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　　摘要：以江苏省灌南县汤沟酿酒厂的大曲、窖泥及发酵酒醅为样品，经富集、分离得到１８株初筛酵母菌株，从中经
复筛分离出１株能在４２℃下发酵产乙醇的酵母菌，命名为ＮＲ１１。经过形态观察、ＢＩＯＬＯＧ微生物检定系统以及１８Ｓ
ｒＤＮＡ基因的分析，将该酵母菌鉴定为酿酒酵母（Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ）。对其特性及发酵性能的研究结果显示，
ＮＲ１１可以在１２％乙醇溶液及５５％糖溶液下正常发酵，致死温度可达６０℃，在３０、３８、４０、４２℃条件下，乙醇产量分别
可以达到１０９．０、９３．２、７３．８、４４．０ｇ／Ｌ。
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　　乙醇为一种可再生的清洁能源，可用作液体燃料替代或
部分替代石油燃料，并且其生产工艺成熟，原料来源广

泛［１－３］。酿酒酵母（Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ）是使用最广泛的
乙醇发酵出发功能菌株，然而传统的酿酒酵母的最适发酵温

度为２８～３３℃，一般不超过３６℃，因此在气温较高地区和夏
季会严重影响正常生产。研究显示，应用耐高温酵母生产乙

醇具有节约能源、提高出酒率、缩短发酵周期、提高设备利用

率及维持高温下正常生产等诸多优势［４］。耐高温高产乙醇

酵母菌的选育和发酵工艺的改进是实现浓醪发酵工业的关

键，因此分离、筛选和应用耐高温高产乙醇酵母菌的研究已经

受到广泛重视，成为当前国内外乙醇生产行业研究的热

点［５－７］。白酒的传统酿造过程是以含有复杂微生物种类的酒

曲作为发酵剂，以淀粉质、糖质为原料，在窖池中完成乙醇发

酵的过程。在发酵过程中，窖泥和发酵糟醅密封接触，大量微

生物在两者间扩散、交换，最终使得作为发酵容器的窖泥中含

有包括酵母菌在内的非常丰富的微生物种群。这些微生物在

白酒生产后期，能利用含高浓度乙醇的酒醅进行发酵，并且发

酵温度高，经过长期驯化可以具有比其他环境微生物更强的

耐高温、耐乙醇能力［８－９］，因此白酒厂窖池中的窖泥、酒曲成

为分离选育酵母菌及其他微生物的良好来源［１０］。本试验旨

在通过初筛、复筛试验得到可以耐高温并且高产乙醇酵母，并

对耐高温酵母的生理特性及发酵性能进行研究。

１　材料与方法

１．１　试验材料
试验材料为大曲、窖泥、发酵酒醅，由江苏省灌南县汤沟

酿酒厂提供。

１．２　培养基
ＹＥＰＤ液体培养基：２０．０ｇ／Ｌ葡萄糖、２０．０ｇ／Ｌ酵母粉、

２０．０ｇ／Ｌ蛋白胨；ＹＥＰＤ固体培养基：２０．０ｇ／Ｌ葡萄糖、
２０．０ｇ／Ｌ酵母粉、２０．０ｇ／Ｌ蛋白胨、２０．０ｇ／Ｌ琼脂；酵母富集
培养基：含１０％乙醇的６Ｂｅ°麦芽汁，ｐＨ值自然；初筛培养基
由上下２层培养基组成；下层培养基为ＹＥＰＤ固体培养基，上
层培养基主要成分包括０．３ｇ／Ｌ红四氮唑（ＴＴＣ）、３０．０ｇ／Ｌ
葡萄糖、２０．０ｇ／Ｌ琼脂；乙醇发酵培养基：２５０．０ｇ／Ｌ葡萄糖、
４．０ｇ／Ｌ蛋白胨、３．０ｇ／Ｌ酵母粉、４．０ｇ／Ｌ（ＮＨ４）２ＳＯ４、
３．０ｇ／ＬＫＨ２ＰＯ４、０．５ｇ／ＬＭｇＳＯ４、０．０５ｇ／ＬＺｎＳＯ４、０．０５ｇ／Ｌ
ＺｎＳＯ４、０．０５ｇ／ＬＦｅＳＯ４。
１．３　筛选方法

酵母分离样品的采集：从酒厂窖泥、酒曲、酒醅中以随机

取样原则收集样品，装入灭菌纸袋中，贮存于冰箱中备用。

样品的预处理：分别将１０．０ｇ大曲、窖泥、酒醅样品加入
５０ｍＬ装有灭菌玻璃珠的无菌水中，２００ｒ／ｍｉｎ处理３０ｍｉｎ以
打碎样品。

酵母菌的富集：取５．０ｍＬ各样品悬液接入酵母富集培养
基中，于３０℃、１８０ｒ／ｍｉｎ条件下培养，以富集样品中的酵母；
６ｈ后转成４０℃、１８０ｒ／ｍｉｎ条件下培养１８ｈ，以富集其中的
耐热酵母菌株。

一级筛选：将富集的菌液涂布于 ＹＰＤ固体培养基上，于
４０℃培养２４ｈ，长出菌落后倒入４５℃ ＴＴＣ上层培养基中，于
４０℃下避光保温６ｈ。比较各菌株颜色，颜色呈深红色的即
具有较高的产乙醇能力。挑取明显的酵母菌落，多次划线得

到单菌落，镜检并观察记录菌体形状、大小、出芽情况、菌落大

小等。

二级筛选：将一级筛选酵母菌分别接入带有杜氏小管的

不同的 ＹＥＰＤ液体试管中，在不同温度下培养，分别在 １２、
２４、４８ｈ观察杜氏小管中的产气情况。

三级筛选：过夜培养各酵母菌株，按体积分数为２０％的
接种量接入到发酵培养基中，３７℃厌氧培养４８ｈ，测定Ｄ６００ｎｍ
值、残糖含量、乙醇含量。
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１．４　酵母菌的鉴定
１．４．１　ＢＩＯＬＯＧ鉴定　ＢＩＯＬＯＧ代谢指纹分析：将菌株在ＢＩ
ＯＬＯＧ专用酵母培养基上培养约４８ｈ，制备菌悬液，调整吸光
度至合适范围，上样于９６孔微鉴定板，于３０℃培养。分别在
２４、４８、７２ｈ使用ＢＩＯＬＯＧ微生物鉴定仪读取数据，将该菌株
对９５种碳源的利用率与数据库中的信息进行比对，得出鉴定
结果［１１］。

１．４．２　１８ＳｒＤＮＡ基因序列鉴定　１８ＳｒＤＮＡ基因扩增和测
序：使用ＯＭＥＧＡ公司的ＹｅａｓｔＤＮＡＫｉｔ试剂盒提取该菌株的
基因组 ＤＮＡ，利用通用引物（上游：５′－ＴＣＣＴＣＴＡＡＡＴＧＡＣ
ＣＡＡＧＴＴＴＧ－３′，下游：５′－ＧＧＡＡＧＧＧＡＴＧＴＡＴＴＴＡＴＴＡＧ－
３′）进行ＰＣＲ扩增［１２］，ＰＣＲ产物经纯化后送南京金斯瑞生物
科技有限公司测序，最后将测序结果进行ＢＬＡＳＴ比对。
１．５　酵母菌性能测试

耐热性能：将菌株按体积分数为１０％的接种量接入到种
子培养基中，在３７、４０、４３、４５℃下培养２４ｈ，测定其生物量。

耐糖性能：分别制备初始葡萄糖质量分数为１０％、２０％、
２５％、３０％、３５％、４０％、４５％、５０％、５５％、６０％的培养基，
３７℃ 培养２４ｈ，测定其生物量。

耐酸性能：制备初始ｐＨ值分别为２、３、４、５、６的ＹＥＰＤ培
养基，３７℃培养２４ｈ，测定其生物量。

耐醇性能：制备初始乙醇体积分数分别为 ６％、８％、
１０％、１２％、１４％、１６％、１８％的 ＹＥＰＤ培养基，于 ３７℃培养
２４ｈ，测定其生物量。

致死温度测定：将装有１ｍＬ已培养菌液的试管，分别置
于５２、５４、５６、５８、６０℃条件下维持 ５ｍｉｎ后马上冷却，取
０．１ｍＬ菌液涂布于 ＹＥＰＤ平板上，观察菌落生长情况，如果
没有菌落生长则表示该温度为该菌的致死温度。

１．６　分析方法
生物量的测定：采用比浊法，将发酵液混匀后稀释成一定

倍数，测定其在波长６００ｎｍ下的吸光度（Ｄ６００ｎｍ）。
残糖、乙醇含量的测定：利用 ＳＢＡ－４０Ｅ生物传感仪（山

东省科学院生物研究所）进行测定。

２　结果与分析

２．１　耐高温酵母菌的初筛
ＴＴＣ是１种显色剂，它对酵母的代谢产物产生呈色反应，

因此通过它可以判断酵母中呼吸酶的活力，即酵母产乙醇的

能力。经过二级筛选和镜检，获得１８株颜色最红且菌落较大
的酵母菌落，杜氏管产气能力强的酵母菌株编号为 ＮＲ０１至
ＮＲ１８，观察记录菌体形状、出芽情况、是否有裂殖现象、是否

形成假菌丝，同时测定其细胞大小，结果如表１所示。

表１　 酵母菌个体形态观察结果

菌株名 形状 生殖特征
平均直径

（ｍｍ） 光泽度 菌落颜色

ＮＲ０１ 柠檬形 ２端出芽 ３．２ 光泽 乳白

ＮＲ０２ 圆形 １端出芽 ２．９ 光泽 乳白

ＮＲ０３ 椭圆形 １端出芽，裂殖 ２．７ 不光泽 土黄

ＮＲ０４ 圆形 １端出芽 ３．８ 光泽 红色

ＮＲ０５ 椭圆形 １端出芽 ２．５ 光泽 乳白

ＮＲ０６ 柠檬形 １端出芽，裂殖 ２．７ 光泽 乳白

ＮＲ０７ 圆形 ２端出芽 ２．５ 光泽 乳白

ＮＲ０８ 圆形 １端出芽，裂殖 ３．９ 不光泽 红色

ＮＲ０９ 椭圆形 ２端出芽 ３．１ 光泽 乳白

ＮＲ１０ 椭圆形 １端出芽 ２．５ 光泽 乳白

ＮＲ１１ 椭圆形 ２端出芽 ２．４ 光泽 乳白

ＮＲ１２ 圆形 １端出芽 ２．７ 光泽 乳白

ＮＲ１３ 柠檬形 １端出芽 ２．４ 光泽 乳白

ＮＲ１４ 椭圆形 １端出芽 ２．３ 光泽 乳白

ＮＲ１５ 椭圆形 １端出芽 ２．２ 光泽 土黄

ＮＲ１６ 圆形 １端出芽 ２．７ 光泽 乳白

ＮＲ１７ 圆形 １端出芽 ３．２ 光泽 橙黄

ＮＲ１８ 圆形 １端出芽 ３．２ 光泽 乳白

２．２　耐高温酵母菌的复筛
将过夜培养的各酵母菌按体积分数２０％接入到复筛培

养基中，３７℃厌氧培养４８ｈ。从图１可以看出，发酵４８ｈ后，
在３７℃培养条件下，菌株 ＮＲ１１的乙醇质量浓度最高，达到
９８ｇ／Ｌ，残糖质量浓度为１１．２ｇ／Ｌ，Ｄ６００ｎｍ达到１８．９，乙醇得率
为７６．７％，各方面性能均是１８株初筛酵母菌中性能最佳的。
因此，选取ＮＲ１１进行下一步鉴定及性能测试试验。
２．３　酵母菌的种属鉴定结果
２．３．１　ＢＩＯＬＯＧ鉴定结果　与传统鉴定方法相比，ＢＩＯＬＯＧ
自动微生物鉴定系统快速、便捷、有效，在微生物鉴定技术上

是一个很大的进步，由于其数据库范围广、包含全面，为广大

的微生物工作者提供了方向性指导［１１］。此外，仪器在鉴定结

束时会给出与数据库最匹配的４个结果，根据 Ｐ值从大到小
排序，最佳试验结果见表 ２。由表 ２可以看出，相似度 ＝
０９６７＞０．７５，距离＝０．４７１＜５．０，Ｐ值为０．９９９。系统得到的
３个重要参数比较理想，与数据库匹配良好，相似度越接近
１００，说明鉴定结果的可靠性更高。在ＩＤ地址栏显示出１个
最佳匹配名称，物种名为Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ（酿酒酵母）。
各种数据指标都表明，鉴定结果准确，与数据库有很好的

匹配。
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表２　ＢＩＯＬＯＧ鉴定结果

Ｐ值 相似度 距离 生物类型 物种名

０．９９９ ０．９６７ ０．４７１ ＹＴ Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ
（酿酒酵母）

　　注：ＹＴ为ｙｅａｓｔ缩写，表明该ＢＩＯＬＯＧ板是用于酵母鉴定的。

２．３．２　１８ＳｒＤＮＡ菌株鉴定结果　１８ＳｒＤＮＡ作为一种经典
的鉴定方式在真菌的鉴定工作中占有重要作用，用于扩增

１８ＳｒＲＮＡ基因片段的ＰＣＲ引物是根据真菌１８Ｓ的保守区域

设计的。通过ＰＣＲ对酵母１８ＳｒＲＮＡ基因片段进行扩增并测
序，再对测序结果进行多态性分析，从而将待测酵母正确分

类［１２］。本试验将目标菌株的１８ＳｒＲＮＡ基因上传至 ＮＣＢＩ数
据库并进行 ＢＬＡＳＴ比对，下载相关 １８Ｓ基因序列构建进化
树，结果如图２所示。经比较可知，ＮＲ１１与酿酒酵母的同源
性为１００％，因此，综合形态观察、ＢＩＯＬＯＧ微生物检定系统以
及１８ＳｒＤＮＡ基因的分析结果，将该酵母菌鉴定为１株酿酒酵
母，并命名为酿酒酵母ＮＲ１１。

２．４　酵母菌性能测试
２．４．１　温度对酵母菌生长影响　温度在酵母的生长及发酵
过程中起至关重要的作用。在低温范围内，温度越高，酶促反

应越快，酵母生长代谢越快，乙醇提前生成，产量也进一步提

高；当温度超过最适温度后，高温抑制酵母细胞生长，表现出

酵母易衰老、相关酶类易失活、细胞膜稳定性降低等，从而延

长发酵周期，并影响发酵乙醇的产量［１０］。从图３可见，菌株
ＮＲ１１的最适生长温度为３７℃，此时Ｄ６００ｎｍ最高达到了１９．８４；
菌株ＮＲ１１在４０℃ 下也有较好的长势，Ｄ６００ｎｍ值最高达到了
１７．１４；随着温度的升高，温度对酵母生长的抑制作用明显增
强，Ｄ６００ｎｍ值逐渐降低，４５℃条件下，酵母菌几乎没有生长。

２．４．２　初始糖浓度对酵母菌的影响　初始碳源的浓度对发
酵也会产生影响，在工业化生产中，糖浓度一般不超过２０％，
若培养基中营养物质过于丰富，会导致酵母异常增殖，降低底

物转化成产物的效率，对酵母发酵会产生不良影响［１３］；另外，

高糖浓度所产生的高渗透压也会影响菌体的正常生长、代谢

以及发酵活性［１４］。

从图４可以看出，当初始糖浓度在 １０％ ～５５％的范围
内，Ｄ６００ｎｍ随着糖浓度的提高而提高；当初始糖浓度在 ６０％
时，就出现抑制作用。目前，从天然环境分离得到的菌株大多

只能耐受２０％左右的糖浓度，说明菌株 ＮＲ１１具有较强的耐

渗透压能力，可以耐受６０％以上的糖浓度所产生的渗透压。
２．４．３　乙醇浓度对酵母菌生长的影响　乙醇发酵是利用酵
母将糖类物质转化为乙醇和二氧化碳，随着发酵的进行，乙醇

浓度不断增加，高浓度乙醇会抑制酵母生长及存活率，并影响

一些运输系统，如葡萄糖和氨基酸的运输等，同时会改变细胞

膜的流动性和膜上 Ｈ＋ －ＡＴＰ酶的活性，从而影响酵母细胞
的生长和细胞的形态［１５］。

　　从图５可以看出，初始乙醇体积分数越高，Ｄ６００ｎｍ值越小；
当初始乙醇体积分数在６％以上时，对酵母开始有抑制作用；
当初始乙醇体积分数在１０％以上时，乙醇对酵母生长的抑制
明显增强。这是因为在高温与高乙醇浓度共同作用下，酵母

细胞膜通透性增强，流动性降低，各种酶促反应受到抑制，从

而对酵母细胞的生长和代谢产生了胁迫作用。

２．４．４　培养基 ｐＨ值对酵母菌生长的影响　酵母细胞的生
长和胞内酶促反应都需要在一定的ｐＨ值环境中进行，ｐＨ值
值过高或过低都会影响酵母细胞膜所带电荷状态，使酵母生

长代谢受阻［１４］。由图６可以看出，该菌在初始ｐＨ值为３～６
时，Ｄ６００ｎｍ变化不大，因此该菌的最适初始 ｐＨ值为６．０，此时
Ｄ６００ｎｍ最高可达到１９．０２；初始ｐＨ值为２时仍可以存活生长，
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说明ＮＲ１１有较强的耐酸能力，用于生产时可以有效避免杂
菌污染，提高得率和设备利用率。

２．４．５　菌株ＮＲ１１的致死温度　从菌株对短时高温冲击的
耐受情况来看，ＮＲ１１的致死温度为６０℃，结果见表３。

表３　ＮＲ１１的高温耐受试验结果

温度（℃） 结果

５２ ＋
５４ ＋
５６ ＋
５８ ＋
６０ －

　　注：“＋”表示有菌生长；“－”表示无菌生长。

２．５　不同温度下菌株ＮＲ１１的产乙醇能力
分别在３０、３８、４０、４２℃下，以２０％的接种量将 ＮＲ１１接

入发酵培养基中进行厌氧发酵４８ｈ，试验结果如图７所示。
由图７可以看出，在初始糖浓度２６０．０ｇ／Ｌ条件下发酵４８ｈ
后，３０℃ 条件下的乙醇含量达到 １０９．０ｇ／Ｌ，残糖含量为
４．６ｇ／Ｌ，乙醇得率 ８３．６％；３８℃条件下，乙醇含量达到
９３．２ｇ／Ｌ，残糖含量为１０．４ｇ／Ｌ，乙醇得率７２．９％；４０℃条件
下，乙醇含量达到７３．８ｇ／Ｌ，残糖含量为８．５ｇ／Ｌ，乙醇得率
６７０％；４３℃条件下乙醇含量达到 ４４．０ｇ／Ｌ，残糖含量为
２１．７ｇ／Ｌ，乙醇得率３４．４％。

３　结论

经过初筛和复筛，从采自于江苏省灌南县汤沟酿酒厂的

酒曲样品中筛选出１株在４２℃下生长并产乙醇的酵母，命名
为ＮＲ１１。经过 ＢＩＯＬＯＧ和 １８ＳｒＤＮＡ鉴定，ＮＲ１１为酿酒酵
母。进一步研究结果表明，ＮＲ１１有较强的耐糖和耐热性，可
以在初始糖浓度为６０％和４２℃的高温下生长，致死温度也
达到６０℃，在３０、３８、４０、４２℃下的乙醇产量分别可以达到
１０９．０、９３．２、７３．８、４４．０ｇ／Ｌ，在４２℃的高温下仍旧可以生产

乙醇，充分显示其在高温下发酵生产乙醇的潜力巨大。

　　综上所述，从酒曲样品中筛选出的ＮＲ１１生长旺盛，发酵
能力强，发酵所得生物量高，耐高温和高糖，在低 ｐＨ值下也
可以生长以避免杂菌污染，可见其是一株有工业生产应用价

值的酵母菌株，具有广阔的应用前景。
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