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摘 要： 以啤酒酵母 $%&’ 为出发菌株，经 () 诱变育种后获得一株亮氨酸缺陷型菌株 *$&++。

与出发菌株相比，该菌株杂醇油生成量下降了 #,-’. /，其他发酵性能基本保持不变。*$&++ 在较

高主发酵温度（+’ 0）下的啤酒发酵实验表明，其杂醇油生成量为 1,-!, 23 4 5，与出发菌株在 6 0
发酵条件下的杂醇油生成量 1!-#’ 23 4 5 基本相当，而双乙酰的生成量则下降了 +,-+! /。
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杂醇油是啤酒发酵副产物的主要成分。它们来自酮

酸，与酵母细胞合成有关，对啤酒风味具有重大影响 \+]。

研究表明，杂醇油既可以通过氨基酸的分解代谢途径生

成，也可以通过合成代谢途径由糖代谢生成。近年来，啤

酒厂家采用高温酵母在 +# 0甚至更高的温度下进行发

酵，虽然达到了提高降糖速度、缩短发酵周期、加快双乙

酰还原的目的，但啤酒中杂醇油的含量也相应增加。通

过诱变育种，选育杂醇油生成量小的菌株，使其在较高

温度下的啤酒发酵过程中杂醇油的生成量依然控制在

合理的范围内，这样不仅从根本上减少了成品啤酒的杂

醇油含量，而且随着主发酵温度的提高，能进一步缩短

发酵时间，降低能耗，增加设备周转率，降低生产成本。

+ 材料和方法

+-+ 菌种

啤酒酵母（!"##$"%&’(#)* #)%)+,*,")）$%&’，天津科

技大学现代酿造研究室保存菌种。

+-# 分析方法

杂醇油的测定：对二甲氨基苯甲醛比色法\#]。!&氨基

氮的测定：茚三酮法\!]。凝聚性的测定：光密度改良法\,]。

成品中风味物质的测定：气相色谱法。

+-! 实验方法

+-!-+ 酵母种子扩大培养

一级试管培养：取斜面菌种一环，接种于盛有 +"
25 麦汁培养基的试管内，#, 0培养 # D。

二级三角瓶培养：将试管中的酵母液转接入盛有

+"" 25 麦汁的 #," 25 三角瓶内，#" 0培养 #^! D。

三级三角瓶培养：每个 ,"" 25 三角瓶内装 +"" 25
麦汁，灭菌，接二级培养液 +" 25，+, 0培养 #^! D。离心

收集菌体，菌体用无菌水洗涤离心两次，低温保存备用。

+-!-# 诱变育种

选择合适的诱变剂量对出发菌株进行紫外诱变，诱

变处理液涂布在限制培养基上，将生长的单个小菌落对

应点接于基本培养基和添加亮氨酸基本培养基（亮氨酸

终浓度为 !" 23 4 5）平板上，#9 0培养，挑选亮氨酸缺陷

型突变菌株\’]。
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SC-4 69.49 71.50 53 3.9 
MS-1 69.15 65.15 53 4.0 
MS-4 67.80 13.68 52 3.7 
MS-9 68.98 66.88 53 3.8 
MS-11 69.58 66.89 53 4.0 

 

图 % $ 株突变株发酵速度情况

%)&)& 啤酒发酵

麦汁浓度 %!./012，麦汁中的 !3氨基氮通过添加蔗

糖的比例来调节，酵母泥接种量为 ")# 4。

! 结果与分析

!)% 56 诱变选育低产杂醇油突变菌株

啤酒中异戊醇、异丁醇和活性戊醇是影响啤酒质量

的主要高级醇类，由分支链氨基酸（缬氨酸、亮氨酸和异

亮氨酸）经分解代谢生成，或经合成代谢途径由糖代谢

生成。在合成氨基酸的过程中，形成的 !3酮酸经脱羧、

还原形成相应的高级醇。所以，可以通过选育分支链氨

基酸营养缺陷型突变菌株，减弱或切断其合成过程中某

些酶的作用，从而减少杂醇油合成的前体物质 !3酮酸

的积累，以达到降低啤酒中杂醇油形成的目的。以选育

亮氨酸缺陷型突变菌株为初筛方法，取诱变后的菌液经

中间培养，淘汰野生型后，采用逐个检出法得到 %% 株亮

氨酸营养缺陷型突变菌株，分别测定这 %% 株菌株的杂

醇油生成情况，结果有 $ 株突变株在啤酒发酵试验中的

杂醇油生成量比出发菌株减少了 !" 4以上，结果见表

%。

!)! 低产杂醇油突变菌株发酵性能的测定

对这 $ 株突变株（783%，783$，7839，783%%）的基

本发酵性能进行测定，包括发酵度、发酵速度、凝聚性、

死灭温度及酒精度。发酵条件为：麦汁浓度 %!./012，!3
氨基氮含量 %9" :; < =，主发酵温度 9 >，酵母泥接种量

为 ")# 4。图 % 为 $ 株突变株的发酵速度比较，从结果可

以看出，各菌株的发酵速度没有明显差别，主发酵 ? @
后降糖基本结束。

表 ! 为 $ 株突变株的发酵度、凝聚性、死灭温度及

主发酵结束后的酒精度。结果表明，各菌株的发酵度没

有太大变化，凝聚性有所下降，其中 783$ 的凝聚性变

化非常大，且其死灭温度也发生了变化。啤酒酵母的凝

聚性是酵母主要生理特征之一，凝聚性的强弱受基因控

制，不同菌株间差异很大。凝聚性弱的酵母，从酒液中分

离晚，沉淀慢，酒液中细胞密度高，发酵度高，回收酵母

量少，滤酒困难。但随着突变株 783$ 凝聚性的下降，其

发酵度及酒精度并没有明显上升，这可能是由于紫外诱

变不仅破坏了出发菌株的氨基酸合成，使菌体生长受到

限制，而且控制啤酒酵母凝聚性的基因也发生变化。

表 & 为突变株啤酒发酵过程中的双乙酰峰值及主

发酵结束后双乙酰、杂醇油的生成情况。结果表明，虽然

突变株 783%，7839 的杂醇油生成量明显下降，但其双

乙酰的生成量却大幅上升，这可能是由于亮氨酸缺陷型

突变株的分支链氨基酸代谢途径中 !3乙酰乳酸发生积

累，而 !3乙酰乳酸也正是双乙酰形成的前体物质。经过

发酵试验发现突变株 783%，783$，7839 均不适宜进行

啤酒发酵，而突变株 783%% 与出发菌株 8A3$ 相比，其

基本发酵性能不变，杂醇油的生成量减少了 !" 4以上，

经传代试验证明具有较好的遗传稳定性。

!)& 突变株 783$ 在 %$ >下的发酵情况

!)&)% 发酵速度

图 ! 为出发菌株 8A3$ 与 783%% 在 9 >和 %$ >下

的发酵速度比较。从图中可以看出，随着温度的上升，发

酵速度明显提高。不论是出发菌株还是突变株，在 %$ >
的发酵条件下，$ @ 后降糖都基本结束。而在 9 >的发酵

条件下，要 B @ 后才能结束。

!)&)! 杂醇油及双乙酰生成情况

调整麦汁浓度 %!./012，!3氨基氮含量 %9" :; < =，酵

母泥接种量为 ")# 4。主发酵结束后，进行后发酵，贮酒，
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图 ! 在 " #和 $% #下的发酵速度比较

然后测定其杂醇油及双乙酰生成情况，结果见表 %。从

表中可以看出，随着温度的升高，出发菌株和突变株的

杂醇油生成量都有所增加，双乙酰生成量都有所降低。

突 变 菌 株 &’($$ 在 $% #下 的 杂 醇 油 生 成 量 为 )*+,*
-. / 0，与出发菌株在 " #发酵条件下的杂醇油生成量

),+!% -. / 0 基 本 相 当 ， 而 双 乙 酰 的 生 成 量 则 下 降 了

$*+$, 1。

!+% 啤酒发酵试验

!+%+$ 成品啤酒风味物质的比较

用气相色谱对出发菌株 ’2(! 和突变菌株 &’($$
在 " #和 $% #发酵条件下的啤酒样品分别进行风味物

质的测定，结果见表 *。

从表 * 可以看出，与出发菌株 ’2(! 相比，菌株

&’($$ 产生的异丁醇、异戊醇生成量都有所下降，乙醛、

乙酸异戊酯的含量也有较明显的降低，其他风味物质的

浓度变化不大。乙醛是啤酒发酵过程中产生的主要醛

类，也是啤酒中含量最高的醛类。它是酵母进行乙醇发

酵的中间产物，是由丙酮酸脱羧而形成的。啤酒中其他

醛类也是相应高级醇类的前体物质。由于突变菌株 &’(

$$ 发生基因突变，使杂醇油形成的前体物质酮酸的积

累减少，这也相应地降低了啤酒中醛类物质的含量。

!+%+! 啤酒风味保鲜期的预测

345（硫代巴比妥酸）法主要测定的是以二烯醛类

（啤酒中风味老化的代表性化合物）为代表的羰基化合

物的变化，该值在一定程度上可表征老化物质的含量。

啤酒的 345 值越高，表明该啤酒中所含的羰基化合物

越多，风味稳定性越差，反之，则越强。啤酒在经 )6 #加

热后，其羰基化合物含量的变化与同一啤酒在常温下，

经过正常保存期（% 个月）后的含量变化非常相似。通过

计算风味保鲜值（7’8）可以预测啤酒的保质期。啤酒的

风味保鲜值越大，啤酒保质期就越长。出发菌株和突变

菌株发酵啤酒的风味保鲜期预测结果见表 )。从表中可

以看出，&’($$ 菌在 $% #主发酵条件下生产的啤酒的

345 值比 ’2(! 菌在 " #下生产的啤酒降低了 $!+69 1，

7’8 值提高了 !"+), 1，说明菌株 &’($$ 生产的啤酒其

保质期比出发菌株 ’2(! 长，风味稳定性高于出发菌株

’2(! 生产的啤酒。

, 结论

,+$ 通过选育啤酒酵母亮氨酸缺陷型突变菌株，可以

达到降低啤酒发酵过程中杂醇油生成量的目的。

,+! 随着主发酵温度的提高，降糖速度加快，同时提高

了双乙酰的还原速度，发酵周期缩短。

,+, 选育出的突变菌株 &’($$ 在 $% #发酵条件下的

杂醇油生成量为 )*+,* -. / 0，双乙酰含量为 6+6%6% -. /
0，可用于工业生产。

,+% 啤酒发酵实验结果表明，与出发菌株 ’2(! 相比，

突变菌株 &’($$ 产生的异丁醇、异戊醇生成量都有所

下降，乙醛、乙酸异戊酯的含量也有较明显的降低，其他

风味物质的浓度变化不大。

,+* &’($$ 菌株生产的啤酒的 345 值下降，7’8 值增

加，说明 &’($$ 菌株生产的啤酒其保质期比 ’2(! 菌

长，风味稳定性高于 ’2(! 菌生产的啤酒。
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