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摘 要: 探讨了固定化啤酒酵母在鼠曲草啤酒中的应用,采用正交试验确定了固定化酵母的最

佳条件和鼠曲草啤酒的发酵工艺条件。固定化酵母细胞的最佳条件为海藻酸钠浓度为 6 %,氯化

钙浓度为 0.5 %,固化时间为 1 h;鼠曲草啤酒的发酵工艺为主发酵前添加 3.0 %的鼠曲草提取液,

发酵时间为 8 d。
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Application of Immobilized Yeast Cells in the Production
of Chapha liumaffine D. Don Beer
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Abstract: The application of immobilized yeast cells in the production of Chapha liumaffine D. Don beer was studied and

the optimal immobilizing conditions and fermentation conditions were determined respectively by orthogonal experiments.

The results were as follows: the optimal immobilizing conditions were 6 % Na- Alg, 0.5 % CaCl2, and 1 h immobilizing

time; the optimum fermentation conditions were addition of 3 % Chapha liumaffine D. Don extracting juice in beer before

the main fermentation and fermented for 8 d .
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鼠曲草( Chapha liumaff ine D. Don)别名 :佛耳草、

清明菜,系菊花科鼠曲草属植物。本草,原名“鼠耳”始载

于《名医别录》,《本草拾遗》称:“鼠曲草,生平岗熟地,高

尺余 , 叶有白毛 , 黄花”, 已收载于《中华人民共和国药

典》1977 年版一部中[1]。全国各地均盛产 ,以野生为主 ,

可药用也可食用[2]。鼠曲草中富含氨基酸、维生素及矿物

质 , 含有多种功能因子 , 对人体有着各种保健及疾病治

疗作用 ,是集营养、保健、药用功能于一体[3]的野生植物

资源,对它进行综合开发利用大有前途。

近年 , 我国的啤酒工业取得了巨大的进步 , 已成为

世界第一大啤酒生产国。但我国的啤酒品种比较单一,

基本上是以淡色啤酒为主 , 这与美国、德国等啤酒强国

的上千种花色品种不能相提并论。随着啤酒市场竞争的

日益激烈,广大消费者对啤酒的品种结构和产品质量的

要求也越来越高[4]。将鼠曲草提取物添加到啤酒中,可赋

予传统啤酒以保健作用。

固定化细胞技术是现代生物工程技术的重点之一,

它是运用物理或化学的手段将游离的细胞定位于限定

的空间区域,使其保持催化活力,并可反复使用。固定化

技术的出现,使高细胞密度的高速率发酵成为可能[5]。本

研究将固定化技术用于鼠曲草啤酒生产中,通过正交试

验确定了其最佳生产工艺,得到了一种既有营养又具有

保健功能的啤酒。

1 材料与方法

1.1 材料

菌种:啤酒酵母;

原辅料:优质大麦芽、大米、啤酒花、鼠曲草、海藻酸

钠、氯化钙。

1.2 主要仪器和设备

小型粉碎机(北京鑫环亚科技公司)、酒精计(河北省

海兴县标准计量仪器厂)、蒸馏设备、恒温培养箱、5 mL
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注射器、恒温水浴箱、TGL- 16G 型高速离心机、附温比

重瓶 25 mL、UV- 2401 PC 型岛津紫外可见分光光度计

等,其余均为常规仪器设备。

1.3 试验方法

1.3.1 固定化酵母的制备

1.3.1.1 操作要点

将啤酒酵母按传统方法逐级扩大培养后,用麦汁作

为液体培养基在恒温振荡器中于 20℃振荡培养, 通过

离心分离获得酵母细胞,再用无菌水洗涤 2 次备用。也

可取回收、洗涤的性能优良的啤酒酵母备用。

将 25 g湿菌体悬于 50 mL无菌去离子水中制成酵

母菌悬液,将制成的酵母菌悬液与用麦汁溶解海藻酸钠

制成的海藻酸钠溶液以等体积充分混匀。

取已配制含一定浓度的 50 mL CaC12- 麦汁放入

100 mL无菌三角瓶中,并将其置于 37℃水浴 l0 min,用

注射器将海藻酸钠-菌悬液吸入注射器后与静脉注射针

头相连接,并适度加力 ,使溶液滴入该 CaC12-麦汁溶液

中,待溶液滴完后,将三角瓶放入 20～22℃水浴中维持

一段时间 , 使酵母充分固化 , 倾去上清液 , 用 100 mL 去

离子水冲洗固定化酵母 1 次 , 然后重新加入 CaCl2 溶

液-麦汁溶液,平衡 24 h即可使用[5]。

1.3.1.2 细胞固定化最佳条件选择

根据文献报道,海藻酸钠浓度、氯化钙浓度、固化时

间是影响细胞固定化效果的主要因素。为了确定细胞固

定化的最佳条件,以海藻酸钠浓度、氯化钙浓度、固化时

间为试验因素,按照 L9( 34)设计正交试验(见表 1) ,以酒

精度为指标。

1.3.2 鼠曲草提取液的制备

取新鲜鼠曲草,去掉根部及枯败部分,清洗沥干后,

干燥,粉碎备用。精确称取鼠曲草粉末,按料液比 l∶25加

入蒸馏水,在温度 80℃、超声波功率为 140 W的条件下

提取 30 min,抽滤,浓缩得鼠曲草提取液。

1.3.3 鼠曲草啤酒发酵工艺

1.3.3.1 工艺流程
麦芽→粉碎→投料→蛋白质休止→糖化→过滤→煮沸→回

旋沉淀→冷却→主发酵→热处理→过滤→后发酵→杀菌→成品

↑

鼠曲草提取液

原料配比:大麦芽 70 %,大米 30 %, 啤酒花 0.5 %,

糖化锅加水比 1∶3.5,糊化锅加水比 1∶5。

1.3.3.2 工艺设计

利用固定化酵母细胞进行啤酒生产,具有发酵时间

短、产量高、节约费用等优点。根据资料显示,与传统发

酵方法相比 , 利用固定化酵母细胞进行发酵 , 可以使发

酵周期由 15 d左右降到 9 d左右。

根据预试验结果和有关文献报道,对鼠曲草啤酒质

量影响较大的是鼠曲草提取液的添加量、添加方式及发

酵时间。因此采用 L9(34)正交试验来确定鼠曲草啤酒的

最佳生产工艺参数,其正交试验的因素水平见表 2。

1.3.4 分析方法

黄酮含量的测定:比色法[6];

双乙酰含量的测定:紫外分光光度法[7];

啤酒的酒精度的测定:比重瓶法[7]。

2 结果与分析

2.1 细胞固定化最佳条件选择

细胞固定化最佳条件正交试验结果见表 3。

表 3 表明,极差越大,影响越大。由表 3 还可看出,

影响固定化效果的因素大小为 : A>C>B, 最佳条件为 :

A3B1C1,即海藻酸钠浓度为 6 %,氯化钙浓度为 0.5 %,固
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化时间为 1 h。

由于最佳组合没有在正交试验表中出现,因而需进

行验证试验。按照最佳因素水平进行试验 , 酒精度为

4.7 %Vol,大于试验中任一组合,为最佳。

2.2 鼠曲草提取液的制备

提取液的制备采取超声波法与常规热回流法,并对

两种方法进行比较,结果见表 4。

由表 4 可看出,采用超声波提取技术用于鼠曲草提

取液的制备, 可以使功能因子黄酮类物质更好地浸出。

该方法对黄酮的提取率较高 , 优于常规提取法 , 节省时

间和溶剂,降低了生产成本,提高了经济效益。

2.3 鼠曲草啤酒工艺参数的确定

鼠曲草啤酒工艺参数条件的正交试验结果见表 5

和表 6。

由表 6 可看出 , 以品评为指标 , 影响因素大小排列

为 B>A>C, 最佳工艺条件为 A3B1C1,即最佳工艺条件为

在主发酵前添加 1.0 %鼠曲草提取液, 发酵时间为 8 d;

以黄酮含量为指标 , 影响因素大小排列为 A>C>B,最佳

工艺条件为 A1B1C1:即鼠曲草提取液添加量为 3.0 %,添

加方式为在主发酵前添加,发酵时间为 8 d。结合表 5的

结果,综合考虑两个方面,选择最佳工艺条件为:鼠曲草

提取液添加量为 3.0 %,添加方式为主发酵前,发酵时间

为 8 d。

2.4 啤酒指标

理化分析结果,见表 7。

感官品评 : 啤酒清亮透明 , 泡沫洁白细腻、持久挂

杯 ;有明显的酒花香气 , 口味纯正、淡爽、协调、柔和 , 无

异香异味。

3 结论

根据试验结果 , 我们可以得到以下结论 :固定化酵

母细胞的最佳条件为海藻酸钠浓度为 6 %,氯化钙浓度

为 0.5 %,固化时间为 1 h;进行鼠曲草提取液制备时,采

用超声波技术,可以使更多的营养成分浸出,提高效率。

鼠曲草啤酒的发酵工艺为主发酵前添加 3.0 %的鼠曲草

提取液,发酵时间为 8 d。

鼠曲草中含有的黄酮类物质在经过发酵后大部分

都留在啤酒中 , 说明该工艺是可行的 ;但黄酮类物质对

啤酒酵母代谢副产物的生成有影响。
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