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啤酒生产中腐败微生物鉴定新技术

孔庆新，张惟广

（西南农业大学食品科学学院，重庆 荣昌 ?66>89）

摘 要： 啤酒生产过程中的污染微生物主要有野生酵母、细菌、放线菌和霉菌四大类。新的快速检测技术有聚合酶链

式反应（@AB）技术、伏安型生物传感器、自动微生物检测系统（CD-）、改良DB-培养基和三磷酸腺苷（C1@）法等，较传

统方法迅速、准确。（小雨）
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在啤酒生产过程中，有时会发生有害微生物侵入，造成啤酒的

混浊、腐败或口味异常。啤酒生产过程中的污染微生物主要有野生

酵母、细菌、放线菌、霉菌四大类 \8]。啤酒腐败微生物可使啤酒产生

异味，引起混浊和沉淀，粘度提高，压力升高 \5^?]。因此要查询污染

事故发生的原因，必须建立起一套系统、完整的监测鉴定手段。

目前，国内传统对啤酒中腐败微生物鉴定的方法和结果判定

技术，如镜检、革兰氏染色法、过氧化氢酶试验、成品啤酒中微生物

培养试验、气体产生试验、CX"试验等，都不同程度地存在试验周期

长、准确性不高、自动化程度低等不利因素。而在实际生产中要求

高度灵敏性、快速、低劳动强度和部分或全部自动的检测方法。近

86年来，随着计算机、光学分子生物学的发展，国外啤酒工业中大

量先进检测腐败微生物的方法也得到发展，如@AB检测技术、CD-
等。这些方法迅速、准确，可在短期内对污染菌进行检测 \5]。

8 聚合酶链式反应（@AB）技术\E]

目前，美国、日本、加拿大以及我国的科研工作者都致力于将

@AB技术应用于啤酒腐败菌种的鉴定。与传统方法相比，@AB技术

最大的特点是快速、准确，通常在几小时（9^86 2）内便可完成对污

染菌的鉴定。需要指出的是，@AB技术仅限于那些核酸序列已知的

微生物的鉴定，并且在啤酒腐败菌检测中不能得知所提取的_:C
是来自于活细胞还是死细胞，在定性鉴定的同时，定量操作的能力

还显得不足 \9]。

@AB技术鉴定啤酒腐败菌的原理：@AB即聚合酶链式反应。依

据_:C模板的特性，模仿体内复制的过程；在体外以单链为模板，

在人工合成的引物和耐热聚合酶存在的条件下经变性、退火、延

伸，大量扩增目的_:C序列。然后通过凝胶电泳技术检测_:C片段

的扩增产物\>，<]。

8;8 使用一套特异引物的@AB技术

日本的研究者从抗酒花菌株短乳杆菌CGGA?E的质粒上鉴定

得到抗酒花基因NIBC。经研究证明，NIBC基因与酒花抗性有关。

从 而 推 知 具 有 似NIBC基 因 的 乳 杆 菌 可 能 具 有 使 啤 酒 腐 败 的 特

性。东京大学的科研人员根据NIBC基因顺序，人工合成两段特异

性引物，使用1)#_:C多聚酶，从一系列乳杆菌中提取_:C溶液，加

入含特异性引物的反应混合物中，进入热循环，最终的反应产物经

琼脂糖凝胶电泳检测。研究者通过检测微生物中的似NIBC基因

的存在与否来判断其对啤酒的腐败特性。NIBC’@AB技术对腐败

菌的检测大约需要9 2，比基于生长现象的传统平板培养方法要快

得多 \E，=，86]。

此种@AB技术仅产生一种产物。使用特异性引物的@AB技术

可用于快速检测和鉴定啤酒中的腐败菌，且引物的特异性确保了

检测结果的准确和灵敏，从而为保证啤酒质量提供了有效的微生

物检测途径 \=]。

8;5 BC@_’@AB（随机扩增多态_:C分析多聚酶链反应技术）

利用较短的寡核苷酸引物扩增得到一群长短不一的_:C片段

混合物。这些@AB产物经琼脂糖凝胶电泳之后所呈现的带型反映

了用扩增模板的_:C分子的总体结构特征。因此能够测定出5个生

物体基因组之间的差异。

加拿大!)W)RR公司的研究人员在啤酒腐败菌的乳酸菌的检测

中使用E-和89-&B:C基因进行@AB扩增，用于菌种的特性鉴定。已

经成功地对乳杆菌属、片球菌属、明膜串珠菌属中的菌株做出鉴定

\9]。日本的研究者为了提高@AB分析的灵敏度和特异性，根据89
-&B:C和57-&B:C之间的间隔区的特异性序列来设计引物，用于
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啤酒腐败菌的<=>检测中?@A。

使用>B<C’<=>技术，所需的C:B提取物少，此方法可在86 2
内通过啤酒污染菌独特的指纹图谱来鉴定发酵中的污染菌。对于

每一个菌种，每一引物仅能产生唯一的特异性指纹图谱。将被检测

样品图谱与标准图谱对照便可得到鉴定结果 ?@A。

8;7 :/DE/F’<=>（嵌套多聚酶链反应技术）?GA

:/DE/F’<=>技术的反应效率提高，特别是对含有高浓酵母细

胞的样品检测?@A。

加拿大!)H)EE公司的研究者通过实验确定和检测了用于乳酸

菌鉴定的:/DE/F’<=>的引物。:/DE/F’<=>技术提高了在高浓酵母

细胞存在下检测乳酸菌的灵敏性，使用此技术，可鉴定一定浓度的

酵母发酵液中含有的微量污染菌，且仅需I 2即可完成。

:/DE/F’<=>技术使在发酵结束和酵母回收前5J 2内完成对污

染菌的检测分析成为可能，从而确保了啤酒生产中微生物的控制

?K，@A。

5 用伏安型生物传感器检测鉴定微生物细胞

8@IG年1;L)ED$+),)首 次 提 出 了 利 用 生 物 传 感 器 进 行 细 胞 识

别。目前，细胞识别生物传感器倍受国内外许多研究人员关注。哈

尔滨工程大学的研究人员借鉴和改善前人研究成果 ?88A，结合现代

伏安分析技术的理论和方法，研究了7种微生物细胞的半微分循环

伏安响应特征，提出了微生物细胞的峰电位细胞识别法 ?88，85A。

所用传感器由一个平面热解石墨电极、铂电极及B, M B,=3电
极的三电极系统组成。将阻留微生物细胞的滤膜紧附在工作电极

表面，然后在工作电极与对极间施加一扫描电压，进行半微分循环

伏安扫描，记录伏安图谱，依据峰电位识别微生物 ?87A。

研究人员对啤酒酵母菌、大肠杆菌和枯草芽孢杆菌7种微生物

进行了识别研究，发现它们的峰电位各不相同，分别是6;KG，6;IG和

6;9@ N（ODB, M B,=3饱和氯化钾）。因此，可利用峰电位进行啤酒中

微生物细胞的识别，方法极为简便快速 ?85A。

7 自动微生物检测系统（BL-）

自动微生物检测系统具有鉴定快速、准确、功能广泛等优点，

可自动进行数据处理及作出细菌鉴定和报告结果。以常规法与仪

器法对细菌的鉴定进行了比较，表明该仪器具有传统常规法所无

法比拟的优点。

BL-工作原理：自动微生物检测系统是一种由传统生化反应

及微生物检测技术与现代计算机技术相结合，运用最大概率近似

值模拟法进行微生物检测的技术。该系统对待检菌的鉴定，首先要

求将待检菌制成菌悬液，然后充入细菌检测卡片，经过培养，根据

被检卡片各介质的反应情况，由读数器定时测定，并和预定的阈值

进行比较、分析，于JP8I 2内通过数据终端自动显示并打印结果报

告。自动微生物检测系统对各种细菌的鉴定是以细菌的微量生化

反应为基础，包括5G种以上的生化反应指标，因此基本上与传统的

鉴定方法结果一致。BL-已经被一些国家的官方机构所认可，国内

亦有不少实验室利用此仪器作为细菌检验的判断依据 ?87A。

研究人员对88株已知的标准菌种和8G株未分离菌株以BL-法

进行鉴定。对未知的菌株进行鉴定，经过与常规法鉴定结果比较，

符合率为@7;7 Q；对标准菌种的鉴定，鉴定结果与来源菌完全相

符，表明了BL-鉴定结果是准确的。同时，自动微生物检测系统克

服了传统细菌鉴定方法的不足，是一种全面快速准确简便的微生

物检测技术。在啤酒微生物检测鉴定中有十分重要的应用价值和

发展前景 ?87A。

J 改良L>-培养基检测啤酒中乳酸菌

安徽大学的研究人员设计了用补充麦芽糖和清酒的改良L>-
培养基检测啤酒中的乳酸菌，可提高阳性检出率。

J;8 改良L>-培养基?8JA

麦芽糖G;6 ,，蛋白胨86;6 ,，牛肉膏I;6 ,，酵母膏J;6 ,，葡萄糖

56;6 ,，R5S<TJ 5;6 ,，:)TB.G;6 ,，L,-TJ 6;5 ,，L+-TJ J6;6G ,，吐

温’I6 8;6 ,，柠檬酸三铵5;6 ,，琼脂56;6 ,，苯乙醇6;668 ,。清酒与

水的比例为8U8，终体积为8666 (3，VSG;G左右。

用补充麦芽糖和清酒的改良L>-培养基来检测啤酒中的乳酸

菌，对生成的菌落进行观察和镜检，并 通 过RTS试 验 和 过 氧 化 氢

酶试验进一步证实 ?8GA。

J;5 乳酸菌在改良L>-培养基上的特征 ?8JA

J;5;8 改良L>-培养基比L>-培养基在相同稀释度下生成的乳酸

菌菌落数平均高5P7倍，且L>-培养基上生成菌落有小部分为非乳

酸菌。

J;5;5 改良L>-培养基上生成菌落特征：乳黄色或浅白色，圆形、

扁平，边缘不整齐，有皱折。

J;5;7 油镜下（89W866）镜 检 多 为 球 形 ，成 对 或 成 四 分 体 ，少 数 为

短杆状、长杆状。

J;7 检出方法?89A

J;7;8 观察菌落特征，并置于显微镜下用油镜镜检。

J;7;5 RTS试验：取一菌耳平板上生长菌落于载玻片上，加8P5滴

G Q RTS溶液，用接种环将它们混合搅匀，短时间内RTS试验阳性

菌会越搅越稠，抬起接种环会产生拉丝 现 象 ，而RTS试 验 阴 性 菌

则无拉丝现象。

J;7;7 过氧化氢酶试验：在无菌载玻片上加一滴无菌水，用接种环

挑一环菌至载玻片上的无菌水上并混匀，然后滴一滴G QS5T5溶

液，观察产气泡的情况，如无气泡产生，则判断为过氧化氢酶阴性

菌。

G B1<法

任 何 一 种 生 物 细 胞 在 正 常 条 件 下 都 含 有 相 对 恒 定 量 的B1<
（三磷酸腺苷），根据这一点，利用B1<分析可对活细胞进行快速计

数。从微生物细胞提取出的B1<的量可用特定的生物发光分析仪

方便地测出，分析过程中要用到荧光酶系统，这个反应非常有效，

几乎每一个B1<分子的反应都能产生一个光子的光，光输出的总

量与反应混合物中B1<量成正比，能测出的B1<量可低至86P87 ,
（866 X,）。B1<法理论上可检出的数量为865P867个细菌和8P86个

酵母。但实验上，由于环境的干扰和影响，很难达到这个检验限度。

实际应用中，B1<法可检测出865个酵母，检测时间在I 2以内?8A。

9 结束语

与传统方法相比，上述几种方法对啤酒腐败微生物的检测鉴

定更加有效和切实可行。相信随着科学技术的发展，上述的检测鉴

定技术会得到进一步完善，并方便地用于生产；同时还会涌现出更

加快速、准确的检测鉴定技术。
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是说，给大曲的前期培养做一个准备工作。

培养室地面清洗：培养室地面因连续操作，与曲块及落在地面

的谷糠等长期接触，其中不乏飘落的“水毛”孢子，只要在前期培养

阶段有适于其生长条件，如高湿度、低温度等，“水毛”就会在曲坯

上很快地再次“生根落户”。因此，应在这一染源上给予净化。在连

续的生产和观察中，采取每连续生产半年左右，清洗一次培养室地

面的办法。经跟踪测定，这一办法对水毛起到了明显的抑制作用。

制曲生产用具消毒：制曲生产 用 具 包 括 谷 糠 、苇 杆 、席 子 、簸

箕、扫帚等，因它们在制曲过程中，与曲块经常接触，不免携带一些

“水毛”孢子，如：苇杆上粘有一片或一块的黑 色 或 灰 黑 色 的 菌 斑

等，所以，在制曲中，一经发现上述明显携带“水毛”孢子的制曲生

产用具，应使用漂白粉溶液浸泡或焚毁并远离厂房，防止在生产中

这些孢子随空气传播入侵曲坯。

8;5;5 工艺操作的调整

为了提高大曲的质量，普遍采用提高制曲温度的方法，通过改

变曲料加工粉碎度比例来增加成形曲坯的水分，使曲室湿度增大，

而这正是给“水毛”的生长创造了条件。那么，要防止“水毛”就必须

及时排潮或消耗水分，以解决湿度很大的问题。但是排潮要适度，

以防止过量排潮而上霉不好，产生干皮。

实践中，我们根据季节不同、气温高低，采取两种防治“水毛”

的措施。

8;5;5;8 夏秋两季，延长晾曲时间

夏秋两季气温较高，曲坯在入室后，盖席子之前，加长晾曲时

间为86Y85 2，使曲室湿度以及曲堆内湿度下降。这样的调整不会

使室温很低，又可以及时排潮，也就是说，调整后既可以符合上霉

条件，又可以抑制“水毛”的生长。

8;5;5;5 冬春两季，提高室温

冬春两季气温较低，显然加长晾曲时间会使室温很低，上霉时

间延长，上下层曲坯之间的窄面会产生“水毛”，并逐渐扩散到曲坯

宽面。因此，采用暖气提高室温来消耗水分的方法，收到了很好的

效果。

5 “干皮”现象

“干皮”现象主要形成于晾霉期间。

5;8 “干皮”的危害

5;8;8 降低了大曲的利用率。

5;8;5 “干皮”形成后，在中、后期的培养过程中，曲子内部水分和

热量的散失很容易受到阻碍，容易脱火，造成鼓肚和裂缝，极大地

影响了大曲的质量。

5;5 防治办法

5;5;8 微生物净化

禁止使用发芽霉变的原料。发芽原料的部分淀粉变为糖，着床

的微生物在含糖较高的基质中繁殖快，曲坯升温迅猛，表皮失水

快，易形成干皮。所以，禁止使用发芽霉变的原料。

及时清洗压曲机及运曲平板车。压曲机上的锤布、输送带等以

及运曲平板车，每次踩曲总粘一些曲料，这些曲料一经酸败，必然

产生乳酸菌等一类的杂菌，若不清洗，在下一次踩曲时，又粘在曲

坯上，在进入培养室后，曲坯起火迅猛，温度难以控制，大量失水，

从而形成干皮。因此，在每次踩完曲后，应及时清洗踩曲机及运曲

平板车等，以免染菌。

5;5;5 工艺操作的调整

我们在实际操作中，经过连续观察，认为产生干皮的原因有7
个：（8）上霉不好；（5）晾霉期间排潮太快；（7）晾霉与潮火之间升温

迅猛。

上霉不好常发生在冬春两季，主要原因是气温低、室温低、外

界干燥，上霉时间长，曲子表面过度消耗水分，曲坯中的淀粉和少

量糖不能溶于水中，从而挂衣困难。

针对这一情况，我们采取曲子入房后，即开暖气提高室温，并

保持室内湿度，缩短上霉时间，以使曲子上霉良好；或在发现曲子

不生衣时，揭席，向曲堆喷洒热水，至曲子表面恰好润湿为止，然后

盖好席子，使其发热上霉。

针对本地区春冬两季风大的特点，晾霉期间应时刻注意天气

变化，开窗要适度，且一般情况为单面窗户，避免急速空气对流，以

防止培养室和曲子表皮排潮过快，曲表干涸，产生干皮。另外，在揭

席晾霉时，不要立即开窗放潮，要维持7 2左右，待室温上升一些，

再开窗放潮，进行晾霉。这样做可以减缓曲室的排潮速度，又可以

使上霉不好的曲子再度挂衣。

晾霉至潮火之间若曲子品温升得过快过高，则容易使曲子表

皮很快干涸或产生裂缝，造成干皮；或者由于温度高，表皮呈暗红

色，即生成烤皮或水淹皮，这种现象会严重影响曲子以后的培养。

实践中，我们把曲子品温在入房后前B M内控制在7B Z以下，经跟

踪检测，在成熟后的曲子感官检查中看到，曲子基本没有干皮。

综上所述，在清香型中温大曲的制作过程中， 若重视前期培

养，细心操作，不出现“水毛”和“干皮”现象，那么，它的中、后期培

养也就容易掌握了，曲子质量也就可以稳步提高了。!
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