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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１１０８％（Ｖ／Ｖ），香气浓郁，具有良好的工业生产潜力。
关键词：紫外诱变；酵母菌；育种；紫甘薯
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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
１１　材料与设备
１１１　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。

１１２　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。

１１３　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∶１５）→液化
（加α－高温淀粉：调节ｐＨ至６０，水浴温度９５℃，
添加量０１％，液化时间为４０ｍｉｎ）→糖化（糖化酶：
调节ｐＨ至４５，水浴温度６５℃，添加量０１％，液化
时间为６０ｍｉｎ）→过滤→调酸度、糖度→紫甘薯糖
化液发酵培养基。

１２　实验方法
１２１　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。

１２２　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］。

１２３　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。

１２４　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。
１２５　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。

１２６　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１２５％乙醇水溶液。
１２７　发酵产酯能力的测定

参照ＧＢ／Ｔ１０３４５—２００７，回流皂化法测酯含量。
１２８　计算
１２８１　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
２１　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。
２２　紫外诱变条件的确定
２２１　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

２２２　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。
２２３　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

２２４　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

９２８３％和 ９３５２％，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） ６５１２ １８９
２ １ ２（１０ｍｉｎ） ２（９ｃｍ） ７０３２ ３７３
３ １ ３（１２ｍｉｎ） ３（６ｃｍ） ８９７７ ０３４
４ ２（２０Ｗ） １ ２ ８３１４ ３１３
５ ２ ２ ３ ８８３２ ２５３
６ ２ ３ １ ７８４４ ２４３
７ ３（２５Ｗ） １ ３ ９２７７ ０５４
８ ３ ２ １ ７８３４ ４３５
９ ３ ３ ２ ８３１１ １９８
ｋ１ ７５０７０ ８０３４３ ７３９６７
ｋ２ ８３３００ ７８９９３ ７８８５７
ｋ３ ８４７４０ ８３７７３ ９０２８７
Ｒ ９６７０ ４７８０ １６３２０
ｋ１′ １９８７ １８５３ ２８９０
ｋ２′ ２６９７ ３５３７ ２９４７
ｋ３′ ２２９０ １５８３ １１３７
Ｒ′ ０７１０ １５９４ １８１０

　　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４４８％和５０４％，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。

２３　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。
２３１　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

２３２　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２３１中发酵液中ＣＯ２的产量较
高相对应，菌株Ｆ４发酵液酒精度为１１０８％，与原始
菌株Ｆ１相比，酒精产生能力提高了２４３２％。

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

２３３　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０６７ｇ／Ｌ，与原始菌株Ｆ１相比产
酯能力提高了００９ｇ／Ｌ。

图８　终发酵液中酯含量

２４　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

（３０～４２）μｍ×（３４～４６）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１１０８％，总酯产量为０６７
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２４３２％，产酯能力提高了００９ｇ／Ｌ。
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