
现代食品科技 Modern Food Science and Technology 2017, Vol.33, No.12 

 

白酒酿造中酿酒酵母与巴氏醋杆菌相互作用的研究 
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摘要：酿酒酵母(Saccharomyces cerevisiae)和巴氏醋杆菌(Acetobacter pasteurianus)是白酒酿造过程中重要的发酵微生物，其对乙

酸乙酯的生成有很大影响。本文采用酵母和醋酸菌同步接种和顺序接种方式，以酵母单独接种发酵作对照，研究了酿酒酵母与巴氏醋

杆菌的相互作用及其对乙酸乙酯生成的影响。结果表明，采用同步接种方式，在发酵前期，醋酸菌对酵母的生长和代谢影响较小，酵

母酒精发酵对醋酸菌的生长有抑制作用，混菌发酵乙酸乙酯的合成也受到一定抑制；在发酵后期，醋酸菌的生长和产酸将加快酵母衰

亡，但有利于乙酸乙酯的合成，其最高达(595.72±5.01) mg/L，是酵母单菌发酵的 10.1 倍。采用顺序接种方式，在酵母发酵 24 h 后接

种醋酸菌对酵母酒精发酵影响最大，其酒精度比对照低 22.98±1.77%，乙酸乙酯含量都低于同步接种方式。此外，酵母代谢产生的某

些物质会抑制醋酸菌合成乙酸乙酯，而当发酵体系中存在活酵母时，该抑制将解除。 
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Abstract: Saccharomyces cerevisiae and Acetobacter pasteurianus were important fermentation microorganisms in the production of 

liquor brewing, which had a significant effect on the generation of ethyl acetate. The interaction of S.cerevisiae and A.pasteurianus and its effect 

on the generation of ethyl acetate were investigated in this paper by using synchronized and sequential modes, and taking the S.cerevisiae 

inoculation as a control. The results indicated that A.pasteurianus had little impact on the growth and metabolism of S.cerevisiae in the early 

fermentation stage by using synchronized inoculation, and the S.cerevisiae alcoholic fermentation inhabited the growth of A.pasteurianus and 

the synthesis of ethyl acetate in the mixed fermentation. In the late fermentation stage, the growth and acid production of A.pasteurianus 

accelerated the decline of S.cerevisiae and the synthesis of ethyl acetate. The highest content of ethyl acetate was 595.72±5.01 mg/L, which was 

10.1 times than that of S.cerevisiae fermentation. The A. pasteurianus, inoculated with yeast for 24 h, had the greatest impact on S.cerevisiae 

alcoholic fermentation by using sequential inoculation. The alcohol content was lower 22.98±1.77% than that of the control, and the content of 

ethyl acetate in sequential inoculation mode was lower than that in synchronous inoculation mode. In addition, some substances produced by 

S.cerevisiae metabolism inhibited the synthesis of ethyl acetate by A.pasteurianus, which could be relieved with the presence of living 

S.cerevisiae in fermentation system. 
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中国白酒酿造是一个复杂的多种微生物生物转

化的过程，酿酒微生物主要包括酵母、霉菌和细菌三

大类[1]，酵母和细菌对白酒呈香物质的形成具有重要 
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作用[2,3]。根据酵母的作用来划分，其包括酿酒酵母

(S.cerevisiae)和非酿酒酵母(non-Saccharomyces)两大

类。醋酸菌(Acetic acid bacteria)能将乙醇氧化成乙酸，

主要包括醋杆菌属 (Acetobacter) 、酸单胞菌属

(Acidomonas)和葡糖杆菌属(Gluconobacter)等[4]。 
乙酸乙酯是白酒重要的呈香物质之一。乙酸乙酯

主要由非酿酒酵母（汉逊酵母属、假丝酵母属和球拟

酵母属等）合成，而酿酒酵母主要完成酒精发酵，其
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酯类合成能力较低。国内学者对非酿酒酵母的研究主

要是针对单菌种的发酵工艺优化，多菌种混合发酵产

酯的研究主要集中在非酿酒酵母与酿酒酵母之间
[2,5,6]，酵母与细菌混合发酵产酯的研究很少[3,8]。 

白酒酿造是一个多种微生物共同发酵的过程，研

究微生物之间的相互作用对于白酒酿造机制的认识，

以及酿造技术发展具有重要作用[9]。国内外学者研究

了乳制品、肉制品和葡萄酒等发酵过程中微生物间的

相互作用[10~12]；白酒酿造微生物之间的相互作用研究

较少，仅有少部分微生物之间的相互作用机制得以初

步解析[3,13,14]。此外，国外学者研究了醋酸菌对葡萄酒

酿造的影响，发现醋酸菌可以产酯化酶，导致乙酸乙

酯产量增加[15]，但还未见醋酸菌对白酒酿造的影响研

究。因此，本研究通过酿酒酵母与巴氏醋杆菌的混合

液态发酵，实现酵母和细菌的组合发酵，初步解析酿

酒酵母与巴氏醋杆菌的相互作用，并探究酿酒酵母与

巴氏醋杆菌对乙酸乙酯生成的影响，为白酒酿造中醋

酸菌的应用提供理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料与仪器 

1.1.1  菌种 
低异戊醇酿酒酵母(S.cerevisiae)和巴氏醋杆菌

(A.pasteurianus)均为本实验室保存。 
1.1.2  培养基与试剂 

YPD 培养基：葡萄糖 20 g/L，酵母浸膏 10 g/L，
蛋白胨 20 g/L。 

巴氏醋杆菌种子培养基：酵母浸膏 10 g/L、葡萄

糖 10 g/L，待灭菌后温度降至 70 ℃以下时加入 3% 

(V/V)无水乙醇。发酵培养基：麦芽汁培养基[16]。 
乙酸乙酯、乙酸丁酯、乙酸和乙醇等均为色谱纯。 

1.1.3  主要仪器与设备 

YQ-PJ-6B 型自动糖化器：轻工业部西安轻机所光

电公司；UV-2700 型可见分光光度计：日本岛津公司；

安捷伦 7890A 气相色谱仪：安捷伦科技有限公司。 

1.2  实验方法 

1.2.1  液态发酵接种方式 

（1）同步接种：酿酒酵母按 1×106 CFU/mL 的接

种量接入 12 °P 麦芽汁培养基，再分别接种 0、0.5×105、

1×105、2×105、4×105 CFU/mL 的巴氏醋杆菌，然后置

于 30 ℃培养箱中恒温静置培养 6 d，每隔 24 h 取样，

测定发酵液的总酸和还原糖含量，跟踪发酵过程中酿

酒酵母和巴氏醋杆菌数量变化趋势，同时按 50%体积

蒸馏样液。 
（2）顺序接种：制备 6 份 12 °P 麦芽汁，按 1×106 

CFU/mL 的量接入酿酒酵母，然后在 0、24、48、72、
96 h 按 1×105 CFU/mL 的量加入巴氏醋杆菌，其中 1
份不接种巴氏醋杆菌作为对照。置于 30 ℃静置发酵 6 
d，每隔 24 h 取样，测定发酵液的总酸和还原糖含量，

发酵结束后按 50%体积蒸馏发酵液。 
1.2.2  酿酒酵母发酵性能测定 

采用 CO2失重法测定酿酒酵母的发酵性能，每隔

24 h 称重一次，一直到发酵结束。 
1.2.3  酿酒酵母与巴氏醋杆菌对乙酸乙酯生成

影响的实验 

酿酒酵母接种于 12 °P 麦芽汁发酵 4 d，用以制备

酵母发酵液，然后按表 1 组合进行 3 d 发酵，再按 50%
体积蒸馏后测定乙酸乙酯。 

表1 酿酒酵母与巴氏醋杆菌不同发酵组合的实验 

Table 1 Different fermentation combinations of S.cerevisiae and A.pasteurianus 

序号 发酵组合 

① 12 °P 麦芽汁+5%乙醇+按 5×105 CFU/mL 的量接种巴氏醋杆菌 

② 12 °P 麦芽汁+酵母发酵液（过滤除菌体）+按 5×105 CFU/mL 的量接种巴氏醋杆菌 

③ 12 °P 麦芽汁+按 1×106 CFU/mL 的量接种酵母+5 g/L 乙酸 

④ 12 °P 麦芽汁+酵母发酵液（含菌体）+按 5×105 CFU/mL 的量接种巴氏醋杆菌 

⑤ 12 °P 麦芽汁+酵母发酵液巴氏灭菌+按 5×105 CFU/mL 的量接种巴氏醋杆菌 
⑥ 12 °P 麦芽汁+酵母发酵液 

1.2.4  分析方法 

（1）酿酒酵母和巴氏醋杆菌计数：酿酒酵母采

用麦芽汁琼脂培养基平板计数；巴氏醋杆菌采用酵母

浸膏(1%)、无水乙醇 4% (V/V)、MgSO4·7H2O (0.02%)、
K2HPO4 (0.1%)、溴甲酚绿(0.1%)琼脂培养基平板计

数。 

（2）还原糖的测定：DNS 法测定发酵液的还原

糖[17]。 
（3）酒精度的测定：酒精计法[18]。 
（4）总酸测定：酸碱滴定法测定发酵液的总酸

[18]。 
（5）乙酸乙酯、乙酸和高级醇测定：通过内标
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法测定蒸馏液中的乙酸乙酯、乙酸和高级醇含量。色

谱条件：色谱柱为 Agilent DB-WAX 122-7032：250 ℃、

30 m×0.25 μm×0.25 mm；起始柱温为 50 ℃保持 2 min，
以 15 ℃/min 升至 200 ℃保持 3 min；载气为高纯氮气

（纯度为 99.999%）；检测器温度为 250 ℃，氢气流速

为 30 mL/min，空气流速为 350 mL/min，尾吹速度为

30 mL/min，分流比为 30:1；进样量为 1 μL。 
1.2.5  数据处理 

采用 origin 8.5 软件对实验数据进行作图分析，结

果以平均值±标准偏差表示，显著性差异采用 SPSS 
19.0 软件中的 Duncan 新复极差法进行分析(p<0.05）。 

2  结果与分析 

2.1  同步接种方式对发酵的影响 

2.1.1  酵母和醋酸菌数量及理化指标的动态变

化 

 
图1 酿酒酵母与巴氏醋杆菌在单菌发酵与混菌发酵中生物量、

糖耗和总酸曲线 

Fig.1 Biomass, sugar consumption and total acids in single 

fermentationand mixed fermentation of S. cerevisiae and 

A.pasteurianus  

发酵过程中酿酒酵母和巴氏醋杆菌的动态变化

见图 1a 和图 1b。由图 1a 可知，不同巴氏醋杆菌接种

量下，酵母的数量都在 48 h 时达到最大，为 2~3×107 
CFU/mL，48 h 后，酵母数量逐渐减少，且混菌发酵

体系中酵母减少的更快，这可能是由于醋酸菌产酸增

加，导致发酵液酸度过大，使酵母加快衰亡[15]。由图

1b 可知，发酵前 48 h，巴氏醋杆菌数量增长缓慢，这

被认为是酵母在发酵过程中产生大量 CO2，使发酵液

形成了厌氧的环境，而缺氧状态下不利于醋酸菌的生

长[19]；48 h 后，随着酵母停止增长，醋酸菌开始快速

生长，从图 1d 也可以看出，总酸在 48 h 后快速增加。

由图 1c 可知，醋酸菌对酵母酒精发酵的影响较小，72 
h 时，还原糖含量都降至 18 g/L 左右，随后，酵母的

数量开始减少，还原糖含量趋于稳定。 
混菌发酵时，醋酸菌降低了酵母的发酵速度。如

图 2 所示，单菌发酵比混菌发酵速度快，同时，单菌

发酵能力与混菌发酵相近，CO2 减少量相差都不超过

2 g/L。 

 
图2 不同醋酸菌接种量酵母发酵曲线 

Fig.2 Curves of yeast fermentation with different inoculums of 

A.pasteurianus 
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2.1.2  发酵产物相关指标分析 
无论是单菌发酵还是混菌发酵，酵母都能进行完

全的酒精发酵，但在混菌发酵体系中，由于醋酸菌的

存在，使乙醇的终产量下降，结果见图 3。 
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图3 不同醋酸菌接种量酒精度变化 

Fig.3 Curves of alcoholicity with different inoculums of 

A.pasteurianus 

由图 3 可知，发酵 72 h 后，各体系酒精度达到最

大，都为 11%vol 左右，此后，混菌发酵体系酒精度

开始下降，而单菌发酵体系酒精度趋于稳定；发酵 6 d
后，单菌发酵体系酒精度为(11.2±0.1)%vol，混菌发酵

体系酒精度都低于单菌发酵体系，而且其酒精度随着

醋酸菌接种量的增加而减少，这是因为醋酸菌将一部

分乙醇氧化成乙酸，致使酒精度降低。 

 
图4 单菌发酵与混菌发酵体系乙酸乙酯含量变化 

Fig.4 Change of ethyl acetate in single and mixed cultures 

单菌发酵与混菌发酵体系乙酸乙酯含量的变化规

律见图 4。由图 4 可知，在前 72 h，混菌发酵体系乙

酸乙酯含量增加缓慢，72 h 后，乙酸乙酯含量迅速增

加；而单菌发酵体系乙酸乙酯含量在 24 h 后已达到

(50.30±2.18) mg/L，此后，其含量基本维持不变。这

与产酯酵母和酿酒酵母混合发酵时乙酸乙酯含量先增

后减的规律存在很大不同[14]。 
发酵结束后，比较了单菌发酵与混菌发酵时乙酸

乙酯和乙酸含量的差异，结果见图 5。 

 
图5 不同醋酸菌接种量乙酸乙酯和乙酸的终产量 

Fig.5 Concentration of ethyl acetate and acetic acid with 

different inoculums of A.pasteurianus 

注：不同醋酸菌接种量差异显著性以不同字母 a、b、c、d

和 e 表示(p<0.05)，具有相同字母表示差异不显著，下同。 

由图 5 可知，混菌发酵时，乙酸乙酯和乙酸的终

产量显著高于单菌发酵(p<0.05)，随着醋酸菌接种量的

增加，乙酸乙酯和乙酸含量也随之增加，接种量为

4×105 CFU/mL 时，乙酸乙酯含量最高，为(595.72±5.01) 
mg/L，是单菌发酵的 10.1 倍。从表 2 可以看出，随着

醋酸菌接种量的增加，异戊醇含量先减后增而后又减，

而正丙醇含量先减后增；苯乙醇含量基本没有差异，

其含量都在 80 mg/L 左右，异丁醇含量差异也不明显。

除接种量为 0.5×105 CFU/mL 外，其它接种量的高级

醇总量差异不显著(p<0.05)。 

2.2  顺序接种方式对发酵的影响 

2.2.1  发酵过程理化指标的动态变化 
表2 不同醋酸菌接种量高级醇变化结果 

Table 2 Change of higher alcohols with different inoculums of A.pasteurianus 

高级醇/(mg/L) 
巴氏醋杆菌接种量/(CFU/mL) 

0 0.5×105 1×105 2×105 4×105 

异戊醇 159.23±1.81c 155.25±3.55c 203.69±4.40a 205.00±8.23a 180.22±1.72b 

正丙醇 110.93±2.51a 110.53±1.46a 73.96±3.57c 80.91±5.26c 101.25±2.69b 

异丁醇 74.96±4.15a 63.53±6.55b 71.15±2.79ab 71.42±6.94ab 61.70±4.58b 

苯乙醇 80.51±1.76ab 76.46±2.94b 79.58±0.57ab 81.43±0.94ab 83.60±3.73a 
总和 425.63±4.67ab 405.77±6.95b 428.39±6.47ab 438.76±18.42a 426.78±4.32ab 
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图6 顺序接种方式总酸和糖耗曲线 

Fig.6 Curves of sugar consumption and total acids by 

sequential inoculation 

根据巴氏醋杆菌的生长特点，其能将乙醇氧化成

乙酸，所以先让酵母进行酒精发酵，然后选择不同时

间点接种巴氏醋杆菌，发酵液总酸和还原糖含量变化

见图 6。由图 6 可知，在酵母发酵 24 h 后接种醋酸菌

时，总酸最高，发酵结束时达到(9.96±0.04) g/L，但还

原糖含量只能降到 24 g/L 左右，这说明在酵母发酵 24 
h 后接种醋酸菌对酵母酒精发酵影响最大，其造成酒

精发酵不完全。而在其它时间点接种醋酸菌时，总酸

虽存在一定差异，但还原糖含量都降到了 18 g/L左右。 
2.2.2  发酵主成分的变化结果 

发酵 6 d 后，各接种时间点的酒精度见图 7。由图

7 可知，在酵母发酵 24 h 后接种醋酸菌时，其酒精度

比对照低 22.98±1.77%，从图 6b 糖耗曲线也可看出，

在 24 h 接种醋酸菌对酵母酒精发酵的影响最大。 

 
图7 顺序接种方式酒精度 

Fig.7 Curves of alcoholicity by sequential inoculation 

 
图8 顺序接种方式乙酸乙酯和乙酸的终产量 

Fig.8 Concentration of ethyl acetate and acetic acid by 

sequential inoculation 

发酵结束后，不同接种时间点下乙酸乙酯和乙酸

含量的差异见图 8。由图 8 可知，混菌发酵体系乙酸

乙酯和乙酸含量都显著高于对照组(p<0.05)。在 0 h（同

步接种）接种醋酸菌时，乙酸乙酯含量最高，而在 0 h
以后接种时，乙酸乙酯含量先增后减，但都低于同步

接种方式。在 24 h 接种时，乙酸含量最高，但乙酸乙

酯含量却比 48 h 和 72 h 的低，这可能是醋酸菌主要在

氧化乙醇，或者是受酵母的影响较大，醋酸菌产生的

酯化酶较少。由表 3 可知，正丙醇和苯乙醇含量差异

不明显，异戊醇和异丁醇含量随接种时间的延长而先

减后增。在 24 h 接种时，由于酵母酒精发酵受醋酸菌

的影响较大，导致其高级醇总量低于其它接种时间点。 
表3 顺序接种方式高级醇变化结果 

Table 3 Change of higher alcohols by sequential inoculation 

高级醇/(mg/L) 
巴氏醋杆菌接种时间 

对照 0 h 24 h 48 h 72 h 96 h 

异戊醇 155.99±3.67a 151.87±2.18ab 120.33±5.76a 140.46±0.64c 144.38±3.63ac 155.89±4.85a 

正丙醇 41.16±0.93b 48.74±2.46b 32.36±4.90c 44.77±1.83b 46.57±3.30b 58.25±3.11a 

异丁醇 76.20±2.70a 74.14±3.23ab 54.28±4.06d 64.31±3.47c 66.53±2.41bc 72.84±3.74abc 

苯乙醇 77.18±1.49bc 81.20±0.98b 75.65±1.59c 79.10±1.38bc 80.79±0.50b 86.88±2.55a 
总和 350.97±8.03ab 355.95±5.34ab 282.62±15.60c 328.64±5.46b 338.27±9.01b 373.86±13.46a 
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2.3  酵母与醋酸菌对乙酸乙酯生成的影响 

根据国外学者的研究，发现醋酸菌可以合成乙酸

乙酯[15]。为了探究混菌发酵体系中酵母与醋酸菌对乙

酸乙酯生成的影响，按 1.2.2 法进行实验，结果见表 4。 
表4 酿酒酵母与巴氏醋杆菌对乙酸乙酯生成的影响结果 

Table 4 Effects of S.cerevisiae and A.pasteurianus on the 

generation of ethyl acetate 

序号 乙酸乙酯/(mg/L) 

① 1304.65±65.66a 

② 28.61±2.02c 

③ 16.46±2.07c 

④ 976.27±64.94b 

⑤ 27.36±2.10c 
⑥ 18.38±1.44c 

由表 4 可知，与酵母单菌发酵相比，醋酸菌在含

乙醇的麦芽汁培养基和含活酵母的酵母发酵液中可以

高产乙酸乙酯，在不含酵母的酵母发酵液和经巴氏灭

菌的酵母发酵液中几乎不产乙酸乙酯，酵母在含乙酸

的麦芽汁培养基中生成的乙酸乙酯也很少，以上结果

说明酵母代谢产生的某些物质会抑制醋酸菌生成乙酸

乙酯，而当发酵体系中存在活酵母时，该抑制将解除。

结合 2.1 的实验结果可知，酵母与醋酸菌混合发酵时，

在发酵前期，由于醋酸菌的生长受到一定抑制，导致

酵母和醋酸菌合成乙酸乙酯的能力受到一定抑制，乙

酸乙酯生成量较少，在发酵中后期，醋酸菌生长良好，

乙酸乙酯的生成量迅速增加。 

3  结论 

3.1  本实验以麦芽汁为培养基，采用酿酒酵母与巴氏

醋杆菌的混合发酵，分析其对乙酸乙酯和发酵效率的

影响。采用同步接种方式，酿酒酵母生长旺盛时，其

形成的厌氧环境对巴氏醋杆菌的生长有一定的抑制作

用，乙酸乙酯的合成也受到一定抑制，当酵母酒精发

酵减弱时，巴氏醋杆菌将快速增长，乙酸乙酯和乙酸

也将加速生成，乙酸乙酯最高可达 (595.72±5.01) 
mg/L，是单菌发酵的 10.1 倍。采用顺序接种方式，在

酵母发酵24 h后接种醋酸菌对酵母酒精发酵的影响最

大，其酒精度比对照低 22.98±1.77%，产酸量最高，

但乙酸乙酯的产量却降低了。无论是同步接种还是顺

序接种醋酸菌，乙酸乙酯和乙酸含量都显著增加，但

顺序接种方式乙酸乙酯含量低于同步接种方式，这为

提高白酒中乙酸乙酯和乙酸含量提供了理论依据。单

菌发酵与混菌发酵结束时，其高级醇含量总体差异不

大。 

3.2  在探究酿酒酵母与巴氏醋杆菌对乙酸乙酯生成

的影响过程中，发现乙酸乙酯主要由醋酸菌合成，但

酵母代谢产生的某些物质会抑制醋酸菌生成乙酸乙

酯，而当发酵体系中存在活酵母时，该抑制将解除，

该抑制物的成分及抑制机制还有待研究。 
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