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Abstract： Four brewer's yeasts with different autolysis performance were used to study their
microscopic morphology by scanning electron microscopy （SEM） and changes in solution during
autolysis in order to find out the optimal evaluating indicator of yeast autolysis. Results showed that
α -amino nitrogen，formaldehyde nitrogen，each molecule of protein content，and free long -chain
fatty acid content had certain variations during autolysis，but there was no obvious regularity.
Meantime，single factor was not suitable for the evaluation of autolysis as a direct indicator.
Nevertheless， （A260/A280）/yeast mortality showed an obvious and consistent trend during autolysis.
When the yeast autolysis degree increased，the value of （A260/A280）/yeast mortality gradually

摘要： 以 4 株不同的啤酒酵母菌株为研究对象，比较其在模拟自溶条件下电镜细胞形态及溶液
物质变化，寻找能够判定酵母自溶性能的较优评价指标。结果表明，α-氨基氮、甲醛氮、各种分子
质量蛋白质和游离长链脂肪酸等指标虽然都随酵母自溶有一定的变化，但规律性不强，单一因
素不适合作为判定酵母自溶的直接指标。 随着酵母自溶性能和自溶程度的变化，（A260/A280）/死亡
率呈现明显且一致的变化趋势，酵母自溶程度越大，该比值越小。 该指标综合性好、灵敏度高、耗
时少、操作简单，能够及时反映不同菌株自溶性能的差异，以及同一株菌在不同阶段的自溶情
况，是较好的酵母自溶评价指标。
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decreased. This indicator had the advantages of comprehensive，high sensitive，and less time -
consuming，also the method was easy to operate. It could reflect different autolysis performance of
different strains，as well as differences of the same strain at different stages of autolysis. So （A260/
A280）/yeast mortality was a good indicator to evaluate yeast autolysis.
Keywords： brewer's yeast，the simulation of autolysis，the evaluation of autolysis， （A260/A280）/yeast
mortality

啤酒酵母是啤酒酿造的灵魂，活性高的强壮酵

母在适当条件下能够酿造出优质啤酒，酒体稳定性

好，无杂异味，爽口且货架期长。 如果使用衰老、活

性低的酵母生产啤酒， 酵母在发酵过程中容易自

溶，并在自溶过程中释放出对啤酒质量有较大负面

影响的物质，产生酵母味，加重苦味、涩味，使酒体

泡持性及稳定性变差，严重影响啤酒质量[1-2]。 Babayan
和 Bezrukov 将自溶定义为细胞死亡，胞内生物聚合

体在水解酶作用下形成低相对分子质量产物的一

种水解反应， 当细胞自身的胞内酶开始起作用时，
自溶就开始了[3]。 在正常条件下，酵母中的蛋白酶不

会跟细胞内自身物质发生反应， 不会发生细胞自

溶；而当工艺条件和生存条件恶化时，酵母衰老受

到各种物理化学作用的影响，蛋白酶开始降解胞内

自身物质，导致酵母细胞壁破裂，酵母自溶随之开

始 [4]。 自溶液中含有从细胞中释放出的多糖、氨基

酸、蛋白质、核苷酸、少量盐类等物质[5]。 ASBC 报道，
在酵母自溶过程中，游离脂肪酸辛酸和癸酸的含量

与其自溶有关，但测定方法比较复杂 [6]；国外研究者

通过实验指出，可通过测定培养液中的腺苷酸激酶

（AK） 含量判定酵母的自溶， 因为 AK 是一种胞内

酶，健康的细胞并不分泌或排泄该酶，但是该方法

中所使用的仪器较难获得 [7]；Matteo Cavagna 等人通

过 ATR-FTIR 显微技术和 PCA 技术的结合，能够根

据中红外显微红外光谱观察到起泡酒生产过程中

酵母自溶的变化，但是该方法可操作性差 [8]；王敏等

人研究发现， 酵母自溶过程中 △ 非 α-氨基氮/△α-
氨基氮值在 2.24~7.91 之间， 比值越小自溶程度越

高，可以通过该比值判断酵母自溶的程度[9]。 作者综

合了酵母自溶过程中释放的物质种类及自溶液状

态变化情况，选取了 α-氨基氮、甲醛氮、各种相对分

子质量蛋白质、游离长链脂肪酸、酵母死亡率、以及

溶液在 260 nm 与 280 nm 下分光光度值等指标对

自溶液进行分析测定，探究操作性更强的酵母自溶

评价方法。

1.1 材料与仪器

啤酒酵母青 2（S. pastorianus）、啤酒酵母 G-03
（S. pastorianus）、啤酒酵母 C-03（S. pastorianus）、啤

酒酵母 5-2（S. pastorianus）：均为工业菌株，由作者

所在实验室保藏；YEPD 培养基：参照文献[10]配制；
酵母提取物和胰蛋白胨：购于英国 OXOID 公司；十

七酸为进口色谱纯标样：购于美国 Sigma 公司；其他

试剂均为国产分析纯。
扫 描 电 子 显 微 镜 QUANTA200F： 美 国 FEI 公

司；紫外分光光度计 UV-2000：美国 Unico 公司；凯

式定氮仪 Kjeltec 8200： 瑞典 Foss-Tecator 公司；气

相色谱仪 GC-2010：日本岛津公司。
1.2 实验方法

1.2.1 酵母样品制备 参考王敏等 [9]的方法培养和

收集酵母，2 g 酵母泥加到 200 mL、pH 4.0 的柠檬酸

盐缓冲液（模拟自溶液）中，于 28 ℃放置，定时取样

测定。
1.2.2 酵母细胞扫描电镜镜检 取自溶较快的菌

株青 2 进行扫描电镜镜检。分别取在 YEPD 培养基中

培养 20 h 和在模拟自溶液中 7 d 的酵母，1 500 r/min
离心 10 min，收集菌体，进行扫描电镜制样、镜检。
1.2.3 酵母细胞死亡率的测定 定时对自溶液取

样，适当稀释后与等量 0.1%美蓝染色液混匀，染色

5 min 后加到血球计数板上镜检，蓝色为死细胞，无

色为活细胞，记录细胞总数和死细胞数。
酵母死亡率=死细胞数/细胞总数×100%

1.2.4 α-氨基氮的测定 参照文献[11]进行，计算

公式为：
游离 α-氨基氮（mg/L）=2×10×（A 样品 /A 甘 氨酸）

1.2.5 甲醛氮的测定 参照文献[11]进行，计算公

式为：

材料与方法1
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甲醛氮（mg/L）=c×V×14×100
其中，c 为氢氧化钠标准溶液质量浓度，V 为氢氧化

钠溶液用量（mL），14 为每毫克当量氮的毫克数。
1.2.6 隆丁区分法测定蛋白质含量 参照文献[12]
进行，各分子氮含量计算方法：
高分子氮含量 M=总氮 P-单宁沉淀值×2
中分子氮含量 N=（单宁沉淀值-钼酸钠沉淀值）×2
低分子氮含量 T=钼酸钠沉淀值×2

三个区分中含氮量在总氮中占的百分比分别为：
A 区分=M/P×100%
B 区分=N/P×100%
C 区分=T/P×100%

1.2.7 液液萃取—气相色谱法测定游离长链脂肪
酸含量 取 75 mL 滤液， 加入十七酸标样 0.5 mL
和氯化钠 10 g， 用盐酸调 pH 到 3.5 左右。 加入 20
mL 萃取剂（二氯甲烷∶甲醇=3∶1）充分振荡萃取，分

层后收集有机相，上层加入 10 mL 萃取剂再连续萃

取两次，合并后于 5 000 r/min 离心 10 min，收集有

机相于三角瓶中，加入无水硫酸钠，封口膜封口，放

入-18 ℃冷冻过夜。
将有机相旋转蒸发至干， 用萃取剂润壁至 3~5

mL 左右，放入氨基小柱，用 3 mL 正己烷冲氨基小

柱，然后用移液管向柱内加萃取液，加样量在 3 mL
左右，自然排干，用 2 mL 二氯甲烷∶异丙醇=1∶1 混合

溶液冲洗两次， 洗掉中性甘油酯， 排干。 移取 2.5
mL 2%醋酸-甲基叔丁基醚，废弃洗脱液。 小柱下端

接样品瓶， 再次加入 2.5mL 2%醋酸-甲基叔丁基

醚，收集洗脱液，充分混匀。 滤液放于具塞比色管

中。60 ℃水浴挥发至 1 mL 左右，冷却，加入 3 mL 甲

醇，3 滴浓硫酸，混匀后 60 ℃水浴中酯化 30 min，冷

却后加入 1 mL 饱和氯化钠和 3 mL 正己烷进行萃

取，分层后取有机相于进样瓶中进行气相检测[13-15]。
1.2.8 A260和 A280的测定与比值计算 取一定量的

缓冲液过滤，分别测滤液在 260 nm 和 280 nm 处的

分光光度值， 计算 A260/A280 比值。 DNA 纯品的 A260/
A28 为 1.8，若比值高则说明含有 RNA，比值低说明

有残余蛋白质的存在[17]。

2.1 酵母扫描电镜结果

典型啤酒酵母青 2 在正常培养和自溶状态下

的扫描电镜镜检结果分别见图 1 和图 2。 正常培养

下的啤酒酵母呈椭圆球形，表面饱满圆润，有明显

的出芽现象和芽痕， 而放置在模拟自溶液中经过 7
d 之后的酵母细胞在 8 000×的放大倍数下表面无明

显破损，但胞内物质流失严重，细胞干瘪失形。 这说

明自溶过程中细胞壁的破坏是局部的、 小规模的，
而非大面积破裂。

图 1 青 2 在 YEPD 中培养 20 h 的扫描电镜

Fig. 1 SEM of the strain QING 2 cultured in YEPD for
20 h

图 2 青 2 在模拟自溶液中 7 d 的扫描电镜

Fig. 2 SEM of the strain QING 2 placed in citrate buffer
for 7 d

2.2 酵母细胞死亡率的测定

酵母细胞在模拟自溶液中死亡率见表 1。 菌株

5-2 的死亡速率明显比其他三株菌慢。
2.3 △ 非 α-氨基氮/△α-氨基氮与自溶时间的关系

曲线的构建

2.3.1 α-氨基氮的测定 对 4 株菌的模拟自溶液

进行 α-氨基氮的测定，结果见图 3。4 株菌自溶液中

的 α-氨基氮质量浓度在 0~36 h 内增加缓慢，36 h
之后增加速度明显变快。其中菌株 5-2 的 α-氨基氮

质量浓度明显低于其他三株菌。

结果与分析2
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表 1 不同酵母菌株在模拟自溶液中的死亡速度

Table 1 Mortality rate of different strains in citrate
buffer

注：表中所列数据均为 3 次实验的平均值

图 3 不同菌株模拟自溶液中 α-氨基氮质量浓度变化

Fig. 3 Change of α-amino nitrogen of different strains in
citrate buffer

2.3.2 甲醛氮的测定 对 4 株菌的模拟自溶液进

行甲醛氮的测定，结果见图 4。0 h 即刚放入时，模拟

自溶液中的 5-2、C-03 和青 2 三株菌甲醛氮质量浓

度相差不大， 而 G-03 的甲醛氮质量浓度比其他三

个菌株都高； 四株菌甲醛氮质量浓度均缓慢增加，
其中以 5-2 增长速度最慢，总量最少。

图 4 不同菌株模拟自溶液中甲醛氮随时间的变化

Fig. 4 Change of formaldehyde nitrogen of different
strains in citrate buffer

2.3.3 酵母自溶过程中 △ 非 α-氨基氮/△α-氨基氮
的变化规律 对测得的 α-氨基氮、甲醛氮的含量进

行分析处理， 得到 △ 非 α-氨基氮/△α-氨基氮变化

见图 5。 结果表明，△ 非 α-氨基氮/△α-氨基氮显示

出无规律变化的趋势，无法获得文献[9]中所述的酵

母自溶的判定指标， 造成该结果的主要原因是：该

实验方法灵敏度较低，且步骤繁琐，可重复性不强。

图 5 不同菌株模拟自溶液中 △ 非 α-氨基氮/△α-氨基氮随

时间的变化

Fig. 5 Change of △ non -α -amino nitrogen/△α -amino
nitrogen of different strains in citrate buffer

2.4 酵母自溶对不同相对分子质量蛋白质质量浓

度的影响

用隆丁区分法对 4 株酵母菌株的模拟自溶液

进行跟踪测定，对模拟自溶液中大、中、小分子蛋白

质质量浓度的变化以及各相对分子质量蛋白质在

总蛋白中所占的比例进行了分析，结果见表 2。 其中

菌株 5-2 的自溶液中蛋白质质量浓度过低，无法用

该法检出。 正常情况下，胞内物质进入外界环境需

要经过细胞膜和细胞壁的过滤（其中主要是细胞膜

的作用），所以胞内的大分子物质无法释放到胞外。
从表 2 可以看出，随着自溶时间的延长，3 株菌株模

拟自溶液中大、中、小分子蛋白质质量浓度都在逐

渐增多，且大、中分子蛋白质在总蛋白质的比例中

呈现逐渐上升趋势，而小分子蛋白质占总蛋白质质

量浓度的比例则出现逐渐下降趋势。 如青 2 中高、
中分子蛋白质所占比例分别从 2.81%、8.79%逐渐增

加至 7.22%、18.89%， 而小分子蛋白质从 88.40%逐

渐减少至 73.89%。可见，在酵母细胞自溶过程中，随

着细胞膜与细胞壁上孔洞的增大，越来越多的大分

子胞内物质释放到环境中， 使得外界环境中的大、
中、小相对分子质量蛋白质的比例发生改变。 隆丁

区分可以在一定程度上检测酵母自溶过程中蛋白

时间/h 青 2/% G-03/% C-03/% 5-2/%
0 0.00 0.00 0.00 0.00
12 4.15 4.13 3.73 2.88
24 8.91 9.89 6.72 5.49
36 11.81 15.11 11.08 8.86
48 13.68 17.00 13.05 10.41
60 15.98 19.62 15.06 12.48
108 32.34 35.45 30.53 17.91
156 56.41 56.21 51.24 23.52
204 79.26 79.85 75.46 28.50
252 97.89 98.41 96.38 35.31
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质类物质的变化，但操作繁琐，检测限高，不适用于

判断酵母的自溶情况。
表 2 不同菌株模拟自溶液中各种蛋白质质量浓度及比例变化

Table 2 Change of content and proportion of proteins in
citrate buffer

注：/表示未检出蛋白质质量浓度；表中所列数据均为 3
次实验的平均值。

2.5 液液萃取-气相色谱法测定游离长链脂肪酸质

量分数

啤酒中含量极低、极不稳定的游离脂肪酸是影

响啤酒风味重要因素之一。 作者采用溶剂萃取和气

相色谱联用技术对青 2 和 C-03 进行 14 个碳原子

以上的长链游离脂肪酸质量分数的检测，检测结果

见表 3。 两株酵母缓冲液中各游离脂肪酸以及所有

游离脂肪酸的总和在 0~5 d 的时间内变化均不明

显，且这些微小变化并不呈现确定的规律，可见，长

链脂肪酸质量分数无法作为判定酵母自溶的指标。
2.6 紫外吸收法测定核酸物质的含量及纯度

对 模 拟 自 溶 液 进 行 过 滤 之 后 测 A260 和 A280 的

值，并计算其比值，结果见表 4。 A260/A280 的比值与

DNA 纯度有关，纯 DNA 其比值为 1.8，高于此值说

明有 RNA 存在，低于此值有蛋白质存在，该部分的

计算结果均高于 1.8， 同时之前的实验证明自溶液

中蛋白质的存在， 因此说明了自溶液中 RNA 也存

在。 自溶开始时，酵母释放出的蛋白类物质比例较

大，A260/A280 的值较小；随着自溶程度的增大，自溶液

中的核酸类物质所占的比例越来越大，A260/A280 的值

逐渐增大，向 2.0 靠近。
酵母的自溶程度与酵母的死亡率有一定关系，

但酵母死亡并不等同于自溶。 该实验中，对 A260/A280

与酵母死亡率进行拟合与分析，发现（A260/A280）/死亡

率随自溶程度的不同而呈现明显且一致的变化趋

势，见图 6。 （A260/A280）/死亡率起始值较大（理论上 0
h 时细胞死亡率为 0，该值为+∞），之后逐渐减小，且

酵母菌株自溶程度越高，该比值越小。 当细胞死亡

率 趋 近 于 100%时 ，A260/A280 逐 渐 趋 近 于 2.0，（A260/
A280）/死亡率的值也趋近于 2。 虽然具体数据因菌种

不同存在个体差异，但趋势是完全相同的。 该方法

还可用于比较不同菌株的自溶性能，从结果可以看

出，实验所用 4 株菌自溶性能最好的是 5-2，其次为

C-03 和 G-03，青 2 最差，这与实际情况相符合。 因

此，该方法能够较准确反映酵母自溶情况，因而能

够作为酵母自溶的判定指标。

图 6 不同菌株模拟自溶液中（A260/A280）/死亡率随时间的变化

Fig. 6 Change of （A260/A280）/yeast mortality of different
strains in citratce buffer

菌株 氮类物质 0 h 24 h

青 2

总蛋白质质量浓度/
(mg/L)

/ 260.31

高分子氮质量浓度/
(mg/L)

/ 7.31

高分子氮比例/% / 2.81

中分子氮质量浓度/
(mg/L)

/ 22.88

中分子氮比例/% / 8.79

低分子氮质量浓度/
(mg/L)

/ 230.12

低分子氮比例/% / 88.40

G-03

总蛋白质质量浓度/
(mg/L)

/ 125.50

48 h

426.67

21.34

5.00

78.45

18.39

326.88

76.61

324.68

72 h

726.56

52.44

7.22

137.25

18.89

536.88

73.89

618.31

高分子氮质量浓度/
(mg/L)

/ / 7.09 15.44

高分子氮比例/% / / 2.18 2.50

中分子氮质量浓度/
(mg/L)

/ / 31.58 69.75

中分子氮比例/% / / 9.73 11.28

低分子氮质量浓度/
(mg/L)

/ / 286.01 533.13

低分子氮比例/% / / 88.09 86.22

C-03

总蛋白质质量浓度/
(mg/L)

/ 130.19 298.46 548.63

高分子氮质量浓度/
(mg/L)

/ / 10.36 24.25

高分子氮比例/% / / 3.47 4.42

中分子氮质量浓度/
(mg/L)

/ / 19.82 41.63

中分子氮比例/% / / 6.64 7.59

低分子氮质量浓度/
(mg/L)

/ / 268.28 482.75

低分子氮比例/% / / 89.89 87.99
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表 4 不同菌株模拟自溶液中 A260/A260 值随时间的变化

Table 4 Change of A260/A260 of different strains in citrate
buffer

注：表中所列数据均为 3 次实验的平均值。

在啤酒酿造中， 影响啤酒质量的因素有很多，
如：生产原料、水质、啤酒酵母、酒花、环境温度等，
其中酵母菌种是影响啤酒质量最主要的因素，如果

有 5%的酵母发生自溶， 将对啤酒质量造成难以挽

回的影响[2，18]。 为了提高啤酒质量，国内外学者对酵

母自溶进行了诸多研究，国内学者的研究多从实际

生产出发，方法简单快捷，但通常不是十分有效[5，19]；
国外学者采用的方法因设备或技术限制，在国内推

广的空间不大[6-8]。 因此需要探索简单、快捷、灵敏的

方法用于检测啤酒酵母的自溶情况。

作者选取了多个指标进行自溶评价的探索。 因

为酵母在发酵液中的自溶是一个缓慢而漫长的过

程，并且发酵液中的很多物质对测定结果有干扰 [20]，
所以本研究中的酵母自溶在人为创造的、营养匮乏

的柠檬酸盐缓冲液中进行。 研究发现，随着酵母自

溶程度的增大，α-氨基氮、甲醛氮，溶液中大、中、小

蛋白质分子含量都有所增加，其中，大、中分子蛋白

质在总蛋白质中的比例呈现逐渐增大趋势，而小分

子蛋白质虽然含量增多，但所占比例呈现逐渐减小

趋势； 而气相色谱法测定游离脂肪酸的结果则表

明， 长链脂肪酸在酵母自溶过程中变化不明显，且

变化趋势无规律可循。 虽然上述部分实验结果呈现

一定的变化趋势，但是个体差异明显，且单一物质

的变化不适合用于判定酵母自溶情况，所以无法将

这 几 个 因 素 直 接 作 为 判 定 酵 母 自 溶 情 况 的 指 标。
A260/A280 常用来反映核酸类物质的纯度，是一个综合

反映蛋白质与核酸类物质含量关系的物理量。 而且

酵母死亡率与自溶程度密切相关。本研究对 A260/A280

与酵母死亡率进行拟合，发现（A260/A280）/死亡率随自

溶程度的不同而呈现规律且一致的变化趋势，即酵

母菌株自溶程度越高，该比值越小。 将实际自溶产

物的 （A260/A280）/死亡率值与现有数据相比较，就可

以得出酵母自溶的情况。 该方法不仅可以用于判定

同株酵母的自溶程度，还可用于比较不同菌株的自

溶性能。 因此，（A260/A280）/死亡率这一指标可用于选

结 语3

表 3 青 2、C-03 模拟自溶液中游离脂肪酸随时间的变化

Table 3 Change of free long-chain fatty acid of QING 2 and C-03 in citrate buffer

菌株 时间/h
肉豆蔻酸

质量分数/
(mg/g)

棕榈酸

质量分数/
(mg/g)

棕榈油酸

质量分数/
(mg/g)

硬脂酸

质量分数/
(mg/g)

油酸质

量分数/
(mg/g)

亚油酸

质量分数/
(mg/g)

亚麻酸

质量分数/
(mg/g)

花生酸

质量分数/
(mg/g)

花生油酸

质量分数/
(mg/g)

总游离脂

肪酸质量
分数/(mg/g)

青 2

24 2.273 2.819 2.874 3.417 3.482 3.654 3.901 4.242 4.320 30.98

48 2.274 2.817 2.875 3.416 3.479 3.644 3.894 4.243 4.320 30.96

72 2.273 2.819 2.873 3.417 3.481 3.655 3.896 4.245 4.323 30.98

96 2.274 2.818 2.874 3.416 3.482 3.654 3.896 4.243 4.321 30.98

120 2.273 2.818 2.874 3.416 3.480 3.653 3.899 4.244 4.322 30.98

C-03

24 2.307 2.858 2.916 3.465 3.527 3.699 3.952 4.305 4.384 31.41

48 2.307 2.858 2.913 3.464 3.526 3.694 3.949 4.304 4.383 31.40

72 2.307 2.859 2.915 3.466 3.525 3.696 3.951 4.306 4.384 31.41

96 2.306 2.857 2.912 3.465 3.527 3.696 3.951 4.306 4.382 31.40

120 2.307 2.858 2.914 3.464 3.526 3.694 3.950 4.305 4.383 31.40

注：表中所列数据均为 3 次实验的平均值

时间/h 青 2 G-03 C-03 5-2

12 1.872 1.903 1.867 1.814

24 1.887 1.906 1.942 1.905

36 1.901 1.912 1.961 1.938

48 1.932 1.929 1.969 1.953

60 1.949 1.931 1.969 1.963

108 1.960 1.944 1.968 1.966

156 1.964 1.962 1.969 1.965

204 1.967 1.974 1.969 1.968

252 1.971 1.976 1.970 1.970
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育自溶性能良好的啤酒酵母菌种用于工业生产，有

助于预防酵母自溶给酒液带来不良影响，并可以通

过该标准对发酵后酵母泥中的酵母进行活性判定，
以便于回收活性高的酵母用于下一批发酵。
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