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(57)摘要

本发明公开了一株新的扣囊复膜酵母菌，含

该菌的酿酒菌剂及其在米酒和白酒酿造中的应

用。本发明公开的扣囊复膜酵母菌具有耐高温、

耐酸和耐酒精能力强、蛋白酶活性和酒精产率

高，产乙酸等有机酸和乙酸苯乙酯等白酒风味成

分的能力强的特点，发酵生产的米酒具有总酸和

氨基酸态氮含量高、香味浓郁等优点，酿酒菌剂

组合物及酿酒强化曲应用于米酒及白酒发酵可

提高米酒和白酒产品质量和产量。
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1.一株扣囊复膜酵母，能用于米酒和白酒酿造，其特征在于,该菌株耐高温和耐酸生长

能力强、蛋白酶活性和酒精产率高，发酵产品中总酸和氨基酸态氮含量高，该菌株为扣囊复

膜酵母SF31，Saccharomycopsis  fibuligera  SF31,保藏于中国典型培养物保藏中心，保藏

编号为CCTCC  NO:M2021104。

2.一种含权利要求1中所述的扣囊复膜酵母SF31株的酿酒菌剂，其特征在于其活性成

分为保藏编号为CCTCC  NO:M2021104的扣囊复膜酵母SF31及其代谢产物。

3.一种含权利要求1中所述保藏编号为CCTCC  NO:M2021104的扣囊复膜酵母组合物。

4.根据权利要求3中所述的保藏编号为CCTCC  NO:M2021104的扣囊复膜酵母组合物，其

特征在于它含有下列组份，按接种量计：

扣囊复膜酵母      20x108cfu/g  ，

马克斯克鲁维酵母   10x108cfu/g  ，

其中扣囊复膜酵母为CCTCC  NO:M2021104，马克斯克鲁维酵母为CCTCC  NO:  M2013258。

5.一种含权利要求1中所述保藏编号为CCTCC  NO:M2021104的扣囊复膜酵母的酿酒强

化曲。

6.根据权利要求5中保藏编号为CCTCC  NO:M2021104的扣囊复膜酵母的酿酒强化曲，其

特征在于它含有下列组份：

传统酒曲          90%，

酿酒菌剂组合物    10%，

其中传统酒曲为用传统方法制备的用于白酒酿造的大曲或小曲，酿酒菌剂组合物为权

利要求4所述的扣囊复膜酵母组合物。

7.根据权利要求6中所述的保藏编号为CCTCC  NO:M2021104的扣囊复膜酵母的酿酒强

化曲的菌剂组合物，其特征在于所述的酿酒菌剂组合物为固态菌剂。

8.制备权利要求5中所述的扣囊复膜酵母的酿酒强化曲的方法，包括如下步骤：

（1）菌种活化：分别接种保藏编号为CCTCC  NO:M2021104的扣囊复膜酵母和马克斯克鲁

维酵母CCTCC  M2013258于灭菌的糖度为12巴林的麦芽汁三角瓶培养基中，28℃摇床培养24

小时；

（2）固体培养：固体培养的配料是：麸皮68％、玉米粉30％，蔗糖2%，用水润料，蒸煮冷散

后，将上述步骤(1)活化培养的2种酵母菌液分别按4‑8%比例接种后装盒，保持25‑35℃发酵

温度，培养2天发酵完毕；

（3）真空冷冻干燥及粉碎：对发酵后的固体样品在‑45℃进行真空冷冻干燥处理，样品

含水率低于10%后用万能粉碎机将干燥的培养物粉碎、制备成固体粉末状菌剂并装入密封

的塑料袋中，放置冰箱保鲜层中保藏，取样采用稀释平板测数法检测各样品中扣囊复膜酵

母SF31株和马克斯克鲁维酵母CCTCC  M2013258酵母的活菌数均达30亿cfu/克；

（4）混合与包装：将含SF31株的固体菌剂装塑料袋后封口后制成含单一菌种的酿酒菌

剂；将马克斯克鲁维酵母CCTCC  M2013258与SF31按活菌数比=1:2比例混合后塑料袋后封口

制成酿酒菌剂组合物。

9.权利要求1中所述的保藏编号为CCTCC  NO:M2021104的扣囊复膜酵母在米酒和白酒

酿造中的应用。

10.权利要求3中所述的保藏编号为CCTCC  NO:M2021104的扣囊复膜酵母组合物在米酒
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和白酒酿造中的应用。

11.权利要求5中所述的酿酒强化曲在米酒和白酒酿造中的应用。
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高蛋白酶活性及高出酒率的扣囊复膜酵母菌、其组合物及

应用

[0001] 发明所属领域：

[0002] 本发明属于酿酒领域，具体地说，本发明涉及扣囊复膜酵母菌、含该菌的固态菌

剂、及该酵母菌和其组合物在米酒和白酒酿造中的应用。

背景技术：

[0003] 扣囊复膜酵母(Saccharomycopsis  fibuligera)又称拟内孢霉，是多种酒曲和酒

醅中的主要酵母菌之一(范光森，等.中国食品学报，2018；罗小叶，等.食品与发酵工业，

2016；郝文军，等.酿酒科技,2019；李静心，等.食品与发酵工业，2018；唐洁，等.中国酿造，

2020)。有研究表明，扣囊复膜孢酵母在6个品牌黄酒酒药内的分布占有绝对优势，对绍兴黄

酒酒药的生产性具有重要作用(臧威，等.菌物学报,2015)。

[0004] 扣囊复膜酵母具有分泌淀粉酶、蛋白酶、β‑葡萄糖苷酶等水解酶的能力,可为酿酒

酵母等其他白酒发酵微生物的生长提供营养。扣囊复膜酵母与其他微生物的协同作用,对

酒精的生成和白酒风味的形成都具有重要贡献(王居伟,等.白酒发酵过程中常见酵母菌扣

囊复膜酵母的研究进展，广西科学,2020年；苏畅，等.食品研究与开发，2018)。孙思佳等(食

品与发酵工业，2019)对一株高产淀粉酶扣囊复膜孢酵母的产酶条件优化及酶学性质研究，

经72h固态发酵，淀粉酶活力达到12297u/g，所产淀粉酶能够适应大曲发酵的酸性高温环

境，具有应用于高温大曲生产的潜力。周阳子等(食品与发酵工业，2020)从高温大曲中分离

得到1株产淀粉酶的扣囊复膜酵母菌株，在液体培养中产酶最高为1452u/mL。该菌产淀粉酶

及产酒、产香能力都比较强，在白酒酿造中有很好的应用潜质。

[0005] 氨基酸是白酒中高级醇的主要来源,而高级醇及其派生物是白酒中重要的呈香物

质(周恒刚.酿酒科技,1998)。黄酒的质量等级与黄酒中的氨基酸态氮含量成正相关，等级

越高的黄酒氨基酸态氮含量越高(黄酒国家标准GB/T13662‑2018)。在酿酒业中应用酒用酸

性蛋白酶具有溶解发酵原料、促进微生物繁殖、分解蛋白质生成香味物质等多种功能，提高

酒的产量和质量(唐胜球，等.酿酒科技，2005)。通过添加一定量的蛋白酶可以改善葡萄酒

的稳定性，增加葡萄酒的风味物质，提高葡萄酒的感官特性及营养价值(Ubeda  J ,et 

al.FEMS  Yeast  Research,2014；徐亚男，等.现代食品科技，2015)。

[0006] 有机酸是白酒和米酒的重要香味成分，也是生成酯类的前驱物质。乙酸能使白酒

有爽快感(白酒生产技术全书，p769,沈怡方主编，中国轻工业出版社2013)。王春晓等(食品

科学，2020)报道了小曲白酒成品曲糖化样品中主要的酸类物质为乳酸和乙酸，其中乙酸的

形成与样品中的扣囊复膜酵母有关。吴健等(食品与与发酵工业，2020)比较了扣囊复膜酵

母、毕赤酵母、酿酒酵母等4种酵母菌在米曲汁培养基中发酵产酸能力，结果表明，扣囊复膜

酵母产总酸能力最强，达3.57g/L。

[0007] 扣囊复膜酵母在高粱等基质中发酵可产生多种酯类、内酯类、醇类、有机酸类和醛

酮类化合物，对白酒风味的形成具有重要作用(郝文军，等.酿酒科技,2019；黄昊,等.食品

与发酵工业，2020)。孙思佳等(酿酒科技，2018)采用微生物强化技术，将扣囊复膜孢酵母
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CICC  33077应用于芝麻香型白酒高温大曲的生产，与对照大曲相比，强化大曲曲块表面“穿

衣”较好，曲皮较薄，糖化力和液化力显著增加，强化大曲发酵得到的酒醇甜爽净，优于对照

大曲发酵酒样。杨子琳等(广西科技大学学报，2016)将扣囊复膜酵母与酿酒酵母进行混合

发酵，与酿酒酵母单菌种发酵相比，糯米酒中总酸和氨基酸态氮含量分别提高了17.3％和

19 .8％；甲醇、异丁醇、异戊醇的含量显著下降。Chang  Su等 (Food  R esea rch 

International,2020)采用扣囊复膜酵母和酿酒酵母混合酵母作为川法小曲酒的微生物强

化接种剂，结果表明，与传统小曲相比，接种强化菌剂制备的强化曲的糖化酶和酸性蛋白酶

活力明显提高，酿造的白酒乙醇和总酯含量分别提高了42.5％and  11.8％,而醛酮和杂环

化合物分别下降了73 .7％和77 .1％。吴健等(中国酿造，2020 .)用异常维克汉逊酵母

(Wickerhamomyces  anomalus)、扣囊复膜酵母(S.fibuligera)、克鲁维毕赤酵母(Pichia 

kudriazevii)、酿酒酵母(Saccharomyces  cerevisiae)制备复配酵母，与纯种米根霉菌共

培养制备风味米曲，并以市售小曲为对照，对风味米曲进行了质量指标检测与半固态发酵

制备米香型白酒验证。结果表明，产香酵母的添加，使得风味米曲的产酯能力与产酸能力明

显提升，极大的改善了米香型白酒香气。

[0008] 马克斯克鲁维酵母(Kluyveromyces  marxianus)广泛存在于酸奶、水果、酸乳酒等

环境中,是食品安全级酵母(莫文娟等.中国科学:生命科学,2016)。Sha  Shankar  Prasad等

(Frontiers  in  microbiology，2018)报道了印度的一种传统的酿酒接种剂中同时存在酿

酒酵母、扣囊复膜酵母和马克斯克鲁维酵母等多种酵母菌种。马克斯克鲁维酵母具有产乙

酸乙酯等多种风味物质的能力( et  a l .Applied  Micro biolog y  a nd 

Biotechnology,2014)。López‑alvarez等(Journal  of  Bioscience  and  Bioengineering,

2012)将马克斯克鲁维酵母应用于龙舌兰酒发酵中，制备出了具有较高乙醇浓度和芳香化

合物的龙舌兰酒。刘梦等(食品与发酵工业，2020)报道了马克斯克鲁维酵母与酿酒酵母液

态法混合发酵黄酒的风味与特性，混合发酵黄酒样的乙酸乙酯和乙酸含量分别比单一酿酒

酵母提高了2.46倍和1.31倍；高级醇(正丙醇、异丁醇、异戊醇和β‑苯乙醇)总量比单一酿酒

酵母发酵酒样降低了18.1％。

[0009] 中国专利(CN201810274972.8)报道了一株扣囊复膜孢酵母及其应用，该菌株产α‑

淀粉酶活是目前已知最高酶活(7425.4U/g)的2.56倍,同时还具有产生糖化酶、酸性蛋白

酶、脂肪酶等7种酶的能力 ,应用于速腐菌剂可直接快速彻底腐熟酒糟。中国专利

(CN201910264999.3)报道了一株产酯酵母ZB406及其应用，筛选分离的扣囊复膜酵母与酿

酒酵母的共酵实现酒精发酵与香气物质合成的同步进行,实现液态发酵米醋香气风味的明

显提升。中国专利(CN201710539656.4)报道了一种扣囊复膜孢酵母及其在中高温大曲生产

中的应用，所述的菌株淀粉酶活力能够达到7425.7U/g。将该菌株制备加工成菌剂,应用于

芝麻香型中高温大曲的生产中，强化后的中高温大曲的糖化力和液化力显著高于对照大

曲,提高了大曲制备过程中原料的利用率。中国专利(201510636469.9)报道了一种扣囊复

膜孢酵母及其 用途 ，该菌株能在酱香型白酒中产异戊醇。中国专利 (申请号

201910622949.8)报道了一种提高液化法黄酒质量的酿造方法，采用从绍兴黄酒小曲中筛

选的扣囊复膜孢酵母与黄酒酵母菌混合培养制备高温糖化酒母，来达到改善黄酒的香气和

口感的目的。中国专利(201811299636.5)报道了一种小曲强化剂及其制备和应用。该小曲

强化剂是由扣囊复膜孢酵母菌株发酵制备得到的。中国专利(201310250102.4)报道了一株
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新的马克斯克鲁维酵母菌，含该菌的酿酒菌剂组合物以及马克斯克鲁维酵母菌和其酿酒菌

剂组合物在酒精发酵和白酒酿造中的应用，该菌株具有耐受性好，产酯率高的特点。

[0010] 现有专利的不足之处是报道的扣囊复膜酵母一般出酒率不高，对菌株的产淀粉酶

能力报道的较多，而对菌株的产酸、产蛋白酶能力报道较少。杨子琳等(中国酿造，2016)报

道了一株扣囊复膜酵母单一菌株3‑1Y发酵糯米酒的酒精度为2.6％vol，产总酸含量为5.04

±0.3(g/L)。王晓丹等(食品科学，2017)从茅台大曲中分离出一株编号为FBKL2.0071扣囊

复膜酵母，固态发酵物具有浓郁的果香味，其中以乙酸乙酯、乙酸异戊酯、苯乙醇、乙酸苯乙

酯、棕榈酸乙酯含量较高，但该菌株的产酒能力不高，在含小麦和高粱的固态培养基中发酵

酒精度小于3.5％。周阳子等(食品与发酵工业，2020)报道的菌株在含小麦、大米和麸皮的

液态培养基中发酵产酒精达9.3％，且能产生苯乙醇、乙酸乙酯、辛酸乙酯等37种呈香呈味

物质，但未报道关于该菌株产酸及产蛋白酶活性的能力。关于高产酸和高蛋白酶活性的扣

囊复膜酵母菌株未见报道，也未见扣囊复膜酵母与马克斯克鲁维酵母混合发酵白酒的报

道。米酒和白酒是由酿酒酵母和非酿酒酵母组成的多菌种混合发酵的产物根据。根据已有

的研究及专利检索，目前在米酒和白酒酿造行业中尚没有同时兼具高产酒精，高蛋白酶活

性、总酸含量及乙酸苯乙酯等风味物质含量均高，并具有耐高温等特性的扣囊复膜酵母及

其与马克斯克鲁维酵母菌株复合而成的组合菌剂的应用报道。

[0011] 发明技术内容：

[0012] 本发明的一个目的是提供一种新的扣囊复膜酵母菌株，该菌株发酵产乙醇能力

强，蛋白酶活性高，发酵风味独特且适合中高温环境下发酵，在发酵中可提高总酸和氨基酸

态氮含量。

[0013] 本发明的另一个目的是提供扣囊复膜酵母的液态发酵特征。

[0014] 本发明的另一个目的是提供一种含扣囊复膜酵母的固态酿酒菌剂。

[0015] 本发明的另一个目的是提供一种含扣囊复膜酵母的固态酿酒菌剂制备方法。

[0016] 本发明的另一个目的是提供扣囊复膜酵母的固态酿酒菌剂在米酒和白酒发酵中

的应用。

[0017] 本发明公开了一株新的扣囊复膜酵母菌，其特征在于,扣囊复膜酵母SF31，

(Saccharomycopsis  fibuligeraSF31) ,保藏于中国典型培养物保藏中心，保藏编号为

CCTCC  NO:M2021104，保藏日期是2021年1月19日。

[0018] 本发明公开的扣囊复膜酵母SF31株从湖北省某酒厂酒醅中分离经筛选获得。该菌

株有如下特征：

[0019] 扣囊复膜酵母SF31在YPD平板上培养2d的菌落形态特征是：呈圆形，白色，表面粗

糙且干燥，外边缘整齐。在YPD液体培养基摇床培养30h的显微形态特征是：细胞呈圆形或椭

圆形，出芽增殖。

[0020] 扣囊复膜酵母SF31利用碳源的生化特征是：能利用蔗糖、麦芽糖、棉子糖、甘油和

纤维二糖等糖类，但不能利用乳糖、木糖和海藻糖。

[0021] 扣囊复膜酵母SF31耐酸能力特征是：扣囊复膜酵母SF31在pH为3.0的YPD培养基中

仍生长良好，而标准菌株CGMCC  2.1625生长较差，明显受到抑制。

[0022] 扣囊复膜酵母SF31耐高温生长能力特征是：该菌株在45℃下仍生长良好，SF31菌

株在45℃培养的OD600nm值是其标准菌株2.1625的4.17倍。与25℃培养的生长量相比，其相
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对生长量达75.6％。

[0023] 对扣囊复膜酵母SF31菌株进行26S  rDNA的PCR扩增与测序实验，分析显示：菌株

SF31与Saccharomycopsis  fibuligeraCGMCC2.1625的26S  rDNA的同源性达到了100％，确

定菌株SF31为一种扣囊复膜酵母，,如图1所示。

[0024] 本发明的还公开了扣囊复膜酵母SF31及其微生物菌剂在发酵米酒和白酒中的应

用。

[0025] 本发明的还公开了扣囊复膜酵母SF31菌剂组合物在发酵米酒和白酒中的应用。

[0026] 在本发明中采用的参比菌株扣囊复膜酵母CGMCC  2.1625登载于中国普通微生物

菌种保藏管理中心目录中，处于公开状态，科学工作者可向该菌种保藏中心索取。马克斯克

鲁维酵母CCTCC  M2013258为一株专利保藏菌种，在中国专利201310250102.4中已经公开，

任何符合条件的研究者可从中国典型培养物保藏中心索取。

[0027] 本发明公开的菌剂为固态或液态。优先的，本发明公开的SF31酵母菌剂为固态。

[0028] 本发明还公开了制备固态菌剂的方法，包括如下步骤：

[0029] (1)菌种活化：分别接种扣囊复膜酵母SF31株和马克斯克鲁维酵母CCTCC 

M2013258于灭菌的糖度为12巴林的麦芽汁三角瓶培养基中，28℃摇床培养24小时。

[0030] (2)固体培养：固体培养的配料是：麸皮68％、玉米粉30％，蔗糖2％，用水润料，蒸

煮冷散后，将(1)活化培养的2种酵母菌液分别4‑8％比例分别接种后装盒，保持25‑35℃发

酵温度，培养2天发酵完毕。

[0031] (3)真空冷冻干燥及粉碎：对发酵后的固体样品在‑45℃进行真空冷冻干燥处理，

样品含水率低于10％后用万能粉碎机将干燥的培养物粉碎、制备成固体粉末状菌剂并装入

密封的塑料袋中，放置冰箱保鲜层中保藏。取样采用稀释平板测数法检测各样品中扣囊复

膜酵母SF31株和马克斯克鲁维酵母CCTCCM2013258酵母的活菌数均达30亿cfu/克。

[0032] (4)混合与包装：将含SF31株的固体菌剂装塑料袋后封口后制成含单一菌种的酿

酒菌剂；将马克斯克鲁维酵母CCTCC  M2013258与SF31按活菌数比＝1:2比例混合后塑料袋

后封口制成酿酒菌剂组合物。

[0033] 本发明的优点：

[0034] 本发明提供的扣囊复膜酵母SF31株是一株新的菌株，优点如下：

[0035] 1、该菌株具有很强的耐高温、耐酒精和耐酸生长能力。该菌株在45℃下仍能生长

良好，是扣囊复膜酵母标准菌株CGMCC  2.1625相对生物量的4.17倍，与25℃培养温度相比，

其相对生长量达到75.6％。SF31菌株可耐受pH为3.0的酸性生长环境，较标准菌株耐酸能力

强。

[0036] 2、扣囊复膜酵母SF31株蛋白酶活性高，其蛋白酶活高达565U/mL，是标准菌株

CGMCC  2 .1625酶活的138 .8％；SF31株发酵米酒的氨基酸态氮含量高，比标准菌株高

52.1％。

[0037] 3、扣囊复膜酵母SF31株产酒精率高。菌株SF31发酵糯米糖化液的出酒率达9.68％

(v/v) ,比标准菌株CGMCC2.1625高68.1％。固态发酵条件下，SF31组合物出酒率比标准菌株

CGMCC  2.1625组合物高19.3％。

[0038] 4、扣囊复膜酵母SF31株产酸、产乙酸苯乙酯风味物质能力强。SF31株液态发酵米

酒样的乙酸、总酸分别比标准菌株2.1625提高44.2％和46.3％。SF31产乙酸苯乙酯的含量
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达35.23ug/L，比标准菌株2.1625高75.3％。

[0039] 5、组合物发酵的优点：与马克斯克鲁维酵母的组合发酵，组合物液态法发酵米酒

的乙醛和总高级醇含量分别比对照低。添加扣囊复膜酵母SF31复合酿酒菌剂的酒样出酒率

和乙酸乙酯含量高，总高级醇含量适中，发酵米酒和白酒风味感官好，香味浓。

[0040] 即扣囊复膜酵母SF31株与标准菌株CGMCC2.1625相比具有较高的耐高温和耐酸生

长能力、蛋白酶活性高、出酒率高、产酒的风味成分乙酸苯乙酯的能力强，香味突出，并具有

乙醛和高级醇含量低的特性，发酵米酒和白酒口感好的特点。

附图说明

[0041] 图1.扣囊复膜酵母SF31株26S  rDNA  D1/D2区序列系统发育树

具体实施方式

[0042] 下面结合具体的实施例来进一步阐述本发明。应当理解，这些实施例仅用于说明

本发明，而不能限制本发明的保护范围。

[0043] 实施例

[0044] 实施例1扣囊复膜酵母SF31菌株的分离与鉴定

[0045] 1 .1扣囊复膜酵母SF31株的分离：从湖北省某酒厂采集发酵基质样品，称取样品

10g，加入到90mL已经灭菌的液态酸性YPD培养基中(pH3 .0)，40℃、180rpm摇床富集培养

90h。取出1mL菌悬液进行系列稀释，取10‑2、10‑3、10‑4三个稀释梯度涂布到马丁‑孟加拉红培

养基上，每个稀释梯度做3个重复，置40℃恒温培养箱中培养40h，观察平板上长出的菌落形

态，选取菌落表面粗糙的单菌落，经镜检为酵母菌细胞形态并进一步划线分离纯化保存用

于酸性蛋白酶活性测定。将分离自发酵基质样品的21株酵母菌及1株参比酵母菌株经YPD平

板活化后，分别接种至100mL、糖度为20％的糯米糖化液三角瓶培养基中，置摇床180rpm/

min，30℃培养24h后各取10mL发酵液离心收集各菌株发酵上清液，采用福林试剂方法测定

各发酵液的蛋白酶活性，从中筛选出5株蛋白酶活性≥500U/mL的酵母菌株(表1)。然后从5

株产蛋白酶活性较高的酵母菌中,通过在YPD液体培养基中酒精发酵能力和产风味的比较，

最后筛选获得1株出酒率高、具有独特果香风味的酵母菌，菌株编号为SF31株，其在YPD液体

培养基中出酒率达7.16％，果香味浓郁(表2)。

[0046] 表1扣囊复膜酵母不同菌株的蛋白酶活检测结果

[0047]
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[0048]

[0049] 表2扣囊复膜酵母不同菌株发酵糯米糖化液的出酒率和产香能力的比较结果

[0050]

[0051] 本发明人将分离的一株新的扣囊复膜酵母SF31株(Saccha romycopsis 

fibuligeraSF31)保藏于国家知识产权局指定的保藏机构‑中国典型培养物保藏中心，保藏

编号为CCTCC  NO:M2021104，保藏日期是2021年1月19日。中国典型培养物保藏中心简称

CCTCC，位于湖北省武汉市武汉大学校内，邮编430072，电话：027‑68752319，Email:cctcc@

whu.edu.cn。

[0052] 1.2扣囊复膜酵母SF31株的鉴定

[0053] 通过形态特征观察、生理生化测定及26S  rDNA  D1/D2区域基因序列分析结果对

SF31进行鉴定。在鉴定中，选择扣囊复膜酵母标准菌株2.1625作为对照菌株。扣囊复膜酵母

标准菌株2.1625为常用普通微生物菌种，来自中国科学院北京菌种保藏中心，科学工作者

可索取。

[0054] 1.2.1扣囊复膜酵母SF31株形态特征观察

[0055] 扣囊复膜酵母SF31在YPD平板上培养2d的菌落形态特征是：呈圆形，白色，表面粗

糙且干燥，外边缘整齐。在YPD液体培养基摇床培养30h的显微形态特征是：细胞呈圆形或椭

圆形。

[0056] 1.2.2通过26S  rDNA  D1/D2区域序列分析进行系统发育地位鉴定

[0057] 以酵母菌株的基因组DNA为模板做PCR扩增反应，扩增酵母菌株26S  rDNA  D1/D2区

域，扩增酵母26S  rDNA正向引物NL1(5’‑GCATATCAATAA  GCGGAGGAAAAG‑3’)；反向引物NL4

(5’‑GGTCCGTGTTTCAAGAC  GG‑3’)。

[0058] 采用50μL反应体系(25μL  Taq  DNA聚合酶、22μL三蒸水、1μL正向引物、1μL反向引

物、1μL抽提的DNA模板)PCR扩增。PCR循环程序为：94℃预变性5min；94℃30s，55℃30s，72℃

60s，循环33次；72℃延伸10min；16℃保温10min。PCR产物经0.8％琼脂糖凝胶电泳检测后，

送往武汉吉美生物科技有限公司测序。

说　明　书 6/11 页

9

CN 112662575 B

9



[0059] 测序长度500bp左右，测序结果采DNA  Star软件进行人工校对。校正以后的序列在

NCBI的核酸序列数据库中进行同源序列搜索，比较测试菌株和已知酵母菌株之间的亲缘关

系及其系统地位。根据同源序列搜索结果，取与实验菌株亲缘关系最近的模式菌株的D1/D2

区序列，用Clustal  X校准排齐序列，MEGA5.2软件邻接法，1000次Bootstrap检验构建系统

发育树。

[0060] 通过分子测序和同源序列比较后，发现菌株SF31与Saccha romycopsis 

fibuligera的26S  rDNA的同源性达到了100％，确定菌株SF31为一种扣囊复膜酵母。图1是

根据26S  rDNA  D1/D2区域序列所做的系统发育树。

[0061] 1.2.3扣囊复膜酵母SF31株对碳源的利用能力测定

[0062] SF31菌株对不同碳源的利用结果见表3。

[0063] 表3扣囊复膜酵母SF31不同碳源的利用结果

[0064]

[0065] 注：“‑”为不能利用，“+”为可利用。

[0066] 实施例2扣囊复膜酵母SF31的耐受性比较

[0067] 2.1扣囊复膜酵母SF31与标准菌株及酿酒酵母的耐酸性比较

[0068] 接种经活化的酵母菌斜面菌种于YPD液体培养基，30℃，180rpm，摇床培养24h制备

种子液。取培养好的种子液按1×106个/mL接种到不同pH值(3.0‑6.5，采用乳酸调pH)的YPD

液体培养基中，30℃，180rpm，摇床培养24h，将菌液稀释一定倍数后紫外分光光度计测菌液

OD600  nm吸光度值。结果表明(表4)，SF31菌株可耐受的pH为3.0的酸性生长环境，而标准菌株

CGMCC  2.1625耐酸能力较差，在pH3.0时生长明显受到抑制。

[0069] 表4两株扣囊复膜酵母和酿酒酵母的耐酸性结果与分析(OD600nm值)

[0070]

[0071] 2.2扣囊复膜酵母SF31耐高温生长能力比较

[0072] 将经活化的三种酵母菌种子液按相同比例接种至YPD液体培养基中，分别在25‑45

℃不同温度下180rpm摇床培养24h，测定OD600值。检测结果见表5，结果表明SF31菌株在45℃
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下仍生长良好，具有很强的耐高温性，与25℃培养的生长量相比，45℃下的相对生长量达

75.6％。SF31菌株在45℃培养的OD600nm值是标准菌株2.1625的4.17倍。

[0073] 表5二株扣囊复膜酵母不同生长温度下的OD600nm值测定结果

[0074]

[0075] 2.3SF31菌株与标准菌株CGMCC2.1625耐酒精能力比较

[0076] 将菌株SF31和标准菌株CGMCC2 .1625的种子液接入含有乙醇浓度(v/v)分别为

2％‑10％的YPD液体培养基中，置于30℃、170rpm摇瓶培养24h后，测OD600值。如表6所示，在

添加了6％(v/v)乙醇的培养基中，SF31和CGMCC2.1625均能生长，但SF31的耐受能力强于

CGMCC2.1625，SF31的OD600值是CGMCC2.1625的159.2％；在添加了8％乙醇的培养基中，SF31

的耐受能力仍强于CGMCC2.1625，SF31的OD600是CGMCC2.1625的239.3％。

[0077] 表6扣囊复膜酵母SF31株与标准菌株CGMCC2.1625耐酒精生长能力比较(OD600)

[0078]

[0079] 实施例3扣囊复膜酵母SF31株发酵米酒产酒精、产酸及产乙酸苯乙酯能力比较

[0080] 扣囊复膜酵母SF31株有较高的产乙醇能力。糯米糖化液米酒发酵结果如表7所示，

扣囊复膜酵母SF31株发酵乙醇产量高。28℃条件下发酵7天，SF31株发酵糯米糖化液的出酒

率达9.68％(v/v) ,是标准菌株2.1625的1.68倍。发酵米酒的风味组分气相色谱检测结果表

明，SF31株产乙酸苯乙酯的含量达35.23ug/L，是标准菌株2.1625的1.75倍，发酵米酒香味

突出。SF31株液态发酵米酒样的乙酸、总酸和氨基酸态氮含量分别为569.57mg/L、3.98g/L

和0.73g/L，分别为标准菌株2.1625的144.2％、146.3％和152.1％。表明扣囊复膜酵母SF31

在米酒发酵应用中更具有优势。

[0081] 表7不同酵母菌株液态发酵米酒的气相色谱及米酒样品理化指标分析结果
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[0082]

[0083] 实施例4扣囊复膜酵母SF31酿酒菌剂及其组合物的制备方法

[0084] 按照如下步骤进行：

[0085] 4 .1菌种活化：分别接种扣囊复膜酵母SF31株和马克斯克鲁维酵母CCTCC 

M2013258于灭菌的糖度为12巴林的麦芽汁三角瓶培养基中，28℃摇床培养24小时。

[0086] 4.2固体培养：固体培养的配料是：麸皮68％、玉米粉30％，蔗糖2％，用水润料，蒸

煮冷散后，将(1)活化培养的2种酵母菌液分别4‑8％比例分别接种后装盒，保持25‑35℃发

酵温度，培养2天发酵完毕。

[0087] 4.3真空冷冻干燥及粉碎：对发酵后的固体样品在‑45℃进行真空冷冻干燥处理，

样品含水率低于10％后用万能粉碎机将干燥的培养物粉碎、制备成固体粉末状菌剂并装入

密封的塑料袋中，放置冰箱保鲜层中保藏。取样采用稀释平板测数法检测各样品中扣囊复

膜酵母SF31株和马克斯克鲁维酵母CCTCC  M2013258酵母的活菌数均达30亿cfu/克。

[0088] 4.4混合与包装：将含SF31株的固体菌剂装塑料袋后封口后制成含单一菌种的酿

酒菌剂；将马克斯克鲁维酵母CCTCC  M2013258与SF31按活菌数比＝1:2比例混合后塑料袋

后封口制成酿酒菌剂组合物。

[0089] 实施例5扣囊复膜酵母SF31酿酒菌剂在液态法米酒中的应用

[0090] 将马克斯克鲁维酵母CCTCC  M2013258与扣囊复膜酵母SF31酿酒菌剂分别按1:0、

2:1、1:1、1:2和0:1的菌数比混合接种糯米糖化液进行液态法米酒发酵。发酵结束后对发酵

酒样进行气相色谱分析，结果见表8。从表中可以看出，当马克斯克鲁维酵母CCTCC 

M2013258与扣囊复膜酵母SF31菌数按1:2混合发酵时，发酵酒样中乙醇、乙酸乙酯、乙酸苯

乙酯、乙酸等含量较高，风味物质含量比例协调，感官评分最高。表明在马克斯克鲁维酵母

中添加一定比例的扣囊复膜酵母SF31酿酒菌剂后，其产生的蛋白酶能将蛋白质水解成氨基

酸，能促酵母发酵，对于提高米酒出酒率及风味物质含量具有明显的促进作用，酒样的总高

级醇含量适中，口感好。

[0091] 表8  M2013258与SF31按不同比例混合发酵米酒的风味物质及理化指标分析与感

官评价结果
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[0092]

[0093] 实施例6SF31酿酒组合菌剂在提高白酒出酒率和酒品质量中的应用6.1试验方法

[0094] 将某白酒企业酿酒车间蒸馏后的酒醅摊凉后按照250kg/组分堆，对照组接种传统

酒曲比例为投料量的6％，两个实验组接种传统酒曲比例均为投料量的3％(减少酒曲用量

50％)，同时分别加入实施例6制备的SF31酿酒菌剂组合物(SF31组)和用扣囊复膜酵母标准

菌株替代SF31的CGMCC2.1625酿酒菌剂组合物(CGMCC2.1625组)，接种比例均为投料量的

0.3％(体积百分比)，替代50％的传统酒曲。接种后入池发酵30d，取样蒸馏。每个处理三个

平行样。对蒸馏的样品中的醇类、酸类、酯类等成分含量进行气相色谱分析。主要仪器：气相

色谱分析仪。

[0095] 6.2酒质色谱分析结果及感官品评

[0096] 由表9可以看出：含SF31酿酒菌剂组合物的实验组酒醅中酒精度可达6.8％，比

CGMCC2.1625组提高了19.3％。SF31组中正丙醇、异丁醇、异戊醇含量分别较CGMCC2.1625组

降低了10.9％、8.7％和18.5％。乙酸乙酯和乙酸苯乙酯含量分别提高了7.6％和47.2％，总

酸和总酯分别提高了17.5％和8.4％，对降低原酒中高级醇含量、提高原酒的风味和改善口

感作用明显。表明酒醅中添加含SF31酿酒菌剂组合物对于提高原酒出酒率和酒品质量有明

显的促进作用，并可减少酒曲用量50％。

[0097] 表9发酵酒醅蒸馏酒样中各成分气相色谱分析结果

[0098]

[0099] 感官品评对比为：对照组酒样分数在85‑90，评语是绵甜较醇厚、香味较淡、入口刺
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激味较重；CGMCC2 .234组酒样分数在90‑95 ,评语为绵甜较醇厚、香味较浓、酒体较醇厚；

SF31组酒样分数在95‑100，评语为绵甜醇厚、香味浓郁谐调、酒体丰满。表明传统酒曲中配

合使用扣囊复膜酵母SF31菌剂可以明显改善酒质，总酸、总酯和乙酸苯乙酯等白酒的主要

香味成分含量有明显增加，使酒中的香气更加协调，口感更佳。
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