
书书书

!
第!"卷第#期

!$$%年"月 ! ! !!!! !
食 品 与 生 物 技 术 学 报

!"#$%&’"()""*+,-.%,.&%*/-"0.,1%"’"23
! ! !!!!

&’()!"!*’)#
+,-!!$$%

!文章编号!.%/#0.%12"!$$%#$#0$$%#0$3

!!收稿日期!!$$"0$#0.."!修回日期!!$$"0$"0!")

!!基金项目!辽宁省教育厅高校科研基金项目#!$!$/$.$2#$)
作者简介!孙付保#.2/"0$%男%河南南阳人%发酵工程博士研究生)

离子对啤酒酵母代谢产酸的影响

孙付保.!!!!任洪艳.!!!!赵长新.

!.)大连轻工业学院 生物与食品工程学院"辽宁 大连..%$#3#!)中科院过程工程研究所 生物化

工国家重点实验室"北京.$$$1$$

摘!要!在离子型培养基中分别添加%41$3!.#4%.$!!/4!.%5"6的78!9:3以及%%4#2!.#14/"!

!//43;5"6的<,<(!!对通风发酵过程中的不同7=#<,!= 浓度影响啤酒酵母代谢产%种有机酸

含量的动态变化进行了跟踪检测$研究结果表明!7=#<,!= 可能通过作用于酵母细胞膜上的膜蛋

白或调控生理代谢网络中代谢流相关的酶!从而使不同的7=#<,!= 浓度影响啤酒酵母响应产酸的

峰值和峰值响应时间%在通风发酵过程中!啤酒酵母代谢产乳酸较多&多达14#;5";6’!产琥珀酸

较少&不超过!"$!5";6’%发酵终点时!随7=#<,!= 浓度增大!啤酒酵母代谢产酒石酸和琥珀酸等

含量减少$
关键词!7=#<,!=#离子#啤酒酵母#有机酸#代谢

中图分类号!>?2!$)3 文献标识码!@
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!!啤 酒 种 类 和 风 味 的 差 异 性%很 大 程 度 上 与 原 料’酿造条件 和 酿 造 用 水 等 因 素 有 关%这 实 际 上 与
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培养时各种 无 机 离 子 种 类 和 数 量 的 微 观 差 异 性 密

切相关!发酵过程要做到能保持某些条件不变"才

能研究单一组分改变对细胞功能的影响#.$)因此通

过改变培养 基 中 的 离 子 浓 度 来 判 断 某 一 代 谢 中 间

物是否参与代谢甚或影响细胞生理"而这已成为代

谢控制分析的主要内容"胞内代谢物水平的信息是

描述细胞 代 谢 控 制 的 依 据#!$!在 国 内 开 展 了 很 多

金属离子影 响 酵 母 生 长 繁 殖 及 其 代 谢 产 物 方 面 的

研究 ##̂ %$"但金属离子影响啤酒酵母代谢产酸方面

未曾见报道!鉴于此"在已经开展的金属离子对啤

酒酵母代谢双乙酰研究#/$的基础上"作者以营养环

境中含量较高的7=%<,!= 为切入点"应用高效液相

色谱&896<’技术"对 通 风 条 件 下 离 子 影 响 啤 酒 酵

母产柠檬酸%苹 果 酸%琥 珀 酸%酒 石 酸%乙 酸 和 乳 酸

等的动态变化进行了分析研究"以期探讨啤酒酵母

细胞的代谢产酸规律!

>!材料与方法

>?>!试验材料

>?>?>! 菌种!啤酒酵母由大连华润啤酒厂提供!

>?>?@!主 要 培 养 基!发 酵 培 养 基(蔗 糖.$$5"蛋

白胨.$5"*838!9:3!5"+5A:3)/8!:32!
;5"*,!89:312"43;5"<,<(!!//43;5"加 去 离

子水.$$$;6"78!9:3和<,<(! 含量见表.!
表>!培养基中两种离子的质量浓度

A&8B>!C"%0.%0"(0="-"%;-%01.,#’0#$.

样品 78!9:3质量浓度*&5*6’<,<(!质量浓度*&;5*6’

"号 %41$3 !//43
#号 .#4%.$ !//43

$号 !/4!.% !//43

%号 .#4%.$ %%4#2

&号 .#4%.$ .#14/"

>?>?D!仪器 设 备!超 高 速 冷 冻 离 心 机&O0!!+’"

>JMW;’TG<公司制 造+台 式 微 波 炉&*,VL’H,(0**0
7"1$+CA’"上 海 松 下 微 波 炉 有 限 公 司 制 造+$4!!

!;针筒式水膜过滤器"大连依利特公司制造+高效

液相色谱仪&日本_,UR’公司制造’"!O’HQ,[,]<.1
柱&日本_,UR’公 司 制 造’(.$!;‘#)2;;‘#$$
;;+预分离柱(<.1填料"AM[09,]<.1&国产A09柱’+
流动相($4$.;’(*678!9:#水溶液"[8!4%"&磷

酸调节’"用$43"!;孔 径 的 合 成 纤 维 素 酯 滤 膜 进

行真空超滤"超声波脱气!$;LH!
标准有机酸溶液采用超纯水配制"经$4!!!;

微孔滤膜过滤 后 备 用4 标 准 有 机 酸(酒 石 酸%柠 檬

酸%琥 珀 酸%苹 果 酸%乙 酸 和 乳 酸&色 谱 纯 或 分 析

纯’+超纯水(娃哈哈纯净水经$43"!;孔径的合成

纤维素酯滤膜进行真空超滤!

>?@!实验方法

>?@?>!菌体培养!见文献#1$!

>?@?@!还原糖的测定!培养基配比时葡萄糖含量

较高"定期测 还 原 糖 时 稀 释.$$倍"用 二 硝 基 苯 酚

&S*A’法进行测定#2$!

>?@?D!发酵液预处理!取!$;6发酵液"于"a
.1$$$W*;LH超高速冷冻离心.$;LH!上清液存样

以用来测定发酵液中的有机酸!

>?@?E!高效液 相 色 谱 法!896<"对 有 机 酸 的 测 定

!色 谱 条 件 为 流 速$4/;6*;LH+监 测 器 波 长!."
H;+柱压.$$79,+柱温为室温+灵敏度$4$3+进样

量!$!6*次!
经上述.1$$$W*;LH离心.$;LH后的发酵液"

用一次性无菌注射器&!;6’配合$4!!!;的针筒

式水膜过滤器直接进样检测#.$$!

@!结果与分析

@?>!不同<F 离子浓度对G种有机酸代谢的影响

在不同7= 离子浓度的培养基中"用 896<法

对发酵液中的%种有机酸含量变化进行1次跟踪监

测"结果见图.’图#和表!!

图>!不同<F 浓度影响酒石酸的变化

)-2B>!4%(’#.%,."(*-((.$.%0<F"%0&$&$-,&,-*,1&%2.

图@!不同<F 浓度影响苹果酸的变化

)-2B@!4%(’#.%,."(*-((.$.%0<F"%H&’-,&,-*,1&%2.
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图D! 不同<F 浓度影响琥珀酸的变化

)-2BD!4%(’#.%,."(*-((.$.%0<F"%&H8.$&,-*,1&%2.

表@!其余D种有机酸含量的部分数据

A&8B@!C"%0.%0"("01.$01$.."$2&-%,&,-*;

培养
时间!
J

柠檬酸质量
浓度!"!5!;6#

# $ &

乳酸质量浓度!
";5!;6#

$ &

冰乙酸质量
浓度!"!5!;6#

% &

.! ./4" "334#./$4% "41 #4# 3214/ %2342

!3 !/41 31.42!%34! "4! 34# ##$4! 1%141

#% 3/4! ..343.3%42 %41 "4! #$343 /"!43

31 %24% .214. ./4. /43 !42 !%.4! %/.4.

%$ !342 3$/4"#3.43 14# #4/ .!#4$ 未检出

/! .214/#%"41!$.4% /42 #4# 未检出 未检出

13 #$343.#/43.#343 #4! .4! 未检出 未检出

2% "34% %"4% 1"4/ .4. .4# 未检出 未检出

!!从 图.’#可 以 看 出$7= 影 响 发 酵 液 中 酒 石

酸%苹果酸%琥珀 酸 含 量 变 化$7= 浓 度 影 响 了 各 种

机酸代谢 动 态 变 化 的 峰 值 和 峰 值 时 间&发 酵 后 期

"13’2%J#发酵液中#种有机酸含量均下降$且随

着#种离子型培养基中 7= 浓度的增大$每种酸 含

量下降加快’到发酵终点"2%J#时$7= 离子浓度越

大$发酵终点时有机酸的含量越低&这表明$7= 在

一定的浓度范围能刺激酵母生理代谢产酸$结合赵

长新等人(..)研究的 啤 酒 酵 母 发 酵 过 程 离 子 含 量 动

态变化结果$有机酸动态变化很可能是离子流的综

合性响应结果$最终导致离子影响了酵母生理代谢

的代谢通量&

@?@!不同C&@F 浓度对有机酸代谢的影响

对于通风发酵的#个不同<,!= 浓度的培养基$
用 896<色谱技术 对%种 有 机 酸 的 含 量 变 化 进 行

了1次的定性定量跟踪监测$结果见图3’图%&不

同的<,!= 浓度同样影响#种有机酸 代 谢 的 峰 值 和

峰值时间&从发 酵 结 束 时 看$随 着<,!= 浓 度 增 加$

酒石酸%琥珀 酸 含 量 减 少$表 明 在 一 定 的 浓 度 范 围

内$发酵后期<,!= 浓度增加有利于酵母细胞对酒石

酸和琥珀 酸 作 为 含 碳 代 谢 物 质 的 吸 收 利 用&<,!=

对苹果酸的影响与酒石酸%琥珀酸略有不同&结合

表!可 以 看 出*通 风 发 酵 结 束 时$发 酵 液 中 的 有 机

酸以乳酸含量最高$苹果酸次之$琥珀酸含量较少$
柠檬酸极少甚至没有$而乙酸不存在"未检出#

图E!不同C&@F 浓度影响酒石酸的变化

)-2BE!4%(’#.%,."(*-((.$.%0C&@F "%0&$0&$-,&,-*

,1&%2.

图I!不同C&@F 浓度影响苹果酸的变化

)-2BI!4%(’#.%,."(*-((.$.%0C&@F"%H&’-,&,-*,1&%2.

图G!不同C&@F 浓度影响琥珀酸的变化

)-2BG!4%(’#.%,."(*-((.$.%0C&@F"%&H8.$&,-*,1&%2.
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!!在酵母细 胞 胞 内!7= 和<,!= 作 为 激 活 剂 以 及

辅酶或辅 基!积 极 参 与 许 多 有 机 酸 的 代 谢"另 外!
酵母作为真核细胞!细胞膜上存在大量的膜转运蛋

白#离子载体$和通道蛋白!其中包括7=%<,!= 等离

子通道 以 及 可 能 的 钙 激 活 钾 通 道#7<,$等"*,=%

7=%<,!= 跨膜运送过程属于主动运输!这些离子也

可能与 其 它 离 子!比 如 8=%<(0和 有 机 酸 根 离 子 等

共同通过膜蛋白!比如柠檬酸的跨膜运输就是由渗

透性的<LVW,VM#̂ 形式通过载体柠檬酸结合蛋白 8!
RLVW,VM^ 或 +50RLVVW,V^ 等 来 实 现 的&.!!.#’"根 据 它

们跨膜方 式 不 同!可 分 为 单 向#DHLU[’WV$运 送 和 协

同#R’VW,HU[’WV$运 送(((同 向#U-;[’WV$和 反 向

#,HVL[’WV$运送"因而在细胞膜区域!不同的7= 浓

度很可能通 过 影 响 与 有 机 酸 的 交 换 或 协 同 频 率 实

现功能"

D!结!论

离子型培养基在通风发酵过程中!7=%<,!= 可

通过作用于酵母细胞膜上的膜蛋白#载体蛋白和通

道蛋白$或 调 控 生 理 代 谢 网 络 中 代 谢 流 相 关 的 酶!
从而使不同的 7=%<,!= 浓 度 不 仅 影 响 啤 酒 酵 母 代

谢 产 酸 动 态 变 化 的 峰 值!而 且 影 响 峰 值 的 产 生 时

间"
啤酒酵母代谢产乳酸较多#多达14#;5);6$!

产琥珀酸较少#不超过!"$!5);6$"发酵终点时!
在%41$3’!/4!.%5)6内!随着7= 浓度增大!啤酒

酵母代 谢 产 酒 石 酸%苹 果 酸 和 琥 珀 酸 含 量 减 少*

<,!=在%%4#2’!//43;5)6时!随<,!= 增加!啤酒

酵母产酒石酸和琥珀酸减少"
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