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摘  要：【背景】高温大曲是酱香型白酒酿造发酵的基础，在整个酿造过程中发挥重要作用，高

温大曲中产酯酵母与酒中风味物质的形成密切相关。【目的】筛选获得高温大曲中的产酯酵母，

对其发酵特性进行探究。【方法】采用 YPD 培养基，通过稀释涂布法、形态观察从酱香大曲中对

产酯酵母进行初筛、复筛及产酯量的测定，菌株经分子生物学鉴定、产酯影响因素、单因素试验，

以及可溶性淀粉、蛋白胨、磷酸二氢钾三因素响应面试验优化发酵条件。【结果】获得 5 株产酯

酵母，其中菌株 EY3 的产酯量最高，达到 2.16 g/L，鉴定结果表明菌株 EY3 是异常威克汉姆酵母

(Wickerhamomyces anomalus)，其最适产酯培养温度为 30 ℃、pH 5.0、乙醇浓度为 7%、接种量为

3%，最佳产酯碳源是可溶性淀粉、氮源是蛋白胨、无机盐是磷酸氢二钾；优化后最大产酯量的培

养条件为：可溶性淀粉 11.4 g/L、蛋白胨 3.0 g/L、磷酸二氢钾 0.4 g/L、最大产酯量(3.43±0.22) g/L。
【结论】本研究报道了高温大曲中的一株高产酯酵母为异常威克汉姆酵母，对其发酵条件进行了

优化，丰富了高温大曲中产酯酵母的多样性。 
关键词：高温大曲；产酯酵母；分离；鉴定；发酵条件优化 

Screening, identification, and fermentation condition optimization of 
ester-producing yeast in high-temperature Daqu 
JIANG Zeyuan*, WANG Qinglan, LU Qingqing, HE Weilong 

Department of Brewing Engineering, Moutai Institute, Renhuai 564507, Guizhou, China 
 
Abstract: [Background] High-temperature Daqu is the basis of brewing and fermentation of 
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Maotai-flavor liquor, playing an important role in the whole brewing process. The 
ester-producing yeast in high-temperature Daqu is associated with the formation of flavor 
components in liquor. [Objective] To isolate and optimize the fermentation conditions of the 
ester-producing yeast in high-temperature Daqu. [Methods] We employed the YPD medium, 
the dilution-coating method, and morphological observation to screen the ester-producing yeast 
strains in high-temperature Daqu and determine the ester production. After the strain was 
identified based on molecular evidence, single factor tests and response surface methodology 
were employed to optimize the fermentation conditions (soluble starch, peptone, and potassium 
dihydrogen phosphate) of the strain for ester production. [Results] Five ester-producing yeast 
strains were obtained, in which strain EY3 showcased the highest ester production of 2.16 g/L. 
Strain EY3 was identified as Wickerhamomyces anomalus, and it demonstrated the highest ester 
production at 30 ℃, pH 5.0, ethanol concentration of 7%, and inoculation amount of 3%. The 
optimum carbon source, nitrogen source, and inorganic salt in the medium for ester production 
by this strain were soluble starch, peptone, and potassium dihydrogen phosphate, respectively. 
The fermentation conditions for maximum ester production were optimized as 11.4 g/L soluble 
starch, 3.0 g/L peptone, and 0.4 g/L potassium dihydrogen phosphate, under which the ester 
production reached (3.43±0.22) g/L. [Conclusion] We screened out a high-yielding ester yeast 
strain W. anomalus from high-temperature Daqu and optimized the fermentation conditions of 
this strain, which enriched the diversity of ester-producing yeast. 
Keywords: high-temperature Daqu; ester-producing yeast; isolation; identification; optimization of 
fermentation conditions 
 
 

大曲是酱香型白酒酿造发酵的基础，在白

酒酿造过程中发挥重要作用[1]。大曲中含有丰

富的微生物及多种酶系[2-6]，这些微生物中大多

数是细菌，霉菌次之，酵母最少[7]。大曲是一种

多微生物的混合制剂，不同的发酵环境使不同

的微生物成为优势菌株，所产生的代谢物含量

和种类不同，酿造出不同香型的白酒[8]。目前

白酒公认的香型有 12 种[9-10]。研究表明，不同

香型白酒中酯类物质的种类和含量不尽相同，

酯类是白酒风味物质的重要贡献者，有 4 种主

要酯类，即乙酸乙酯、乳酸乙酯、己酸乙酯和

丁酸乙酯[11-12]。 
产酯酵母是一类代谢过程中能产生酯类物

质化合物的酵母菌的总称，属于产膜酵母

(Candida pelliculosa)或假丝酵母(Candida)，大多

数为异形汉逊酵母(Hansenula anomala)，少数为

小圆形酵母[13]。不同的菌种、培养条件和生产

工艺所产的酯不同[14]，从而形成了不同香型白

酒的风格特征[15-17]。利用优良的产酯酵母不仅

能提高白酒中主体香味物质的含量，同时也可

对乙酸甲酯、辛酸乙酯等次要香味物质的产量

产生影响[18]。高温大曲中产酯酵母的研究和利

用有待深入，本研究拟从高温大曲中筛选高产

酯酵母，探索其产酯影响因素，通过优化培养

基条件以期获得最佳产酯量的发酵条件，为进

一步深入研究和利用高温大曲中高产酯酵母菌

奠定基础。 

1  材料与方法 
1.1  样品 

高温大曲取自贵州省仁怀市茅台镇某酱香

型白酒厂。 
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1.2  主要试剂和仪器 
真菌基因组 DNA 提取试剂盒，北京索莱宝

科技有限公司；2×Taq PCR Master Mix，上海

李记生物科技有限公司；蛋白胨、葡萄糖、琼

脂粉、可溶性淀粉、牛肉膏，北京奥博星生物

技术有限责任公司；无水乙醇、葡萄糖、氯化

钠、硫酸，生工生物工程(上海)股份有限公司；

硫酸亚铁、硫酸镁、磷酸二氢钾、氯化钙、氯

化钠，天津市大茂化学试剂厂；硫酸铵、硫酸

锌，天津博迪化工股份有限公司；三丁酸甘油

酯(分析纯)，上海麦克林生化科技有限公司。紫

外可见分光光度计，上海元析仪器有限公司；

立式压力蒸汽灭菌锅，上海博迅医疗生物仪器

股份有限公司；显微镜，常州上特仪器制造有

限公司；TD5Z 医用离心机，杭州瑞析科技有限

公司；PCR 仪和凝胶成像系统，成都百乐科技

有限公司；恒温培养箱，上海森信实验仪器有

限公司。 

1.3  培养基 
麦芽汁培养基，青岛高科技工业园海博生

物技术有限公司；马铃薯葡萄糖琼脂 (potato 
dextrose agar, PDA)培养基、酵母浸出粉胨葡萄

糖培养基(yeast extract peptone dextrose medium, 
YPD)培养基和产酯培养基参考文献[19]配制；三

丁酸甘油酯固体培养基参考杨强等[20]的配方。 

1.4  产酯酵母菌株的分离与纯化 
酵母的初筛：取 10 g 大曲样品加入 90 mL

无菌水，30 ℃、180 r/min 振荡混匀 1 d 后进行

10 倍梯度稀释，将 10−5、10−6、10−7 梯度的稀释

液涂布于 PDA 培养基上，30 ℃恒温培养 48 h；
观察菌落长势和形态并进行光学显微镜镜检。

镜检后的酵母菌经过 3 次转接培养获得纯培养

酵母菌。 
产酯酵母复筛：将纯化后的酵母菌接种到

三丁酸甘油酯固体培养基，30 ℃恒温培养 48 h，

观察菌落周围产生的透明圈，透明圈越大说明

产酯能力越强。 

1.5  种子液的制备 
将获得的酵母菌接种到 YPD 培养基中，

30 ℃、180 r/min 振荡培养 24 h。室温下      
12 000 r/min 离心 2 min 收集菌体，重悬于无菌

生理盐水中，调整细胞浓度约 1×108 cells/mL
获得种子液。 

1.6  酯含量的测定 
将种子液按 5%的接种量接种于产酯培养

基中，30 °C、180 r/min 振荡培养 24 h，测定各

组中酯的含量，总酯含量测定参考 Chen 等[21]的

方法稍作修改，即取 1 mL 除菌体后的发酵液加

入 9 mL 去离子水，滴加 1−2 滴酚酞，用 0.1 mol/L 
NaOH 标准溶液(C)滴定至粉红色，加入 10 mL 
0.1 mol/L NaOH 标准溶液(Va)置于 30 ℃下皂化

过夜，再用 0.1 mol/L H2SO4 标准溶液(C1)反向

滴定至红色刚刚消失。记录消耗的 H2SO4 溶液

体积 Vb，空白培养基作对照。并利用公式(1)计
算总酯的含量。 

总酯(g/L)= a 1 b( 2) 88.12
1.0 1000

C V C V× − × × ×
×

   (1) 

式中：88.12 为乙酸乙酯的摩尔质量分数(g/mol)。 

1.7  生长曲线的测定 
将菌种接种到 YPD 液体培养基中，30 ℃、

180 r/min 培养 48 h，每隔 4 h 取样，以空白对

照凋零测定 OD600 吸光值，绘制菌株的生长曲

线图。 

1.8  分子生物学鉴定 
参照真菌基因组 DNA 提取试剂盒说明书

的操作方法提取菌株的基因组 DNA，以其为模

板，采用引物 ITS1 (5′-TCCGTAGGTGAACCTG 
CGG-3′)和 ITS4 (5′-TCCTCCGCTTATTGATAT 
GC-3′)进行 PCR 扩增[22]。PCR 反应体系(25 μL)：
引物 ITS1、ITS4 (10 μmol/L)各 0.5 μL，DNA
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模板 1 μL，2×Taq PCR Master Mix 12.5 μL，

ddH2O 10.5 μL。PCR 反应条件[23]：94 ℃ 5 min；
94 ℃ 30 s，55 ℃ 35 s，72 ℃ 1 min，共 30 个循

环；72 ℃ 10 min；4 ℃保存。PCR 产物经 1%
琼脂糖凝胶电泳检测后委托重庆拟南芥生物科

技有限公司进行测序。将测序结果提交至 NCBI
的 GenBank 数据库中，采用 BLAST 进行同源

序列检索，选取同源性较高菌株的序列，利用

软件 MEGA 11 中的邻接法(neighbor-joining, 
NJ)构建系统发育树[24]，确定目标菌株的分类学

地位。 

1.9  不同因素对菌株产酯的影响 
温度对菌株产酯的影响：按 3%接种量将菌

株接种于产酯培养基中，分别于 25、30、35、
40 和 45 ℃，180 r/min 振荡培养 24 h 后测定各

组的产酯量。pH 对菌株产酯的影响：按 3%接

种量将菌株接种于初始 pH 值分别为 3.0、5.0、
7.0、9.0、11.0 的产酯培养基中。乙醇对菌株产

酯的影响：按 3%接种量将菌株接种于初始乙醇

含量分别为 3%、5%、7%、9%、11%的产酯培

养基中。接种量对菌株产酯的影响：按 1%、2%、

3%、4%、5%的接种量将菌株接种于产酯培养

基中。以上各组均于 30 ℃、180 r/min 振荡培养

24 h 后测定各组的产酯量。 

1.10  产酯发酵培养条件优化的单因素

试验 
产酯发酵培养条件优化分别以 10.0 g/L 碳

源种类(可溶性淀粉、半乳糖、麦芽糖、葡萄糖、

蔗糖)，5.0 g/L 氮源种类(酵母膏、蛋白胨、硝

酸钠、硫酸铵)，0.5 g/L 无机盐种类(硫酸亚铁、

硫酸镁、磷酸二氢钾、硫酸锌、氯化钙)，每组

试验重复 3 次。 

1.11  响应面设计试验 
根据单因素试验结果，选取碳源、氮源和

无机盐为因素，以菌株产酯量为响应值，采用

Design-Expert 8.0.6 软件的 Box-Behnken 功能设

计三因素三水平响应面试验，因素水平设计见

表 1。 

配制 YPD 培养基 50 mL，先加入乙醇 7%、

接种菌液 3%，接着分别加入可溶性淀粉 5.0、

10.0、15.0 g/L，蛋白胨 1.0、3.0、5.0 g/L、磷

酸二氢钾 0.1、0.3、0.5 g/L，30 ℃、180 r/min

振荡培养 48 h，取菌液 35 mL 于 100 mL 锥形

瓶中，并加入 25 mL 0.1 mol/L NaOH 在暗处反

应 24 h，然后用 0.1 mol/L H2SO4 进行滴定直到

粉红色转变为橙黄色，记录消耗的 H2SO4 体积

并根据公式(1)计算发酵液产酯量。 

1.12  数据处理 
使用 GraphPad Prism 9.0 软件[25]进行统计

分析，P<0.05 为差异具有统计学意义；使用

GraphPad Prism 9.0 软件绘图。采用 SPSS 对单

因素数据进行处理分析，采用 Design-Expert 

8.0.6 软件进行二次多元回归拟合分析[26]。 

2  结果与分析 
2.1  产酯酵母的筛选 

按照 1.4 的方法进行产酯酵母的初筛和复

筛，最终获得 5 株产酯酵母菌，分别编号 EY1、

EY2、EY3、EY4 和 EY5。其结构和形态如图 1

和表 2 所示。 

 
表 1  响应面设计 
Table 1  Response surface design 
水平 
Level 

A 碳源 
A Carbon source 
(g/L) 

B 氮源 
B Nitrogen 
source (g/L) 

C 无机盐 
C Inorganic 
salt (g/L) 

1 5.0 1.0 0.1 
2 10.0 3.0 0.3 
3 15.0 5.0 0.5 
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图 1  产酯酵母菌落形态和显微形态   A–E：EY1–EY5 的菌落形态；F–J：EY1–EY5 的显微形态(400×)。 
Figure 1 Colony morphology and microscopic morphology of ester-producing yeast. A–E: Colony 
morphology of EY1–EY5; F–J: Microstructure of EY1–EY5, respectively (400×). 
 
表 2  产酯酵母菌落形态和显微形态 
Table 2  Morphology and microstructure of ester-producing yeast  
菌株 
Strains 

菌落形态 
Colony morphology 

显微形态 
Microscopic morphology 

EY1 表面光滑平整，不黏稠，呈橘红色 
The surface is smooth, not sticky, appears orange-red 

球形或椭球形，出芽生殖 
Spherical or ellipsoid, budding reproduction 

EY2 表面光滑平整，不黏稠，呈乳白色 
The surface is smooth, not sticky, appears milky white 

球形或椭球形，出芽生殖 
Spherical or ellipsoid, budding reproduction 

EY3 表面光滑平整，不黏稠，呈乳白色 
The surface is smooth, not sticky, appears milky white 

球形或椭球形，出芽生殖 
Spherical or ellipsoid, budding reproduction 

EY4 表面光滑平整，黏稠，呈橘黄带红色 
The surface is smooth, sticky, appears orange-red 

球形或椭球形，出芽生殖 
Spherical or ellipsoid, budding reproduction 

EY5 表面光滑平整，不黏稠，呈乳白色 
The surface is smooth, not sticky, appears milky white 

球形或椭球形，出芽生殖 
Spherical or ellipsoid, budding reproduction 

 
2.2  产酯量测定结果 

为了测定 5 株酵母菌的产酯能力，分别取

5 株菌的种子液 200 μL 接种到 20 mL YPD 液

体培养基中，30 ℃恒温培养 2 d，采用 1.6 的

方法测得产酯量如图 2A 所示，相关产量为菌

株 EY3>菌株 EY2>菌株 EY5>菌株 EY4>菌株

EY1 ，菌株 EY3 的产酯能力最强，达到

(2.16±0.13) g/L。菌株 EY3 的生长曲线如图 2B
所示，菌株 EY3 在培养 24 h 后进入稳定期。

后续对菌株 EY3 进行深入研究。 

2.3  分子生物学鉴定结果 
利用 ITS1 和 ITS4 引物扩增菌株 EY3 核

糖体间隔区 ITS1 区，测得序列长度为 597 bp，
将所得序列提交至 NCBI 数据库进行同源性比

对并构建系统发育树，结果如图 3 所示。根据

同源比对发现菌株 EY3 与异常威克汉姆酵母

(Wickerhamomyces anomalus) (GenBank 登录号

MK343432.1)序列的相似性达 99.49%，系统发

育树显示菌株 EY3 与 W. anomalus 聚在同一分

支，初步鉴定菌株 EY3 为异常威克汉姆酵母 
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图 2  酵母菌产酯量(A)和菌株 EY3 的生长曲线(B) 
Figure 2  The ester production of yeast (A) and growth curve of strain EY3 (B). 

 

 
 
图 3  基于菌株 EY3 的 ITS 序列构建的系统发

育树   发育树节点数值表示 bootstrap 值；发育

树标尺为 0.20，表示平均每个核苷酸位置有 0.20 个

差异；括号中序号为 GenBank 登录号。 
Figure 3  The phylogenetic tree based on the ITS 
sequences of strain EY3. The node value of 
phylogenetic tree represents the bootstrap value. 
The scale was 0.20, representing the difference of 
each nucleotide position was 0.20. The serial 
number in parentheses is the GenBank accession 
number. 

(W. anomalus)。已有研究表明，异常威克汉姆

酵母是酿造微生物中的重要一员，具有一定的

产酯能力[27]。 

2.4  菌株 EY3 产酯能力影响因素分析 
如图 4A 所示，30 ℃时菌株 EY3 的产酯量

最高，这与吴健等[28]研究发现的异常威克汉姆

酵母最优培养温度为 30 ℃的结果一致，与陈玉

香等[29]研究发现的 30 ℃发酵有利于酯类物质

峰值出现的结果也一致。菌株 EY3 在 pH 5.0 时，

产酯量显著增加(图 4B)，表明 pH 5.0 是菌株

EY3 的最适产酯 pH，酿酒体系一般都偏酸性，

因此菌株 EY3 在酿酒发酵中具有较好的潜在利

用价值。菌株 EY3 在乙醇浓度为 7%时产酯量

最高；乙醇浓度为 9%时菌株 EY3 的产酯量无

显著变化，表明菌株 EY3 在乙醇浓度为 9%也

能正常产酯；乙醇浓度为 11%时，菌株 EY3 的

产酯量显著减少，表明菌株 EY3 在乙醇浓度为

11%时，产酯能力受到抑制(图 4C)；高浓度的

乙醇破坏细胞壁和细胞膜的结构，对酵母有毒

害作用[30-31]，进而影响菌株 EY3 的产酯能力。

菌株 EY3 的产酯量随着接种量的增加逐渐增加，

当接种量为 3%时，EY3 产酯量达到最高(图 4D)， 
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图 4  酵母菌株 EY3 的产酯生物学特性   A：温度；B：pH；C：乙醇浓度；D：接种量。不同小写字

母表示差异显著(P<0.05)。 
Figure 4  The ester-producing biology characteristics of the yeast strain EY3. A: Temperature; B: pH; C: 
Ethanol concentration; D: Inoculum amount. Different lowercase letters indicate a significant difference 
(P<0.05). 
 
接种量低，酵母细胞数量不足，影响产酯量；

接种量高，营养物质消耗过快也会影响产酯量。 

2.5  培养条件优化结果 
2.5.1  培养条件单因素优化 

由图 5 可知，菌株 EY3 添加可溶性淀粉

的产酯量显著高于添加其他碳源(图 5A)，可

溶性淀粉的添加为 10.0 g/L 时，菌株 EY3 的

产酯量最高(图 5B)；菌株 EY3 添加蛋白胨的

产酯量显著高于添加其他氮源(图 5C)，蛋白

胨的添加量为 5.0 g/L 时，菌株 EY3 的产酯量

最高(图 5D)；菌株 EY3 添加磷酸二氢钾的产

酯量显著高于添加其他无机盐(图 5E)，磷酸二

氢钾的添加量为 0.5 g/L 时，菌株 EY3 的产酯

量最高(图 5F)。 

2.5.2  培养条件响应面优化 
以可溶性淀粉(X1)、蛋白胨(X2)和磷酸二

氢钾(X3)添加量为自变量，菌株 EY3 酵母产酯

量(Y)为响应值，试验设计及结果见表 3。根  
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图 5  单因素对菌株 EY3 产酯的影响   A：碳源种类；B：可溶性淀粉；C：氮源种类；D：蛋白胨；E：

无机盐种类；F：磷酸二氢钾。不同小写字母表示差异显著(P<0.05)。 
Figure 5  Effect of a single factor on the ester production of strain EY3. A: Carbon source species; B: 
Soluble starch; C: Nitrogen source species; D: Peptone; E: Inorganic salt species; F: Potassium dihydrogen 
phosphate. Different lowercase letters indicate a significant difference (P<0.05). 
 
据 Design-Expert 8.0.6软件对表 3数据及结果进

行多元回归分析，得到菌株 EY3 产酯量(Y)对以

可溶性淀粉(X1)、蛋白胨(X2)和磷酸二氢钾(X3)

添加量的二阶多项式回归模型方程如下： 

产酯量(Y)=3.17+0.071X1+0.038X2+0.20X3– 
0.043X1X2+0.27X1X3–0.028X2X3–0.27X1

2–0.62X2
2–

0.45X3
2。 

经过方差分析，结果如表 4 所示。由表 4
可知，该模型的 P<0.001，极显著，失拟项

P=0.658 5>0.050 0 (不显著)，说明该模型与实际

拟合度较好，可靠性高，可用于分析培养基成

分对菌株 EY3 产酯量的影响。由 P 值可知，一

次项 X3、二次项 X1
2、交互项 X1X3 对菌株 EY3 产

酯量的影响显著(P<0.05)，二次项 X2
2 和二次项
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X3
2 对菌株 EY3 酵母产酯量的影响极显著

(P<0.001)。由 F 值可知，各因素对菌株 EY3 产

酯量的影响顺序为磷酸二氢钾添加量>可溶性淀

粉添加量>蛋白胨添加量。 
采用 Design-Expert 8.0.6 软件对表 3数据进

行二次多元回归拟合分析，得到二次回归方程

响应面及等高线见图 6。3D 模型图可以看出可

溶性淀粉浓度和蛋白胨的浓度对酵母产酯量的

影响响应模型偏向于圆形，且图像坡度不明显

(图 6A、6B)，说明二者的交互作用对菌株 EY3
产酯无显著影响，坡度整体偏向于可溶性淀粉，

可推断可溶性淀粉的浓度变化对菌株 EY3 产酯

量的影响大于蛋白胨的浓度变化对 EY3 产酯量

的影响。3D 模型图发现蛋白胨浓度和磷酸二氢

钾浓度对 EY3 产酯量的影响是显著的，这种影

响表现为响应模型几乎成椭圆形(图 6C、6D)，
表明它们之间的交互作用非常强，椭圆的中心

点基本位于图像的中心，表明它们对菌株 EY3
产酯的影响是相似的。3D 模型(图 6E、6F)可以

看出可溶性淀粉浓度和磷酸二氢钾浓度对菌株

EY3 产酯量的影响响应模型偏向于圆形，且图

像坡度不明显，这表明二者的交互作用对菌株

EY3 产酯量的影响效应不显著，坡度更倾向于

可溶性淀粉，这表明，可溶性淀粉浓度的变化

对菌株 EY3 产酯量的影响要大于磷酸二氢钾浓

度变化对菌株 EY3 产酯量的影响。 

 
表 3  响应面试验设计及结果 
Table 3  Design and results of response surface plots experiments 
试验号 
Test number  

X1 可溶性淀粉浓度 
X1 Soluble starch 
concentration (g/L) 

X2 蛋白胨浓度 
X2 Peptone 
concentration (g/L) 

X3 磷酸二氢钾浓度 
X3 Potassium dihydrogen 
phosphate concentration (g/L) 

产酯量 
Ester production 
(g/L) 

1 15.0 3.0 0.5 3.06±0.21 

2 10.0 3.0 0.3 2.98±0.27 

3 5.0 5.0 0.3 2.39±0.14 

4 5.0 3.0 0.1 2.39±0.26 

5 10.0 5.0 0.5 2.26±0.11 

6 15.0 1.0 0.3 2.26±0.19 

7 10.0 1.0 0.5 2.32±0.24 

8 10.0 3.0 0.3 3.07±0.13 

9 5.0 3.0 0.5 2.26±0.25 

10 5.0 1.0 0.3 2.15±0.18 

11 10.0 3.0 0.3 3.26±0.16 

12 15.0 5.0 0.3 2.33±0.23 

13 10.0 3.0 0.3 3.37±0.27 

14 10.0 3.0 0.3 3.16±0.20 

15 15.0 3.0 0.1 2.11±0.25 

16 10.0 1.0 0.1 1.89±0.17 

17 10.0 5.0 0.1 1.94±0.14 
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表 4  回归模型方差分析 
Table 4  Variance analysis of regression model 
方差来源 
Source of variance 

自由度 
Variance 

均方 
Mean square 

F 值 
Variance ratio 

P 值 
P value 

显著性 
Significance 

模型 Model 9 0.410 21.23 0.000 3 *** 

X1 1 0.041 2.10 0.190 5  

X2 1 0.011 0.58 0.470 4  

X3 1 0.310 15.94 0.005 2 ** 

X1X2 1 7.225E–003 0.37 0.560 3  

X1X3 1 0.290 15.09 0.006 0 ** 

X2X3 1 3.025E–003 0.16 0.704 2  

X12 1 0.300 15.47 0.005 7 ** 

X22 1 1.610 83.46 <0.000 1 *** 

X32 1 0.840 43.43 0.000 3 *** 

残差 Residual 7 0.019    

失拟项 Unplanned item 3 0.014 0.58 0.658 5  

纯误差 Pure error  4 0.024    

总和 Summation  16     

**: P<0.01; ***: P<0.001. 
 

 

通过 Design-Expert 8.0.6 软件预测得到最佳

发酵培养基为：可溶性淀粉添加量 11.44 g/L、蛋

白胨添加量 3.03 g/L、磷酸二氢钾添加量 0.36 g/L。
在此条件下，预测最大产酯量为 3.21 g/L。为了

验证该模型的有效性，将最佳发酵培养基修正

为：可溶性淀粉添加量 11.4 g/L、蛋白胨添加

量 3.0 g/L、磷酸二氢钾添加量 0.4 g/L。在此条

件下，菌株 EY3 的产酯量为(3.43±0.22) g/L，

是未优化前(2.16 g/L)的 1.6 倍，差异极显著

(P<0.001)，与预测值基本吻合，表明该模型

可靠。 

3  讨论与结论 
本试验从高温大曲中筛选到一株高产酯酵

母菌，形态学及分子生物学鉴定该菌株为异常

威克汉姆酵母(W. anomalus)，其最适产酯培养

温度为 30 ℃、pH 5.0、乙醇浓度为 7%、接种

量为 3%，最佳产酯碳源是可溶性淀粉、氮源是

蛋白胨、无机盐是磷酸二氢钾，单因素优化结

果表明：最佳碳源是可溶性淀粉，其最适添加

量为 10.0 g/L；最佳氮源为蛋白胨，其最适添加

量为 5.0 g/L；最佳无机盐为磷酸二氢钾，其最

适添加量为 0.5 g/L。三因素响应面优化结果表

明：对菌株 EY3 产酯量的影响顺序为磷酸二氢

钾添加量>可溶性淀粉添加量>蛋白胨添加量。

3D 优化模型显示蛋白胨与磷酸二氢钾的相互

影响最为显著。通过响应面方法优化的培养基

组成是(g/L)：可溶性淀粉 11.4、蛋白胨 3.0、磷

酸二氢钾 0.4。在此条件下，菌株 EY3 的产酯

量为(3.43±0.22) g/L，是未优化之前的 1.6 倍，

差异极显著(P<0.001)，是李欢欢等[32]研究的汉

逊德巴利酵母 (Debaryomyces hansenii)的产酯

量 1.17 g/L 的 2.9 倍，为进一步驯化利用该高产

酯酵母奠定基础。 
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图 6  各因素间交互作用对菌株 EY3 产酯量影响的响应曲面及等高线   A：蛋白胨和可溶性淀粉添加

量的响应面图；B：蛋白胨和可溶性淀粉添加量的等高线图；C：磷酸二氢钾和蛋白胨添加量的响应面

图；D：磷酸二氢钾和蛋白胨添加量的等高线图；E：磷酸二氢钾和可溶性淀粉添加量的响应面图；F：
磷酸二氢钾和可溶性淀粉添加量的等高线图。 
Figure 6  Response surface plots and contour lines of effects of interaction between each factor on ester 
production of strain EY3. A: Addition of peptone and soluble starch response surface; B: Addition of peptone 
and soluble starch contour; C: Addition of potassium dihydrogen phosphate and peptone response surface; D: 
Addition of potassium dihydrogen phosphate and peptone contour; E: Addition of potassium dihydrogen 
phosphate and soluble starch response surface; F: Addition of potassium dihydrogen phosphate and soluble 
starch contour. 
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