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摘 要: 啤酒酵母出发菌株 S-5 经紫外诱变后,以醋酸铅平板初筛,后经在不同硫源平板上培

养筛选,再经啤酒发酵复筛,最终获得一株低产硫化氢的啤酒酵母突变株 M 8。结果表明,突变株

M 8 的二氧化硫生成量为 30.4 m g/L,硫化氢生成量为 4.6 μg/L。与出发菌株相比,M 8 硫化氢生成

量下降了 78.2 % 。

关键词: 微生物; 啤酒酵母; 硫化氢; 二氧化硫

中图分类号:TS262.5;TS261.1;TS261.4 文献标识码:A 文章编号:1001-9286( 2007)07-0023-03

B reeding of B eer Y east Strain of L ow H 2S Y ield

C H EN Y e-fu,W A N G Y an,D IN G Shu-m eiand X IA O D ong-guang

(Tianjin K ey M icrobe Lab,B ioengineering C ollege ofTianjin U niversity ofScience & Technology,Tianjin 300457,C hina)

A bstract:The m utantstrain M 8 oflow H 2S yield w as produced as follow s:starting strain S-5 treated by U V irradiation,

then prim ary screening by lead acetate m edia plates,and then cultured on differentsulfursourcesplatesand then secondary

screening,and finally beerferm entation experim ents forscreening.The results show ed thatSO 2 outputofm utantM 8 w as

30.4 m g/L and H 2S outputw as4.6 μg/L.C om pared w ith the m otherstrain,H 2S outputofM 8 reduced by 78.2 % .

K ey w ords: m icrobe;beer yeast; H 2S;SO 2

基金项目:天津市自然科学基金资助( 05Y FJM JC 03000)。

收稿日期:2007-04-18

作者简介：陈叶福( 1973- ) ,男,博士,副教授,主要从事酵母遗传改良和生物质生物转化方面的研究。

啤酒的风味稳定性是指啤酒灌装后,酒的风味长期

不变的可能性,是啤酒的重要质量指标之一。硫化氢和

二氧化硫是影响啤酒风味稳定性的重要物质。硫化氢对

啤酒风味具有双重作用,即微量存在时,是构成啤酒风

味某些特点的必要条件,过量则起反作用。当啤酒中含

量超过 10 μg/L 就能感到明显的“酵母臭味”。二氧化硫

则是啤酒中一个含量较低而又重要的组分,其担当防腐

剂、抗氧化剂,降低各种羰基化合物对啤酒风味的影响,

且具有风味稳定剂的作用[1～2]。啤酒发酵产生的硫化氢

和二氧化硫主要是在啤酒酵母含硫氨基酸代谢途径中

形成的。其中,催化亚硫酸盐到硫离子的酶是亚硫酸盐

还原酶[3]。亚硫酸盐还原酶活性的高低和酶数量的多少

直接影响硫化氢和二氧化硫的生成量。

通过诱变育种, 选育出能使硫化氢生成量降低、同

时二氧化硫产量适当提高的啤酒酵母菌株,以增加啤酒

的抗氧化能力,并对啤酒发酵过程中硫化氢的形成机理

及亚硫酸盐还原酶的酶活进行了初步分析。

1 材料和方法

1.1 菌种

啤酒酵母(Saccharom yces cerevisiae)S-5,天津科技

大学现代酿造研究室保藏。

1.2 分析方法

硫化氢的测定:亚甲基兰分光光度法[4]。

啤酒中总二氧化硫的测定:碘量法[5]。

1.3 实验方法

1.3.1 低产硫化氢啤酒酵母的初筛平板

醋酸铅显色平板:Y EPD 固体培养基加 0.05 % 醋酸

铅。

不同硫源鉴别培养基:葡萄糖 2 % ,氯化钠 0.01 % ,

磷酸二氢钾 0.15 % ,氯化镁 0.4 % ,氯化钙 0.01 % ,碘化

钾 0.01 % ,磷酸氢二铵 0.1 % ,维生素母液 0.1 % ,微量

元素母液 0.1 % ,硫化钠(或亚硫酸钠)5 m g/L,琼脂 2 % ,

pH 5.0～6.0。

1.3.2 诱变育种

采用较低诱变剂量对啤酒酵母 S-5 进行紫外诱变,

取诱变后的菌悬液 0.1 m L 涂布于醋酸铅显色平板上,

挑出白色或浅棕色菌落。再分别对应点接于以 N a2S 或

N a2SO 3 为唯一硫源的鉴别培养基上,28 ℃培养,挑选在
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N a2S 为唯一硫源的培养基上菌落较大, 同时在以

N a2SO 3 为唯一硫源的培养基上菌落较小的菌株。

1.3.3 啤酒发酵

原麦汁浓度 10 °B rix,酵母泥接种量为 0.5 % 。

2 结果与分析

2.1 醋酸铅显色平板初筛

取细胞浓度适中的菌悬液 0.1 m L 涂布于醋酸铅显

色平板上,28 ℃培养 4 d。待长出菌落后,选择白色或浅

棕色的菌落再次点接于醋酸铅显色平板上, 于 28 ℃培

养 4 d, 结果见图 1。并从图 1 中挑出白色或浅棕色菌

落,初步认定为所需突变株,共挑选突变株 103 株。

2.2 含不同硫源鉴别培养基筛选

将挑选出的 103 株突变株分别对应点接于以 N a2S

或 N a2SO 3 为唯一硫源的鉴别培养基上,28 ℃培养 5 d,

结果见图 2。并从图 2 中挑选在 N a2S 为唯一硫源的培养

基上菌落较大, 同时在以 N a2SO 3 为唯一硫源的培养基

上菌落较小的菌株接于斜面上,培养后待测。共挑选 18

株,分别标号为 M 1～M 18。

2.3 突变株复筛

2.3.1 二氧化硫生成量测定

对初筛所得的 18 株突变株与诱变前出发菌株 S-5

同时进行发酵实验,分别测定二氧化硫生成量。发现这

18 株突变株的二氧化硫生成量较出发菌株 S-5 均有较

大改变,其中增加比较多的有 M 8 和 M 15,其二氧化硫

生成量分别增加了 6.08 m g/L 及 6.12 m g/L,见表 1。

2.3.2 啤酒发酵过程中硫化氢生成量测定

选择二氧化硫增长量比较高的突变菌株 M 5、M 8、

M 10、M 12、M 14 和 M 15 进行突变株发酵过程中硫化氢

的测定,结果见表 2。

从表 2 可看出, 所选择的 6 株突变株的硫化氢生

成量较出发菌株均有所下降, 下降最大的菌株硫化氢

产生量为 4.6 μg/L,还达不到出发菌株的 1/5。最终选出

M 8 为低产硫化氢的啤酒酵母突变株,其二氧化硫生成

量提高了 6.08 m g/L,硫化氢生成量降低了 21.1 μg/L。

2.4 硫化氢产生规律初探

分别测定啤酒酵母出发菌株 S-5 和突变株 M 8 发

酵过程中硫化氢的生成量,及其二氧化碳累积失重,结

果见图 3。

通过比较图 3 中的两株菌代谢硫化氢的形成过程

可看出, 不仅突变株 M 8 硫化氢总生成量明显降低,同

时在各个对应时间点上硫化氢生成量也比出发菌株 S-

图 1 醋酸铅平板菌落显色情况

a:以亚硫酸钠为唯一硫源的平板;b:以硫化钠为唯一硫源的平板。

图 2 不同硫源平板菌落生长情况
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图 3 S-5 与 M 8 发酵过程中二氧化碳累积失重及

硫化氢产生量的比较
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20 m 3,进气温度为 20 ℃,离开反应器的温度为 30 ℃。此状态下

CO 2 气体的比热 C CO 为 1.118 J/ (g·℃)
[10]。计算 Q 4 为 409933 J。

将以上数值代入(1)式可得 Q 总约为-80 kJ,此热量

可使系统温度降低 0.8 ℃左右。考虑到在计算过程中的

一些条件可忽略和近似处理,理论的计算同样说明了气

载耦合发酵的确显著而有效的控制了气载耦合发酵反

应器内的温度,使发酵过程顺利进行。

符号说明:

a———固态发酵淀粉含量,本试验中为 21.7 % ,相当于麦芽糖含量

21.7 % ×1.05=22.8 % ;

ρ———固态发酵料的比重,本试验中为 0.93 g/cm 3;

V ———发酵体积,本试验中为 24 L;

r———发酵培养基中的淀粉利用率,计 85 % 被利用;

C 1、C 2———分别为 35 ℃水和乙醇的汽化比热;

ρ1、ρ2———分别为 35 ℃水和乙醇的比重(20 ℃)。
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5 下降很多。两株菌都在第 16 h 时出现第一个硫化氢生

成量的高峰期。经过第 16 h 的高峰期之后,两株菌硫化

氢形成的下降趋势相似,硫化氢生成量逐渐减少。在第

40 h 出发菌株 S-5 硫化氢生成量又出现第二个高峰期,

此后慢慢减少, 直至不再有硫化氢生成。而突变株 M 8

在这段时间硫化氢生成量却一直为零,在第 40 h 时没有

出现第二个高峰期, 而在第 64 h 出现一个较小的峰,此

后硫化氢生成量又逐渐降低,直至趋于零。

3 讨论

啤酒酵母突变株 M 8 是由于紫外诱变而使亚硫酸

盐还原酶受到影响的突变株,因为发酵前期,大部分硫

化氢是酵母对蛋氨酸的分解代谢产生的。此时亚硫酸盐

还原酶的酶活很低, 且受到麦芽汁中蛋氨酸的抑制,酵

母经硫代谢形成硫化氢很少。因此,突变株 M 8 在这段

时间也有硫化氢的生成,但是比出发菌株少。随着发酵

的进行,酵母开始利用硫酸盐作为硫源合成蛋氨酸和半

胱氨酸等含硫氨基酸,且蛋氨酸的缺乏减轻了对亚硫酸

盐还原酶等的反馈阻遏,硫化氢大量生成。出发菌株 S-

5 在这段时间有大量的硫化氢生成, 突变株在这段时期

硫化氢的生成量很少,特别是没有出现在 40 h 的第二个

峰,因此可以推出 40 h 左右的这段时间是亚硫酸盐还原

酶活力最高的时期。之后在发酵慢慢进入后期阶段时,

亚硫酸盐还原酶酶活不断降低,这段时期所形成的硫化

氢主要是通过酵母蛋白质的分解,即酵母老化自溶形成

的。出发菌株和突变株在这段时期都有少量的硫化氢生

成,而突变株 M 8 硫化氢生成量比出发菌株 S-5 还要少,

可以证明亚硫酸盐还原酶确实受到影响。但是啤酒发酵

过程中, 亚硫酸盐还原酶究竟是哪些部位发生了变化,

这些变化又给啤酒发酵过程中硫化氢的形成规律产生

了怎样的影响,这些正在进一步研究过程中。
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