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自然发酵刺梨果渣中酵母菌的筛选及其特性研究

李 勇   袁 芳   付 余   彭 罗

（贵阳学院食品科学与工程学院，贵州  贵阳  550005）

摘要：【目的】为开发优质刺梨（Rosa roxburghii，R. roxburghii）发酵产品，筛选适于刺梨发酵的酵母菌株。

【方法】以自然发酵刺梨果渣为材料，通过 TTC 显色初筛和发酵能力复筛，SO2、乙醇、低 pH 和葡萄糖耐受性

试验，以及形态学和分子生物学方法对菌株进行鉴定。【结果】最终获得 3 株性能突出的菌株（B17、B19、

B29），3株菌可耐受 250 mg/L 的 SO2、质量分数 60% 的葡萄糖、体积分数 8% 的乙醇及 pH 3.5的环境。经鉴定，

B17、B29 为库德里亚毕赤酵母（Pichia kudriavzevii），B19为马克斯克鲁维酵母（Kluyveromyces marxianus），产

酯量分别为 4.11 、4.31、3.93 g/L。【结论】筛选出的菌株具备工业化生产刺梨发酵制品的潜力，尤其适用于开

发低乙醇、高风味的果酒产品。
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Screening and Characterization of Yeast Strains from Naturally Fermented 

Rosa roxburghii Pomace
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Abstract: [Objective] This study aimed to develop high-quality fermented Rosa roxburghii (R. roxburghii) 

products by screening yeast strains suitable for R. roxburghii fermentation. [Method] The naturally 

fermented R. roxburghi pomace was used as the material for preliminary screening through the TTC 

colorimetric method and secondary screening based on fermentation capacity. The tolerance of strains to  

SO2, ethanol, low pH, and glucose was examined. The strains were identified via morphological 

characterization and molecular biological techniques. [Result] Three high-performing strains (B17, B19, and 

B29) were obtained. These strains exhibited tolerance to 250 mg/L SO2, mass fraction 60% glucose, volume 

fraction 8% ethanol, and pH 3.5 environment. B17 and B29 were identified as Pichia kudriavzevii, while B19 

was characterized as Kluyveromyces marxianus, showing ester production of 4.11, 4.31, and 3.93 g/L, 

respectively. [Conclusion] The screened strains exhibit the potential for industrial production of fermented 

R. roxburghii products, particularly suitable for crafting low-alcohol, high-flavor fruit wine.
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刺梨隶属蔷薇科蔷薇属，果实呈扁球或圆

锥形，黄褐色或带褐色斑点，密被针刺，是一种

食药两用、有滋补功效的水果［1］。主要分布于

我国贵州、云南、四川等西南地区，其中贵州省
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种植面积和产量最大［2］，约占全国的 90%，是贵

州省 12 个农业特色优势产业之一。刺梨鲜果采

摘期短、贮藏困难且口感酸涩，因此目前市售产

品以果汁、果干及果脯为主，刺梨发酵酒类产品

较少。发酵果酒以其乙醇含量低、营养价值高、

风味佳等特点深受消费者喜爱［3］。将新鲜刺梨

加工为果酒将极大提高产品附加值。目前市场

上销售的刺梨果酒主要为泡制酒，针对刺梨发

酵酒也有一些研究，通常以商业酵母菌株作为

发酵剂，以感官评价作为产品评价指标［4-6］，但

市 场 上 还 没 有 大 规 模 商 业 化 生 产 的 刺 梨 发

酵酒。

酵母菌是多种发酵产品的核心功能微生物，

其代谢产物（如乙醇与酯类）可显著提升产品风

味与口感［7］。不同水果因营养成分（如糖类、有

机酸等）差异 ，会影响酵母菌的生长及代谢功

能。因此，筛选适配特定水果的专属酵母菌株，

对提升发酵产品品质有重要意义［8］。朱其顺

等［9］从不同产地红茶菌中分离筛选优良酵母菌

来开发优质果茶饮料。目前针对刺梨发酵产品

酵母菌种筛选的研究有：于志海等［10-11］从自然发

酵刺梨中分离出性能与商业菌株接近的酿酒酵

母（Saccharomyces cerevisiae）；赵湖冰等［12］采用

嗅闻法从刺梨鲜果上筛选到一株产香浓郁的非

酿酒酵母 ，经鉴定为汉逊酵母（Hanseniaspora 

sp.） ；张小勤等［13］对比了商用酿酒酵母菌株，筛

选 出 兼 具 高 产 乙 醇 和 总 酯 的 刺 梨 果 酒 发 酵

菌株。

酵母菌在果酒发酵体系中常面临低 pH、高

乙醇、高 SO2 和高糖等胁迫环境，其生长代谢易

受抑制甚至使细胞失活，最终导致发酵终止。目

前，针对刺梨发酵专用酵母的研究依然欠缺，亟

待挖掘兼具高环境适应性与代谢活性的菌株。

作者以自然发酵刺梨渣中的酵母菌为研究对象，

通过 TTC 显色法初筛、发酵能力（杜氏管）复筛和

耐受性试验，定向分离性能优良的酵母菌株。进

一步测定其产酯能力，探究其应用潜能，以期将

其应用于刺梨发酵产品的生产，酿造风味和品质

俱佳的产品。

1　材料与方法

1.1　材料与试剂

刺梨渣：贵州龙里县种植的刺梨榨汁后所得；

乙醇：分析纯，南昌华鑫医药化工有限公司；盐酸：

分析纯，上海沪试实验室器材股份有限公司；氢氧

化钠、酚酞、偏重亚硫酸钾：分析纯，北京沃凯生物

科技有限公司；酵母浸粉、蛋白胨：北京奥博星生

物技术有限责任公司；无水葡萄糖、琼脂粉：常德

比克曼生物科技有限公司。

1.2　仪器与设备

高压蒸汽灭菌锅：RE5RAA 型，上海申安医

疗器械厂；干燥箱：BGG-9140A 型，上海一恒科

学仪器有限公司；超净工作台：DL-CJ-2NDI 型，

北京东联哈尔仪器制造有限公司；生化培养箱：

SHP-250 型 ，上海博讯实业有限公司医疗设备

厂；卧式恒温摇床：HZQ-C 型，常州洛基仪器有限

公司；电热恒温水浴锅：DKB24 型，上海森信实

验仪器有限公司；电子天平：FA2004W 型，上海

菁海仪器有限公司；分光光度计：CV5200PC 型，

上海元析仪器有限公司。

1.3　方法

1.3.1 培养基与溶液的配制  

TTC下层培养基：蛋白胨 1.00 g、葡萄糖 5.00 g、

酵母粉 0.75 g、酸性磷酸钾 0.50 g、硫酸镁 0.20 g、

柠檬酸 0.148 g、琼脂 2.00 g、水 100 mL；自然 pH，

121 ℃灭菌 20 min。

TTC上层培养基：TTC 0.05 g、葡萄糖 0.50 g、琼

脂 1.50 g、水 100 mL；自然 pH，121 ℃灭菌 20 min。

YPD 液体培养基：酵母浸粉 1.00 g、蛋白胨

2.00 g、葡萄糖 2.00 g、水 100 mL；自然 pH，121 ℃

灭菌 20 min。

PDA 固体培养基 ：马铃薯 20.00 g、葡萄糖

2.00 g、琼脂 2.00 g、蛋白胨 0.50 g、磷酸二氢钾

0.30 g、硫酸镁 0.15 g、水 100 mL；自然 pH，121 ℃

灭菌 20 min。

1.3.2 样品发酵与酵母菌初筛  

取 50 g 新鲜刺梨果渣置于无菌烧杯中，以保

鲜膜密封，28 ℃ 静置发酵至产生明显酒味（约

7 d）。取 1 g 发酵后的刺梨渣加到装有 10 mL 无

菌生理盐水的试管，以 10 倍梯度依次稀释制得
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1×10-7、1×10-6、1×10-5、1×10-4、1×10-3、1×10-2的稀释

液，吸取不同梯度样品稀释液各 100 μL 涂布于

TTC 下层平板，28 ℃恒温培养 24 h。选取菌落数

在 10~30 的平板，倾覆 TTC 上层培养基到菌落表

面，28 ℃避光培养 2~3 h。观察菌落呈色深浅并记

录，挑取深红色菌落进行多次划线纯化并保存

菌种。

1.3.3 杜氏小管产气试验复筛  

将得到的菌株接种到 YPD 液体培养基（内置

杜氏小管），于 28 ℃、150 r/min 摇床培养 48 h，分

别于 24、36、48 h 观察并记录产气情况，平行试

验 3次。

1.3.4 发酵性能筛选  

将活化后的菌株接种到 YPD 液体培养基，于

28 ℃、150 r/min 摇床培养 168 h，每 24 h 观察并记

录 CO2的质量，平行试验 3次。

1.3.5 耐受性试验  

将活化后的菌株分别接种到含不同 SO2质量浓

度（100、150、200、250 mg/L）、乙醇体积分数（6%、

8%、10%、12%）、pH（2.0、2.5、3.0、3.5）以及葡萄糖

质量分数（30%、40%、50%、60%）的 YPD 液体培养

基中，于 28 ℃恒温摇床培养 96 h，每 24 h 观察并记

录产气情况，以安琪生香酵母作为对照，每个试验

重复 3次。

1.3.6 形态学鉴定  

将菌株在 PDA 固体培养基划线，30 ℃静置培

养 24 h，观察并描述各菌株菌落形态，制片后用光

学显微镜观察菌体形态。

1.3.7 分子生物学鉴定  

提取菌株总 DNA 并对其 26S rDNA 的 D1/D2

区进行 PCR 扩增，扩增结果送至生工生物工程（上

海）股份有限公司进行测序，所得信息提交到美国

国家生物技术信息中心（https：//blast.ncbi.nlm.nih.

gov/）的 GenBank 数 据 库 进 行 Blast 比 对 ，并 用

MEGA 7.0软件构建系统发育树。

1.3.8 产酯量测定  

将活化后的菌株接种到 100 mL YPD 液体培

养基中，于 28 ℃培养 48 h。取 10 mL 发酵液和

10 mL去离子水至 250 mL三角瓶，摇匀，加入 1 g/dL

的酚酞指示剂，用 0.1 mol/L 的 NaOH 标准溶液滴

定至微红色，随后将溶液移至 250 mL 圆底烧瓶，

加入 10 mL NaOH 标准溶液开始回流皂化，反应

30 min 后立即用 0.1 mol/L 的 HCl 标准溶液滴定，

至微红色刚好消失，记录 HCl 溶液用量，按式（1）

计算发酵液的总酯质量浓度。

X = (V 1C 2 - V 2C 1 )× 88/10 （1）

式中：

X——发酵液的总酯质量浓度，g/L；

C2——NaOH 标准溶液浓度，mol/L；

V1——皂化时加入NaOH标准溶液的体积，mL；

C1——HCl标准溶液浓度，mol/L；

V2——HCl标准溶液的体积，mL。

1.4　数据处理及分析

采用 Excel 2013及 SPSS 20.0处理和分析试验

数据。

2　结果与讨论

2.1　菌株显色初筛结果

根据 TTC 显色结果对自然发酵刺梨果渣中

的酵母菌进行初筛，见表 1。TTC 可与酵母菌代

谢产物结合并发生显色反应，通过菌落红色的深

浅可判断酵母菌呼吸酶活力高低［14］，并可推断产

酯能力强弱。根据结果可判定这 24 株酵母菌均

有一定的产酯能力，因此选取这些菌株进行后续

研究。

表 1　初筛菌株编号及显色结果

Table 1　Strain numbers from primary screening and chromogenic 

results

菌株编号

B11

B12

B13

B14

B15

B16

B17

B18

B19

B20

B21

B22

颜色深浅

++

++

++

++

+++

+

++

+

++

+

++

+

菌株编号

B23

B24

B25

B26

B27

B28

B29

B30

B31

B32

B33

B34

颜色深浅

++

+

++

+

++

++

++

++

+

++

+++

++

注：“+”代表浅红色；“++”代表红色；“+++”代表深红色。
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2.2　产气试验复筛结果

将初筛得到的 24株菌株进行杜氏小管产气试

验，结果见表 2。B12、B15、B16、B17、B19、B26、

B27、B28、B29、B30、B33 均在 24 h 内起酵并产气

充满杜氏小管，B32 在 36 h 内产满气，B13 和 B23

在 48 h 内产满气。产气越早说明菌株的起酵能力

越强，产气越多说明菌株的发酵性能越强。刺梨

果汁及其他果汁富含糖类与蛋白质等成分，发酵

前避免高温灭菌以保留风味物质，若长时间无法

开始发酵，杂菌将快速繁殖，导致果汁变质，影响

产品品质，甚至发酵失败。因此选起酵能力强、发

酵 性 能 较 好 的 B12、B15、B16、B17、B19、B26、

B27、B28、B29、B30、B32、B33 这 12 株菌株进行后

续试验。

2.3　发酵性能筛选结果

由图 1 可知 ，B19、B17、B27、B30 在 24 h 内

快速启动发酵，CO2 质量损失高于其他菌株，与

杜氏小管产气试验结果一致。发酵 7 d 后，B17

的 CO2 质量损失最高 ，其次为 B19、B27、B29、

B30 和 B32。酵母菌会利用发酵液中的营养物

质进行生长和代谢，产生 CO2，使得发酵液质量

减轻 ，用 CO2 质量损失作为指标可更准确比较

各菌株的发酵能力，质量损失越大代表菌株发

酵能力越强。结合产气试验数据，B32 的起酵能

力较弱，因此筛选出 B17、B19、B27、B29 和 B30

进行后续耐受能力指标的测定。

2.4　耐受性结果

以安琪生香酵母为对照，各菌株的 SO2、乙

醇、pH 和葡萄糖耐受性测试结果见表 3。在果酒

酿造中为了防止杂菌污染以及保护果汁中的活

性成分［15］，一般不使用热灭菌，而是在发酵液中

加入一定量的 SO2。此外，SO2 还有促进果汁澄

清和增强抗氧化的作用［16］。当 SO2 质量浓度达

250 mg/L 时，5 株菌均表现优秀，有着较强的耐

SO2 能力。乙醇是酵母菌的代谢产物，随着发酵

的进行，发酵液中乙醇体积分数也逐渐增加，达

到一定程度会抑制酵母菌的生长代谢［17］，因此菌

株对乙醇的耐受性也决定了发酵程度。菌株 B17

的乙醇耐受性表现为优，可耐受体积分数 12% 的

乙醇；菌株 B29 的乙醇耐受性为良，菌株 B19、B27

和 B30 的乙醇耐受性为中等，5 株菌均可耐受体

积分数 6% 的乙醇。酵母菌在自然 pH 或弱酸性

条件下活性最强，也有研究者筛选出的耐酸性酵

母菌在 pH 3.0 时表现出较强的生长活性［18］。刺

梨果汁的 pH 通常为 3.0~4.0［19］，因此发酵刺梨果

汁的酵母菌需要有耐受低 pH 的能力，菌株 B19

的耐低 pH 能力较好，在 pH 为 2.0 时仍可产气。

菌株 B17 的低 pH 耐受性表现为良，在 pH 为 2.5 时

可产气。菌株 B27、B29 和 B30 的低 pH 耐受性

低，在 pH 为 3.5 时可产气。酵母菌可利用葡萄糖

作为能量来源 ，若浓度太高会抑制酵母菌生

长［20］，因此优质的酵母菌株应具有较高的葡萄糖

耐受性。5 株菌的高糖耐受性均表现为优，最高

可耐受质量分数 60% 的葡萄糖。

图 1　不同菌株发酵过程中 CO2质量损失

Fig. 1　CO2 mass loss during fermentation by different strains

表 2　杜氏小管产气试验结果

Table 2　Gas production test results in Durham tubes

菌株编号

B12

B13

B15

B16

B17

B19

B23

B26

B27

B28

B29

B30

B32

B33

24 h产气情况

++++

++

++++

++++

++++

++++

++

++++

++++

++++

++++

++++

+++

++++

36 h产气情况

++++

+++

++++

++++

++++

++++

+++

++++

++++

++++

++++

++++

++++

++++

48 h产气情况

++++

++++

++++

++++

++++

++++

++++

++++

++++

++++

++++

++++

++++

++++

注：“+”代表杜氏小管充满 1/4气体；“++”代表杜氏小管充满 1/2气

体；“+++”代表杜氏小管充满 3/4气体；“++++”代表杜氏小管充

满气体。
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综合来看，筛选的 5 个菌株在 SO2和葡萄糖耐

受性方面与安琪生香酵母接近，在乙醇耐受性和

低 pH 耐受性上，部分菌株弱于对照，且 B27和 B30

总体表现均较差，故舍弃。筛选菌株是为了应用

于刺梨产品的发酵，考虑到发酵果酒的乙醇体积

分数均较低，且随着发酵的进行，发酵液的 pH 会

逐渐增大［21］，因此其余 3 个菌株在刺梨发酵工业

上均具有一定的应用潜力。

2.5　酵母菌株的鉴定

在光学显微镜下观察各菌株细胞均呈椭圆

形，并有出芽现象，见图 2。基于 26S rDNA 序列

和 M EGA 7.0 软件的邻接法（neighbor-joining）

构建菌株的系统发育树，见图 3。B17、B29 均为

库德里亚毕赤酵母（Pichia kudriavzevii），B19 为

马克斯克鲁维酵母（Kluyveromyces marxianus）。

库德里亚毕赤酵母曾被称为东方伊萨酵母

（Issatchenkia orientalis）［22］，具有优秀的耐酸和

耐高温性能，在多种类型白酒的发酵过程中起

重要作用［23］。其可降解有机酸，能够分泌多种

具有益生功能的酶类和风味物质，并且其分泌

的纤维素酶可将富含纤维素的农业废弃物转化

为生物乙醇［24-25］。有研究者利用库德里亚毕赤

酵母与酿酒酵母混合发酵生产果酒，可显著增

加风味，提高果酒品质［26］，且该酵母菌的益生功

能在发酵食品和饲料等产业也有广阔的应用前

景［27］。马克斯克鲁维酵母生长速度快，同样也

具有多种益生活性［28］和利用纤维素发酵生产生

物乙醇的功能［29］。

2.6　酵母菌应用潜力研究

酵母菌在发酵过程中会产生醇、酯、高级酚

等风味成分［30-31］，对果酒等发酵制品风味和品质

有重要影响，为研究所筛选酵母菌在刺梨发酵果

酒中的应用潜力，进行产酯能力测定，结果见图 4。

B17 和 B29 的产酯量分别为 4.11 g/L 和 4.31 g/L，

B19 的产酯量为 3.93 g/L，均低于对照酵母菌。有

研究者从白酒酒醅中筛选到库德里亚毕赤酵母，

测定其产酯量为 3.45 g/L［32］。有研究者从自然腐

烂的菠萝筛选得到马克斯克鲁维酵母，产酯量为

3.26 g/L［33］。

研究者对其他产酯酵母菌种也进行了筛选。

如李欢欢等［34］从自然发酵板栗中筛选得到一株汉

逊德巴利酵母（Debaryomyces hansenii），经产酯条

件优化后产酯量达 1.17 g/L。梁景龙等［35］将一株

葡萄牙棒孢酵母（Clavispora lusitaniae）进行航天

表 3　耐受能力对比分析

Table 3　Comparative analysis of stress tolerance

菌株

B17

B19

B27

B29

B30

对照

SO2

+++

+++

+++

+++

+++

+++

乙醇

+++

+

+

++

+

+++

pH

++

+++

-

-

-

+++

葡萄糖

+++

+++

+++

+++

+++

+++

注：“-”代表耐受性低；“+”代表耐受性中等； “++”代表耐受性

良； “+++”代表耐受性优。

图 2　菌体形态观察

Fig. 2　Morphology of microbial cells

图 3　系统发育树

Fig. 3　Phylogenetic tree
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诱变选育 ，突变菌株产酯量显著提高 ，最高达

1.47 g/L。作者筛选得到的 3株酵母菌初步发酵结

果显示，其产酯量均高于同类型研究。

3　结论

贵州省的刺梨种植面积和产量均居全国首

位，但刺梨产业目前面临产品类型少、附加值低

及资源利用率低等问题，因此作者从自然发酵

刺梨果渣中筛选酵母菌，为刺梨发酵产品的酿

造提供优质菌种。经过 TTC 显色培养基初筛、

产气试验复筛及发酵性能筛选，已从数量众多

的菌株中筛选出性能优异的 5 个菌株，编号分别

为 B17、B19、B27、B29 和 B30，进一步通过耐受

性 能 测 定 发 现 ，5 株 菌 均 可 耐 受 250 mg/L 的  

SO2、体积分数 6% 的乙醇、质量分数 60% 的葡萄

糖、pH 3.5 的环境。与对照菌株安琪生香酵母

相比，所筛选的菌株在 SO2 和葡萄糖耐受性上表

现一致，乙醇耐受性和低 pH 耐受性上稍弱，最

终选择 3 株耐受性能较好的菌株进行形态学和

分子生物学鉴定。经鉴定 B17 和 B29 均为库德

里亚毕赤酵母（Pichia kudriavzevii），B19 为马克

斯克鲁维酵母（Kluyveromyces marxianus）。为进一

步研究筛选所得菌株在刺梨果酒中的应用潜

力，考察其产酯能力，发现 3 株酵母菌均有较强

的 产 酯 能 力 。 作 者 筛 选 的 3 株 酵 母 菌（B17、

B19、B29）兼具高耐受性与产酯能力，为刺梨果

酒风味优化提供了优质菌种资源。后续研究需

要通过刺梨汁发酵试验验证其实际应用效果，

并探索与酿酒酵母的协同发酵能力。
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