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株酿酒酵母发酵过程中有机酸含量变化分析
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摘 要!通 过 高 效 液 相 色 谱 法 对
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"发酵过程中葡萄糖$甘油$乙

醇及有机酸含量进行测定分析%结果表明&
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发 酵 体 系 中 甘 油 和 乙 醇 的 含 量 显 著 高 于
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和
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株酿酒酵母发酵液中
$

种有机酸存在明显的差异性和

规律性'
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发酵体系中有机酸的含量低

于
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和
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发酵体系#
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的产酸水平与产乙醇能力呈负相关关系%
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酵母菌是人类文明史上利用最早的微生物%为兼性

厌氧菌%其中属酿酒酵母!
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#利用

得最为普遍*

#
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又称面包酵母或者出芽酵

母%是一种公认的与人类关系最广泛的
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#微生物%广泛用于制作面包和馒头等

食品%在工业生产中%主要应用于发酵谷类酿造酒类*

!T@

+

&

不同的
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种因其独特的代谢方式直接影

响发酵过程中有机酸的分泌%而有机酸是发酵食品中酸

味的重要组成部分%与发酵食品的质量评价和品质管理

有着密切的关系*
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+

&对酸味起主要作用的有机酸为柠

檬酸)乳酸)乙酸等*

$

+

%其中柠檬酸有清爽宜人的味道%给

人一种持续的味觉刺激%柠檬酸含量越高%风味越好*
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总酸含量偏高%会出现口感粗糙)不协调$总酸含量偏低

则会出现口感黏稠)不爽口$适宜的总酸%能够赋予酿造

食品尤其是酒精饮料的平衡协调)柔和清爽)活泼的口

感*
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&由于有机酸种类)含量及其比例关系对酿造食

品的风味)

:

;

值等都有重要的影响*
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&目前对于发酵

食品中有机酸的研究主要集中在乳酸菌等益生菌上*
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并未对
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发酵过程中有机酸含量变化进行研

究&此外%当前的研究焦点是利用基因工程手段提高乙

醇*
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丁二醇等醇类物质产量*

#@

+

%忽略了酵母菌有

机酸代谢途径的研究%及其在食品)酒精饮料中的作用&

有机酸及代谢产物的分析方法有气相色谱法!
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#&其中%

ZC

法在

挥发性代谢产物的研究方面具有一定的优势%然而操作

过程中需要对样品进行衍生化处理%使得产物大量损失&
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由于价格昂贵%分析较复杂%在常规检测中应用较

少&
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因其操作简便%检测灵敏%是目前有机酸及食

品风味物质研究的主要手段&因此%试验拟利用
;=DC

对
%

株
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发酵过程中葡萄糖)甘油)乙醇及有

机酸含量进行测定分析%力求找寻能够提高食品)酒类产

品风味品质的优势菌株%为酵母菌代谢途径研究提供

依据&
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材料与方法
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试剂

硫酸"色谱纯%天津科密欧有限公司$

无水柠檬酸)
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酮戊二酸)琥珀酸)
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乳酸)甲酸)乙

酸标准品"色谱纯%上海源叶生物科技有限公司&
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培养基

酵母浸出粉胨葡萄糖琼脂培养基!
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液体培养基中%制备种子液&
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制备发酵液
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取适量发酵液%待测&
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#%取稀释后标准品
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后取上清液%过
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滤膜后进样%进样量
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(针%测定得到相应浓度的峰面积与出峰时间%以浓度

为横坐标%峰面积为纵坐标绘制标准曲线&取发酵液
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进行梯度稀释
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倍%
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离心
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后取上清

液%过
"7!!

%

-

滤膜后进样%进样量
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(针%根据各组分

出峰面积和标准曲线%计算各组分含量&
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数据处理

每个试验重复
%

次%结果以!均值
e

标准差#表示%统

计检验的显著水平设定为
"7"?

&利用
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结果与分析
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标准溶液的色谱分析及回归方程

通过
;=DC

色谱图可知标准品出峰效果良好%按照

出峰时间顺序依次为柠檬酸!
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#为纵坐标%绘制标准曲线%进行线性回归%

建立回归方程%如表
#

所示&由表
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可知%相关系数符合

试验预期要求!
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#%表明该色谱工作条件测定性

能稳定)重现性高&
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葡萄糖%甘油和乙醇含量变化
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葡萄糖
!

由图
#

可知%随着发酵的进行葡萄糖被

不断消耗%在发酵
#!K

时%葡萄糖均被消耗殆尽&在发酵

(K

时%

%

种发酵体系中葡萄糖的剩余量分别为!
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对葡萄糖的利用速度大于
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和
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发酵体系中葡萄糖含量变化曲线
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甘油
!

由图
!

可知%随着葡萄糖的不断消耗%菌体

大量繁殖%甘油呈现先急速上升后保持稳定的趋势&在

整个发酵过程中!除发酵
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发

酵体系中甘油的含量显著高于
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甘油作为中性代谢物质在维持细胞内外渗透压均衡的基

础上%起到调节氧化还原的作用*
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乙醇
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由图
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可知%随着发酵的进行乙醇的含量
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发酵体系中甘油含量变化曲线

V/

4

LEF!

!

Z0

6

8FE908K.G

4

F8LENF9I%A/GH19I

;:>&=&@'A'3&

图
%

!

%

株
;:>&=&@'A'3&

发酵体系中乙醇含量变化曲线
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;:>&=&@'A'3&

#*@(

发酵体系&在发酵末期%

;:>&=&@'A'3&#*@(

发酵体

系中乙醇的含量最高%为!

!*7++e#7!+

#

4

(

D

&相较于
;:

>&=&@'A'3&=#

和
;:>&=&@'A'3&%!$++

%

;:>&=&@'A'3&#*@(

可以有效地将葡萄糖转化成乙醇&

!!

综上研究表明%酵母菌在发酵过程中将
#

'

酮戊二酸)

丙酮酸和乳酸逐渐转化为乙醇代谢中间产物%随着发酵

时间的延长%乙醇和甘油的浓度逐渐增加&在发酵后期%

由于营养物质消耗殆尽%酵母菌生长代谢活性降低%导致

甘油含量稳定%乙醇含量略有减少*

#$

+

%与试验结果相符&

然而%随着乙醇发酵的进行%发酵液中酒精度不断增加%

较高的酒精度会抑制酵母细胞的生长*

#+

+

&因此
;:>&=&(

@'A'3&#*@(

虽然可以有效地代谢葡萄糖产生乙醇%但其

生长状况不如
;:>&=&@'A'3&=#

和
;:>&=&@'A'3&%!$++

&

!7%

!

有机酸含量变化

!7%7#

!

有机酸总量
!

由图
@

可知%随着发酵的进行有机

酸含量呈现先升高后保持平稳的趋势%而在
;:>&=&@'A'3&

#*@(

发酵体系中%有机酸的含量上升较快%在前
@+K

时%

始终高于
;:>&=&@'A'3&%!$++

和
;:>&=&@'A'3&=#

发酵体

系&发酵
@+K

后%

;:>&=&@'A'3&#*@(

体系中有机酸含量

保持稳定%而
;:>&=&@'A'3&%!$++

和
;:>&=&@'A'3&=#

体系

中有机酸含量继续快速升高%在
((K

时趋于稳定&在发

酵末期%

%

种发酵体系中有机酸的含量分别为!

@7"?e

"7"!

#!

;:>&=&@'A'3& =#

#%!

!7++e"7"@

#!

;:>&=&@'A'3&

#*@(

#%!

@7"!e"7"%

#!

;:>&=&@'A'3&%!$++

#

4

(

D

&

;:>&=&(

@'A'3&#*@(

中 有 机 酸 的 含 量 积 累 的 速 度 大 于
;:

>&=&@'A'3&=#

和
;:>&=&@'A'3&%!$++

发酵体系%但在发酵

末期有机酸含量较低&因此可以看出%

;:>&=&@'A'3&=#

可以快速地利用葡萄糖产生甘油)有机酸%但与
;:>&=&(

&"
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有机酸总量为每一发酵体系中各种有机酸的总量

图
@

!

%

株
;:>&=&@'A'3&

发酵体系中有机酸总量

变化曲线

V/

4

LEF@

!

J93.09E

4

.G/8.8/H8K.G

4

F8LENF9I%A/GH1

9I;:>&=&@'A'3&

@'A'3&%!$++

和
;:>&=&@'A'3&=#

相比%

;:>&=&@'A'3&#*@(

转化率较低%可能是菌株在生长代谢过程中%利用葡萄糖

产生其他代谢产物&酸类物质是酒精饮料中重要的风味

物质%在酒精饮料中有增加浓厚感和减少甜味的作用%但

酸含量要适中%否则会影响酒精饮料的口感和风味*

#*

+

&

!7%7!

!

各有机酸含量
!

由图
?

可知%在整个发酵过程中%

共检测到
$

种有机酸&随着发酵的进行各有机酸含量不

断升高&发酵
#!K

时%在
;:>&=&@'A'3&=#

中%琥珀酸含

量最高%为!

"7#+e"7"?

#

4

(

D

%其次为丙酮酸*!

"7#?e

"7"@

#

4

(

D

+$在
;:>&=&@'A'3&#*@(

中%乙酸的含量最高%为

!

"7?!e"7"#

#

4

(

D

%其次为丙酮酸*!

"7%$e"7"+

#

4

(

D

+$在

;:>&=&@'A'3&%!$++

中%丙酮酸的含量最高%为!

"7#*e

"7"#

#

4

(

D

%其次为琥珀酸*!

"7#@e"7"%

#

4

(

D

+&此时%

;:

>&=&@'A'3&#*@(

发酵体系中%无论是有机酸种类还是有机

酸含量均与
;:>&=&@'A'3&%!$++

)

;:>&=&@'A'3&=#

发酵体

系不同&随着发酵时间的延长%

;:>&=&@'A'3&#*@(

体系中

有机 酸 种 类 减 少%但 有 机 酸 含 量 逐 渐 升 高&在
;:

>&=&@'A'3&=#

体系中%乙酸)丙酮酸)琥珀酸的含量显著增

加!

=

$

"7"?

#%柠檬酸)甲酸含量不断减少&而在
;:>&=&(

@'A'3&%!$++

体系中%除
5(

乳酸含量减少外%其余有机酸

均呈不断增长的趋势&发酵
$!K

时%

%

个发酵体系中%乙

酸含量最高%其次为丙酮酸$而在
;:>&=&@'A'3&#*@(

发酵

体系中未检测到
5'

乳酸%故
;:>&=&@'A'3&%!$++

与
;:

>&=&@'A'3&=#

的代谢过程较为相似%不同于
;:>&=&@'A'3&

#*@(

&琥珀酸是糖类和大部分氨基酸代谢过程中的重要

中间产物*

!"

+

&在
%

个发酵体系中%琥珀酸的含量逐渐增

加%发酵末期%仍保持较高水平&在
;:>&=&@'A'3&=#

发酵

前
#!K

检测到低量柠檬酸%其余发酵体系均未检测到柠

檬酸%是由于
;:>&=&@'A'3&

在三羧酸循环中产生的柠檬酸

较少%且会被
;:>&=&@'A'3&

利用*

!#

+

&

!!

综上可知%

;:>&=&@'A'3&%!$++

与
;:>&=&@'A'3&=#

能

图
?

!

%

株酿酒酵母发酵过程中不同有机酸的含量变化
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4
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!

C9G3FG319IH/IIFEFG39E

4

.G/8.8/H

9I;:>&=&@'A'3&

将丙酮酸转换成乙酸%同时伴有
5(

乳酸的生成%而
;:

>&=&@'A'3&#*@(

则将丙酮酸转换成乙酸%并不产生乳酸&

低产酸水平的酵母可促使更多的葡萄糖转化成乙酸%减

少乙醇产量%酵母菌的产酸水平与产乙醇能力呈负相关

关系*

#+

+

&袁文杰等*

#$

+研究发现%发酵的主要产物为乙

醇%主要副产物为乙酸)甘油和琥珀酸&乙酸是酵母菌发

酵产乙醇过程中的伴生产物%其变化趋势及含量与乙醇

呈正向耦合&梁璋成等*

!!

+研究结果表明%乳酸)乙酸和琥

珀酸是发酵的主要产物%其含量均随酒精发酵的进行而

增加&故
%

株
;:>&=&@'A'3&

的产酸能力与产乙醇能力一

一对应&

'"

"

[907%?

"

B97#"

裴芳艺等!

%

株酿酒酵母发酵过程中有机酸含量变化分析



%

!

结论
利用

;=DC

对
%

株
;:>&=&@'A'3&

发酵过程中葡萄

糖)甘油)乙醇及有机酸含量进行测定分析&结果表明"

;:>&=&@'A'3&#*@(

发酵体系中甘油)乙醇的含量显著高

于
;:>&=&@'A'3&=#

和
;:>&=&@'A'3&%!$++

发酵体系!

=

$

"7"?

#$

;:>&=&@'A'3&=#

和
;:>&=&@'A'3&%!$++

发酵体系

中有机酸的含量显著高于
;:>&=&@'A'3&#*@(

发酵体系

!

=

$

"7"?

#$

%

个发酵体系中%乙酸的含量最高%其次为丙

酮酸%

;:>&=&@'A'3&

的产酸水平与产乙醇能力呈负相关&

故菌株
;:>&=&@'A'3&=#

和
;:>&=&@'A'3&%!$++

具有应用

于工业生产的潜力&下一步应重点研究
;:>&=&@'A'3&=#

和
;:>&=&@'A'3&%!$++

在发酵过程中氨基酸及其他重要

代谢产物的变化情况%并将菌株应用于食品或酿酒发酵%

探究其发酵功能&
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