
※生物工程	                            食品科学	 2018, Vol.39, No.06   107

浆水中产香酵母菌菌株的筛选及其 
增殖培养基优化

姚 博，贠建民*，艾对元，严海娇，白 杰，李多佳
（甘肃农业大学食品科学与工程学院，甘肃 兰州 730070）

摘  要：以甘肃传统酿制的浆水为材料，采用经典平板分离法对浆水中的酵母菌进行分离纯化，通过感官评定、性

能测定及气相色谱-质谱法半定量法分析筛选产香性能优良的酵母菌菌株，对其进行生理生化及分子生物学鉴定，

并采用单因素结合Design-Expert设计响应面试验优化了该菌株的增殖培养基。结果表明，从浆水中分离出16 株酵

母菌菌株，并成功筛选出了1 株产香性能优良的酵母菌菌株Y16，经鉴定为异常汉逊酵母（Hansenula anomala）。

优化的培养基增殖配方为：10 °Be′麦芽汁，其中最佳的营养物添加量分别为葡萄糖11.0 g/L、牛肉膏2.3 g/L、
KH2PO4 0.8 g/L。在该条件下，细胞浓度可达到8.75×108 个/mL，是初始麦芽汁发酵培养基细胞浓度的4 倍多；乙

酸乙酯的产量达到256.35 μg/mL，比初始发酵培养基增加了25.39%，柠檬烯的产量达到0.083 μg/mL，比优化前增加

了31.75%，该菌株增香效果明显，可为浆水发酵直投式增香菌剂的开发提供菌株来源和技术参考。
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Abstract: In this research, yeast strains were isolated and purified from Jiangshui, a traditional Chinese fermented vegetable 
food, by the streak plate method. The isolates were screened for aroma-producing ability by sensory evaluation, analysis 
of their fermentation properties and semi-quantitative analysis of the volatile compounds produced by them using gas 
chromatography-mass spectrometry (GC-MS). The selected strain was identified by physiological and biochemical tests 
and molecular biology. The enrichment culture for this strain was optimized using one-factor-at-a-time (OFAT) method and 
response surface methodology (RSM). A total of 16 yeast isolates were obtained. The strain Y16 was selected out of these 
and was identified as Hansenula anomala. The optimum medium formulation was determined to 10 °Be′ wort plus 11.0 g/L  
glucose, 2.3 g/L beef extract, and 0.8 g/L KH2PO4. In this enrichment medium, the final cell concentration reached 8.75 × 
108 cells/mL, which was more than 4 times as high as that in the initial wort fermentation medium. Simultaneously, the ethyl 
acetate yield reached 256.35 μg/mL, and the limonene yield reached 0.083 μg/mL, which increased by 25.39% and 31.75% 
respectively in comparison with the initial fermentation medium. To sum up, the efficient aroma-producing strain could 
provide a source of direct vat set (DVS) starter culture for Jiangshui.
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浆水是我国西北地区一种传统发酵酸性调味食品，

一般是用经焯水后的蔬菜加入面汤或米汤经微生物发酵 

制成[1]。其汤汁略呈乳白色，口味酸醇清香，含有丰富的

益生菌群[2]，营养价值高，具有清热解暑、开胃止渴、调

理脏腑和降血压等功效[3-4]，长期以来深受西北人民青睐。

自然发酵浆水中微生物菌系复杂，其中优势菌群为

乳酸菌和酵母菌，赋予了浆水良好的风味[5]。相较于工

业化纯种发酵而言，传统多菌种混合发酵工艺生产的产

品味道更优、风味更浓，但传统发酵过程因受原料、地

域、生产规模和方法等因素的影响，致使浆水的风味品

质差异较大，且发酵后期易受霉菌污染[6]，不便于实现工

业化、标准化生产。因此，开发安全、卫生、健康的浆

水工业化产品，是人们的迫切需要。

直投式发酵菌剂是传统发酵食品实现工艺现代化改

造过程的关键[7]，而筛选获得产香性能优良的发酵菌株是

开发直投式发酵菌剂的基础。目前，浆水的研究主要集

中在浆水发酵工艺研究[8-9]、微生物的分离鉴定[5-6]及其亚

硝酸盐的变化[3,10]等方面，对于浆水中优良功能菌株的筛

选研究报道甚少。根据本实验室多年的研究，浆水中的

特征香气成分为柠檬烯、乙酸乙酯、乙醛、蒎烯、苯乙

醇、正己醇和乙酸，这些香气物质主要来自于发酵过程

微生物的代谢作用[11]。为此，本研究拟通过筛选浆水中

产香性能优良的酵母菌菌株，并优化其增殖培养基，旨

在为开发浆水辅助发酵直投式菌剂及实现工业化生产提

供产香菌种来源和技术参考。

1 材料与方法

1.1 材料、试剂与培养基

浆水由甘肃天水孟姑浆水厂提供。

环己酮（色谱纯） 美国Sigma Aldrich公司；酵母

膏、蛋白胨、牛肉膏、琼脂 北京奥博星生物技术有限

公司；其他试剂均为国产分析纯。

酵母菌分离培养基（yeast extract-peptone-dextrose，
YEPD）：葡萄糖20 g，酵母膏10 g，蛋白胨20 g，琼脂

20 g，蒸馏水1 000 mL，121 ℃高压蒸汽灭菌20 min。
酵母菌液体培养基（yeast extract-peptone-dextrose 

broth，YPB）：葡萄糖20 g，酵母膏10 g，蛋白胨20 g，
蒸馏水1 000 mL，121 ℃高压蒸汽灭菌20 min。

豆芽汁培养基：豆芽汁（10%）100  g，葡萄糖

20 g，蒸馏水1 000 mL，121 ℃高压蒸汽灭菌20 min。

麦芽汁培养基：将大麦芽粉碎，麦芽粉与水的比例

为1∶4（g/mL），38 ℃保温2 h，升温至45 ℃，30 min，

再提高到50℃，30 min，再升华至60 ℃，糖化1～1.5 h

至完全糖化，并用鸡蛋清煮沸澄清，稀释至适当浓度，

121 ℃高压蒸汽灭菌20 min。 

酵母基础培养基：葡萄糖2 0   g，K H 2P O 4  1   g，
MgSO4 0.5 g，(NH4)2SO4 0.5 g，酵母膏1 g，蒸馏水

1 000 mL，121 ℃高压蒸汽灭菌20 min。
马铃薯培养基（potato dextrose broth，PDB）：马铃

薯（去皮）200 g，葡萄糖20 g，蒸馏水1 000 mL，121 ℃
高压蒸汽灭菌20 min。
1.2 仪器与设备

SW-CJ-1FD洁净工作台 苏州安泰空气技术有限公司； 

THZ-98A恒温振荡器 上海一恒科学仪器有限公司； 

101-1-S-II电热恒温培养箱 北京科伟永兴仪器有限 

公司；YX280B手提式不锈钢压力蒸汽灭菌器 上海三申

医疗器械有限公司；TRACE 1310气相色谱仪、TG-WAX 
色谱柱 美国Thermo Scientific公司；顶空固相微萃取装

置（DVB/CAR/PDMS萃取器） 美国Supelco公司。

1.3 方法

1.3.1 产香酵母菌菌株的筛选

1.3.1.1 酵母菌菌株的分离

吸取10 mL浆水于已灭菌的装有90 mL无菌生理盐水

的500 mL三角瓶中，充分摇匀，制备菌悬液，梯度稀释

至10－7，吸取稀释液0.1 mL均匀涂布在已灭菌的YEPD固

体平板培养基上，28 ℃培养2～3 d。取菌落密度适中的

平板，选择具有典型酵母菌菌落特征的单菌落进行划线

分离[12]。

1.3.1.2 产香酵母菌菌株的筛选

分别挑取1 环纯化后的酵母菌菌种接种于50 mL/150 mL  
10 °Be′麦芽汁培养基中，28 ℃、150 r/min振荡培养

1～5 d。
由10 位身体健康，无不良嗜好、偏食和变态性反应的

同学组成评价小组，对发酵后的酵母菌培养液持续每日进行

外观及气味的评价，综合评价，挑选出产香气良好、持续时

间长、无不良气味的几株酵母菌菌株[13]。同时对其发酵残糖

量、生物量和挥发性成分进行测定优选产香酵母菌。

1.3.2 发酵性能检测

残糖量测定：采用3,5-二硝基水杨酸法 [14]。生物

量测定：采用质量恒定法 [15]。产香性能测定：采用半

定量顶空固相微萃取-气相色谱-质谱（headspace solid-
phase microextraction and gas chromatography-mass 
spectrometry，HSME-GC-MS）联用技术对酵母菌菌株发

酵产物进行挥发性成分测定，以灭菌后不接菌培养基在

同等条件培养后作为对照。

萃取条件：在装有磁力搅拌器的顶空瓶中加入

10 mL发酵液，并加入1 g NaCl和16 μL/mL的10 μL环
己酮，40 ℃恒温搅拌30 min，将已老化的萃取头插入

样品瓶的顶空部分，吸附30 min，进样口温度250 ℃，

解吸10 min。
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GC条件：TG-WAX色谱柱（60 m×0.25 mm，

0.25 μm）；载气：氦气，流量1.0 mL/min；升温程序：

初始温度40 ℃，保持5 min，以4 ℃/min升至100 ℃，保

持5 min，再以5 ℃/min升至180 ℃，保留10 min。

MS条件：接口温度280 ℃，离子源温度230 ℃，电

子电离源，电子能量70 eV，扫描质量范围50～450 u。经

计算机在Nist及Wiley标准谱库的检索对比，通过计算机

相应的保留指数对比，匹配度大于700（最大值为1 000）
进行确认。

内标法[16]（假定各组分的响应因子为1）计算公式

为：mi=（ms/As）×Ai。其中mi为组分的质量；ms为内标

物的质量；Ai为组分的峰面积；As为内标物的峰面积。

1.3.3 菌株鉴定

1.3.3.1 生理生化鉴定

根据《酵母菌特性及鉴定手册》[17]，对该菌株进行

菌体形态，包括子囊孢子、掷孢子、假菌丝的观察，及

糖发酵实验、碳源同化实验、氮源同化实验、类淀粉化

合物生成、硝酸盐利用、脲酶实验等生理生化鉴定。

1.3.3.2 分子生物学序列鉴定

将提取的基因组DNA委托北京奥维森生物科技有限

公司对26S rDNA中的D1/D2区域基因进行序列扩增。得

到的26S rDNA D1/D2区序列结果提交GenBank数据库，

所得基因序列通过BLAST程序提交，NCBI数据库中进行

同源序列检索，将目标菌株和应用BLAST检索到的与之

较高的同源性菌株的26S rDNA中D1/D2区域基因序列作

最大同源性比较分析[18]。

1.3.4 酵母菌菌株增殖培养基优化

1.3.4.1 增殖基础培养基的筛选

挑取1 环斜面活化的酵母菌接种到10 mL YEPD培

养基中，28 ℃、180 r/min振荡培养10 h，制成酵母富集

液，用无菌水稀释至约10－5的菌悬液，4 ℃保藏备用。

分别配制10 °Be′麦芽汁培养基、豆芽汁培养基、

YPB培养基、PDB培养基、酵母基础培养基，接种3%菌

悬液于各培养基（30 mL/150 mL）中，28 ℃、180 r/min
振荡培养24 h，测定各培养基中的细胞浓度。分别配制

4、6、8、10、12、14 °Be′的麦芽汁培养基，同上述条

件，测定各培养基中的细胞浓度。细胞浓度测定采用血

球计数板法[19]。

1.3.4.2 生长曲线的测定

吸取3%的菌悬液接种于30 mL/150 mL的麦芽汁培养

基中，28 ℃、180 r/min振荡培养，每隔2 h取样测定细胞

浓度[20]。

1.3.4.3 增殖培养基优化

在装液量30  mL /150  mL、接种量3%、28  ℃、 

180 r/min条件下振荡培养20 h后，以发酵液中的细胞浓度

为优选指标，对麦芽汁培养基进行优化。

以筛选出的麦芽汁培养基为对照，在其基础上添加

10 g/L的葡萄糖、蔗糖、麦芽糖、可溶性淀粉筛选最佳碳

源；添加5、10、20、30、40、50 g/L的葡萄糖筛选最适

糖质量浓度；在最佳碳源的基础上添加0.5 g/L氮元素的

酵母膏、牛肉膏、蛋白胨、硫酸铵、尿素、硝酸钾筛选

最佳氮源；添加1、2、3、4、5、6 g/L的牛肉膏筛选最适

氮源质量浓度；在最佳碳源和氮源基础上，添加0.5 g/L
的KH2PO4、NaCl、MgSO4、FeSO4、ZnSO4、CaCl2筛选

最佳无机盐种类，添加0.1、0.3、0.5、0.7、0.9、1.1 g/L
的KH2PO4筛选最适无机盐质量浓度[21]。

在单因素试验结果的基础上，选取葡萄糖、牛肉

膏、KH2PO4质量浓度为考察因素，使用Design-Expert
对各因素进行中心组合响应面设计，以细胞浓度为响应

值，以期得到最优培养基组合。

1.3 .4 .4  Y16菌株在优化增殖培养基中产香能力的

GC-MS检测

为进一步检验优选菌株增殖后的产香能力，采用同

1.3.2节方法，对其在最佳增殖培养基上发酵后的乙酸乙

酯及柠檬烯含量进行测定。

2 结果与分析

2.1 菌株筛选结果

2.1.1 感官评定结果

从浆水中分离筛选出 1 6   株酵母菌，编号为

Y1～Y16，分别接种于10 °Be′麦芽汁培养基中，28 ℃、

150 r/min振荡培养1～5 d。发酵期间对酵母菌发酵液持续

每日进行外观及气味的评价，综合评价结果见表1。

表 1 16 株酵母菌发酵液风味感官评价结果

Table 1 Sensory evaluation of fermentation broths of 16 yeast strains

菌株 发酵液色泽及风味的评定

Y1 无褐变，有轻微不良风味

Y2 无褐变，有较淡的果香味，无明显异味

Y3 无褐变，有持久、浓郁的果香味，风味良好

Y4 无褐变，有较淡的果香味，无明显异味

Y5 无褐变，有持久、浓郁的果香味，风味良好

Y6 无褐变，前2 d有较淡的果香味，发酵第3天出现不良风味

Y7 无褐变，有较淡的果香味，无明显异味

Y8 第2天轻微褐变，香味不突出

Y9 第3天轻微褐变，有较淡的果香味，无明显异味

Y10 无褐变，有较淡的果香味，无明显异味

Y11 无褐变，有较淡的果香味，无明显异味

Y12 无褐变，有持久、浓郁的果香味，风味良好

Y13 无褐变，有持久、较浓郁的果香味，发酵第3天出现不良风味

Y14 无褐变，香味不突出，无明显异味

Y15 无褐变，有持久、浓郁的果香味，风味良好

Y16 无褐变，有持久、浓郁的果香味，风味良好

由表1可以看出，分离出的16 株酵母菌发酵液的感

官风味特征各异，其中Y3、Y5、Y12、Y15和Y16共5 株
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酵母菌菌株不产生褐变，产果香持久、浓郁，风味良

好；Y2、Y4、Y7、Y9、Y10和Y11共6 株酵母菌产生较

淡的果香味，无明显异味，其中Y9发酵第3天后发生褐

变；Y6、Y13发酵前期产生香味，第3天后出现不良风

味；Y1发酵过程中出现不良风味；Y8发酵中轻微褐变，

香味不突出；Y14发酵中无褐变，无明显香味和异味。综

上，Y3、Y5、Y12、Y15和Y16共5 株酵母菌株产香味持

久浓郁，产香性能突出，发酵过程中无不良风味，故选

作产香初筛菌株。

2.1.2 5 株初筛酵母菌发酵过程残糖量及生物量变化
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图 1 发酵过程中5 株酵母菌残糖量的变化

Fig. 1 Change in residual sugar during fermentation of 5 selected yeasts
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图 2 发酵过程中5 株酵母菌生物量的变化

Fig. 2 Change in biomass during fermentation of 5 selected yeasts 

酵母菌利用糖的能力越高，其生长活力旺盛，发酵

性能、物质转化能力就越强。其产生的相应风味物质也

就越多。由图1可看出，Y5、Y12、Y15和Y16菌株随着

发酵时间的延长，残糖量逐步降低，且降低程度较快，

说明对糖的利用速率较快，发酵能力较好，而Y3菌株发

酵能力相对较弱。由图2可看出，5 株酵母菌的生物量增

速均较快，在24 h后基本处于平稳状态，其中Y12和Y16
菌株的生物量最高。

2.1.3 5 株酵母菌发酵过程产挥发性成分测定结果
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a～e.分别为Y3、Y5、Y12、Y15和Y16。

图 3 5 株酵母菌菌株的GC-MS总离子流图

Fig. 3 Total ion chromatograms of GC-MS for volatile compounds 

produced by five yeasts

由图3可以得出，初筛的5  株酵母菌的发酵产物

中均含有较高的浆水主体香气物质乙酸乙酯（出峰

时间6.4 min），其中Y12菌株的乙酸乙酯产量最高，

为226.76 μg/mL，Y16菌株的乙酸乙酯产量次之，为

204.45 μg/mL，且该菌株产柠檬烯（出峰时间14.07 min）
的含量也达到0.063 μg/mL。由于柠檬烯和乙酸乙酯是浆

水中最主要的两种主体风味物质，对浆水风味贡献率最

大[11]，故Y16菌株的发酵产物风味更接近于传统自然发酵

浆水特有的风味。

鉴于Y16酵母菌菌株的糖利用速率快、菌体生物量

高，且其发酵产物中含有较高的浆水中的主体风味柠檬

烯和乙酸乙酯，故确定Y16酵母菌菌株为浆水发酵的优良

产香菌株。
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2.2 菌株鉴定结果

2.2.1 菌株形态学及生理生化鉴定结果

固体培养特征：菌落小，灰白色，圆屋顶状，半透

明，表面平滑，边缘整齐，黏稠。

液体培养特征：澄清，后期有白色沉淀，有菌璞。

根据《酵母菌特性及鉴定手册》，对Y16酵母菌菌株

进行了生理生化鉴定，结果如表2所示。通过对比，该菌

株与异常汉逊酵母菌（Hansenula anomala）很相似。

表 2 Y16菌株的生理生化实验结果

Table 2 Physiological and biochemical characteristics of strain Y16

项目 结果 项目 结果

子囊 无 同化生长实验

掷孢子 无 L-阿拉伯糖 －

假菌丝 无 L-鼠李糖 －

类淀粉化合物 － D-阿拉伯糖 －

硝酸盐利用 ＋ 蔗糖 ＋

脲酶实验 － 麦芽糖 ＋

糖发酵 纤维二糖 v
葡萄糖 ＋ 蜜二糖 －

麦芽糖 v 乳糖 －

D-半乳糖 v 棉籽糖 v
蔗糖 ＋ 松三糖 v

海藻糖 － 菊糖 －

蜜二糖 － 甘油 ＋

乳糖 － 赤鲜糖醇 v
纤维二糖 v 淀粉 ＋

松三糖 － 2-酮-D-葡萄糖酸 －

棉籽糖
菊糖

v 甲醇 －

－ 木糖醇 v
淀粉 v 柠檬酸 ＋

　 琥珀酸 ＋

注：＋.阳性；－.阴性；v.可变。

2.2.2 菌株分子生物学鉴定结果

对筛出的Y16菌株进行26S rDNA中的D1/D2区域基因

序列分析鉴定，取其基因组DNA进行PCR扩增，对PCR
产物进行电泳检测，结果如图4所示。

Y16 Marker

1 500 bp

1 000 bp
900 bp
800 bp
700 bp
600 bp
500 bp
400 bp

300 bp

200 bp

100 bp

图 4 Y16菌株的PCR电泳图

Fig. 4 Electrophoregram of PCR amplified genomic DNA from strain Y16

Y16酵母菌26S rDNA中的D1/D2区域基因PCR扩增产

物均在500～600 bp之间，结果提交GenBank，得知该条

带大小为590 bp（登录号FJ972217），提交NCBI数据库

进行BLAST序列比对，与Wickerhamomyces anomalus同
源性为99.9%，结合菌落形态和生理生化特征鉴定，确定

Y16为异常汉逊酵母。

2.3 增殖培养基优化结果

2.3.1 基础培养基的筛选结果
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图 5 不同基础培养基对Y16生长的影响

Fig. 5 Effect of different basic media on on the growth of Y16
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图 6 麦芽汁培养基浓度对Y16生长的影响

Fig. 6 Effect of different concentrations of wort medium the growth of Y16

由图5可知，Y16菌株均能利用麦芽汁、豆芽汁、

YPB、PDB培养基生长，其中基础培养基麦芽汁的细胞

增殖效果最好，细胞浓度达到1.99×108 个/mL，因此选

择麦芽汁培养基为基础培养基。由图6可知，随着麦芽汁

浓度的增大，细胞浓度呈先上升后下降的趋势，说明麦

芽汁浓度过高，会抑制酵母菌的生长，故选择10 °Be′的
麦芽汁培养基作为基础培养基。

2.3.2 Y16菌株生长曲线测定结果
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图 7 Y16菌株生长曲线

Fig. 7 The growth curve of Y16 strain

由图7可知，Y16菌株在培养6 h后，进入对数期，

18 h达到对数生长末期；20 h进入稳定期，细胞浓度达到
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最大。为使菌体的总生长量和活性达到最大，故选择20 h
时间点作为菌体收集点。

2.3.3 Y16菌株增殖培养基优化结果

2.3.3.1 碳源种类及碳源质量浓度对Y16菌株细胞浓度

的影响
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图 8 碳源种类对Y16生长的影响

Fig. 8 Effect of different carbon sources on the growth of Y16
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图 9 葡萄糖质量浓度对Y16生长的影响

Fig. 9 Effect of different glucose concentrations on the growth of Y16

碳源是化能异养型微生物代谢所需的能量来源，选

择适合的碳源对提高微生物的繁殖速度和代谢产物产量

是非常关键的[22]。乙酰辅酶A是酵母菌体内合成柠檬烯

及乙酸乙酯的起点[23-24]，而乙酰辅酶A可由葡萄糖降解而

来，所以增加适量的糖有助于提高乙酸乙酯和柠檬烯的

含量。由图8可知，Y16菌株均能利用葡萄糖、麦芽糖、

蔗糖、可溶性淀粉进行生长繁殖，其中利用葡萄糖细胞

浓度增长最快。由图9可知，随着葡萄糖质量浓度的增

长，Y16菌株生长越缓慢，说明高质量浓度的糖不利于微

生物生长，添加葡萄糖质量浓度为10 g/L时，细胞浓度达

到最大，为3.743×108 个/mL，故选择添加10 g/L的葡萄

糖作为补充碳源。

2.3.3.2 氮源种类及氮源质量浓度对Y16菌株细胞浓度

的影响

氮是组成核酸和蛋白质的重要元素，微生物提供合

成细胞物质代谢产物的原料[25]，微生物在含有有机氮源

的培养基中表现出生长旺盛，细胞浓度增长速度快，并

有利于积累代谢产物。由图10可知，增加供试的6 种氮

源均有利于Y16菌株的生长，其中利用牛肉膏生长繁殖最

快。由图11可知，添加牛肉膏质量浓度在2 g/L时，最有

利于Y16菌株的生长，细胞浓度达到6.783×108 个/mL，
故选择2 g/L的牛肉膏作为补充氮源。
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图 10 氮源种类对Y16生长的影响

Fig. 10 Effect of different nitrogen sources on the growth of Y16
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图 11 牛肉膏质量浓度对Y16生长的影响

Fig. 11 Effect of different beef extract concentrations on the growth of Y16

2.3.3.3 无机盐种类及KH2PO4质量浓度对Y16菌株细胞

浓度的影响
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图 12 无机盐种类对Y16生长的影响

Fig. 12 Effect of different salt species on the growth of Y16
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图 13 KH2PO4质量浓度对Y16生长的影响

Fig. 13 Effect of different KH2PO4 concentrations on the growth of Y16

由图12可知，供试的6 种无机盐均有利于Y16菌株的

生长，其中KH2PO4最有利于Y16菌株细胞浓度的增长。

已有文献报道表明，磷酸盐对酵母的生长及代谢均极为

重要，培养基中添加一定量的磷酸盐，对产酯酵母的产

酯有利[26]。由图13可知，在KH2PO4质量浓度为0.7 g/L
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时，细胞浓度达到最大，为8.017×108 个/mL，故选择

0.7 g/L的KH2PO4作为补充无机盐。

2.3.3.4 响应面优化Y16菌株增殖培养基结果

根据单因素试验结果，在10 °Be′麦芽汁基础培养基

中分别添加葡萄糖10 g/L、牛肉膏2 g/L、KH2PO4 0.7 g/L，
细胞浓度具有最大值。因此使用Design-Expert对培养基

条件进行中心组合响应面试验分析，以细胞浓度为响应

值，设计及优化结果如表3所示。

表 3 响应面优化Y16菌株增殖培养基试验结果

Table 3 Experimental design with response variable for  

response surface analysis

试验号
A葡萄糖质量
浓度/（g/L）

B牛肉膏质量
浓度/（g/L）

C KH2PO4质量
浓度/（g/L）

Y细胞浓度/
（108 个/mL）

1 10 3.682 0.7 6.65 
2 5 3 0.5 6.45 
3 10 2 0.7 8.90 
4 15 1 0.5 6.52 
5 10 2 0.7 8.94 
6 10 2 0.7 8.74 
7 10 2 1.036 7.23 
8 10 2 0.7 8.54 
9 10 2 0.364 5.84 
10 5 1 0.9 4.44 
11 15 3 0.5 5.13 
12 15 1 0.9 6.92 
13 5 3 0.9 7.73 
14 10 0.318 0.7 5.16 
15 15 3 0.9 7.35 
16 10 2 0.7 8.66 
17 5 1 0.5 5.98 
18 10 2 0.7 8.24 
19 1.591 2 0.7 5.12 
20 18.409 2 0.7 7.25 

经二次多项回归拟合，得到培养液中以细胞浓度为

响应值的回归方程：

Y=8.661 734＋0.358 664A＋0.388 513B＋0.344 273C－ 

0.590 5AB＋0.36AC＋0.580 5BC－0.824 556A2－0.923 555B2－ 

0.700 816C2

表 4 响应面优化Y16菌株增殖培养基回归模型参数检验

Table 4 Analysis of variance of response surface regression model

来源 平方和 自由度 方差 F值 P值
模型 36.39 9 4.04 27.52 ＜0.000 1**

A葡萄糖质量浓度 1.76 1 1.76 11.95 0.006 1**
B牛肉膏质量浓度 2.06 1 2.06 14.03 0.003 8**

C KH2PO4质量浓度 1.62 1 1.62 11.01 0.007 8**
AB 2.79 1 2.79 18.98 0.001 4**
AC 1.04 1 1.04 7.05 0.024 1*
BC 2.70 1 2.70 18.34 0.001 6**
A2 9.80 1 9.80 66.67 ＜0.000 1**
B2 12.29 1 12.29 83.64 ＜0.000 1**
C2 7.08 1 7.08 48.16 ＜0.000 1**

残差 1.47 10 0.15 
失拟项 1.14 5 0.23 3.42 0.101 7
纯失误 0.33 5 0.07 
总回归 37.86 19 　 　 　

注：**.差异极显著（P＜0.01）；*.差异显著（P＜0.05）。

根据表4方差分析可看出，该模型优化Y16菌株培养

基在α为0.01的水平上效果显著，回归方程失拟项检验

不显著（P＞0.05），其决定系数R2为0.961 2，表明该拟

合方程与实际相符，误差较小，能较好地反映各因素与

响应值的之间的关系，可以确定其培养基优化配方。其

中，A、B、C、AB、BC、A2、B2、C2因素对Y16菌株细

胞浓度的影响极显著（P＜0.01），AC因素对Y16菌株细

胞浓度增长的影响显著（P＜0.05）。由各因素对试验

指标的影响程度F值可以看出，牛肉膏对该菌株的细胞

浓度增长影响最大，葡萄糖的影响次之，KH2PO4的影

响最小。
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图 14 Y16菌株增殖培养基优化响应面图

Fig. 14 Response surface plots showing the interactive effects of 

variables on cell concentration

由图14a可知，响应面曲面坡度陡峭且等高线扁而密

集，说明添加的葡萄糖和牛肉膏两因素交互作用对Y16
菌株细胞浓度有极显著影响；由图14b可知，响应面曲

面坡度陡峭度降低，等高线较密集，说明添加的葡萄糖

与KH2PO4两因素的交互作用对Y16菌株细胞浓度影响显

著；由图14c可知，响应面曲面坡度陡峭，等高线密集，

说明添加的牛肉膏与KH2PO4两因素的交互作用对Y16菌
株细胞浓度影响极显著。
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2.3.3.5 最优培养基配方确定及验证

通过对回归模型进行数学分析，得到Y16菌株在

10 °Be’麦芽汁基础培养基上最佳的营养物添加量为葡

萄糖11.05 g/L、牛肉膏2.27 g/L、KH2PO4 0.782 g/L，细

胞浓度达到8.82×108 个/mL。但为提高实际可操作性，

根据以上响应面优化Y16菌株增殖培养基结果，优化最

佳的营养物添加量为葡萄糖11.0 g/L、牛肉膏2.3 g/L、

KH2PO4 0.8 g/L，得到细胞浓度为8.8×108 个/mL。在此

添加量培养基的条件下，重复实验3 次，得到细胞浓度

为8.75×108 个/mL，与理论预测值相比，其相对误差为

0.57%。说明该模型设计准确可靠，得到的最佳添加量可

行，在实际操作中具有指导意义。

2.4 Y16菌株在优化增殖培养基中产香能力的GC-MS检
测结果

表 5 增殖培养基优化前后乙酸乙酯与柠檬烯产量的变化

Table 5 Comparative production of ethyl acetate and limonene in 

optimized and initial medium

香气物质
初始发酵产量/
（μg/mL）

增殖培养基优化后
产量/（μg/mL） 增加百分比/%

乙酸乙酯 204.45 256.35 25.39
柠檬烯 0.063 0.083 31.75

由表5可知，对Y16菌株进行增殖培养基优化培

养后，乙酸乙酯的产量同比发酵初始培养基增加了

25.39%，柠檬烯增加了31.75%，增香效果显著。

3 讨论与结论

传统发酵食品独特风味形成都与产香功能菌的代谢

产物密切相关[27]。如Jung等[28]研究泡菜发酵过程中发现

Leuconostoc mesenteroides是主要功能乳酸菌，将其应用

于发酵可以很好地改善产品的风味。Jansen等[29]发现鲁氏

酵母（Zygosaccharomyces rouxii）在酱油发酵前期生长繁

殖，其发酵葡萄糖、麦芽糖等成分生成乙醇、甘油、琥

珀酸及其他微量成分，并与嗜盐片球菌联合作用生成糠

醇，使酱油具有特殊的香气。Viana等[30]研究非酿酒酵母

在酿造过程中能够产生特殊的酯香味物质或产生不同的

高级醇，形成黄酒的特殊风味。可见功能菌筛选对研究

食品风味具有重要意义，而目前针对浆水中具有产香功

能菌的菌株研究甚少。

酵母菌活动生成乙醇，经酯化反应生成酯类、醇

类、醛类等芳香物质，这些物质构成发酵食品的特征风

味成分[31]。Ciani等[32]研究酿酒酵母在15 ℃采用顺序发酵

的方法获得乙酸乙酯的高产量，乙酸乙酯是由酵母菌代

谢产生，本研究也得到相似的结果，异常汉逊酵母能够

产生高产量的乙酸乙酯。

本研究以甘肃传统酿制的浆水为材料，采用经典

平板分离法分离出了16 株酵母菌菌株，筛选出一株产

香性能优良的酵母菌菌株，经鉴定为异常汉逊酵母。优

化得到该菌株的增殖培养基配方为：10 °Be′麦芽汁，其

中最佳的营养物添加量分别为葡萄糖11.0 g/L、牛肉膏 

2.3 g/L、KH2PO4 0.8 g/L，细胞浓度可达到8.75×108 个/mL，
是初始麦芽汁发酵培养基细胞浓度的4 倍多。同时该菌株

可以生成乙酸乙酯和柠檬烯这两种浆水传统酿制中的特

征风味物质，其中，乙酸乙酯的产量达到256.35 μg/mL，
比初始发酵培养基增加了25.39%；柠檬烯的产量达到

0.083 μg/mL，比优化前增加了31.75%，增香效果明显。

所以对该菌株的开发利用是非常必要的，可为浆水发酵

直投式增香菌剂的开发提供菌株来源和技术参考。
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