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摘’ 要：以酒曲中筛选到的酵母菌 () 为出发菌株，用紫外线对其原生质体进行物理诱变，经过三级筛选得到突变高产

菌株 ()*#%。以麦芽汁为基质发酵 +#, 后，酒精度为 )"&$-，较出发菌株提高了 #."+-。经过连续转接 !% 代，()*#%
的发酵性能表现稳定。用其对 / 种高淀粉品种甘薯淀粉进行发酵实验，得出 $ 个品种的酒精产量均达 !)-以上，其中

徐薯 ## 酒精产量达到最高 !)".+-，出酒率为 $."!-，经比较，徐薯 ##、皖薯 $ 号和 !&&%$!*! 更适合应用于酒精产业。
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’ ’ 石油是当今世界上主要的能源之一，其储备有

限。#% 世纪 +% 年代世界范围发生石油危机，使利用

可再生的资源（如高淀粉作物）发酵生产酒精作为生

物能源的研究成为人们关注的焦点。生物能源与石

油相比具有可再生、污染率小、减少温室效应等优

点，能部分或全部代替汽油。目前，燃料酒精的生产

占世界酒精总产量的 //-，并且还有进一步增加的

趋势［!］。发酵法是酒精生产的重要方法，发酵法生产

酒精的关键是酵母菌株，酒精酵母的优劣不仅直接

影响发酵率的高低，而且会影响酒精的产量和质量。

我国酒精生产行业中普遍存在亟待解决的问题是发

酵强度低，生产成本高，能耗大［#］。因此，高产酒精酵

母的选育是提高酒精产率，节约生产能源的关键。

我国是世界上最大的甘薯生产国并有着丰富的甘薯

种质资源，甘薯作为燃料酒精的原材料必将在我国

拥有广阔的市场前景。高淀粉型甘薯品种不一定是

高产燃料乙醇型品种。本文探讨了酵母菌 () 原生

质体紫外线诱变筛选方法，旨在筛选出发酵力强、酒

精产量高的优良酵母菌株，并用此菌株对不同高淀

粉品种甘薯淀粉进行发酵实验，比较各品种间差异，

找出更适合应用于酒精产业的燃料乙醇型甘薯品

种，从而促进我国甘薯生产燃料酒精的推广应用。

!" 材料与方法

!:!" 材料与设备

酵母菌（()）’ 本实验室保藏菌种；麦芽汁’ 合

肥市华润雪花啤酒厂；R0S 培养基’ 参考文献［$］；

原生质体再生培养基 ’ 在 R0S 固体培养基中添加

9F8 至 %"+N28 T <；OOF 上、下 层 培 养 基 ’ 参 考 文 献

［)］；预处理剂’ %"!- !*巯基乙醇，其中含 %"!N28 T <
的 @SO(*#U7；9F8 高渗缓冲液 ’ 在缓冲液中添加

9F8 至 %"+N28 T <；蜗牛酶液 ’ 将 !"P- 的蜗牛酶溶于

高渗缓冲液中，微孔滤膜过滤除菌；"*淀粉酶（ 最适

温度 P%V+%W，酶活 $+%%H T A）、糖化酶（ 酶活 !% 万

H T A）’ 北京博奥星生物技术有限公司；高淀粉甘薯

品种’ 徐薯 !.、徐薯 ##、青农 # 号、!&&%$!*!、栗子

香，本实验室种植；皖薯 $ 号’ 安徽省农科院提供。

GFX 系列 G>1:7N845: 垂直流超净工作台 ’ 新加

坡艺思高科技有限公司；Y<G*$+P% 全自动高压蒸汽
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表 !" 诱变后的再生菌经 ##$ 筛选的结果

处理时间（%） !& ’& (& )& *& +& ,&
存活率（-） .*/+* .)/*, ,!/,) )*/+* ),/0( !*/’’ ./,0

正突变率（-） !’/* !&/() !+/+, ’(/0! !!/(+ !)/’. !!/!!

表 ’" !&-酒精度下各菌株的产气情况

菌株
时间（1）

!’ ’) (+ )0
菌株

时间（1）

!’ ’) (+ )0
2)3! 3 4 44 4444 2)3!, 3 3 3 3
2)3’ 3 4 44 4444 2)3!0 3 44 4444 4444
2)3( 3 4 44 4444 2)3!. 44 4444 4444 4444
2)3) 3 3 44 444 2)3’& 444 4444 4444 4444
2)3* 44 444 4444 4444 2)3’! 3 3 3 3
2)3+ 3 3 44 4444 2)3’’ 3 3 44 4444
2)3, 3 3 4 4444 2)3’( 4 444 4444 4444
2)30 4 44 4444 4444 2)3’) 44 4444 4444 4444
2)3. 44 4444 4444 4444 2)3’* 3 444 4444 4444
2)3!& 3 4444 4444 4444 2)3’+ 3 3 44 4444
2)3!! 4 4 44 444 2)3’, 4 4 44 4444
2)3!’ 3 3 3 44 2)3’0 3 3 3 44
2)3!( 3 3 44 4444 2)3’. 3 3 444 4444
2)3!) 3 3 44 4444 2)3(& 3 3 44 4444
2)3!* 4 4 44 4444 2)3(! 4 4 44 4444
2)3!+ 3 3 3 4 2)3(’ 3 3 3 3

注：“3”表示无气泡；“ 4 ”表示产气泡；“ 4 ”的多少表示不同的产气量；“ 4444 ”表示气泡满管。

灭菌锅" 日本三洋公司；563,’!7 型可见光分光光

度计" 上海光谱仪器有限公司；微孔滤膜 " 上海生

工生物工程有限公司。

!"#$ 实验方法

!/’/!" 出发菌株的原生质体制备［*3+］" 将活化好的菌

种接种于盛有 *&89 :6; 液体培养基的锥形瓶中，

’0<，’&&= > 8?@ 摇床培养 !&1，取 *89 菌液 (*&&= > 8?@
离心 *8?@，用磷酸3柠檬酸缓冲液洗 ’ 次，无菌加入

&/!- !3巯基乙醇，’0<静置 !&8?@，用高渗缓冲液洗

涤 ( 次，取 !89 菌液离心弃上清液，加入 !/*- 的蜗

牛酶液，(&< 水浴 !/*1，’&&&= > 8?@ 离心 !&8?@，高渗

缓冲液洗涤 ’ 次后稀释至 !& 3)待用。

!/’/’" 原生质体紫外诱变" 取稀释至 !& 3) 后的原生

质体悬液 *89 于无菌平皿中，置于 ’&A 紫外灯下距

离 (&B8 照射不同时间后涂布于高渗平板和普通平

板，同时作对照组，于 ’0<避光培养 ,’1，待长出菌落

后计算其存活率［,］。

!/’/(" 酵母菌的筛选 " 参考文献［0］。一级筛选：

##$ 平板法；二级筛选：耐酒精性测定；三级筛选：麦

芽汁发酵法。

!/’/)" 遗传稳定性实验［,］" 鉴于诱变菌株的性状常

不稳定，连续继代培养时可能出现退化现象。为了

检测正突变菌株遗传性状是否稳定，将正突变菌株

传代培养 !& 代，测定其酒精产量。

!/’/*" 甘薯淀粉提取方法 " 取鲜甘薯洗净，切成小

块放于匀浆机中加水打成匀浆，用 ) 层纱布过滤浆

液并加水反复揉洗，静置使过滤液中淀粉沉淀，取沉

淀淀粉烘干待用。

!/’/+" 甘薯淀粉发酵实验" 取 ’&&89 料液（ 甘薯淀

粉C水 D ! C (）于锥形瓶中，以 !& E )&F > G 的量加入

"3淀粉酶 +*< 水浴 !1，沸水浴 !&8?@ 使其液化完

全，以 (&&F > G 的量加入糖化酶 +&< 水浴 !1，调 HI
为 )/*，加入 !- 的酵母提取物和 *- 的菌种于 (&<
条件下发酵 .+1，每 ’)1 测其失重量，发酵结束后检

测发酵液各指标，本实验重复 ( 次。

!/’/," 发酵液的检 测 方 法 " 酒 精 浓 度 测 定：蒸 馏

法［.］；还原糖、总糖测定：;J5 法［!&］；$K’ 失重的测

定：直接称重法；原料出酒率计算：原料出酒率（-）

D 酒精产量（.*-）> 原料耗用量 L !&&-。

#$ 结果与讨论

#"!$ 酵母菌的筛选

’/!/!" 一级筛选" 原生质体悬液经紫外灯（’&A）不

同时间（, 个梯度）照射诱变处理后，涂布于再生培

养基培养。将诱变后的再生菌落用 ##$ 平板法进行

一级筛选。产酒精能力强的酵母菌落呈深红色，次

之为粉红色、微红色或不显色［!!］。以出发菌株为对

照，显色后颜色比出发菌株深者为正突变，结果（ 见

表 !）可看出，经 (&% 和 )&% 照射处理的效果较好，共

得到 (’ 株酵母菌，随机编号为 2)3!E2)3(’，转斜面

保存作为二级筛选的出发菌株。

’/!/’" 二级筛选 " 在酒精发酵时，产物酒精的浓度

过高会对酵母造成一定的毒害作用，抑制酵母的生

长及发酵活性。所以，酵母的发酵能力在很大程度

上取决于它们自身酒精耐受力的大小。本实验通过

杜氏管发酵，测定酵母菌在外加 !&- 酒精的发酵液

中的产气速度和产气量。若无气泡产生表示无发酵

现象，说明菌株不耐 !&-的酒精；若有气泡产生表示

有发酵现象，气泡产生的早晚、产气速度和产气量多

少反映菌株耐酒精的程度。对不同酵母菌株的酒精

耐性进行比较，结果见表 ’。

" " 由表 ’ 可看出，2)3*、2)30、2)3.、2)3!&、2)3
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表 !" 突变菌株麦芽汁培养基发酵结果

诱变菌株 出发菌株 #$%& #$%’ #$%( #$%)* #$%)’ #$%)( #$%+* #$%+! #$%+$ #$%+&
酒精度（,） !-’! $-)! $-)! $-&! !-’! $-.! $-.! $-(! !-/! $-&! !-’!

残糖（01 2 03） .-!! .-&+ .-)& .-!/ &-() .-&/ .-+. &-’) &-// &-’! .-!(
45+ 失重（1） /-! /-/ /-/ ’-) .-’ ’-! ’-/ (-. /-$ ’-. /-$

注：表中各数据均为三次重复的平均值。

表 $" 不同品种甘薯淀粉发酵结果

甘薯品种 酒精度（,） 淀粉率（,） 残还原糖（01 2 03） 残总糖（01 2 03） 45+ 失重（1） 出酒率（,）

徐薯 )’ )!-’ 6 *-!$.78 +$-)/ !-($ )*-/. +. !&-!.
徐薯 ++ )$-’/ 6 *-+*’9 +)-++ &-’! )+-(! +/-& !’-)

皖薯 ! 号 )$-)! 6 *-!*.8: +$-!& ’-!! )/-.! +.-! !.-+)
青农 + 号 )!-( 6 *-+.&78: ++-/’ /-*$ )$-+) +&-/ !&-.+
)((*!)%) )$-+/ 6 *-))&: )(-$’ !-&& )*-.$ +.-’ !.-&/

栗子香 )!-. 6 *7 +!-() )-( /-!) +&-+ !$-’&

注：酒精度为平均值 6 标准差，显著性水平设为 *-*&。

)’、#$%)(、#$%+*、#$%+!、#$%+$ 和 #$%+&，产气时

间较早，速度较快，产气量较多，将其选出作为三级

筛选的出发菌株。

+-)-!" 三级筛选" 将二级筛选出的 )* 株突变菌株活

化后接种于麦芽汁发酵培养基中，在 !*; 进行发酵

实验（重复 ! 次），发酵终止时测酒精产量和发酵液

的残糖量，结果见表 !。

由表 ! 可看出，#$%(、#$%)’、#$%)(、#$%+*、

#$%+$突变菌株酒精产量明显增加，#$%+* 尤为明

显，酒精产量达到 $-(!,，残糖量较低，45+ 失重量最

大。45+ 释放量与产酒精率有很大关系，总失重值愈

大，产 酒 精 量 愈 多［)+］。表 ! 中 #$ % )*，#$ % +! 和

#$%+&突变株酒精产量没有增加，甚至降低。这可能

是不同酵母菌株的生长代谢过程有差异，对可发酵

性糖的利用方式有区别，这 ! 株菌可能更多的是利

用发酵性糖进行细胞的生长繁殖，从而减少发酵性

糖转化为酒精的量。另外，这 ! 株酵母菌发酵糖产

酒精的稳定性较差。

+-)-$" 遗传稳定性实验" 将 #$%+* 连续传代 )* 次，

测定其发酵酒精产率，并与初代进行比较。经测定，

初代酒精度为 $-(,，第 )* 代酒精度为 $-’,。结果

表明，#$%+* 的发酵性能无明显变化，表现稳定，酒

精产率稳定在 $-(,左右。

!"!# 燃料乙醇型甘薯品种筛选

为了测定 #$%+* 在高淀粉品种甘薯发酵中的酒

精产量，将 #$%+* 接种于发酵液中，其发酵结果见

表 $。

由表 $ 可知，徐薯 ++、皖薯 ! 号、)((*!)%) 酒精

产量均达 )$, 以上，其中徐薯 ++ 酒精产量达到最高

)$-’/,，出酒率为 !’-),。<=<<)/-* 单因素方差分

析结果显示，. 个 甘 薯 品 种 酒 精 度 差 异 显 著（ = >
*-*&），进一步 ?@A:7A 检验结果表明，徐薯 ++ 酒精度

与其它品种相比差异显著（= > *-*&）。但徐薯 ++ 和

皖薯 ! 号残还原糖和残总糖相对较高，说明 #$%+*
对其可发酵性糖利用不彻底。淀粉率是评价淀粉型

甘薯的重要指标，淀粉率越高甘薯中淀粉含量越高，

高淀粉品种甘薯在酒精产业中更具有市场前景。由

表 $ 可 知，皖 薯 ! 号 淀 粉 率 最 高 达 +$-!&,，而

)((*!)%) 只有 )(-$’,。虽然徐薯 )’ 和栗子香淀粉

率达 到 +$-)/, 和 +!-(),，但 是 其 酒 精 产 量 仅 达

)!-’,和 )!-.,，与其它品种相比产量相对较低。尽

管栗子香酒精产量和出酒率在 . 个品种中最低，但

是其残还原糖和残总糖量最低，由此可知 #$%+* 对

栗子香的可发酵性糖利用最彻底。青农 + 号在 . 个

供试品种中各方面指标均处于中等水平。<=<<)/-*
软件 =B7CDEA 相关性分析可知发酵酒精度和淀粉率

无显著相关性（ C F %*-.+)，= F *-)’(）。

$# 结论
本实验对酵母菌 #$ 原生质体进行了紫外线诱

变并通过三级筛选得到发酵性能稳定的突变菌株

#$%+*，发酵麦芽汁 /+G，酒精产率 $-(!,，比出发菌

株的酒精产率提高了 +’-/,。用其对 . 种高淀粉品

种甘薯淀粉进行发酵实验，得出 ! 个品种酒精产量

均达 )$, 以上，其中徐薯 ++ 酒精产量最高，综合比

较酒精产量和淀粉率两个指标，在 . 个燃料乙醇型

高淀粉品种甘薯中徐薯 ++、皖薯 ! 号和 )((*!)%) 更

适合应用于酒精产业。但是本实验也存在一定不

足，如 #$%+* 对徐薯 ++ 和皖薯 ! 号的可发酵性糖利

用不彻底造成了原料的浪费。为进一步提高酒精产

量和原料利用率，我们将进一步改进发酵条件。
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其中，- 为乳糖水解度（.）。

!"!# $%、酶添加量及水解温度对响应值的影响

为得到乳糖水解度最大值时各因素的最佳条

件，分别将各因素固定在中心点，利用 /01234(5’6078
软件作出其他两个因素对响应值作用的响应面图，

如图 !9图 % 所示。

图 !: 6; 和水解温度对水解度的影响

注：固定因素：酶添加量 < !"##3 = >3。

图 ): 水解温度和酶添加量对水解度的影响

注：固定因素：6; < +"*#。

图 %: 酶添加量和 6; 对水解度的影响

注：固定因素：水解温度 < &#?。

由图 ! 可以看出，将乳糖酶添加量固定在 # 水平

时，乳糖水解度先是随着 6; 和水解温度的升高而增

加，到达最优点后则开始降低，在二者的交互作用

中，温度和 6; 对响应值的影响作用都很明显。当温

度高于 &@?和 6; 低于 +") 时，酶基本失活，水解度

迅速降低，同理，在低温和高 6; 条件下，酶活性也不

很稳定。

当把 6; 固定在 # 水平时，响应值可以达到的最

大值为 +$")@.，如图 ) 所示，在水解温度和酶添加量

: : :

的交互作用中，水解温度是影响水解度的主要因素，

在适当的水解温度条件下，增加酶添加量，可获得较

高的水解度。

同样，图 % 显示的是当水解温度固定在 # 水平

时，6; 和酶添加量对乳糖水解度的影响，可见 6; 对

响应值的影响较大，在适当的 6; 条件下，随着酶添

加量的增加，水解度呈增大趋势。

!"&# 最优水解条件的确定

综合 )") 中的分析，兼顾考虑乳糖酶的使用量和

节约能源，将酶添加量控制在 #"*9!")3 = >3，水解温度

定为 %#9&#?，再利用 /01234(5’6078 软件分析，得到

最佳 点 处 6;+",%，酶 添 加 量 !"#%3 = >3，水 解 温 度

%,")+?，此 条 件 下 水 解 %A，乳 糖 的 水 解 度 可 达 到

++"#).，但比徐宁等人得到的结论［,］偏低，可能是由

于乳糖酶存放时间过长，酶活力降低所致。

&# 结论
本实验利用响应面方法确定了 !(半乳糖苷酶

水解 乳 清 中 乳 糖 的 最 佳 水 解 条 件，当 乳 清 6; 为

+",%，酶添加量 !"#%3 = >3，水解温度 %,")+? 时，水解

%A 后可获得乳糖最大水解度为 ++"#).，而且此时得

到的水解液略带奶香，口感香甜，可以作为进一步发

酵生产低乳糖乳清饮料的基液。本实验结果不仅为

乳糖酶在乳清中的应用提供了理论依据，而且为国

内低乳糖乳清饮品的开发开辟了新的途径。
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