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产香酵母胁庇切删懈聆撇陀咒s豇LXl5的分离纯化及
对精酿啤酒风味物质形成的影响

王伟1’2，俞志敏2，侯英敏2，堵国成1，李宪臻2+

(1．江南大学生物工程学院，江苏无锡214122；2．大连工业大学生物工程学院，辽宁大连116034)

摘要为了适应精酿啤酒对个性化风味的需求，能产生特定风味化合物的产香酵母成为研究者的研究重

点。从精酿啤酒原液中分离到l株产香酵母LXl5茵，该茵细胞呈圆形或卵圆形、多极芽殖生长；Lxl5菌在玉

米粉培养基上培养7一lO d不形成假茵丝，在酵母膏蛋白胨培养基上培养3 d能够形成子囊孢子。经生理生

化特征和系统发育分析，确认该生香酵母为m胁o m妒，”№re邶蠡茵中的一个茵株，所产主要风味化合物包括乙
酸乙酯、乙酸异戊酯、己酸乙酯和辛酸乙酯。当Lxl5菌与啤酒酵母Cl茵共发酵时，能够产生协同效应，提高

酯类化合物和高级醇类的含量，并与Lxl5茵的接种比例正相关，但并不影响啤酒酿造的整体发酵速率和发酵

能力。因此，Lxl5茵是一株适于提高精酿啤酒风味的产香酵母茵。
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Abstn童ct In order to meet the dem蚰d of individualized·navors in cran-brewed beer．more attentions haVe been fb·

cused on tlle yeasl p州ucing specific amma compounds．In this paper，∞e a舢a·producing yeast stmin w鹳isolated
胁m the cⅢde c础-b弛wed beer，Lxl5．卟e strain cells are spherical to ovoid and multip01arbudding．Pseud·
ohyphae were∞t fo珊ed撕er Lxl5 w鹳cultu硎on comm训media for 7～10 days，and ascospores could fo咖ed on

yeast ext阳ct peptom media cultured for 3 days．Phe∞typic and phylogenetic鲫alyses suggested that Lxl5 was con-

6med to be a stmin of Rc危缸仃咿，姗re淞鼢，and tlle navors compounds it produced included ethyl acetate，iso姗yl ac·

etate，ethyl hexan∞te，ethyl octan∞te．When strain Lxl5 w鹳fe肿ented wilh beer ye髂t Cl together，the sy舱rgistic

efI宅ct could produced to incre鸽e the c伽tent“esters compound and high-g随de alcohols，which is positiVely related

with inoculation voIume碍ti0 between Lxl5 and st讯in Cl，however，no ef茧ect on the whoIe beer brewing and femen．

tation capability．neDefore，Lxl5 is an amma-producing stmin sui协ble for increasing the naVor for the cr撕-brewed

beer．
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精酿啤酒(C础Beer)是采用较小容器按传
统工艺生产的具有个性化风味的一类啤酒，也称

为工坊啤酒。与采用标准化工艺大型生产的工业

化啤酒相比，精酿啤酒具有种类多、醇香／酯香浓
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郁和酒花香味突出等特点⋯，因此，精酿啤酒受到

越来越多消费者的青睐，正在成为中国啤酒行业

新的经济增长点。目前，精酿啤酒生产所使用的

酵母多为工业用啤酒酵母，单一使用这种啤酒酵

母发酵往往会造成产品风味单调、口味平淡旧J，因

此，人们试图合并使用能增加啤酒风味的非酿酒

酵母和具有高发酵效率的酿酒酵母以生产精酿啤

酒，既能增加精酿啤酒中酯香物质的含量，同时又

保证了精酿啤酒较高的发酵效率"圳。产香酵母

是能够代谢产生香气成分的一类酵母的总称，如

汉逊酵母(讹淞e，l洒por0)、克勒克酵母(胁e以．
er口)、假丝酵母(c0，ld池)和毕赤酵母(RcJIl玩)
等bJ。这些酵母在发酵过程中产生一定量的酯

类、高级醇和低级脂肪酸，能够赋予啤酒浓郁的

醇、酯香味旧J。因此，生香酵母的开发应用对于精

酿啤酒产业的发展具有重要意义，但目前已发现

的生香酵母大多由固态酒及调味品酿造中分离而

来一引，尚未有来源于啤酒酿造中的报道。最近，

我们从具有风味优良的精酿啤酒中分离纯化得到

l株产香酵母，当与啤酒酵母共发酵时能够提高

挥发性风味物质含量，并降低高级醇浓度，是一株

适用于精酿啤酒酿造的产香酵母，本文主要研究

了该生香酵母L)【15菌的分离纯化及其对啤酒风

味物质形成的影响。

1 材料与方法

1．1材料

1．1．1 菌种来源啤酒酵母Cl菌作为参考菌株

由雪花啤酒(大连)公司提供，精酿啤酒原液由金

士百纯生啤酒公司提供；全麦汁(12。P)由雪花啤

酒(大连)公司提供；分离纯化菌与啤酒酵母Cl

菌均在YM培养基上于28 C培养。

l+1．2培养基(g／L) ①酵母膏蛋白胨培养基

(YM)：蛋白胨5，酵母浸粉3，麦芽浸粉3，琼脂

20，水l 000 mL，pH 6．2；②玉米粉琼脂培养基：玉

米浸粉5，琼脂20，蒸馏水l 000 mL，pH 6．0；③

史库兹培养基(SDM)：麦芽浸膏3，酵母浸膏3，

葡萄糖10，蛋白胨5，琼脂15，亚硫酸品红混合物

(碱性品红4，无水亚硫酸钠25，糊精1)3．5，水
l 000 mL。

1．2方法

1．2．1 生香酵母茵分离纯化 无菌条件下取10

mL精酿啤酒原液于灭菌的10 mL量筒中静置10

min后，取上层菌悬液l mL，经生理盐水梯度稀

释，涂布于SDM培养基平板，28℃培养箱中培养

过夜。随机挑取单菌落接种于YM琼脂平板上，

28℃培养2 d后，在有明显香味散发的平板中选

取具有不同菌落特征的菌株用于后续研究。为保

证分离菌的纯度，采用平板划线法进一步纯化。
1．2．2 形态与生理生化表征将分离获得的酵

母菌接种于YM琼脂平板上，28℃培养24 h后观

察菌落特征，并用相差显微镜(kica，德国)和电

子扫描显微镜(JEOL，日本)观察细胞形态Hj。子

囊孢子采用Mikata等一1描述的方法制备样品并

用电子扫描显微镜观察。假菌丝检测采用Dal-

mau平板培养方法【lo|，在玉米粉培养基上28℃

培养7一10 d后，显微镜下观察菌丝形态。表型

特征采用Kunzm蜘等¨¨描述的标准方法进行。

用于碳源同化和发酵实验的碳水化合物包括葡萄

糖、蔗糖、麦芽糖、半乳糖、乳糖、核糖、D-甘露糖

醇、鼠李糖、山梨糖、阿拉伯糖、木糖等，用于氮源

同化实验的含氮化合物包括硝酸钾、盐酸乙胺、盐

酸尸胺和L-赖氨酸。脲酶实验、硝酸盐还原实验

等按照Chen等¨引描述的方法进行。
1．2．3 系统发育分析26S rRNA基因扩增测序

由TaKaRa生物公司(大连)进行，为了避免序列

错读，PcR基因片段至少进行两次测序。根据

26S rRNA基因序列系统发育分析采用先前描述

的方法进行¨引。
1．2．4 啤酒制备工艺 将斜面活化后的酵母

LXl5和Cl菌分别接种于全麦汁中，28℃摇床培

养24 h，按5％接种量接入装有50 mL全麦汁的三

角瓶中，20℃、150 r／min摇床培养36 h后，转入

300 mL新鲜全麦汁中，16℃、100 r／min摇床培养

72 h，15℃、6 000 r／min下离心10 min，收集酵母

泥。将两种菌的酵母泥按不同比例混合、并按总

接种量0．5％接种至含有300 mL全麦汁的500

mL三角瓶中，塞上含有10％硫酸的发酵栓，12℃

静置发酵7 d后，6℃继续静置培养7 d。发酵结

束后分别测定CO：累积质量损失和风味物质成

分。空白对照为单独添加啤酒酵母Cl菌进行啤

酒发酵后形成的产品。

1．2．5分析方法①CO：失重测定：发酵过程中

每隔12 h轻摇三角瓶以去除发酵液中的CO：后
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称重一次，当质量损失<0．1 g时，表示发酵基本

结束。发酵开始前与发酵过程中发酵体系的重量

差值为c0：失重值；②挥发性风味化合物分析：将

未除气样品于顶空进样瓶中与0．3％的Nacl溶液

混合，采用气相色谱法检测¨3|。气相色谱条件：

DB-FFAP(30 m×O．25 mm×0．25仙m)色谱柱，

氢火焰检测器，载气为高纯氮气(10 mL／min)、氢

气(30 mL／min)、空气(300 mL／min)，进样分流比

2：1，样品平衡温度80℃，样品平衡时间30 min，

进样口／检测器温度250℃，升温程序：初始温度

50℃／2 min，以5℃／min升至190 cC，190℃／1

min，以10℃／min升至230℃，230℃／10 min；

③乙醇浓度采用气相色谱法检测¨4|；④麦汁和啤

酒浓度(。P)采用恒温比重瓶法测定¨5|，其中，表

观发酵度(％)=((麦汁浓度啤酒浓度)／麦汁

浓度)×100％；⑤啤酒感官评价依据《ASBC分析

方法》中感官分析方法对啤酒进行评分¨4|。

2 结果与分析

2．1产香酵母菌的分离纯化

在SDM培养基上随机挑取60个单菌落接种

于YM琼脂平板上，28℃培养2 d后，根据平板中

的挥发性香气产生和茵落特征，选取5株菌落特

征各异且酯香浓郁的酵母菌株，分别标记为

Lx02、Lx04、L)(15、Lx37和Lx48，其表型特征如

表l所示。

将上述5株产香酵母分别与啤酒酵母C1菌

按l：19的比例接种于12。P全麦汁中，12℃发

酵7 d并在6℃继续发酵7 d，检测啤酒发酵液中

风味化合物的含量，以考察5株产香酵母对啤酒

风味的影响，结果见表2。

表1产香酵母菌株的菌落特征和挥发性香味产生

Table l Colony morphology and produced volatile·navor of 5 strains

表2产香酵母对啤酒风味形成的影响

Table 2 lnnuence of amma·producing yeast on volatile navors in beer

高级醇和酯是啤酒中含量最多的两类风味化

合物，其生成水平的变化直接影响啤酒的风味特

征¨6|。当与啤酒酵母c1菌共同发酵时，5株产

香酵母分别将总酯和总高级醇含量提高了

16．19％。25．02％和2．19％一7．43％。一般认

为，对啤酒风味影响较大的风味化合物主要包括

乙酸乙酯、乙酸异戊酯、异丁醇和异戊醇，它们是

构成啤酒香味的主要成分¨7|，产香酵母Lx02、

Lxl5、L)(37和Lx48对这四种风味物质均有显著

增加。但是，过量的酯类和高级醇也会赋予啤酒

不舒适的苦味和果味等，并引起“上头”等症

状¨引。为了获得适于精酿啤酒生产的产香酵母，

本本家进一步对产香酵母与cl菌共发酵的啤酒

进行感官品价，结果见表3。产香酵母L)(15菌对
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啤酒风味影响的感官评分最高，且酯香浓郁、口味

协调，因此，选择Lxl5菌为精酿啤酒酿造的产香

酵母，并用于后续研究。

表3产香酵母与啤酒酵母Cl菌共发酵

酿造啤酒的感官评价

Table 3 Sensory evaluation of beer produced by amma—pmduci“g

yeast together with SⅡccfmr0，rlyc∞ce删曲如e Cl

2．2产香酵母Lxl5菌的分类鉴定

在YM培养基上生长时，Lxl5菌的菌落特征

为奶油色、质地均匀、光滑有光泽、表面凸起、边缘

整齐，细胞形态为圆形或卵圆形((1．9～3．8)斗m

×(2．0～5．7)¨m)、无鞭毛、以单个或成对细胞

排列、多极芽殖。在玉米粉培养基上培养7一10 d

后没有发现有假菌丝形成；在YM琼脂培养基上

培养3 d后，能够观察到孢子形成，可以由营养细

胞直接转化为子囊，每个子囊细胞中含有1—4个

帽型子囊孢子((1．0—1．5)斗m×(1．5～2．2)

斗m)。

LXl5菌的生理生化特征如表4所示。通过

碳源发酵和同化实验发现，Lxl5菌能发酵葡萄糖

和蔗糖，不能发酵乳糖，麦芽糖和半乳糖发酵延

缓；能够同化葡萄糖、麦芽糖、半乳糖、蔗糖、核糖、

乙醇和D．甘露糖醇，但不能同化山梨糖、乳糖、鼠

李糖和蜜二糖。LXl5菌能够同化的氮源包括硝

酸盐、盐酸乙胺、盐酸尸胺和L一赖氨酸。LXl5菌

能够在37 cc条件下良好生长，但不能在0．0l％

放线菌酮存在时生长，能够耐10％的Nacl抗性，

脲酶实验为阴性。LXl5菌产生的主要风味化合

物包括乙酸乙酯、乙酸异戊酯、己酸乙酯和辛酸

乙酯。

表4 分离菌Lxl5与腑Jl谊删崛Hm口rPn嫡M2l’的生理生化性质比较
Table 4 Difkrence in pmperties between the isolate LXl5 and JD汹函mynn，m肥邶如M2l

T

特征 D(1 5 P．mynnmnM凡括如 特征 Lxl5 P．m)衄n，m，℃n如括

糖发酵 碳源同化

葡萄糖 + + 葡萄糖 + 一

蔗糖 + + 麦芽糖 + +

麦芽糖 L L 蔗糖 + +

乳糖 一 一 甘露醇 + +

半季L糖 L L 半乳糖 + +

硝酸盐同化 + + 乙醇 w s

尿素水解 一 一 山梨糖 一 一

生长温度／℃ 乳糖 一 一

37 + + 木糖 S S

40 + W 阿拉伯糖 w w

核糖 + +

鼠李糖 一 一

注：+：阳性；一：阴性；L：滞后；w：弱；S：缓慢

通过对Lxl5菌的26s rRNA基因进行测序，

获得552 bp长度的基因序列，经与GenBank／EM．

BL数据库中的已知序列比对后发现，LXl5菌的
26s rRNA序列与P．，p妒凡，眦e邢括具有最高的同

源性(99．8％)。由系统发育分析(图1)发现，

Lxl5菌与P．嗍竹n，mre邶如落在同一个进化分支

中。因此，综合考虑系统发育分析结果与Lxl5

菌的表型特征，可以确认所分离纯化的产香酵母

Lxl5菌属于P．my0几，凇rem如中的一个菌株¨9|。

虽然P．myn几，眦re瑚西菌的表型株M2l 1不具有酒

花抗性，而Lxl5菌能够在啤酒中旺盛生长，但目

前还无法确定其为P．，啪nmnre邢括菌中的一个
亚种，因为还需要更详细的证据以证实LXl5菌

与M211的分类学差异性、1 9|。
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2．3生香酵母LXl5菌对啤酒发酵及其风昧的

影响

为了考察LXl5菌对啤酒风味化合物形成的影

响，将Lxl5菌与啤酒酵母Cl菌分别按1：4、1：

19、1：99 1：199和1：999比例接种于12。P全麦

汁中，12℃发酵7 d后，6℃继续发酵7 d，然后检测

啤酒发酵液中的风味化合物含量，结果如表5所示。

与啤酒酵母c1菌单独发酵的啤酒相比，D(15菌的

加入显著影响啤酒风味物质的产生，总酯和总高级

醇的增加幅度与Lxl5菌的接种比例成正相关。这

与在固态酒发酵中引人生香酵母并延长发酵周期能

提高总酯含量是一致的ⅢJ，当L)(15菌与啤酒酵母

C1菌共培养时，除了甲酸乙酯外，所有被测定挥发

性风味化合物都有较大程度的增加，其中辛酸乙酯

在LXl5菌与cl菌接种比例为1：4时增幅最大，

比单独培养C1菌时提高了45．5％。与酱油发酵过

程中添加鲁氏酵母显著提高多元醇不同旧o，当Lxl5

菌的接种比例降为1：199时，总高级醇含量反而会

比单独接种C1菌时低，而将产香酵母和酿酒酵母

共发酵生产液体白酒时也发现高级醇的含量降

低心1|。虽然目前还不清楚导致这种结果的真正原

因是什么，但这种现象说明生香酵母因为降低啤酒

中的杂醇油(主体成分为高级醇)含量而提高了改

变啤酒风味特性的能力埋2I。

出

图l 生香酵母Lxl5茵的系统发育分析

Fig．1 Phylogenetic analysis
of strain Lxl5 based on 26S rDNA sequence

万方数据
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表5 生香酵母Lxl5菌与啤酒酵母C1菌共发酵对啤酒风味化合物形成的影响

Table 5 Innuence of strain LXl5 together wilh＆cc地ro册伽船M括i雠Cl on navors ppoduction in beer

当采用CO，失重法测定产香酵母LXl5菌对

啤酒酵母Cl菌发酵的影响时，发现Lxl5菌并没

有明显影响啤酒酵母发酵速度(图2)，即使接入

不同比例的生香酵母菌，啤酒酵母C1菌的整体

发酵速度也没有明显变化。进一步对啤酒的发酵

度和乙醇浓度研究发现(图3)，除了在LXl5菌

高接种比例(1：4)时啤酒发酵度和乙醇浓度被

降低外，Lxl5菌对啤酒酵母C1菌的发酵度和乙

醇浓度没有明显影响，这与白酒生产中的生香酵

母与酿酒酵母共发酵降低乙醇浓度的结果是相反

的旧1|，推测是由于产香酵母比例过高不能利用麦

汁中麦芽三糖，导致发酵度降低，从而使乙醇浓度

降低所致。

f，tI

图2不同接种比例的产香酵母LXl5和啤酒酵母

Cl的发酵曲线

Fig．2 Fementation curves wilh different inoculated

radio of LXl5 and Cl

图3不同接种比例的产香酵母LXl5与啤酒

酵母Cl的乙醇浓度和表观发酵度

Fig．3 Ethanol content and apparent attenuation produced

wilh difkrent radio of LXl5 and Cl

3 讨 论

精酿啤酒作为一种快消产品，因其具有特殊

多变的风味特征而受到市场的青睐。研究认为，

啤酒风味化合物生成的重要来源是产香酵母，如

汉逊酵母、克勒克酵母、假丝酵母和毕赤酵母

等Ho，它们在发酵过程中产生酯类、高级醇和低

级脂肪酸，而赋予啤酒浓郁的醇、酯香味∽J。生

香酵母已经在固态酒及调味品酿造中分离获

得一引，并已广泛用于白酒、葡萄酒、调味品、香料

及其他食品生产中心3I，但目前尚未有来源于啤酒
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中生香酵母的报道。

本研究精酿啤酒原液中分离到一株产香酵母

LXl5菌，该菌与目前已发现的生香酵母不

同H’M’19J，能够在啤酒中旺盛生长而具有酒花抗

性能力。LXl5菌与P．，ny0几，r弛陀淞厶具有完全相

同的表型特征和生理生化性质¨9|，结合分类学数

据和系统发育分析，确认从15菌为P．mm凡，凇．

re琊括菌中的一个菌株。与白酒生产中的异常毕

赤酵母与酿酒酵母共发酵会降低乙醇浓度不

同旧1。，当与啤酒酵母C1菌共发酵时，LXl5菌能

够产生协同作用以提高啤酒发酵液中的挥发性风

味化合物的含量，但却不影响正常啤酒的发酵度

和发酵能力，生香酵母Lxl5菌的分离不仅有利

于满足精酿啤酒对个性化风味的需求，更有意义

的是在于该菌具有啤酒花抗性而适合于啤酒酿造

特殊生长环境的需要。
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