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【摘要】 以高浓发酵的回收酵母泥作筛选底物可得到正突变的优良菌株；三角瓶低温发酵试验可对大量的菌株进行特性试验及主要风味物质，通过酵母耐酒精试验，可快速筛选到特性较好的菌株。但三角瓶试验与实际生产相差较大，得到的菌株性能不一定稳定，须经生产试验，酵母性能稳定后方可认为是优良菌株。
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为提高糖化设备效率，降低能耗、降低生产成本，目前大都啤酒厂都采用高浓酿造。由于麦汁浓度的提高，发酵液渗透压相应增大，且酒精浓度也增高。因此，高浓酿造的酵母菌种应具备更优良的特性，应具有良好的发酵性能、较高的耐酒精能力，才能保持啤酒风味的稳定性。保持风味稳定性是啤酒生产中质量控制的关键。而啤酒风味与酵母菌菌种、发酵过程酵母生长情况紧密相关。今年我公司麦汁浓度提高到13.5oP，经过一段时间的生产证明，以前使用的酵母不能够适应这一浓度，酵母衰老较快、死亡率较高，与麦汁原浓12 oP发酵的啤酒相比，成品酒的风味受到了一定的影响。为此，我们取生产现场回收的酵母泥（三代酵母），筛选适应13.5oP麦汁的、发酵液醇酯比较低的菌株。
1． 材料与方法
1.1   材料
1.1.1  麦汁：13.5。P实验室自制麦汁作酵母扩培用。选用优质麦芽，原料配比：麦芽：玉米淀粉＝0.6:0.4，0.07Mpa灭菌25分钟。

1.1.2 低温发酵用的麦汁:取生产上的13.5。P定型麦汁, 0.07Mpa灭菌25分钟。

1.1.3 带发酵栓的三角瓶

1.2   方法
1.2.1  单细胞分离：小滴分离法

1.2.2  细胞大小测定：显微测微尺法

1.2.3  低温发酵能力测定：三角瓶法

1.2.4 风味物质的测定： 气相色谱仪

1.2.5  各种理化指标测定：见国标GB4928（《啤酒试验方法》）

2. 实验结果
2.1  筛选底物的确定
筛选底物可以是斜面保藏菌种、生产上主酵液或回收的酵母泥。保藏菌种纯度高，退化细胞比例低，容易获得未退化的细胞；对于回收的酵母泥不仅可观察到酵母前几代的发酵情况和品尝酒液的风味口感，而且经过大生产的训化选择，可能含有一定比例的正突变细胞，可能会筛选到性能优良的菌种，本研究取生产中双乙酰还原阶段16#罐三代酵母泥作筛选底物。该菌株前几代酵母发酵情况及成品风味指标及口感见表1，第三代发酵情况见表2。

表1

	酵母品种及代数
	主酵时间（小时）
	还原时间（天）
	成品酒发酵度（％）
	酵母死亡率(%)
	酵母泥的外观形态
	成品酒醇酯比
	成品酒
口感

	零代
	130
	96
	69.0
	1.5
	饱满均一
	2.89
	纯正

	一代
	125
	96
	69.4
	2.6
	饱满均一
	2.78
	纯正

	二代
	118
	96
	69.5
	3.5
	饱满均一
	2.65
	纯正


                                                            表2

	酵母品种及代数
	主酵时间（天）
	还原时间（天）
	双乙酰还原后发酵度（％）
	还原后双乙酰（PPm）
	酵母死亡率(%)
	酵母泥的外观形态

	三代
	118
	96
	66.3
	0.06
	3.8
	饱满均一


2.2  单细胞分离

2.2.1  底物处理

取16#罐双乙酰还原阶段锥底中层酵母泥，接入50ml加有玻璃珠的0.05%EDTA无菌溶液中，打散均匀，用血球计数板测细胞密度，并用8。P无菌清亮麦汁（用Φ0.22μm微孔滤膜过滤）稀释到5000个/ml。

2.2.2       单细胞小滴分离

用可调微量移液器吸取稀释液在无菌血球计数板盖玻片滴9个小滴，每滴约0.2μl,共做5－10片。把盖玻片倒盖在凹面载玻片的凹槽上，用凡士林密封，于显微镜下找出单细胞小滴并做好记录。将载玻片置于25。C培养。定期观察细胞出芽情况，待细胞繁殖至16－24个细胞后，用无菌三角滤纸片将小滴吸取放至装有1ml麦汁的试管中25。C培养。待培养液浑浊后挑斜面保存并追加2ml无菌麦汁培养，共获得20个单细胞菌株。

2.3  第一级筛选――细胞形态观察和大小测定

将获得的各单细胞培养物取样于显微镜下观察细胞形态及出芽情况。培养至没有芽后测细胞大小，每一个样随机测50个细胞，取平均值。依据细胞大小在（5－8）×（6－9）μm，短轴:长轴＝1:1.1—1.3,细胞大小均匀形态正常的原则，淘汰8个不合格菌株，保留的12株进行第二级筛选。

2.4  第二级筛选――低温发酵能力的测定
分别将第一级筛选保留的12个菌株进行扩培后，把发酵液倒掉，用酵母铲取1.8克酵母泥接入装有300ml无菌麦汁的500ml三角瓶内，装发酵栓（内装浓硫酸）9。C培养。每天摇3次，称量直到失重小于0.2克后把发酵液倒出进行品尝、测定总酸、PH值、双乙酰、酒精度、原浓、真浓、发酵度等理化指标，试验至6代，淘汰掉发酵不正常、双乙酰高、口感不正常、有异味的菌株，保留6#、8#、10#三个优良菌株，理化指标见表3。

                                                  表3

	菌号
	酵母代数
	PH值
	总酸（ml/100ml）
	发酵度（％）
	双乙酰（PPm）
	品尝结果

	6#
	一代
	4.18
	1.95
	68.4
	0.14
	纯正

	
	二代
	4.19
	1.84
	68.9
	0.13
	纯正

	
	三代
	4.22
	1.95
	68.0
	0.08
	纯正

	
	四代
	4.16
	1.80
	68.2
	0.09
	纯正

	
	五代
	4.23
	1.88
	68.7
	0.09
	纯正

	
	六代
	4.21
	1.95
	69.3
	0.11
	稍有酵母味

	8#
	一代
	4.25
	1.95
	67.5
	0.18
	纯正

	
	二代
	4.21
	1.90
	68.0
	0.15
	纯正

	
	三代
	4.31
	2.00
	68.1
	0.13
	纯正

	
	四代
	4.24
	2.05
	67.7
	0.12
	纯正

	
	五代
	4.19
	2.00
	67.3
	0.13
	纯正

	
	六代
	4.23
	1.95
	67.4
	0.14
	纯正

	10#
	一代
	4.20
	1.80
	68.3
	0.17
	纯正

	
	二代
	4.15
	1.95
	68.3
	0.17
	纯正

	
	三代
	4.22
	2.00
	67.9
	0.16
	纯正

	
	四代
	4.18
	1.90
	68.5
	0.15
	纯正

	
	五代
	4.19
	1.95
	68.8
	0.12
	纯正

	
	六代
	4.09
	2.00
	68.0
	0.17
	纯正

	
	四代
	4.08
	1.90
	68.7
	0.09
	纯正

	
	五代
	4.11
	1.95
	68.2
	0.09
	纯正

	
	六代
	4.12
	1.90
	68.8
	0.10
	稍有酵母味


从表3可以看出：6#、8#、10三个菌株，从一代到六代的试验，发酵正常、双乙酰含量低、口感纯正、酵母性能稳定。
2.5  第三级筛选――风味物质的测定

2.5.1 用二级筛选低温发酵后的发酵液同时用气相色谱仪测定乙醛、总醇、总酯和醇酯比等风味指标。

2.5.2  数据处理方法：以乙醛、总醇、总酯和醇酯比为指标来评价菌种质量。每一轮发酵液各指标的测定值按从小到大排列（总酯按从大到小），次序为其得分值，把各指标得分相加，得到该轮次各菌种得分。将6轮得分相加，得到菌株最后总分，再排序，选出合适的菌株。菌株得分越低，表示质量越好。12株菌株1—6代风味物质检测数据见表4-9（表5—8省略）。                              
表4
	菌种号
	乙醛
	排名
	高级醇
	排名
	酯类
	排名
	醇酯比
	排名
	排名和
	本轮排名

	2
	16.39
	3
	121.37
	3
	38.63
	9
	3.14
	6
	21
	5

	4
	17.34
	6
	122.1
	4
	44.08
	5
	2.77
	4
	19
	3

	6
	10.83
	1
	123.2
	6
	34.75
	11
	3.55
	12
	30
	7

	8
	12.61
	2
	114.6
	2
	33.83
	12
	3.39
	11
	27
	6

	10
	17.31
	5
	131.49
	9
	48.55
	3
	2.71
	2
	19
	3

	12
	27.15
	13
	127.37
	8
	45.29
	4
	2.81
	5
	30
	7

	14
	20.52
	9
	108.55
	1
	26.96
	13
	4.03
	13
	36
	11

	16
	17.59
	7
	122.21
	5
	50.08
	2
	2.44
	1
	15
	1

	18
	23.13
	11
	137.81
	11
	43.6
	6
	3.16
	7
	35
	9

	20
	18.55
	8
	138.23
	12
	42.57
	7
	3.25
	8
	35
	9

	22
	16.98
	4
	135.93
	10
	50.1
	1
	2.71
	3
	18
	2

	24
	26.69
	12
	124.33
	7
	37.28
	10
	3.34
	9
	38
	12

	原种
	22.35
	10
	140.61
	13
	41.55
	8
	3.38
	10
	41
	13


表9

	菌种
	乙醛
	排名
	高级醇
	排名
	酯类
	排名
	醇酯比
	排名
	排名和
	本轮排名
	最终排名

	2
	12.83
	9
	114.04
	13
	30.48
	10
	3.74 
	10
	42
	11
	9

	4
	12.2
	8
	93.93
	1
	38.43
	7
	2.44 
	1
	17
	4
	5

	6
	8.93
	1
	104.32
	4
	42.39
	2
	2.46 
	2
	9
	1
	2

	8
	11.31
	5
	100.97
	2
	40.6
	4
	2.49 
	3
	14
	2
	1

	10
	11.17
	4
	103.33
	3
	39.86
	5
	2.59 
	5
	17
	4
	2

	12
	12.02
	7
	104.48
	5
	38.17
	8
	2.74 
	7
	27
	7
	6

	14
	11.04
	3
	105.55
	6
	24.74
	13
	4.27 
	13
	35
	9
	10

	16
	13.91
	11
	113.17
	11
	31.22
	9
	3.62 
	9
	40
	10
	7

	18
	13.75
	10
	113.14
	10
	39.52
	6
	2.86 
	8
	34
	8
	10

	20
	14.29
	12
	113.88
	12
	29.5
	11
	3.86 
	11
	46
	13
	12

	22
	10.74
	2
	110.62
	9
	43.87
	1
	2.52 
	4
	16
	3
	4

	24
	15.22
	13
	106.47
	7
	25.89
	12
	4.11 
	12
	44
	12
	13

	原种
	11.47
	6
	107.85
	8
	41.58
	3
	2.59 
	6
	23
	6
	7


从上述表中可以看出：2#、8#、10#菌株发酵后乙醛含量较低、醇酯比在2.5—3.2之间。而且酵母使用6代后发酵性能及主要风味指标较稳定。可作下一级试验。
2.6  第四级筛选――酵母耐酒精度的试验
2.6.1  含酒精培养基的制备:取13.5。P麦汁, 0.07Mpa灭菌25分钟，加入无水酒精，制成含酒精度（%VOL）为5%、6%、7%、8%、9%、10%的麦汁培养基。
2.6.2  分别将第三级筛选保留的3个菌株进行扩培后，把发酵液倒掉，用酵母铲取1.8克酵母泥接入装有300ml含不同酒精浓度的培养基的500ml三角瓶内，装发酵栓（内装浓硫酸）9。C培养。每天摇3次，称量直到失重小于0.2克。观察发酵情况、酵母的形态、死亡率、

酵母峰值、发酵度等指标。经试验结合口感品评，选出耐酒精度最高、细胞椭圆形、均一，酵母生长繁殖快、起发快、死亡率低、酵母峰值可达8—9×107个/ml的8#菌株，进入生产实验阶段试验。
2.7生产试验情况
8#菌株扩培后,用于13.5。P麦汁发酵的生产试验,试验从0—5代发酵情况及成品酒口感及主要风味指标见表10。

表10

	酵母品种及代数
	主酵时间（小时）
	还原时间（天）
	成品酒发酵度（％）
	酵母死亡率(%)
	酵母泥的外观形态
	成品酒醇酯比
	成品酒
口感

	零代
	118
	90
	69.0
	1.5
	饱满均一
	2.90
	纯正

	一代
	110
	90
	69.5
	2.3
	饱满均一
	2.88
	纯正

	二代
	108
	90
	69.5
	2.5
	饱满均一
	2.65
	纯正

	三代
	109
	90
	69.1
	2.8
	饱满均一
	2.73
	纯正

	四代
	105
	90
	69.0
	2.9
	饱满均一
	2.90
	纯正

	五代
	110
	90
	68.9
	3.0
	饱满均一
	2.88
	纯正


生产上使用结果：8#菌种主发酵时间105—118小时，比原来缩短10小时；双乙酰峰值低且还原比原来快，成品酒双乙酰含量在0.05PPm以下；发酵度69％、酵母的外观形态饱满、均一，死亡率低（小于3%），发酵性能较稳定且成品酒口感协调、柔和、纯正，成品酒醇酯比在2.6—2.9之间。是一株可用于高浓发酵的优良菌种。

3.  结论

3.1  用高浓发酵生产回收的酵母泥作筛选底物时，要选择前几代发酵性能优良、酒液风味口味、口感较好的发酵液所回收的酵母泥，该酵母泥中会含有比原菌株性能更加优良的正突变细胞，容易获得性能更加优良的菌株。

3.2  以酒液的醇酯比作主要风味物质批标、酵母耐酒精能力来筛选菌种，可得到酵母死亡率低、发酵性能较稳定、成品酒口感协调、柔和、纯正，适用于高浓发酵的优良菌种。
