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摘 要: 酿酒酵母对温度和乙醇的耐受性对于茅台酒糟再利用工艺是至关重要的。通过紫外诱变方法和筛选 , 获

得了 5 个耐性有所提高的正突变株 , 以这些菌株作为出发菌 , 进行连续融合 , 复合筛选融合子 , 最终获得了能耐受

46 ℃和 16 %vol 乙醇浓度的酵母菌。耐高温和耐酒精能力分别提高了 7 %和 33 %。经过摇瓶发酵实验后证明 , 该

菌株在 30 ℃下发酵 4 d 酒精度达 13.87 %vol, 总酯产量为 0.637 g/L, 42 ℃下发酵 4 d 酒精度达 5.30 %vol, 总酯产

量为 0.313 g/L。
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Abstract: Temperature and ethanol tolerance of saccharomyces c erevisiae is of vital importance for the reuse of distiller's grains of Maotai

Liquor. Through UV mutation and screening, five mutants with improved tolerance were obtained. Then these mutants shuffled with different

phenotypes by recursive protoplast fusion. The fusants were screened under YEPD plates. Finally, new strains, capable of growing at up to 46 ℃

and 16 %vol ethanol concentration, were obtained. Its temperature and ethanol tolerance increased by 7 % and 33 % respectively. Flask fermen-

tation experiments showed that ethanol yield of this fusant at 30 ℃ reached at 13.87 %vol and total esters concentration was up to 0.637 g/L and

both the two indexes reached at 5.30 %vol and 0.313 g/L respectively at 42 ℃.
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茅台酒的生产取决于其独特的工艺、特殊的地理环

境以及复杂的微生物体系[1～2]。其生产注重季节性提升

酒糟处理的压力。由于酒糟酸度大, 水分含量在 65 %以

上, 可生化性强, 极易腐败, 不便贮存, 若不及时处理, 对

环境会造成极大的污染[3]。另一方面, 白酒糟中含有丰富

的营养成分 , 若能及时有效利用 , 既能解决环境污染的

问题 , 又能取得显著的经济效益 , 是白酒酒糟综合利用

的最优选择。茅台集团利用茅台酒酒糟, 开辟了纯种碎

沙酱香白酒生产技术与茅台酒高温酿酒工艺结合并对

茅台酒酒糟进行综合利用的新路子, 取得了良好的经济

效益[4]。但是, 目前存在的问题是该工艺要求功能菌株具

有耐高温( 45 ℃以上能生长繁殖) 、高产酒精( 酒糟再利

用的经济价值) 和风味物质( 良好的酒质要求) 的特性。

但目前实际生产中使用的菌株尚不具备上述多项特性,

造成了再利用的产量和质量提高以及工艺简化方面的

局限性。

培育新菌种的方法很多, 包括传统筛菌、诱变、基因

工程等技术方法。但是在耐高温和耐酒精机理尚不完全

明确时 , 基因工程方法是不切实际的 , 而 Genome shuf-

fling 正是针对机理复杂又不明确的微生物育种的一种

理想方法[5]。因此, 采用了紫外诱变和 Genome shuffling

技术相结合的方法选育符合酒糟利用新工艺的耐性酵

母菌。

1 材料与方法

1.1 菌种
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初 始 菌 株 为 茅 台 酒 厂 生 产 用 菌 AS2109 和 神 舟 5

号飞船搭载的茅台大曲中筛得的 Y14, 均为实验室保藏

菌种。

1.2 培养基

1.2.1 发酵培养基( FM) : 玉米糖化醪液 , 葡萄糖浓度为

15 %, 固形物浓度 17°Brix。

1.2.2 筛菌培养基( SM) [6]: 灭菌后的麦芽汁中加入一定

比例的乙醇配制成的培养基, 用于筛选耐酒精性及兼耐

高温菌株; YEPD 培养基用于筛选耐高温菌。

其余融合用的再生培养基和试剂参阅文献[6]。本实

验用的蜗牛酶浓度为 2.0 %。

1.3 实验方法

1.3.1 紫外诱变原始菌株

对数生长期的酵母细胞离心后悬浮于无菌水中, 大

约 1×104 个 /mL, 诱变致死率达到 97 %～99 %。经过数

小时的黑暗培养后, 分别涂布到一定乙醇浓度的 SM 和

YEPD 平板 , 置于不同温度条件下培养。为了降低平板

培养基中的乙醇挥发,采用透明胶带将培养皿封住,同时

将平板上生长出菌落的时间也作为衡量菌株耐受性的

初筛标志。最先生长出菌落的菌株,在同等条件下,其耐

受性能最好。

凡 SM 固体平板上生长出来的菌株经过相同乙醇

浓度的液体 SM 培养基验证耐受性 , 并考虑乙醇挥发对

实验的影响。循序提高温度和乙醇浓度后, 分离获得正

突变菌株 , 并转接到发酵培养基进行性能分析 , 将这些

紫外诱变正突变菌作为 shuffling 育种的出发菌株。

1.3.2 基因组改组参阅文献[7]和[8]

所谓 Genome shuffling 是将各正突变株分别制备原

生质体后等量混合,在 35 %PEG- 6000 的促融下对各正

突变株的全基因组进行随机 shuffling ,并通过定向筛选

的方法获得了在耐高温或耐乙醇性状上有提高的融合

株。然后,在获得有提高的突变株的基础上,再将有提高

的突变株与通过诱变获得的正突变株随机组合, 进一步

用同样方法进行 shuffling, 通过筛选以获得耐高温或耐

乙醇性状上更进一步提高的融合株。多次重复上述方法

后, 筛选获得性能有大幅度提高的菌株。

1.3.3 乙醇和总酯产量测定

发酵液蒸馏后, 用附温比重瓶测得与水的比重后查

出发酵液在 20 ℃时对应的浓度。蒸馏液先中和再皂化

后用酸滴定计算总酯的含量[9]。

2 结果与分析

2.1 紫外诱变突变株

微生物次级代谢产物的合成很大程度上受限于产

物, 因此, 高产乙醇的菌株必能耐受高浓度的乙醇。采用

温度和乙醇强制压力筛选耐性酵母, 最低抑制浓度和温

度作为酵母的最高耐受浓度( MIC) 和温度( MIM) , 筛选

得到了 5 株性能有所提高的酵母: 2 株耐高温菌、2 株耐

乙醇菌、1 株既耐高温又耐乙醇的酵母菌 , 但该方法很

难实现发酵性能的大幅度提升。将这 5 株正突变株接入

发酵培养基发酵 4 d 后, 结果见表 1。

2.2 融合与筛菌

将突变株随机组合同时制备原生质体后等量混合,

用 35 %的 PEG- 6000 介导进行 shuffling。采用含乙醇浓

度为 13 %vol～17 %vol 的 5 个梯度的平板筛选, 培养温

度为 44～48 ℃, 每一浓度的 SM 培养基灭菌后加入乙

醇再倒到 6 个平板中, 一次融合筛菌就配制 5×6= 30 个

SM 平板; 其余再配制 YEPD 培养基的 6 个平板。

筛菌方法同紫外诱变筛菌, 即将融合后的菌液涂布

到各个平板培养 , 第一组: 30 ℃下 , 1 个 YEPD 平板和 5

个 不 同 乙 醇 浓 度 的 SM 平 板 ; 第 二 组 : 44 ℃ 下 , 1 个

YEPD 平板和 5 个不同浓度的 SM 平板 , 依次类推 , 分

成 6 组在不同条件下筛选性能提高的菌株。

多次组合 shuffling 后 , 筛选到一些耐性提高的菌

株 , 又 将 这 些 菌 株 与 诱 变 突 变 株 一 起 随 机 组 合 shuf-

fling, 10 个轮次的融合筛菌后, 得到了 100 株性能有所

提高的酵母菌, 表 2 为筛选到的 20 株性能大幅度提高

的菌株。

2.3 摇瓶发酵

上述 20 个菌株与原始的出发菌株相比, 在平板上

生长无论是耐高温还是耐乙醇浓度都有了较大提高。

为了检验所筛选的菌株在发酵过程中产乙醇的能力,在

30 ℃常温和 40 ℃高温条件下用摇瓶进行发酵实验,对

比各个菌株发酵液中的最高乙醇浓度。从表 1 已经知道

最初的原始菌株在 30 ℃摇瓶发酵过程中的最高乙醇浓

度仅为 8.32 %vol, 紫外诱变菌株在 30 ℃时的最高乙

醇 浓 度 仅 为 10.30 %vol, 提 高 了 2 % 左 右 。 而 经 过

Genome shuffling 技术获得的 20 个性能大幅度提高的

菌株在 30 ℃摇瓶发酵后发酵液中的最高乙醇 浓 度 又

比其出发菌株提高了 2 %～3 %, 相比原始菌株提高了

5 %左右。最高乙醇浓度达到了 13.87 %vol, 其总酯含量
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为 0.637 g/L。但是从图 1 也不难看出, 这 20 株菌种在

30 ℃发酵后发酵液中的乙醇浓度差别不是很大, 总酯含

量的差别相对较明显, 见图 2。

在 40 ℃高温发酵后 , 最高乙醇浓度明显不同 , 且

大 部 分 菌 株 在 高 温 时 产 酒 精 甚 低 , 只 有 编 号 12 的

SU6- 2- 50 和编号 20 的 SU10- 4- 60 在 40 ℃下产酒精

度超过7 %vol, 产酯分别为 0.258 g/L 和 0.335 g/L, 其余

各菌株产酯均在 0.100 g/L 以下, 不适合高温产酒。其中

SU10- 4- 60 在 42 ℃时 仍 能 产 酒

精 度 达 5.30 % vol, 总 酯 含 量

0.313 g/L。SU10- 4- 60 菌经过 7

次传代 , 冷冻保存 3 个月后,再经

摇瓶发酵检测后,其发酵液中最高

乙 醇 浓 度 为 13.78 %vol 和 13.85

%vol, 表明获得的菌株的遗传性

状基本保持稳定。因此, 将 SU10-

4- 60 作 为 功 能 菌 株 进 行 更 深 入

的研究和应用。

3 结论

通 过 Genome shuffling 的 方

法可以筛选得到既耐高温又耐乙

醇的酵母菌 , 选育出高温下能高

产乙醇和香味物质的 酿 酒 酵 母 。

从高产乙醇的酵母就必定能耐受

较高浓度的乙醇的这 一 思 路 , 先

筛选耐受乙醇的高温酵母 , 在经

过摇瓶发酵实验 , 筛选获得耐性

高产酵母。该方法是一条选育耐性高产优良酵母的途

径。当然, 离最终得到优良酿酒酵母还有一定的距离, 我

们将对筛选到的菌株进一步研究和鉴定。
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图 1 常温和高温发酵后发酵液中的最高乙醇浓度

图 2 常温和高温发酵后发酵液中的总酯含量
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