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摇 摇 摘摇 要摇 目的摇 对 圆 株酒用酵母进行分子鉴定并研究菌株耐受性遥 方法摇 扩增 圆 株酒用酵母的 圆远杂 则阅晕粤
阅员 辕 阅圆 区域序列袁比对分析并构建系统发育进化树进行鉴定曰将 圆 株酒用酵母分别于不同酸度尧温度及酒精度条

件下进行培养袁测定菌体长势遥 结果摇 通过分子鉴定袁将菌株 圆鄄则鄄怨 命名为异常威克汉逊酵母渊宰蚤糟噪藻则澡葬皂燥皂赠糟藻泽
葬灶燥皂葬造怎泽冤圆鄄则鄄怨袁将菌株 远鄄赠鄄则 命名为酿酒酵母渊杂葬糟糟澡葬则燥皂赠糟藻泽 糟藻则藻增蚤泽蚤葬藻冤远鄄赠鄄则遥 耐受性方面袁菌株 宰援 葬灶燥皂葬造怎泽 圆鄄
则鄄怨 在高酸度条件下仍保持良好的菌体长势袁酸耐受性优于菌株 杂援 糟藻则藻增蚤泽蚤葬藻 远鄄赠鄄则曰在 源圆 毅悦 高温下袁菌株 杂援 糟藻则藻鄄
增蚤泽蚤葬藻 远鄄赠鄄则 仍可生长袁而菌株 宰援 葬灶燥皂葬造怎泽 圆鄄则鄄怨 的生长则受到较强抑制曰菌株 杂援 糟藻则藻增蚤泽蚤葬藻 远鄄赠鄄则 在 员园豫 的酒精度

下仍可正常生长袁而菌株 宰援 葬灶燥皂葬造怎泽 圆鄄则鄄怨 在 愿豫的酒精度下即受到较强抑制遥 结论摇 成功对 圆 株酒用酵母进

行了分子鉴定并了解其耐受性袁为后续应用性研究奠定基础遥
关键词摇 酒用酵母曰分子鉴定曰耐受性
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摇 摇 酒用酵母从功能上可分为产酒精酵母和生香

酵母遥 产酒精酵母主要用于酒精的产生袁多为酿酒

酵母渊杂葬糟糟澡葬则燥皂赠糟藻泽 糟藻则藻增蚤泽蚤葬藻冤曰生香酵母主要用

于香味物质的合成袁 多为异常威克汉逊酵母

渊宰蚤糟噪藻则澡葬皂燥皂赠糟藻泽 葬灶燥皂葬造怎泽冤 咱员鄄源暂 遥 近年来袁酒用酵

母的选育鉴定及发酵条件优化已逐渐成为研究的

热点遥 一方面因为利用分子手段对菌株进行分类

鉴定后有助于酒用酵母数据库的建立曰另一方面因

为酒用酵母在工业酿酒过程中不可避免地受到发

酵条件渊酸度尧酒精度及温度冤的影响遥 了解菌株

对这些胁迫条件的耐受性直接关系到发酵工艺的

确定袁进而影响经济效益咱缘鄄愿暂 遥
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本文以芝麻香型白酒酒醅中筛选获得的 圆 株

酵母为研究对象袁扩增分析其 圆远杂 则阅晕粤 阅员 辕 阅圆 区

域序列袁使用 晕悦月陨 数据库及 酝耘郧粤 苑援 园 软件进行

同源比对袁构建系统发育进化树曰研究 圆 株酒用酵

母对酸尧温度及酒精的耐受性袁以期为酒用酵母数

据库的建立奠定理论基础遥
员摇 材料和方法

员援 员摇 材料

员援 员援 员摇 菌株来源摇 生香酵母菌株 圆鄄则鄄怨 及产酒精

酵母菌株 远鄄赠鄄则 由山东徐旭酒曲有限公司提供遥
员援 员援 圆摇 培养基摇 员冤再孕阅 液体培养基 蛋白胨 圆园 早 辕
蕴袁酵母粉 员园 早 辕 蕴袁葡萄糖 圆园 早 辕 蕴袁自然 责匀 值遥 圆冤
再孕阅 固体培养基 蛋白胨 圆园 早 辕 蕴袁酵母粉 员园 早 辕 蕴袁葡
萄糖 圆园 早 辕 蕴袁琼脂 圆园 早 辕 蕴袁自然 责匀 值遥
员援 员援 猿摇 仪器与试剂摇 恒温培养摇床渊太仓市实验

设备厂冤曰孕悦砸 扩增仪 渊英国 云藻凿遭蚤燥 公司冤曰宰阅鄄
怨源员猿月 凝胶成像分析仪渊北京市六一仪器厂冤曰真
菌基因组 阅晕粤 提取试剂盒渊上海生工生物工程有

限公司冤曰琼脂糖渊西班牙 月蚤燥憎藻泽贼 公司冤曰蛋白胨

渊国药集团化学试剂有限公司冤
员援 圆摇 方法

员援 圆援 员摇 酒用酵母的分子鉴定 摇 员冤圆远杂 则阅晕粤 阅员 辕
阅圆 区域序列的 孕悦砸 扩增 酒用酵母菌基因组 阅晕粤
提取物 远 滋造袁员园 伊 孕悦砸 缓冲液 缘 滋造袁凿晕栽孕 酝蚤曾贼怎则藻 源
滋造袁圆园 滋皂燥造 辕 蕴 的 圆远杂 则阅晕粤 阅员 辕 阅圆 序列上下游通

用引物 晕蕴员 和 晕蕴源 各 员 滋造袁栽葬责阅晕粤 聚合酶 园援 缘
滋造袁补无菌水至 缘园 滋造遥 孕悦砸 反应条件为院怨源 益预

变性 缘 皂蚤灶袁怨源 益变性 猿园 泽袁缘源 益退火 远园 泽袁苑圆 益延

伸 员 皂蚤灶袁循环扩增 猿缘 次遥 取 源 滋造 孕悦砸 产物进行

琼脂糖凝胶电泳袁扩增产物的测序由生工生物工程

渊上海冤股份有限公司完成遥 圆冤系统发育树的构建

使用 晕悦月陨 数据库对测序菌株的 圆远杂 则阅晕粤 阅员 辕 阅圆
区域序列进行比对分析袁同时利用 酝耘郧粤 苑援 园 软件

同源比对并构建系统进化树咱怨鄄员园暂 遥
员援 圆援 圆 摇 菌株耐受性分析摇 员冤酸耐受性 将 圆 株酒

用酵母分别于不同初始 责匀渊圆援 园尧猿援 园尧源援 园尧缘援 园尧
远援 园冤的发酵液中培养袁猿园 益袁员圆园 则 辕 皂蚤灶袁测定菌体

浓度遥 圆冤温度耐受性 将 圆 株酒用酵母分别于不同

温度渊猿远尧猿愿尧源圆 益冤下培养袁员圆园 则 辕 皂蚤灶袁测定菌体

浓度遥 猿冤酒精耐受性 将 圆 株酒用酵母分别于含不

同浓度酒精渊园豫 尧远豫 尧愿豫 尧员园豫 尧员圆豫 冤的发酵液

中培养袁猿园 毅悦袁员圆园 则 辕 皂蚤灶袁测定菌体浓度遥
圆摇 结果和讨论

圆援 员摇 酒用酵母的分子鉴定

圆援 员援 员 摇 圆远杂 则阅晕粤 阅员 辕 阅圆 区域序列的扩增摇 利用

通用引物 晕蕴员 和 晕蕴源 扩增 圆远杂 则阅晕粤 阅员 辕 阅圆 区域

序列袁扩增产物的琼脂糖凝胶电泳结果如图 员 所

示遥 将扩增产物进行测序袁确定菌株 圆鄄则鄄怨 及 远鄄赠鄄则
的 圆远杂 则阅晕粤 阅员 辕 阅圆 区域序列的片段分别为 缘怨园遭责
和 缘愿苑 遭责遥

注院酝援 核酸标准分子量曰员援 菌株 远鄄赠鄄则曰圆援 菌株 圆鄄则鄄怨
图 员摇 圆 株酒用酵母 圆远杂 则阅晕粤 阅员 辕 阅圆 区域序列

孕悦砸 扩增产物电泳图

圆援 员援 圆摇 酒用酵母菌系统发育进化树的构建摇 对 圆
株酒用酵母的 圆远杂 则阅晕粤 阅员 辕 阅圆 区域序列进行分

析袁构建系统发育进化树袁结果如图 圆 所示遥 发现

菌株 圆鄄则鄄怨 与 宰援 葬灶燥皂葬造怎泽 粤栽悦悦 员远苑远猿 亲缘关系较

近而聚成 员 支袁菌株 远鄄赠鄄则 与 杂援 糟藻则藻增蚤泽蚤葬藻 粤栽悦悦
员愿愿圆源 亲缘关系较近而聚成一支遥 利用 晕悦月陨 数据

库中的 月蕴粤杂栽 程序进一步比对袁由表 员 可知袁菌株

圆鄄则鄄怨 与 宰援 葬灶燥皂葬造怎泽 酝粤鄄再怨尧宰援 葬灶燥皂葬造怎泽 匀怨再员缘
和 宰援 葬灶燥皂葬造怎泽 匀怨再员 的同源性 高袁亲缘关系

近袁相似度达 员园园豫 曰由表 圆 可知袁菌株 远鄄赠鄄则 与 杂援
糟藻则藻增蚤泽蚤葬藻 杂圆鄄猿怨尧杂援 糟藻则藻增蚤泽蚤葬藻 悦栽月砸蕴愿苑 和 杂援 糟藻则藻增蚤鄄
泽蚤葬藻 匝宰悦赃园怨 的同源性较高袁亲缘关系 近袁相似

度达 员园园豫 遥 结合构建的系统发育进化树袁将菌株

圆鄄则鄄怨 命名为 宰援 葬灶燥皂葬造怎泽 圆鄄则鄄怨袁将菌株 远鄄赠鄄则 命名

为 杂援 糟藻则藻增蚤泽蚤葬藻 远鄄赠鄄则遥
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图 圆摇 基于 圆远杂 则阅晕粤 阅员 辕 阅圆 区域序列分析构建的

系统发育进化树

表 员摇 菌株 圆鄄则鄄怨 圆远杂 则阅晕粤 阅员 辕 阅圆 区域序列比对分析

摇 菌株名称 相似度 辕 豫
圆鄄则鄄怨 员园园
宰援 葬灶燥皂葬造怎泽 泽贼则葬蚤灶 酝粤鄄再怨 员园园
宰援 葬灶燥皂葬造怎泽 泽贼则葬蚤灶 匀怨再员缘 员园园
宰援 葬灶燥皂葬造怎泽 泽贼则葬蚤灶 匀怨再员 员园园
宰援 葬灶燥皂葬造怎泽 泽贼则葬蚤灶 糟泽圆源 怨怨
宰援 葬灶燥皂葬造怎泽 泽贼则葬蚤灶 匝阅砸孕鄄源 怨怨
宰援 葬灶燥皂葬造怎泽 泽贼则葬蚤灶 在孕酝员员 怨怨

表 圆摇 菌株 远鄄赠鄄则 圆远杂 则阅晕粤 阅员 辕 阅圆 区域序列比对分析

摇 菌株名称 相似度 辕 豫
远鄄赠鄄则 员园园
杂援 糟藻则藻增蚤泽蚤葬藻 泽贼则葬蚤灶 杂圆鄄猿怨 员园园
杂援 糟藻则藻增蚤泽蚤葬藻 泽贼则葬蚤灶 悦栽月砸蕴愿苑 员园园
杂援 糟藻则藻增蚤泽蚤葬藻 泽贼则葬蚤灶 匝宰悦赃园怨 员园园
杂援 糟藻则藻增蚤泽蚤葬藻 蚤泽燥造葬贼藻 园月员圆 怨怨
杂援 糟藻则藻增蚤泽蚤葬藻 泽贼则葬蚤灶 晕蕴圆苑 怨怨

圆援 圆摇 酒用酵母的耐受性分析

圆援 圆援 员摇 酸耐受性摇 在芝麻香型白酒生产过程中袁
随着发酵的进行酒醅酸度逐渐增加袁而 杂援 糟藻则藻增蚤泽蚤鄄
葬藻 远鄄赠鄄则 及 宰援 葬灶燥皂葬造怎泽 圆鄄则鄄怨 在发酵中后期开始大

量繁殖袁这要求二者必须具备一定的耐酸能力遥 对

圆 株酵母菌的酸耐受性进行分析袁结果如图 猿 所

示遥 宰援 葬灶燥皂葬造怎泽 圆鄄则鄄怨 的酸耐受性优于 杂援 糟藻则藻增蚤泽蚤鄄
葬藻 远鄄赠鄄则袁尤其是 宰援 葬灶燥皂葬造怎泽 圆鄄则鄄怨 在高酸度条件下

仍保持良好的菌体长势袁有利于其在发酵后期良好

的合成香味物质遥
圆援 圆援 圆摇 温度耐受性摇 高温发酵是芝麻香型白酒生

产的特殊需求袁 高发酵温度可达 源缘 益 咱员员鄄员圆暂 遥 圆
株酒用酵母的温度耐受性如图 源 所示遥 高温条件

下袁菌株 杂援 糟藻则藻增蚤泽蚤葬藻 远鄄赠鄄则 的长势优于菌株 宰援
葬灶燥皂葬造怎泽 圆鄄则鄄怨袁其在 源圆 毅悦 高温下仍可较好生长遥

图 猿摇 酸度对 圆 株酒用酵母长势的影响

图 源摇 温度对 圆 株酒用酵母长势的影响

圆援 圆援 猿摇 酒精耐受性摇 随着芝麻香型白酒发酵的进

行袁发酵中后期酒醅的酒精度逐渐增加袁圆 株酒用

酵母需具备一定的耐酒精能力咱员员鄄员圆暂 遥 对 圆 株酵母

菌的酒精耐受性进行分析袁结果如图 缘 所示遥 杂援
糟藻则藻增蚤泽蚤葬藻 远鄄赠鄄则 的酒精耐受性优于 宰援 葬灶燥皂葬造怎泽 圆鄄则鄄
怨袁在 员园豫 的酒精度下菌株 杂援 糟藻则藻增蚤泽蚤葬藻 远鄄赠鄄则 仍可

正常生长遥

图 缘摇 酒精度对 圆 株酒用酵母长势的影响

猿摇 结论

对 圆 株酒用酵母菌株 圆远杂 则阅晕粤 阅员 辕 阅圆 区域

序列进行扩增袁确定菌株 圆鄄则鄄怨 及 远鄄赠鄄则 的 圆远杂 则阅鄄
晕粤 阅员 辕 阅圆 区域序列的片段大小分别为 缘怨园遭责 和
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缘愿苑 遭责遥 序列比对并构建系统发育进化树袁确定菌

株 圆鄄则鄄怨 与 宰援 粤灶燥皂葬造怎泽 粤栽悦悦 员远苑远猿 亲缘关系比

较近袁将菌株 圆鄄则鄄怨 命名为 宰援 葬灶燥皂葬造怎泽 圆鄄则鄄怨曰确定

菌株 远鄄赠鄄则 与 杂援 悦藻则藻增蚤泽蚤葬藻 粤栽悦悦 员愿愿圆源 亲缘关系比

较近袁将菌株 远鄄赠鄄则 命名为 杂援 糟藻则藻增蚤泽蚤葬藻 远鄄赠鄄则遥 菌株

宰援 葬灶燥皂葬造怎泽 圆鄄则鄄怨 在高酸度条件下仍保持良好的

菌体长势袁酸耐受性优于菌株 杂援 糟藻则藻增蚤泽蚤葬藻 远鄄赠鄄则遥
高温条件下袁菌株 杂援 糟藻则藻增蚤泽蚤葬藻 远鄄赠鄄则 的长势优于菌

株 宰援 葬灶燥皂葬造怎泽 圆鄄则鄄怨袁在 源圆 毅悦 高温下仍可生长遥
菌株 杂援 糟藻则藻增蚤泽蚤葬藻 远鄄赠鄄则 的酒精耐受性优于菌株 宰援
葬灶燥皂葬造怎泽 圆鄄则鄄怨袁菌株 杂援 糟藻则藻增蚤泽蚤葬藻 远鄄赠鄄则 在 员园豫的酒

精度下仍可正常生长袁而菌株 宰援 葬灶燥皂葬造怎泽 圆鄄则鄄怨 在

愿豫的酒精度下即受到较强抑制遥 因此袁这 圆 株酒

用酵母品质良好袁具有相当的利用潜力袁这为后续

的应用性研究奠定了基础遥
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