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摘要　以两株青岛啤酒酵母 c-02和 c-03为出发菌株,经紫外线诱变后挑出甲磺隆

抗性菌株, 经过实验室 菌种分离、筛选、发酵及双乙酰驯养等步骤选育出一株º#

菌, 12°P 麦汁经1000L 小罐11℃低温发酵,双乙酰峰值为0. 35mg / L , 主酵结束双

乙酰为0. 13mg / L ,成品啤酒双乙酰为0. 06mg / L ,成品啤酒真正发酵度65. 6% ,凝

聚性指标 F 值为48. 4%,啤酒风味基本不变。
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0　前　　言
青岛啤酒酵母是我国啤酒厂中应用最为广泛的啤酒酵母,在长期的生产实践中,青岛酵

母已形成自己独特的生理特性,能酿制出独特风味的啤酒,并已为广大消费者接受和喜爱。

但青岛酵母也存在着一定的缺陷,如酵母细胞较大,发酵液中游离酵母细胞密度不高、细胞

凝聚性强、双乙酰峰值高、还原期长等。因此作者对青岛酵母进行了改良研究,在保持啤酒风

味基本不变的前提下,进一步提高青岛酵母各方面的性能,其中最主要是降低双乙酰的含

量,降低细胞凝聚性,加快发酵速度。

对于降低啤酒中双乙酰含量的研究, 国内外文献已有大量报道 [ 1, 2]。本文中介绍的是利

用酵母对广谱除草剂甲磺隆( Sulfulmeturo n methy l)的抗性来筛选低双乙酰青岛啤酒酵母,

并通过双乙酰还原驯养,提高酵母自身双乙酰还原酶的活性, 以期得到一株啤酒风味不变,

双乙酰降低快的青岛啤酒酵母改良菌。

1　实验材料与方法
1. 1　菌种

啤酒酵母 c-02, c-03　无锡轻工大学保藏菌株。



1. 2　培养基

1. 2. 1　发酵培养基　24%大米作辅料的12°P 麦汁发酵培养基, 工艺曲线按青岛啤酒厂实

际生产工艺曲线。

1. 2. 2　WLN 平板　双乙酰峰值培养基。

1. 3　实验方法

1. 3. 1　紫外线诱变　15W 紫外灯25cm 处照射50s

1. 3. 2　甲磺隆抗性处理

保藏菌种 斜面活化
1环

5ml 麦汁试管
1ml

9ml 麦汁试管 100ml 麦汁锥形瓶

出芽率< 3% 取10m l菌液于2000r/ m in 离心,倒去上清液 加入10ml不同浓度的

甲磺隆缓冲液
振荡30min

稀释涂布WLN 平板
3d
挑出白色菌落 低温发酵试验。

1. 3. 3　双乙酰还原驯养

1)　双乙酰还原间歇驯养

保藏菌种 活化 扩培 300m l麦汁锥形瓶(带发酵栓)发酵 第3天外加双乙

酰 继续发酵至第5天 酵母泥接种重新发酵 重复以上实验 发酵第5代后测双

乙酰水平 剔除双乙酰不合格菌种,其余继续驯养。

添加的双乙酰浓度从0. 5mg / L 依次升高, 5代以后添加的双乙酰浓度稍下降后继续梯

度提高,本文中双乙酰浓度加到1. 7mg / L .

2)　双乙酰连续驯养

选一株在间歇驯养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5%～6%, 将发酵液倒出, 49kPa 下灭菌15min 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,盛接在一灭过菌的锥形瓶中,连续运行5～7d, 每天测定流出液的细

胞数、出芽率、双乙酰以及外观。整个连续系统稳定运行一段时间后结束。从柱中悬浮液中或

分离筛选,或继续扩培、发酵、驯养。

1. 4　分析方法

1)　双乙酰测定, 麦汁浸出物、发酵液外观浓度测定 [ 3]。

2)　细胞大小测定
[ 4]
。

3)　凝聚性测定[ 5]。

2　结果与讨论
2. 1　紫外线诱变及甲磺隆处理后低产 A-乙酰乳酸酵母菌株的筛选
2. 1. 1　诱变及抗性平板筛选　经U V 处理50s的酵母悬浮液,采用200mg / L 甲磺隆处理后

涂布W LN 平板,共挑出80个白色菌落。

2. 1. 2　细胞大小的测定　将80株菌培养到出芽率< 5%时测定细胞大小,挑选较小细胞进

行低温发酵试验。表1中列出的是其中的10株菌的测定结果。

2. 1. 3　低温发酵试验　选取4
#

, 5
#

, 6
#

, 12
#
进行低温发酵试验。结果见表2.
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表1　细胞大小的测定

　 c-02 c-03 1 3 4 5 6 8 10 12

大小 7. 4 6. 4 7. 1 7. 0 6. 1 6. 2 6. 5 6. 5 7. 8 6. 0
( Lm) ×8. 5 ×8. 0 ×8. 1 ×7. 8 ×7. 1 ×7. 1 ×7. 5 ×8. 1 ×9. 6 ×7. 1

长短轴比 1÷1. 15 1÷1. 25 1÷1. 14 1÷1. 11 1÷1. 16 1÷1. 15 1÷1. 15 1÷1. 25 1÷1. 23 1÷1. 18

体积( Lm3) 355 214 244 216 161 164 191 223 376 158

表2　一代酵母低温发酵产 A-乙酰乳酸和双乙酰(A+ VDK)水平

　 c-02 c-03 4 5 6 12

A+ VDK( mg/ L) 　　0. 76 　　 0. 64 　　0. 41 　　0. 53 　　0. 58 　　0. 48

外观浓度( % ) 2. 73 2. 55 3. 10 2. 75 3. 23 2. 48

外观发酵度( % ) 76. 9 78. 4 73. 7 76. 7 72. 6 79. 0

　　注:表2中列出的 A+ VDK 值是 A-乙酰乳酸和双乙酰含量的总和。

2. 2　双乙酰驯养强化 VDK还原

2. 2. 1　双乙酰间歇驯养　出发菌种 c-03和经过诱变后的甲磺隆抗性菌株4# 和12# 经双乙

酰25代间歇驯养后的发酵情况见表3.

结果表明,经双乙酰喂养间歇驯养后的

菌株在发酵5d 后 A-乙酰乳酸和双乙酰
含量要比不经驯养的出发株低得多。

表3　25代双乙酰喂养间歇驯养后低温发酵结果

　 c-03(原) c-03(驯) 4 12

A+ VDK( mg /L ) 　 0. 60 　 0. 48 　0. 33 　0. 38

外观发酵度( % ) 75. 6 76. 2 75. 2 72. 0

2. 2. 2　双乙酰连续驯养　4# 菌株在柱中细胞密度40×106个/ ml , 流加发酵液外观浓度

5. 3%, VDK 含量2. 5mg / L ,流速6m l/ h,温度6℃, D= 0. 03h
- 1 . 连续驯养7d后,从柱中分离

筛选出10株菌进行低温发酵试验,其中5株菌细胞大小, A-乙酰乳酸、双乙酰含量和凝聚性等
指标相对较好,结果见表4.

表4　双乙酰连续驯养后分离菌株的低温发酵结果

　 ¹ º » Á bk

大小( Lm) 5. 8×6. 4 5. 1×5. 7 6. 5×7. 3 6. 3×6. 7 6. 4×7. 4

长短轴比 1÷1. 10 1÷1. 12 1÷1. 12 1÷1. 06 1÷1. 16

体积( Lm3) 　　124 　　87 　　181 　　148 　　296

A+ VDK( mg/ L) 0. 35 0. 32 0. 35 0. 40 0. 41

外观发酵度( % ) 75. 0 72. 0 72. 3 68. 9 68. 9

F 值( %) 43. 2 48. 4 54. 1 51. 2 50. 0

　　　注÷F 值是酵母凝聚性的指标, F 值越大,反映酵母凝聚性或沉淀性倾向越大。

2. 3　优选菌株放大试验

经过稳定性实验,最后选取º进行1000L 放大试验, 发酵曲线见图1. 嫩啤酒双乙酰为

0. 13mg / L ,成品啤酒双乙酰为0. 06mg / L ,真正发酵度为65. 6%, 啤酒风味基本不变。

3　结　　论
1)　啤酒酵母甲磺隆抗性菌株中,的确存在着低温发酵后产生的双乙酰低于出发菌株

的酵母。本实验室大量的实验可以说明,通过紫外线诱变后筛选甲磺隆抗性突变株来选育低

双乙酰啤酒酵母是可行的。

2)　由于甲磺隆抗性菌株中 A-乙酰乳酸合成酶的活性降低, 由此在原来的发酵温度

( 10℃)发酵时,速度较慢。因此, 可把优选株的发酵温度提高到11～12℃进行,以缩短发酵周
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图1　1000L罐发酵曲线

1红胞数(×106)　2双乙酰( mg /L )　3外观浓度(°P)　4 出芽率( % )

期。

3)　利用在发酵中间歇外加

双乙酰来促进啤酒酵母对双乙酰

的还原, 实验证明此方法简单易

行,并且酵母对双乙酰的还原能力

有较明显的提高。但是此方法的缺

点是实验时间太长,在短时间内无

明显提高。而连续驯养则可以在短

时间内取得较为明显的进步。另外

在连续驯养过程中,挑选悬浮在反

应柱上部的细胞进行下一级的驯

养,对降低细胞凝聚性很有效果。最后我们得到一株大小为5. 1×5. 7Lm, 双乙酰峰值0.

35m g/ L (比原来降低50%) , 凝聚性 F 值48. 4% ,成品啤酒真正发酵度65. 6%, 风味基本不

变的较理想菌株。
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Study on Diacetyl-less Brewer's Yeast
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Abstract　Tw o indust rial yeasts, c-02 and c-03, were used as the orig inal strains in this

research. After UV m utat io n, the st rains resistant to sulfomutur on m ethyl w ere achieved.

With isolat ion, select ion and domestication, a st rain whose targ ets accor ding w ith the gen-

er al demands w as obtained. At 11℃fermentat ion w ith 12°P w ort , the peak v alue o f di-

acety l w as 0. 35mg / L , the f inal value of diacetyl af ter m ain ferm entat io n 0. 15mg / L , the

real maxim um fermentat ion degree o f w ort 72. 7%, and the value of F 48. 4% . The beer

flav or was found to be generally maintained.

Key-words　indust ry yeast ; sulfometur on methy l; diacetyl; dom est icat io n
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