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摘 要: 将 APV 菌株经紫外线诱变后筛出苯黄隆抗性菌株 , 经实验室菌种分离、筛选、发酵及

双乙酰驯养等步骤,筛选育出一株 2#菌株,发酵双乙酰峰值为 0.36 mg/L,成品啤酒双乙酰含量为

0.07 mg/L,真正发酵度为 65.8 %。
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Abstract: Strains with Tribenuron-metyl(TM) resistance were screened among APV strains by UV radiation. Then they un-

derwent a series of processing including the separation of microbial species, screening, fermentation, and diacetyl domesti-

ation etc. to produce a No.2 strain. Diacetyl peak value of such strain in the fermentation was 0.36 mg/L, diacetyl content in

product beer was 0.07 mg/L, and the real fermenting degree was 65.8 %.(Tran. by YUE Yang)
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啤酒酵母本身的发酵性能优劣是影响啤酒质量的

一个重要因素。性能优良的酵母菌种在整个发酵过程中

要求双乙酰峰值低、还原速度快[1～5]。由于双乙酰是影响

啤酒质量的关键因素之一,也是决定啤酒成熟与否的重

要指标,因此在整个发酵过程中严格控制双乙酰的产生

量是至关重要的[9～12]。

本实验对在控制双乙酰含量上存在缺陷的啤酒酵

母进行了改良研究,进行低产双乙酰啤酒酵母的选育工

作[6～8]。本实验室采用的苯黄隆(Tribenuron-metyl , TM)

是除草剂的一种 , 属选择性内吸传导型磺酰脲类除草

剂 , 是侧链氨基酸(缬氨酸、亮氨酸和异亮氨酸 )生物合

成抑制剂 , 主要抑制生物体内乙酰乳酸酶合成 , 不能合

成缬氨酸和异亮氨酸,阻止细胞分裂,抑制细胞的生长,

从而导致生物的死亡。本实验以 APV为出发菌株,通过

紫外线诱变后筛选苯黄隆抗性突变株来选育低双乙酰

啤酒酵母。通过将啤酒酵母紫外线诱变后,在含不同的

苯黄隆浓度梯度的培养基内培养,筛选到能够在高浓度

苯黄隆含量存在下,正常进行代谢活动的抗苯黄隆的变

异酵母菌株 , 这些抗苯黄隆的变异菌株的双乙酰峰值

低,使生产的啤酒产品的双乙酰含量较低[7, 11, 13]。

1 材料与方法

1.1 原料

1.1.1 发酵用麦汁

取自中丹啤酒厂 11°P麦汁,α- AN为 167 mg/L, pH

为 5.56。

1.1.2 菌种

啤酒酵母( S.cerevisiae)APV, 由扬州大学食品科学

与工程学院食品科学系提供。

1.2 实验方法

1.2.1 低双乙酰啤酒酵母选育培养基的处理条件研究

1.2.1.1 对照平板

麦汁琼脂培养基,琼脂添加量 2 %。

1.2.1.2 苯黄隆平板

苯黄隆麦芽汁培养基, 苯黄隆添加量为 195 mg/L、

200 mg/L、205 mg/L,琼脂添加量 2 %。
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1.2.1.3 培养基的灭菌

于灭菌釜 121℃灭菌 15~20 min。

1.2.2 紫外诱变及苯黄隆抗性处理选育低双乙酰啤酒

酵母的方法

1.2.2.1 紫外线诱变

15 W紫外灯 25 cm处照射 60 s。

1.2.2.2 苯黄隆抗性处理

①保藏菌种(斜面)活化后接 1 环于 5 mL麦汁试管

中 , 于 25℃下培养 24 h;②取 1 mL 于 9 mL 麦汁试管

中 25℃下培养 24 h; ③移放 100 mL麦汁锥形瓶培养

至出芽率< 3 %;④取 10 mL菌液于 2000 r/min 离心,倒

去上清液,加入 10 mL无菌水振荡,紫外线照射 60 s,稀

释涂布于含不同浓度的苯黄隆平板上; ⑤3 d 后挑出白

色菌落,进行低温发酵实验;⑥同时做空白对照实验。

1.2.2.3 双乙酰间歇驯养

①保藏菌种经活化后扩培至 300 mL麦汁三角瓶发

酵;②第 3 天时外加双乙酰,继续发酵到第 5 天,接种酵

母泥重新发酵;③重复以上实验,发酵至第 5 代后,测双

乙酰水平;④添加的双乙酰浓度从 1.0 mg/L按 0.1 mg/L

每一代的增长量升高到 1.5 mg/L。

1.2.2.4 双乙酰连续驯养

选一株在低温发酵实验中还原较好的菌株进行逐

级扩培 , 酵母泥接种低温发酵至第 3 天时 , 外观浓度降

至 4 %～5 %,将发酵液倒出, 121℃下灭菌 20 min 杀死

酵母 , 冷却后加一定浓度的无菌双乙酰溶液 , 用恒流泵

连续流加入装有酵母和上述发酵液(未灭菌)的层析柱

中 , 发酵液从上端通过导管流出 , 盛接在一灭过菌的三

角瓶中 , 连续运行 7 d, 每天测定流出液的细胞数 , 分离

筛选双乙酰还原能力强,发酵旺盛,凝聚力集中的菌株。

2 结果与分析

2.1 紫外线诱变及苯黄隆抗性处理后低产双乙酰酵母

菌株的选育

经 uv处理 60 s的酵母悬浮液,稀释 100 倍后,分别

取 0.1 mL涂布于含 195 mg/L、200 mg/L和 205 mg/L的

苯黄隆平板和对照平板上。在 25℃条件培养 3 d后,在

205 mg/L 的苯黄隆平板上无生长菌 ; 在 195 mg/L 和

200 mg/L 的平板上出现少量生长菌 , 195 mg/L 的每个

平板上约有 49±5 个菌落 , 200 mg/L 的每个平板上约有

32±2个菌落;对照平板上出现大量生长菌,约有 350±12

个菌落。195 mg/L、200 mg/L和 205 mg/L的苯黄隆对酵

母菌株致死率分别为 86 %、91 %和 100 %。

分别挑取于上述 195 mg/L、200 mg/L 的苯黄隆平

板上生长的白色菌落各 20 个 ,涂布于含 205 mg/L苯黄

隆的平板上 , 于 25℃培养 3 d 后 , 出现白色菌落 , 共挑

出 80个白色单菌落。将 80 株菌落培养到出芽率< 5 %

时,测定细胞的大小,挑选较小细胞进行低温发酵试验。

表 1中列出的是其中 10株菌的测定结果。选取 205- 2、

205- 9、205- 15、205- 16进行低温发酵试验,结果见表 2。

出发菌株 APV 和经过诱变后的苯黄隆抗性菌株

205- 2菌株、205- 15经双乙酰 5 代间歇驯养后的发酵性

能见表 3。结果表明 ,经双乙酰喂养间歇驯养后的菌株

在发酵 5 d后双乙酰含量比出发株低。

选取 205- 2 菌株进行连续驯养,在柱中细胞密度为

6.0×107 个 /mL, 流加发酵液的外观浓度为 4.8 %, 双乙

酰含量为 2.5 mg/L,流速 8 mL/h,温度 8℃,经连续驯养

7 d 后 , 从柱中分离出 10 株菌进行低温发酵试验 , 其中

5 株菌细胞大小、双乙酰含量和凝聚性等指标相对较

好,结果见表 4。

2.2 优选菌株放大试验
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渐上升 , 在第二次翻曲前达到高峰 , 由于小麦本身带来

的淀粉酶,开始糖化力较高,随着品温的上升而下降;第

二次翻曲后水分减少,霉菌增殖,糖化力又有所回升,最

后稳定在 200～300之间。

大曲中的微生物来自曲母、麦粉、稻草、发酵仓、空

气、人体和水。开始时在曲块表面生长的霉菌主要是毛

霉类,随着温度上升,霉菌的生长受到抑制,到第二次翻

曲时,水分减少,曲霉类尤其是拟青霉、梨头霉及红曲霉

代之而起,直至出仓一直存在。细菌在制曲过程中占有

绝对优势,在高温阶段分离到的细菌多数是嗜热芽孢杆

菌。而酵母在制曲过程中出现较少 ,进仓前 5 d 及撤仓

时偶尔可以分离到白地霉、汉逊酵母、假丝酵母等。

从表 1 中也可看出,细菌是茅台大曲中的主要微生

物 , 数量很大 , 主要是耐高温 ( 60～65℃)的芽孢杆菌。

霉菌有毛霉、根霉、曲霉、红曲霉和拟青霉等 , 酵母很少

见到。

对选筛出的有代表性的 7 株芽孢杆菌株,逐株制成

三角瓶曲 , 培曲温度为 35～65℃, 15 d 后 , 成品曲都不

同程度地带有酱香气。并用乙醚浸提后,挥发乙醚,闻香

并与生产曲粉作对照,结果表明,香气相近,纸上层析分

析可见到香草醛、阿魏酸及丁香酸的斑点 , 可以说明这

些嗜热芽孢杆菌是茅台酒生产的有益菌株,其代谢产物

在高温条件下生成的香味物质和茅台酒的香味有密切

关系[2]。
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经过稳定性实验 , 最后选取 2# 菌株进行 1200 mL

小型放大试验 , 发酵 14 d 后 , 双乙酰含量为 0.07 mg/L,

峰值为 0.36 mg/L,真正发酵度为 65.8 %,啤酒风味基本

不变。检测指标见图 1。

3 结论

最后筛选得到 1株大小为 5.1 !m×7.5 "m, 双乙酰
峰值为 0.36 mg/L,成品啤酒真正发酵度为 65.8 %,风味

基本不变的较理想菌株。
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图 1 2#菌株发酵曲线
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湖北枝江酒业实现首季开门红
本刊讯 :记者从湖北枝江酒业股份有限公司获悉 ,今年头 3 个月 ,湖北枝江酒业主要经济指标大幅度超同期、超进度 , 全面实现首季

开门红。

2007年 1～3月,湖北枝江酒业集团实现现价工业总产值 8.09亿元 ,比去年同期的 4.85 亿元增长 66.9 %,占全年考核目标 19 亿万元
的 42.6 %;集团完成营业收入 5.60 亿元 ,比去年同期的 4.48 亿万元增长 25 %, 其中 , 湖北枝江酒业股份有限公司资金回笼 4.23 亿万元 ,
同比增长 29.8 %;集团入库税金 3683万元,其中 ,湖北枝江酒业股份有限公司入库税金 3573.8万元,同比增长 41.4 %;集团实现利润总额

1355万元 ,比去年同期的1073万元增长 26.3 %。 (杨至爱)
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