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I F A在酿酒污染野生酵母

快速检测中的应用

顾 国贤 张星元 方刚

(无锡轻工业学院 )
`

(淮海工学院 )

摘要 用关光杭体技术进行快速检浏
,

方法 简便
、

灵敏
、

快速
。

用三种混合血清可 以

检浏 出常见全部污染好生酵母
。

该技米在工厂 中应用结果表明
,

酿酒种酵毋中野生

酵母污染现象是存在的
,

而且随着种酵毋使用代数的增加而越趋严重
。

关键词 关光杭体
; 种酵母 扩野生酵母

0 前 言

啤酒质量的保证除了取决于麦芽质量
,

啤酒酵母性能
、

发酵工艺技术外
,

还取决于酿造

过程是否受到微生物污染
。

微生物污染中较难检测的是野生酵母污染
,

野生酵母在麦汁或啤

酒中繁殖时
,

会产生乙醛
、

高级醇
、

醋及其它代谢产物
,

会出现令人不快的苦味
,

异常 口味和

气味
,

甚至还会使发酵情况恶化 lj[
。

尽管野生酵母在酵母总数中只占很小的 比例
,

但对啤酒

质量的影响却是很大的
。

因此各啤酒厂家应经常检查野生酵母污染情况
,

如果在种酵母接入

发酵罐之前就能将污染的野生酵母检测出来
,

那就可大大减少啤酒酿造过程中野生酵母污

染的可能
。

但因种酵母中污染野生酵母数量少
,

检测难度大
,

受到现有的实验技术的限制
。

本研究采取的免疫荧光抗体技术在检测酿酒污染野生酵母时具有检测准确
、

灵敏度高
、

检测速度快的突出优点 2[,
3〕 。

但该技术过去只用于啤酒酵母中污染野生酵母的检测
,

而 国内

啤酒厂家几乎均由卡尔斯伯酵母发酵生产啤酒
。

因此开展卡尔斯伯酵母中污染野生酵母检

测研究的意义尤其重大
。

1 材料和方法

1
.

1 供试菌种

菌种编号及菌名见表 1
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表 1

菌号

1 1 3 5

1 0 8 1

1 0 7 8

1 0 7 5

1 0 8 7

1 0 9 3

1 0 9 6

1 0 8 4

1 0 9 0

11 1 4

1 11 7

1 1 0 2

1 0 9 9

1 1 1 1

10 4 5

10 5 1

10 5 4

10 5 7

10 6 3

10 7 2

1 14 4

菌名

供试菌种

菌号

1 1 2 6

11 2 3

11 3 8

1 14 1

1 12 0

1 13 2

10 0 1

1 00 3

1 00 6

1 0 0 9

1 0 1 2

1 0 1 5

1 0 1 8

1 0 2 1

1 0 2 4

1 0 2 7

1 0 3 0

1 0 3 3

1 0 3 6

1 0 3 9

10 4 2

菌名

巴斯德酵母
·

巴斯德酵母

啤酒酵母椭圆变种

啤酒酵母椭圆变种

糖化酵母

威尔酵母

威尔酵母

葡萄酒醉母

发酵性酵母

薛瓦酵母

薛瓦酵母

卵形酵母

斯坦纳酵母

意大利酵母

意大利酵母

意大利酵母

啤酒酵母

啤酒酵母

啤酒酵母

啤酒酵母

异常汉逊酵母

毕赤氏酵母

德巴利酵母

德巴利酵母

球拟酵母

热带假丝酵母

卡尔斯伯酵母

卡尔斯伯酵母

卡尔斯伯酵母

卡尔斯伯酵母

卡尔斯伯酵母

卡尔斯伯酵母

卡尔斯伯酵母

卡尔斯伯酵母

卡尔斯伯酵母

卡尔斯伯酵母

卡尔斯伯酵母

卡尔斯伯酵母

卡尔斯伯酵母

卡尔斯伯酵母

卡尔斯伯酵母

卡尔斯伯酵母

.

卡尔斯伯酵母均是国 内外啤酒工厂应用的啤酒酵母

其中啤酒酵母 6株
,

卡尔斯伯酵母 15 株
,

酵母属野生酵母 14 株
,

非酵母属野生酵母 7 株
,

共

有试验菌株 42 株
。

这些菌种由本院菌种室及 日本北海道大学菌种室提供
。

菌种保存于 M Y G P 培养基中 (葡萄糖 1
.

0 %
,

蛋白陈 0
.

5 %
,

酵母膏 。
.

3 %
,

麦芽汁

0
.

3 %
,

琼脂 1
.

5 %
,

p H S
.

6 % ) [̀ 〕
.

1
.

2 试验动物

为青紫蓝家兔
,

由江苏省血防所动物所饲养
。

1
.

3 抗血清制备
1

.

3
.

1 杭 原制备 ( 1) 将酵母菌接入装有 5 0 0 m lM Y G P 培养液的 Z L 三角瓶内
,

在 25 ℃下

摇瓶培养 3d
; ( 2) 在无菌条件下用无菌 0

.

2 % N a CI 溶液反复清洗 6 次
,

并离心制成酵母泥
;

( 3) 将此酵母泥悬浮于 。
.

3 %甲醛盐水中并调整细胞悬浮液浓度至 1 05 个细胞 / m l
.

1
.

3
.

2 免疫方法 取体重在 3一 k7 g 的家兔
,

按下述计划耳缘静脉注射抗原液
:

第 d1 注射

0
.

s m l ;
第 6d 注射 1

.

o m l ;
第 l l d 注射 1

.

s m l ;
第 1 6d 注射 2

.

o m l ;
第 z z d 注射 2

.

o m l
.

最后一次注射后过 d5 抽血化验检查抗体效价 (细胞免疫凝集试验 )
,

如抗体效价未达要

求
,

则在第 2 d7
,

第 3 d2 再注射 2
.

o m l 抗原液
,

第 3 d7 再抽血检测抗体效价
,

如抗体效价达
1 / 30 时可放血制取抗血清

。
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4 L抗体吸收处理 [’ ]

对指定菌株的抗血清 当用过量的其它菌株进行交叉 吸收处理时可以提高抗体特异性
。

其方法为
:

(1 )将培养酵母接入装有 0 5ol mMC Y P培养液的 LZ三角瓶内
,

在 22 ℃下摇瓶培

养 d3
; (2 ) 用无菌生理盐水在无菌条件下反复清洗 6次

,

并离心分离制成酵母泥
; (3 ) 将此

’

酵母泥悬浮于无菌生理盐水 中并调整细胞浓度至 l x lo
,

个细胞 / m l ; ( 4) 用同体积 P B S 液

稀释待吸收的抗血清一次
; ( 5) 离心与待吸收抗血清同体积酵母悬浮液

,

倾去上清液
,

留下

酵母泥
; ( 6) 将此酵母泥悬浮于稀释过的抗血清中

。

并在 37 ℃水浴中保温振荡 h1
; (7 ) 在

4 0 ℃下以 3 5 0 0 r / m i n
离心 l o m i n ,

小心倾倒 出抗血清 ; ( 8 ) 重复 ( 5 ) ( 6 )过程
,

直至达到要求

为止
; ( 9) 检查吸收过的抗血清要求

。

该抗血清对培养酵母呈现阴性反应
,

而对被检酵母则

呈现阳性反应 ; ( 10 ) 将该抗血清作 飞
:

2 0
,

l : 4 0
,

i :
8 0

,

i : 1 6 0
,

i : 3 2 0 ;
稀释

; ( 1 1 ) 备好

酵母涂片
,

并作荧光检查
; ( 1 2 ) 以不同稀释度抗血清进行检查

,

当野生酵母呈阳性反应而培

养酵母呈阴性反应时
,

将该抗血清放于 4℃条件下保存
,

正式检查时再稀释 1 倍使用
。

L S 荧光抗体染色图

( l) 将少量待检酵母泥用 10 m lP B S 液振荡冲洗 6 次
,

再用无菌蒸馏水洗一次
,

并制成

酵母悬浮液
; (2 ) 将此酵母悬浮液调整至浓度为 1

.

5 x 10 “
个细胞 / m l ; ( 3) 用玻璃刀在载

玻片上刻上待检酵母号
,

并在微火上烘烤 Zm in
,

让其 自然冷却
; ( 4) 用 0

.

l m l 无菌移液吸

取 0
.

02 m l 酵母悬浮液均匀地涂在载玻片上
; ( 5) 用 电吹风将涂片吹干

,

并用丙酮 固定
,

接

着以 P B S 液冲洗 3 次
,

每次 s m in ; ( 6) 以 1 / 1 0 稀释度的非免疫马血清稀释诊断血清至所

需值
,

将诊断血清被覆于涂片上
,

将涂片置于 30 ℃ 电热恒温箱内反应 0
.

h5
,

取出后浸入 P B S

液中 10 m in
,

再用 P B S 液反复振荡冲洗 6 次
,

每次 s m in ;
( 7 ) 接着加工作浓度荧光标记羊

抗兔抗体液于徐片上
,

将涂片置入 30 ℃恒温箱内反应 o
.

hs
,

取出后浸人 P B S 中 I Om in
,

再用

P B S 液反复振荡冲洗 6 次
,

每次 s m in ; ( 8) 取出涂片
,

将多余的水珠用吸水纸小心吸去
,

在

涂片上滴加缓冲甘油并封片
;

( 9) 在荧光显微镜下迅速检查
。

2 结论与讨论

本研究用 4 种酵母免疫家兔制备了相应的抗血清
,

见表 2
.

其中抗巴斯德酵母中污染的

酵母属野生酵母有着良好的检测率
。

表 2 诊断血清制备

诊断血清 原抗血清 吸收酵母 备注

1 1 3 5

1 0 8 1

1 0 8 4

1 1 4 4

1 0 2 1

无 抗血清稀释度 1 / 3 2。

ADBC

当把经过卡尔斯伯酵母 1 0 2 1 吸收过的抗巴斯德酵母 1 1 3 5 血清用来检查卡尔斯伯酵母

及污染野生酵母时
,

得结果见表 3
.

结果表明
,

抗 巴斯德酵母 1 1 3 5 血清经卡尔斯伯酵母 10 2 1 吸收后制备的诊断血清 A 能

检出一些常见的酵母属野生酵母
,

还有一些酵母如薛瓦酵母
、

斯坦纳酵母则无法检查出来
,
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部分啤酒酵母椭圆变种及威尔酵母发出荧光
,

所以无法和酵母属野生酵母鉴别开来
。

当用这

些发荧光的卡尔斯伯酵母吸收抗巴斯德酵母 1 1 3 5 血清后
,

该抗血清便无法将卡尔斯伯酵母
和野生酵母有效地区别开来

。

这说明卡尔斯伯酵母中有许多株酵母和一些酵母属野生酵母

抗原较接近
。

表 3 诊断血清 A 对酵母菌的检查结果

菌号 菌名 诊断血清
荧光强度

(抗血清稀释度 1 / 8 0)
菌号 菌名 诊断血清

荧光强度

(抗血清稀释度 1 / 8 0)

巴斯德酵母

啤酒酵母

椭圆变种

椭圆变种

糖化酵母 A

威尔酵母

威尔酵母

葡萄酒酵母

发酵性酵母

薛瓦酵母

薛瓦酵母

卵形酵母

斯坦纳酵母

意大利酵母

啤酒酵母

啤酒酵母

啤酒酵母

1 0 6 3

1 0 0 1

柑++柑升++++

1 0花

1 0 8 7

1 0 9 6

10 8 4

1 0 1 5

10 8 1

+料十

11 0 2

10 9 9

抖料+十

10 4 5

1 0 5 1

啤酒酵母

卡尔斯伯酵母

卡尔斯伯酵母

卡尔斯伯酵母

卡尔斯伯酵母 A

卡尔斯伯酵母

卡尔斯伯酵母

卡 尔斯伯酵母

卡 尔斯伯酵母

卡尔斯伯酵母

卡尔斯伯酵母

卡尔斯伯酵母

卡尔斯伯酵母

卡尔斯伯酵母

卡尔斯伯酵母

卡尔斯伯酵母

卡尔斯伯酵母

用文献「幻中证明对啤酒酵母中污染野生酵母有 良好的检测效果的抗啤酒酵母椭 圆变

株 1 0 8 1 血清检测卡尔斯伯酵母中污染野生酵母
,

结果不太理想
,

一些重要的野生酵母如威

尔酵母
、

发酵性酵母
、

薛瓦酵母
、

斯坦纳酵母都无法被检测出来
,

巴斯德酵母
,

部分啤酒酵母

椭圆变种也仅发出微弱的荧光
。

用抗葡萄酒酵母 1 0 8 4 血清 (诊断血清 C )检测要 比用抗啤酒酵母椭圆变种 1 0 81 血清

(诊断血清 B )检测效果好得多
,

虽有部分野生酵母如啤酒酵母椭圆变种
、

意大利酵母未被检

测出来
,

但大多数其它酵母属野生酵母都被检测出来
。

另外
,

用该抗血清检测时
,

无法和野生
.

酵母鉴别开来的卡尔斯伯酵母数也较少 (共有 4 株 )
。

将抗巴斯德酵母 1 1 3 5血清 (诊断血清

A )和抗葡萄酒酵母 1 0 8 4 血清 (诊断血清 C )混合后检测野生酵母时
,

得结果见表 4
。

结果表明用单一抗血清无法检测出来的野生酵母能被这两种混合血清有效地检测 出

来
。

’

当然
,

用这种混合血清检测时
,

无法和野生酵母鉴别开来的卡尔斯伯酵母数也增加到 6

株
。
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表 4 诊断血清 A /诊断血清 C 混合检测醉母结果

菌号 菌名
诊断血清 A

荧光 强度

诊断血清 B A / C 混合血清

柑十拼十姗拼洲拼升++脱料拼柑十+姗柑+什十料姗+什+++

料什份料什++十

拼++份+++抖+

+什

柑什+++讲料+升升++

什+

++

++料十什

巴斯德酵母

啤酒酵母椭圆变种

啤酒酵母椭圆变种

啤酒酵母椭 圆变种

威尔酵母

威 尔酵母

葡萄酒酵母

糖化酵母

发酵性酵母

薛瓦酵母

薛瓦酵母

卵形酵母

意大利酵母

斯坦纳酵母

啤酒酵母

啤酒酵母

啤酒酵母

啤酒酵母

啤酒酵母

啤酒酵母

卡尔斯伯酵母

卡尔斯伯酵母

卡 尔斯伯酵母

卡尔斯伯酵母

卡尔斯伯酵母

卡尔斯伯酵母

卡尔斯伯酵母

因抗巴斯德酵母 1 1 3 5 血清和抗葡萄酒酵母 1 0 8 4 血清的混合血清对酵母属野生酵母有

较高的检测率
,

而对非酵母属野生酵母的检测效果不理想
。

所以本研究把能将非酵母属野生

酵母检测出来的抗异常汉逊酵母 1 1 4 4 血清 (诊 断血清 B )与上述两种抗血清混合后用来检

测卡尔斯伯酵母中污染野生酵母
,

得结果见表 5
。

结果表明
,

这种混合血清不仅能检测出卡尔斯酵母中污染的酵母属野生酵母
,

而且能有

效地将其中污染的非酵母属野生酵母检测出来
,

不足之处是在 15 株卡尔斯伯酵母中有 7 株

酵母用该混合血清检测时不能与污染野生酵母很好地鉴别开来
。

说明卡尔斯伯酵母抗原成

分较复杂
,

有许多菌株与野生酵母之前存在大量的血清交叉反应
,

从而限制了该技术在卡尔

斯伯酵母中污染野生酵母检测方面的应用范围
。

尽管如此
,

通过对模拟样品的检测表明
,

该

技术检测准确
、

灵敏度高
,

能检测出百万以上培养酵母中混入的个别野生酵母
,

检测速度快
,

仅需 3 ~ h4
.

因此
,

与其它技术相 比仍有其可取之处
。
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表 5 诊断血清 A /诊断血清 C /诊断血清 D /混合血清对醉母检查结果

菌号 菌名
荧光强度

诊断血清 A 诊断血清 B 诊断血清 D A / C 混合血清

十++什拼十+什十+十拼+拼 科+++抖料+1一++

++一一+

+抖+升

1 1 4 4

1 0 2 6

1 0 9 3

1 0 8 4

10 8 7

10 9 0

1 14 1

10 0 9

10 1 2

10 2 1

10 2 4

1 0 2 7

1 0 3 0

1 0 4 2

1 0 0 1

1 0 0 3

异常汉逊酵母

毕赤 氏酵母

热带假丝酵母

德 巴利酵母

球拟酵母

球拟酵母

胶红酵母

卡尔斯伯酵母

卡尔斯伯酵母

卡 尔斯伯酵母

卡尔斯伯酵母

卡尔斯伯酵母

卡尔斯伯酵母

卡尔斯伯酵母

卡尔斯伯酵母

卡尔斯伯酵母

料

升

+

+

本研究中能与野生酵母有效鉴别开的卡尔斯伯酵母包括 1 株 目前国内众多啤酒厂使用

的卡尔斯伯酵母
。

通过对从使用该种酵母的某啤酒厂为传统敞 口主发酵池
,

发酵后收集的酵

母泥取来的样品— 各代种酵母的检查
,

所得结果见表 6
。

表 6 各代种醉母中野生醉母污染情况检查 (单位
:

个 /百万 )

种酵母代数 污染野生酵母个数 种酵母代数 污染野生酵母个数

第 1 代

第 2 代

l ~ 1 2 第 3 代

第 4 代

6 0~ 8 0

2 6 ~ 4 0 2 7 0~ 3 0 0

.

一

.r一,
.

件

`J
I

.
t

菩eelJ
.

seee斗.,
几

.lJes
lo

们U
司0沈旧n050

.。o匀
马U,̀,̀

J
且,三

幸做称少汽汁叹葬滋申州家涨公

结果表明
,

该啤酒厂啤酒生产中各代

种酵母均不同程度地受到野生酵母的污染
,

其发展情况如图 1 所示
。

目前大罐发酵的啤酒厂种酵母使用代

数约为 4 ~ 6 代
,

有的小啤酒厂种酵母使用

代数更多
,

种酵母究竟应该使用多少代 ? 各

啤酒厂对此没有合理的分析手段
,

通常都是

根据经验或啤酒 口 味变化以及是否发生啤

酒混 浊来决定取舍
,

这 显然过于 粗糙和落

后
。

iR hc
a dr s

认为 6[]
:

在一百万种酵母中污

染野生酵母数超过 1 00 个时就不应再用该

代种酵母
。

按此标准
,

本研究中所检查 的该

啤酒厂第 4 代酵母中污染野生酵母数 巳超标
。

种酵母代数

图
.

1 某啤酒厂生产中各种醉母

污染野生醉母发展情况示意图

理该舍去不用
。

其它几代种酵母也不同程度
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地受到野生酵母的污染也愈益严重
。
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