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摘 要： 从酱香型白酒堆积发酵醅中筛选得到 1株在 45 ℃生长良好的耐高温酵母菌，对其耐乙醇、耐酸、耐糖
能力及发酵力进行了研究。结果表明，该菌耐乙醇能力为 6 %vol，最适 pH值为 5.0，耐糖能力为 25 %，发酵力为
6.628 g/50 mL，生长耐受最高温度为 45℃。
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Abstract: A high-temperature resistant yeast strain (grew well at 45℃) was screened out from stacking fermented grains of Maotai-flavor liquor
and its resistance to ethanol, acid and sugar and its fermenting power were investigated. The results showed that its ethanol resistance capacity was
6 %vol, its sugar resistance capacity was 25 %, its fermenting power was 6.928 g /50 mL, the optimum pH for its growth was 5.0, and its highest
tolerance temperature was at 45℃.
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堆积发酵是酱香型白酒独有的工艺特点， 此过程可
网罗空气中的微生物并使其大量繁殖。 生产过程通过堆
积积累大量的香味物质及其前体物质。 高温会抑制酵母
菌的生长繁殖，对酒精发酵产生抑制作用。为此，本实验对
从堆积发酵糟醅中分离筛选出的酵母菌的耐高温性能进

行研究，从而为提高生产效率和出酒率提供应用参考[1]。

1 材料与方法

1.1 材料
酱香型白酒堆积糟醅： 贵州省赖永初酒业有限公司

恒兴酒厂二车间提供。
YPD液体培养基：葡萄糖 20 g，蛋白胨 20 g，酵母膏

10 g，蒸馏水 1000 mL，自然 pH值，113℃灭菌 30 min 后
加青霉素 40 U/mL。

YPD固体培养基：在 YPD液体培养基中加入 2 %的
琼脂。

发酵力培养基(麦芽汁培养基)：市售。
1.2 试验方法
1.2.1 酵母菌的分离与纯化
用自制的取样器从堆子的 4个对角和中心的上、中、

下层取样。 取 10 kg糟醅混匀，用四分法进行缩分，获得
糟醅 2.5 kg，从中称取 25 g糟醅，加入 225 mL 无菌生理
盐水中，吸 1 mL 加入 9 mL 无菌生理盐水，得到 10-2菌

体溶液，再从 10-2菌体溶液吸 1 mL加入到 9 mL无菌生
理盐水即为 10-3菌体溶液，以此类推分别得到 10-4、10-5、
10-6、10-7、10-8菌体溶液。 分别吸取稀释倍数为 10-5、10-6、
10-7、10-8菌体溶液 0.2 mL做平板涂布培养，每个浓度做
3个平行实验，培养 24～48 h。 利用平板划线法最终得到
纯种单菌落。
1.2.2 耐高温酵母菌的筛选[2]

挑取 1 环在斜面上活化的酵母置于装有 10 mL 的
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YPD 液体培养基中， 放入 30 ℃的恒温培养箱中培养
24 h， 摇匀， 分别吸取 0.1 mL酵母悬液置于装有 10 mL
的 YPD 液体培养基的试管中， 分别置于 37 ℃、39 ℃、
41℃、43℃、45℃、47℃的恒温水浴锅中处理 48 h，取
出摇匀， 然后吸取 1 mL注入 YPD 固体培养基平板上，
均匀涂布，放入 30℃培养箱中培养 48 h，观察菌株生长
情况。
1.3 生长曲线的测定[3]

将酵母菌接种于装有 5 mL麦芽汁液体培养基的试
管中，在 45℃温度下培养，每隔 2 h 取样 1 次，用未接种
的麦芽汁液体培养基作空白对照， 于 660 nm 测其 OD
值。
1.4 酵母菌的酿造环境耐性特性
1.4.1 耐酒精能力的测定[4]

制备初始乙醇体积分数分别为 0、2 %vol、4 %vol、
6 %vol、8 %vol、10 %vol、12 %vol、14 %vol、16 %vol、
18 %vol 和 20 %vol 的 YPD 液体培养基，45 ℃下培养
24 h，于 660 nm测其 OD值。
1.4.2 耐酸性测定[4]

制备初始 pH 值分别为 3、3.5、4.0、4.5、5.0、5.5 的
YPD 液体培养基，45℃下培养 24 h，于 660 nm 测其 OD
值。
1.4.3 耐糖性测定[4]

配制初始葡萄糖质量分数分别为 5 %、10 %、15 %、
20 %、25 %、30 %、35 %、40 %和 45 %的 YPD 液体培养
基，45℃下培养 24 h，于 660 nm测其 OD值。
1.4.4 发酵力测定[5]

在斜面培养基上接种供试菌种 , 以 30 ℃恒温培养
48 h 制成斜面种子, 挑取 1 环在斜面上活化的酵母于装
有 10 mL的 YPD 液体培养基中，放入 30℃的恒温培养
箱中培养 24 h，摇匀，然后以 106 个 /mL 接入 0.1 mL 的
酵母菌于装有 50 mL 糖化液并带棉塞的锥形瓶中，以
45℃恒温培养，每培养 24 h 称重 1 次，以生成 CO2的量

来衡量酵母菌株发酵力的强弱。

2 结果与分析

2.1 菌种形态鉴定

对分离的菌株进行形态培养观察， 其形态特征见
表1。
2.2 各菌株耐高温的性能
按上述方法进行耐温实验， 各酵母菌的耐温能力见

表 2。

从表 2 可看出，Y3能在 45℃生长， 耐温性良好，同
时对其在 46℃下进行耐受温度实验， 结果表明，Y3在

46℃下不生长。
2.3 生长曲线
对 Y3的生长曲线进行测定，结果见图 1。

从图 1 可以看出，Y3生长的延迟期比较短， 在接入
培养基后 4 h 即可生长，但对数生长期较长，从 4～25 h，
说明传代能力或对环境营养的利用能力不是很强， 进入
平衡期过慢。
2.4 酵母菌对酿造环境的耐性分析
2.4.1 初始乙醇浓度对酵母菌生长的影响
酵母菌在无氧条件下产生酒精和二氧化碳， 酒精浓

度过高会产生毒害作用，抑制菌体生长，降低产量。 初始
乙醇浓度对酵母菌生长的影响见图 2。
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图 1 耐高温酵母的生长曲线
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从图 2可以看出，初始乙醇浓度越高，OD660值越小，
当乙醇浓度在 6 %vol以上时，对 Y3的生长有抑制作用。
2.4.2 初始酸度对酵母菌的影响
在酱香型白酒生产堆积发酵过程中，pH值过高或过

低均会影响酵母菌的生理代谢活动， 也对发酵原料的转
化利用能力及乙醇的发酵生产能力有影响 [6]。 初始酸度
对酵母菌的影响见图 3。

从图 3 可以看出，该菌在 pH值为 5.0 时，OD660值最

大，达到 0.243。 表明该菌最适生长 pH值为 5.0。
2.4.3 初始糖浓度对酵母菌生长的影响
碳源浓度对发酵也产生影响， 若培养基中营养物质

过于丰富，会导致酵母异常增殖，对发酵产乙醇会产生不
良影响；反之，供给量过小，则酵母生长过于缓慢，同时乙
醇合成会减少甚至停止[7]。 初始糖浓度对酵母菌的生长
影响见图 4。

从图 4可以看出，初始糖浓度越高，OD660值越大。当

初始糖质量分数在 25 %以上时，该菌仍然能生长，但生
长速度较慢；在初始糖浓度为 40 %以上时，OD660值呈下

降趋势，说明高糖浓度也会抑制酵母菌生长。
2.4.4 酵母菌发酵力
酵母能利用糟醅中的还原糖， 发酵生成酒精和二氧

化碳，所以用麦芽汁培养基，以测定发酵过程中二氧化碳
的生成量来衡量该菌的发酵力，结果见表 3。

对 Y3耐高温酵母菌进行发酵力的测定分析，从表 3
可以看出，在发酵 5 d 时发酵力可达 6.628 g/50 mL，以后
随时间的延长，Y3发酵力增加不明显。

3 结论

3.1 从酱香型白酒堆积发酵糟醅中分离出 7 株酵母菌，
并筛选出 1 株在 45℃下仍能生长的酵母菌 Y3， 其最适
生长 pH 值为 5.0，OD660为 0.243；耐酒精能力为 6 %vol，
6 %vol 以上的乙醇浓度会抑制该菌的生长；耐糖能力为
初始糖浓度 25 %，当此值达 25 %以上时，该菌仍然能生
长但速度较慢；在 45℃下，发酵力为 6.628 g/50 mL。
3.2 对耐高温菌 Y3 的发酵液进行蒸馏 ，蒸馏液用酒
精计测量 ，酒精计指数为零 （酒精计刻度范围是 0～
40 %vol，精确度是 0.1 %vol）。 该菌在液体培养基表面产
膜，并有果香味。 根据产酯高的菌株，一般产酒精能力都
比较低及其会在液体培养基表面产膜的特性 [1]，初步判
断此耐高温菌为产酯菌， 但具体的确定实验还有待于以
后的进一步研究。
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图 2 初始乙醇浓度对酵母菌生长的影响

图 3 初始 pH值对酵母菌生长的影响

图 4 初始糖浓度对酵母菌生长的影响
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