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摘 要: 对野生酿酒酵母( Saccharomyces cerevisiae) 的工业胁迫条件 , 包括高浓度酒精、高渗透

压、高温、高糖浓度和营养饥饿的耐受性进行了分析。结果表明,所测定的酵母菌株对这些逆境条

件的耐受性有明显差别,表现出良好耐受性的是 C242和 G2257,耐受性差的有 C190和 N5254。
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Abstract: The tolerance of saccharomyces cerevisiae strains against high concentration ethanol, high osmotic pressure, high

temperature, high sugar concentration and nutrient starvation were investigated. The results showed that there was evident

difference in tolerance among all the measured saccharomyces cerevisiae strains, C242 strain and G2257 strain presented

good tolerance, whereas the tolerance of C190 strain and N5254 strain was inferior.
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对微生物,特别是野生菌株的基本性状的了解是工

业生产及分子生物学改造的基础。酿酒酵母因其具有良

好的发酵性能,广泛地应用于葡萄酒酿造工业中。酿酒

酵母在工业生产过程,难免受到胁迫条件[1～7],如高酒精

毒性、高糖浓度的影响 , 菌株对胁迫条件的耐受能力直

接影响到工艺过程、发酵程度、发酵结果、产物成分等 ,

从而影响经济效益。掌握菌株对胁迫条件的耐受性是进

行工业生产的基础。目前,对于酵母耐受性与其发酵力,

以及各耐受性间的相互关系已有相关报道[8]。本文就分

离自宁夏地区的野生酿酒酵母进行胁迫条件耐受性分

析研究,为野生菌株进行工业生产应用提供依据。

1 材料与方法

1.1 菌株

实验用菌株均为分离自宁夏地区野生酿酒酵母,本

实验室保存。

编号 CY为工业干酵母,来自 LALVIN公司。

1.2 培养基

YPD 培养基 : 1 %酵母浸粉 , 2 %葡萄糖 , 2 % 蛋白

胨, pH自然, 121℃灭菌 20 min。

1.3 耐受性分析[2, 4]

酵母的耐受性分析是根据菌种在含有不同浓度的

测试物质的 YPD固体及液体培养基中生长状况进行分

析的。接种新鲜菌落于 YPD 液体培养基中 , 25℃培养

24 h 后 , 取 200μL 接入 5 mL 含有不同浓度抑制剂的

YPD培养基中, 25℃培养 1～3周。观察生长状况。

1.3.1 酒精耐受性测定

在酒精含量为 10 %vol、12 %vol、14 %vol、16 %vol
和 18 %vol 的 YPD 固体平板上进行生长实验 , 一周后

以生长状况表征其酒精耐受性。

1.3.2 渗透胁迫耐受性测定

在含 0.7 mol/ L、1.0 mol/L、1.2 mol/L、1.4 mol/L、

1.6 mol/L、1.8 mol/L、2.0 mol/L、2.2 mol/L 和 2.4 mol/L

KCl 的 YPD 液体培养基上进行生长实验 , 以生长状况

表征其渗透胁迫耐受性。培养 2 d 后以生长状况表征

其耐受性。

1.3.3 高温耐受性测定

在 37℃和 42℃下,进行 YPD斜面培养生长实验 ,

以生长状况表征其高温耐受性。培养两周后以生长状况

表征耐受性。
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1.3.4 营养饥饿耐受性测定

将各菌株在无菌水中 25℃分别静置饥饿 5 d、6 d、

7 d、8 d、9 d 和 10 d, 在 YPD液体培养基上进行生长实

验,培养 2 d后以生长状况表征其营养饥饿耐受性。

1.3.5 高糖耐受性测试

在含有 5 %、10 %、20 %、30 %、40 %、50 %和 60 %
的葡萄糖的 YPD斜面培养基上进行生长实验, 以生长

状况表征其对高浓度糖的耐受性。培养两周后观察生长

差异性。

1.3.6 低 pH值的耐受性测试

在 pH 值分别为 1.5、2.0、2.5、3.0、3.5、4.0 和 4.5 的

YPD液体培养基中进行生长试验,以生长状况表征其对

低 pH值的耐受性测试。培养 2 d后观察生长差异性。

2 结果与分析

2.1 野生酵母高浓度酒精和高渗透胁迫耐受性测定

酿酒酵母对高浓度酒精和高渗透胁迫的耐受性是

葡萄酒生产中的重要特性,酿酒酵母对高渗透胁迫和高

浓度酒精的强耐受性可以使发酵完全、彻底 , 显著提高

葡萄酒的酒精度,可以进一步提高葡萄酒的品质。酒精

对细胞的抑制作用很复杂,主要表现在抑制酵母的增殖

速度、存活性和发酵力 3 个方面[5,9]。各菌株对不同浓度

酒精耐受性表明 ,野生酿酒酵母普遍能耐受 10 %酒精 ,

少数不能耐受 12 %酒精 , 耐受能力较强的最多能耐受

14 %酒精,高于此浓度菌株不能存活。培养一周后可观

察到有生长现象。结果见表 1。

在浓醪发酵时 , 发酵液渗透压较高 , 引起细胞内水

分活度、细胞质组成均发生显著变化 , 酵母的细胞膜和

菌体内的酶受到破坏,从而抑制酵母的生长和发酵[10,11]。

表 2为菌株对渗透压耐受性测试结果。

表 2表明,野生酿酒酵母普遍能耐受 1.8 mol/L KCl

浓度 , 有个别菌株能耐受 2.2 mol/L 浓度 , 仅有 C242 能

耐受 2.4 mol/L渗透压浓度。

2.2 菌株对高温的耐受性测试

在葡萄酒生产过程中 , 使用热浸渍发酵 (通常超

过 70 ℃)能改善某些葡萄酒的结构和香气 , 加速反应

进程 , 减少冷却能耗 , 提高代谢率 , 缩短发酵周期 [6,12]。

选育优良的耐高温菌株是实现该工艺的前提。野生酿

酒酵母在 37 ℃只有 N5254、C190 不能生长 , 其他都

耐受 37 ℃ ; 而只有 C242、C720 能够耐受 42 ℃ , 其他

菌株都不能生长。培养两周后观察生长现象。

2.3 菌株对营养饥饿耐受性测试

随着发酵过程的进行,营养物质的消耗会影响微生

物发酵能力,酿酒酵母对营养饥饿耐受性是葡萄酒工艺

生产所要求的良好性质。一般地,营养饥饿胁迫主要发

生在发酵后期。表 4 为菌株对营养饥饿耐受性测试结

果。其结果表明,所有菌株均能够耐受 10 d以上饥饿仍

能生长良好。

2.4 高糖耐受性测试

葡萄酒工业中 , 糖是酒精发酵的基质 , 也是酵母赖

以生活的能源物质。但是高浓度的糖对酵母有抑制作

用———葡萄糖阻遏和葡萄糖抑制作用。而且,高渗透压

会导致酵母细胞水分流失,活性降低。此外,当培养基中

糖浓度较高时,系统粘度较高, CO2释放慢。酵母酒精耐
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受性的降低可能是 CO2的毒性所致。菌株对高糖耐受性

测试结果见表 5。

表 5 表明 , 野生酿酒酵母能够耐受 50 %以下的葡

萄糖浓度,但是均不能耐受 60 %葡萄糖浓度。培养 2周

后可观察到有生长现象。

2.5 低 pH值耐受性测试( 表 6)

pH值是影响酵母生长的重要因素, 野生酿酒酵母

对 pH的耐受范围相当广泛。表 6表明,在 pH为 1.5 时

不生长;在 pH为 2.0 时,生成红褐色的沉淀。其他酸度

均能够生长良好,尤其在 pH为 4时。因此, 4.0的酸度最

适合酵母生长。

3 结论

综合以上实验,不同酵母菌株对这些胁迫条件的耐

受性有很大差异。为将这些菌株应用于工业生产提供了

依据。通过耐受性实验表明:野生酿酒酵母普遍能够耐

受 10 %vol酒精, 不能耐受 16 %vol酒精; 普遍能耐受

1.8 mol/L的渗透压; 只有 N5254、C190 不能耐受 37℃
温度 ,仅有 C720 能够耐受 42℃;野生酿酒酵母能够耐

受至少 10 d 以上的的营养饥饿。所有野生酿酒酵母均

能够耐受 50 %以下高糖浓度,不能耐受 60 %高糖浓度;

pH值为 1.5时不能生长, pH值为 2时, 沉淀为红褐色,

其他pH时都能够生长。
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