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紫外诱变法选育高产酒精及
酯类酿酒酵母

方佩佩，王世清，李　静，谭海刚，刘晓莉，付均鹏

（青岛农业大学 食品科学与工程学院，山东 青岛　２６６１００）

摘　要：采用紫外诱变法进行酿酒酵母的诱变，选育发酵速度较快、产酒精能力较强的酿酒酵母工
业菌株。以致死率和正突变率为主要指标，以突变株的酒精发酵性能为参考，结合单因素实验和正

交实验，确定出紫外诱变法的较佳诱变条件为：辐照功率２０Ｗ，紫外灯辐照时间１０ｍｉｎ，辐照距离９
ｃｍ。以出发菌株Ｆ１为对照，对７株酵母突变株进一步进行全面的生理性能测试，结果表明，菌株
Ｆ４的ＣＯ２失重量最高、残糖含量低、乙醇和酯类物质的产生量高，是一株优良的正向突变株。对该
菌株进行形态观察，其细胞个体饱满呈卵圆型，群体菌落颜色呈乳白色；用于紫甘薯汁发酵，起酵速

度快、发酵液酒精度可达１１０８％（Ｖ／Ｖ），香气浓郁，具有良好的工业生产潜力。
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　　酵母菌，一般泛指能发酵糖类的各种单细胞真
菌［１］。酵母菌一般以单细胞状态存在，多数出芽繁

殖，少数裂殖。酵母菌的种类很多，据 ＫｒｅｇｅｒＶａｎ
Ｒｉｊ的资料，当时已知的酵母有５６属，５００多种，与人
类关系极为密切［２］，是人类实践中应用较早的一类微

生物，同时也是现代发酵工业的重要微生物［３－４］。

酵母菌能够将环境中的糖发酵分解为二氧化碳

和乙醇，人们利用酵母菌能够发酵产生酒精的特点

将其应用到酿酒工业中，这在中国已经有４０００多年
的历史［１－２］。但是传统的酵母菌在发酵酿酒过程中

存在一定的局限性：一是酵母菌的生长、发酵受酒精

浓度的限制，当发酵产酒精到一定程度后受酒精浓

度的限制生长缓慢，增加了生产的经济成本；二是酵

母菌在利用底物的过程中能够发酵产生酯类物质，
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但是产生的酯类物质的质量和种类却有一定的局

限，这会直接影响酒的味道和口感等［３－４］。

优良的微生物菌种是发酵工业的基础和关

键，要使发酵工业产品的种类、产量和质量有较大

的改善，首先必须选育性能优良的生产菌株，传统

的从自然界中分离、纯化的酿酒酵母，其综合性能

难以有较大提高。通过一定的物理、化学方式对

酿酒酵母进行诱变，可以从基因层面上改变酵母

菌的性质，这对选育综合性能较高的酵母菌株具

有重要意义［５－９］。

紫外诱变效应主要是指紫外照射引起菌株

ＤＮＡ结构的改变，使 ＤＮＡ分子相邻嘧啶之间双键
打开形成嘧啶二聚体，包括产生环丁烷结构和６－４
光产物，并使ＤＮＡ产生弯曲和扭结等［２］，阻碍 ＤＮＡ
的复制或引起碱基排列次序的变化，从而引起基因

突变［１０］。在进行紫外线处理时要在红光下或者黑

暗中进行照射及处理，以避免光复活作用的发生。

紫外线（ＵＶ）的能量低，对核酸造成的伤害比较单
一［１］，操作简便、效率高、安全性好，并且ＵＶ的诱变
效率高，在避光条件下诱变结束后已产生突变的性

状不易恢复，因此应用较广泛［１１－１２］。

本文采用紫外法对酿酒酵母进行单次诱变处

理，研究了紫外诱变酿酒酵母的最佳条件，采用富含

硒和花青素等营养成分的紫甘薯作为发酵原料，对

诱变菌株进行筛选，得到一株发酵能力和产酯能力

较强的优良酵母菌株。

１　材料与方法
１１　材料与设备
１１１　材料及主要试剂

酿酒酵母：青岛农业大学微生物试验室保存的

酵母Ｆ１；紫甘薯：青岛市城阳区春阳路大润发超市
购买；蛋白胨：天津市巴斯夫化工有限公司；牛肉膏、

酵母膏、琼脂粉：天津市博迪化工有限公司；α－淀
粉酶、糖化酶：青岛生物技术有限责任公司；其他试

剂均为国产分析纯。

１１２　主要设备
光学显微镜购自 ＬｅｉｃａＢＭＥ；电热水浴锅购自

龙口先科仪器公司；ＵＶ－１２００型紫外可见分光光
度计购自上海美谱达仪器有限公司；电子天平购自

ＤＥＮＶＥＲＩＮＳＴＲＵＭＥＮＴ；手持式折光仪购自北京鹏
程光学仪器有限公司；紫外诱变台（１５Ｗ紫外灯）
购自苏州净化设备有限公司；ＳＢＡ－４０Ｅ生物传感
分析仪购自山东省农科院。

１１３　培养基
培养基：ＹＰＤ培养基；ＰＤＡ培养基；麦芽汁培

养基。

紫甘薯糖化液发酵培养基［１３］：清洗→蒸煮（蒸
煮时间为１００ｍｉｎ、蒸煮温度为１００℃）→去皮→加
水打浆（紫甘薯质量与水体积比为１∶１５）→液化
（加α－高温淀粉：调节ｐＨ至６０，水浴温度９５℃，
添加量０１％，液化时间为４０ｍｉｎ）→糖化（糖化酶：
调节ｐＨ至４５，水浴温度６５℃，添加量０１％，液化
时间为６０ｍｉｎ）→过滤→调酸度、糖度→紫甘薯糖
化液发酵培养基。

１２　实验方法
１２１　酵母活化、初筛

将冷藏的酵母菌接种于ＹＰＤ液体培养基上，２８
℃培养１２ｈ，涂布平板，３０℃培养２４ｈ，挑取长势良
好、菌落大、乳白色馒头状的单菌落作为初选菌，保

存到ＹＰＤ固体培养基斜面上，３０℃培养２４ｈ，得活
化的诱变出发菌株。

１２２　酵母菌生长曲线的测定
将活化的酵母菌按５％接种量接种至ＹＰＤ液体

培养基，３０℃培养，每隔 ２ｈ取样，６００ｎｍ测吸光
值，以空白的ＹＰＤ培养液为对照，根据所测得的吸
光值做出酵母的生长曲线［１１］。

１２３　紫外线（ＵＶ）对酵母菌的处理
将活化后的酵母菌制成菌悬液，取５ｍＬ到培养

皿中，至于紫外灯下进行处理，并设置不做处理的对

照组。每个经紫外处理后的菌悬液涂布３个 ＰＤＡ
平板，２８℃避光培养４８ｈ，防止光复活，平板计数，
并随机选取诱变后的酵母菌斜面保藏，进行发酵实

验，测量诱变前后菌株发酵后产物中酒精产量及总

酯含量，酒精含量及总酯含量同时变高的菌株即为

正突变菌株，计算致死率、正突变率。

１２４　ＣＯ２失重法测发酵性能
发酵力是判断发酵性能的指标［１２］。酵母在同

化利用可发酵糖的过程中产生乙醇和 ＣＯ２，发酵液
重量会随着 ＣＯ２的逸出而减少。在１５０ｍＬ三角瓶
中装入８０ｍＬ紫甘薯液，灭菌后接种待测酵母菌，２５
℃发酵，每隔８ｈ称重，绘制ＣＯ２的产量变化曲线。
１２５　发酵液残糖量的测定

调整起始发酵液的糖度为２２波美度，手持式折
光仪法测量发酵后发酵液的糖度，分析发酵性能。

１２６　发酵后乙醇产量的测定
利用生物传感分析仪中的乙醇酶膜测量发酵液

中乙醇含量，标准液是１２５％乙醇水溶液。
１２７　发酵产酯能力的测定

参照ＧＢ／Ｔ１０３４５—２００７，回流皂化法测酯含量。
１２８　计算
１２８１　致死率的计算

按以下公式计算致死率：
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Ｚ＝ＸＸ１
×１００％，式中：Ｚ－致死率（％），Ｘ－紫

外线处理后的菌落数（个），Ｘ１－紫外线处理前的菌
落数（个）。

１．２．８．２　正突变率的计算
按以下公式计算正突变率：

ｆ＝ＴＴ１
×１００％，式中：ｆ－致死率（％），Ｔ－正突

变酵母菌株个数（个），Ｔ１－测定的酵母菌株个数
（个）。

１．２．８．３　糖醇转化率的计算
按以下公式计算糖醇转化率：

ｓ＝ＣＧ×１００％

式中：ｓ为糖醇转化率，Ｃ为成熟醪酒精体积百
分浓度（％，Ｖ／Ｖ），Ｇ为糖化醪外观糖度（Ｂｒｉｘ）。
２　结果与分析
２１　生长曲线的测定

测定酵母不同时间的吸光值（６００ｎｍ），绘成生
长曲线，如图１所示。

图１　酿酒酵母菌的生长曲线

如图１所示，８ｈ到１６ｈ之间酵母菌处于对数
生长期，生长繁殖旺盛。对数生长期是基因复制和

重组的重要阶段，在此阶段对酵母菌进行紫外辐照，

可以增加基因突变、稳定遗传的几率，因此选择活化

８～１６ｈ的酵母菌进行诱变。
２２　紫外诱变条件的确定
２２１　诱变辐照功率对诱变效果的影响

将配置好的菌悬液溶液分别置于 １０、１５、２０、
２５、３０Ｗ的紫外灯下照射，辐照时间８ｍｉｎ，辐照距
离９ｃｍ，辐照后进行平板涂布和发酵培养，计算致
死率和正突变率，结果见图２。

如图２所示，不同 ＵＶ辐照功率下的酵母菌致
死率曲线为典型的马鞍型曲线［１５］。随紫外强度的

增大，酵母菌致死率先增大后减小再增大，直至致死

率达到 １００％，正突变率呈先增大后减小的趋势。
一般情况下产生正突变体的点都在致死率曲线的极

小值处（即修复机制被激发的点），修复机制对正突

变体的产生起着至关重要的作用［１４］。酵母菌致死

率在紫外强度２０Ｗ时达到极小值，且在此处正突
变率达到最大值，因此初步选择２０Ｗ作为紫外诱
变的辐照功率。

图２　不同ＵＶ辐照功率的诱变效果

２２２　诱变时间对诱变效果的影响
将配置好的菌悬液溶液分别置于紫外灯下照射

０、２、４、６、８、１０、１２、１４、１６ｍｉｎ，辐照强度２０Ｗ，辐照
距离９ｃｍ，辐照后进行平板涂布和发酵培养，计算
致死率和正突变率，结果见图３。

图３　不同ＵＶ辐照时间的诱变效果

如图３所示，不同 ＵＶ辐照时间下的酵母菌致
死率曲线为典型的马鞍型曲线。致死率随辐照时间

的延长呈先上升后下降再上升的趋势，紫外辐照时

间为１０ｍｉｎ时致死率曲线取到极小值；正突变曲线
随辐照时间的延长呈先上升后下降的趋势，在紫外

辐照时间为１０ｍｉｎ时正突变曲线取到最大值，因此
诱变的最佳辐照时间初步选择１０ｍｉｎ。
２２３　诱变距离对诱变效果的影响

将配置好的菌悬液溶液分别置于紫外灯下照射，

调整辐照距离分别为２１、１８、１５、１２、９、６、３、０ｃｍ，辐照
强度２０Ｗ，辐照时间１０ｍｉｎ，辐照后进行平板涂布和
发酵培养，计算致死率和正突变率，结果见图４。

图４表明，不同 ＵＶ辐照距离下的酵母菌致死
率曲线为典型的马鞍型曲线。致死率随辐照距离的

减小呈先上升后下降再上升的趋势，紫外辐照距离

为９ｃｍ时致死率曲线取到极小值；正突变曲线随辐
照距离的减小呈先上升后下降的趋势，在紫外辐照

距离为９ｃｍ时正突变曲线取到最大值，因此诱变的
最佳辐照距离初步选择９ｃｍ。
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图４　不同ＵＶ辐照距离的诱变效果

２２４　诱变条件的正交实验
表１为诱变条件的正交实验结果，对各条件下

的正突变率进行极差分析，结果表明，致死率最高的

组合为Ａ３Ｂ３Ｃ３，即辐照功率为２５Ｗ，辐照距离为６
ｃｍ，辐照时间为１２ｍｉｎ，此条件下紫外线对酵母菌
诱变的致死率最高。由于正交实验方案中致死率最

高的第７组组合Ａ３Ｂ１Ｃ３，与极差得到的最优水平组
合Ａ３Ｂ３Ｃ３不符，对Ａ３Ｂ１Ｃ３和Ａ３Ｂ３Ｃ３分别进行３次验
证实验，得到的酵母菌致死率的平均值分别为

９２８３％和 ９３５２％，确定最优组合为 Ａ３Ｂ３Ｃ３。因
ＲＣ＞ＲＡ＞ＲＢ，所以影响大小顺序为 Ｃ＞Ａ＞Ｂ，也就
是辐照距离对紫外线诱变酵母菌的致死率影响最显

著，其次是辐照功率，辐照时间对紫外线诱变酵母菌

的致死率影响最小。由于致死率在７０％ ～９０％范
围内诱变的正突变效果最好，因此致死率最高的紫

外诱变条件不能代表诱变的最佳条件，需要通过正

突变率的高低进行验证分析。

表１　紫外诱变条件优化Ｌ９（３３）正交实验

实验

Ａ
辐照

功率

Ｂ
辐照

时间

Ｃ
辐照

距离

致死

率／％
正突变

率／％

１ １（１５Ｗ） １（８ｍｉｎ） １（１２ｃｍ） ６５１２ １８９
２ １ ２（１０ｍｉｎ） ２（９ｃｍ） ７０３２ ３７３
３ １ ３（１２ｍｉｎ） ３（６ｃｍ） ８９７７ ０３４
４ ２（２０Ｗ） １ ２ ８３１４ ３１３
５ ２ ２ ３ ８８３２ ２５３
６ ２ ３ １ ７８４４ ２４３
７ ３（２５Ｗ） １ ３ ９２７７ ０５４
８ ３ ２ １ ７８３４ ４３５
９ ３ ３ ２ ８３１１ １９８
ｋ１ ７５０７０ ８０３４３ ７３９６７
ｋ２ ８３３００ ７８９９３ ７８８５７
ｋ３ ８４７４０ ８３７７３ ９０２８７
Ｒ ９６７０ ４７８０ １６３２０
ｋ１′ １９８７ １８５３ ２８９０
ｋ２′ ２６９７ ３５３７ ２９４７
ｋ３′ ２２９０ １５８３ １１３７
Ｒ′ ０７１０ １５９４ １８１０

　　注：ｋｉ、Ｒ对应致死率，ｋｉ′、Ｒ′对应正突变率，ｉ＝１、２、３。

比较表１中ｋ′值大小得出，根据正突变率最高
的组合为Ａ２Ｂ２Ｃ２，即辐照功率为２０Ｗ，辐照时间为
１０ｍｉｎ，辐照距离为９ｃｍ，此条件下紫外线对酵母菌

诱变的正突变率最高。由于正交实验方案中正突变

率最高的第８组组合Ａ３Ｂ２Ｃ１，与极差得到的最优水
平组合Ａ２Ｂ２Ｃ２不符，对Ａ３Ｂ２Ｃ１和Ａ２Ｂ２Ｃ２分别进行３
次验证实验，得到的酵母菌正突变率的平均值分别

为４４８％和５０４％，确定最优组合为 Ａ２Ｂ２Ｃ２。因
ＲＣ′＞ＲＢ′＞ＲＡ′，所以影响大小顺序为 Ｃ＞Ｂ＞Ａ，也
就是辐照距离对紫外线诱变酵母菌的正突变率影响

最显著，其次是辐照时间，辐照功率对紫外线诱变酵

母菌的正突变率影响最小。

２３　酿酒酵母突变菌株的筛选
在确定好的诱变条件下进行酿酒酵母的紫外诱变

处理，经初步平板培养观察选出长势较好的５０个菌
株，每个菌株进行发酵性能测试，最终筛选得到７株发
酵性能较好的菌株，命名为Ｆ２～Ｆ８，出发菌株为Ｆ１。
２３１　菌株发酵过程中ＣＯ２的变化

由图５可知，发酵过程中不同菌株产 ＣＯ２的量
不同，起酵的速度差异不大。与出发菌株 Ｆ１相比，
酵母菌Ｆ２～Ｆ８的产气性均高于出发菌株，这８株酵
母菌产气能力由强到弱依次为 Ｆ４＞Ｆ６＞Ｆ８＞Ｆ７＞
Ｆ３＞Ｆ５＞Ｆ２＞Ｆ１，其中Ｆ４菌株的优良性比较突出，
具有较高的产气性，表明其对糖的代谢利用效果最

好，厌氧条件下乙醇产生能力可能较强。

图５　ＣＯ２的产生量

２３２　发酵后残糖含量、酒精含量的测定
如图６所示，８株酵母菌发酵液中残糖含量从低

到高依次为Ｆ４＜Ｆ６＜Ｆ３＜Ｆ２＜Ｆ８＜Ｆ１＜Ｆ５＜Ｆ７，发
酵液酒精度由高到低依次为Ｆ４＞Ｆ６＞Ｆ８＞Ｆ７＞Ｆ３＞
Ｆ５＞Ｆ２＞Ｆ１，７株突变菌株中菌株Ｆ４的糖消耗程度、
酒精产量都较高，与２３１中发酵液中ＣＯ２的产量较
高相对应，菌株Ｆ４发酵液酒精度为１１０８％，与原始
菌株Ｆ１相比，酒精产生能力提高了２４３２％。

图６　终发酵液中残糖含量
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如图７所示，菌株 Ｆ４的糖醇转化率较高，其次
是Ｆ６、Ｆ８、Ｆ７，而Ｆ３、Ｆ２、Ｆ５、Ｆ１的糖醇转化率较低，
因此Ｆ４、Ｆ６在发酵糖类产生乙醇方面为优良菌株。

图７　各酵母菌菌株的糖醇转化率

２３３　发酵产酯能力实验
由图８可知，与出发菌株 Ｆ１相比，诱变后得到

的７株酵母菌菌株Ｆ２～Ｆ８的产酯能力都有不同程
度的增加，诱变菌株 Ｆ４发酵产酯能力最强，其次是
Ｆ６和Ｆ７、Ｆ２和 Ｆ３、Ｆ８、Ｆ５。其中酵母菌 Ｆ４发酵液
中酯类物质含量为０６７ｇ／Ｌ，与原始菌株Ｆ１相比产
酯能力提高了００９ｇ／Ｌ。

图８　终发酵液中酯含量

２４　突变菌株Ｆ４形态特征
细胞特征：细胞饱满呈圆形、卵圆形，大小为

（３０～４２）μｍ×（３４～４６）μｍ。
菌落特征：乳白色凸起、无纹状褶拆或疣状突

起，边缘整齐平滑。

３　结论
本实验中得到的致死率曲线为马鞍型曲线，与

吴玉峰［１４］等研究相符。马鞍型曲线是紫外线辐照

对酵母菌损伤及其自身保护机制综合作用的结果。

在马鞍型曲线中，致死率首先呈现增大趋势，说明紫

外线对酵母菌会造成损害甚至死亡；致死率增大到一

定程度呈减小趋势，可能是由于当损伤积累到一定程

度时酵母菌机体能启动自身的修复机制［２］；随后致死

率不断增大直至１００％，这可能是由于酵母菌的损伤
过于严重，其修复机制的作用不足以修复这些损伤。

本研究中通过单因素及正交实验确定了紫外诱

变条件，诱变辐照功率为２０Ｗ、诱变时间为１０ｍｉｎ、
距离为９ｃｍ。通过对原始菌株和筛选得到的７个
突变菌株的ＣＯ２产量、残糖含量、乙醇产量、糖醇转

化率和酯的产量等实验分析，得到最佳突变菌株

Ｆ４。酵母突变株Ｆ４细胞呈卵圆型，颜色为乳白色，
发酵过程产气性好，ＣＯ２产量高，以紫甘薯汁为发酵
原料，最高发酵酒精度为１１０８％，总酯产量为０６７
ｇ／Ｌ，保持有紫甘薯汁液的色泽；与原出发菌株 Ｆ１
相比，酒精发酵能力和产酯能力都有显著提高，酒精

度提高２４３２％，产酯能力提高了００９ｇ／Ｌ。
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