
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!./012./3%"!$$##$#2$$#.2$"

!!收稿日期!!$$"2..2$!"!修回日期!!$$"2.!2!%)

!!基金项目!辽宁省教育厅高校科研基金项目#!$!$0$.$%1$资助课题)
作者简介!孙付保#.%0#2$%男%河南南阳人%生物工程博士研究生)

啤酒酵母发酵产有机酸的初步研究
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摘!要!利用高效液相色谱技术!对通风发酵过程中的啤酒酵母细胞的胞外"胞内/种有机酸含量
的动态变化进行了定性定量跟踪检测)研究结果表明!通风培养的酿酒酵母代谢产酸时!细胞胞
外"胞内有机酸的动态变化存在差异性!胞外有机酸含量远大于胞内含量#酵母细胞对有机酸代谢
存在着精确保守性和经济效能性!在发酵后期阶段$"3"4%!大部分有机酸含量逐步降低#发酵终
点时!胞外"胞内乳酸"苹果酸含量较高)
关键词!啤酒酵母#发酵#有机酸#动态变化
中图分类号!56%!$ 文献标识码!7
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!!由于有机酸本身所具有的酸味和特殊气味%使
得它对酒的风味影响的重要性仅次于酯类)虽然酸
类物质并不构成啤酒的香味%但它是主要呈味物
质)啤酒酵母发酵所产的主要非挥发性风味有机酸

为乳酸&乙酸&柠檬酸&苹果酸&琥珀酸和酒石酸等%
它们之间的种类和含量随菌种及工艺不同而改变%
因而许多学者’.%!(对微生物尤其是酵母菌的发酵菌

种&机理&工艺等进行了研究)胞内代谢物水平的信
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息是描述细胞代谢控制的依据!"")测定不同时间发
酵液中柠檬酸#乳酸等有机酸$对于了解酿酒发酵
过程的变化$进而对于从代谢工程的角度实现酵母
生理代谢网络的功利化修饰#啤酒酵母生理代谢网
络途径的优化或阻遏以及改变代谢流来优化工艺

条件及操作参数等具有重要的理论及实践指导意

义)鉴于此$作者尝试从啤酒酵母生长代谢的/种
主要风味有机酸为研究平台$以探讨它们的动态走
势和变化规律)

=!材料与方法

=>=!试验材料与仪器

=)=)=!菌种!啤酒酵母由大连华润啤酒厂提供)
=)=)?!主要的培养基!蔗糖.$$B$蛋白胨.$B$

*>">!W?"!B$]B+?"%0>!?"%!VB$*<!>W?"
3%#)"VB$U>!W?".1)/.$B$@<@(!!00)"VB$加
去离子水.$$$VS)
=)=)@!仪器设备!超高速冷冻离心机&L2!!]’(

54,TV’ PF@)台 式 微 波 炉 &*<RD’A<(2**2
U#3$]9+’(上海松下微波炉有限公司制造)$)!!

!V针筒式水膜过滤器$大连依利特公司制造)高效
液相色谱仪&̂<QJ’$̂<-<A’)!L’AN<-<_@.3柱&̂<Q2
J’$̂<-<A’(.$!V‘"1)%VV‘1$$VV)预分离柱(

@.3填料$+,-2W<_@.3&+2W柱$国产’)流动相($)$.
V’(*SU>!W?1水溶液$->!)/#&磷酸调节’)用

$)"#!V孔径的合成纤维素酯滤膜进行真空超滤$
超声波脱气!$VDA)
=)=)A!有机酸标准溶液!标准有机酸溶液采用超
纯水配制$经$)!!!V 微孔滤膜过滤后备用)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

$)"#!V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!取新鲜酵母泥样品在"$$$
T*VDA离心#VDA$然后用/a无菌去离子水反复洗
涤1次后$沉淀酵母泥在无菌条件下接种$接种体
积分数$)/b )在恒温&!$c$)#’a$转速&!.$c#’

T*VDA下摇床通风培养$每.!4取样检测)
=)?)?!->值的测定!先测量样液温度$然后直接
用W>+21@型精密->计在该温度档进行测定)
=)?)@!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
&O*+’法进行测定!"")
=)?)A!发酵液预处理!取!$VS发酵液$快速于

#a$.3$$$T*VDA超高速冷冻离心.$VDA)上清液

留样以测酵母细胞胞外有机酸备用$酵母沉淀物用
去离子水反复洗涤离心1次后$.$VS水转入#$
VS小三角瓶中进行微波破壁)
=)?)B!酵母细胞的微波破壁!把处理过的待破壁
样品放入微波炉中$破壁采用!$Q‘"间歇式进行)
间隔时间以小三角瓶降温到室温为宜)破壁完毕后
用去离子水恢复定容到与原发酵液等体积)然后充
分搅拌后静置1$VDA$以使胞内物充分溶出$胞液
溶解均匀)破碎液再超高速离心&.3$$$T*VDA’.$
VDA后$上清液存样以便进行有机酸的 >WS@定性
定量分析!#")
=)?)C!高效液相色谱法!>WS@"对有机酸的测定

!色谱条件(流速为$)0VS*VDA)监测器波长(!.#
AV)柱压(.$$_W<)柱温(室温)灵敏度($)$")进样
量(!$!S*次)
经上述.3$$$T*VDA离心.$VDA后的发酵

液$用一次性无菌注射器&!VS’配合$)!!!V的
针筒式水膜过滤器直接进样检测!/")

?!结果与分析

?>=!通风培养时发酵液中的DE值和糖质量浓度
变化

通风培养过程中$-> 值和糖含量的变化见
表.)
表=!通风培养时DE值和糖质量浓度变化

F&8>=!G1&%2."(DE&%*:#2&$,"%0.%0-%&.$&0-"%

培养
时间*4 ->值

糖质量浓度*
&VB*VS’

$ /)$ .$$)$

.! #). %0).

!" ")# #")1

1/ ")1 1/)"

"3 ")! .3)!

/. ")! !)"

0! ")1 $)%

?>?!通风培养时酵母细胞胞外C种有机酸代谢的
动态变化

在整个通风发酵过程中$用 >WS@法对酒石
酸#苹果酸#柠檬酸#琥珀酸#乙酸和乳酸等/种有
机酸质量浓度变化进行3次的定性定量跟踪监测)
/种有机酸的动态变化见图.和表!)由图.和表!
可以看出$在通风培养条件下$有机酸代谢产生了
阶段性动态变化)乳酸几乎自始至终质量浓度最
高$发酵结束时仍为1d!VB*VS)乙酸一直含量比
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较少!到发酵结束时几乎检测不到!这表明通风溶
氧效果不错!酵母进行了正常的有氧代谢)而柠檬
酸和琥珀酸的动态变化比较大!表明酵母对二者的
代谢比较活跃!细胞在分泌柠檬酸和琥珀酸时存在
经济效能性和精确保守性)结合孙付保等"0#以及赵
长新等人"3#研究的啤酒酵母发酵过程离子含量动

态变化结果!离子与啤酒酵母的生理代谢具有相关
性!有机酸动态变化很可能是离子代谢的综合性响
应结果)发酵终点时!乳酸质量浓度最高!苹果酸次
之!其次为酒石酸$琥珀酸)其中柠檬酸到发酵终点
时几乎检测不出)
表?!通风培养时其中的?种有机酸的质量浓度

F&8>?!G"%,.%0$&0-"%,1&%2."(0<""$2&%-,&,-*:-%&.$&0-"%

培养
时间%4

乳酸质量浓度%
&VB%VS’

乙酸质量浓度%
&VB%VS’

.! #)3 $)0

!" #)! $)%

1/ /)3 $)3

"3 0)" $)0

/$ 3)1 e

0! 0)% e

3" .). e

%/ 1)! e

!注()e*均表示未检出)

图=!培养基中A种有机酸的动态变化

)-2>=!H3%&5-,,1&%2."(("#$"$2&%-,&,-*:-%%#0$-.%0

.%I-$"%5.%0

?>@!酵母细胞胞内C种有机酸代谢
通风发酵培养过程中!酵母胞内有机酸含量变

化见图!)图!表明(酒石酸$苹果酸$乳酸和乙酸有
着非常相似的动态走势!表明酵母细胞内"种有机
酸的代谢机理基本上是相同的+在发酵的最后阶
段!"种有机酸质量浓度都表现出不同程度的下降
趋势+酒石酸质量浓度下降最多+在发酵终点时!乳
酸和苹果酸质量浓度最高)

图?!酵母细胞胞内A种有机酸质量浓度的变化

)-2>?!G"%,.%0$&0-"%,1&%2."(("#$"$2&%-,&,-*:-%-%J

%.$,.’’

!!在整个通风发酵的过程中!酵母细胞内柠檬酸
和琥珀酸质量浓度变化见表1)表1表明!胞内柠檬
酸和琥珀酸质量浓度很低!几乎不存在!偶尔存在
但很快被代谢)表明在酵母细胞内!柠檬酸和琥珀
酸代谢变化迅速!这!种有机酸的代谢有着严格的
准确性和经济性)

表@!胞内柠檬酸和琥珀酸质量浓度变化

F&8>@!G"%,.%0$&0-"%,1&%2."(,-0$-,&,-*&%*&58.$&,-*-%

-%%.$,.’’

培养
时间%4

柠檬酸质量浓度%
&‘.$21VB%VS’

琥珀酸质量浓度%
&‘.$e1VB%VS’

.! 3!)$ e

!" e e

1/ e e

"3 %). e

/$ #). e

0! 1)" e

3" e e

%/ e e

!注()e*表示未检出)

@!讨!论

在好氧培养条件下!有机酸在胞内有着非常相
似的动态变化趋势!推断这几种有机酸可能有着非
常亲缘性的代谢途径和生理机制)但胞外有机酸动
态变化有显著的差异性!这种胞内外有机酸的不同
走势很可能与有机酸跨膜运输能力的差异性有关)
从有机酸代谢的终点看!乳酸质量浓度最高!

其次是苹果酸!它们大量积累的原因可能是(在胞
内5@7循环途径中它们下游受阻或上游酶活高!
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而且它们作为碳底物利用效能差!不像柠檬酸"琥
珀酸"乙酸等被优先再循环利用#而琥珀酸"酒石酸
和柠檬酸似乎是酵母优先利用效能最高的有机酸!
它代谢变化迅速!酵母代谢的多个阶段几乎检测不
出这些有机酸)可见!酵母细胞对这些有机酸的代
谢已达到很精确"很经济的程度)
从胞内外的研究结果来看!酵母代谢时同一阶

段检测到的胞内"胞外有机酸含量差别很大!除了
破壁及提取方法的局限性致使有机酸有一定损失

外!酵母细胞为了维持胞内环境代谢流的稳定性!
很可能把产生的有机酸大量分泌到胞外!致使胞外
有机酸含量高于胞内含量)
通风发酵后期阶段!酵母细胞日趋衰老凋亡!

以及胞内-> 值!渗透压!电化学梯度等因素的改
变!导致大量有机酸作为经济性碳底物重新摄入胞
内!从而引起后期阶段有机酸含量逐步降低!尤其
是柠檬酸"乙酸"琥珀酸等表现得最为明显)
总之!啤酒酵母对某种有机酸的积累!造成不

同生理阶段"不同种类有机酸含量差异的原因十分
复杂!不仅与代谢途径的相关酶系和代谢网络有
关!还与有机酸跨膜运输和发酵后期阶段有机酸的
分解有关)

A!结!论

.$通风培养的酿酒酵母代谢产酸时!细胞胞
外"胞内有机酸的动态变化存在差异性)
!$酵母细胞对有机酸代谢存在着精确保守
性"经济效能性!以柠檬酸作为碳底物表现最为明
显#在发酵后期阶段大部分有机酸质量浓度逐步降
低#发酵终点时!胞外以乳酸质量浓度最高!苹果酸
次之!而胞内则以苹果酸质量浓度最高!其次是乳
酸)
1$胞外有机酸质量浓度远大于胞内有机酸质
量浓度)
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