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摘 要： 通过 ,-. 照射培养和热冲击处理，成功地选育到一株 %) /下在含 &) 0（1 2 1）酒精的

培养基中生长良好，三角瓶发酵酒精度达到 &3+% 0（1 2 1）的耐酒精和耐温的酵母菌株 ,-$4$%)$
&!$&4 菌。其最佳发酵条件：原料加水比 &5!+!；糖化酶用量 &!# 6 2 7 原料，)" /糖化 %"8)" 9:;；接

种量 < 08&" 0；摇床转速 4"8() = 2 9:;；发酵顶温 %38%) /，发酵周期 4! >。
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酒精浓醪发酵是酒精发酵工业的发展目标和方向，

这一研究的技术关键在于获得耐高渗透压且酒精发酵

速率快、对自身产生乙醇的耐受力强的酵母菌种C&84D。临

界乙醇浓度导致质膜磷脂裂解，如果菌株质膜本身或发

酵时具备相当营养及环境条件适宜等，酵母就对乙醇毒

性有所适应和抵抗，特别是温度尤为明显C<D。随着温度的

提高，酵母质膜的磷脂量很快降低，以维持质膜的流动

性和保护胞内活性C(D。目前，耐高酒精酵母的选育主要是

从自然界中直接分离，利用自然驯化连续培养技术、诱

变选育和杂交技术、热冲击处理和原生质体融合及基因

重组C&"8&#D等技术选育出具有较强的耐渗透压能力；不产

或少产副产物；解除底物和产物对菌种抑制作用的酵母

菌株。

紫 外 线 分 ,-B’%!"83"" ;9*、,-.’!<"8%!" ;9*和
,-E’!""8!<" ;9*。在菌种诱变选育过程中，常采用人工

制作的能发出 !#%+4 ;9 杀菌力强且稳定的紫外灯C&)D。在

自然界中，波长小于 !<" ;9 的短波紫外线（,-E）基本

被大气吸收，对生物体造成伤害的多为 ,-B 和 ,-.，尤

其是 ,-. 占紫外线辐射量的 <" 08(" 0C&4D。研究发现，

,-. 辐射不但会对生物体造成伤害，如果控制适宜的辐

射量，还能诱导生物体产生新的功能及多种生理活性的

物质 C&<，&(D，同时，通过 ,-. 诱导培养可提高酵母菌的耐

酒精能力C!"D。因此，本章探讨利用 ,-. 长时间诱导培养

并结合热冲击技术，筛选耐温型酒精浓醪发酵酵母菌的

可能性。

& 材料与方法

&+& 试验材料

玉米粉：购自天津市场。

耐高温 !$淀粉酶：无锡星达酶制剂厂。
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糖化酶：%" 万 / 0 12，无锡星达酶制剂厂。

耐高温酒精活性干酵母（3345）：湖北安琪酵母股

份有限公司。

酒用酸性蛋白酶：金潮实业有限公司。

%*! 试验方法

%*!*% 678 照射培养试验9!":

酒精活性干酵母经适当活化后，配成初始菌体浓度

为 ! ;（质量分数）的菌悬液，摇床转速 %’’ < 0 1=>，温度

!$?&" @，AB’*"?C*" 条件下，用 &" D 紫 外 灯（!EF >1）

在 "*# 1 处进行照射培养。培养过程中定期补加葡萄糖

液和调整培养液的 AB 值。

%*!*! 热冲击处理试验9%":

在麦芽汁中培养酵母至对数生长期，收集细胞用生

理盐水洗涤，用缓冲液制成 !G%"F 个 0 12 细胞悬液，先

将酵母细胞放在 !$?&" @下保温 %" 1=>，再放在 #" @
下继续保温；将酵母细胞在乙醇浓度为 %" ;（H 0 H）的培

养基中 !$?&" @下培养，然后在乙醇浓度为 !" ;（H 0 H）

条件下于 &$?’" @保温，稀释后涂布平板，&"?&! @培养

!?& I，挑取单菌落。

%*!*& 酒精发酵试验

准确称取 #" J 或 %"" J 玉米粉置于三角瓶中，按比

例 %K!*! 加入 F" @自来水，滴加耐高温 !L淀粉酶 %?!
滴，水浴加热至 %"" @，维持 E"?%!" 1=>，冷却至 C" @，

按 %#" / 0 J 原料加入糖化酶，糖化 C" 1=>。糖化醪冷却至

&" @，加入 %’ / 0 J 原料的酸性蛋白酶后接种酵母菌，置

&! @培养箱或摇床（转数 F" < 0 1=>）中发酵 %! M，加发酵

栓，再升温至 &’?&C @发酵至 F! M。发酵过程中每 !’ M
称重，计算 NO! 生成量；发酵结束后测醪液的酒精浓度

及 AB、挥发酸、总酸、还原糖和总糖。

%*!*’ 酵母菌耐酒精试验

艾氏发酵管灭菌以后，装入已灭菌麦芽汁中，然后

添加 E# ;（H 0 H）的乙醇和无菌水，使各管的乙醇浓度分

别为 $ ;，%" ;，%! ;，%’ ; 等，各管的糖度保持一致，

然后接种基本相同的菌种浓度，置 &! @培养，观察菌种

生长和产气情况。

%*& 分析方法

%*&*% 发酵醪酒精含量、挥发酸、总酸、还原糖与残总糖

的测定参考文献9!!:。
%*&*! 原料出酒率的测定参考文献9!%:。

将成熟发酵醪全部移入 %""" 12 蒸馏瓶中，再用

%"" 12 蒸馏水冲洗三角瓶，洗液倒入蒸馏瓶一起蒸馏。

接馏出液 %"" 12，用酒精计和温度计同时测定其酒精

度与温度，并查表换算成 !" @时的酒精度。

P !G"*$%%’’E# G %""#" G%""P%*F"$&!

式中：4———试样在 !" @时的酒精度，（;，H 0 H）；

"*$%%’’———E# ;（H 0 H）酒精（!" @）的比重；

#"———原料重量，J。

%*&*& 酵母菌细胞数测定参考文献9%C:。

! 结果与讨论

!*% 678 照射酵母菌酒精发酵试验

678 照射对酵母菌酒精发酵能力影响不大，而采用

经过一定时 间 678 照 射 培 养 的 酵 母 菌 进 行 酒 精 发 酵

时，原料出酒率有提高的趋势 9!":。因此，选取 678 照射

培养 &C M 的菌液进行单菌分离发现，分离培养基上长

出的菌落大小相差很大，菌落个体大小最大相差约 &
倍，而大小菌落数的比例约为 %K%。将某分离平板上的大

菌落（%# 珠）分别转接试管斜面，&! @培养 ’$ M 后。分别

接入含有一定酒精浓度的玉米粉糖化液中，&! @培养

’$ M，挑选产气量较大的 !Q，CQ，FQ，EQ 和 %’Q 等 # 株菌进

行酒精发酵试验，结果见表 %。

由表 % 可知，从 678 照射培养 &C M 的菌液中分离，

并经过发酵产气试验得到的 # 株酵母菌的酒精发酵（静

止）能力都大于对照试验，其中 FQ 菌的原料出酒率最高

为 &C*&E ;，比对照提高 "*$C ;。

!*! 678 照射对酵母菌株耐酒精性能的影响

将 FQ 菌接种在 F )8R 的麦芽汁培养基中，&" @振荡

培养 !’ M 离心收集菌体，然后再进行 678 照射培养，分

别取照射培养 %! M，&C M 和 C" M 的菌液进行单菌分离。

在分离平板上分别挑选菌落大的菌落各 %# 珠，转接试

管斜面，&! @培养 ’$ M 后，将分离得到的酵母菌分别接

入 %C ;（H 0 H）的酒精液体试管中，&! @培养 ’$ M，分别

从 & 个照射时间中各挑选出 & 株产气量较大的菌 %!L
CQ，%!L%!Q，%!L%’Q 和 &CL$Q，&CL%!Q，&CL%&Q 及 C"L!Q，C"L
FQ，C"L%’Q 进行酒精发酵（摇床振荡）试验，结果见图 %。

由图 % 可知，经两次 678 照射后，酵母菌产酒精能

力提高，其中以照射 &C M 效果最好，&CL%!Q 菌酒精发酵

成熟醪的酒精浓度比对照 FQ 菌提高 "*’ ;。

!*& 热冲击处理对酵母菌耐酒精性能的影响

采 用 这 种 方 法 对 &CL%!Q 菌 进 行 多 次 热 冲 击 处 理

后，在麦芽汁平板上挑选出 #" 株较大的菌落，转接试管

斜面，&" @培养 ’$ M 后，进行耐酒精性能测定，其中 %!
株菌在酒精浓度为 %C ;（H 0 H）的培养基中的产气量高

E# ;（H 0 H）酒精
原料出酒率（;）



图 ! 糖化剂添加量对 "#$%$&’$()$(% 菌酒精发酵的影响

于 &’$()* 菌。挑选在含 (’ +（, - ,）酒精的培养基中产气

量高的 () 株菌进行酒精发酵（摇床振荡）试验，结果见

图 )。

由图 ) 可知，经热冲击处理得到酵母菌株酒精发酵

能力高于对照菌株的有 . 株，占测试菌株数的 %! +。将

产酒精能力较高的 !*，(%*，)!* 和 &/* 菌进行复筛，其结

果见表 )。

由表 ) 可知，(%* 菌酒精发酵能力最强，经多次传代

培养和酒精发酵试验证明，该菌株酒精发酵性能稳定，

淀粉出酒率稳定在 !)01’ +2!&0(! +之间，有推广应用

价值。根据菌种选育过程，暂时将该菌株命名为 "#$%$
&’$()$(%。

)0/ 温度对 "#$%$&’$()$(% 菌生长的影响

接一环 "#$%$&’$()$(% 菌于麦芽汁培养基中，于

&3 4振荡培养 )/ 5，按 (3 +转接到新鲜的麦芽汁培养

基中，在 )1 4，&3 4，&) 4，&/ 4，&’ 4，&1 4和 /3 4下

继续振荡培养 )/ 5 后计数，其结果见图 &。

由图 & 可知，"#$%$&’$()$(% 菌在 )12&’ 4范围内

均能正常生长，培养温度高于 &1 4时，菌体生长受到一

定的抑制。&1 4和 /3 4培养时，菌体数分别为正常生长

的 %&0(3 +和 /%03! +。也就是说，"#$%$&’$()$(% 菌具

有一定抗高温能力。

)0! "#$%$&’$()$(% 菌酒精发酵工艺研究

)0!0( 加水比对酒精发酵的影响

从发酵生产角度考虑，底物浓度越高越好，这样既

可以提高设备利用，同时还可以节约能耗。由图 / 试验

结果可知，原料加量越大，醪液中酒精浓度也越大，但当

原料加量达到 (6(01 时，醪液中酒精浓度又降低。这主要

是由于基质太浓，严重影响了 78) 的释放，导致淀粉利

用率下降。因此确定采用 (6)0) 的加水比。

)0!0) 糖化剂添加量对酒精发酵的影响

酒精酵母不能发酵淀粉，因此采用淀粉原料进行酒

精发酵时必须添加糖化剂，将糊化淀粉水解成酒精酵母

能快速发酵的单糖和双糖。因此，糖化剂添加量对酒精

发酵有一定的影响，试验结果见图 !。

由图 ! 可知，随着糖化酶添加量的增加，酒精浓度

呈上升趋势，但糖化酶添加量超过 ()! 9 - : 原料后，发酵

成熟醪的酒精浓度基本一致。故确定糖化酶添加量为

()! 9 - : 原料。

)0!0& 摇床转数对酒精发酵的影响

一般认为，为了提高酒精发酵产率，应采取厌氧静

图 ( 酵母菌发酵产酒精复筛试验结果

图 ) 热冲击处理对酵母菌酒精发酵的影响

图 & 温度对 "#$%$&’$()$(% 菌生长的影响

图 / 加水比对 "#$%$&’$()$(% 菌酒精发酵的影响
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图 / 发酵温度对 012/2&32%!2%/ 菌酒精发酵的影响

止发酵工艺。但在酒精浓醪发酵研究过程中发现，随着

醪液浓度的增大，其黏度和渗透压也急剧增加，造成

45! 的溢出困难，从而抑制酵母菌发酵。另外，黏度的增

加使醪液传质也发生困难。因此，适当的振荡有利于酵

母菌酒精发酵的顺利进行。试验结果见图 3。

由图 3 结果可知，静止发酵时发酵成熟醪中的酒精

浓度比振荡发酵低 %*! 6，但摇床转速太快，酒精也会被

45! 夹带溢出，造成损失。因此，确定酒精发酵时摇床转

速为 /"783 9 : ;<=。

!*#*’ 发酵温度对酒精发酵的影响

温度是影响酒精浓醪发酵的关键因素之一。随着温

度的提高，为了维持质膜的流动性和保护胞内酶活性，

酵母质膜的磷脂量急速降低，从而影响了酵母菌的酒精

发酵性能。但经过两次 01> 辐射和多次热冲击处理选

育得到的 012/2&32%!2%/ 菌，具有较高的耐温性能，其

酒精发酵结果见图 /。

由图 / 可知，012/2&32%!2%/ 菌最适发酵温度为

&!7&’ ?，但在 &3 ?时也可以获得很好的发酵结果；超

过 &$ ?则发酵醪酒精含量下降。因此，控制适宜的发酵

温度是发挥 012/2&32%!2%/ 菌发酵能力的重要措施。

!*#*# 发酵时间对酒精发酵的影响

根据上述实验确定的最佳发酵工艺条件，用 012/2
&32%!2%/ 菌进行酒精发酵，在发酵的不同阶段取样，其

检测结果见表 &。由表 & 可知，012/2&32%!2%/ 菌酒精

发酵时间宜控制在 /! @ 左右。

& 结论

通过两次 01> 辐射和热冲击处理，成功地选育到

一株在含 %3 6（A : A）酒精的培养基中和 &3 ?条件下均

生长良好，发酵酒精度达 %’*& 6（A : A）的耐酒精和耐温

酵母菌株 012/2&32%!2%/ 菌。该菌株的细胞呈圆形或

椭圆形，芽殖生。在麦芽汁琼脂培养基上菌落颜色为乳

白色，有凸起，表面光滑。在麦芽汁液体培养基中，无菌

膜，培养后期菌体会沉于试管底部，其最佳发酵条件：原

料加水比为 %B!*!；液化温度和液化时间分别为 8# ?和

8"7%!" ;<=；添加 %!# C : D 原料的糖化酶，在 3" ?糖化

时间 &"73" ;<=；接种量为 $ 67%" 6；摇床转速为 /"7
83 9 : ;<=；发酵顶温为 &’7&3 ?，发酵周期为 /! @。
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平均己酸乙酯含量（$(KKL Q ^ +）高得多，说明拌沙窖生酯

能力比粮食糟醅和回沙分开发酵要大得多。拌沙窖和一

年窖产酒各种微量成分均比较协调，粮食窖和二者相差

甚远。乙缩醛由乙醇和乙醛缩合而成，是衡量白酒老熟

程 度 的 重 要 指 标 ， 可 以 看 出 拌 沙 窖 产 酒 乙 缩 醛 含 量

（%(ESE Q ^ +）与一年窖产酒乙缩醛含量（%(SE! Q ^ +）相差

不大，比一年窖和粮食窖乙缩醛含量的平均值（%(#LE Q ^
+）高得多，说明拌沙窖的老熟比粮糟和回沙分开发酵要

快得多。酒体口感上，拌沙窖浓香、醇甜、爽净、协调、陈

味适中，一年窖陈味略重，窖香突出，后味协调感略差；

粮食窖要单薄得多，欠协调，与前二者相差甚远。

从表 E 可知，拌沙窖产量（E&("& PQ ^ 甑）略低于粮食

窖产量（L#(!" PQ ^ 甑），显著优于一年窖的产量（#K(SL

PQ ^ 甑 ）， 且 显 著 高 于 粮 食 窖 和 一 年 窖 产 量 的 平 均 值

（EL(E$ PQ ^ 甑），说明拌沙酿造工艺对酒的产量影响并不

大；而拌沙窖的产量却比质量相近的一年窖的产量高出

!% PQ 左右，各种消耗都要比一年窖低得多。

综上所述，拌沙酿造工艺能克服泸型酒传统酿造工

艺的一些不利之处，能显著改善糟醅风格，提高产品质

量。所产酒质量接近一年窖产品质量，而且产量比粮食

糟醅和回沙分开发酵要好得多。与一年窖相比，拌沙窖

的生产成本要低得多；综合发酵期仅为 E 个半月，产量

要高 !% PQ 左右。也就是说，在相同时间内优质酒的产量

提高了约 #%% _，经济效益得以极大提高。

L 实施拌沙酿造工艺的重点事项及应对措施

在进行拌沙酿造工艺时应注意：!入窖糟醅酸度大

而温度低（尤其在冬季），导致升温太慢，可能造成发酵

不完全，应采取粮食糟醅收温高于传统酿造工艺收温。

"入窖糟醅酸度大；因此得加强母糟和回沙滴窖降酸、

粮食糟醅蒸馏降酸。#入窖糟醅水分大，所以要减少新

入窖粮食糟醅量水用量。$回沙中的酒精分和香味物质

会挥发损失，因此要在粮食糟醅出甑摊凉后才挖出回沙

与之拌和，拌和时要均匀且迅速。%入窖糟醅易感染杂

菌（尤其在天气较热的情况下），所以得加强环境清洁卫

生管理，避免回沙感染杂菌。

S 结束语

拌沙试验达到了预期分析效果，能改善泸型酒传统

生产发酵产香过程中的不利条件，在窖内体系中形成了

“边糖化、边发酵、边产酸、边酯化”的多边发酵模式，显

著缩短了优质酒的酿造周期。为优质酒的快速生产找到

了一条切实可行的有效途径，在不扩大现有规模的条件

下，保证了公司中高档产品销量急剧增长的需求。!

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!

应 鸿，刘永贵，徐 勇，胡 杰·泸型酒拌沙酿造工艺探)讨
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