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1.一种酿酒酵母ZLNJ-1菌株，保藏于中国微生物菌种保藏管理委员会普通微生物中

心，保藏编号为CGMCC  NO.13507。

2.如权利要求1所述的酿酒酵母ZLNJ-1菌株的冻干菌粉。

3.一种组合物，所述组合物含有如权利要求1所述的酿酒酵母ZLNJ-1菌株。

4.使用如权利要求1所述的酿酒酵母ZLNJ-1菌株或如权利要求2所述的冻干菌粉生产

乙醇的方法，所述方法包括：用所述酿酒酵母ZLNJ-1菌株或所述酿酒酵母ZLNJ-1菌株的冻

干菌粉对生物质进行发酵以生产乙醇。

5.根据权利要求4所述的方法，其中，所述生物质为淀粉质原料。

6.根据权利要求5所述的方法，其中，所述淀粉质原料来源于玉米、小麦、高粱、水稻、木

薯、甘薯、马铃薯、葛根或蕨根。

7.如权利要求1所述的酿酒酵母ZLNJ-1菌株或如权利要求2所述的冻干菌粉在乙醇发

酵中的用途。
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一种酿酒酵母菌及其在乙醇发酵中的用途

技术领域

[0001] 本发明涉及微生物领域，特别是耐发酵抑制物、耐高温且耐乙醇的酿酒酵母菌及

其在乙醇发酵领域中的用途。

背景技术

[0002] 乙醇是食品和化工行业的重要原料，也是车用汽油的一种含氧添加剂。我国乙醇

生产主要以玉米、木薯、小麦、水稻等淀粉质农作物作为原料，使用酵母进行发酵生产，整个

生产过程分为原料粉碎、拌料、液化、糖化、发酵、蒸馏等主要工序。近二十年来，由于糖化酶

生产性能不断进步，国内乙醇发酵生产工艺已由过去分步糖化发酵升级为同步糖化发酵。

同时，工业酿酒酵母菌株以活性干酵母粉的形式大量应用于乙醇生产企业，省去逐级放大

培养酵母的繁琐步骤，酵母干粉可直接投加到发酵罐中进行发酵，或经过活化罐和酒母罐

扩培后接种发酵罐发酵。发酵过程是酵母在最适温度及厌氧条件下利用培养基中可发酵糖

份产生酒精并释放二氧化碳的过程。目前国内主要工艺为间歇发酵和连续发酵两种发酵方

式进行醪液的同步糖化发酵。发酵结束后，醪液经过蒸馏提纯产品乙醇，废糟液经过分离后

得到的清液部分进行回配拌料，清液的剩余部分经过蒸发后和湿糟进行干燥用于生产酒糟

饲料DDGS。

[0003] 工业酿酒酵母是经过长时间选育而获得的酵母品种，具有繁殖快，产酒率高，恶劣

环境耐受力强的优点。不同乙醇生产企业采用的原料种类、拌料浓度、发酵方式、发酵条件、

发酵废糟清液回配比例以及其它工艺条件的不同，因而发酵环境差异较大。对于乙醇生产

企业而言，活性干酵母粉仅作为生产辅料一次性投入使用，而酵母菌株对不同乙醇生产企

业特有的发酵环境适应能力有差异，特别是对发酵醪液中来自于原料和回配清液中的抑制

物浓度耐受能力有限，影响酵母活性，继而影响乙醇耐受性和乙醇生产效率。在夏季高温季

节，因为菌株对温度耐受性不够，还容易出现菌体死亡过快而发酵不彻底的隐患，需要大量

冷却水进行降温。例如，国内性能较为优良的商业化酵母菌种安琪超级酿酒高活性干酵母，

在国内不同生产厂家采用31-33℃发酵，发酵时间在60-80小时之间时，发酵终点的乙醇体

积百分比在11-15％(v/v)之间不定。也就是说，相同的酿酒酵母菌株在不同发酵环境下所

展现的发酵性能存在较大差异。

[0004] 上述差异主要是由于乙醇生产企业之间的发酵环境差异较大。凭借微生物具有的

快速繁殖和一定压力下突变进化的特性，利用工业发酵物料对商业化酵母进行模拟发酵条

件下的驯化和筛选，可以针对企业特定的生产条件(特定的物料和发酵条件)对商业酿酒酵

母菌株进行适应性驯化和筛选以获得具有环境耐受适应性和优良发酵性能的酵母菌株，从

而在不改变发酵工艺路线和条件的前提下，提升企业乙醇发酵水平。

[0005] 专利CN103205368B公开了一种高温耐乙醇的生香酵母的驯化方法。其方法是从市

售的生香酵母中筛选得到生香优良的酵母菌株，将对数期生香酵母菌液与海藻酸钠水溶液

在室温无菌状态下混合均匀，再将混合液加入到氯化钙水溶液中制备成凝胶球颗粒，然后

在2-4℃下固化4-5小时得固定化凝胶颗粒，对固定化生香酵母在乙醇驯化培养基中进行耐
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高温耐乙醇的循环梯度驯化，循环驯化多次，最后得到耐高温耐乙醇的生香酵母。该方法虽

然选用循环梯度驯化法，操作简单方便，但所使用的乙醇驯化培养基由外加乙醇与营养丰

富的实验室YPD液体培养基混合组成，培养基中含糖分少，所得到的酵母虽然对于温度和乙

醇的静态耐受性可能有所提高，但动态发酵性能如发酵速率和乙醇产率尚不可知。另外，对

于工业化生产过程中酵母所面临的发酵抑制物，该发明也没有提供相应的提高耐受性的方

法。因此，难以预期该发明中所优化的酵母在乙醇工业发酵实际采用的发酵物料以及发酵

条件中所具有的表现。

[0006] 专利申请CN104450598A的发明公开了一种酿酒酵母的驯化方法，将所述活化后的

酿酒酵母菌在玉米糖化醪和酶解糖液的混合物中进行培养，得到小酒母，所述玉米糖化醪

和酶解糖液的质量比为(80～90):(10～20)；将所述小酒母在玉米糖化醪和酶解糖液的混

合物中进行8-12小时的扩大培养，得到大酒母，在以后的每一代大酒母的扩大培养中，逐渐

提高酶解糖液的浓度，直至酶解糖液质量比达到85-95％，驯化后酵母菌种的酶解糖液耐受

能力、五碳糖代谢能力和乙醇产率均有明显提高，最终酶解糖液中葡萄糖生产的乙醇浓度

可达到62g/L(7.8％(v/v))，乙醇产率从驯化前的70％理论值提高到90％。该发明所采取的

通过重复培养操作逐步提升目标发酵底物的浓度的方法，提高了酵母菌对于目标发酵底物

中抑制物的耐受程度，但是由于酵母在混合物中驯化培养时间有限(仅8-12小时)，驯化过

程产生的乙醇浓度远远小于工业乙醇生产，无法提升酵母菌株对于发酵可能产生的高浓度

乙醇(>12％(v/v))的耐受能力。

[0007] 另外，国内玉米乙醇生产技术发展停滞不前，急需对其进行改进以提高乙醇生产

的效能。需要开发出同时耐受发酵底物抑制物、耐高温且耐受高浓度乙醇的酿酒酵母菌。

发明内容

[0008] 本发明的目的是克服现有技术的不足，提供一种能够耐受多种抑制物、耐高温且

耐高浓度乙醇的酿酒酵母菌及其在乙醇发酵中的用途。

[0009] 在第一方面，本发明提供了一种酿酒酵母ZLNJ-1菌株，其分类名称为酿酒酵母

(saccharomyces  cerevisiae)，其保藏于中国微生物菌种保藏管理委员会普通微生物中心

(地址：北京市朝阳区北辰西路1号院3号，中国科学院微生物研究所)，CGMCC编号为CGMCC 

No.13507，保藏日期为2016年12月27日。

[0010] 在第二方面，本发明提供了第一方面所述的酿酒酵母ZLNJ-1菌株的冻干菌粉。

[0011] 在第三方面，本发明提供了含有所述酿酒酵母ZLNJ-1菌株的组合物。

[0012] 在第四方面，本发明提供了使用第一方面所述的酿酒酵母ZLNJ-1菌株或第二方面

所述的冻干菌粉生产乙醇的方法，所述方法包括：用本发明所述的酿酒酵母ZLNJ-1菌株或

其冻干菌粉对生物质进行发酵以生产乙醇。

[0013] 在第五方面，本发明提供了第一方面所述的酿酒酵母ZLNJ-1菌株或第二方面所述

的冻干菌粉在乙醇发酵中的用途。

[0014] 本发明的酿酒酵母ZLNJ-1菌株在35℃的条件下也能够在乙醇发酵中实现发酵速

率快、乙醇浓度高(14％(v/v)以上)、并且副产物少的优异效果。
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具体实施方式

[0015] 乙醇发酵过程中除去生成乙醇和CO2外，还会产生乙醛、甲酸、乙酸、乳酸、甘油、杂

醇油等副产物。另外，在原料蒸煮糊化过程中，还原糖分解反应与美拉德反应也会产生糠

醛、羟甲基糠醛和氨基糖等。这些副产物对酵母菌生长繁殖有一定抑制作用。

[0016] 本文中的高温是指在33℃-36℃的温度范围。

[0017] 在本文中，术语“高浓度乙醇”是指：在乙醇工业生产中，发酵成熟的醪液中乙醇浓

度达到14％(v/v)以上。

[0018] 本发明的酿酒酵母ZLNJ-1菌株通过定向筛选(耐受多种发酵抑制物、耐高温且耐

高浓度乙醇)获得。经实验证实，该酿酒酵母ZLNJ-1菌株在28℃-35℃的条件下能够在乙醇

发酵中实现发酵速率快、乙醇浓度高、并且副产物少的优异效果。

[0019] 本发明所提供的菌株是通过以下的三级定向筛选而获得的：

[0020] 一级筛选：将安琪超级酿酒高活性干酵母(生产批号：cy80081)与玉米液化醪(干

固为30wt％)和糖化酶混合后进行培养，得到成熟酒母；将成熟酒母按照20vol％的接种量

接种至装有玉米液化醪(其中，补充有以下三种辅料：12.5万U/Kg(醪液)的糖化酶、0.35万

U/Kg(醪液)的蛋白酶和3ppm的青霉素)的发酵罐中进行发酵，在发酵至乙醇的体积百分比

达到13％(v/v)后，用新鲜的玉米液化醪置换75vol％的发酵液(即，置换比例为75％(v/v)，

同时按照上述浓度补充辅料)，随后以24小时的间隔进行相同的新鲜玉米液化醪置换，持续

发酵1个月(一级筛选的发酵条件：发酵温度为32℃，pH不控制，搅拌速率150rpm)；基于参比

菌株(未经受筛选的安琪超级酿酒高活性干酵母)，对一级筛选菌株进行乙醇发酵评价，以

筛选出发酵结果优异的菌株；

[0021] 二级筛选：使一级筛选得到的菌株经过两级扩大培养，将培养液以32vol％的接种

比例接种至装有玉米液化醪(其中，补充有以下三种辅料：12.5万U/Kg(醪液)的糖化酶、

0.35万U/Kg(醪液)的蛋白酶和3ppm的青霉素)的发酵罐中，除了置换比例为60vol％以及搅

拌速率为120rpm外，按照一级筛选的筛选方法持续发酵1个月；基于参比菌株(未经受筛选

的安琪超级酿酒高活性干酵母)，对二级筛选菌株进行乙醇发酵评价，以筛选出发酵结果优

异的菌株；

[0022] 三级筛选：将二级筛选得到的菌株经过两级扩大培养，除了以33℃为起始温度并

且每隔20天提高1℃外，以与二级筛选相同的方法发酵2个月(pH不控制，搅拌速率120rpm，

60vol％的置换比例)；基于参比菌株(未经受筛选的安琪超级酿酒高活性干酵母)，对三级

筛选菌株进行乙醇发酵评价，以筛选出发酵结果最优异的菌株，从而获得本发明的酿酒酵

母ZLNJ-1菌株。

[0023] 在本发明中，乙醇发酵评价主要涉及表观表型指标检测(酵母数、出芽率、形态、死

亡率、杂菌情况、残糖含量等)以及代谢数据分析。表观表型指标检测主要以镜检进行。代谢

数据分析包括乙醇浓度，以及发酵醪液中的残总糖、残还原糖等的分析。选择相比参比菌

株，乙醇浓度高，残总糖、残还原糖等含量低的发酵性能好的菌株。

[0024] 在本发明中，玉米液化醪中所补充的辅料包括糖化酶、蛋白酶和青霉素。糖化酶是

一种淀粉外切酶，能从淀粉的非还原性末端逐一水解α-1,4-葡萄糖苷键，产生葡萄糖，也能

缓慢水解α-1,6-葡萄糖苷键，转化成葡萄糖。蛋白酶可以水解玉米中的蛋白质，增加醪液中

α-氨基酸含量，为酵母细胞的生长、繁殖提供丰富的氮源。青霉素是抗菌素的一种，能破坏
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细菌的细胞壁并在细菌细胞的繁殖期杀死细菌，在乙醇工业生产中起到抑制杂菌生长的作

用。其中，糖化酶、蛋白酶和青霉素分别购自诺维信(中国)生物技术有限公司、山东隆大生

物工程有限公司和华北制药股份有限公司。

[0025] 在本发明中，干固(也可称为干物)是指将测试样品在规定的温度和时间内进行干

燥，当烘至恒重时，烘干后的质量占烘前的样品质量的百分数。

[0026] 液化醪是对淀粉质原料进行高温蒸煮或添加α-淀粉酶进行作用，使淀粉颗粒从细

胞中游离出来并发生一系列的物理化学及酶解反应，并水解为糊精及糖，得到的醪液即为

液化醪。

[0027] 液化醪的制备方法通常可分为热处理液化和酶处理液化两种方法：热处理液化：

对淀粉质原料进行高温(例如80-85℃)蒸煮，受到热的作用植物细胞壁破裂，淀粉颗粒便从

细胞中游离出来并发生系列的物理和化学变化，最后得以液化。酶处理液化：向淀粉质原料

中添加α-淀粉酶进行处理，淀粉分子受α-淀粉酶作用水解为糊精、糖等从而液化。现如今很

多企业采用喷射液化的方法，将蒸汽直接喷射入淀粉浆薄层，可瞬间达到淀粉液化所要求

的温度，从而完成淀粉的糊化或液化。液化醪的组成可包括：残淀粉、残糊精、多糖、单糖、乳

酸、甘油、蛋白质类杂质等。

[0028] 可利用酿酒酵母的标准培养方法制备本发明的菌株的种子液和种子发酵液。例

如，对所述酵母培养基没有特别的限定，可为本领域中已知的能够用于培养酿酒酵母的培

养基，例如YPD或YEPD培养基。所述培养的条件可为常规的酿酒酵母培养条件，优选情况下，

所述培养的条件包括：培养温度为28-33.5℃，培养时间为24-72小时。

[0029] 本发明的酿酒酵母ZLNJ-1菌株，可直接将其真空冷冻干燥，获得冻干菌粉。本发明

的冻干菌粉可根据本领域常用的冻干方法进行。所述酿酒酵母ZLNJ-1菌株的冻干菌粉可包

含冻干保护剂。

[0030] 另外，本发明提供了含有酿酒酵母ZLNJ-1菌株的组合物。本发明的组合物包含酿

酒酵母ZLNJ-1菌株以及可用于工业生产的载体等，以用于工业乙醇生产。

[0031] 此外，本发明提供了一种生产乙醇的方法，所述方法包括：用本发明所述的酿酒酵

母ZLNJ-1菌株或其冻干菌粉对生物质进行发酵以生产乙醇。

[0032] 在一些实施方式中，所述生物质为淀粉质原料。在本发明中，所述生物质可为乙醇

发酵领域常规的选择(如含葡萄糖的培养液)。例如，所述淀粉质原料可来源于玉米、小麦、

木薯和马铃薯等常规的可用于乙醇发酵的植物材料。例如，淀粉质原料主要来源于薯类如

木薯、甘薯和马铃薯等；谷类如玉米、小麦、高粱、水稻等；野生植物如葛根、蕨根等。

[0033] 在本发明中，相对于所述生物质中每克的总糖，所述酵母菌剂的接种量可以为常

规的数量，例如可以为103-108个酵母菌体，优选为104-107个酵母菌体。其中，所述酵母菌体

的个数以菌落形成单位数计算。菌落形成单位数是在光学显微镜下，用血球计数板计数保

温后的溶液中活菌的数目(使用台盼蓝染色法进行染色，死菌染色，活菌不染色)。

[0034] 本发明中，所述乙醇发酵的条件可为常规的乙醇发酵条件，例如发酵时间可为36-

75小时，发酵温度可为30-35℃，pH值可为4-5.5。

[0035] 本发明中，所述酵母菌剂可采用常规的方法接种，例如向生物质中加入5-15vol％

的种子液。所述种子液可为所述酵母菌剂的水溶液或培养基溶液，也可为所述酵母菌剂的

活化培养液。种子液的制备方法为本领域技术人员所熟知，在此不再赘述。
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[0036] 根据本发明提供的生产乙醇的方法，可得到乙醇含量高的成熟发酵液。成熟发酵

液中的乙醇可用常规的方法和步骤，根据不同工业产品的要求(比如燃料酒精要求乙醇的

纯度达99％以上)分离并精制，比如蒸馏、浓缩、除水等步骤。

[0037] 本发明还提供了上述本发明所述的酿酒酵母ZLNJ-1菌株或其冻干菌粉在生产乙

醇中的用途。

[0038] 实施例

[0039] 下面通过具体实施例，对本发明的技术方案作进一步的具体说明。但是应当理解，

这些描述只是为进一步说明本发明的特征和优点，而不是对本发明权利要求的限制。

[0040] 本发明中，若非特指，所采用的原料和设备等均可从市场购得或是本领域常用的。

下述实施例中的方法，如无特别说明，均为本领域的常规方法。YEPD及YPD培养基均为现有

常规培养基。

[0041] 实施例1耐发酵抑制物、耐高温且耐高浓度乙醇的定向筛选

[0042] 安琪超级酿酒高活性干酵母(生产批号：cy80081)购自安琪酵母有限公司。驯化过

程以及酒母培养所用的底物为玉米液化醪，干固为30wt％。驯化过程在总体积为3L的台式

发酵罐(上海保兴，BIOTECH  2JG)中进行。

[0043] 玉米液化醪是将玉米粉和水(比例为1:2)调配成均一的粉浆并进行升温预煮(80

℃预煮10分钟)，使淀粉吸水膨胀，加热至85±1℃，停留20-30分钟，加入淀粉酶(购自诺维

信(中国)生物技术有限公司)在温度80-85℃下液化3-4小时而获得。

[0044] 成熟酒母制备方法：将2.25g的安琪超级酿酒高活性干酵母置于装有250mL灭菌的

一次水中在32℃活化30min；在1500mL的玉米粉液化醪(干固为30wt％)中添加0.52g的糖化

酶(购自诺维信(中国)生物技术有限公司)，然后将全部活化液加入酒母罐(规格为2000mL)

中培养12小时(温度为32℃，搅拌速率为80rpm)得到成熟酒母。

[0045] 步骤1将500mL的成熟酒母(1.2-1.5×108CFU/mL)和2000mL的玉米液化醪(所述玉

米液化醪补充有：糖化酶(购自诺维信(中国)生物技术有限公司)，12.5万U/Kg(醪液)；蛋白

酶(购自山东隆大生物工程有限公司)，0.35万U/Kg(醪液)；以及青霉素(华北制药股份有限

公司)，3ppm)加入发酵罐中，发酵反应总体积为2.5L；在不控制pH的情况下，以32℃的发酵

温度和150rpm的搅拌速率进行发酵，发酵36小时后(其中，乙醇体积百分比达到13％(v/

v))，用75vol％的新鲜玉米液化醪置换发酵罐中发酵液继续进行发酵，同时补充辅料至上

述浓度；每隔24小时重复一次上述置换，连续发酵一个月；将所获得的菌株涂布YEPD平板进

行分离纯化，并基于参比菌株(未经受筛选的安琪超级酿酒高活性干酵母)，对一级筛选菌

株进行乙醇发酵评价，以筛选得到发酵结果优异的一级筛选菌株ZLXH1-12。

[0046] 步骤2将一级筛选菌种ZLXH1-12在YEPD液体培养基中进行一级扩大培养(转速

80rpm，温度32℃，时间8小时)，然后将扩增后的发酵液以1:3的比例接种至含有玉米液化醪

在1L摇瓶中进行二级扩大培养(扩大培养条件：转速80rpm，温度32℃，培养12小时，其中，细

胞数达到2亿/mL以上)；将800mL的上述酵母培养液和1700mL的玉米粉液化醪(其中辅料的

添加浓度如步骤1)加入发酵罐中，发酵反应总体积为2.5L；在不控制pH的情况下，以32℃的

发酵温度和120rpm的搅拌速率进行发酵至发酵液中的乙醇体积百分比达到13％(v/v)，用

60vol％的新鲜玉米液化醪置换发酵罐中发酵液继续进行发酵，同时补充辅料至上述浓度；

每隔24小时重复一次上述置换，连续发酵一个月；将所获得的菌株涂布YEPD平板进行分离
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纯化，并基于参比菌株(未进行筛选的安琪超级酿酒高活性干酵母)，对二级筛选的菌株进

行乙醇发酵评价，以筛选得到发酵结果优异的二级筛选菌株ZLXH2-36。

[0047] 步骤3将二级筛选菌种ZLXH2-36在YEPD液体培养基中进行一级扩大培养(转速

80rpm，温度32℃，时间8小时)，然后将扩增后的发酵液以1:3的比例接种至含有玉米液化醪

在1L摇瓶中进行二级扩大培养(扩大培养条件：转速80rpm，温度32℃，培养12小时，其中，细

胞数达到2亿/mL以上)；将800mL的上述酵母培养液和1700mL的玉米粉液化醪(其中辅料的

添加浓度如步骤1)加入发酵罐中，发酵反应总体积为2.5L；除了发酵温度由33℃以每20天

升高1℃的速度直至发酵温度为35℃并在35℃下培养20天外，以与步骤2相同的方式进行驯

化，驯化时间为2个月；将所获得的菌株涂布YEPD平板进行分离和纯化，并基于参比菌株(未

经受筛选的安琪超级酿酒高活性干酵母)，对三级筛选的菌株进行乙醇发酵评价，从而获得

本发明的酿酒酵母ZLNJ-1菌株。

[0048] 发酵液中菌株的分离和纯化：取体积为0.5mL的含菌体的发酵醪液过滤液，涂在

YEPD固定平板后，挑取较大菌落若干，编号后进行二次平板培养。

[0049] 乙醇发酵评价试验方法：分别用YEPD液体培养基对分离纯化后的酿酒酵母菌株进

行一级扩大培养(扩大培养条件：转速80rpm，温度32℃，培养12小时)和二级扩张大培养(扩

大培养条件：转速80rpm，温度35℃，培养12小时)；取一定量菌体离心洗涤，按0.15亿/mL的

初始细胞数接种到装有350mL液化醪的的1L摇瓶中进行72小时的厌氧发酵评价试验，其中，

添加的辅料及其浓度与前述一致(发酵条件为转速80rpm，温度为35℃)；同时，使用水活化

的安琪超级酿酒高活性干酵母作为参比菌株进行相同的厌氧发酵(发酵条件为转速80rpm，

温度分别为32℃和35℃)。

[0050] 每批发酵评价试验有三个平行样品。在发酵起始及时记录每个样品的重量。发酵

期间每隔12小时称重一次，发酵时间72小时，发酵终点称重后取样，进行表观表型指标检测

(酵母数、出芽率、形态、死亡率、杂菌情况、残糖含量等)以及代谢数据分析。

[0051] 表观表型指标检测主要以镜检进行。

[0052] 代谢数据分析包括乙醇浓度，以及发酵醪液中的残总糖、残还原糖的分析。

[0053] 乙醇浓度的测量：量取适量体积的发酵液，4000rpm离心20min后，使用0.22μm的水

相过滤膜过滤，对滤液进行HPLC分析乙醇含量(v/v)。使用的高效液相色谱仪(Agilent 

1200)购自安捷伦科技(中国)有限公司。HPLC条件：进样量为20μL；流动相为0.2μm滤膜过滤

并且超声振荡脱气的HPLC的0.005mol/L硫酸水溶液；流速为0.6mL/min；柱温：65℃；检测器

温度80-85℃；检测器为折光率检测器；运行时间为50min。

[0054] 同时参照GB5009.7-2016所述方法采用斐林试剂测定发酵成熟醪液中残还原糖、

过滤残总糖以及残总糖含量。

[0055] 斐林试剂的校正：取斐林试剂甲、乙液各5mL，放入250mL三角瓶中，加水20mL,从滴

定管中加入20-24mL0.25％的葡萄糖溶液混合均匀后置于石棉铁丝网上，用电炉加热沸腾，

并保持2min，用滴定管逐滴滴入0 .25％葡萄糖标准溶液，待试液蓝色消失时滴入2滴

(0.1mL)1％次甲基蓝指示剂溶液复现蓝色，再缓慢滴入葡萄糖溶液至试液蓝色消失开始呈

现红色时为终点，记录数据并换算结果。

[0056] 残还原糖测定：称取发酵成熟醪液10g，注入250mL容量瓶中，加水定容后混合均

匀，用脱脂棉过滤，取滤液5mL按斐林试剂法测定。
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[0057] 过滤残总糖的测定：取测还原糖的发酵醪液稀释过滤液100mL ,加入20％盐酸

10mL,在沸水浴中转化60min,冷却后用20％氢氧化钠溶液中和至微酸性，定容到250mL，用

脱脂棉过滤，取滤液10mL，按斐林试剂法测定过滤残总糖。

[0058] 残总糖的测定：量取发酵成熟醪液50mL倒入250mL的三角瓶中，加水40mL，加20％

盐酸10mL,盖上塞口具有1.0m长玻璃管的橡胶塞，在沸水浴中转化60min，取出冷却，以20％

氢氧化钠中和至微酸性，转移至250mL容量瓶中，加水至刻度，摇匀后用脱脂棉过滤。吸取滤

液10mL加入盛有斐林试剂甲、乙液各5mL和水20mL的三角瓶中，以0.25％的葡萄糖溶液滴

定，同时以0.25％葡萄糖溶液滴定10mL斐林试剂做空白。

[0059] 上述筛选得到的菌株均具有以下形态学特征：细胞呈椭圆形、卵形或圆形；大小在

1.0-8.0μm×2.0-12μm之间；菌落颜色为乳白色到微黄色，边缘平滑，有隆起；液体静止培

养，菌体沉于底部；在醋酸钠产孢培养基上能产生子囊，子囊内形成2-4个圆形子囊孢子。

[0060] 本发明前两级筛选得到的菌株(一级筛选得到编号ZLXH1-12的菌株，二级筛选得

到编号ZLXH2-36的菌株)与参比菌株的发酵评价结果示于下表1中：

[0061] 表1

[0062]

[0063] 与安琪超级酿酒高活性干酵母在35℃条件下的发酵结果相比，本发明的酿酒酵母

ZLNJ-1菌株在35℃条件下发酵后，残还原糖减少了0.26左右，过滤残总糖减少了0.06左右，

残总糖减少了0.53，乙醇体积百分比(v/v)由14.32％提高到了14.68％左右(发酵性能评价

试验结果见表2)。经估算，表2中所示的酿酒酵母ZLNJ-1菌株的发酵结果当放大至年产几十

万吨乙醇的工厂乙醇发酵生产线中，效益将会十分可观。

[0064] 表2

[0065]
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