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摘 要% 双乙酰是啤酒中的重要风味物质!其含量是控制啤酒质量的一个重要指标$ 近年来许多生

物技术广泛应用于啤酒生产!发酵过程中加入 !&乙酰乳酸脱羧酶!可降低双乙酰的峰值和在酒液中

的含量!缩短发酵时间$最适 ’( 为 )!最适温度为 *+,#$ -$磁性固定化 ./01 的应用可简单方便地

与酒液分离!不影响啤酒风味!从而实现生产的连续化%自动化!缩短生产周期!大大降低生产成本$
//2 催代酶的应用可促进双乙酰的还原%减少 !&乙酰乳酸含量!防止双乙酰反弹$ 构建酵母工程菌

株和选育低双乙酰产生的酵母菌!可构建低乙酰乳酸合成酶!催化丙酮酸和活性乙醛在胞内过量合

成双乙酰的前体物质乙酰乳酸!从而降低双乙酰含量$ &孙悟#
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在啤酒生产中!双乙酰的形成与消除对促进啤酒成

熟和缩短发酵周期起着非常重要的作用$ 双乙酰是啤酒

中的重要风味物质!但含量过高会影响啤酒的品质$ 双

乙酰的口味界限值很低!仅为 $4",$4"+ <H [ /!超过此阈

值会给啤酒带来不愉快的馊饭味!一般成品啤酒的双乙

酰含量应控制在 $4" <H [ / 以下$ 在啤酒生产中!双乙酰

的来源非常复杂$ 双乙酰可被酵母细胞中的酶还原为乙

偶姻和 !!*&丁二醇! 这两种物质对啤酒的风味几乎没

有影响$ 在啤酒和葡萄酒的生产过程中!作为缬氨酸合

成中间产物的 !&乙酰乳酸能从酵母中渗出! 在细胞外

非酶氧化脱羧产生双乙酰$!&乙酰乳酸的非酶氧化脱羧

比双乙酰被还原的速度慢得多 "后者约为前者速度的

"$ 倍)!是啤酒的熟化过程中的时间限制因素$ 如果在

啤酒的熟化阶段 !&乙酰乳酸不能充分除去! 在随后的

包装%杀菌过程中就会有较多的双乙酰形成!影响啤酒

的风味$ 因此!在生产过程中如何控制啤酒中的双乙酰

含量!加速双乙酰的还原速度!就成了啤酒工业中一个

至关重要的技术环节$
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图 - !/乙酰乳酸脱羧酶的作用机理

控制啤酒中双乙酰含量的办法很多$传统上一般采

用优化酿造工艺%接种优良酵母%加大酵母的接种量%适

量使用抗氧化剂等措施& 近年来$随着生物活性酶的不

断研制和酶制剂工业的不断发展$采用酶法来控制啤酒

中双乙酰含量已广泛应用于啤酒生产$并已显示出了其

极大的优越性&

- !/乙酰乳酸脱羧酶在啤酒工业中的应用

-)- !/乙酰乳酸脱羧酶的作用机理

近年来$!/乙酰乳酸脱羧酶!0123"已广泛地应用

于啤酒生产中$其使用可以缩短啤酒的熟化期&
在发酵过程中加入 !/乙酰乳酸脱羧酶$ 主要是利

用 !/乙酰乳酸脱羧酶的支路代谢途径$ 可以使绝大多

数 !/乙酰乳酸直接氧化脱羧形成乙偶姻!4/羟基/!/丁

酮"$省却了形成双乙酰在进一步降解的中间步骤$从而

在发酵过程中大大降低了双乙酰的峰值和在酒液中的

含量$缩短了发酵时间5-6& 其作用机理见图 -&

-)! !/乙酰乳酸脱羧酶产生菌及其特性

-7#! 年 $89:; 等 人 首 次 报 道 了 从 产 气 杆 菌 !!"#$
%&’()"# *"#%+","-"分离到 !/乙酰乳酸脱羧酶$-7%& 年$
1(<=: 等人纯化了 0123$ 而到 -7>! 年$ 丹麦的 3?@,AB
C=@D 实验室的 E(FGH@=FA=: 首次利用从产气肠杆菌!.,$
)"#%&*()"# *"#%+","-"-&44 菌 珠 中 提 纯 的 0123 进 行 加

速啤酒成熟的研究& 由于 0123 在啤酒生产中的应用前

景$引起了不少研究人员的关注$对 0123 的微生物来

源 进 行 了 大 量 的 研 究& 结 果 发 现 $ 许 多 菌 种 都 具 有

0123 的活性& 目前已证明有 0123 活性进行过提纯和

加速啤酒成熟试验的菌种还有’地衣芽孢杆菌%枯草芽

孢杆菌%短芽孢杆菌%乙酰芽孢杆菌%双乙酰乳酸链球

菌%干酪乳杆菌%醋化醋杆菌等& 具有 0123 活性的菌种

及其特性见表 -&
-)4 !/乙酰乳酸脱羧酶制剂在啤酒中的应用

丹 麦 诺 和 诺 德 *’(I(. 公 司 开 发 用 于 啤 酒 发 酵 的

0123 制剂 J?G9@?K+L1 是由重组枯草芽孢杆菌中提取的

短 芽 孢 杆 菌 0123 制 剂 546& 产 品 呈 棕 色 液 体 $ 活 性

$#&&02M N D 5, 02M *$0123 单位. 是在标准条件下*4&
O$PQ R)&$反应时间 !& L;:.催化 !/乙酰乳酸的脱羧作

用$每分钟产生 , "L(, 乙偶姻的酶量6& 据产品说明书介

绍$该制剂符合联合国粮农组织*S0T.和世界卫生组织

*UQT.$以及农业联合经济委员会*8V3S0.和食品化学药

典*S33.的食品级酶制剂标准& 产品中活细菌数少于 #W
-&X 个 N D$霉菌数少于 -W-&! 个 N D& 在 # O贮存可保持酶

活性 R 个月以上& 在啤酒正常发酵的 PQ 范围内是稳定

的& 最适 PQ 为 R$在 PQ 为 X 时可达最高活力的 !& Y&
最适活性温度 4#ZX& O$ 在正常发酵温度下是稳定的&
凌建华等人也对我国国产的 0123 制剂与该进口产品

在啤酒发酵过程中进行了对比试验5-6& 结果发现$国产制

剂完全可以取代进口制剂$用其生产的啤酒感官和理化

指标都达到部颁标准$ 而且酶制剂的价格远远低于进

口$可降低生产成本& 国产与进口酶制剂的使用效果比

较$实验数据见表 !&

-)X 采用固定化 0123 的方法
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图 ! 自由酶和固定化酶的 "# 稳定性曲线

将 $%&’ 应用于啤酒发酵! 虽可缩短生产周期!但

同时带来以下缺点"#($)%&’ 属蛋白质!在啤酒中易形

成沉淀!且影响风味!%*&$%&’ 不能反复使用+酶的使用

率较低’ #,&啤酒发酵液中有酶的残留!提纯困难’ 邱广

亮(钱斯日古楞采用乳化复合技术制备出磁性淀粉复合

微球!以此为载体通过物理吸附法(交联法(共价结合法

固定化 $%&’!制备出磁性固定化 $%&’!并将其应用于

啤酒发酵! 证明降低双乙酰效果良好 -./01’ 磁性固定化

$%&’ 可稳定分散于发酵液中!施以外部磁场!可简单

方便地与酒液分离!不影响啤酒风味!从而实现生产的

连续化(自动化!缩短生产周期!大大降低生产成本’ ,
种酶的固定化方法及其活性比较如下’
(232( 物理吸附法" 经纯化和预处理的磁性淀粉微球!
加入 , 4% $%&’!5 6振荡 78 9!然后置冰箱过夜!混合

液在磁场中被分离! 然后分别用重蒸水和缓冲溶液洗

涤!直到蛋白酶被洗出!缓冲液定容备用’
7232! 戊二醛交联法"称取纯化的磁性微粒!加入 0:2;
4< 的 $%&’!5 6振荡 7. 9!滴加戊二醛 =( >?至最终浓

度为 828; >!5 6下振荡 78 9! 混合液在磁场中被分离!
用蒸馏水充分洗涤!直到无酶蛋白被洗出!加缓冲液定

容后备用’
7232, 溴化氰共价结合法" 称取经纯化的磁性微粒!分

散于 @88 4% 无离子水中! 加 @ < 溴化氰于上述悬液中!
逐滴加入 A8 > BCDE!保持反应系统 "EF7728!并保持

反应温度 *; 6左右!当全部溴化氰溶解时!反应混合物

倾人含冰砂芯玻璃漏斗中!用冰冷的水和冰冷的偶联缓

冲液快速洗涤磁性微球’ 在上述活化的磁性微球中加入

; 4% 酶液!5 6条件下!振摇过夜’ 混合液在磁场中被分

离!用蒸馏水充分洗涤!直到无酶蛋白被洗出!定容后备

用’
经对上述 , 种固定化方法进行比较后发现!戊二醛

交联法固定化酶的效果最好’$%&’ 的总活力为 @558 G H
<!蛋白载量为 (!,2(: 4< H <!比活力为 (523. G H 4<!活性

回收率为 (320! >’ 它的催化最适温度为 ,8 6!最适 "E
为 ;!连续 (8 次催化底物后其活力仍保持 ::2! >!且其

半衰期为 !(5 I’ 而且 $%&’ 被固定化后其酶的热稳定

性和储藏性能都比自由酶高! 大大地提高了操作稳定

性’ 自由酶和固定化酶的 "E 稳定性见图 !!表 ,’

! %%J 催代酶的作用原理及其在啤酒中的应用

%%J 催代酶是由青岛海洋大学李兰生首次发现并

应用于啤酒生产中-78/771’ 海水提取物催代酶的诞生为啤

酒生产中解决酵母活性问题(促进双乙酰的还原(减少

!K乙酰乳酸含量( 防止双乙酰反弹等方面具有重要意

义’

催代酶是含有-K’F’K1(-KDK1(-K’DDE1(-KBE!1等活

性基团的高分子物质! 它的功能主要是加快 !K乙酰乳

酸转化成双乙酰的非酶氧化速度!加速形成双乙酰这一

步反应!使双乙酰尽快生成!同时还可以激活酵母活性!
然后再通过快速的酶促反应提高双乙酰的还原速度!使

其快速还原成醇!最终达到降低双乙酰含量(缩短啤酒

生产周期的目的!并避免了包装后双乙酰的回升’ 而且

催代酶是一种来自海洋的纯天然环保型添加剂!使用安

全!具有较好的应用前景’

, 构建酵母工程菌株和选育低双乙酰产生的酵母菌

利用 !K乙酰乳酸脱羧酶虽然可以降低啤酒发酵中

双乙酰的含量!但同时也会造成啤酒酵母的钝化(酵母

的回收困难等问题’ 随着分子生物学研究的深入和基因

工程的发展!目前国内外已有大量的研究人员对选育和

基因重组酵母工程菌株进行了探索和研究!并取得了显

著的成就’ 由于酵母本身不产生 !K乙酰乳酸脱羧酶!将

!K乙酰乳酸脱羧酶基因导人酵母中并使其表达!用基因

工程的手段修饰异亮氨酸K缬氨酸合成途径中相关的基

因来构建低乙酰乳酸合成酶!催化丙酮酸和活性乙醛在

胞内过量合成双乙酰的前体物质乙酰乳酸!从而降低双

乙酰含量!是控制双乙酰产生的另一途径’
日本的 JLMN 等-O1将产气肠杆菌的 !K乙酰乳酸脱羧

酶基因导入啤酒酵母中!芬兰的 JGP9QL 等#7008 年&和

R@L4STPUVW7007 年 X等构建了含土生克雷伯氏菌或产气

肠杆菌 $%&’ 基因的重组啤酒酵母菌株-O1’ Y8 % 规模的
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的乙醛含量$二氧化硫含量和多酚含量分别增加 - /0 1 2
时%啤酒的 345 将分别增加6-%)787%--)!99 和 !)%-%&因

此%减少啤酒的乙醛含量$增加啤酒的二氧化硫和多酚

含量有利于提高啤酒的风味保鲜期!345"& 从回归方程

的方差分析表可知该方程的显著性为 !:&)$!#% 考虑到

生化反应误差大%也可以认为该方程具有显著性&

8 小结

8)$ 啤酒的乙醛含量与啤酒的 +;< 值之间有明显的正

相关性’
8)! 啤酒的初始 +;< 值和啤酒的 345 之间有明显的

负相关性’
8)9 成品酒的乙醛与啤酒 345 之间有负相关性% 而二

氧化硫和多酚与 345 之间有正相关性&
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图 9 遗传工程选育低双乙酰产生酵母

发酵实验证明%重组酵母比对照菌株产生的双乙酰总量

明显降低& 发酵速度$酵母生长$絮凝沉降等性状都和对

照基本相同& 啤酒的总发酵时间由通常的 # 周缩短为 !
周&

XH[HP 和 ?E[[WYH,HGI 等对乙酰羟基合成酶和同分

异构还原酶的基因进行了研究 =%>% 并设计了利用重组

R’< 技术%将乙酰羟酸同分异构还原酶基因!_25#"在

酵母染色体中整合取代乙酰羟酸合成酶基因 *_25!.%从

而降低合成酶基因拷贝数的同时%提高了同分还原异构

酶基因的拷贝数的方案*见图 9.& 经过这种方法改造的

啤酒酵母中乙酰羟酸合成酶的产量降低%而同分异构还

原酶的含量大幅度提高%从而其产生双乙酰的能力也大

幅度降低%达到缩短啤酒后酵期的目的& 但是%必须注意

的是在酵母染色体上必须保留至少一个合成酶的基因%
否则会造成酵母本身异亮氨酸和缬氨酸合成的缺陷%影

响酵母的生长%对发酵造成不良后果&
我国科学工作者也进行了 <2RX 基因在啤酒酵母

中表达的研究& 广西大学生物技术中心应用先进的基因

工程技术%+创造,出高产 !6乙酰乳酸脱羧酶的菌株%并

改善了该酶的性能% 使之完全适应啤酒发酵的低温$低

U‘ 条件=$!>& 尤其可贵的是%在信号肽 ’a8%& 的作用下%
大肠杆菌产生的 !6乙酰乳酸脱羧酶源源不断地分泌出

细胞外%成为具有极佳稳定性的胞外酶%大大延长了该

酶的保存期&
基因重组技术目前尚未实现工业化%一个很重要的

原因是用引入来源于细菌的 !6乙酰乳酸脱羧酶基因的

酵母工程菌生产出的啤酒是否安全%是否能被消费者接

受%还需长时间的实践证明& 相信随着研究工作的不断

深入%生物技术的不断发展和完善%生物技术在啤酒酿

造这个具有悠久发展历史的产业中定会发挥越来越重

要的作用&
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