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发酵弥猴桃汁中产香酵母的分离、鉴定及
生长特性的研究

李剑芳 张灏 江南大学食品学院 无锡 #!*$+,

摘 要 从优质自然发酵猕猴桃汁中分离筛选到一株产香酵母 - . */，经鉴定为柠檬形克勒克氏酵母 0’&123145 567289
’5:5。研究了该菌在麦芽汁中的生长特性。其最适生长温度为 +$;，最低和最高生长温度分别为 <;和 +,( /;；最适生
长 6=为 /( *，最低和最高生长 6=分别为 !( ,和 "( /；耐 !!>的酒精度。其生长曲线显示，于最适生长温度和 6=下，摇
瓶发酵 !# ? #*@便可获得满意的种子。
关键词 猕猴桃汁 柠檬形克勒克氏酵母 分离 鉴定 生长特性
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近年来，猕猴桃这种极富营养、风味独特、具有一

定的防癌和医疗保健效果的新型水果愈来愈受到消

费者亲睐。除鲜食外，大量用于加工。果汁是目前市场

上猕猴桃的主要加工产品之一，但存在酸度大、风味

平淡、“卡喉”感或“干草”味 T !，# U等缺陷。为此，我们从

自然发酵猕猴桃汁中筛选出一株能明显改善果汁风

味的产香酵母 - . */，并对其进行了菌种鉴定和主要
生长特性的研究，为该菌的进一步应用奠定基础。

! 材料与方法

!( ! 材料与仪器
!( !( ! 原料：中华猕猴桃 VA2:7C7F75 2@7C1CB7B
W’5C2@ X：购于江苏镇江。
!( !( # 培养基

V ! X!$YQ47L麦芽汁培养基 V # X生孢子培养基 T +、*、/ U

A、麦氏培养基 Q、石膏块 Z、酵母膏麦芽汁琼脂
[、玉米粉琼脂 -、麦芽汁琼脂 \、醋酸钠琼脂

V + X其他菌种鉴定培养基见文献 T + U、T , U
!( # 实验方法
!( #( ! 猕猴桃汁的制备
经后熟的猕猴桃!清洗!破碎!加少量蒸馏水

!打浆!加水调整可溶性固形物含量为 ">!分装。

注：为避免引入杂菌，制汁过程中所接触物品均

用开水烫过 V或煮过 X。
!( #( # 酵母菌的分离筛选
将上述方法制得的猕猴桃汁装于 #/$G’ 无菌四

旋瓶中，分别于 !/、#$;不同温度进行 +$F、!/F的自
然发酵。选取风味柔和、有水果香及淡醇香的自然发

酵汁，经适当稀释后在猕猴桃汁平板和麦芽汁平板上

作涂布或划线，#];培养 # ? +F。选择具有典型酵母菌
菌落特征的单菌落进一步划线分纯。

把分纯后的菌株，分别接入产酯培养基 T , U和猕猴

桃汁中，#];培养 +F，根据酯香大小进一步筛选菌
株。

!( #( + 酵母菌种子液的制备 T < U

!( #( * 酵母菌的鉴定
按照文献 T + U、T , U、T ] U所介绍的鉴定程序和鉴定

方法，对试验菌株在个体形态、培养特征、生理生化特

性等方面逐一进行试验和观察。

!( #( / 最适生长温度测定
将酵母种子接入麦芽汁中，分别在 ## ? +,;不同

温度下恒温培养 !$@，于 ,,$CG测定培养液 ^[值，依
据 ^[值大小确定其最适生长温度。
!( #( , 最低和最高生长温度的测定
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对氧的利用状态

兼性厌氧

项目

特征

*+,生长

-

产酯

.

产酸

.

产生类淀粉

-

硝酸钾同化

-
注：说明同表 !。

表 ! 菌株 " # $%部分生理试验结果

图 & 菌株 " # $% 的菌体形态 ’ $(( ) *

表 & 菌株 " # $%的糖类发酵结果

结果

-
-
-
-
-
-

糖类

纤维二糖

蜜二糖

海藻糖

松三糖

! -甲基 - / -葡萄糖苷
可溶性淀粉

糖类

葡萄糖

麦芽糖

半乳糖

乳糖

蔗糖

棉子糖

菊糖

结果

.
-
-
-
-
-
-

注：“.”表示发酵，“-”表示不发酵

图 + 菌株 " # $% 在麦芽汁琼脂上的菌落形态

将酵母种子液接入麦芽汁中，分别于低温和高温

培养 +0，观察有无菌生长。
#’ !’ + 最适生长 12值测定
将酵母种子液接入不同 12值麦芽汁中，于最适

生长温度恒温培养 #"3，在 44"56下测培养液 7/值，
依据 7/值大小确定其最适生长 12。
#’ !’ 8 最低和最高生长 12值的测定
将酵母种子液分别接入低 12和高 12麦芽汁中，

于最适生长温度培养 +0，观察有无生长。
#’ !’ ) 耐酒精度测定
将酵母种子液分别接入不同乙醇含量的麦芽汁

中，于最适生长温度培养 +0，观察有无生长。
#’ !’ #" 生长曲线测定
将酵母种子液以 !9接入 12为 :’ ;的麦芽汁中，在

最适生长温度以 ##:< = 6>5于摇瓶柜振荡培养，每隔一定
时间用血球计数板计数法测定麦芽汁中的活菌数。

! 结果与讨论

!’ # 产香酵母菌株的分离
从风味柔和、有水果香和淡醇香的自然发酵猕猴

桃汁中，共分离到 !" 株具有代表性的典型酵母菌
株。将各菌接入产酯培养基和猕猴桃汁中，经 !8,、*0
培养，筛选到一株在产酯培养基中有淡的香味产生、

在猕猴桃汁发酵过程中产生淡甜味、微弱的醇味及水

果清香味的优良菌株，编号为 ? - ;:。
!’ ! ? - ;:菌种的鉴定
!’ !’ # 细胞形态

? - ;:麦汁培养液经涂片、染色、镜检，菌体为卵
圆形、柠檬形，大小为 !’ 4 @ *’ * A 4’ 8 @ ##’ )"6，两极
出芽，如图 #。

!’ !’ ! 培养特征
? - ;:在麦芽汁琼脂培养基上，菌落大小为 : @

466，正面圆形，侧面为低凸面，边缘整齐，白色，湿润，

光滑，不透明，有弱的香味产生，其菌落形态如图 !。在
马铃薯琼脂培养基上，无假菌丝形成。在麦芽汁液体培

养基中静止培养时，有菌环，沉淀，菌液混浊，产气明

显。有多种生孢子培养基上，均无子囊孢子产生。

!’ !’ * 生理生化特征
菌株 ? - ;: 对糖的发酵试验及对各种碳源的同

化结果如表 #、!所示，其他生理试验结果见表 *。

根据以上各项实验结果，对照 B<CDC< - EF5 G>H
I #)8; J资料 K * L及《真菌鉴定手册》K 8 L，菌株 ? - ;:鉴定
为柠檬形克勒克氏酵母 B&%CMNC<F F1>MO&FPF，是有孢汉
逊酵母属 2F5QC5>FQ1%<FOEF<O5的无性世代。

表 + 菌株 " # $% 对碳源的同化

碳源

可溶性淀粉

/ -木糖
R -阿拉伯糖
/ -阿拉伯糖

/ -核糖
R -鼠李糖
赤鲜糖醇

阿东醇

卫矛醇

/ -甘露醇
乙醇

结果

-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
.

碳源

/ -山梨醇
水杨素

琥珀酸

柠檬酸

肌醇

甘油

/R -乳酸
! -甲基—/ -葡
葡糖苷

松三糖

半乳糖

! -酮葡萄糖酸

结果

-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-

注：“.”表示阳性，“-”表示阴性。

碳源

葡萄糖

R -山梨糖
蔗糖

麦芽糖

纤维二糖

海藻糖

乳糖

蜜二糖

棉子糖

菊糖

核糖醇

结果

.
-
-
-
.
.
-

-
-
-
-
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生长状态
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+

表 ! "# $%&’()$*$ + , -!的最低、最高生长 %.

注：说明同表 *。

34’ 0
+

*
+

,
+

34
+

3,’ 0
-

3,
/

30
/ /

)
/ /

.
/

4
-

温度 56 7
生长状态

表 - "# $%&’()$*$ + , -!的最低、最高生长温度

注：“/ /”表示生长良好，“/”表示生长较差，“-”表示生长很少，“+”表示无生长。

注：说明同表 *。

表 / "# $%&’()$*$对酒精的耐受性

酒精含量 58 9 : 9 7
生长状态

"!
+

""
-

"#
/

)
/

.
/

4
/

,
/

0
/ /

*
/ /

3
/ /

图 0 "# $%&’()$*$ + , -! 的生长温度曲线

据资料 ; 3，)，"# <，=’ >1?@A&>B>在葡萄和果汁中多见，
在果汁发酵早期常大量生长，与酒精酵母相比，产生

更多的醋酸、C +丙醇、异丁醇、异戊醇等醇类和多种
酯类、乙偶姻等风味物质，产酒精能力弱，对酒类尤其

是葡萄酒等果酒的风味和感官品质有明显的改善作

用。至今尚未见到对人体有任何危害作用的报道。

!’ 3 =’ >1?@A&>B> D + *0的生长特性
为了比较全面地了解 =’ >1?@A&>B> D + *0 的生长

特性，为科学地利用提供理论依据，我们又进行了该

菌株在麦芽汁培养基中一系列生长特性的测定。

!’ 3’ " 最适生长温度
菌株 =’ >1?@A&>B> D + *0 在麦芽汁中的生长温度

曲线见图 3。由图可以看出，该菌的最适生长温度为
3#6，最适生长温度范围为 !. E 3!6。

!’ 3’ ! 最低和最高生长温度
=’ >1?@A&>B> D + *0 在麦芽汁液体培养基中，于

* E )6低温和 30 E 34’ 06的高温培养 4F，其结果如表
*。由表可见，=’ >1?@A&>B> D + *0 的最低生长温度为
46，最高生长温度为 3,’ 06。该菌生长温度范围宽
广，有利于生产应用。

!’ 3’ 3 最适生长 12值

=’ >1?@A&>B> D + *0 于不同 12 值麦芽汁 3#6培
养，其生长 12曲线如图 *。由图可见，该菌在整个试验
12范围，GH值变化不大，因而其生长最适 12范围在
* E ,之间，其最适生长 12值为 0’ *。这与麦芽汁的自
然 12十分接近。

!’ 3’ * 最低和最高长生 12值
=’ >1?@A&>B> D + *0在 "’ * E !’ #的低 12和 .’ 0 E

"#’ #的高 12麦芽汁中的生长特性如表 0。由表可见
=’ >1?@A&>B> D + *0 在麦芽汁中的最低生长 12 值为
"’ ,，最高生长 12值为 )’ 0。其生长 12范围宽阔，并
对高酸性环境有很强的忍耐力，因而应用于果汁尤其

是高酸性果汁如猕猴桃汁、山楂汁等发酵有很大的前景。

!’ 3’ 0 耐酒精度试验
=’ >1?@A&>B> D + *0 在含 38 E "!8乙醇的麦芽汁

中的生长特性如表 ,。由表可见，=’ >1?@A&>B> D + *0耐
乙醇能力较弱，这与文献 ; "" <报道的类似，故其更适合

于低醇果汁饮料和低度酒精饮料增香。

!’ 3’ , =’ >1?@A&>B> D + *0的生长曲线
=’ >1?@A&>B> D + *0 在麦芽汁中 3#6纯培养时间

的生长规律如图 0。

图 - "# $%&’()$*$ + , -! 的生长 %.曲线
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图 ! "# $%&’()$*$ + , -! 在麦芽汁中的生长曲线

摘 要 通过液体摇瓶正交试验研究了灵芝——— 松茸混菌共酵对胞外活性多糖积累的影响因素及其相关性，优选出

最佳培养基配方、接种量、共酵温度、*+、通气量、共酵时间等参数，为研制功能饮料中以胞外活性多糖积累为目的物的
工业化生产最佳共酵工艺条件的制定奠定了基础。

关键词 灵芝 松茸 混菌共酵 活性多糖 功能饮料

!"#$%&’$ ,-./0 -12 345-%67 43325-89: -1286 89-26 62&4-8%9 %3 ;49%/26<4 =.58/.<>1851%&%<4<4-7.-4?2 @ , A-% 2- A<48 B

由曲线可以看出，C’ 4*85.&4-4 D E FG在 !1后菌量
以指数级增加，生长速率常数为 "’ HI，到 #!1菌量达
到稳定 @约为 J’ ) K #"H个 L <& B，并在较长时间内 @约
MJ1 B菌量基本维持恒定。
由 C’ 4*85.&4-4 D E FG生长特性可知，由麦芽汁制

备种子发酵液，控制培养基 *+为 G’ F左右，发酵温度
为 !H N M"O，摇瓶培养 #! N #F1即可收获。

M 结语

柠檬形克勒克氏酵母 C&%25?264 4*85.&4-4 为低发
酵力的产香酵母，与酒精酵母相比，该菌产乙醇能力

微弱，能产生酸类、醇类、酯类、乙偶姻等多种芳香物

质。目前多用于葡萄酒等酒类的增香和品质改良，在

发酵果汁应用方面很少见报道。

由于猕猴桃酸度大 @ *+为 M’ " N M’ ! B，细菌难以
生长繁殖，故其发酵品以酵母菌发酵的果酒为主。本

试验分离到的产香酵母 C’ 4*85.&4-4 D E FG 具有很强
的耐酸能力，既可以用于猕猴桃汁的品质改善，又不

增加其酒精含量，从而为酸性果汁风味的改善提供了

一条新的途径。
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灵芝——— 松茸混菌共酵对胞外活性
多糖积累的影响因素研究
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