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摘 要: 以气体为加压介质, 研究了不同压力下酵母细胞生长及压力对酵母发酵性能的影响。

高压对酵母细胞的生长代谢有明显的影响: 压力使酵母细胞的比生长速率和生物量降低, 细胞的

倍增时间延长; 电子显微镜显示 , 压力使酵母菌细胞的形态发生明显的改变 ; 压力也导致酵母的

发酵速度、耗糖率、乙醇生成量、双乙酰的生成和还原速率下降。
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微生物在外在条件刺激下会发生应激反应, 在此类

研究中 , 常选用酵母菌作为研究对象 , 通过“饥饿”培养

法、高温、高渗透压以及异常 pH 值等条件刺激来研究酵

母菌生长及体内代谢[1～3]。大多数情况下, 生物反应器的

压力对微生物细胞生长及胞内特定产物含量有显著的

影响 [4～7], 由于高压技术常用于食品加工及医疗器械杀

菌和消毒 , 而利用高压作为条件刺激 , 研究压力对微生

物细胞生长和胞内物质代谢影响的报道较少。

啤酒发酵过程中, 由于发酵罐内液体高度和发酵过

程产生的二氧化碳 , 对于大型发酵罐 , 罐内压力有时可

高达 0.3 MPa。压力对酵母发酵性能是否有影响的研究

报道并不多。为此, 本研究选取压力作为外在条件, 研究

在压力作用下酵母的生长、细胞的形态的变化及啤酒发

酵过程中的理化指标 , 探讨压力对酵母发酵性能的影

响。

1 材料与方法

1.1 菌种

啤 酒 酵 母 ( Saccharomyces cerevisiae) , 标 记 为 BB,

由天津科技大学生化工程研究室保藏。

1.2 培养与分析方法

1.2.1 检测方法

原麦汁浓度、总糖、发酵度、酒精度、双乙酰的测定

见文献[8]。

1.2.2 常压啤酒发酵实验

于三角甁中加入灭菌的麦芽汁, 分别接入一定量经

洗涤离心的酵母泥, 于 15 ℃发酵。

1.2.3 高压试验装置

自制一套压力可测定和控制的加压反应系统, 反应

器( 不锈钢制成) 的体积为 300 mL, 样品可用注射器注

入。

1.2.4 加压培养条件下的酵母生长曲线

扩培后的酵母菌按 10 %的接种量转接至发酵培养

基中, 并将 150 mL 发酵培养基转入自行设计的高压反

应釜中 , 以高纯空气 ( O2∶N2 = 21∶79) 为加压介质先 , 先
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图 3 压力对酵母发酵速度的影响

以0.05 MPa/min 的速度升压 , 保压一定时间后 , 再以

0.05 MPa/min 的降压速度卸压至常压后取样在 600 nm
波长处测定其吸光度值。

1.2.5 加压发酵实验

在高压釜中加入灭菌的麦芽汁, 接入经离心洗涤的

酵母泥, 以氮气为加压介质。以 0.05 MPa/min 的速度升

压, 在不同的压力下培养, 发酵温度为 15 ℃, 然后以

0.05 MPa/min 的降压速度卸压至常压后 , 取样测定培养

基中各物质的含量; 以常压培养为对照试验。

1.2.6 不同压力下酵母形态的观测

将酵母接种在麦芽汁培养基中, 在常压和加压条件

下分别培养 , 于 400 倍显微镜下观察其形态大小 , XL-
28 ESEM 扫描式电子显微镜拍照。

2 结果与分析

2.1 压力对酵母细胞生长的影响

将酵母培养液置于高压反应釜中, 于 30 ℃, 压力分

别为 0.5 MPa、1.0 MPa 和 1.5 MPa 下培养 36 h, 每隔 2 h
取样测定溶液吸光度。

与常压( 0.1 MPa) 培养相比 , 加压培养使酵母对数

生长期延迟出现 , 对数生长期的持续时间也有所缩短

( 见图 1) 。常压培养时, 酵母的对数生长期出现在第 6
小时 , 并在第 14 小时进入稳定期 ; 而加压培养条件下 ,

酵母的对数生长期分别出现在 8～10 h, 在 14～16 h 进

入稳定期。在高压下, 酵母总生长量显著低于常压对照

组, 而其衰亡期却提前出现 , 基本上在 20 h 进入衰亡

期; 酵母的比生长速率与倍增时间也发生了明显的变化

( 见表 1) 。与其他压力情况相比较, 在 1.0 MPa 下, 酵母

的生长既受到明显的抑制, 又有明显的对数生长期。

从表 1 和图 1 可知 , 在压力作用下 , 酵母细胞的代

谢活动受到明显的抑制, 细胞内物质代谢发生了转化,

其生长繁殖所需物质的合成速度减缓, 导致酵母的生长

速度减缓 , 并随着压力及时间的增加 , 酵母的存活率逐

渐降低, 从而导致酵母的对数生长期缩短。

酵母菌在不同压力作用下的 SEM 见图 2。

由图 2 可知, 酵母细胞在压力作用下其菌体形态较

常压下发生了明显的变化 : 常压下 , 酵母细胞呈饱满的

椭球型, 随着压力的升高, 细胞表面逐渐发生变化, 在

1.5 MPa 下, 细胞个体表面产生凹陷, 个别观察到破裂细

胞。其原因是由于酵母细胞承受了巨大的外界刺激, 导

致保护细胞自身不受外界影响的细胞膜受损, 细胞膜的

通透性会发生变化 , 增加了细胞与培养基接触面 , 导致

细胞体内代谢发生异常变化 ; 而部分细胞的细胞膜破

裂, 致使原生质外渗而引起细胞死亡。

2.2 压力对酵母发酵性能的影响

分别在常压、0.5 MPa 和 1.0 MPa 压力下进行发酵 ,

由于压力不同 , 酵母的发酵速度有差异( 见图 3) 。在发

酵过程中, 0.5 MPa 下的发酵速度较 1.0 MPa 快; 而常压

下酵母的发酵速率一直高于酵母在压力下的发酵速率。

由于种子是在常压下培养 , 转入加压发酵后 , 酵母

需要有一个适应过程, 因此, 加压发酵速度较慢。常压下

发酵进行到第 7 天 , 发酵液中可同化的碳源基本消耗

完 , 而在 1.0 MPa 条件下 , 酵母的耗糖速率比常压条件

下分别减少 18.5 %、36.6 %、23.4 %和 40.0 %( 见图 4) ;

图 1 压力条件下酵母生长曲线

图 2 酵母菌在不同压力下的电镜照片( ×5000)
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图 4 总糖的消耗速率

图 5 乙醇生成速率比较

图 6 压力对双乙酰生成还原速率的影响

而在 0.5 MPa 下的耗糖情况在前 2 天跟常压下的情况

相似 , 而后 2 天 , 则类似于 1.0 MPa 的压力下的发酵结

果。虽然在 0.5 MPa 条件下, 前期的耗糖速率较慢, 但不

影响最终糖的消耗, 一直到第 8 天, 发酵才接近尾声( 见

图 3) 。

压力对酵母耗糖的影响 , 同 样 表 现 在 对 乙 醇 的 生

成 方 面 。 加 压 对 于 酵 母 菌 株 发 酵 能 力 有 一 定 的 抑 制

( 见 图 5) 。 在 1.0 MPa 压 力 作 用 下 , 乙 醇 的 生 成 量 与

同期对照 ( 常压 ) 相比 , 每天减少 14.0 %、10.5 %、21.6
%和 15.0 %。而在 0.5 MPa 压 力 下 , 酵 母 受 到 抑 制 的

程度相对 1.0 MPa 低得多 , 尤 其 是 发 酵 前 2 天 。 这 个

结果与压力对酵母活性影响的报道相一致 [9]。

双乙酰是啤酒风味物质的重要成分。定期测定加

压发酵液中双乙酰含量 , 结果见图 6。

图 6 表明 , 前 3 天 , 双乙酰生成量比还原量高。由

于 压 力 的 影 响 , 酵 母 生 成 双 乙 酰 比 对 照 样 分 别 少

19.87 %、18.70 %和 14.16 %( 0.5 MPa) ; 而在 1.0 MPa
压力下分别少了 19.2 %、28.0 %和 60.3 %。进入第 4
天 , 由 于 酵 母 生 长 代 谢 基 本 完 成 , 酵 母 不 再 生 成 双 乙

酰 , 同 时 , 由 于 还 原 作 用 , 双 乙 酰 的 含 量 下 降 , 有 压 力

影响时 , 酵母对双乙酰的还原降低。由于酵母形成双

乙 酰 的 生 物 途 径 有 两 条 , 其 一 是 直 接 由 乙 酰 辅 酶 A
和活性乙醛缩合而成双乙酰 ; 另 一 条 是 由 !- 乙 酰 乳

酸的非酶分解形成双乙酰。加压可能影响到酵母的相

关代谢活力 , 进而影响到双乙酰的生物合成与还原。

3 结论

3.1 通 过 压 力 对 酵 母 的 生 长 影 响 的 研 究 结 果 表 明 ,

高压抑制了酵母细胞内的各种代谢活动 , 导致酵母菌

生长迟缓 ; 同时 , 高压还容易造成细胞膜合成受损 , 使

细胞个体发生变形 , 甚至使原生质体外渗出而引起细

胞 死 亡 , 而 致 使 酵 母 细 胞 的 比 生 长 速 率 和 生 物 量 降

低 , 细胞的倍增时间延长。

3.2 研究了不 同 压 力 下 , 酵 母 对 糖 的 发 酵 速 度 、耗 糖

率、乙醇生成量、双乙酰的生成和还原速率等 , 高压在

影响酵母细胞生长的同时 , 作为一种外界刺激因子对

酵母菌的发酵性能产生较大影响。但从另一个角度说

明 , 随 着 发 酵 设 备 的 大 型 化 , 压 力 作 为 影 响 因 素 将 是

微 生 物 发 酵 工 业 必 须 要 考 虑 的 因 素 , 因 此 , 选 育 耐 压

酵 母 对 于 采 用 大 型 化 设 备 进 行 啤 酒 发 酵 可 能 是 一 条

保障措施。
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