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酵母菌种的复壮研究
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摘 要： 研究了燃料乙醇发酵菌种 H15的纯化复壮方法，并比较了复壮前后菌种的发酵能力，结果表明，经纯化
复壮后的 G1＃、G2＃和 G3＃比复壮前菌种的发酵力分别提高了 17.94 %、16.96 %和 16.39 %，说明所用纯化复壮
方法在酵母 H15的复壮工作中是有效的。
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Abstract: The purification and rejuvenation methods of yeast strain H15 for fuel ethanol fermentation were studied. The fermenting power of
yeast strains before and after rejuvenation was compared. The results showed that the fermenting power of yeast strains G1＃, G2＃ and G3＃
after rejuvenation increased by 17.94 %, 16.96 % and 16.39 % respectively, which proved that the purification and rejuvation methods intro-
duced in this paper were effective.
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随着世界能源的逐渐耗竭，生物质能源越来越受到
人们的关注。 甜高粱秸秆作为可再生的生物质，可通过
酿酒酵母发酵生产燃料乙醇。但是在长期的传代和保藏
过程中，由于外界条件或某些因素的变化，使群体表现
出衰退现象；或者受培养条件影响（如培养基营养不良、
缺乏氧气、接种时间掌握不当等），菌种会发生衰老或者
污染杂菌等现象 [1]，这些都会造成一些优良性状如发酵
力等减弱或消失 [2～3]，所以对菌种进行复壮以恢复其性
能显得非常重要。
酵母 H15是通过诱变育种得到的乙醇高产菌株，它

能利用甜高粱秸秆所含的大量葡萄糖生产乙醇。但是在
长期的实验操作中其乙醇发酵力出现退化现象，通过对
酵母 H15进行纯化复壮， 可以使优良性状得到恢复，保
证菌种长期稳定。 本文以 H15为实验材料，对酵母菌种
的复壮方法进行探讨，以期恢复 H15 的优良性状，并对
酵母菌种复壮工作提供实验指导。

1 材料与方法

1.1 材料
1.1.1 菌种

酵母 H15，本实验室诱变的乙醇高产菌株，但出现
退化现象。
1.1.2 培养基

5 %YPD 培养基：蛋白胨 20 g，葡萄糖 50 g，酵母
膏10 g， 蒸馏水定容至 1 L； 固体 YPD再加 20 g琼脂，
115℃灭菌 30 min。
麦芽汁培养基：称取麦芽浸取物 5 g，加少许蒸馏水

搅动溶解，加水至 100 mL。 固体培养基在麦芽汁培养基
成分基础上加 2 g琼脂，于 115℃灭菌 30 min。 麦芽浸
取物（BR）购买于北京双旋微生物培养基制品厂。

PDA 培养基 [4]：称取去皮马铃薯 200 g，切成小块，
加 1000 mL 水煮沸 30 min，用双层纱布滤成清液，加水
至 1000 mL，加入 20 g葡萄糖完全溶解，pH自然。 固体
培养基在液体 PDA 培养基成分上加 20 g 琼脂；115℃
灭菌 30 min。
1.1.3 试剂
乙醇标准溶液：优级无水乙醇 0.2 g于 100 mL容量

瓶中，加水至刻度。 乙醇浓度为 2 mg/mL。
5 %重铬酸钾溶液：5 g 重铬酸钾（AR）溶于 50 mL
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水中，加 10 mL浓硫酸，放冷，加水至 100 mL。
1.2 实验方法
1.2.1 纯化复壮流程
菌种活化：将酵母 H15 接种在 5 % YPD 固体斜面

上，30℃恒温培养 1 d， 重复 2 次。 用灭菌牙签挑取适
量活化的酵母菌斑接种于 5 mL 液体 YPD 培养基中，
于 30℃、200 r/min摇床震荡培养 12～16 h，此时可达到
对数生长期。
初筛： 为了确定最适合酵母 H15生长的培养基，分

别取上述活化菌液 100 μL，置于 5 mL 5 %YPD培养基、
麦芽汁培养基、PDA 培养基 3 种不同的液体培养基中，
于 30℃、200 r/min摇床震荡培养 12～16 h，分别稀释为
10 万倍和 100 万倍 2 个浓度梯度， 取 50 μL 稀释液涂
布到相应的固体 5 %YPD 培养基、 麦芽汁培养基和
PDA培养基平皿中，30℃恒温培养 2 d， 观察并记录菌
落生长情况。
复筛：比较菌落生长情况，确定出最适合酵母 H15

生长的培养基，再从中挑出光滑圆润、色泽乳白、形状规
则且较大的菌斑[5]，用牙签挑取少许置于相应的 5 mL液
体培养基中，30℃ 200 r/min 摇培过夜。 取 1.5 mL菌液
3500 r/min离心 5 min得菌体，加入 1 mL相应液体培养
基重悬，山梨醇、甘油处理过夜。 各取 1 mL处理后的菌
液离心得菌体，分别加入 1 mL相应液体培养基重悬，稀
释 10 万倍后涂布在固体培养基上，30℃恒温培养，3 d
后观察记录。
1.2.2 摇瓶发酵验证实验
用灭菌牙签挑取复筛中生长较好的菌落， 置于 5mL

5 % YPD 液体培养基中，30℃ 200 r/min 摇培过夜制作
发酵种子。 取 1 mL左右（保证接菌量一致）种子菌液于
50 mL 5 %YPD液体培养基中， 于 30℃ 200 r/min 摇床
振荡发酵，同时以复壮前的 H15为对照，3 d后蒸馏并检
测乙醇浓度。

2 结果与分析

2.1 初筛结果与分析
酵母 H15活化后，取适量摇培至对数生长期的菌液

稀释一定倍数后，分别涂布到麦芽汁培养基、PDA 培养
基、5 mL 5 %YPD培养基 3 种不同平皿中，30℃恒温培
养 3 d后的菌落形态见图 1、图 2和图 3。
不同菌落其形态不同， 同一菌落生长环境不同，形

态也不同。 由图 1、图 2和图 3可以看出，相对麦芽汁培
养基和 PDA 培养基，酵母 H15 在 5 %YPD 培养基中生
长 3 d 的菌斑更加丰满圆润，形状规则，表面光滑湿润，
色泽乳白。 从中挑出 5 个典型菌落，编号 1＃～5＃，为
后续的甘油、山梨醇处理实验做准备。另外，在后续的菌

种培养工作当中优先使用 5 %YPD培养基。
2.2 复筛结果与分析
山梨醇、甘油处理 1＃～5＃ 菌液培养过夜后，稀释

并涂布 5 %YPD 平皿，生长 3 d 后菌落形态见图 4 和图
5（以 1＃和 2＃为例）。
由图 4 和图 5 可以看出， 用甘油处理过的 1＃ 和

2＃在 5 %YPD培养基平皿中生长 3 d 后的菌落数目比
用山梨醇处理过的要少，3＃、4＃ 和 5＃（图片略）也是
如此，可能是甘油处理过程中对菌体破坏较大，山梨醇
处理效果较好，尚需进一步发酵验证。
2.3 摇瓶发酵实验结果与分析
分别将甘油和山梨醇处理过的生长较好菌株进行

发酵，各做 3 个发酵样，编号分别为 G1、G2、G3 和 S1、

注：左侧平皿中稀释 100 万倍，右侧平皿中稀释 10 万倍。
图 1 麦芽汁培养基中酵母 H15生长 3 d的形态

注：左侧平皿中稀释 100 万倍，右侧平皿中稀释 10 万倍。
图 2 PDA培养基中酵母 H15生长 3 d的形态

注：左侧平皿中稀释 100 万倍，右侧平皿中稀释 10 万倍。
图 3 5 %YPD培养基中酵母 H15的生长 3 d的形态
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S2、S3，同时以处理前的H15 为对照，3 d 后蒸馏发酵液，
重铬酸钾法检测乙醇含量，结果见表 1。

由表 1可以看出， 除 G2菌种的乙醇发酵能力较复
壮前的 H15 降低了 10.65 %外，S1、S2、S3、G1 和 G3 较
复壮前的 H15都有不同程度的提高，表明本文所用复壮
方法是有效的。
用山梨醇处理的 S1、S2和 S3分别提高了 17.94 %、

16.96 %和 16.39 %，提高幅度较大，这表明山梨醇复壮
效果可能比甘油更好。此外，甘油处理的 G2菌种的乙醇
发酵能力比复壮前降低， 这可能是由于个体差异造成，
或者是甘油处理过程中，菌种内部有关分子结构受到破
坏等原因，也同时表明了不是每次复壮都能得到理想的
菌种。

3 讨论

虽然麦芽汁培养基和 PDA 培养基营养也相当丰
富，但是酵母 H15在 5 %YPD培养基中生长最好。 在进
行微生物菌种的保藏、纯化复壮中证明 5 %YPD培养基
对这种菌种的复壮最适合。
本实验分离筛选出的 S1、S2 和 S3 菌株为优良菌

株， 其发酵产乙醇能力比原始退化菌株分别提高了
17.94 %、16.96 %和 16.39 %。 由此可见，本文中的纯化
复壮方法对酵母 H15是适用的。
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注：左侧平皿中为甘油处理的，右侧为山梨醇处理的。

图 5 甘油或山梨醇处理后酵母 H15 2＃生长 3 d的形态

注：左侧平皿中为甘油处理的，右侧为山梨醇处理的。

图 4 甘油或山梨醇处理后酵母 H15 1＃生长 3 d的形态
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茅台啤酒大举进军欧洲市场

本刊讯：“茅台啤酒口感醇正，非常适合欧洲人的口味”，经过对茅台啤酒的 4次考察后，2008年 11月 18日，
德国康内尔集团董事长陈正康先生一口气签下了 40万箱茅台啤酒 518和 300系列的订单。此前，茅台啤酒成功
通过欧盟权威检测机构———欧盟检测总局罗玛尔实验室的严格检测，各项标准均达到欧盟标准，顺利拿到了出口
欧盟的“通行证”。至此，茅台啤酒成为得到欧盟通行证的为数不多的中国啤酒之一。

11月 18日上午，陈正康先生和德国慕尼黑啤酒协会会长 Herbert Brust一起参观了茅台啤酒的整个生产
线。陈正康表示，德国是一个啤酒大国，目前，德国传统的啤酒顾客群正逐渐减少，不少顾客转而寻求国外各种口
味的啤酒。经过多次考察，他们发现茅台啤酒不仅口感醇正，而且喀斯特地貌的水质使啤酒看起来透彻清亮。此
外，茅台啤酒能和德国媲美的先进生产设备及优质的原材料也让他们惊叹。他们对欧洲市场调研的结果表明，茅
台啤酒很受欧洲尤其是对啤酒口味挑剔的德国消费者的欢迎。陈正康表示，今后还将加大茅台啤酒进口量。(江砂)
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