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摘要：应用传统微生物分类方法和现代分子生物学鉴定方法对一株酒精发酵菌株 K6的分类进行鉴定，并对 3 

种不同原料发酵检验其产酒精的效果。K6生物学及生理生化特性与假丝酵母属 (Candida)类似，与酵母属 

的同源性达 98 ，比对的 E值最小，分值最高，发育关系非常接近，初步鉴定 K6为假丝酵母属。K6在木薯淀 

粉为原料的酒精发酵时，缩短发酵时间 7～10h，对 3种原料平均产酒率提高 8．8 。表明菌株 K6能够降低 

挥发酸，缩短发酵时间，提高产酒率 。 
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Abstract：By traditional morphology and modern molecular biology identification，a yeast 

strain K6 iS classified and identified．Ethanol production from 3 different feedstocks by strain 

K6 was detected．The biology，physiological and biochemical characteristic indicate the strain 

K6 is very similar to Candida that is 98 homologous to yeasts．According tO the low E val～ 

ue with high score and very closely phylogenetic relationships，strain K6 can be preliminary 

determined as Candida．The fermentation time for strain K6 using cassava starch as feed— 

stock can be reduced 7～ 1 0 hours．The ethanol yield of strain K6 from al1 three types of feed 

stock iS increased 8．8 ．These indicate that the strain K6 can decrease the volatile acicl， 

shorten the fermentation time and increase ethanol yield． 

Key words：ethanol fermentation，strain—indentification，Can dida 

应用分子生物学方法从遗传进化角度阐明种群 

之间和种问内的分类学关系是微生物分类学的研究 

热点 。分子生物学技术具有操作简便 ，特异性高和 

准确性可靠等优点，同时可以弥补某些通过传统形 

态分类学无法准确鉴定 的不足 ，现在已经广泛应用 

于微生物菌种鉴定工作 中l_1]。酒精发酵菌株 K6添 

加到酒精生产的发酵 中，不但能抑制杂菌生长 ，稳定 

发酵环境 ；而且能激发酵母活性 ，缩短发酵时间 ；还 
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能够有效转化原料中不易被酵母转化的不可发酵性 

糖 ，大大提高酒精的产量。本文应 用传统 的微生物 

分类和现代分子生物学鉴定相结合的方法，对一株 

酒精发酵菌株 K6进行鉴定 ，并对其发酵效果进行 

检验 。 

1 材料与方法 

1．1 菌株 

实验菌株 K6由南宁市东凯生物工程有限公 卅 

提供 。 

1．2 培养基制备 

基础液体培养基：蛋白胨 0．2 、酵母膏 0．2 、 

葡萄糖 0．6 、KH PO 0．02 ，蒸馏水配制，pH值 
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4．0～5．0，常规灭菌。 

传代活化培养基：蛋白胨 1 、酵母膏 0．1 、葡 

萄糖 2 、MgSO ·7H O0．05 、琼脂 2 ，自来水 

配制 ，自然 pH值 ，常规灭菌后摆斜面 。 

豆芽汁液 体培养基 ：黄豆芽 10 煮沸 30min， 

10 蔗糖，自然 pH值，常规灭菌，固体则加 1．5 

琼脂 。 

发酵培养基：甘蔗红糖 1．5 ，蛋白胨 0．2 ，豆 

粉 0．2 ，硫酸镁 0．03 ，磷酸二氢钾 0．03 ，酵母 

膏 0．2 9／6，牛肉膏 0．02 。 

活性干酵母从武汉安琪酵母公司购买，糖蜜从 

平果凯特生物化工有限公司购买，木薯粉从平果凯 

特生物化工有限公司购买 。 

1．3 菌株的培养及形态特征观察 

(1)将菌株 K6接种于豆芽汁液体固体培养基 

中，28℃培养 3d，显微镜下观察其细胞的形态特征， 

用测微尺测定细胞大小；(2)将菌株 K6接种于 Gor— 

odkowa培养基上l_2]，28℃培养 3～5d，涂片、染色观 

察子囊孢子的形成，连续观察 21d。(3)用划线法将 

菌株 K6接种于马铃薯琼脂培养基中，在划线部分 

加无菌盖玻片 ，28℃培养 3～5d，取下盖玻片 ，放到 

洁净载玻片上 ，在显微镜下观察假菌丝的形状 。(4) 

将菌株 K6在 PDA平板上“+”字划线接种，把接种 

后的培养皿倒置放入另一个 PDA平板中，底层的 

培养皿放一个无菌载玻片，将两个培养皿扣紧，置 

28℃培养 21d，如有掷孢子，则释放的掷孢子在下层 

培养基上形成菌落，取出载玻片上收集的掷孢子在 

显微镜下观察掷孢子形态_3]。 

1．4 生理生化特性试验 

参照文献E2]进行糖发酵、碳源同化、肌醇同化、 

氮源同化试验以及产类淀粉化合物、产酯、耐高渗透 

压等试验。 

1．5 生物学特征观察 

生长温度试验：在基础液体培养基中，接种相同 

的纯化菌株 ，设置不同的温度(℃)25，28，30，32，35， 

4O，45，培养 14h，观察菌株生长情况 ，取样测定各个 

温度点的 0D 。。和出芽率 。 

生长 pH值试验：在基础液体培养基中，接种相 

同的纯化菌株，分别设置不同的 pH值 3．0、3．5、 

4．0、4．5、5．0、5．5、6．0、7．0、8．0，28℃培养 14h，观 

察菌株生长情况 ，取样测定各个 pH 值 的 OD 。。和 

出芽率。 

1．6 分子生物学鉴定 

参照文献E4]酵母总 DNA快速分离方法提取 

菌株 的总 DNA。用酵母菌 18SrDNA 区段 的特异 

引物进行 PCR扩增 ，引物序列 ，上游引物为 

5 一CAAGACGTGGAGCGTGCGG一3 。 

下游引物为 

5 一TGTAGTGCGCGTGTCGCCC一3 。 

由上海生工生物有限公司合成。PCR反应程序为 

95℃预变性 2min，94。C 变性 lmin；54。C 复性 30s； 

72℃延伸 2min，共 3O个循环 。72℃延伸 lOmin，所 

得 PCR产物经试剂盒 (上海生工生物有限公 司)纯 

化后 ，送 上海 生工 生物 有 限公 司进 行测序 。利用 

GeneBank公共资源数据库中的 BLASTn分析软件 

进行同源性分析 。 

1．7 菌株发酵试验 

分别 按照文献 [5]中的工艺流程 图，添加 

0．04 菌株 K6到发酵中，检测残余还原糖、酒份、 

挥发酸等发酵指标。 

2 结果与分析 

2．1 菌株 K6的形态特征 

由图 1可以看出，菌株 K6菌落特征为典型的 

酵母菌落：乳白色，表面光泽、湿润，突起，圆形，边缘 

规则整齐，易挑起，挑起时呈黏糊状，液体培养 2d后 

三角瓶底部出现白色沉淀，表面有醭膜；细胞多形 

态 ，椭 圆、卵 圆，长、短 卵 形，细 胞 大小 为 (5 m× 

5t~m)～(2．6ffm×10t~m)；繁殖方 式为芽殖 ，一端、 

两端或多边芽殖，有假菌丝(图 2)，无子囊孢子，无 

掷孢子。在豆汁液体培养基 中，28℃培养 1d后 ，细 

胞大部分呈短卵形，3d后细胞伸长变为长卵形，有 

时接近圆形，为 (2．6～5)ffmX(10～11)“1TI。在豆 

汁固体培养基中生长，28℃培养 1d后，细胞大部分 

呈长卵形，3d后细胞多为长棒状，有的芽体也伸长， 

呈长棒状 ，细胞大小为(2．6～3) m×(10～25) in。 

在发酵试验中，发酵培养基接种菌株 K6后，7Oh后 

观察细胞为圆形 ，细胞为(6～7) mX(8～9) m。 

图 1 菌株 K6 

2．2 菌株 K6的生理生化特性 

糖发酵、碳源同化、氮源同化试验结果表明，K6 
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3 结束语 

本文通过对酒精发酵菌株 K6生物学及其生理 

生化特性 的研究 ，发现菌株 K6呈多种形态 ；繁殖方 

式为芽殖 ，有假菌丝 ，无子囊孢子 ，革兰氏染色 为阴 

性 ；能发酵葡萄糖 、蔗糖、果糖 、半乳糖、甘露糖、麦芽 

糖 、木糖 ；能 同化葡萄糖 、蔗糖 、果糖 、半乳糖 、甘露 

糖 、木糖 、乳糖、可溶性淀粉 (不定 )、松三糖 、山梨糖 

(不定)；氮源可以同化硫 酸胺 ，不能同化硝酸钾 ；耐 

高渗透压；产酯；最适 pH值为 4．0～4．5，最适温度 

为 28～32C。同源性分析显示菌株 K6与假丝酵母 

属 (Candida)的同源性达到 98 ，比对的 E 值最 

小 ，分值最高 ，发育关 系非常接近 ，这与生理生化鉴 

定结果相一致 。假丝酵母属是酵母属 中最大的一 个 

属，包括近 200种 ，在常规分类所测试 的 3O～4O项 

生理生化形 状 中，许 多种 问往往 只存 在一 两 项 区 

别 ]，所以，对其分类鉴定 ，我们还应该进一步 的深 

入研究。酒精发酵试验 结果表明 ．菌株 K6能 同时 

具有降低挥发酸，缩短发酵时间，提高产酒率，增加 

酒精产量的作用，其 中，在淀粉质原料中的应Hj特圳 

显著 ，能 缩 短 时 间 7～ 10h，酒 精 产 量平 均 提 高 

8．8 。菌株 K6能广泛应用 于不同原料的酒精 发 

酵生产中，是酒精发酵行业技术发展的新突破。 
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