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苹果酒酵母菌的诱变试验
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　　[摘　要 ]　以野生型苹果酒酵母菌 Y02为出发菌株, 以 8×1015 cm - 2注入剂量对出发菌株 Y02进行诱变处理, 得

到 1 株形态特征具有明显差别的特异突变株 ION Ê 211 dry。发酵试验表明, 该特异突变株的产酒率比出发菌株提高

22. 4% , 是一株优良的产苹果酒酵母菌菌株。对特异突变株与出发菌株在碳源同化、氮源同化、酵母菌菌体蛋白

SD S2PA GE 凝胶电泳等方面的研究结果表明, 特异突变株 ION Ê 211 dry 是一株与出发菌株 Y02有显著差别的优良

菌株。
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　　苹果作为我国的主产水果之一, 年产量近 2 000

万 t。目前苹果的销售以鲜食为主, 但还有大量的非

优质鲜食类苹果, 如秦冠等需要进行深加工才能提

高果农的收入。苹果中含有大量的糖类、丰富的氨基

酸和维生素类, 以苹果为原料生产新兴的果酒——

苹果酒, 是当前苹果深加工的一个重要途径[1 ]。在苹

果酒的生产过程中, 酵母菌的发酵性能直接决定了

发酵产品的产量和质量。目前用于苹果酒生产的酵

母菌, 多数存在产酒率低、产品风味欠佳的缺点, 诱

变苹果酒酵母菌是解决这一问题的关键所在。

离子注入是 20 世纪 80 年代兴起的一种材料表

面处理技术, 其具有能量沉积、动量传递、质量沉积、

电荷中和与交换的联合作用, 从而对生物体有明显

的诱变优势[2, 3 ]。我国科学工作者把离子注入这一高

新技术率先应用于作物品种改良和生物效应研究,

获得了损伤轻、突变率高、突变谱广的结果, 为工农

业生产选育高产、优质的新品种或新型基因材料提

供了一个新方法[4, 5 ]。本研究采用离子注入法, 对河

南农业大学生物技术与食品科学学院生物技术教研

室筛选的苹果酒酵母菌 Y02进行诱变处理, 同时对

特异突变株的生物学特性进行了详尽研究, 获得了

比出发菌株产酒率高 22. 4% 的优良酵母菌菌株。

1　材料与方法

1. 1　出发菌株[6 ]

　　苹果酒酵母菌 Y02, 由河南农业大学生物技术

与食品科学学院生物技术教研室从苹果渣中分离纯

化获得。

1. 2　离子注入法对酵母菌的诱变操作[7 ]

每个无菌平皿中吸入 0. 2 mL 在苹果清汁中培

养 36 h 的苹果酒酵母菌 Y02, 涂布均匀, 然后经无菌

风吹干制成菌斑。采用 30 kV N + 离子束源进行注

入, 束流强度为 200 mA , 脉冲宽度为 400 Λs, 脉冲频

率为 25 H z, 注入剂量为 8×1015 cm - 2。离子机为俄

罗斯生产的脉冲式全元素 T itan 离子机。

1. 3　特异突变株发酵试验[6 ]

对经离子注入诱变处理后的菌种进行涂布培养

试验, 发现有特异突变菌落。在接种量为 7% , 20 ℃,

pH 5. 0 的条件下, 对含糖 140 gökg 的无菌澄清苹

果汁进行发酵, 每天取样对发酵过程中发酵液的糖

分、酒精度进行分析。

1. 4　特异突变株的部分生物学特性研究[8 ]

1. 4. 1　碳源同化试验　①取 125 göL 豆芽汁基础

培养液, 分装杜氏管于 115 ℃灭菌 30 m in, 备用。②

测试的碳源 (葡萄糖、乳糖、麦芽糖、蔗糖、淀粉)用无

菌蒸馏水配成 100 göL 的溶液, 煮沸 15 m in, 稍冷却

后用无菌吸管吸取一定量的糖液分装于杜氏管, 使

糖浓度达 20 göL。③将新鲜培养的出发菌株 Y02和

最优突变株 ION Ê 211 dry 分别接种于杜氏发酵管,

在 25～ 28 ℃条件下培养, 每天观察小管顶部收集到

的CO 2 气体, 持续 2～ 3 d。根据酵母菌能发酵某种

糖类就一定能同化该糖的规律, 判断其同化碳源的
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情况。

1. 4. 2　氮源同化试验　①基础培养基: 葡萄糖 20

göL , KH 2PO 4 1 göL ,M gSO 4·7H 2O 0. 5 göL , 酵母

膏 0. 2 göL , 琼脂 20 göL , 蒸馏水 1 000 mL , 115 ℃

灭菌 15 m in, 制成无菌平板。②挑取新鲜苹果酒酵

母菌 Y02和最优突变株 ION Ê 211 dry 的培养物各 1

环, 分别接入 1 mL 无菌生理盐水中, 摇匀制成细胞

菌悬液。③吸取一定量的 (N H 4) 2SO 4 或 KNO 3 进行

涂布, 再吸取一定量的菌悬液涂布, 同时设置对照

(即无氮培养基)。④将涂布好的平板于 25 ℃培养 2

～ 3 d, 观察酵母的平板生长情况。

1. 4. 3　酵母菌菌体蛋白 SD S2PA GE 凝胶电泳　①

YPD 培养基。细菌培养用酵母抽提 10 g, 细菌培养

用蛋白胨 20 g, 葡萄糖 20 g, 细菌培养用琼脂 20 g,

蒸馏水 1 000 mL。②ESB 缓冲液配制。20 göL SD S,

80 mmo löL T ris HC l (pH 6. 8 ) , 100 göL 甘油,

15 göL 二巯基苏糖醇, 0. 1 m gömL 溴酚蓝。③酵母

菌的蛋白质提取。将苹果酒酵母菌 Y02和最优突变

株 ION Ê 211 dry 细胞接种到 5 mL YPD 培养基中,

过夜培养后获得OD = 2. 0 的培养物。在冰浴上将该

培养物转到含有 2 mL 50 mmo löL T ris2HC l (pH

7. 5) , 10 mmo löL 叠氮化钠溶液的 13 mm 离心管

中, 离心沉淀细胞。用 25 号针头吸出上清液, 再用

30 ΛL ESB 缓冲液悬浮细胞。快速转入离心管中, 于

100 ℃下保温 3 m in, 使蛋白酶失活之后, 样品存放

于- 20 ℃冰箱中。加入 0. 1 g 的 0. 2 mm 玻珠, 或装

入玻珠直到液体刚好浸没, 剧烈振荡混合 2 m in。加

入 70 ΛL ESB 缓冲液, 稍加振荡, 置 100 ℃保温 1

m in。取 5～ 20 ΛL 抽提液上样进行 SD S 凝胶电泳。

④酵母菌蛋白质 SD S2PA GE 凝胶电泳。样品先在

100 V 的浓缩胶中电泳后, 再在 220 V 的分离胶中

电泳。电泳结束后拨出胶染色 3 h, 脱色 10 h, 然后

观察电泳结果。

2　结果与讨论

2. 1　特异菌落的发现

　　对出发菌株和特异突变株的菌落和形态特征进

行平板和显微照相, 结果见图 1 和图 2。

图 1　苹果酒酵母菌平板菌落观察

F ig. 1　P late clony of app le2w ine yeast

1. Y02; 2. ION Ê 211 dry

图 2　苹果酒酵母菌形态观察 (10×40)

F ig. 2　M o rpho logy of app le2w ine yeast
1. Y02; 2. ION Ê 211 dry
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　　从图 1 可以看出, 原来苹果汁琼脂平板上有光

泽、湿润、隆起、边缘整齐的酵母菌, 经过离子注入后

出现了一些菌落边缘不整齐、表面干燥、无光泽的特

异菌落, 记作 ION Ê 211 dry。对特异突变株进行显微

观察, 发现有的细胞形态发生了变化, 由原来的单个

椭圆型细胞变成了 2～ 4 个连在一起并有分枝的酵

母菌形态 (图 2)。这说明经过离子注入诱变后, 酵母

菌形态特征发生了变化。

2. 2　发酵试验

用出发菌株和特异突变株分别进行苹果酒的发

酵试验, 结果见图 3, 图 4。

图 3　发酵过程中苹果酒酒精度的变化曲线
F ig. 3　Changing curve of app le w ine

p roducing rate in ferm entat ion p rocess

图 4　发酵过程中残糖的变化曲线
F ig. 4　Changing curve of con ten t of

sugar in ferm entat ion p rocess

　　从图 3 可以看出, 特异突变株在发酵至第 10 天
时产酒率最高, 达到 9. 0% , 比出发菌株在发酵至第

9 天时的最高产酒率 (7. 35% )高 22. 4%。从图 4 可
以看出, 随着发酵时间的延长, 糖分逐渐下降直到发
酵接近终了时, 糖度不再发生变化, 最后残糖为

2. 1% , 特异突变株发酵能力强, 能够较为彻底地发
酵糖类。

采用上述工艺生产的苹果酒在 16～ 18 ℃的环
境下密闭后发酵 4 个月, 经皂土下胶处理、并经

- 4. 5～ 5. 5 ℃冷冻处理 7 d 后, 勾兑产品呈金黄
色, 澄清透明, 无悬浮物, 无沉淀物, 果味酸怡, 果香

浓郁、酒体醇厚, 具有甜型苹果酒的典型风格, 风味
协调, 口感良好。发酵试验结果表明, 该特异突变株
是一种优良的生产苹果酒的酵母菌菌株。

2. 3　菌株部分生物学特性比较

对特异突变株和出发菌株的部分生物学特性进

行研究, 结果见表 1。

表 1　部分生物学特性比较

T able 1　Compare of part ia l b iocharacters

菌株
Strains

碳源同化U tility of carbohydrates 氮源同化U tility of n itrogen

葡萄糖
Gluco se

乳糖
L acto se

麦芽糖
M alto se

蔗糖
Sucro se

淀粉
Starch

(N H 4) 2SO 4

Ammonia
su lphate

KNO 3

Po tassium
nitrate

Y02 + + - + + + + - + -

ION Ê 211 dry + + + + + + + + + + + + + + -

　　表 1 结果表明, ①对于碳源同化而言, 出发菌株

Y02只能利用葡萄糖、蔗糖和麦芽糖, 对乳糖和淀粉

则不能利用; 经诱变处理后的特异突变株 ION Ê 211

dry 对葡萄糖、蔗糖、乳糖和麦芽糖等 4 种糖类和淀

粉均可利用, 同时, 利用能力明显增强。②氮源同化

测试结果表明, 特异突变株 ION Ê 211 dry 除同化

(N H 4) 2SO 4 能力有所增强外, 其他生物学特性与出

发菌株基本保持一致。

采用淀粉酶活力平板检测法进一步验证了诱变

前后菌株同化淀粉的性能, 在以淀粉为唯一碳源的

固体培养基上, 分别均匀涂布 0. 2 mL 出发菌株和

特异突变株菌悬液, 25 ℃恒温培养 24 h, 然后加入

已配好的革氏碘液, 发现出发菌株 Y02无透明水解

圈, 而特异突变株 ION Ê 211 dry 则有透明水解圈产

生, 说明该特异突变株能够产生水解淀粉的酶类, 表

明该菌株可以利用淀粉。苹果中含有少量的淀粉, 因

此采用该菌株发酵生产苹果酒可以提高原料的苹果

酒产率。

2. 4　酵母菌菌体蛋白 SD S2PA GE 凝胶电泳

对出发菌株和特异突变株的菌体蛋白进行

SD S2PA GE 凝胶电泳分析, 结果如图 5 所示。
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图 5　菌体蛋白 SD S2PA GE 电泳分析
F ig. 5　SD S2PA GE electropho resis

analysis of m ycelium p ro tein
1, 2. Y02; 3, 4. ION Ê 211 dry

由图 5 可见, 3, 4 泳道 (即最优突变株 ION Ê 211

dry 的蛋白泳带) 明显比 1, 2 泳道 (即出发菌株 Y02

的蛋白带)多出 1 条低分子质量的蛋白带, 而原来的

2 条带仍然存在, 但表达量明显减少。从而可以说

明, 最优突变株 ION Ê 211 dry 是不同于原出发菌株

Y02的 1 个新菌种。

3　结　论

本试验用最佳注入剂量 8×1015 cm - 2对苹果酒

酵母菌进行了诱变研究, 并获得特异突变株 ION Ê 2

11 dry。对特异突变株的发酵试验表明, 特异突变株

产苹果酒的能力较出发菌株提高 22. 4%。对特异突

变株与出发菌株在碳源同化、氮源同化、酵母菌菌体

蛋白 SD S2PA GE 凝胶电泳等方面的研究结果表明,

特异突变株 ION Ê 211 dry 是 1 株与出发菌株 Y02有

显著差别的优良菌株, 是苹果酒生产的优良酵母菌

菌种。
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Study on m u ta t ion of app le2w ine yeast
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Abstract: T he w ild2type app le2w ine yeast Y02 w as trea ted by ion2imp lan ta t ion w ith the do se of 8×1015

cm - 2. A specia l m u tan t st ra in ION Ê 211 dry w as ob ta ined. T he ferm en ta t ion test show s, the specia l m u tan t

st ra in can increase 22. 4% of the app le2w ine p roducing ra te than o rig inal st ra in. T h is st ra in is an excellen t

st ra in fo r p roducing app le2w ine. T h rough the tests of carbohydrates and n it rogen u t ilita t ion, SD S2PA GE

electropho resis analysis of m ycelium p ro tein, w e can see that the specia l m u tan t st ra in ION Ê 211 dry w as

m uch dist inct ively to the o rig inal st ra in Y02.

Key words: app le2w ine; yeast; ion2imp lan ta t ion; m u ta t ion trea tm en t
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