
台灣農業化學與食品科學(中移民回一00年+三月/第四十 九卷第六期 第三O七至三五頁)

Taiwanese Juurnal of Agricu ltural Chemistry and Food Science (December, 20 11) 49(6): 307·315

葡萄果表天然酵母菌多樣性與酸酵過程中的酵母菌相變化的調查偵測

*2

涵盟
司
系

系

Z
A

U
f
M
字

汪
叫
糾

微

生

學

m恥于

U
F

大

大

仿
照

叫到
街

圳
來
圳
來

有
'

，

fsg
-
t

( 鍍受刊01日期中學民間 O年三月六日〉

本研究調食籃定甜甜鮮食品幅巨飾及tIIl i商品楠熟后之來，寶安函酵倍泊的績 ， 分離獲m-473林 、 以PCR

RFLP分析核糖體核敵ITS區域的多型性 分層口許 眼線形態特微 生理生化特性與265 rDNA D I 1D 2f乎列 。

..定的其中六樹九 種 訟II/em句'ce.' aI，似的 、 高;poria 加111.1 pararo.lt!us 、CryplocQCc削 albiJ帥 、 Cryplo(."(xX師 oo~閥 、

CryptocoCCUJ IUleo帥 、Harueniaspura ，， ~arllm • Rhod，川poridium pall/dig.叫帥， 、Rhodosporidium .•phaf!TOcarpUm與

Rhoda/orula minUI。 ﹒ 兩個看官倒品積果賀表面Mill !有 背以Sporidioholu.i purarQseus 、CryptQCOCCUS m間的與

Rho血明，ridium pa/II“ligenum1-JJ.優勢椅 佔總的數的92% ﹒ 總培養與非培養法請食葡萄酒關製過程中趟徊的變

化，初期多樣位較高 後閉目'J以Socchammyn's cerevi.\'此1，，1~優勢商 ﹒

閻健字 總研防隊的 。 天然帶母齒 ， 多樣性 ﹒

Inve s tigation o f Indige n o u s Y e ast.., o n G rap es a n d Detection o f Y e ast Flo r a Dyn a m i c s

During the F erm entation

Y叩ng Chung1 and P i-Ha n Wa ng 2*

'v何partment υ/丸，“ 吋iotogy. Soochow University, No. 70, Linhsi Rd., Shih/in. Taipei Ill. Taiwan, ROC
Department ofιifl' S，卸的問 Tunghai University. No. 181, Sec. 3. Ta叫ung-K，叫 Rd. ， Taichung 40704, 7說，叩n.ROC

(Acc叩ted for publication: February 6, 2012)

This study investigated the yeast divers ity on the fru i t 叩rfaces of two grapevine v訂閱"的 of Taiwan,
Kyoho and Black Queen, and the ye叫 呵。 ra fluctuation during the fennentat ion of Black Q間en . There were
12 yeast RFLP groups clustered by RFLP analysis of rONA ITS region from 473 yeast isolates and 9 spe<:時S

of 6 gcnera identified by mo叩hologica l and physiological characters and 26S rONA 01 /02 sequence analysis
They were Bul/eromyces a/bus 年aridiobO/I/s part/ro間的CryptocoCCUS a/bidlls. Cr. a l/rel/s. Cr. II/Ieo/I/s.
Hω仿eniaspora uvarllm. Rhodo.啡Juridium pa!udig ,'num. Rhoda叩poridillm 黑phaerocarpum and Rhod%mla
翩翩的句。ridiobo/lIs porarosellS. Cl)plOCOCcus aureus and Rhodosporidi帥I pallldigenum were the dominant
'P的時淆 。 n the fruit surfaces of both grapevine varieties. Culture-dependent and . independent methods were
"'吋 to exam l間the yeast di間的ity present in Black 印間n fennentation. In the early stage of fennentation,

several yeast species were pr叫ent， while in the middle and the end offennentation, Saccharum;卵的cereYlslGe

was dominant

Ke~' wor ds: Saccharomyces cerevisiae, natural yeast, diversity

前 言 等﹒ 黃仙 曾調查田間三種釀酒葡萄果質上天然

酵母菌，發現七類菌落形態的酵母菌，以第一

類為優勢菌，該文為我國葡萄園天然酵母菌

早期重要的生態研究報告 ， 由於酵母菌鑑定權

稚，未鑑定酵母菌，未能得知該七額為何種酵

母菌及其族群變化，田間葡萄果實上天然酵母

台灣栽培的鮮食品種葡萄以歐洲種 ( Vil is

vinifera)及美洲種 (仰的/abrusca)所選育出之四

倍體品種巨峰 (Kyohol及蜜紅為主，釀酒品種

則有黑后 (B l ack 曲Jeen)與金香 (Go l den Mus cat )

• Corresponding author. E-mail: phwang@thu.edu.tw
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菌的苦慢性仍待了解 ﹒

酵母菌的鑑定很擅茵落與細胞的巨觀與徵

觀形態特性﹒ 然因形態特價有限， 菌種間不易

區別 ， 相對重要的是其生理與生化特性 ，其頃

目很多﹒已有商品化的套組可Ii!間，且建惰的

資料時已累積許多東要或常見菌種﹒ 可供比對

鑑定 ﹒此外，在GenBank有致富的酵母菌核酪

體核酸的緝碼序列資料 ， 可供比對與佐誼鐘

定 ﹒

葡萄表面酵母簡陋栽培地區之地理位

宜、氣候條件及栽培品純而不同 ﹒法閩南

部 Bo rdea u x地區﹒ Ca be r n e t - S a u v i g no n ‘

Cabe rne t fra nc與Se rni l lo n三揖品種葡萄

( Vil is vini/era ) 共分離出四隔酵母茵仙 ， 皆以

Kloeckera apiculata'1:t優勢酵母菌髓 ， 其次b

Metschnikow;a pu/cherrima與二積Rhodotorula ﹒

西班牙南部分離出七周刊捕酵母菌 ﹒ Pedro

X划i lle釘曲n間1唸ez輿Te固呻pr間am、l i 110 d由eR趴10J8兩個品種的葡

萄(阿附，臼 νvini)拚告r間'a)皆以Sp戶orob扭。ola

勢'佔76 . 6 9% ; 0ηpIOCOCCIJ$ spp. t這次優勢菌

純﹒佔 1 8 .35% .而Rhodotoru/a SPP 佔3.53%∞ .

西班牙北部Fo l i e B lanche和Hondarrab i Zur i
兩個品種的葡萄 ( Vilis 叫n ifera ) ﹒ 其表面以

Rhodotorula glut闊的為優勢菌 ， Kloeckera spp. (K.
apiculafa及K. Jindnerj)其次 ， 共五屬七種叫 .

義大利成熟葡萄果質上， 以Kloeckera ap叫lata

為優勢髓 ， 其餘有Cryp tococcus alb叫刊 、Cr.

j1avus 、 De吋ba昕ry戶om叮'ye臼e叮s h加t“，

puJcherr鬥t帥m冒悶a 、 Rhoda/orula glu t in ;s 、 Torulopsis

apiculalQ . T. candida 、 T. stellato等菌種問 .

日本中部四種自 葡萄品 組有 Cryp t o c o c c u s

albidus . Cr. laurentii 、 K/oeckera ap iculata •

Hansen iasp o ra occidenta Jis 、Rhoda/oru la

glutin is 、 R. m;nuta 、 Candida s pp. (四種)等酵

母菌﹒其中以K. ap;culala&,CryptococCWi spp.分

離率最高朋 ﹒美國東南部Muscad i ne葡萄(叮lis

rotundifo lia) 表面分離出六周十揖酵母菌 ， 分

~~~Candida alb icom • C. ed曲 、 C. humicola 、

C. sake' Haseniaspora osmophila ‘ Lodderomyces
e /o ngis p orus . Pic hia mem branaefacien s •

RhodatιJru/a g/utinis • R. minuta及Saccharomyc自

cere叫“ae (1) 0 綜合上述不同葡萄極怯地區及

栽培品種之調查研究﹒甜甜果質上各有其天

然酵母蘭種鎖 ， 以 Candida、 Crypto coccus '

Rhodotoru/a gl叫In 'S及Kloeckera apicula ta較常被

報導 ﹒

的萄酒釀製有自然酪酵及接種酸酵兩種方

式 ﹒自然險酵法以前筒天然酵母菌為酸酵菌

種﹒釀酒時 ﹒葡萄果賀這是面酵母茵在果實破碎

時混λ果泥中，參與葡萄酒酪酵﹒所蠶興葡萄

酒的風眛較為型富﹒但果質致面酵母菌種類與

數單隨著葡萄的品種﹒成熟陸及栽培環境而變

化，成為影響葡萄酒品質的重要因素 ﹒為確保

洒的品質優良與種定 ，採用接種酪酵法釀酒 ­

np在葡萄果泥中接種Saccharomyces cerev;s;ae
減少酪酵過程中雜菌污錄 ﹒降位III失﹒縮短酪

酵時間 ﹒混合天然酵母的與培養酵母菌發酵劉

造紅葡萄酒的發酵過程中 ， 接極的培養酵母間

立即取得生長優勢 ﹒那凹夭佔總昂的日l呵 ，天

然酵母蘭總菌數略為附加 ，第七天之後失去活

性(1) 0

研究方法上 ，劉益的萄酒酪酵過程中茵相

的變化 ，~以早飯培養分離計數各種類酵母

菌族群 ﹒再以傳統生理生化測試方法鑑定叫

10J . 但需要有經駿的專家方能完成酵母茵的培

及傳統鑑定﹒其過程純時對力 ，優點在於同

時獲得菌抹，供作研究與應用 ﹒該酸分于生物

技街可應用在偵測使本中的茵怕多樣性分析，

例個~合商連鎖反應一變性娣度明膠電詠法

(PCR-DGGE)應用在葡萄酒隙酵物中的酵母蘭蘭

相變化分析'" 山， 這個方法有其優點與缺點，

優點有不需培養即可區辨不間極的酵母菌 ，

較傳統培養分離 、鑑定法省時 ，並可偵測到無

法培養 (non-cu i turabl e)的酵母蘭州 . 但是 ，

即GE法有其限制 ，包的 : 只可定性，無法制確

定址， 雖無需培養，但也無法獲符茵株 ; peR
不能增幅的菌即無法測IB -例如 :由於常用的

引于對無法擴增Metschnikowia厲的酵母菌的核

做“‘ ) - DGGE便無法的測Metschn;kowia spp .
本研究調查按國食用及釀酒葡萄果表酵母

商之差，按住 ﹒以直接培養法分離酵母菌蛛 ﹒

純化後以核酸序列比對與生理生化特性鑑定

葡萄 ﹒帶有天然酵母繭的葡萄在果真添加培餐

酵母後 ﹒爾酵紅葡萄酒的過程中﹒ 葡萄酒酸酵

物中的酵母茵茵相的消長變化以直接培養活性

計數 、 核酸定停畫定與凶GE兩輸方法偵測與比

較 ﹒

材 料與方 法

一 、 綠綠

本研究於影化縣溪湖銘心 i hu ) 兩個巨的

(Kyoh. 仿tis v;nifera L. x V lahrusca L.o)前匈闕 ，

及二林頓 (Er l in)黑后 (B l ack Queen)葡萄閣 ， 採

樂;但 1'1 ﹒ 樣本以乾淨耐熱塑膠袋蚊梨 ， 4 17冷

TAO 
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訟 . 2 4 'J、時內處理樣本 ﹒

酒穎酸酵恨;學;取自影化縣溪湖鎮百成酒

.f. ﹒酒莊釀造首先將黑后葡萄果質破碎，以80

ppm偏重亞硫微卸 ( po t ass i um me tab isu l fite)
處理凹小時 ， 接械肉業flJM酒酵母Su('('haromy( 臼

ce阿vuwe說妞 ， 一般每公升洒姆總鼠III種 0 .2 5

g酵母粉 ， 於 16τ恆過路酵 ﹒ ;If< 試驗分別於酪

酵第一、六 .九及 1 4天採憬 ， 先均勾混合發酵

物﹒以50 mL無菌離心管皈築 ﹒ 4 t'冷藏 . 24小

時內處理 ﹒

二 、酵母菌之計數 、至于越純化與保存

I.果實表面酵母閑之槍測

修改 Rosa等人《凹 的方法 ﹒ 樣本袋中加

入無菌水 ，以60 rpm水平振聾t一小時 ， 取 l

mL進行迪緻稀開 ﹒ 各稀釋皮取 1 0 0 μL塗抹於

含ch l oramphen i co l (40 mg!L)之散化YM培養

草 (yeast extract -ma lt ext ract agar : pH4.5.
yeast extract 3 g. ma l t ext ract 3 g. peptone
5 g. gl ucose 10 g. chlorampheni col 40 mg.
agar 18 g. di sti lied "aier 1.000 mL)平恆岫

上 ﹒ 每稀何皮三'11111﹒ 25t'培韓三至四天 ﹒

選總酵母商數介於30-300商落數的掰開度的

平恆 ﹒ 在培養血底部重線 ﹒ 挑選交點上之菌

株 ，若交點上無商誅 ，則依序自第一象限開

始 ， 挑選雌交點最近之首株。以此方法每份

I!本隨機挑選3日株 ， 所有蘭株分別以凹區

in線法純化培餐於散化YM平缸 ， 取一菌落經

挑取重嫂純化後 ，獲得純商 ﹒保存筒陳先接

倆在YM培養核中 ，以 2 5 t' 培養二天，將茵

被與無菌甘油 (Naca l a i. 1a個n)以7 : 3之位官

比例宜於徵fit離心管中 ，混合均勻後 ，保存

於一80 1士 ( 1) •

2 . 闊酵葡萄酵母肉之極測

一般紅葡萄研頤酵 ﹒ 在五到 I I 日 間完成

酒精酪酵作間叫 l恥，因此本質駿分別於酸酵

第 l﹒ 6 • 9及 1 4天採樣檢測 ， 將的前發酵物

均質﹒取 I mLY'J質被連續稀釋後 ， 以前述方

法分離純化與~存商株 ﹒

三 、酵母菌菌種n\定

所有菌妹均經RPLP分群後 ﹒ 以各RPLP群的

代表菌株恨摟商落與細胞的形態特價 ﹒ rOXA

I TS序列與B i a l ag系統測定之生理生化特性 ，

重定酵母菌菌純﹒該酸序列﹒ 形態特徵與生理

生化特性均符合者為完成鑑定 ﹒

l 以Bio l og M i crol呵n system鐘定

依照B i a l ag YicroLogT1l sys t憫之操作方
法 ﹒先將的株培養於 Yi培養品 ，取單一菌落

於B i a l ag Uni versal Yeas t (Bia lag. USA)培喪
萃 ，於26 t'培養二天 ，接秘主的孔微最檢定

麓. 26 t'培簣 ， 分別於培養第24 、 4 8與 72小

時以B i o i冊; s MicroLogT1l 3.0肢資料庫鐘定酵

母菌 ﹒

2 菌抹形態與特性組察

菌妹在YM培養基於 25t'培養三天 ，以光

學頸徵鏡割察其細胞 形態與出芽生殖.培

養七天 ﹒以解剖甄徵鏡觀 察菌浩特徵 ﹒ 並根

據Bi a l ag套組測定之生理生化反應與形態特

性 ﹒書考祥的臉索蟹定咐， •

四 、核酸分析

修改 Doy l e軒JDay Ie叫3 的方法抽取酵母茵

ONA . 保存於-2日t' . 葡萄發酵物總均質後取 l

mL ' 以1 4. 0 0 0 xg離心二分鐘 ， 去除土清波 .

加λ I mL無商水重新懸浮 ﹒ 再重復兩次 ﹒ 以

去除本溶性的有機物 ﹒ 雄心鐘以500 pL crAB緩

衝被 (2% CT紹 . 1.4 M SaC! • 20 mM EOTA • 100
mMTr is (pH8.0) • 2% Prp-4 0 ( 叫'v J )重新懸

浮 ，加λ海砂(Sea Sand巳 40 -80 mesh. Sacalai
Tesque. INC. Kyot o. Japan) ， 劇烈振盪二分鐘﹒

以95t'熱水浴加熱30分鐘 、的t' 10分鐘以打破

細胞壁 ， 並棍雄的述方法抽取與保存DNA 。

I.~合防連鎖反I!! (Polymerase Chain Reaction.
PeR)

菌種鑑定是比對rONA ITS區域之核酸序

列 ，還閉嘴效性引于對 I TS I或 I TS5與叮54 '訓，

進行PCR ﹒發醇物之菌個以LSU rONA之0 1 1

D2區域之PCR -DGGE進行分析 ， 首次PCR以

引于對P63 (5' -GCATAT CA.\ TA.\ GCG G.\G GA.\

.lAG-3' )與LR3 ( 5' 一 GGT CCG TGT TIC .lAG .lAC
G -3')增幅D I / D2區域咽， 每25μL反應中 ，

含何2.5 μL lOx PeRbu ffer 、 1. 5 mM MgC I, .
50 I' M d N T Ps 、 引 于對各0 .1 川J . 1 U Taq

polymerase eMSI Fermentas. Li th uan ia)及

1 2 . 5 句償恆 DNA ， 反應慷件 94 τ作用二分

鐘使DNA變性 ﹒引于動合溫皮58 t'、 20秒 ，

~合溫度72 t'﹒ 三秒‘ 一個循環:變性溫度

94t' 、 一分鐘 ，黏合溫度58 t' • 20tJ> . 眾合

溫度 72 t'、 三秒 ，進行 40個循環 ，最後以

變佐溫度 94t' ﹒ 一分鐘 ﹒黏合溫度 58t' ‘ 2 0

秒 ，緊合溫度 72τ、五吵 ，進行一個循環 ­

PCR-閃GE第二次增幅 ﹒ 將LrDNA之DI /D2區域

TAO 
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一 、葡萄果實土的酵母菌多核性(表一)

在巨峙及黑后葡萄的生及時期 ，分離果質

表面的酵母繭 ，以隨機取樣方式得到4 7 3株醇

母茵 ﹒道些茵株之rONA ITS區域長度介於550

te甘祖ethy l ethy l ened i am ine (TEYED)與次就

酸錶 (ammon i um persul fa t e. B i oRad)使膠片

凝固 ﹒取 1 6 μL LSU rONA之5' 端區境增幅矗

物 ，加入。 5 μL I U Mung BeamNuclease與2 μL

Mung Bean Nuclease buf fer (MSI Fermentas.
Li thua ni a ) .加無茵71<至總體積為20 μL '

於 3 7 τ作用 3 0分鐘 ﹒將反應產物質於變

性梯度膠個電詠槽 (Dcode syste固 . BioRad)
中 ﹒以20%- 6 0%變性範悶的膠體電詠 ﹒加

λ一倍HE紐衝溶 ill< ﹒ 1 8 0 y咆詠四小時 ﹒

反應設膠體經eth i d i um br。因ide染色 ， 照個

(I阻geStore 7500. 叭1'. USA)紀錄 ﹒

4 解序及序列比對

酵母菌rDN，\ ITS區域及LSU rDN ，\區織之

PCR產物解序 (明欣生物科技有限公司 ， 台

北 ) . 解出之序列進λ英闖闖家生物科技資

訊中心 (Na t i ona l Center for Bio technol ogy
Infor ma t ion. NeB I) 的G凹Bank資料庫 ﹒ 嫂專事

比對茵茵序列 ﹒

之產物以引于對GCF63 (5-a;c CCG CCGαCGCG

GCG 囚C 囚G GCG GGG GCA TAT CAATAA G臼GAG

GAA AAG舟， )與凶2 <5' 一AIT CCC AAA CAA 臼'C GAC
TC舟' )增個5 ' 踹區域圳 ， 條件向上述 ， 唯加

入5 0 ng偵皈DNA ' 反應條件如下 的t作用

5分鐘使DN A變性 。 變性溫度的τ 、 一分鐘 ，

黏合溫度52t ‘的秒 ， 聚合混度72t、 一分

鐘 ， 進行40個循環:最後以~合溫度 72t、

七分鐘 ﹒進行一個循環 -

2 ， 限制片段長度~型性分折 ( Rest rict ion

Fragment le呵th Pol叭勵r前 i sm， RFLP)
還取Haem · HhaI及Hint I (Ne 'll- Eng land

Biolabs. UK )三種酵素 (!3) 處理益分析 ， 取8

μL rONA ITS區域的PCR產物 ， 加λI V內切限

制酵索及 1 μL級衝液 ， 37t反應四小時後電

泳分析 ﹒

3 變性梯度膠體電詠分析

P C R產物以 1.2 自膠體 (A ga r o se 11M,
Amres凹， USA )置於水平式電詠槽 (Yupid I I.
Advance. USA) . 加入。 . 5倍 TBE級衝澈， 以

100 ，電詠 ﹒ RFLP產物以1.5%膠體 (Seak帥n LE
aga rose . B刷. US，\)宣於水平式電詠槽 (GNA

200. Phar回c i a Biotech. USA) . 加λ0 . 5倍TBE

經衝液﹒ 1 20 ，啥詠 ﹒

變性鏘度膠體電詠 : 使用8目緊甲區胺

(polyacrylamide. B i oRad、USA) ， 添加變性開

7 .1線索為 1 00何變性梯度 ﹒ 加λN，N，N\N‘

結 果

4 49 550 550 260,220,80 300,175, 175 VIEb·28
5 16 550 400, 80. 50 300. ISO, 1α} 275, 275 V6Eb-12
6 8 6'0 600, 50 350. 300 280，2 30可 150 V6Bb-18
7 4 61 0 500, 90 350,280 280,220. 150 V5Bb- 17
8 3 750 750 320,320, 100 350.2 10. 190 V5Eb-14
9 2 6'0 6'0 340, 190.80 290,175, 175 VIEb-22
10 620 4個. 220 3曲， 250. I個 340,220,80 V5Cb-22

II 6曲 6岫 5帥， I曲 350,220 V5Eb-3
12 840 450. 3個 225, 225, 150, 450, 400 V6Cb- 1)

150. I個

NID: nOI identified

表一分離自葡萄果質表面十三個酵母菌菌祥的商株數‘核酪體核散肉部轉錄區大小、 三種內切

處理之核酸片段大小﹒代表菌妹晶晶號與鑑定結果 ，菌群依菌抹數多少排列

Table l. The rONA ITS r egi on size. RFLP bandi ng s izes derived from digestion 當 i th 3
end∞ucleases and the i d凹t i ti es of 12 y阻st groups I田 l a ted fr，個 grape be口"y surface

GroUll J甜late no. ITS岫叫 Haelll (ho) Hhal (b叫 Hillfl 岫卅 Isol ate code Idenliry
I 245 6曲6曲3風3個275， 110， 110, 110 V6Cb-13 Spo祠的bolus pararoseus
2 84 550 520 250, 200, 70 3曲 170，70 、 50b-30 Crypl目前CllS aureus
3 59 630 420, 210 3間， 230, I帥 的0， 200 VIEb-25 Rhodosporidi岫

paludigenum
Cryptococcus albidus
NID
NID
Bu l1eromyces albus
Hanseniasporauvarum
NID
Rh吋osporid i um

sphacrocarpum
Rhodotorula minuta
CryplOC四個s IUleolus
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840 bp ﹒ 以Haem 、 Hin f !及Hha I三種酵素處理

473株酵母菌rONA I T S區域的peR產物 ， 可分

為 1 2個 RFLP蘭群 (G roup 1至Group 12) . 其中 ，

Gr oup 1 ·3 、1 0及Group I l l:;紅色酵母菌 ， 其餘

為白色酵母菌 ﹒ Group I共2 4 5株 ， 佔總分離株

數之5 1.8站 ; Group 2共84株 ， 佔 17.8喘 ; Gr o up 3

共59株，佔 1 2 .3% ﹒

I.菌種鑑定(表一)

由 1 2個菌群選取28株代表茵株 ，以菌

落與細胞的形態特徵 (闖一)、 rONA 1 TSfJ'列

與B i o l ogTll系統測定之生理生化特性 ﹒ 鑑定

出六屬九積酵母菌，分別為 Sporidiobolus

pa r a ro s eu s . C r yp t o c o c c u s au rell S 、

Rhodosporidium pa!udigenum 、Cryptococ口"

albiJus • Hanseniaspora It叩rum 、 BulJeromyc凶

。 th us ﹒ R hod.οspo r idi um sphaerocarpum 、

Rhoda/orula minl/ta及0多少的coccus lureal.肘 ， 另

有三個詞群未能鑑定 ﹒

2 巨峰與黑后葡萄表面的酵母菌種分離

由兩處巨峰葡萄國調查的果表醇

母 菌 ， 共 鑑 定 出 四 屬 六 種 ， 分 別 l:;

Spor idiobolu s pararoseus 、Cr.l'p t OCOCCllS

Gureus 、 Rhodosporidium paludig enum ‘

C ryptococcus a lbiJus • R h o dosp o ridium

sphaerocarpum及Bulleromyces a/bus ﹒ 黑后衛

萄果表則分離鑑定出六厲八鼠， 分別為Sp

pararoseus ‘Cr. aureu!> 、 Rh. paludigenum 、 c，

albid us • B. a/hus 、Hanseniaspora IIvarum 、

Rhodotorula mi帥<ta及Cr. It.俏。Ius · 其中 ， Rh

sphaerocarpum只從E峰的萄果質上分離到 ，

Hanseniaspora uvarum 、 Rhodotorula minuta

及 Cr. IUleoh的 ， 則僅於黑后備萄果質上分

離 3的j ﹒ 二憫 r~l純的葡萄果表皆未分離出

Saccharom戶叫cereVlsme ﹒

間 可:poriJioho lus purarU.\"eWi V6Cb-1 3 (A , B) , Cryptococcus aureus V5Db-30 (C, D) , Rhodo可;poridium I'aludigenum
V6Cb-13 (但E ， F盯) ， Crη-)Pl河咐tω0'叩0<，何Cαa削呀肘可alb伽idt扣F肘疋 V叫I Eh-28 (G, H叫f刊) ， H(t叫nsem削p戶(mσ uν叩'aI'，叫'urn V5Eh-14 (刊I ， J乃) , 8u川If，叫r肉陶4ο叫7
alb伽"肘，的s V5Bb-1 7 ( K, L) ' R肘l切叫ι呼wο川dium 司ψρ帥hα耐e帥'rocar，ψ'po圳In V5Cb-22 (M, N) , Rhod，οlorula minuω V5 Eb-3 (0 , P)
0多.pIOCVCCUS /meous V6Cb-13 (恥的商蓓形態與骨聲細胞出芽生監 a 以YM培奠基25 t:培後 ， 培贊七天的問茲

與培養第三天的官護制胞 ﹒比別尺為 10 μM ﹒

Fig. I. Colony rno叩hology and budding of vegetative cells of Sporidiobotus pararoseus V6Cb- 13 (A , B), 0η'PI叫'occu.\'

aureus V5Dh-30 (C, Dl, Rh(J(/(叫'Poridium paludigenum V6Cb-13 (E, F). Cryptvcoccus αIbidus VIEb ·28 (G , H),
Hansenias戶ra uvan/In V5Eb-14 (I, J), Bulleromyces utbus V5Bb-17 (K, L), Rhod(呵 lridium ψhaer<叮arpum V5Cb­
22 (M. N). Rhodotorula miml1a V5Eb-3 (0 . Pl. Cryptococcus luleous V6Cb-13 (Q) after 7-and 3-day incubation at
25t on YM agar. Bar '" 10μM
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二 、 葡萄酒酪酵過程中酵母菌茵相變化

供試的黑后葡萄果闊的鞠留在成熟採收

後 ，由農友自行釀製紅葡萄酒 ， 酪酵的第一、

六、九及 1 1天，以隨機取樣方式各純化3 0株

菌，共分得酵母繭 1 20 t中 ﹒ 問株 ONA經 PCR擴增

得到 LSD rDNA之D 1 / D 2區域產物 ﹒ 以 Hae m 、

Hin f I 與Hha I三種酵素處理 ， 比較困諸多樣

性，可區分出三種RFLPl萄群 。將三群菌的26S

rDNA D I /D2區域解序 ， 經序列此對 ， 分別重E定

為 Candida stellata 、 Saccharomyc刮 目間VfSWf?與

lssa tchenkia lerricola .
l 直接培養法

酪酵第一天總酵母茵數近 1 06 CFUlmL •

1i線上升到第九天達 1 0' CFU，加L· 之後維持

在 1 08- 1 0 9 CFU.加L ﹒ 而趨於穩定 (國三 ) . 以

序列稀釋與平恆培養方式觀察菌落形態並計

數菌落數 ， 輔以茵株核酸序列驗證 ， 第一天

分離出C. stella/a ‘ I. lerricola與且 cerevisiae

茵數分別為4 .3 x 101 CFU/mL 、 2 .1 x IO~ CFUI

mL與5 . 8 x 105 CF甘'mL ﹒ 慨酵第六 、 九與 1 1

天只分離itl S. ce阿VIS '肘 ， 菌數分別為 1. 7 x

108
CFU/mL 、 1. 9 x 109 CFU/mL與 1. 2 X 109

CFUlmL .
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2 . 變性娣皮膠片電泳分昕法 (間三)

葡萄酪酵樣本之全!il D N A以引于對

GCF63/LS2擴增後 ， 得到約250 卸的產物 ， 將

樣本的250卸的產物以DG 日E分析 ﹒ 獲得轍酵

第一 ‘六 ‘ 九與 11天j圓 圓賽中酵母的的 DGGE

個譜 ，與相同樣本中分離出的仁 sfella帥 、 I

ferricola以及丘 ce阿VI.Hae純菌的國譜比對 ， 發

現酪酵期第一天樣本的閃GE關譜中，有六條

(即帶 ， 其中三條條帶與巳 stella的﹒ I. lerri叩fa

以及S. cerevis iaef目 問 : 酪酵第六天樣本的關

do、恐

l 6 9 1.J Cs Sc II

(、s

tg圓圓a
Sc­

If 一

?于 一一一...

國三葡萄酒醋酵過程且其分離所撞純捕之

DGGE間Ut • lane 1 -4 分別為由酵第一

六 、 九興 14天的 DO G E回 :19 . lan e 5
CunJidu sfella/(l (Cs). lane 6: 5accharom l'ces

cerevisiae (5c), lane 7 : I.u atchenkja ler咐 。la

仙酌純街闊論

Fig. 3. DOGE patterns of wine fermentation samples
and pure cultures isolated from the samp les
lane 1 -4 制ne ferme ntation on the I 弋 6恥. 9愉

and 14恥day. Lane 5: Cundido s/e/lutu (es)
lane 6: Saccharomy它的cerev帥iae (Sc) , lane 7
Issatchenkia terricofa (II)

請有第一天樣本國譜主方的四條條帶 ，包指

C. stellata與S. cerevisiae的條帶 ， 第九天與第

11天的闊論 ， 自I)僅由l出且 ce削!川耐的條帶 ﹒

討論 與結論

本研究於三個街萄供試果閩栽種的兩個

品種葡萄的果~t表冊，以隨機方式分離及保

存1 7 3株酵母繭 ， 其中 3 0 6株為紅色醇母商 ﹒

1 67株為自色酵母繭 ， 以 rDNA l TSFf; 列的限制

片段長皮書多型性 (RF LPJ開譜分成 1 2個商群，根

據形態特徵‘ 生理生化特性t1iJ rDNA I TS序列比

對，鑑定出六屬九楠， 三種未能完成鑑定 ﹒

台灣兩個葡萄品種果質表面有C門ptO CO CC lI S

a ure us ( Cryp toco cclls lautent i i中的 報 (16 ) ) 、

Cryptococcus albidus 、 Cryptococcus luteo/'的 、

Hanseniasp ora uvarum ( a n a mo r ph : Kloeckera

TAO 



葡萄果表天然酵母菌3多樣性與酪酵過程中的酵母菌相變化的調查1的 l 313

。p ieu lata ) 、 R hodosporidi um sphaerocarpum

(anamorph: Rhodo torula glutinis) 、 Rhodotorula

minuta及SpnridiohοIus pararo.控制 ， 在葡萄果質

上已有分離紀錄肘 7.24-28 ) 0 Bulleromy ces albus

及Rh . paludigenum是首次報告出現在果園中

的南萄上 ﹒其中以Sparidio bo l t的 pararasues 、

Cryptoc oc cus aureus 、 Cryptococcus albidus與

Rhodosporidium paludigenum為優勢嗨 ， 佔總

菌數約92% (表一 ) .這四種優勢菌也是兩品

種葡萄園閱果表的普遍分布種 ' B叫lerOl叮ce>

albu.s相對是較弱勢族群 ， 在兩種葡萄上也都

有發現 。此外，在活性培養 (v i ab l e coun t )調

查中 ，只在巨峰葡筍出現的是Rhodosporidium

sp h aeroca rpum 只 在黑后葡萄出現的有

Hanseni，們:pora uvarum 、 Rhodotorula minutaEt.. Cr.

lute.υl肘 ， 這些差別可能與葡萄品種有闕 ， 不同

品誦的果賞。其果表分泌物所提供的養分有

異，致使果表微接地上的微生物個有異.也有

可能因為樣區在地茵相不同 ， 或是這些菌種的

族群跪在偵訓l方法黨敏度的臨界值附近所導

致 ﹒

法閩南部 Bordea ux地區 ， 三種品種翰的

( Vitis ~' in祉raj 共分離 tH四純酵母闋的 。 皆以

Kloeckera apiculata~優勢酵母菌種 ， 其次為

Metschnikowia pulcher，川rna與三種Rhodotorula ﹒

西班牙北部兩個品種的葡萄表面以Rhodotorula

glut in is為優勢菌 ， Kloeckera apiculata及k

lindneri其次 ， 共五關七種仙 。 四班牙南部分

離出七屬 1 5 種酵母菌 ， 兩個 品種的葡萄皆

以Sporo bolomyces roseus為優勢 ， 佔 76 . 6 9 %

Cryptococcus spp 為次優勢菌種 ，佔 1 8. 35% '而

Rhodatοrula spp. fl占3 . 5 3%山 . 義大利成恥葡筒果

l'I上，以Kloeckera apiculata為優勢帽 ， 其餘有

Cryptococcus albidus 、Cr. jlavus 、Debaryom.少'ces

ha nse nii 、 Me tsehn i kοwia p ulcherrim a 、

Rhodotoru la glutini.s 、 Torulops is apiclllata ‘ t
candida ‘ T. .，' Ie llala等簡報 (5 ) 0 般而言 ， 酵母

蘭種類隨著果 1'1成恥度改變 ，以成熟果 1'，之總

酵母悶悶數最筒 。

綜合以 上報告，歐洲葡萄園 中的果 1'1

表面以Kloeckera叩叫lata( 2 幻 ( t e l e o mo r p h :

Hanseniaspora u varum ) 、Rhodotorula gl utinis \4l

( t e l eomor ph : Rhodosporidium sphaerocarpum )
與Sporobalomyces roseus (W為常見的優勢種 ，

台灣的黑后葡萄上有Hansen iaspora uvarllm為

Kloeckera apicul，α/a有性世代學名 ， 巨時葡萄土

有Rhodl。可:poridium sphaerocarpum為Rhodotorula

glutin is的有性世代學名 ， 均為普遍分布積 ﹒

其他歐洲閣極有 Cr. fla~'us 、Deba ryomyc凹

h a nse nii ' M e ts c hn ik o wi a pulcherrima

Torulopsis 句'J iClI lata ( t e l eomor ph: Hanseniaspora
uvaru m (2川 、 1'. can d ida ( 更名 為 Candida

saitoana叫) • T. stellata (更名為Candida stellata
叫') 等商種【2， 4 ， 5 ) 0 Candida stellato出現在我們檢

測洒自舊的天然酵母菌中 ，未出現在葡街園菌相

調查，顯示為天然酵母菌 ，但徊較調查名錄中

的其他菌種 ，其族群最較低 ﹒

地緣較近的日本(6) .調查報告腫然是與技

們不同的四種自葡萄品種 ﹒果表的優勢酵母

茵Cryptococcus albid;肝 、Cr. lauren帥 、 Kloeckera

apic u la旭 、 Rhodatorula minuta等與台灣的相

間，其中以K. apiculata及Cryptococcus spp 分

離率最高 【".似乎東亞留個較為相似 ﹒美關

*南部簡萄表面分離出六屬十觀酵母菌 ，分

別為Candida albicans 、 C. edax ' C. humicala •

C. .sake 、 Haseniaspora osmυ'philo 、Lodderomyces

e long叫Jo rus 、 P ich iμa me叫mbra叫naej泣缸C山

Rh加οd血rο叫州，/吶圳/<仰"川叫，faα g/叫叫t間n附"仿s 、 R. min刪"叫叫"叫，/師α及S品ac叫cl岫r悶ar叩υmy.戶￡吋e凹δ

C叫er，阿d叫ν叫叫t“叫.\'1.吋川lO“le (♂《叮叫" . 茵惘與歐洲及亞洲的菌相較不相

似 ﹒葡萄果質上的天然酵母菌源自於昆蟲接觸

傳播棚，或空氣中之酵母商附著 ω。反映自然

接地的本土商相<ind i genous yeast f lora) •
黑后葡萄接種酪酵期間分離出 1 20株白色

酵母菌 ，沒有紅色酵母菌，經RFLP分群後 ，以

LSUrDNA之D I /D2區織之核酸序列鑑定出三種酵

母菌 ， Cm叫ida stella帥 、 Issatche叫ia terricola以

及Saccharomyces cerevisi尉 ， 原來棲息 在葡筍果

質表面的酵母菌沒有出現在果膠分離株中 ，果

E賽中的三種酵母菌也未自果園中果表分出 。 雖

然生長主品質都是葡萄果贅，但關中果賀暴露

在陽光下，果表屬於好氧、位置輩份的最撓 ，以

好氧性醉母蘭佔優勢，有較高的酵母闊步樣

性 ，兼性好斜的Saccharomyces spp 在這個腹地

的競爭力較低，族群;fit很缸，分離不易叫 筒 剝

削 ， 使得而筒泊酪酵的主力蘭時ISaccharomyces

自何Vlswe未白閩中前街果表分離出 ﹒ 釀造峙 ，

果質體碎成果泥，成為高糖 商養份 、rJ氧的

基質與環境 ，果表的好氧性菌種競爭力不如好

高糖與算氧的酸酵菌種，後者快速增殖 '成為

優勢菌 ，菌相此消彼長，截然不同 ﹒

驗酵初期之酵母菌菌相複雜，酸酵中期

至後期菌相單純，以Saccharomyces為優勢菌

種 。我們以直接培餐與DGGE兩種方法偵il!U葡萄

酒酪醇過程中的酵母茵群落組成變化， 可以

7解菌相的i直替 酸酵第一天 . DGGE可測得六

領酵母繭 ，比直接培瓷所分離的三種酵母菌
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C. stella旭 、 J. terricola與s. cerev;siae~ ~善 ， 三者

活性計數的菌量分別{占6 . 7% 、 3 .3何與90% ; 進

入酪酵中期，宜接培變法未分得的C. stella徊 ，

閃閃仍可測待 ， 而且C. stellato條帶由第一天

至第六天亮度減弱，顯示其族群數鼠隨臣費酵

進行降臨，且DGGE{白 話 l 草草敏度高於活性計數

法 s. cerevi.~ iae之族群昂 則隨著隙酵天數遞

增 ，自第一天 5 . 8 x 105 CFUlmL開始 ， 第六天

增加至 1 . 7 x 108 CFU/mL ' 第九天達最高峰 1. 9

x 109CFUlmL ﹒ DGGE的條帶最亮 ， 第 1 4天 · s

ce reV 1S lae菌數為 1 .2 x 109CFUlmL • 開始哀

滅 ，菌壘介於第六天與第九天之間 ，其DGGE條

帶亮度也介於第六天與第九天的條帶之間，

PCR-閃GE偵測與直接培養的結果相符 。

澳洲Heard與F l cct (J趴在接種S. cerevisiae酪

酵紅葡萄酒與自葡萄酒過程中。第一天分離出

凹屬六種酵母菌， 分別為Kloeckera apicufara 、

Candida stellato 、 C. colliculo頃。 、 C. pulcherrima 、

Hansen iaspora anomala與S. cerevisiae ' 前五種

為天然菌種，扭論在紅酒或白酒釀酵的自rr 2 4

到的小時生長顯著 ﹒他們研究中的Kloeckera

apicu !a la是優勢菌種 ， 政們果闢葡萄的天然

眉宇母觀群殼中有其有性世代輛Hans eniaspora

uvarum (anamor ph: Kloeckera apiClllata) ， 但在這

個驗階試驗樣本中沒有發現 ﹒ Candida s tellata
在他們的紅、白酒酪酵中都出現 ，尤其白酒

酸酵中是最優勢閑種﹒約 l OG CFU/mL ' 紅酒酸

酵初期達 1 03 CFUlmL到 104 CFU/mL ﹒ 我們紅酒

廠酵期第天亦測得4 . 3 x 101 CFU/mL C阱ldida

stella/a ﹒ 轍酵洒自書中的天然菌種只有Candida

s relfa ta f;';;J 出現 ﹒ 其他偏積各不相同 ﹒ 酪酵初

期 ，葡萄皮上棲息的野生菌種將酒膠中的糖類

轉化成酒精，不同的酵母菌株生理生化特性不

同 ，產生的風味會有差異 。往往洒在為使產品

穗定 ， 接種商業酵母菌酒翹誘導酪酵釀酒 。 本

研究監測商用種翅酵母菌第一日即成為優勢菌

種，族群里直線上升，第九天所測最高盔 ，應

已完成酪酵 ，使其他不具競爭力的野生菌種

未再測f芽 。 惕與溫 ([ 9)以金香葡萄製作酒穆 ，

比較不岡酵母菌且 CereVlSIQC菌株酸酵的應用效

果 ， 結果顯示不同酵母繭的發酵速度與情好性

品評有顯著差異 ，雖然沒有調查天然醇母商在

其中所扮演的角色，但以s. cerevis iae不同菌株

酸辟有顯著不同的妓果，酪酵的期有不同的天

然酵母菌群落參與敵醉 ，對葡萄酒的風味雖有

顯著影響 ﹒

酸酵過程中影響酵母商生長之因素包括

果質成分 ﹒ 二氧化硫的使用 ‘ 葡萄汁之澄消

與酸酵溫度等 ﹒葡萄會糖量也使酵母菌的生

長速率不同 • Candida s tellata在高糖取境下生

長速率佳恤 ， 凶GE分析 C. .~ lellala在酪酵前六天

為可測得之菌種 。 C. stellato在酪酵第六天的菌

最低於第一天的4 .3 x 104 CFU而L ﹒ 與優勢茵S

ce阿Vlswe族群最1.7 x 103 CFU/mL差距超過 1 02 ,

受限於平板培設計數限制 ，未能測得其族群

眾 ﹒書照細菌學的試驗經驗，在平板培護基

上，每血最多可區辨250個商紹，使得蘭是做

於總商數l悍的菌種不易出現，當每血逢機純

化十分之一商品器時，茵f丘低於總商數十分之一

的菌種出線的機率就偏低，不易獲衍 ，致使平

被培贊法調查的是族群品商於總E函數l何的優

勢菌種 ， 也就是未進總茵數 l 拓的 菌種的菌落

出現機率低 ， 因而無法被計數出 ﹒如果目的只

在於獲取菌株，增蘊 (en ri chmen t )培養較易獲

符Saccharomyces spp 恤 ， 但是增姐培養使茵數

改變扭曲 ，無法據以估算樣本中的族群壘 ﹒由

試驗數據看來. DGGE的靈敏度高於平板培養的

活性計數法，可以偵測出族群蛙較小的商麓，

但是需有純茵作為書苟 ﹒或將條帶核酸編碼解

序比對 。否則無法符知條帶所代表的物楠 ﹒

絲狀其菌主要以形態特徵作為分類與鑑定

依據， 但酵母菌形態特微有限 ， 不足以區辨商

蘊，在分類與鑑定方法上較類似細菌，須仰賴

其生理生化特性 。資'"研究絢萄天然酵母茵族

群動態 ，以顏色﹒形狀平滑戒皺縮 、有無假菌

絲將茵落形態分成七額，不同地區採梨的九個

品輸葡萄的24個樣本中，有22個樣本超過8 3%

的酵母菌族群為乳白色平滑商搭無假崗絲的

A類酵母菌 ， 卒;研究中的Cryptococcus au何蚓 、

Cryptococcus alb idus 、 Hanseniaspora uvarum與

Bulleromycω αtbus都符合該類描述 ﹒ 由樣本分

離培養出商落後， 不同菌種可能商落形態相

近 ， 相同齒種出現多樣菌搭形態，因此生態調

查菌落形態判別辨識菌種困難 。 本研究以逢機

方式選取菌落 ，將逢機選取的所有菌落樣本以

PCR-RFLP圓譜分群後 ， 依照酵母茵鑑定方法 ，

形態﹒生理生化與核酸序列分析結果均符合者

完成鑑定 ，以了解我國荷葡果表與消冒雪酪酵的

酵母商相變化 ﹒其中有三純酵母商未能鑑定出

學名，有可能是不典型的環境崗株或是新極酥

母筒 ﹒

本研究調查台灣葡萄果表天然酵母茵的多

樣性 ，偵測該批葡萄進λ酸酵程序後的茵惘消

長﹒ PCR - DGGE方法可以快速分析葡萄洞險酵過

程中之酵母茵茵個變化 ，應用於偵測與監控酪

酵過程中的商相變化 ， 降低葡萄酒生~污染的
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