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红四氮唑在酒精酵母选育中的应用效果研究

陈卫平，涂 谨，熊建华，张凤英

（江西农业大学食品系，江西 南昌 7766<=）

摘 要： 用红四氮唑作为指示剂筛选得到一株产酒精能力较强的酵母>5，同原始菌>9相比，它细胞个体大，且大小均

一、形状规则统一，呈长卵圆形，出芽率高，生长快，死亡率低。在同样的发酵条件下，它的发酵速度更快，酵母菌耐酒精

能力更强，对原料的利用率更高，产酒精能力更强。
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红四氮唑，全称5，7，=’氯化三苯基四氮唑，简写11C，它是一
种显色指示剂，原是无色的，由于活菌中所含脱氢酶可将它还原成

红色的1O，可使平板上原先看不太清楚的微小菌落染成肉眼清晰
可见的红色菌落 Z9[，且通过它呈色的深浅可判断酵母中呼吸酶活

力的大小，即酵母产酒精能力的高低。产酒精能力强的酵母会显现

深红色，次之显粉红色、微红色或不显色 Z5[。生产用酒精酵母经若

干代的转接保藏，往往会出现酵母的生产性能衰退或酵母细胞性

能良莠不齐的现象。另外，由于有些企业的无菌操作设施条件有

限，在传代保存操作中甚至会污染杂菌。接种这样的酒精酵母发酵

后，进入主发酵的时间延长，易感染杂菌，耗糖速度慢，生醛较多，

导致酒的品质降低。因此，寻找一种快速、有效、简便的分离、选育、

复壮酒精酵母的方法是非常必要的。经研究发现，经过11C显色平
板筛选得到的酵母细胞个体大、大小均一、形状规则统一，呈长卵

圆形，出芽率高，生长快，死亡率较低，在同样的发酵条件下，它的

发酵速度更快，耐酒精能力更强，对原料的利用率更高，产酒精能

力更强，且成品酒的品质也较好。从而证明用红四氮唑作为指示剂

筛选酒精酵母的方法是有效的，在实际生产中可提高酒精酵母的

分离选育效率，降低实验成本。

9 实验材料与方法

9;9 实验材料
9;9;9 下层培养基：葡萄糖=;6= ,，蛋白胨9;6 ,，酵母膏6;\= ,，磷酸
二氢钾6;= ,，硫酸镁6;5 ,，柠檬酸6;97= ,，琼脂96 ,。
9;9;5 11C上层培养基：11C 6;67 ,，葡萄糖7 ,，琼脂5 ,。
9;9;7 麦芽汁琼脂斜面培养基：麦芽汁，琼脂。
9;9;< 制作酵母曲的原料：麸皮，水，米粉。
9;9;= 原始酒精酵母种>9：本系实验室保藏。

9;5 实验方法
9;5;9 下层平板的制备
分别称取上述材料!加入=66 (3水!溶解!杀菌!倒平板

9;5;5 11C上层平板的制备
分别称取葡萄糖、琼脂!加入966 (3水!在沸水中加热溶

解!灭菌!在水浴=6 ]左右以无菌操作加入11C!溶解!倒平板
9;5;7 麦芽汁的制备见参考文献Z7[。
9;5;< 产酒精能力强的酵母的筛选
将原始酵母菌液用无菌水稀释到96’5，96’7，96’<，96’=，96’8 =个

梯度，接种到下层平板上，76 ]倒置培养<6 2，选择菌落数为76^
966的平板，往里倒入约96 (3 11C上层培养基覆盖原有菌落，76 ]
下闭光保温5^7 2，由菌落呈色的深浅来判定酵母产酒精能力的大
小，挑选颜色较深的菌落接种到试管斜面麦芽汁培养基上，然后测

定原始菌>9与筛选菌>5的细胞的形态结构、生长曲线、耐酒精能

力、产酒精能力等酵母生产特性，以确定11C在酒精酵母选育中的
应用效果。

9;5;= 酵母生长曲线的测定
将试管培养的原始菌和筛选菌分别接种到麦芽汁三角瓶中培

养，每隔7 2测9次酵母细胞数，到细胞数开始减少为止。
9;5;8 酵母菌耐酒精能力的试验见参考文献Z7[。
9;5;\ 酵母曲的制备
称取麸皮=66 ,!加入5=6 (3水!混匀!过筛!加入少量米

粉!隔水蒸<6 ("+!冷却
!分装入两个托盘 !加入

少量根霉!保温保湿培养5< 2!烘干备用
9;5;B 两种菌发酵失重的测定
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一盘倒入培养98 2>9酵母液

一盘倒入培养98 2>5酵母液
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分别称取566 ,早米放入8个9666 (3三角瓶中，洗净，加入适量
水浸泡< 2左右，蒸熟，冷却后分别加入5 ,根霉拌匀，糖化5< 2后分
成两组，分别加入上述两种酵母曲各9 ,，加入5<6 (3水，混匀发酵，
每95 2测重9次，直至不失重为止。
9;5;= 总酸、总酯、总醛、酒精度的测定见参考文献><?。

5 结果与结论

5;9 出发菌的筛选（见图9、图5）

图9为原酵母菌@9的11A平板显色图，从中可以看出它菌落大
小不均一，颜色深浅不一，说明酵母的繁殖能力和产酒精能力参差

不齐，在发酵过程中同步性较差。

图5为筛选菌@5的11A平板显色图（在同样的培养时间内），与
原始菌的11A显色平板图相比可看出它菌落普遍比@9大、大小也

较均一、颜色较深且深浅一致，这说明经11A筛选得到的酵母生长
代谢状况同步性较好。

5;5 两株酵母菌的细胞形态结构的比较
将实验室保藏的原始菌种@9和筛选菌种@5分别接种到麦芽汁

液体培养基中，培养98 2后测量两菌株的出芽率、死亡率、大小及
数量。结果见表9、图7。
从表9可知，经筛选后的酵母菌出芽率比原始菌高出9<;6< B，

死亡率低7;8 B，细胞个体普遍增大，并且数量较多。说明经11A筛
选后的酵母菌细胞生命力强，能迅速生长繁殖，并且能有效地抑制

杂菌的生长。

图7为两菌株酵母菌的单染色涂片显微镜图，筛选菌的个体
大、形状规则，大多数呈长卵圆形，刚分裂的芽体细胞多。而原酵母

菌@9多呈短卵圆形，大小不均一，形状不够统一，刚分裂的芽体细

胞少。

5;7 两株酵母菌耐酒精能力的比较
两株酵母菌耐酒精能力的比较结果见表5，从表5可知，筛选菌

@5在酒精含量为96 B以下的麦芽汁中能旺盛生长，在酒精含量9=
B的麦芽汁中还能微弱生长；而原始菌@9在酒精含量= B以下的麦
芽汁中才能旺盛生长，在酒精含量9C B的麦芽汁中就不能生长
了；而且在酒精含量99 B以上的麦芽汁中筛选菌@5的起酵时间普

遍比原始菌@9要短9D5 2。由此可充分说明筛选菌@5的耐酒精能力

比原始菌@9更强。

5;< 出发菌和筛选菌生长曲线的比较（见图<）
图<为两菌株的生长曲线，从图中可以看到，筛选菌的细胞繁

殖速度较快，有明显的对数生长期，且生长旺盛，较晚近入衰亡期；

而原始菌的细胞增殖较缓慢，没有筛选菌的代谢繁殖能力旺盛，且

较早进入衰亡期。可见经过11A筛选得到的酵母繁殖力强，生长迅
速，这使得酵母接入发酵醪后酵母能迅速增殖，很快达到主发酵

图5 筛选菌@5的11A显色图

图9 原酵母菌@9的11A显色图

筛选菌@5的细胞形态图

原酵母菌@9的细胞形态图

图7 两株酵母菌单染色涂片显微镜图
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工艺大生产则更多的依赖纯种麦曲和纯种酒母，以便于生产管理

及安全酿酒，但麦曲糖化力和酒母发酵力不如传统黄酒高。廉价的

天然有机物植酸用于提高黄曲霉菌糖化酶活力无疑给酿酒业带来

了福音，其是否也能提高酵母发酵力，而不影响黄酒色、香、味、体

及各项理化指标，从而提高淀粉利用率，降低酒母和麦曲使用量，

节约粮食，推动黄酒新工艺向前迈进，还有待于进一步研究探讨。
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图P 两株菌生长曲线的比较

期，迅速发酵，缩短发酵时间，减少被杂菌污染的机会。

5;Q 两菌株发酵失重的比较（见图Q）

筛选菌与原始菌的发酵失重情况见图Q，从图中可以看出，筛
选菌T5与原始菌T9比较，发酵同样时间T5的失重速度更快，说明其

产生的二氧化碳量更多，发酵起步早、速度快，能较早地达到主发

酵期，形成生长优势，有效地抑制杂菌，使发酵过程中的生理生化

反应正常进行，能对白酒的质量有初步的保证。

5;8 两株菌所酿白酒的理化指标的检测
用两株菌T9和T5分别酿制白酒，将所得的酒样进行各项理化

指标的测定。结果见表7，由表7可以看出，两者所酿酒各项理化指
标均达到国家小曲酒的质量标准。两者总酯含量的差别不大，但用

筛选菌T5生产的白酒酒精度比T9高出6;X度，说明筛选菌T5发酵能

力更强，对原料的利用率更高。适量的醛类对酒的香味起着一定的

作用，但醛类物质多了不仅有一定的毒性，还会给酒带来苦杂味

<Q=，筛选菌T5所酿酒的总醛含量更低，其酒质也更好。

7 结论

7;9 用红四氮唑作为指示剂筛选得到的酒精酵母T5，同原始菌T9

相比，它细胞个体大、大小均一、形状规则统一，呈长卵圆形，出芽

率高，生长快，死亡率较低，在同样的发酵条件下，它的发酵速度更

快，耐酒精能力更强，对原料的利用率更高，产酒精能力更强，且成

品酒的品质也较好。从而证明用红四氮唑作为指示剂筛选酒精酵

母的方法是有效的，在实际生产中可提高酒精酵母的分离选育效

率，降低实验成本。

参考文献：

<9= 祖若夫，胡宝龙，周德庆; 微生物学实验教程<S=;上海：复旦大学出版
社，9XX7;

<5= 王梅，张澎湃，帅桂兰; 11D在黄酒酵母选育中的应用<M=; 酿酒，5669，
（Q）：85’8P;

<7= 郝林;食品微生物学实验技术<S=; 北京：中国农业出版社，5669;
<P= 欧阳谅;微生物学实验法<S=;南昌：江西人民出版社，9XN6;
<Q= 无锡轻工业学院，大连轻工业学院，天津轻工业学院; 工业发酵分
析<S=;北京：轻工业出版社，9XXX;

图Q 两株菌的发酵失重的比较

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
（上接第 7P 页）

7O


