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产香酵母分离鉴定与苹果酒发酵中的应用
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摘要：为获得可用于苹果酒发酵的产香酵母，提高苹果酒的香气质量，采集苹果果库空气样和苹果样品，经分离纯

化、产酯试验筛选得到６株具有产香能力的酵母，对其进行形态观察及相关生理生化特性研究，对 ＩＴＳｒＤＮＡ序列进

行扩增和克隆测序，结合与标准菌株的 ＩＴＳ同源性分析和系统发育树的构建，明确了 ６株分离菌株的遗传学位置，

其中菌株 ＹＮ６被鉴定为 Ｗｉｃｋｅｒｈａｍｏｍｙｃｅｓａｎｏｍａｌｕｓ，该菌株产香能力较强，且能提高苹果酒的感官质量。苹果酒的

ＧＣ ＭＳ分析结果表明，与对照菌株 ＷＬＳ２１独立发酵结果相比，接种 ＹＮ６混合发酵后，主要挥发性香气物质的质量

浓度由 ２４８０９ｍｇ／Ｌ提高到 ４９６１４ｍｇ／Ｌ。
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　　引言

产香酵母，又称产酯酵母，是一类能产生挥发性

香味物质的非酿酒酵母。此类酵母在白酒、葡萄酒、

黄酒、食醋、酱油和香精香料等行业的应用已有较多

研究
［１～８］

，尤其是近年来对各种酒类的研究发现，产

香酵母能分泌葡萄糖苷酶、蛋白酶、果胶酶以及脂肪

水解酶等酶类，从而在代谢过程中产生大量的酯类

和醇类等香味物质，使酒体协调，赋予酒体浓郁的发

酵香味，提高产品质量
［９～１１］

。将其与酿酒酵母混合



构成发酵菌群，是目前的研究热点
［１２～１３］

。

随着我国苹果产业的不断发展，苹果酒成为果

酒行业的新贵
［１４］
。苹果酒营养丰富，风味独特，具

有很好的保健作用，发展苹果酒产业具有广阔的市

场前景。苹果酒产业在我国起步相对较晚，生产工

艺尚不成熟，且发酵用的菌种大多直接使用葡萄酒

活性干酵母，缺乏专一性，造成产品同质化现象严

重，而大自然的野生酵母资源却没有得到充分的利

用。因此，产香酵母的开发将是苹果酒产业的一个

重要研究方向。

本文从苹果果库中采集空气样和不同品种的苹

果样品，对产香酵母进行分离纯化，对得到的菌株进

行形态观察及生理生化特性研究，结合 ＩＴＳ序列鉴
定及系统发育树的构建，对分离菌株进行种属鉴定；

将其应用于苹果酒发酵，筛选出产香性能优良的菌

株，研究其产香特性。

１　材料与方法

１１　样品
采自西北农林科技大学食品学院苹果贮藏库。

空气样品采集：将事先准备好的 ＹＰＤ固体培养
基平板按照五点采样法放置在果库中，打开培养皿

盖，在空气中放置 １０ｍｉｎ，每个采样点设重复采样
平皿和空白对照平皿各 １个，收集后的样品立即带
回实验室处理。

苹果样品采集：从果库中选取红富士、黄元帅和

秦冠 ３个品种的健康果子各 ２ｋｇ，装入无菌自封袋
中，迅速带回进行处理。

１２　菌种和培养基
菌种：苹果酒酵母 ＷＬＳ２１，西北农林科技大学

发酵动力学实验室保存。

ＹＰＤ培养基：酵母浸粉１０ｇ／Ｌ，蛋白胨２０ｇ／Ｌ，
葡萄糖２０ｇ／Ｌ（固体培养基加入琼脂粉１５～２０ｇ／Ｌ）。

ＰＤＡ培养基：马铃薯 ２００ｇ／Ｌ，葡萄糖 ２０ｇ／Ｌ，
琼脂 １５～２０ｇ／Ｌ。

产酯培养基：葡萄糖 ５０ｇ／Ｌ，用 １００ｇ／Ｌ豆芽汁
配置，分装于５０ｍＬ三角瓶中，每瓶 ２０ｍＬ，１１５℃灭
菌。

苹果 酒 发 酵 培 养 基：浓 缩 苹 果 汁 稀 释 至

２２°Ｂｒｉｘ，１００℃灭菌１５ｍｉｎ。
１３　主要仪器和设备

ＨＨ ６型恒温水浴锅（上海福玛实验设备有限
公司），ＨＷＳ ８０型智能恒温恒湿箱（宁波海曙赛福
实验仪器厂），ＨＣ ３０１８Ｒ型高速冷冻离心机（安徽
中科中佳科学仪器有限公司），ＣＸ３１型显微镜（日
本奥林巴斯），ＰＣＲ反应扩增仪（加拿大 ＢＢＩ公司），

ＤＹＹ ８型稳压稳流电泳仪（上海琪特分析仪器有
限公司），凝胶成像系统（美国 ＧｅｎｅＧｅｎｉｕｓ公司），
移液器（德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司），ＴｒａｃｅＤＳＱ气象色谱
质谱联用仪（美国热电公司）。

１４　酵母菌的分离与纯化
１４１　空气样品中酵母菌的分离纯化

将采集样品的平皿置于 ２８℃恒温培养箱中培
养２～４ｄ，挑取不同形态的单菌落反复多次划线进
行分离纯化。

１４２　苹果样品中酵母的分离纯化
在无菌条件下，取适量苹果皮加入盛有 １００ｍＬ

ＹＰＤ液体培养基的２５０ｍＬ三角瓶中，２８℃，１５０ｒ／ｍｉｎ，
摇床培养１～２ｄ进行富集，将培养液逐级稀释，取
合适的梯度涂布于添加青霉素的 ＹＰＤ培养基平板
上。置于２８℃恒温培养箱中培养２～４ｄ，挑取单菌
落反复多次划线分离纯化。

经过多次分离纯化，得到典型酵母菌种，保藏于

ＹＰＤ斜面上。
１５　产香酵母的筛选

将分离得到的酵母菌株分别接入产酯培养基中

进行产酯试验，２８℃培养 ２～４ｄ，筛选出风味柔和、
有发酵香气的菌株。

１６　酵母菌的形态观察及生理生化特性
选取培养２４ｈ的酵母菌纯培养物，对其进行细

胞形态、菌落培养特征、假菌丝和子囊孢子观

察
［１５～１６］

；并进行碳源同化试验、氮源同化试验、硝酸

盐还原试验、石蕊牛乳试验、明胶液化试验和尿素分

解试验等生理生化试验
［１５～１６］

。

１７　ＩＴＳｒＤＮＡ序列鉴定
１７１　模板 ＤＮＡ的提取

根据生工ＳＫ１３７５真菌基因组ＤＮＡ抽提试剂盒
说明书提取酵母菌的 ＤＮＡ。
１７２　ＩＴＳｒＤＮＡ的 ＰＣＲ扩增及切胶纯化

ＰＣＲ 扩 增 引 物 为： 上 游 引 物 ＩＴＳ１：
５’ＴＣＣＧＴＡＧＧＴＧＡＡＣＣＴＧＣＧＧ３’，下游引物 ＩＴＳ４：
５’ＴＣＣＴＣＣＧＣＴＴＡＴＴＧＡＴＡＴＧＣ３’，由上海生工生
物工程股份有限公司合成。

ＰＣＲ反应体系（２５μＬ）：模板 ＤＮＡ１μＬ，引物
ＩＴＳ１／ＩＴＳ４（１０μｍｏｌ／Ｌ）各０５μＬ，ｄＮＴＰｍｉｘ（１０Ｍｍ
ｅａｃｈ）０５μＬ，１０×ＴａｑＲｅａｃｔｉｏｎＢｕｆｆｅｒ２５μＬ，Ｔａｑ
酶（５Ｕ／μＬ）０２μＬ，加双蒸水至２５μＬ。

ＰＣＲ反应程序：预变性 ９４℃、５ｍｉｎ；循环：变性
９４℃、３０ｓ，退火５５℃、３５ｓ，延伸７２℃、１ｍｉｎ，３５个循
环，延伸８ｍｉｎ。

用质量分数为２％的琼脂糖凝胶电泳对 ＰＣＲ扩
增产物进行检测，使用上海生工的 ＵＮＩＱ １０柱式
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ＰＣＲ产物回收试剂盒对 ＰＣＲ产物进行纯化。
１７３　目的片段 ＴＡ克隆、连接产物转化以及蓝白

斑筛选

使用上海生工的 Ｔ载体 ＰＣＲ产物克隆试剂盒
对 ＰＣＲ产物进行 ｐＵＣｍＴ克隆连接，再用 ＳＫ２３０１
一步法制备高效感受态细胞试剂盒进行产物转化。

选择 ＩＰＴＧ／Ｘｇａｌ平板上生长的白色菌落，用牙签挑
至含有氨苄青霉素的液体培养基，３７℃培养过夜。
１７４　质粒提取及 ＤＮＡ测序

使用上海生工的质粒提取试剂盒 ＳＫ１１９１ＵＮＩＱ
１０柱式质粒小量抽提试剂盒提取 ＤＮＡ，交由上海生
工生物工程股份有限公司进行序列测定。

１７５　ＩＴＳｒＤＮＡ序列同源性分析及系统发育树的
构建

测序获得 ＩＴＳｒＤＮＡ片段的基因序列，通过
ＮＣＢＩ的 ＢＬＡＳＴ比对，获得同源性较高的已知标准
菌株信息，利用 Ｍｅｇａ５１软件进行多序列比对分析
及系统发育树的构建。

１８　苹果酒的酿造
将分离得到的产香酵母与实验室保存的苹果酒

酵母 ＷＬＳ２１同时接种到发酵培养基进行苹果酒的

混合发酵，测定苹果酒的总酯含量以及总酸含量、

ｐＨ值和可溶性固形物等基本理化指标［１７～１８］
；挥发

性香气成分的测定采用 ＳＰＭＥ ＧＣ ＭＳ的方
法

［１９］
，以 ＷＬＳ２１酵母单独发酵的苹果酒作为对照。

１９　苹果酒的感官评定
采用百分制法，由１５名具有相关经验并经过培

训的专家组成感官评定小组，从外观（２０分）、香气
（３０分）、滋味（４０分）、典型性（１０分）４个方面分别
对各个酒样进行感官评定，酒样的得分为 ４项得分
之和

［１８，２０］
。

２　结果与分析

２１　酵母菌的分离纯化和产香酵母的筛选
从苹果样品和果库空气样品共分离得到 １８株

具有代表性的典型酵母菌株。将各菌株接入产酯培

养基中，经２８℃、５ｄ培养，筛选到 ６株酵母的培养
液有较好的香味，初步确定其为产香酵母，编号分别

为 ＹＮ１、ＹＮ２、ＹＮ３、ＹＮ４、ＹＮ５、ＹＮ６。
２２　酵母菌的形态观察

对６株产香酵母的菌落形态、细胞形态、繁殖方
式以及液体培养特征进行观察，结果如表１所示。

表 １　分离菌株的形态、繁殖方式及液体培养特征鉴定结果

Ｔａｂ．１　Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ，ｒｅｄｕｃｔｉｖｅｐａｔｔｅｒｎａｎｄｃｕｌｔｕｒａｌｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｏｆｔｅｓｔｅｄｙｅａｓｔｓ

菌种

编号

菌落形态 细胞形态 繁殖方式 液体培养特征

形状 侧面 边缘 颜色 表面 形状 大小／ｎｍ 假菌丝 无性繁殖 子囊孢子 清浊 菌蹼 气泡 沉淀

ＹＮ１ 圆形 突起 整齐 淡黄 水样 椭圆 ２～３ 有 两端芽殖 有 浊 无 无 有

ＹＮ２ 圆形 突起 整齐 白色 水样 椭圆 ２～４ 无 周身芽殖 有 清 无 无 有

ＹＮ３ 圆形 突起 整齐 白色 水样 卵圆 ２～３ 无 周身芽殖 有 浊 无 无 有

ＹＮ４ 圆形 突起 整齐 白色 蜡样 卵圆 ２～５ 有 周身芽殖 无 浊 有 有 有

ＹＮ５ 圆形 突起 整齐 粉白 蜡样 卵圆 ３～６ 有 周身芽殖 无 浊 有 有 有

ＹＮ６ 圆形 突起 整齐 白色 蜡样 椭圆 ２～４ 有 周身芽殖 有 浊 有 有 有

２３　生理生化特性研究结果
对分离菌株进行生理生化特性研究，结果如

表２～５所示。
从表 ２和表 ３可以看出，所有分离菌株均能同

化碳源葡萄糖、蔗糖和果糖，均不能同化乳糖、肌醇、

木糖醇、阿拉伯醇、柠檬酸和苹果酸；所有菌株均能

同化氮源 ＮＨ４Ｈ２ＰＯ４。从石蕊牛乳试验的结果
（表４）可以看出，菌株 ＹＮ１、ＹＮ２、ＹＮ３可产生凝乳
酶使凝乳蛋白凝固，菌种 ＹＮ４、ＹＮ５、ＹＮ６可以代谢
产生碱类物质，使石蕊颜色变成蓝色。此外，在硝酸

盐还原试验、明胶水解等试验中（表５），所有分离菌
株表现出一致的性状。

２４　ＩＴＳｒＤＮＡ序列鉴定
２４１　ＰＣＲ产物电泳结果

以 ＩＴＳ１和 ＩＴＳ４为扩增引物对分离菌株的模板

ＤＮＡ进行特异性扩增得到各分离菌株 ＩＴＳｒＤＮＡ序
列，ＰＣＲ产物经电泳检测可知片段长度为 ６０７～
８４２ｂｐ（碱基对）左右，如图１所示。
２４２　ＩＴＳｒＤＮＡ序列同源性分析及系统发育树的

构建

对所有菌株的 ＩＴＳｒＤＮＡ片段的基因序列进行
克隆测序，将其与 Ｇｅｎｂａｎｋ数据库中已知标准酵母
菌 ＩＴＳ基因序列进行比对，结合构建系统发育树的
结果可知，ＹＮ１、ＹＮ４、ＹＮ６与标准菌株 ＧＱ３７６０７６１
的 ＩＴＳ同源性大于 ９９％，判定为 Ｗｉｃｋｅｒｈａｍｏｍｙｃｅｓ
ａｎｏｍａｌｕｓ，菌株 ＹＮ２、ＹＮ３与标准菌株 ＫＣ１８３７２９１
的 ＩＴＳ同 源性大 于 ９９％，判定为 Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ
ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ，ＹＮ５与标准菌株 ＡＹ９３９７９２１的 ＩＴＳ同源
性大于９９％，判定为一株 Ｐｉｃｈｉａｇｕｉｌｌｉｅｒｍｏｎｄｉｉ。
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表 ２　分离菌株的碳源同化特性

Ｔａｂ．２　Ｃａｒｂｏｎａｓｓｉｍｉｌａｔｉｏｎｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｏｆｔｅｓｔｅｄｙｅａｓｔｓ

碳源
菌株编号

ＹＮ１ ＹＮ２ ＹＮ３ ＹＮ４ ＹＮ５ ＹＮ６

葡萄糖 ┼ ┼ ┼ ┼ ┼ ┼

乳糖 ─ ─ ─ ─ ─ ─

麦芽糖 ─ ┼ ┼ ┼ ┼ ┼

蔗糖 ┼ ┼ ┼ ┼ ┼ ┼

酒石酸钠 ─ ─ ─ ─ ─ ─

果糖 ┼ ┼ ┼ ┼ ┼ ┼

淀粉 ┼ ─ ─ ┼ ─ ─

Ｄ山梨醇 ─ ─ ─ ─ ─ ─

Ｄ甘露醇 ┼ ─ ─ ─ ─ ─

肌醇 ─ ─ ─ ─ ─ ─

木糖醇 ─ ─ ─ ─ ─ ─

阿拉伯糖 ─ ─ ─ ─ ─ ─

柠檬酸 ─ ─ ─ ─ ─ ─

乙酸 ─ ─ ─ ┼ ┼ ┼

苹果酸 ─ ─ ─ ─ ─ ─

　　注：“┼”表示可同化，“─”表示不可同化。

表 ３　分离菌株的氮源同化特性

Ｔａｂ．３　Ｎｉｔｒｏｇｅｎａｓｓｉｍｉｌａｔｉｏｎｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｏｆｔｅｓｔｅｄｙｅａｓｔｓ

氮源
菌株编号

ＹＮ１ ＹＮ２ ＹＮ３ ＹＮ４ ＹＮ５ ＹＮ６

ＮＨ４Ｈ２ＰＯ４ ┼ ┼ ┼ ┼ ┼ ┼
（ＮＨ４）２ＨＰＯ４ ─ ┼ ┼ ┼ ┼ ┼
ＫＮＯ３ ─ ─ ─ ┼ ┼ ┼
（ＮＨ４）２ＳＯ４ ─ ─ ─ ┼ ┼ ┼

　　注：“┼”表示可同化，“─”表示不可同化。

表 ４　分离菌株的石蕊牛乳试验特性

Ｔａｂ．４　Ｌｉｔｍｕｓｍｉｌｋｔｅｓｔｓｏｆｔｅｓｔｅｄｙｅａｓｔｓ

现象
菌株编号

ＹＮ１ ＹＮ２ ＹＮ３ ＹＮ４ ＹＮ５ ＹＮ６

颜色反应 淡紫 淡紫 淡紫 蓝 蓝 蓝

凝乳 ┼ ┼ ┼ ─ ─ ─

胨化 ─ ─ ─ ─ ─ ─

酸凝固 ─ ─ ─ ─ ─ ─

氧化还原 ─ ─ ─ 白色 白色 白色

　　注：“┼”表示阳性，“─”表示阴性。

表 ５　分离菌株的其他生理生化特性

Ｔａｂ．５　Ｏｔｈｅｒｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓｏｆｔｅｓｔｅｄｙｅａｓｔｓ

项目
菌株编号

ＹＮ１ ＹＮ２ ＹＮ３ ＹＮ４ ＹＮ５ ＹＮ６

硝酸盐还原试验 ┼ ┼ ┼ ┼ ┼ ┼

产氨试验 ─ ─ ─ ─ ─ ─

脲酶试验 ─ ─ ─ ─ ─ ─

甲基红（Ｍ．Ｒ）试验 ┼ ┼ ┼ ┼ ┼ ┼

明胶水解试验 ─ ─ ─ ─ ─ ─

淀粉水解试验 ┼ ┼ ┼ ┼ ┼ ┼

　　注：“┼”表示阳性，“─”表示阴性。

图 １　分离菌株和两株阳性对照的 ＰＣＲ产物琼脂糖

凝胶电泳图谱

Ｆｉｇ．１　ＡｇａｒｏｓｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｏｆＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆ

ｔｅｓｔｅｄｙｅａｓｔｓａｎｄｐｏｓｉｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ
　
２５　苹果酒的酿造

分别测定不同菌株与 ＷＬＳ２１混合发酵得到的
苹果酒中酯类物质的总量，判断各个分离菌株的产

香能力，以苹果酒酵母 ＷＬＳ２１单独发酵得到的苹果
酒作为对照，不同菌株发酵得到的苹果酒的各项理

化指标及感官得分如表６所示。
从表６可以看出，ＹＮ６和 ＷＬＳ２１混合发酵得到

的苹果酒可溶性固形物含量最低，其发酵最完全；接

种产香酵母进行混合发酵，总酯含量较之对照中的

３２１ｇ／Ｌ，均有不同程度的提高，其中菌株 ＹＮ６与
ＷＬＳ２１混合发酵后，总酯含量高达 ４６６ｇ／Ｌ，提高
了４５１％。说明菌种 ＹＮ６产酯能力最强，可以改善
苹果酒酯香不足的问题。综合外观、香气、滋味和典

型性等感官指标，ＹＮ６与 ＷＬＳ２１混合发酵所得苹果
酒的感官得分最高，说明菌株 ＹＮ６可以从不同方面
综合提高苹果酒的质量。进一步对 ＹＮ６的产香特
性进行研究，用 ＳＰＭＥ ＧＣ ＭＳ的方法检测苹果酒
的挥发性香气成分，结果如表７所示。

从 ＧＣ ＭＳ的测定结果可以看出（表 ７），苹果
酒的挥发性香气成分主要是酯类、高级醇类、脂肪酸

类以及少量的醛类、酮类等。接种产香酵母 ＹＮ６对
苹果酒的挥发性香气影响较大，香气物质的种类和

含量都有所增加，其中 ＹＮ６产生的特有物质包括丙
酸乙酯、乙酸丙酯、乙酸２甲基丙基酯、乙酸异丁
酯、乙酸丁酯和壬醛。苹果酒酵母 ＷＬＳ２１单独发酵
时，挥发性香气成分的总量为 ２４８０９ｍｇ／Ｌ，而接种
产香酵母 ＹＮ６后，挥发性香气成分的总量提高到
４９６１４ｍｇ／Ｌ，说明菌株 ＹＮ６具有较高的产香能力，
且产生的香气物质相互综合，赋予苹果酒浓郁的酒

香，有很 大的应用 潜力。因此，Ｗｉｃｋｅｒｈａｍｏｍｙｃｅｓ
ａｎｏｍａｌｕｓＹＮ６有望开发成新型的苹果酒专用产香
酵母。

３　结论

（１）从３个品种的苹果样品以及果库空气中分
离纯化得到１８株酵母菌，初步筛选出６株酵母菌具
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图 ２　基于 ＩＴＳ全序列的标准菌和分离菌的系统发育树

Ｆｉｇ．２　ＰｈｙｌｏｇｅｎｉｃｔｒｅｅａｃｃｏｒｄｉｎｇｔｏＩＴＳｃｏｍｐｌｅｔｅｓｅｑｕｅｎｃｅｓ
　

表 ６　苹果酒的指标测定结果和感官评定结果

Ｔａｂ．６　Ｐａｒａｍｅｔｅｒｓａｎｄｓｅｎｓｏｒｙａｎａｌｙｓｉｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｉｄｅｒｓ

测定指标
酒样

ＷＬＳ２１ ＹＮ１＆２１ ＹＮ２＆２１ ＹＮ３＆２１ ＹＮ４＆２１ ＹＮ５＆２１ ＹＮ６＆２１

ｐＨ值 ３９５ ４０１ ４０３ ４０３ ４０３ ３９８ ４０１

可溶性固形物含量／°Ｂｒｉｘ ６９０ ６９５ ６９ ６９５ ６８５ ６９５ ６７

总酸质量浓度／ｇ·Ｌ－１ ４９１ ４５４ ４６８ ４４５ ４７１ ４６３ ４８４

总酯质量浓度／ｇ·Ｌ－１ ３２１ ４０９ ４３７ ４１８ ４２２ ４２１ ４６６

感官评分 ８１５ ８３５ ７９ ８５ ９０ ８２ ９０５

　　注：ＷＬＳ２１：苹果酒酵母 ＷＬＳ２１单独发酵的苹果酒；ＹＮ６＆２１：产香酵母 ＹＮ６和 ＷＬＳ２１混合发酵的苹果酒。

表 ７　苹果酒中主要挥发性香气物质含量的比较

Ｔａｂ．７　Ｍａｉｎｖｏｌａｔｉｌｅｃｏｍｐｏｕｎｄｓｏｆｃｉｄｅｒｓ ｍｇ／Ｌ

编号 香气组分
酒样

ＷＬＳ２１ ＹＮ６＆２１
编号 香气组分

酒样

ＷＬＳ２１ ＹＮ６＆２１

１ 乙酸乙酯 ２６６５９ ３５５０７０ ２２ 壬酸乙酯 ０００１ ０００１

２ 乙酸异戊酯 ０８６７ ０６６６ ２３ 乙酸丁酯 ＮＤ ００１１

３ 乙酸丙酯 ＮＤ ０１５１ ２４ 乙酸己酯 ０００２ ０００２

４ 乙酸苯乙酯 ０１８３ ０１２０ ２５ 异戊醇 １２０１２４ ７７６３３

５ 丙酸乙酯 ＮＤ １６２８ ２６ 异丁醇 ４５７９ ３９５７

６ 乙酸２甲基丙基酯 ＮＤ ００６０ ２７ 苯乙醇 ２２５５５ １２７２２

７ 己酸乙酯 ０５５９ ０２６４ ２８ ２，３丁二醇 ６０５３１ ２５８８３

８ 辛酸乙酯 ０３９４ ０１４０ ２９ １己醇 ００２７ ００５５

９ 月桂酸乙酯 ０００３ ００２３ ３０ 橙花叔醇 ００５３ ００３４

１０ 癸酸乙酯 ００３６ ００４４ ３１ ３，４，５三甲基４庚醇 ０１８０ ０１９３

１１ 丁酸乙酯 ０２５４ ０２０７ ３２ 香茅醇 ００５６ ００１７

１２ 辛酸异戊酯 ０００６ ０００２ ３３ 乙酸 ３４４４ ４１６３

１３ 肉豆蔻酸甲酯 ００５６ ００２６ ３４ 癸酸 ０２２５ ０６９５

１４ 棕榈酸甲酯 ００６９ ００３７ ３５ 己酸 ２７５９ ３４８３

１５ 十五烷酸３甲基丁酯 ０２２０ ０２０６ ３６ 辛酸 ２７６３ ３８４４

１６ 己酸异戊酯 ００１５ ０００３ ３７ 壬醛 ＮＤ ０００９

１７ ２甲基丁酸乙酯 ００４３ ００１７ ３８ 大马酮 ００５３ ００８３

１８ 月桂酸甲酯 ０００１ ０００２ ３９ 香叶基丙酮 ０００６ ００１５

１９ 乙酸异丁酯 ＮＤ ００６０ ４０ 丁子香酚 ０８７０ １２１７

２０ 癸酸甲酯 ０００２ ０００４ ４１ ４乙烯基愈创木酚 ０４４６ ３３２８

２１ 肉豆蔻酸乙酯 ０００１ ０００１ ４２ ２，３二氢香豆酮 ００５１ ００６９

总量 ２４８０９ ４９６１４

　　注：ＮＤ指未检出；ＷＬＳ２１：苹果酒酵母 ＷＬＳ２１单独发酵的苹果酒；ＹＮ６＆２１：产香酵母 ＹＮ６和 ＷＬＳ２１混合发酵的苹果酒。
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有较好的产香性能。

（２）对６株产香酵母进行 ＩＴＳ序列的扩增及克
隆测序，经过 ＩＴＳ序列的同源性分析和系统发育树
的 构 建，判 定 其 中 ３ 株 为 Ｗｉｃｋｅｒｈａｍｏｍｙｃｅｓ
ａｎｏｍａｌｕｓ，２株为 Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ，１株 为
Ｐｉｃｈｉａｇｕｉｌｌｉｅｒｍｏｎｄｉｉ。

（３）通 过 苹 果 酒 发 酵 试 验，筛 选 出

ＷｉｃｋｅｒｈａｍｏｍｙｃｅｓａｎｏｍａｌｕｓＹＮ６产酯能力最强，对其

产生的挥发性香气成分测定结果表明：ＹＮ６产生的
特有物质包括丙酸乙酯、乙酸丙酯、乙酸２甲基丙
基酯、乙酸异丁酯、乙酸丁酯和壬醛。接种 ＹＮ６后，
挥发性香气物质的种类和含量都有明显增加，挥发

性香气物质的质量浓度由 ２４８０９ｍｇ／Ｌ提高到
４９６１４ｍｇ／Ｌ。因此，ＷｉｃｋｅｒｈａｍｏｍｙｃｅｓａｎｏｍａｌｕｓＹＮ６
的分离具有重要意义，有望将其开发成新型的苹果

酒专用产香酵母。
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