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产硫化氢低的葡萄酒酵母的选育
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摘 要： 使用 EMS 对出发菌株 CⅠ进行诱变，通过蛋氨酸抗性平板，筛选出了一株产硫化氢

低、产谷胱甘肽高的突变株 M6；M6 的基本发酵性能与出发菌株 CⅠ相差不大，但 GSH 的生成量

比 CⅠ提高了 47.7 %，H2S 的生成量比出发菌株 CⅠ降低了 36.3 %。
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Breeding of Wine Yeast which Produced Low H2S
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Abstract: A fine mutant M6 which produced low H2S and high glutathione GSH was obtained through anti-methionine

medium after the mutation of parent strain C I by the use of EMS. There was no evident difference in basic fermentation

performance between M6 and parent strain C I. However, the yield of GSH by M6 increased by 47.7 % than that by C I,

and the yield of H2S decreased by 36.3 %.
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葡萄酒发酵过程中会产生痕量的挥发性含硫化合

物, 它们挥发性很强, 具有不愉快气味, 通常描述为臭蛋

味、臭鼬气味、大蒜味或洋葱味。虽然它们的生成水平只

有每升数十至数百微克,但其感官刺激作用明显 , 对葡

萄酒风味有破坏作用。已有人采用毛细管色谱柱和硫化

物专用检测器对葡萄酒酵母发酵中产生的硫醇、乙硫醇

和甲硫醇进行了分析。其他含硫化合物( 氧硫化碳、二硫

化碳、二甲基二硫醚) 的生成情况最近也有文献报道。

含硫化合物中挥发性最强的是硫化氢(H2S), 它具有

臭鸡蛋的气味。酵母在发酵中产生硫化氢的原因是多方

面的 : 如葡萄皮所含硫 ; 发酵醪中游离 "- 氨基氮(FAN)

的水平不足; 葡萄汁中泛酸缺乏, 或吡哆胺缺乏、或半胱

氨酸水平高于正常值等; 还有文献报道添加亚硫酸对产

生硫化氢也有作用。有人认为, 硫化氢的产生与酵母菌

株的性质有关。筛选的酵母菌株可减少产生硫化氢[1]。

本文使用诱变的方法, 对葡萄酒酵母进行改良, 筛

选出一株产硫化氢低的酵母, 减少葡萄酒酵母发酵产生

挥发性硫化物的含量 , 增加葡萄酒的抗氧化能力 , 改善

葡萄酒的风味。

1 材料与方法

1.1 主要培养基

蛋氨酸抗性平板: YEPD 固体培养基加 2 %蛋氨酸。

1.2 主要测定方法

葡萄酒中 H2S 含量的测定参照文献[2]; 葡萄酒中谷

胱甘肽含量的测定参照文献[3]。

2 结果与分析

2.1 出发菌株的选择

通过对 4 株生产用葡萄酿酒酵母 CⅠ, CⅡ, WⅠ和

WⅡ性能的综合试验 , 结果表明 , 此 4 株酵母均属于优

良的葡萄酿酒酵母; 使用此 4 株酵母进行葡萄酒发酵试

验, 结果发现, 在相同的发酵条件下, 此 4 株酵母中 CⅠ

发酵结束 H2S 生成量最低, 而 GSH 生成量最高。因此选

择酵母菌 CⅠ作为产硫化氢低的葡萄酒酵母的诱变出

发菌株。CⅠ的发酵性能见表 1。
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2.2 产 H2S 低的葡萄酒酵母的 EMS 诱变与育种

2.2.1 EMS 诱变及突变株的初筛

2.2.1.1 EMS 诱变

以产硫化氢低的葡萄酒酵母菌株 CⅠ作为出发菌

株, 用 EMS 对其诱变处理、中间培养后, 取 4 mL 菌液离

心 , 收集菌体 , 用 4 mL 无菌水离心洗涤 2 次 , 重新悬浮

于 4 mL 无菌水中。

2.2.1.2 蛋氨酸抗性平板筛选

取 1 mL 悬浮液适当稀释 , 取 0.1 mL 涂布于 2 %的

蛋氨酸抗性平板上 , 28 ℃培养 2 d, 选取相对较大的菌

株接于斜面上保存, 待测。

未经诱变的菌株在 1 %和 1.5 %的蛋氨酸抗性平板

上能生长 , 但菌落很小 ; 在 2 %的蛋氨酸抗性平板上不

能生长, 诱变后的菌株在 2 %的蛋氨酸抗性平板上能长

出小的菌落 , 见图 1。选出相对较大的菌落 , 接于斜面

上, 培养后待测, 共选出 19 株, 编号为 M1～M19。

甲硫氨酸即蛋氨酸是谷胱甘肽的结构类似物, 而谷

胱甘肽对其合成途径中的第一个酶 γ- L- 谷氨酰- L- 半

胱氨酸合成酶具有较强的反馈抑制作用, 筛选甲硫氨酸

抗性突变株可以部分或完全解除这种抑制作用, 从而可

以提高谷胱甘肽的积累。蛋氨酸抗性突变株在高产谷胱

甘肽的同时, 会高产蛋氨酸, 提高蛋氨酸的积累[4～6]。

将谷胱甘肽添加到试验葡萄汁中的发酵表明, 谷胱

甘肽能在某些条件下抑制硫化物的生成 [1]; 在高产谷胱

甘肽酵母发酵过程中, 谷胱甘肽大量积累降低了硫化氢

的生成。硫酸盐的吸收和还原是由甲硫氨酸的水平调节

的 , 而不是由细胞中还原硫的水平调节的 ; 甲硫氨酸阻

遏硫酸盐通透酶和涉及硫酸盐还原酶的合成; 因此, 甲

硫氨酸的大量积累会降低硫化氢的生成。

综上所述, 酵母高产谷胱甘肽和大量积累甲硫氨酸

的同时, 都会降低硫化氢的生成; 因此, 通过蛋氨酸抗性

平板筛选所得的高产谷胱甘肽酵母菌, 可以通过提高谷

胱甘肽的产量, 减少硫化氢的生成。

2.2.2 突变株的复筛

对初筛所得的 19 株突变株和出发菌株 CⅠ同时进

行葡萄酒发酵试验 , 发酵结束后对酒中的 H2S 和 GSH

含量进行测定, 选择产 H2S 少, GSH 含量高的突变株。

2.2.2.1 GSH 生成量的比较

对 突 变 株 葡 萄 酒 发 酵 结 束 后 的 GSH 含 量 进 行 测

定, 结果见表 2。

从表 2 可看出, 经过诱变处理后, 所得的 19 株突变

株的 GSH 产量基本上均有所提高; 其中有 4 株菌 M5,

M6, M9 和 M11 的产量提高较为明显 , 出发菌株 CⅠ提

高了 30 mg/L 以上, 即 31.6 %以上。因此, 选择这 4 株菌

进行以下的试验。

2.2.2.2 突变株 H2S 的生成量的比较

对出发菌株 CⅠ和突变株 M5, M6, M9, M11 发酵

结束的葡萄酒进行 H2S 的测定, 试验结果见图 2。

由图 2 可看出, 与出发菌株 CⅠ相比, M5, M6, M9

和 M11 4 株突变株的 H2S 生成量均有所降低 ; 其中 M6

和 M9 的 H2S 生成量为 10.00 μg/L, 比出发菌株 CⅠ的

14.28 μg/L 降低了 30.0 %。说明 CⅠ经过诱变 , 在高产

GSH 的同时, 降低了 H2S 生成量。

2.2.2.3 突变株发酵性能与遗传稳定性试验

将选出的 4 株比出发菌株 CⅠ产 GSH 高、产 H2S

低的突变 株 M5, M6, M9 和 M11, 进 行 发 酵 性 能 的 测

定 , 并与出发菌株 CⅠ进行对比 , 突变株的发酵性能无

太大变化。将获得的突变株 M6 连续传代 20 代, 取第 1

图 1 蛋氨酸抗性平板

图 2 出发菌株 CⅠ与突变株 H2S 的生成量
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代、5 代、10 代、15 代、20 代酵母进行葡萄酒发酵试验 ,

发酵结束测定其 GSH 和 H2S 的生成量, 并与诱变前的

出发菌株 CⅠ进行对照, 结果见图 3。

由 图 3 可 知 , M6 在 传 代 20 代 的 过 程 中 , GSH 和

H2S 的生成量基本稳定 , 分别比出发菌株 CⅠ提高了

47.7 %和降低了 36.3 %( 以第 20 代计) , 说明突变株 M6

的遗传稳定性良好。

3 总结

对出发菌株 CⅠ进行 EMS 诱变 , 获得了一株优良

的突变株 M6。M6 的基本发酵性能与 CⅠ相差不大, 但

H2S 生成量降低了 36.3 %, GSH 的生成量提高 47.7 %,

达到了预计的高产 GSH 和 低产 H2S 目的。突变株 M6

可以应用于葡萄酒生产, 改善葡萄酒的风味。
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图 3 突变株 M6 遗传稳定性试验

的小分子物质 , 如还原糖及有机酸均无差别 , 其透过性

较好 , 而色度( OD430) 及总酚的差别较大 , 葡萄原汁经超

滤后颜色变淡, 涩味降低。

2.5 葡萄酒的超滤

葡萄酒在发酵及贮藏过程中, 由于其中的单宁及多

酚类物质的氧化聚合作用, 会引起葡萄酒的褐变和苦涩

味的出现。而利用超滤技术就能除去引起葡萄酒褐变的

多酚物质及造成浑浊的大分子蛋白质等, 使酒质更加稳

定, 色泽、口感、风味更加丰满圆润。葡萄酒在超滤前后

其成分会发生变化, 结果见表 4。

从表 4 可知, 采用 10000 Da 的超滤膜处理葡萄酒 ,

滤过液与原酒中的小分子物质, 如乙醇、还原糖、总酸等

没有太大差别; 而大分子物质, 如总酚、总氮等在滤过液

中要明显少于原酒中的含量; 并且滤过液的色泽比原酒

要淡, 其口感要明显优于原酒, 没有苦涩味。

3 结论

葡萄汁在 0.2 MPa, 5～40 ℃温度下 , 经 30000 Da

超滤膜处理后 , 可除去其中的大分子物质 , 从而改善葡

萄汁的色度和品质, 而由于还原糖及有机酸是小分子物

质, 其透过性较好, 超滤不会改变它们的含量。

葡萄酒在 0.2 MPa, 35～40 ℃温度下 , 经过 10000

Da 超滤膜处理, 进一步去除了可引起葡萄酒褐变的多

酚及造成浑浊的大分子蛋白质 , 消除了苦涩味 , 使葡萄

酒的透明度增加, 酒质更加稳定, 风味更加丰满圆润。
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