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市售釀造米酒用菌粉中酵母菌相之調查與發酵能力評估


市售釀造米酒用菌粉中酵母菌相之調查與發酵能力評估1
洪爭坊2、洪梅珠2
摘　　要

本研究為探討市售菌粉中酵母菌相對菌粉釀酒品質的影響，分離純化六種市售釀造米酒用菌粉包所含之微生物相，結果各菌粉中除麴菌外至少均可分離出兩種以上的微生物。將各菌粉中族群佔優勢的酵母菌株分離純化並進行ITS區間序列比對及RFLP分析後，各市售菌粉包中的酵母菌均鑑定為Saccharomyces cerevisiae Meyen ex E. C. Hansen。利用上述市售菌粉進行米酒發酵，結果以菌粉E釀造的發酵液pH値(3.42)及酒精度(11.19%)均最低，但殘糖度(6.33%)最高。另以小量發酵方式評估各菌粉中優勢酵母菌單獨生產酒精的能力，結果於第15天時，F1菌株產生酒精能力最強，而C1菌株產生酒精能力最差。
關鍵字：米酒、菌粉包、酵母菌。

前　　言

米酒是我國的民生必需品之一，舉凡烹飪調味、產婦坐月子、冬令進補與浸泡藥酒等都不可或缺。伴隨臺灣加入世界貿易組織後，政府開放民間經營釀酒事業，許多農村酒莊紛紛成立，不但有效調節農產品的流量，更能促進農業精緻化，提昇我國農業競爭力。然而相較於國外釀造發酵產業走向大型化，並嚴格控管製造流程的競爭壓力下，若無法有效評估釀酒用菌粉原料的良窳，進而選用較佳的菌粉作為發酵材料，也將影響業者製酒的成本與品質。此外，一般民眾若想以菌粉包自行釀造米酒，也常會因菌粉包產品品質的參差不齊，而無法獲得品質穩定的米酒產品。

在米酒釀造的過程中，米粒的澱粉經由麴菌的澱粉酶分解為葡萄糖後，酵母菌再將葡萄糖轉化為酒精。因此，釀造用菌粉中的微生物相在釀酒過程中，不但會影響米酒產品的品質，亦是發酵成敗的重要關鍵之一。倪氏(3)曾指出，在製造白酒、燒酒、威士忌等蒸餾酒類的發酵工程中，佔主要角色的Saccharomyces屬酵母菌，是決定酒類品質與類型的重要因素(3)。據此，本研究初步調查六種市售釀造米酒用菌粉中主要的微生物相，除比對各菌粉中優勢酵母菌種的核糖體內轉錄間隔區(Internal transcribed spacer, ITS)序列，並配合限制酵素長度多型性分析(Restriction fragment length polymorphism; RFLP)技術進行酵母菌鑑定外，亦直接使用市
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售菌粉進行米酒發酵，配合各菌粉中優勢菌種的小量發酵數據，作為評估菌粉品質優劣的參考依據之一。
材料與方法
一、市售菌粉包微生物相調查

取市售之釀造米酒用菌粉A、B、C、D、E及F各1 g，分別加入9 ml無菌水中，製成懸浮液後分別序列稀釋106與107倍，並各取100 μl塗抹於YEPD平板培養基(yeast extract 5 g, peptone 10 g, glucose 20 g, agar 20 g, D. W. 1 L)上，於室溫中培養48 hr後，觀察記錄各菌粉包中分離獲得的微生物相，並挑取分離比率較高的微生物進行分生鑑定與小量發酵試驗。
二、利用分子生物學方法進行微生物鑑定
1.核糖體內轉錄區間(Internal transcribed spacer, ITS)之PCR增幅與定序：
將各菌粉包中分離比率較高的微生物純化後，以White氏等(1990)所發表的ITS1、ITS4作為引子(8)，進行聚合酶連鎖反應(polymerase chain reaction, PCR)，增幅其ITS區間。PCR反應條件如下：95℃ 10 min；95℃ 1 min，52℃ 2 min，72℃ 2min，上述三個步驟進行35個循環；72℃ 10 min後，4℃ ∞。PCR產物以1.4% agarose gel進行電泳分析後，利用Viogene DNA/RNA extraction Kit回收DNA後解序，並將定序結果上網至NCBI網站進行DNA序列比對。
2.ITS區間之限制酵素長度多型性分析(Restriction Fragment Length Polymorphism, RFLP)：
取10 μl不同酵母菌之ITS區間PCR增幅產物，加入7.3 μl無菌去離子水，10× Restriction buffer 2 μl、acetylated BSA 0.2 μl，最後分別加入Hae III與Hinf I限制酶(Promega, USA) 0.5 μl，使各反應液的總體積為20 μl後，於37℃水浴槽反應4小時，並以2% agarose gel進行電泳分析後，根據Esteve-Zarzoso氏等(1999)的試驗結果進行酵母菌鑑定(7)。
三、不同市售菌粉包之米酒釀造試驗

取1 kg白米加入1.35倍的一次蒸餾水蒸煮，待溫度降至約35℃後，分別加入10 g的A、B、C、D、E及F等六種市售菌粉，於室溫(23±2℃)下進行發酵，並於發酵第3天加入2.5 l一次蒸餾水。發酵期間分別於第3、6、9、12及15天取樣一次，每次取樣50 ml發酵液，分別記錄其糖度、pH值與酒精度之變化。

四、不同微生物之小量發酵測試

分別取A1、B1、C1、D1、E1及F1菌株，調整各酵母菌濃度，使其接種於100 ml發酵營養液(0.3 % yeast extract, 15 % glucose, distilled water 1 L)後，濃度為104 cells/ml。接種後每3天取樣一次，至第15天為止。各發酵樣品經0.22 μm過濾膜過濾後，以高效液相色層分析儀(High performance liquid chromatography, HPLC)進行酒精含量分析，樣品注射量為20 μl，並以5 mM硫酸為移動相，流速0.6 ml/min通過Aminex HPX-87H分離管柱(Biorad, USA)，管柱溫度為室溫，再以Bischoff RI Detector進行偵測30分鐘。
結　　果

一、不同的菌粉包中分離出的微生物

本研究調查市售釀造米酒用菌粉包中微生物濃度與微生物相。其中，各菌粉中除麴菌外，至少均含有兩種以上的微生物(表一)，唯各菌粉中微生物的濃度及其佔菌粉中的比例不同。在6種菌粉中，菌粉A、B及C分離獲得的Sacharomyces-like酵母菌均佔總微生物相的96%以上，而菌粉D、E及F中，Sacharomyces-like的酵母菌則少於60% (表一)。
表一、不同菌粉中微生物種類與酵母菌所佔比例

Table 1. The number of microbial species and percentage of Saccharomyces-like yeast isolated from different brewing powders

	Brewing powder
	No. of microbial species 1.
	Population of microbes2
(*107 cfu/ml)
	Percentage of Saccharomyces-like yeast (%)

	A
	2
	1087.3±69.3
	99.9

	B
	2
	227.0±15.7
	96.0

	C
	3
	325.3±152.1
	99.3

	D
	5
	16.0±0.0
	58.3

	E
	4
	25.3±3.2
	38.2

	F
	2
	6.0±3.5
	50.0


1 Microbial species isolated from different brewing powders after serial diluted to 10-7 except filamentons fungi.

2 Total colonies of different microbes isolated from the brewing powders.

二、利用分子生物學方法進行微生物鑑定

1.利用PCR增幅酵母菌ITS區間
各菌粉中分離比率與濃度較高之菌株，包括A1、B1、C1、D1、E1及F1等，均為Sacharomyces-like酵母菌。以ITS1與ITS4引子對增幅各酵母菌的ITS區間，並以1.4%膠體電泳分析後，A1、B1、C1、D1、E1及F1菌株ITS區間的PCR產物大小都約為850 bp(圖一)。
2.各菌株之RFLP分析
取各菌株ITS區間之PCR增幅產物，分別以Hinf I及Hae III限制酵素進行RFLP分析，結果以Hinf I限制酶作用後，A1、B1、C1、D1、E1及F1菌株均可切出長度約365及155 bp的條帶；另以Hae III限制酶作用後，A1、B1、C1、D1、E1及F1菌株可獲得大小分別約為320、220、180及150 bp的條帶(圖二)。
3.各菌株之部分DNA序列比對結果
將各菌株的部份DNA序列解序後，上網與NCBI資料庫比對，結果A1菌株為Saccharomyces cerevisiae (Accession No. EF457565.1、EF457564.1、EF457563.1)；B1菌株為S. cerevisiae (Accession No. EF457565.1、EF457564.1、EF457563.1)；C1菌株為S. cerevisiae (Accession No. AB280541.1、AB279758.1、AB279756.1)；D1菌株為S. cerevisiae (Accession No. AY525600.1、Z73326.1、U53879.1)；E1菌株則為S. cerevisiae (Accession No. D89886.1、AY939814.1、AY525600.1)；F1菌株為S. cerevisiae (Accession No. AB280538.1、AB279744.1、AB279743.1)。
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圖一、由不同菌粉包中分離獲得之主要菌株的ITS區間PCR增幅結果。
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Fig. 1. PCR amplification of ITS region of predominant microbes isolated from different commercial brewing powders.
圖二、由不同菌粉包中分離獲得之主要菌株的ITS區間限制酵素長度多型性分析結果。(A) Hinf I; (B) Hae III。

Fig. 2. RFLP analyses of ITS region of predominant microbes isolated from different commercial brewing powders (A) Hinf I; (B) Hae III.

三、不同市售菌粉包釀製米酒結果
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不同菌粉包釀造米酒時，酒醪pH值、糖度與酒精度變化如圖三。使用不同菌粉進行米酒釀造，於第15天時，各發酵液pH值均介於3-4之間。其中，菌粉E釀造獲得之米酒發酵液pH最低，僅3.42。此外，以菌粉A進行發酵的米酒發酵液殘糖為5.7%，而以菌粉E進行發酵的米酒發酵液殘糖則達6.33%。在酒精度方面，使用菌粉A釀造的發酵液酒精度可達13.22%，使用菌粉E釀造獲得的發酵液酒精度僅11.19%。其餘菌粉釀造獲得的發酵液酒精度均可達12%以上。
圖三、利用不同菌粉包進行米酒發酵時酒醪糖度、pH與酒精含量變化。(A)菌粉A；(B)菌粉B；(C)菌粉C；(D)菌粉D；(E)菌粉E；(F)菌粉F。

Fig. 3. Effect of different brewing powders on the composition of total soluable solid, pH value and ethanol production during rice wine fermentation (A) brewing powder A, (B) brewing powder B, (C) brewing powder C, (D) brewing powder D, (E) brewing powder E, (F) brewing powder F.

四、小量發酵測試

將各酵母菌株接種於100 ml發酵營養液中，每3天取樣一次，至第15天為止，並將各發酵樣品以高效液相色層分析儀進行酒精含量分析。小量發酵結果顯示A1、B1、D1及F1菌株在第15天的酒精濃度均可超過2%。然C1及E1菌株在發酵第15天時，酒精度僅達1.29 %及1.95% (圖四)。
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圖四、不同微生物進行小量發酵試驗之酒精度變化。

Fig. 4. Ethanol production capability of microbes isolated from different brewing powders.
討　　論

本研究比較六種市售釀造米酒用菌粉中，除麴菌外的微生物相。各菌粉中分離純化獲得之優勢微生物，經比對其ITS區間的DNA序列，並配合RFLP方法鑑定，結果各菌株均鑑定為S. cerevisiae。然而，各菌粉中除麴菌及佔優勢的酵母菌外，亦可分離出其他微生物。由於發酵過程中，Saccharomyces屬酵母菌為生產酒精的主要微生物之一，而市售菌粉D、E及F中，稀釋107後Saccharomyces屬酵母菌的比例均低於60%，菌粉E中的酵母菌雖為優勢菌種，但僅佔菌粉中具有活性之微生物總量的38.2%。薛氏(1992)曾指出，酒母中弱活性酵母易使酒精收得率低，殘澱粉高(5)。進一步利用前述六種不同菌粉進行米酒釀造試驗，結果顯示使用菌粉E釀製獲得的米酒發酵液在pH值與酒精度方面均為最低，而殘糖則為最高，此點與薛氏的結論相符。以純化後的酵母菌進行小量發酵結果，顯示F1菌株產生酒精能力最強，而C1菌株產生酒精能力最差。此外，於發酵過程中，筆者發現使用不同菌粉包進行發酵的發酵液除酒精產量的差異外，各米酒發酵液的香氣表現亦不相同(未發表資料)。其中，使用菌粉E進行米酒發酵第6天以後，可聞到明顯酸敗味，且該菌粉釀造獲得的米酒發酵液酒精濃度較低。由此亦可證實菌粉中的活性酵母菌數量及菌種的差異，是主導米酒品質的關鍵之一。

此外，從不同菌粉製作米酒、各酵母菌之小量發酵試驗，以及各菌粉中酵母菌所佔比例的結果，我們可以看出利用不同菌粉發酵所獲得的發酵液中，酒精產量結果為菌粉A>菌粉C>菌粉D>菌粉B>菌粉F>菌粉E，而各菌粉中可分離獲得具活性酵母菌的比例為菌粉A>菌粉C>菌粉B>菌粉D>菌粉F>菌粉E，其中，僅菌粉B和D的排序不同。而在小量發酵的結果中，各酵母菌單獨產生酒精的能力為F1菌株>D1菌株>A1菌株>B1菌株>C1菌株>E1菌株。其中，菌粉E可分離獲得的活性酵母比例最低，且E1菌株在小量發酵時酒精產量亦最低，由此使用該菌粉進行米酒發酵時的表現也最差。此外，菌粉B雖然酵母菌比例高於菌粉D，但在小量發酵試驗中，D1菌株的酒精產量卻高於B1菌株，由此應可解釋為何使用菌粉D製作的米酒發酵液中酒精產量高於使用菌粉B的米酒發酵液。而A1菌株產生酒精能力雖亞於D1及F1菌株，但在菌粉A中，A1菌株的族群數量遠高於D1及F1菌株在菌粉D及菌粉F中的含量，可能也因此造成利用菌粉A釀製的米酒酒精度較高。然而本研究中，僅針對酵母菌族群及其活性對米酒成品的影響作初步的探討，唯其他微生物有無參與產生酒精或抑制酵母菌產生酒精，仍需進一步研究探討。

綜上所述，我們可初步歸納出市售釀造米酒用菌粉的品質，可依據其中活性酵母菌的濃度、酵母菌種的良窳、以及是否受其他微生物污染進行初步的判斷。此外，由於本試驗所購得的菌粉為目前市面上流通的產品，因此除了上述原因之外，亦可能因為不同菌粉的儲存方法不同，或因保存時間過長而導致雜菌數量上升，而造成發酵品質及產生酒精的能力不如預期。筆者在先前試驗中發現，同處製造購得的菌粉隨儲存時間的增長，菌粉中的Saccharomyces屬酵母菌數量隨之降低，且雜菌數亦隨之增加(未發表資料)。是故若能針對釀造用菌種進行篩選、菌粉製造流程與保存方法嚴加管控，將能有效降低雜菌污染，同時提高菌粉產品的釀酒品質與效率。
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Investigation on Yeast Population and Evaluation of Fermentation Capability of Six Commercial Rice Wine Brewing Powders 1
Cheng-Fang Hong 2 and Mei-Chu Hong 2
ABSTRACT
Population and species of microbes were investigated in six commercial rice wine brewing powders. Six dominant microbes, A1, B1, C1, D1, E1, and F1, were obtained from each brewing powder and identified. According to the DNA sequences of internal transcribed spacer and RFLP analyses, all the six microbes were identified as Saccharomyces cerevisiae Meyen ex E. C. Hansen. In order to assess the quality of brewing powders, pH value, total soluble solid, and ethanol production during rice wine fermentation were surveyed. After 15 days, the rice wine fermented with brewing powder E has the lowest pH value (3.42), ethanol production (11.19%), and the highest amount of total soluble solid (6.33%). In the micro-fermentation test of each S. cerevisiae strain obtained from different brewing powder, F1 strain has the highest ethanol production while C1 strain has the lowest ethanol production by the 15th day.

Key words: rice wine, brewing powder, yeast.
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1 Contribution No. 0664 from Taichung DARES, COA.

2.Assistant Researcher, Researcher and Secretary of Taichung DARES, COA.
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								糖度

								1		2		3		average		stdev				pH

				D3		A		7.8		7.9		7.9		7.87		0.058				3.54

						B		10.1		10.1		10.1		10.10		0.000				3.99

						C		10.2		10		10.1		10.10		0.100				4.02

						D		6		6		6		6.00		0.000				3.39

						E		3.2		3.2		3.2		3.20		0.000				3.58

						F		5.8		5.8		5.8		5.80		0.000				3.25

				D6		A		5.6		5.6		5.6		5.60		0.000				3.24

						B		5.9		5.9		5.9		5.90		0.000				3.46

						C		5.9		6		5.9		5.93		0.058				3.51

						D		5.9		5.9		5.9		5.90		0.000				3.61

						E		7.8		7.7		7.8		7.77		0.058				3.35

						F		6		5.9		5.9		5.93		0.058				3.55

				D9		A		5.5		5.5		5.5		5.50		0.000				3.45

						B		5.9		5.9		5.9		5.90		0.000				3.74

						C		5.9		5.8		5.8		5.83		0.058				3.74

						D		5.9		5.9		5.9		5.90		0.000				3.76

						E		6.5		6.4		6.4		6.43		0.058				3.38

						F		5.9		6		5.9		5.93		0.058				3.66

				D12		A		5.5		5.5		5.5		5.50		0.000				3.51

						B		5.9		5.9		5.9		5.90		0.000				3.8

						C		5.9		5.8		5.8		5.83		0.058				3.82

						D		6		6		6		6.00		0.000				3.85

						E		6.4		6.4		6.4		6.40		0.000				3.4

						F		6.1		6.1		6.1		6.10		0.000				3.72

				D15		A		5.7		5.7		5.7		5.70		0.000				3.6

						B		6.1		6.1		6.1		6.10		0.000				3.86

						C		6		6.1		6.1		6.07		0.058				3.88

						D		6.2		6.2		6.1		6.17		0.058				3.92

						E		6.3		6.3		6.4		6.33		0.058				3.42

						F		6.1		6.2		6.2		6.17		0.058				3.79

				糖度

						3		6		9		12		15						3		6		9		12		15

				A		7.87		5.60		5.50		5.50		5.70				A		3.54		3.24		3.45		3.51		3.6

				B		10.10		5.90		5.90		5.90		6.10				B		3.99		3.46		3.74		3.8		3.86

				C		10.10		5.93		5.83		5.83		6.07				C		4.02		3.51		3.74		3.82		3.88

				D		6.00		5.90		5.90		6.00		6.17				D		3.39		3.61		3.76		3.85		3.92

				E		3.20		7.77		6.43		6.40		6.33				E		3.58		3.35		3.38		3.4		3.42

				F		5.80		5.93		5.93		6.10		6.17				F		3.25		3.55		3.66		3.72		3.79
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Sheet3

		

										Population(*10^8 cfu/ml)

				D3		A		Saccharomyces-like yeast		494		534		517		515.00

						B		Saccharomyces-like yeast		13		14		15		14.00

						C		Saccharomyces-like yeast		16		18		19		17.67

						D		Saccharomyces-like yeast		256		264		275		265.00

								Pichia-like yeast		21		15		8		14.67

						E		Saccharomyces-like yeast		99		97		99		98.33

								Pichia-like yeast		19		21		19		19.67

						F		Saccharomyces-like yeast		64		71		71		68.67

				D6		A		Saccharomyces-like yeast		172		223		192		195.67

						B		Saccharomyces-like yeast		22		28		18		22.67

						C		Saccharomyces-like yeast		12		11		23		15.33

						D		Saccharomyces-like yeast		478		455		471		468.00

								other microbe		0		1		0		0.33

						E		Saccharomyces-like yeast		>1000		>1000		>1000		>1000

						F		Saccharomyces-like yeast		518		557		507		527.33

										Population(*10^7 cfu/ml)

				D9		A		Saccharomyces-like yeast		1		0		0		0.33

						B		Saccharomyces-like yeast		7		2		10		6.33

								other microbes		12		0		0		4.00

						C		Saccharomyces-like yeast		0		0		0		0.00

						D		Saccharomyces-like yeast		0		1		1		0.67

						E		Saccharomyces-like yeast		0		1		1		0.67

						F		Saccharomyces-like yeast		2		0		0		0.67

				D12		A		Saccharomyces-like yeast		5		4		2		3.67

						B		Saccharomyces-like yeast		0		1		1		0.67

						C		Saccharomyces-like yeast		0		0		0		0.00

						D		Saccharomyces-like yeast		19		27		29		25.00

						E		Saccharomyces-like yeast		10		9		11		10.00

								other microbes		0		1		0		0.33

						F		Saccharomyces-like yeast		4		6		13		7.67

										Population(*10^6 cfu/ml)

				D15		A		Saccharomyces-like yeast		115		101		139		118.33

						B		Saccharomyces-like yeast		17		19		13		16.33

						C		Saccharomyces-like yeast		8		11		12		10.33

						D		Saccharomyces-like yeast		100		107		112		106.33

						E		Saccharomyces-like yeast		521		504		529		518.00

						F		Saccharomyces-like yeast		35		50		41		42.00

								3		6		9		12		15

						A		515.00		195.67		0.33		3.67		118.33

						B		14.00		22.67		6.33		0.67		16.33

						C		17.67		15.33		0.00		0.00		10.33

						D		265.00		468.00		0.67		25.00		106.33

						E		98.33		>1000		0.67		10.00		518.00

						F		68.67		527.33		0.67		7.67		42.00

						A		51500.00		19566.67		3.33		36.67		118.33

						B		1400.00		2266.67		63.33		6.67		16.33

						C		1766.67		1533.33		0.00		0.00		10.33

						D		26500.00		46800.00		6.67		250.00		106.33

						E		9833.33		>100000		6.67		100.00		518.00

						F		6866.67		52733.33		6.67		76.67		42.00
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不同菌粉米酒發酵

		

						1		803711

						5		3376430

						10		7162316

						15		10987179

				D3		A		2360134		3.35

						B		1480696		2.15

						C		1505795		2.18								3		6		9		12		15

						D		1560748		2.26						A		3.35		12.84		12.50		12.58		13.22

						E		469813		0.76						B		2.15		12.27		12.51		12.39		12.56

						F		562847		0.89						C		2.18		12.77		12.50		12.48		13.21

				D6		A		9309308		12.84						D		2.26		12.10		12.93		12.57		12.62

						B		8888750		12.27						E		0.76		8.11		10.09		11.15		11.19

						C		9260024		12.77						F		0.89		11.80		12.56		12.70		12.38

						D		8768664		12.10

						E		5845820		8.11

						F		8546011		11.80

				D9		A		9058523		12.50

						B		9067663		12.51

						C		9058176		12.50

						D		9371708		12.93

						E		7292290		10.09

						F		9106467		12.56

				D12		A		9119432		12.58

						B		8978126		12.39

						C		9048048		12.48

						D		9112668		12.57

						E		8068769		11.15

						F		9204824		12.70

				D15		A		9588278		13.22

						B		9103066		12.56

						C		9575311		13.21

						D		9148492		12.62

						E		8101418		11.19

						F		8973854		12.38

				D3		A		2360134		3.2168705251

						B		1480696		1.9126933047

						C		1505795		1.9499142845

						D		1560748		2.0314077506

						E		469813		0.4135875336

						F		562847		0.5515538525

				D6		A		9309308		13.5222637782

						B		8888750		12.8985902919

						C		9260024		13.4491772501
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						E		5845820		8.3860265985
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				D9		A		9058523		13.1503579881

						B		9067663		13.1639123033

						C		9058176		13.1498433987
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						C		9048048		13.1348239125

						D		9112668		13.2306532171

						E		8068769		11.6825858193

						F		9204824		13.3673174913

				D15		A		9588278		13.9359669832

						B		9103066		13.2164137714

						C		9575311		13.9167373547

						D		9148492		13.2837790142

						E		8101418		11.7310031973

						F		8973854		13.0247966853
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								1		764085

								5		3858176

								10		6626135

								15		10419328

						D3		A		758013		0.8409785207

								B		940209		1.1111691116

								C		580275		0.5773989951

								D		683835		0.7309750209

								E		599168		0.605416684

								F		710523		0.7705524347

						D6		A		1444771		1.859417728

								B		1497135		1.9370717934

								C		886044		1.0308442233

								D		1423564		1.8279684543

								E		1220539		1.5268891512

								F		1401972		1.7959482385

						D9		A		1532575		1.9896281313

								B		1730511		2.2831606172

								C		878755		1.0200348794

								D		1675013		2.2008589343
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								C				-0.2831294749
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						D		8768664		12.7205067594

						E		5845820		8.3860265985

						F		8546011		12.3903197869

				D9		A		9058523		13.1503579881

						B		9067663		13.1639123033

						C		9058176		13.1498433987

						D		9371708		13.6148008969

						E		7292290		10.5310933616

						F		9106467		13.221457341

				D12		A		9119432		13.2406840035

						B		8978126		13.0311319188

						C		9048048		13.1348239125

						D		9112668		13.2306532171

						E		8068769		11.6825858193

						F		9204824		13.3673174913

				D15		A		9588278		13.9359669832

						B		9103066		13.2164137714

						C		9575311		13.9167373547

						D		9148492		13.2837790142

						E		8101418		11.7310031973

						F		8973854		13.0247966853
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								1		764085

								5		3858176

								10		6626135

								15		10419328

						D3		A		758013		0.8409785207

								B		940209		1.1111691116

								C		580275		0.5773989951

								D		683835		0.7309750209

								E		599168		0.605416684

								F		710523		0.7705524347

						D6		A		1444771		1.859417728

								B		1497135		1.9370717934

								C		886044		1.0308442233

								D		1423564		1.8279684543

								E		1220539		1.5268891512

								F		1401972		1.7959482385

						D9		A		1532575		1.9896281313

								B		1730511		2.2831606172

								C		878755		1.0200348794

								D		1675013		2.2008589343

								E		1316028		1.6684961532

								F		1368319		1.746041962

						D12		A		1407776		1.8045553769

								B		1840819		2.4467437018

								C		1085096		1.3260316999

								D		1964837		2.6306582592

								E		1808080		2.3981928568

								F		2057903		2.768672033

						D15		A		1895498		2.527830835

								B		1781065		2.3581305129

								C		1062708		1.2928310426

								D		2023916		2.7182704457

								E		1502758		1.9454105148

								F		2043302		2.747019237

										3		6		9		12		15

								A1		0.84		1.86		1.99		1.80		2.53

								B1		1.11		1.94		2.28		2.45		2.36

								C1		0.58		1.03		1.02		1.33		1.29

								D1		0.73		1.83		2.20		2.63		2.72

								E1		0.61		1.53		1.67		2.40		1.95

								F1		0.77		1.80		1.75		2.77		2.75

						D3		A		733420		0.804507922

								B		528465		0.5005664933

								C		504763		0.4654172178

								D		645296		0.6738229694

								E		658250		0.6930333193

								F		538857		0.5159774826

						D6		A		1289060		1.6285035087

								B		1319091		1.67303848

								C		1109827		1.362706948

								D		1291757		1.6325030697

								E		1139584		1.4068355865

								F		3293839		4.6015238965

						D9		A		1871189		2.4917813989

								B		3211165		4.4789211121

								C		2508989		3.4376175251

								D		1363182		1.7384239624

								E		1136611		1.4024267266

								F		1506737		1.9513112391

						D12		A		1286156		1.6241969736

								B		1375003		1.7559541111

								C		676374		0.7199106068

								D		1312564		1.6633591567

								E		1437318		1.8483651776

								F		1660477		2.1793025311

						D15		A		1693632		2.2284702902

								B		1460734		1.8830903245

								C		738657		0.8122742183

								D		1337746		1.7007032228

								E		1473423		1.9019076883

								F		1374274		1.7548730284
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								糖度

								1		2		3		average		stdev				pH

				D3		A		7.8		7.9		7.9		7.87		0.058				3.54

						B		10.1		10.1		10.1		10.10		0.000				3.99

						C		10.2		10		10.1		10.10		0.100				4.02

						D		6		6		6		6.00		0.000				3.39

						E		3.2		3.2		3.2		3.20		0.000				3.58

						F		5.8		5.8		5.8		5.80		0.000				3.25

				D6		A		5.6		5.6		5.6		5.60		0.000				3.24

						B		5.9		5.9		5.9		5.90		0.000				3.46

						C		5.9		6		5.9		5.93		0.058				3.51

						D		5.9		5.9		5.9		5.90		0.000				3.61

						E		7.8		7.7		7.8		7.77		0.058				3.35

						F		6		5.9		5.9		5.93		0.058				3.55

				D9		A		5.5		5.5		5.5		5.50		0.000				3.45

						B		5.9		5.9		5.9		5.90		0.000				3.74

						C		5.9		5.8		5.8		5.83		0.058				3.74

						D		5.9		5.9		5.9		5.90		0.000				3.76

						E		6.5		6.4		6.4		6.43		0.058				3.38

						F		5.9		6		5.9		5.93		0.058				3.66

				D12		A		5.5		5.5		5.5		5.50		0.000				3.51

						B		5.9		5.9		5.9		5.90		0.000				3.8

						C		5.9		5.8		5.8		5.83		0.058				3.82

						D		6		6		6		6.00		0.000				3.85

						E		6.4		6.4		6.4		6.40		0.000				3.4

						F		6.1		6.1		6.1		6.10		0.000				3.72

				D15		A		5.7		5.7		5.7		5.70		0.000				3.6

						B		6.1		6.1		6.1		6.10		0.000				3.86

						C		6		6.1		6.1		6.07		0.058				3.88

						D		6.2		6.2		6.1		6.17		0.058				3.92

						E		6.3		6.3		6.4		6.33		0.058				3.42

						F		6.1		6.2		6.2		6.17		0.058				3.79

				糖度

						3		6		9		12		15						3		6		9		12		15

				A		7.87		5.60		5.50		5.50		5.70				A		3.54		3.24		3.45		3.51		3.6

				B		10.10		5.90		5.90		5.90		6.10				B		3.99		3.46		3.74		3.8		3.86

				C		10.10		5.93		5.83		5.83		6.07				C		4.02		3.51		3.74		3.82		3.88

				D		6.00		5.90		5.90		6.00		6.17				D		3.39		3.61		3.76		3.85		3.92

				E		3.20		7.77		6.43		6.40		6.33				E		3.58		3.35		3.38		3.4		3.42

				F		5.80		5.93		5.93		6.10		6.17				F		3.25		3.55		3.66		3.72		3.79





Sheet1

		0		0		0		0		0		0

		0		0		0		0		0		0

		0		0		0		0		0		0

		0		0		0		0		0		0

		0		0		0		0		0		0



A

B

C

D

E

F

Fermentation(Day)

Total soluble solid (Brix)

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0



微生物相

		0		0		0		0		0		0

		0		0		0		0		0		0

		0		0		0		0		0		0

		0		0		0		0		0		0

		0		0		0		0		0		0



A

B

C

D

E

F

Fermentation( Day)

pH

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0



Sheet3

		

										Population(*10^8 cfu/ml)

				D3		A		Saccharomyces-like yeast		494		534		517		515.00

						B		Saccharomyces-like yeast		13		14		15		14.00

						C		Saccharomyces-like yeast		16		18		19		17.67

						D		Saccharomyces-like yeast		256		264		275		265.00

								Pichia-like yeast		21		15		8		14.67

						E		Saccharomyces-like yeast		99		97		99		98.33

								Pichia-like yeast		19		21		19		19.67

						F		Saccharomyces-like yeast		64		71		71		68.67

				D6		A		Saccharomyces-like yeast		172		223		192		195.67

						B		Saccharomyces-like yeast		22		28		18		22.67

						C		Saccharomyces-like yeast		12		11		23		15.33

						D		Saccharomyces-like yeast		478		455		471		468.00

								other microbe		0		1		0		0.33

						E		Saccharomyces-like yeast		>1000		>1000		>1000		>1000

						F		Saccharomyces-like yeast		518		557		507		527.33

										Population(*10^7 cfu/ml)

				D9		A		Saccharomyces-like yeast		1		0		0		0.33

						B		Saccharomyces-like yeast		7		2		10		6.33

								other microbes		12		0		0		4.00

						C		Saccharomyces-like yeast		0		0		0		0.00

						D		Saccharomyces-like yeast		0		1		1		0.67

						E		Saccharomyces-like yeast		0		1		1		0.67

						F		Saccharomyces-like yeast		2		0		0		0.67

				D12		A		Saccharomyces-like yeast		5		4		2		3.67

						B		Saccharomyces-like yeast		0		1		1		0.67

						C		Saccharomyces-like yeast		0		0		0		0.00

						D		Saccharomyces-like yeast		19		27		29		25.00

						E		Saccharomyces-like yeast		10		9		11		10.00

								other microbes		0		1		0		0.33

						F		Saccharomyces-like yeast		4		6		13		7.67

										Population(*10^6 cfu/ml)

				D15		A		Saccharomyces-like yeast		115		101		139		118.33

						B		Saccharomyces-like yeast		17		19		13		16.33

						C		Saccharomyces-like yeast		8		11		12		10.33

						D		Saccharomyces-like yeast		100		107		112		106.33

						E		Saccharomyces-like yeast		521		504		529		518.00

						F		Saccharomyces-like yeast		35		50		41		42.00

								3		6		9		12		15

						A		515.00		195.67		0.33		3.67		118.33

						B		14.00		22.67		6.33		0.67		16.33

						C		17.67		15.33		0.00		0.00		10.33

						D		265.00		468.00		0.67		25.00		106.33

						E		98.33		>1000		0.67		10.00		518.00

						F		68.67		527.33		0.67		7.67		42.00

						A		51500.00		19566.67		3.33		36.67		118.33

						B		1400.00		2266.67		63.33		6.67		16.33

						C		1766.67		1533.33		0.00		0.00		10.33

						D		26500.00		46800.00		6.67		250.00		106.33

						E		9833.33		>100000		6.67		100.00		518.00

						F		6866.67		52733.33		6.67		76.67		42.00





		






