认为：中国白酒文化的核心内涵是“通”，即：酒通自

然、酒通政和、酒通友情、酒通身心。倡导科学饮酒、健康饮酒、文明饮酒的新风尚。
据介绍，国台酒目前年产量 2000 多吨，于 2004 年荣获了第五届“布鲁塞尔国际

金奖”。 2007 年 6 月，在广东国际酒饮博览会上再获金奖。闫希军表示，“十二五”期
间，集团将投资 30 亿元扩大产能，力争实现 2 万吨的生产能力，窖藏酒超过 5 万吨，

销售目标达到 60 亿元。
论坛上，贵州省经信委主任王江平向国台酒业集团销售公司总经理张春新授予

国台酒业集团技术中心为“贵州省工业园区公共技术服务中心”和“仁怀市名酒工业

园区公共技术报务中心”。与会专家还对国台酒进行了感官鉴评，并给予了高度评

价。（小雨）
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