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摘 要： 采用WL培养基对酱香型白酒生产堆积发酵过程酒醅中的酵母菌进行分离、形态学初筛和 PCR产物扩
增及 26S rDNA定性鉴定分析，并对其中所获取的部分优选菌株的发酵性能及其发酵代谢风味成分贡献进行研究。
结果表明，从堆积酒醅中共分离鉴定出 S.cerevisiae，Z.bailii，R.mucilaginosa，K.exigua，I.orientalis，P.membranifaciens，
S.pombe，D.hansenii， G.geotrichum 等属种酵母；1#、3#、4#、8#、9#菌株对温度的耐受性较强，1#、2#、3#和 8#具有较
好的耐酒精特性；6#、2#和 4#对酸环境的耐受性比较强；1#、4#、6#、11#、12#和 13#菌发酵启酵快，CO2释放总量
大，发酵残糖低；S.cerevisiae、K.exigua，I.orientalis、Z.bailii、G.geotrichum、Sch.pombe，K.exigua的几类酵母对酒体风味
的贡献大。
关键词： 酱香型白酒； 堆积发酵； 酵母； 变化规律； 耐受性； 发酵性能； 风味成分
中图分类号：TS262.33；TS261.4；TS261.1；Q93-3 文献标识码：A 文章编号：1001－9286（2013）06－0008－06

堆积发酵是酱香型白酒生产的特殊工序环节， 通过
堆积可以实现网罗和富集微生物， 特别是为入窖发酵富
集酵母菌。已有研究结果表明，在堆积过程中酵母数量实
现了显著性的增长，而且增长速度比细菌和霉菌快。在堆
积发酵过程由于堆积酒醅各位点环境物态参数的差异，
导致其微生态变化也不尽相同。 唐玉明[1-2]等研究表明，
堆上、堆中和堆心在 24 h 后酵母菌就增值达到高峰。 王
贵军 [3]等研究也表明，在堆积过程酵母的生物量得到大
量增加。 这些都是对堆积过程酵母类微生物的微生态变

化规律所进行的研究，类似的研究也比较多。要了解在堆
积过程中酵母菌的功能作用， 除了认识其生态变化规律
外，更需要对其微观种类的变化及其定性进行分析，从而
实现更清晰的认识堆积发酵机理和堆积过程酵母菌的功

能机理作用， 其中首当其冲的是对复杂酵母群落中类种
属的认识。 熊子书[4-6]等在茅台试点时从堆积酒醅中分离

出了卡尔斯伯酵母、酿酒酵母、白地霉、假丝酵母、粟酒裂
殖酵母、球拟酵母、毕赤酵母、掷孢酵母等；范光先[7-10]等

从堆积发酵酒醅中分离获得酿酒酵母、克鲁斯假丝酵母、

Analysis of Yeast Strains in Fermented Grains during
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Abstract: In this study, the separation of yeast strains from fermented grains during stacking fermentation of Jiang-flavor liquor, its morphological
screening, PCR amplification, and 26S rDNA qualitative identification were operated by use of WL culture medium, and the fermenting perfo-
mance of some quality strains obtained in the experiments and their contributions to Jiang-flavor were investigated. The results showed that S.
cerevisiae，Z.bailii，R.mucilaginosa，K.exigua，I.orientalis，P.membranifaciens，S.pombe，D.hansenii， G.geotrichum etc. were separated from fer-
mented strains, strain 1#, 3#, 4#, 8# and 9# could tolerate high temperature, strain 1#, 2#, 3# and 8# could tolerate high alcohol content, strain 6#,
2# and 4# could tolerate high acid content, and strain 1#, 4#, 6#, 11#, 12#and 13# could start fermentation rapidly and release more CO2 with low
residual sugar. Several yeast strains including S.cerevisiae、K.exigua，I.orientalis、Z.bailii、G.geotrichum、Sch.pombe，K.exigua made more contribu
tions to Jiang-flavor of liquor. (Tran. by YUE Yang)
Key words: Jiang-flavor liquor; stacking fermentation; yeast; change rules; tolerance; fermenting performance; flavoring compositions

8



汉逊酵母、异常汉逊酵母、丝孢酵母、假丝酵母、白地霉
等；庄名扬[11]等在酱香型白酒堆积酒醅中分离获得多种

酵母属酵母，如假丝酵母、红酵母、白地霉等。
本研究对酱香型白酒堆积发酵过程酒醅中酵母类微

生物进行跟踪分析， 采用WL培养基对堆积酒醅中的酵
母先进行分离、形态学特征鉴别初筛，再进行 26S rDNA
分子鉴定。 并从分离鉴定菌株中优选部分代表菌株进行
生产主要影响因子参数的耐受性考察， 以及菌株发酵力
考察和发酵代谢产风味成分分析。

1 材料与方法

1.1 菌株分离
1.1.1 样品
酒醅：贵州某酒厂堆积发酵酒醅。

1.1.2 培养基
WL 培养基 （% ）：培养基成分参考文献 [12]，培养

基 pH 值为 6.5，121 ℃灭菌 20 min。 灭菌后在培养基
中加入 100 mg/L青霉素。
1.1.3 方法
取各采样点混合样 10 g酒醅于装有 90 mL无菌生理

盐水的三角瓶中（瓶中装有少许玻璃珠），摇床 200 r/min
振荡浸提 15 min。 取上清液，梯度稀释后各取 10-3、10-4、
10-5浓度梯度菌液 0.1 mL涂布平板培养，各平板作 3 次
重复。
培养条件：30℃培养 4 d。
计数：每个平板菌落数在 30～300个内有效。

1.2 形态特征与分子鉴定分析
1.2.1 形态特征
根据平板上菌落特征， 分别挑取单菌落进行重复稀

释涂布培养观察形态特征差异； 液态稀释培养电镜观察
形态。
1.2.2 分子水平鉴定
提取酵母基因组及 PCR 扩增。 基因组提取及 PCR

扩增与序列分析送上海生工分析。 26S rDNA分子鉴定，
引物为 NL1（5'-GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG-
3'）和 NL4(5'-GGTCCGTGTTTCAAGACGG-3'）。
将送样分析菌株的 26S rDNA D1/D2 区域序列在

GenBank数据库中进行同源序列（BLAST search）比对分
析，对分离菌株进行属种鉴定[13-16]。
1.3 生产主要条件参数应激性分析
取 1 mL酵母接种菌液于装有 50 mL YPD的液体培

养基中，以 150 r/min培养 48 h。 利用酶标仪测定 600 nm
处菌液的 OD600值， 以此等效比较不同培养条件下的菌
体浓度，此值越大说明应激性越强。
1.3.1 温度耐受性

YPD液体培养基，121℃灭菌 20 min，分别接种 1 mL
对数期培养菌液于装有 50 mL YPD 液体培养基的三角

瓶中，分别于 30℃、35℃、40℃、45℃和 48℃，150 r/min培
养 48 h，测定 600 nm 处菌液的 OD600 值，比较分析菌株
对温度的应激性。
1.3.2 酒精浓度耐受性

YPD 液体培养基，121 ℃灭菌 20 min， 冷却后，用
无水乙醇分别配制成 4 %vol、6 %vol、8 %vol、10 %vol、
12 %vol和 14 %vol梯度酒精浓度液体培养基， 分别接种
1 mL对数期培养菌液于装有 50 mL YPD 液体培养基的
三角瓶中，30℃、150 r/min 培养 48 h， 测定 600 nm 处菌
液的 OD600值，考察菌株对酒精浓度的应激性。
1.3.3 酸环境耐受性

YPD 液体培养基，121 ℃灭菌 20 min， 冷却后，用
乳酸分别配制成 2.0 %（v/v）、4.0 %（v/v）、8.0 %（v/v）、
10.0 （v/v）、12.0 %（v/v）梯度液体培养基，分别接种 1 mL
对数期培养菌液于装有 50 mL YPD 液体培养基的三角
瓶中，30℃培养 48 h，测定 600 nm 处菌液的 OD600值，考
察各菌株对环境酸度的应激性。
1.4 代表菌株发酵力分析
培养基：高粱汁培养基，10 莓Bx，培养基初始葡萄糖

浓度为 80.00 g/L。
培养条件：250 mL三角瓶装 100 mL培养基，接种量

2 %（初始细胞浓度为 106个 /mL）， 装好发酵栓并称重，
30℃恒温培养，间隔 12 h取样称重分析，记录失重，以失
重量小于 0.3 g为终止点停止培养取样。
1.5 代表菌株发酵代谢风味成分分析
1.5.1 发酵代谢风味成分分析
培养基：YPD液体培养基。
取 1 mL对数期培养菌液， 接种于装有 20 mL YPD

液体培养基的 150 mL三角瓶中， 培养基初始接种菌浓
为 106 CFU/mL，30℃、200 r/min培养 48 h。
1.5.2 样品预处理
发酵液以 8000 r/min离心 10 min。 取 8 mL上清液于

装有 2.8 g NaCl的顶空进样瓶中，加入内标，上样分析。
1.5.3 HS-SPME-GC-MS分析[17-18]

顶空固相微萃取（Head-Space Solid Phase Extraction）
条件：50℃预热 5 min，萃取吸附 45 min，GC解吸 5 min。

GC 条件：三相萃取头。 GC 升温程序：50 ℃保持
2 min，以 4℃/min升至 230℃，保持 15 min；进样口温度
250℃，载气 He，流速 2 mL/min；进样量 1 μL，不分流。

MS 条件：EI 电离源，离子源温度 230℃，电子能量
70 eV，扫描范围 为 35.00～350.00 amu。
1.5.4 定性与半定量分析
测定化合物通过与 NIST05a.L Database (Agilent

Technologies Inc) 进行检索比对分析，并通过计算相应的
保留指数（RI）进行确认。 化合物含量采用内标法进行半
定量分析。
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2 结果与分析

2.1 堆积过程酒醅中酵母菌变化
按实验设计方法对酒醅中的酵母进行分离计数分

析。从分离过程来看，在WL平板上不同种属的酵母间形
态特征差别比较明显，分离计数的有效性明显。酒醅堆积
发酵过程各采样点酒醅中的酵母菌变化情况见图 1。

图 1表明，随着发酵时间的推进，发酵酒醅堆中各层
面、各部位的酵母菌总量呈现明显差异，主要原因在于堆
子中各位点的温度、酸度和氧浓度的差异，使酵母生长的
环境因子发生改变和出现不同， 这与对各位点的温度监
测和氧浓度监测结果一致（另文发表），同时也与谭宏等
的研究报道一致[19]。 图 1 结果还充分说明了堆积发酵过
程生态因子的变化规律与微生物生长生物量的量变规律

的一致性[20-22]。 同时，各采样点酒醅的酵母类别分析结果
还表明，各位点微生物种类的变化也不一样（另文专叙）。
2.2 酵母菌定性鉴定
2.2.1 分离及其形态特征
通过WL培养基进行分离及其形态特征初筛， 可将

酒醅中酵母菌菌落形态差异分成 15种类别，结合真菌手
册对酵母菌进行初步鉴定。 为了进一步对经形态特征初
筛鉴别所分离获得的酵母菌株进行种属鉴定， 对酵母菌
株进行 PCR产物扩增及 26S rDNA定性比对分析。
2.2.2 PCR产物扩增及 26S rDNA测序
对利用 WL 培养基初筛所获得的 15 种形态特征差

异的代表株进行 26S rDNA分子测序分析鉴定， 共定性
鉴定出以下种属菌株（表 1）。
从表 1可知， 经WL培养基分离、 形态学初筛及其

26S rDNA分子鉴定，从堆积发酵酒醅中分离并鉴定到属
种的酵母有：Saccharomyces cerevisiae，Zygosaccharomyces
bailii，Pichia membranifaciens，Schizosaccharomyces pombe，
Rhodotorula mucilaginosa，Kazachstania exigua，Debary-
omyces hansenii，Issatchenkia orientalis，Galactomyces
geotrichum，Candida krusei，Trichosporon yeast，Carl Blooms-
bury yeast，Torulopsis，Throw toruloides，Hyphichia Burtoni-
iai。该结果与范光先等人的研究结果有相似性[23-26]。这充
分表明， 酱香型白酒堆积发酵过程酒醅中酵母菌的多态
性非常丰富， 是有别于其他香型白酒发酵及其酵母体系

的差异性特征，也是形成香型白酒风格之间差异的原因。
2.3 生产主要条件参数应激特性分析
选取分离鉴定出的酵母菌株首先进行闻香发酵实

验， 从中优选具有明显产香的菌株作为种属代表菌株进
行后续研究。本节实验选取了 10株菌进行生产主要条件
参数的应激特性实验。 按 1.3 节方法进行不同种类酵母
代表株的生产条件适应性实验，其结果见图 2～图 4。

从图 2可以看出，不同类别的酵母对温度、乙醇浓度
和酸度的应激特性存在明显差异。 其中 1#、3#、4#、8#、9#
菌株对温度的耐受性较强， 能够适应高温堆积工艺过程
高温的应激，实现良好生长和发挥功能作用，其分别为 S.
cerevisiae，S.pombe，I.orientalis，G.geotrichum 和 P.mem-
branifaciens的代表株。
堆积过程虽然不是产酒精的主要过程， 但入窖后是

否能进行生长和发酵代谢，以及发挥酵母菌的功能作用，
这主要看菌株是否对酒精具有较强的耐受性， 耐受性强
在窖内的力挺时间长，对发酵产酒和增香贡献就大。 从
图 3 可以看出，1#、2#、3# 和 8# 菌株具有较好的耐酒精
特性，特别是 1#、2# 和 8# 能耐受 12 %vol 的酒精浓度。
几株菌分别为 S.cerevisiae、Z.bailii 和 I.orientalis 的代表

图 1 堆积过程酒醅中的酵母菌总量变化结果

� ������� �	
���
������������
����� ��� �	
��
�
����� �����������	
��	�	�


�	� ����
����� ������
���
��	�
����� ���
����� ����
����������	
���
�

� ���
����� ����������	
��	���
����� ���
����� ����
��
��������

�
� ���
����� �
��
���	�����
���
	�
�� ���
����� ���
��
����������	
�����	� ���
����� ���������������
���
��
�� ���
�����  ������


� ���
����� !	��������	
����
	�

� ���
��� � "

����	�#
����
	����

� ���
���!� $���
���#��
	
� ���
���"�  �
���
�������	�
�� ���
���#� $���������
������	�
�� ���
���$�  ���%�������
�	
� ���

�

图 2 不同酵母菌对温度的应激性反应
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菌株。图 4 表明，6#、2# 和 4# 菌株对酸的耐受性比较强，
特别是 6#和 2#。 其分别是 K.exigua和 Z.bailii的代表菌
株[27-29]。 以上研究结果与本课题组对窖期窖内酵母菌的
跟踪分析结果具有一定的吻合度（另文刊发）。
2.4 不同种属酵母代表菌株发酵力分析
酵母菌在酿酒过程其主要功能是进行厌氧发酵产酒

精，进行堆积工序目的是进行二次制曲，主要为网罗、富
集窖池厌氧发酵产酒精的主体动力功能菌酵母。因此，酵
母菌的发酵力特性往往是筛选功能酵母的主要指标。 本
节也优选了 15株酵母菌进行发酵力实验，主要考察指标
为 CO2的释放总量和发酵残糖，其结果见图 5和图 6。
从图 5 结果可看出，1#、4#、6#、10#、11#、12# 和 13#

菌株在发酵过程中的 CO2释放总量较高，一方面说明这
几株代表菌发酵起酵快， 另一方面说明这几株菌发酵能
力强； 再从图 6 来看，1#、4#、6#、11#、12# 和 13# 菌的发
酵残糖很低，也进一步说明这几株菌对糖的利用效率高，
发酵力强。 这与 1#、4#、6#、11#、12# 和 13# 菌发酵过程
CO2 的释放总量一致。 这几株菌主要为 S.cerevisiae、S.
pombe、K.exigua、G.geotrichum、I.orientalis、Candida krusei
酵母菌的代表株。 酵母菌株的发酵力与残糖都是评价
功能发酵菌株的指标， 本实验结果充分说明从堆积酒
醅中所分离得的这几株菌具有明显的发酵偶联动力学

特征[30-32]。
2.5 代表菌株发酵代谢风味成分分析
酵母在白酒酿酒过程中不但是发酵动力和产酒精的

缔造者，同时也是风味成分的生产者。在发酵过程酵母菌
利用碳源和氮源及其他无机盐在实现生长的同时进行代

谢，产生丰富的低级醇类和酸类成分。为后期的酯类和高
级醇、大分子酸的生产提供了丰富的初级代谢产物。这就
是为什么存在风味功能酵母和普通酵母的差异。 图 7 为
优选的 15株代表菌的发酵代谢风味成分检测结果，主要
分析了所选 15株酵母在 YPD液体培养基中发酵代谢产
风味成分的基本情况。
从图 7 中的 A～E 图可看出， 不同种属酵母发酵代

谢产生的挥发性风味物质存在明显差异。其中，2#和 15#
菌株产生的挥发性风味成分总量最高， 特别是高级醇含
量尤其高（图 B），其次是 12#和 8#菌株。图 7中的图 C、
图 D 表明，各菌株所代谢产的酸、酯之间没有明显的化
学反应关系 （只有 6#菌所产的酸和酯均高）， 这充分说
明： 一方面不同属种酵母菌株在发酵过程彼此之间代谢
的初级产物存在明显差异； 另一方面表明液态发酵与固
态发酵体系对风味成分， 特别是在次生风味成分的富集
方面存在明显差异， 这可能就是中国传统固态发酵方式
对传统白酒中丰富的风味成分所贡献的特殊性；再者，更
是说明了中国白酒混菌发酵对中国传统白酒风味的特殊

贡献。 在挥发性风味成分分析测定分析过程中检测到一
定量的醛类物质，其中 15#、11#、7#和 14#菌株对醛类的
贡献度较大，其最高可达 89.1 mg/L。
从风味成分的整体分析来看 ， 其中 S.cerevisiae、

K.exigua，I.orientalis、Z.bailii、G.geotrichum、Sch.pombe，K.

图 4 不同酵母菌对酸度的应激性反应

图 3 不同酵母菌对乙醇浓度的应激性反应

图 6 不同酵母菌发酵残糖情况

图 5 不同酵母菌发酵 CO2释放量
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exigua、G.geotrichum、C.krusei 几类酵母的代表菌株对挥
发性风味成分的贡献度最大。代谢产生的风味成分含量较
高的有 2.3-丁二醇（5957.5 mg/L）、醋酉翁（11887.5 mg/L）、棕
榈酸乙酯（66.8 mg/L）、苯乙酸乙酯 （53.5 mg/L）、亚油
酸乙酯（137.2 mg/L）、乙酸（599.8 mg/L）、己酸（29.3 mg/L）、
庚酸（270.2mg/L）、异丁酸（149.9mg/L）、乙醛（53.3 mg/L）、
糠醛（81 mg/L）[33]。

3 结论

3.1 通过 WL 培养基对酱香型白酒生产堆积发酵酒醅
中的酵母进行分离、形态学初筛和 PCR 产物扩增及 26S
rDNA 分析定性鉴定。 从堆积酒醅中共分离鉴定出 S.
cerevisiae，Z.bailii，P.membranifaciens，S.pombe，R.mu-
cilaginosa，K.exigua，D.hansenii，I.orientalis，G.geotrichum
等属种酵母。 该分离鉴定结果与已有的研究报道基本一
致，这些微生物都是白酒酿造过程的发酵动力，具有明显
的多态性特征[34-38]。
3.2 不同类别酵母对温度、乙醇浓度和酸度的应激特性
实验表明 1#、3#、4#、8#、9# 菌株对温度的耐受性较强；
1#、2#、3# 和 8# 具有较好的耐酒精特性 （耐酒精浓度达
12 %vol）；6#、2# 和 4# 对发酵环境酸度的耐受性比较
强。
3.3 1#、4#、6#、11#、12#和 13#菌株在发酵过程启酵快，
CO2释放总量较高，发酵残糖较低，为生产上的高效功能
发酵菌株。
3.4 风味成分研究结果表明，S.cerevisiae、K.exigua，I.ori-
entalis、Z.bailii、G.geotrichum、Sch.pombe，K.exigua、C.kru-
sei 等几类酵母对风味的贡献最大。含量较高风味成分有
2.3-丁二醇、醋酉翁、棕榈酸乙酯、苯乙酸乙酯、亚油酸乙
酯、乙酸、己酸、庚酸、异丁酸、乙醛、糠醛[30-40]。
3.5 本研究结果不仅对酱香型白酒堆积发酵过程酒醅
中的酵母菌作了比较清楚的分析， 对部分种属代表菌株
的基本性能研究也为今后白酒生产的生物优化技术、发
酵控制技术和机械化技术发展都提供了基础理论依据和
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