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抗老化啤酒酵母的选育

李 崎　 顾国贤 　柏竹安 　章克昌
(无锡轻工大学生物工程学院 ,无锡 214036)

潘学启

(青岛啤酒股份有限公司科研中心 ,青岛 , 266100)

摘要　以无锡轻工大学生物工程学院保藏的一株啤酒酵母为出发菌株 ,经紫外线诱

变及蛋氨酸连续驯养后 ,选育得到一株抗老化性能较为优良的菌株 M4 . 在 1 m
3发

酵罐中的中试结果表明 ,与出发菌株相比 ,其羰基化合物 ( TBA)含量降低 19. 1% ,

谷胱甘肽 ( GSH)含量增加 29. 6% . 在不改变其它生产条件的情况下 ,啤酒风味稳定

性提高 92% ,工业应用前景良好。
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0　前　　言
啤酒风味稳定性是啤酒的重要质量指标之一 ,国外从 20世纪 70年代起开始此课题研

究 , Hashimo to
[1 ]和 Stewa rt

[2 ]报道了啤酒中风味物质的种类、含量及其对老化风味的影响。

我国啤酒科研人员也已对啤酒生产中原料及工艺对啤酒老化与抗老化的影响进行了研

究 [3～ 5 ]。啤酒酵母在其代谢过程中会产生一些老化的前驱物质 (如羰基化合物 )和抗老化的

还原性物质 (如谷胱甘肽 ) ,因此 ,选育低产羰基化合物 ( TBA)而高产谷胱甘肽 ( GSH)的抗

老化啤酒酵母具有重要意义。目前 ,对抗老化啤酒酵母的选育国内外尚无报道。作者利用紫

外线 ( UV )诱变 ,蛋氨酸抗性平板 [6, 7 ]分离 ,对选出的②
A27菌株进行蛋氨酸连续驯养 ,蛋氨酸

和 1, 2, 4-三氮唑抗性平板分离 ,最终获得一株 GSH分泌多、抗老化能力强、各项指标合格

的优良啤酒酵母菌株 M4 . 在 1 m
3
罐的中试结果表明 ,在不改变其它生产条件的情况下 ,与

出发菌株相比 , M4菌羰基化合物含量可降低 19. 1% ,谷胱甘肽含量增加 29. 6% ,啤酒风味

稳定性提高 92% ,工业应用前景广阔。

1　材料与方法
1. 1　菌种

啤酒酵母 ( Saccharomyces carlbergensis )青② ,无锡轻工大学生物工程学院酿酒工程

研究室保藏菌株。



1. 2　培养基

1. 2. 1　发酵培养基　 24%大米为辅料的 12°P麦汁发酵培养基 ,按青岛啤酒厂实际生产工

艺曲线制备。

1. 2. 2　蛋氨酸抗性培养基　酵母基础培养基 ,蛋氨酸浓度根据实验要求确定。

1. 2. 3　蛋氨酸连续驯养培养基　组成 ( g /d L): 葡萄糖 5,蛋白胨 1,酵母膏 1,蛋氨酸 2;

pH5. 0.

　图 1　连续驯养装置

1. 3　实验方法

1. 3. 1　紫外线诱变　 15 W紫外灯 25 cm处照射。

1. 3. 2　蛋氨酸抗性菌株的筛选　诱变后的菌种经中间培

养后 ,涂布于 1 g /dL和 1. 5 g /dL的蛋氨酸抗性平板。

1. 3. 3　蛋氨酸连续驯养　实验装置如图 1所示。 酵母扩

培后取 100 ml菌悬液加入层析柱中 ,连续流加含有蛋氨

酸的合成培养基 ,系统在 11℃下稳定运行 5～ 6 d结束。

1. 3. 4　 1, 2, 4-三氮唑抗性菌株的筛选　蛋氨酸连续驯养

后的发酵液涂布 0. 8%的 1, 2, 4-三氮唑抗性平板。

1. 4　分析方法

1)发酵液中谷胱甘肽含量 ,见文献 [8 ].

2)羰基化合物含量用硫代巴比妥酸值 ( TBA)表示 ,见文献 [9 ].

3)啤酒风味保鲜期预测值 ( RSV ) ,见文献 [9 ].

2　结果与讨论
2. 1　紫外线诱变及蛋氨酸抗性菌株的筛选

2. 1. 1　诱变　测试了不同 UV诱变时间对致死率的影响 ,发现 UV诱变 60 s效果较好 ,此

时酵母细胞的致死率为 85. 5% .

2. 1. 2　抗性株的筛选　诱变后的菌株经中间培养后 ,涂布于 1 g /dL和 1. 5 g /d L的蛋氨酸

抗性平板。未经诱变的对照菌株在 1 g /d L的蛋氨酸平板上能生长 ,但菌落很小 ;而在 1. 5 g /

d L的蛋氨酸平板上根本不长。 诱变后的菌株在两个质量浓度的平板上均能生长 ,但在 1. 5

g /dL的蛋氨酸平板上的菌落比 1 g /d L蛋氨酸平板上的菌落小得多。从 1. 5 g /d L蛋氨酸平

板上挑出 50株菌测定细胞大小 ,选择细胞个体较小的菌株共 24株进行低温发酵试验。

2. 1. 3　细胞大小的测定及低温发酵试验　根据细胞大小及低温发酵试验的综合结果 ,选择

其中各项指标较理想的 6株菌进行复筛。表 1是复筛菌株第三代低温发酵试验结果。表 1中

的数据是 3组发酵的平均值。表中的 RSV值 (风味保鲜预测值 )是主酵结束时的测定值 ,由

于有较多的氧气存在 ,因此所测定的 RSV值比后酵结束后的测定值偏低。
表 1　复筛菌株的大小及低温发酵结果

　 麦汁 对照株 A21 A23 A24 A26 A27 A34

细胞大小 /μm / 6. 3× 6. 6 6. 2× 6. 2 6. 2× 6. 3 6. 0× 6. 1 7. 3× 7. 3 5. 8× 5. 8 6. 7× 7. 1

TBA值 0. 187 0. 30 0. 287 0. 285 0. 256 0. 297 0. 257 0. 298
GSH质量浓度 /( mg /L) 170. 3 133. 4 175. 3 160. 2 145. 1 155. 6 144. 9 145. 6

外观发酵度 /% / 59. 8 55. 1 54. 1 56. 9 58. 4 56. 3 60. 1

RSV值 / 54. 78 54. 1 60. 78 60. 80 61. 09 75. 0 52. 37
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2. 2　蛋氨酸连续驯养后的结果

层析柱中细胞密度为 10× 106个 /m L,温度 11℃ , D = 0. 035 h
- 1 ,合成培养基中蛋氨

酸的质量浓度为 2 g /dL,系统达到稳态后连续运行 6 d结束 ,取菌液涂布蛋氨酸和 1, 2, 4-三

氮唑抗性平板 ,挑出 45株菌进行低温发酵性能试验 ,其中 6株菌的发酵结果如表 2所示。
表 2　蛋氨酸连续驯养后菌株的低温发酵结果

　 C2 C6 C15 M 4 M 11 M 13 对照株 麦汁

TBA值 0. 205 0. 212 0. 243 0. 207 0. 230 0. 240 0. 250 0. 282

GSH质量浓度 /( mg /L) 170. 3 181. 8 185. 7 194. 4 196. 4 176. 6 152. 3 168. 2

VDK值 /( mg /L)* 0. 413 0. 361 0. 310 0. 309 0. 339 0. 321 0. 350

外观发酵度 /% 65. 2 71. 6 76. 9 71. 4 64. 2 69. 0 73. 7

RSV值* * 72. 0 75. 1 65. 9 85. 0 73. 4 67. 32 50. 13

极限发酵度 /% 65. 9 64. 3 68. 4 71. 8 62. 5 67. 3 63. 3

　　注: 1)表 2中数据为两组发酵的平均值。表中 C代表从 1, 2, 4-三氮唑抗性平板上筛到的菌株 ,而 M则表示从蛋氨酸

抗性平板上挑选的菌株。

2) V DK值为双乙酰与其前驱物质α-乙酰乳酸的总和。 　　 3) RSV值为主酵结束后的测定值。

由表 2可知 ,蛋氨酸连续驯养后筛选到的 1, 2, 4-三氮唑和蛋氨酸抗性菌株 ,它们的羰

基化合物水平均低于对照菌株 ,而谷胱甘肽的含量则高于对照株 ,风味保鲜预测值 ( RSV )

较对照株有明显提高。 其中 C6菌和 M4菌的 RSV值提高最多 ,分别为 49. 8%和 69. 6% .

2. 3　菌株稳定性的测试及优选株的确定

对 C2 , C6 , M4 , M11进行稳定性试验 ,结果见表 3.

表 3　菌株的稳定性试验

　 对照株 C2 C6 M 4 M 11

后酵液 GSH质量浓度 /( mg /L)* 48. 6 53. 3 62. 7 60. 8 58. 0

后酵液 TBA值* 0. 28 0. 234 0. 255 0. 20 0. 264

啤酒 RSV值* 158. 6 244. 1 195. 4 264. 3 196. 5

后酵液 GS H质量浓度 / ( mg /L)* * 50. 3 51. 4 58. 9 60. 1 53. 8

后酵液 TBA值* * 0. 36 0. 32 0. 315 0. 28 0. 32

啤酒 RSV值* * 148. 1 192. 9 183. 2 228. 8 177. 2

后酵液 GS H质量浓度 / ( mg /L) * * * 44. 9 49. 0 55. 2 57. 9 55. 1

后酵液 TB A值* * * 0. 33 0. 30 0. 33 0. 25 0. 295

啤酒 RSV值* * * 126. 3 155. 8 193. 1 201. 3 168. 0

　　　注: 1) * 为第一代发酵结果 ;　 2) * * 为第二代发酵结果 ;　 3) * * * 为第三代发酵结果。

表中为 11. 5℃发酵 5 d, 6℃后酵 10 d后的测定值。 RSV值为成品啤酒测定值 ,由于样

品中氧含量很低 ,故明显高于主酵液测定值。从表 3可知 , M4菌株的发酵性能最好 ,稳定性

亦佳。 经过 3代酵母发酵 ,啤酒保鲜期平均提高 60% . 故在相同的工艺条件下 ,利用 M4菌

株进行发酵 ,能在实验室规模将

啤酒的风味保鲜期提高 60% .

2. 4　优选株的放大试验

采用相同的原料及糖化、发

酵工艺 ,在 1 m
3
罐中比较了优选

酵母和对照菌株的各项发酵性能

指标。成品啤酒的分析结果见

表 4.

表 4　 1 m3罐成品啤酒分析对比

　 对照菌株 优选菌株 M 4 与对照株相比

发酵度 /% 65. 8 66. 7

色度 ( EBC) 9. 0 8. 8

总多酚 / (mg /L) 146 149

VDK值 /( mg /L) 0. 08 0. 07

T BA ( A530) 0. 220 0. 178 降低 19. 1%

GSH质量浓度 / (mg /L) 115. 6 149. 8 提高 29. 6%

RSV 125 240 提高 92%
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3　结　　论
　　 1)酵母的代谢产物对啤酒的风味稳定性起重要作用。酵母经紫外线诱变后再经过蛋氨

酸连续驯养 ,能提高其分泌 GSH的能力 ,从而达到改善啤酒风味稳定性的目的。

2)在不改变啤酒生产其它条件的前提下 ,利用本研究选育得到的优选株 M4 ,可在 1 m
3

发酵罐放大试验中 ,将啤酒风味保鲜期提高 92% ,啤酒风味有所改善。

3)以紫外诱变作为菌种选育的手段 ,其回复突变率较高 ,还应注意菌种长期的稳定性。
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Breeding of Anti-Staling Brewing Yeast

Li Qi　 Gu Guoxian　 Bai Zhuan　 Zhang Kechang
( School of Biotech nology, Wuxi Univ ersi ty of Ligh t Ind ust ry, W uxi , 214036)

Pan Xueqi
( Tsing tao Brewing Co. , L. T. D. , Qing dao, 266100)

Abstract　 A brew ing y east st rain w as used as the original strain. A mutant st rain M4 with

ex cellent anti-staling abili ty w as achieved af ter UV mutatio n and co ntinuo us dom esticatio n

o f methio nine. Co mpa red w ith the o rigina l st rain, the content o f carbo ny l com pound de-

creased by 19. 1% w hi le the glutathione co ntent increased by 29. 6% in the finish beer fer-

m enta ted by M4 in 1 m
3

fermentor , and the beer f lav or stabili ty w as im prov ed by 92%

w ithout changing any o ther process co ndi tio ns.

Key words　brewing yeast; muta tio n; methionine; gluta thione; f lav or stabili ty
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