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降柠檬酸菌株的筛选及鉴定
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摘要!为筛选具有降柠檬酸能力的酵母菌株#对一柠檬酸厂

废水废渣中的微生物进行培养分离纯化保藏#共获得具有耐

柠檬酸的菌株
%"

株$对
%"

株菌株的降柠檬酸能力进行测

试#发现
"

株菌的降柠檬酸能力较强#发酵
"M

可降解柠檬酸

培养基中
&$N

以上的柠檬酸$测定
"

株菌的酒精耐受性#菌

株
+1#

%

+/#

的酒精耐受能力较强$观察该两株菌的形态学

及生理生化特性#将
+1#

鉴定为毕赤酵母菌#

+/#

鉴定为热

带假丝酵母菌$进一步通过分子生物手段进行
%>17O+P

=BQ

测序分析#将
+1#

鉴定为
O/E5/0K'J=/0FP9F//

#

+/#

鉴

定为
A0,J/J0;=(

7

/E08/G

$研究成果可为今后应用生物降酸

法降低山楂酒等果酒中有机酸含量提供指导$

关键词!酵母菌&降酸&毕赤酵母菌&筛选&测序&鉴定
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+属蔷薇科山楂属!

又名山里果'山里红!是中国北方地区重要的栽培水果0

%

1

&

由于其丰富的营养价值和酸甜可口的风味特点!山楂也常用

于酿造果酒&酸度是果酒的酿造过程中的重要指标之一!适

量的有机酸有助于丰富果酒风味!营造出清爽可口的口感!

同时降低酒体中的
?

@

!起到抑制杂菌生长的作用&但有机

酸含量过高则会产生酒体酸涩!难以入口等0

#

1

&发酵型果酒

的有机酸主要来自于发酵原料!研究0

!

1发现不同种类果酒中

所含有机酸不同!主要为酒石酸'苹果酸和柠檬酸&葡萄酒

中的有机酸主要为酒石酸0

A

1

!苹果酒中富含大量苹果酸0

"

1

!

而山楂酒'橙酒等果酒中的有机酸主要为柠檬酸0

D

1

&目前传

统的果酒降酸方法主要分为物理降酸法如离子交换树降酸

法0

&

1

'电渗析降酸法0

>YI

1

'低温冷冻降酸法等和化学降酸

法0

%$

1

!以及生物降酸法0

%%

1等&这些降酸方法各有优劣!有研

究0

%#

1表明冷冻降酸法不添加其他物质!对葡萄酒原有的风

味营养影响较小!但降酸幅度较小!一般可以降低葡萄酒中

$*"

"

#*$

2

/

/

的酒石酸&有报道0

%!

1采用电渗析降酸法对杨

梅果酒进行降酸处理!可以降低约
A#N

的可滴定酸!但其是

!



一个连续的降酸过程!动力消耗大!成本高&化学降酸法的

原理是利用偏碱性盐与酒体中的有机酸反应从而达到降酸

目的!常用的降酸剂有
+-

#

BZ

!

'

H

#

BZ

!

'

H@BZ

!

等!其降酸

效果较为明显0

%A

1

&但由于引入了化学添加剂!会导致果酒

酒体浑浊!产生苦涩口味等不利影响&生物降酸法中最常见

的为苹果酸(乳酸发酵!这种方法普遍应用于葡萄酒的后酵

阶段0

%"

1

!不仅能显著降低酸度!还可以改善酒体风味!提升

葡萄酒的品质0

%D

1

&山楂酒中的柠檬酸含量过高!亟需解决!

目前山楂酒的化学降酸法研究报道较多!而利用生物降酸法

降低柠檬酸含量的研究报道相对较少!王立芳等0

%&

1研究获

得一株陆生伊萨酵母*

2GG;E59,K/0;9==/E(80

+!在苹果酸和柠

檬酸为唯一碳源的培养基中可降解
&I*IN

的苹果酸和

&!*%N

的柠檬酸!但未继续探究菌株在果酒中的实际降酸效

果&由于生物降酸避免了化学试剂的加入!在显著降低酸度

的同时还可以部分改善果酒品质!符合消费者追求天然的'

无添加剂的消费心理&本研究拟通过以柠檬酸为唯一碳源

的培养基培养筛选可降解柠檬酸的菌株!旨在今后可以应用

于发酵山楂酒降酸工艺&

%

!

材料与方法
%*%

!

材料与仪器

%*%*%

!

材料与试剂

柠檬酸废水废渣样品)取自江苏省宜兴市一柠檬酸厂,

M+W=

'琼脂糖等分子生物试剂)加拿大
GGR

公司,

其他试剂为国产分析纯,

J=O

培养基)

#$

2

葡萄糖!

#$

2

鱼粉蛋白胨!

#$

2

酵母

提取物!自然
?

@

!溶于
%/

蒸馏水中,

[/

培养基)酵母提取物
A

2

!胰蛋白胨
"

2

!葡萄糖
"$

2

!

磷酸氢二钾
$*""

2

!氯化钾
$*A#"

2

!氯化钙
$*%#"

2

!硫酸镁

$*%#"

2

!氯化铁
$*$$#"

2

!硫酸锰
$*$$#"

2

!溴甲酚绿

$*$##

2

!

?

@D*"

!溶于
%/

蒸馏水中,

柠檬酸液体培养基)酵母提取物
#*"

2

!鱼粉蛋白胨

#*"

2

!磷酸二氢钾
$*""

2

!氯化钙
$*%#"

2

!硫酸镁
$*%#"

2

!硫

酸锰
$*$$#"

2

!柠檬酸
%#

2

!

?

@#*>

!溶于
%/

蒸馏水中&固

体培养基则在上述配方基础上加入
#$

2

/

/

的琼脂!

%#%\

高

压灭菌
#$<89

0

%>

1

&

%*%*#

!

主要仪器设备

台式高速冷冻离心机)

">%$Q

型!德国
K

??

F9M(7V

公司,

恒温水浴锅)

@@51#

型!江苏金坛市环宇科学仪器厂,

?

@

计)

]K#$̂

型!梅特勒
5

托利多仪器有限公司,

鼓风干燥箱)

OEE5I#A$G

型!上海森信实验仪器有限

公司,

电子天平)

K/!$$#

型!梅特勒
5

托利多仪器*上海+有限

公司,

立式压力蒸气灭菌锅)

J_̀ 5/15"$1RR

型!上海博迅实业

有限公司,

=BQ

仪)

=7(])F:

型!美国
/8VF

公司,

电泳仪)

OJJ5DB

型!北京六一仪器厂,

凝胶成像仪)

EF)O(0_Q

型!美国伯乐公司,

紫外分光光度计)

a'5#%$$

型!尤尼科*上海+仪器有限

公司&

%*#

!

方法

%*#*%

!

菌株的分离纯化

*

%

+采样富集培养)从柠檬酸厂生产过程中采集废渣样

品
A

份分别记为
1%

'

1#

'

1!

'

1A

!废水样品
A

份!分别记为
/%

'

/#

'

/!

'

/A

&取
A

份废渣样品各
%

2

!分别接入
"$</J=O

培养基中!吸取废水样品各
%</

!分别接入
"$</J=O

培

养基中!放置于恒温摇床中培养
A>S

!培养条件
!$\

!摇床

转速
%"$7

/

<89

&

*

#

+柠檬酸培养基筛选培养)若菌株具有降解柠檬酸的

能力!其在柠檬酸培养基中必定可以生长!吸取富集培养液

#</

!分别接种于
"$</

柠檬酸培养基!放置于恒温摇床培

养
A>S

!培养条件
!$\

!摇床转速
%"$7

/

<89

&

*

!

+菌株的分离纯化培养)将
>

个锥形瓶中的菌液分别

进行梯度稀释后涂布于
[/

平板培养基上!梯度稀释的比例

分别为
%$

Y!

!

%$

YA

!

%$

Y"

!

%$

YD

!

%$

Y&

&置于恒温培养箱中培

养!培养条件
!$\

!

A>S

&挑取培养基上疑似酵母菌的菌株

划线接种于平板培养基中!继续挑取单菌落重复平板划线

培养&

%*#*#

!

菌株保藏
!

将菌株平板划线纯化培养
#

代后!挑取单

菌落接入
"$</J=O

液体培养基中!恒温摇床培养
!DS

!静

置
%$<89

!移液枪吸取
%</

培养基底部较浓菌液于规格为

#</

的甘油保藏管中!再加入已灭菌的
!$N

甘油
%</

!旋

紧管盖后振荡混匀!注明菌株名称和保藏日期!置于菌种保

藏盒!上述操作均在超净台无菌完成&将菌种保藏盒放入

Y>$\

超低温冰箱保藏&

%*#*!

!

降柠檬酸菌株筛选

*

%

+菌株降柠檬酸能力试验)活化菌株接种于柠檬酸液

体培养基!置于恒温培养箱中培养!培养条件
!$\

!培养时

间
"M

!培养结束后测定柠檬酸浓度!比较菌株降解柠檬酸能

力&测定方法采用滴定法!以柠檬酸计&

*

#

+菌株酒精耐受性试验)将活化好的种子液以
AN

的

接种量接种于
"$</

含有
"

2

/

/

柠檬酸的
J=O

液体培养基

中!分别加入无水乙醇!调整初始酒精体积分数为
$N

"

%$N

!

!$\

培养
"M

!利用紫外分光光度计在
D$$9<

波长处

测定吸光度!每组做
!

个平行样&

%*#*A

!

菌株形态学鉴定
!

对酵母菌进行平板培养及镜检!观

察菌株形态学特征&

*

%

+菌落培养特征)将菌株活化后挑取单菌落划线接种

于
J=O

平板培养基!置于恒温培养箱中培养!培养条件

!$\

!培养时间
#

"

!M

!观察平板培养基上菌落形态&

*

#

+液体培养基培养特征)将菌株活化后挑取单菌落接

种于
"$</J=O

液体培养基!置于恒温摇床培养!培养温度

!$\

!摇床转速
%"$7

/

<89

!培养时间
#

"

!M

!观察液体培养

基中菌体培养状态&

*

!

+细胞镜检)使用显微镜观察
A$b%$

倍下细胞形态&

%*#*"

!

菌株生理生化鉴定

*

%

+糖发酵试验)鉴定所需发酵的碳源为葡萄糖'麦芽

A

基础研究
!

#$%&

年第
"

期



糖'乳糖'蔗糖'

&5

半乳糖&分别将碳源加入含有杜氏发酵管

的氮源基础培养基中!添加量为
$*"N

!过滤除菌*

$*#$

#

<

+&

活化菌株
+1#

后分别接入不同碳源培养基中!放置于恒温

培养箱中培养!培养温度
#"\

!每
#M

观察一次!连续观察

#

周!于
A

周后再次观察&主要观察杜氏小管中是否产生气

体从而判断能否发酵该种碳源!若有气泡则记为阳性!若无

气泡则记为阴性!每种碳源做
!

次重复0

%I

1

%I

0

#$

1

%"

&

*

#

+碳源同化试验)葡萄糖'乳糖'蔗糖'

&5

半乳糖'可溶

性淀粉'麦芽糖'甘油'甲醇'乙醇'肌醇'甘露醇'柠檬酸'琥

珀酸
%"

种碳源&分别将碳源加入氮源基础培养基中!添加

量
$*"N

!另取一不添加碳源的基础培养基作为对照!过滤除

菌*

$*#$

#

<

+&在
J=O

液体培养基中活化菌株
+1#

!取灭菌

离心管!倒入培养液离心获得菌沉淀!离心条件
%$$$$b

2

!

"<89

&以无菌水洗涤沉淀!重复
#

次!加入无菌水制得菌悬

液&将菌悬液接种于上述培养基中!接种量
"N

!置于恒温培

养箱中培养
!

周!培养温度
#"\

&每周观察一次!将试管振

荡均匀仔细观察菌液是否浑浊!若浑浊则记为阳性!若澄清

则记为阴性0

%I

1

%>

0

#$

1

%"

&

*

!

+氮源同化试验)鉴定为硝酸钾'硝酸钠'硝酸铵'尿

素!试验操作与碳源同化试验相同!因为
?

@

值小于
D

时形

成的 亚 硝 酸 对 酵 母 存 在 毒 性!因 此 调 节 初 始
?

@

至

D*"

0

%I

1

%I

0

#$

1

%"Y%D

&

%*#*D

!

菌株分子生物鉴定

*

%

+菌株
O+P

提取)吸取
%*"</

菌液于
#</K=

管

中!

%$$$$b

2

离心
%$<89

,收集沉淀!加
#</MM@

#

Z

混悬

均匀,

%$$$$b

2

离心
#<89

!得菌沉淀!重复
%

次&用细胞破

碎仪破碎!每破碎
%";

后将
K=

管置于冰水浴
D$;

!重复

"

次&加
%*"</MM@

#

Z

混悬均匀!

%$$$$b

2

离心
%$<89

!

得菌沉淀&菌沉淀中加入
$*"</O+P

抽提液*

%$$<<()

/

/

W78;5@B)

?

@>*$

!

%$$<<()

/

/KOWP

!

?

@>*$

!

%$$<<()

/

/

+-

!

=Z

A

!

%*"<()

/

/+-B)

+混悬!

!&\

条件下静置
!$<89

,加

入
%#"

#

/%$N 1O1

后!立即加入
"

#

/

蛋白酶
H

*浓度为

#$<

2

/

</

+!混均后
D"\

水浴
%S

!每隔
%"<89

上下颠倒混

均样品,加入
&$$

#

/BWPG

缓冲液!混均后
D"\

水浴
%S

!

每隔
%"<89

上下颠倒混均样品&

所得样品用等体积的氯仿(异戊醇*体积比
#A

"

%

+混均

后于
A\

条件下!

%#$$$b

2

离心
%$<89

!抽提
#

"

!

次,以

$*D

倍体积的异丙醇于
Y#$\

沉淀
%S

,

A\

!

%#$$$b

2

离心

%$<89

!收集核酸沉淀,加入
%</&$N

的乙醇于
A\

条件

下!

%#$$$b

2

离心
%$<89

!洗涤沉淀
#

"

!

次!倒扣去除过量

水分!于
!&\

干燥
O+P

约
"<89

,加
"$

#

/MM@

#

Z

溶解沉

淀!加入终浓度为
$*"

#

/

/

</

的
Q+P

酶!并在
!&\

下水浴

消化
!$

"

D$ <89

!以去除
Q+P

,得到的
O+P

样品置于

Y#$\

冰箱保存备用&

*

#

+

=BQ

检测方法)将得到的菌株
O+P

进行
W(30S

M(T9=BQ

扩增!对菌株的
%>17O+P

区进行
=BQ

扩增!真

菌采用张霞等0

#%

1在相关研究中所使用的通用引物!上游引

物为
+1%

)

"

.

5EWPEWBPWPWEBWWEWBWB5!

.!下游引物

为
+1>

)

"

.

5WBBEBPEEWWBPBBWPBEBEP5!

.!扩增的片

段大小约为
%&$$6

?

&

=BQ

体系为*

"$

#

/

+)

W-

X

=BQ

<-;4F7<8:#"

#

/

!上下引物各
$*"

#

/

!模板
#*"

#

/

!补无菌

水至
"$

#

/

&相应
=BQ

反应条件为)

I" \

预变性
"<89

,

IA\

变性
!$;

!

D$ \

退火
!$;

!

&# \

延伸
#<89

*

W(30S

M(T9=BQ

!

%$

个循环!每个循环降低
%\

+,

IA\

变性
!$;

!

">\

退火
!$;

!

&#\

延伸
#<89

*共
#$

个循环+,

&#\

终延伸

&<89

0

##

1

&

*

!

+电泳检测)接通电泳仪!设定电流
A" <P

!电压

>$'

!当指示染料前沿迁移至胶体的
#

/

!

处停止电泳!整个

电泳持续约
!$<89

!跑胶验证&

*

A

+

=BQ

产物检测)将
=BQ

产物送至南京金斯瑞生物

技术有限公司测序!比对测序结果对微生物进行鉴定&

#

!

结果与分析
#*%

!

降柠檬酸酵母的筛选

#*%*%

!

降酸酵母菌的筛选与保藏
!

通过对柠檬酸厂废水废

渣中菌株的富集培养!分离纯化!共得到可在柠檬酸培养基

中生长的疑似酵母菌
%"

株&按
%*#*#

中方法对这些菌株进

行保藏&

#*%*#

!

降酸菌株在柠檬酸培养基中的筛选
!

配制柠檬酸液

体培养基!以柠檬酸为唯一碳源培养菌株!筛选具有较强降

柠檬酸能力的菌株!测得柠檬酸培养基中柠檬酸初始含量为

%%*!

2

/

/

&对
%"

株保藏菌株进行平板活化!另取两株商业酿

酒酵母菌作为对照&挑取平板单菌落接入
"$</J=O

液体

培养基中培养!获得种子培养基!将种子培养基接入柠檬酸

培养基!接种量
AN

&恒温摇床培养
"M

!培养条件
!$ \

!

%"$7

/

<89

&发酵结束后培养基的残余柠檬酸含量见图
%

&

图
%

!

菌株的柠檬酸降解能力

]8

2

37F%

!

WSF0-

?

-68)84

.

(V7FM3089

2

084780-08M

!!

由图
%

可知!各个菌株的降柠檬酸能力强弱不一&菌株

+1#

'

+1&

'

+/#

'

+/!

'

B1>

具有较强的柠檬酸降解能力!发

酵
"M

后可降解培养基中
&$N

以上的柠檬酸!其余菌株的降

柠檬酸能力相对较弱!而商业酿酒酵母菌
Q[

和
1J

在该条

件下生长受到明显抑制!难以降解利用柠檬酸&其中菌株

+1#

的降柠檬酸能力最强!在发酵
"M

后柠檬酸含量从

%%*#

2

/

/

下降到
%*&D

2

/

/

!降解培养基中约
>AN

的柠檬酸!

对降柠檬酸能力较强的菌株
+1#

'

+1&

'

+/#

'

+/!

'

B1>

进行

进一步研究&

"

第
!!
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"
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!

铎等)降柠檬酸菌株的筛选及鉴定
!



#*#

!

菌株酒精耐受性试验

由于菌株需应用于山楂酒酿造中!因此需要对菌株的酒

精耐受性进行试验!确定菌株的酒精耐受能力后选取具有较

强酒精耐受性的菌株!将其应用于山楂酒酿造的适当阶段&

由图
#

可知!

"

株菌株对酒精耐受性有所差异&在酒精

度为
$NU()

时!

"

株菌的生长情况均良好!但随着酒精度的

升高!菌液浓度逐渐下降&酒精度在
%N

"

ANU()

时!

"

株菌

均可以生长!其中
+1#

酒精耐受能力最强!

+/#

次之!这两

株菌生长情况良好!其余
!

株菌的生长则受到明显抑制&当

酒精度上升到
"NU()

时!

"

株菌的菌液浓度均处在较低水

平!当酒精度达到
DNU()

时!菌株都已经难以生长&可以看出

菌株
+1#

'

+/#

的酒精耐受能力相对较强!可以耐受
$N

"

ANU()

的酒精度&初步判断这
"

株菌均非酿酒酵母!选取酒

精耐受能力相对较强的
+1#

'

+/#

进行培养观察鉴定&

图
#

!

菌株酒精度耐受性测试结果

]8

2

37F#

!

WSF;47F;;7F;8;4-90F(VF4S-9()

#*!

!

菌株形态学鉴定

酵母菌的菌落培养特征与个体形态特征!是酵母菌种鉴

定的重要依据之一0

#!

1

&Y>

&

#*!*%

!

菌落培养特征
!

菌株
+1#

的菌落大而厚!表面不光

滑!具有细微褶皱!菌落边缘呈细小的锯齿状,菌落颜色呈乳

白色!正反面及内外颜色一致,易用针挑起!菌落质地均匀&

菌株
+/#

的菌落呈圆形!大且中间略有凸起!菌落边缘呈锯

齿状!颜色呈白色!质地均匀&

#*!*#

!

液体培养基培养特征
!

两株菌的菌液均明显浑浊!静

置后表面均形成一层较薄的白色醭膜&

#*!*!

!

个体形态特征
!

对菌株进行
A$b%$

倍显微镜镜检!

镜检结果见图
!

&

图
!

!

菌株
+1#

%

+/#

的细胞形态

]8

2

37F!

!

WSFBF))<(7

?

S()(

2.

!

bA$$

"

(V4SF

;47-89+1#-9M+/#

!!

菌株
+1#

的细胞形态为椭圆形!细胞大小*长
b

宽+约

为
!*$

"

A*"

#

<b!*"

"

D*$

#

<

,菌株
+/#

的细胞形态为圆

形!细胞大小*长
b

宽+约为
A

"

"

#

<bA

"

"

#

<

&

#*A

!

菌株生理生化试验

#*A*%

!

糖发酵试验结果
!

一半以上的酵母菌在半厌氧条件下

至少可以发酵
&5

葡萄糖!若菌株可以利用该化合物!则菌株

可以通过无氧机制对糖类化合物进行分解代谢!释放气体&

通过寻找收集形成的
BZ

#

气体可以鉴定菌株对该发酵糖的利

用能力0

#!

1

#"Y#D

&菌株
+1#

'

+/#

的糖发酵试验结果见表
%

&

表
%

!

糖发酵试验结果c

W-6)F%

!

WSF-68)84

.

(V4SF;47-89;4(VF7<F94;3

2

-7;

发酵糖
+1# +/#

葡萄糖
d d

蔗糖
d d

乳糖
Y Y

麦芽糖
Y d

&5

半乳糖
d d

!!!!!!!

c

!

#

d

$表示阳性!#

Y

$表示阴性&

#*A*#

!

碳源同化试验
!

不同酵母菌对某种有机化合物作为

单一碳源的利用能力存在差异!通过这些差异可以在一定程

度上区分不同酵母菌&这些化合物包括糖类'多羟糖醇和有

机酸类&碳源同化试验即为鉴定酵母菌在好氧环境下利用

这些化合物的能力0

#!

1

#$Y#A

&菌株
+1#

'

+/#

碳源同化试验结

果见表
#

&

#*A*!

!

氮源同化试验
!

有研究0

#!

1

#AY#"发现大约有
%

/

A

的酵

母菌可以利用硝酸盐及其他含氮化合物!因此氮源同化试验

对于鉴定酵母具有重要的应用价值&菌株
+1#

'

+/#

的氮源

同化试验见表
!

&

表
#

!

碳源同化试验c

W-6)F#

!

B-76(9P;;8<8)-48(9(V4SF;47-89;

碳源
+1# +/#

碳源
+1# +/#

葡萄糖
d d

甲醇
!

Y Y

乳糖
Y Y

乙醇
!

Y d

蔗糖
d d

肌醇
!

Y Y

&5

半乳糖
d d

甘露醇
d d

可溶性淀粉
Y d

柠檬酸
d d

麦芽糖
d d

琥珀酸
d Y

甘油
d Y

!

c

!

#

d

$表示阳性!#

Y

$表示阴性&

表
!

!

氮源同化试验c

W-6)F!

!

+847(

2

F9P;;8<8)-48(9(V4SF;47-89;

氮源
+1# +/#

硝酸钾
Y Y

硝酸钠
Y Y

硫酸铵
Y Y

尿素
!

Y Y

!!!!!!!

c

!

#

d

$表示阳性!#

Y

$表示阴性&

D

基础研究
!

#$%&

年第
"
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!!

综合以上试验结果对菌株
+1#

'

+/#

的形态学特征及生

理生化进行分析比对!对照文献0

#!

1

!AYAA中对于酵母菌的描

述!菌株
+1#

符合毕赤酵母菌的生理生化及形态学特征!菌

株
+/#

符合热带假丝酵母的生理生化及形态学特征!因此

初步判断这两株菌分别为毕赤酵母菌'热带假丝酵母菌&

#*"

!

菌株分子生物学鉴定

按
%*#*D

中方法提取菌株的
O+P

!进行
%>17O+P=BQ

扩增!电泳图见图
A

!两株菌的
=BQ

产物均在
%&$$6

?

处有

明亮条带!判断得到的产物为目的产物&

图
A

!

菌株
+1#

和
+/#

的
%>17O+P=BQ

扩增电泳图

]8

2

37FA

!

QF;3)4(V%>17O+P=BQ-<

?

)8V

.

(V+1#-9M+/#

!!

将扩增产物送至金斯瑞公司测序!

+1#

'

+/#

的测序结

果见附录
%

&菌株
+1#

'

+/#

经
=BQ

扩增获得的
%>17O+P

序列全长为
%&$$6

?

左右!在
+BGR

中
G/P1W

比对进行序

列同源性分析!菌株
+1#

的
%>1

序列与
O/E5/0G

7

:

的
%>1

序

列同源性最高!相似性达
IIN

&根据
%>1

序列使用
,PEK

软件的
+F8

2

S6(75e(8989

2

法构建系统发育树!见图
"

&由图
"

可知!

+1#

与库德里阿兹威毕赤酵母*

O/E5/0K'J=/0FP9F//

+

亲缘关系最近!同源性极高!因此将菌株
+1#

鉴定为
O/E5/0

K'J=/0FP9F//

&

图
"

!

基于菌株
+1#

的
%>17O+P

序列同源性构建

的系统发育树

]8

2

37F"

!

=S

.

)(

2

F9F48047FF(V+1#6-;FM(9

%>17O+P;F

X

3F90F;

!!

菌株
+/#

的
%>1

序列与
A0,J/J0G

7

:

的
%>1

序列同源

性最高!相似性达
IIN

&根据
%>1

序列使用
,PEK

软件的

+F8

2

S6(75e(8989

2

法构建系统发育树!见图
D

&由图
D

可知!

+/#

与热带假丝酵母*

A0,J/J0;=(

7

/E08/G

+亲缘关系最近!同

源性极高!因此将菌株
+/#

鉴定为
A0,J/J0;=(

7

/E08/G
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结论
本研究从柠檬酸废水废渣中分离培养纯化获得
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株耐

图
D
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基于菌株
+/#

的
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序列同源性构建的

系统发育树
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柠檬酸菌株!测定降柠檬酸能力发现其中
"

株菌株具有较强

的降柠檬酸能力!发酵
"M

后柠檬酸含量从
%%*!

2

/

/

下降到

%*>

"

#*>

2

/

/

!降解了培养基中
&$N

以上的柠檬酸&测试这

"

株菌的酒精耐受性!发现菌株
+1#

和
+/#

的酒精耐受能

力相对较强!最高可以耐受
ANU()

的酒精度!可以考虑将其

应用于山楂酒酿造初期阶段&对这两株菌进行形态学观察

和生理生化性质分析!结合分子生物学手段初步鉴定菌株

+1#

为
O/E5/0 K'J=/0FP9F//

!菌 株
+/#

为
A0,J/J0

;=(
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!为今后研究生物降酸法降低山楂酒中柠檬酸提供

了理论支持&
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