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摘 � 要: 对 40株白地霉产 �-葡聚糖酶、木聚糖酶、中性蛋白酶和纤维素酶的酶活情况进行研究,以

加权评分对这些酶活进行分析评价, 从中选出 4株白地霉菌株( 3号、12号、18 号和 39号)作为制

麦用微生物。通过大麦制麦试验证明:这 4株白地霉均对麦芽的溶解具有促进作用, 其中 12号白

地霉的效果最好。与空白对照相比, 制得的白地霉麦芽中, �-葡聚糖质量分数降低了 17. 8% , 60

min的滤液体积提高了 35. 4% ,糖化力增加了10. 3%, �-氨基氮质量分数增加了 7� 3%,其他理化指标
也均符合 QB1686-2008。将12号白地霉麦芽与对照麦芽分别进行了啤酒酿造实验, 结果表明:白地

霉麦芽的酿造性能优于空白对照麦芽,两种麦芽所酿啤酒的理化指标均符合 GB 4927-2008。
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Selection of Geotrichum and Its Preliminary Application
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Abstract: The act ivit ies of �-g lucanase, xy lanase, protease and cellulase produced by 40 st rains of

G eotr ichum cand idum were studied in this manuscript . The w eighted mark method w as used to

analyze activit ies of the above enzymes, and four G� candid um st rains including No. 3, No. 12,

No . 18 and N o. 39 w ere selected as the malting m icrobial st rains. T he malt ing t rials indicated that

four G� candidum st rains could improve the modif ication o f malt and No� 12 w as the best one.
Compared w ith that o f the contr ol, �- glucan content in f inal malt produced by G� candidum
No� 12 w as decreased by 17� 8%, and f iltr at ion vo lume in sixty minutes, diastat ic power and free
am ino nit rog en content increased by 35� 4%, 10� 3% and 7� 3% , respectively. M eanwhile, other
char acteristics of the f inal malt met the requir ement of QB1686-2008. The results of fermentat ion

experiment show n that the brew ing character ist ics o f microbial malt w as better than that of the

control malt , and the beer br ew ed w ith microbial malts or cont ro l malts both met the requirement

o f GB4927-2008.
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� � 中国是世界上的啤酒大国,产量多年居世界第

一,而且产量仍在继续增加。与啤酒工业蓬勃发展

形成鲜明对比的是, 我国啤酒工业的原料却主要依

赖于进口,因此发展优质国产啤酒大麦显得尤为重

要。与国外啤酒大麦相比, 部分国产啤酒大麦存在

着一定的质量缺陷
[ 1]
, 主要表现在大麦蛋白质质量

分数高,发芽势和发芽率不均一, 胚乳溶解较差,浸

出率较低,过滤性能较差。

在制麦过程中添加一些有益的微生物菌株可

提高成品麦芽的品质, 此研究在国外已有多年历

史[ 2] 。德国的乳酸麦芽目前应用比较广泛,比利时

的根霉麦芽也已进入了中试生产阶段。有益微生

物会在制麦过程中分泌水解酶系或利用自身的菌

丝,穿入大麦皮层, 协助麦芽的溶解
[ 3]
。特别是对

于蛋白质和葡聚糖质量分数高的大麦, 对成品麦芽

品质的改善较为明显。因此,筛选到产水解酶酶活

高的安全菌种,是使微生物制麦得以顺利进行的必

要前提。

白地霉是绿麦芽及焙燥麦芽中自然菌群的组

成之一。毒理学研究表明, 白地霉非病原菌, 不合

成真菌毒素, 没有毒素遗传性, 被认为是安全的
[ 4]
。

在以前的研究中,将白地霉菌株添加到微型制麦中可

抑制霉菌生长,尤其是制麦过程中的镰刀霉菌,同时,

白地霉菌株在生长过程中还会分泌多种水解酶,这些

水解酶对大麦胚乳细胞的溶解具有促进作用
[5]
。

部分国产啤酒大麦在过滤性能方面比较差, 影

响到啤酒酿造过程以及产品质量。与过滤性能相

关的酶系主要是半纤维素酶( �-葡聚糖酶和木聚糖

酶)、蛋白酶和纤维素酶。半纤维素酶能将大麦胚

乳细胞壁的主要组成部分(半纤维素)降解为小分子

的糖,改善成品麦芽的过滤性能;蛋白酶影响到麦芽

蛋白质的溶解,进而影响麦汁的过滤特性; 纤维素酶

能降解大麦胚乳细胞壁中含有的少量纤维素,以加速

胚乳细胞壁的溶解,是麦芽溶解的先驱者。

作者首先筛选产 �-葡聚糖酶、木聚糖酶、中性

蛋白酶和纤维素酶活性较高的白地霉菌株,然后将

筛选得到的白地霉应用到制麦过程中, 以考察通过

白地霉改善成品麦芽过滤性能的效果。

1 � 材料与方法

1� 1 � 材料
1� 1� 1 � 菌株 � 白地霉: 从大麦、小麦、麦芽等分离
源获得,作者所在研究室保藏。

1� 1� 2 � 培养基
1) 4 g/ dL 麦芽粉培养基: 2 g 细粉碎麦芽加 50

mL 蒸馏水, 108 � 灭菌 20 min。

2) PDA 培养基:取去皮马铃薯 200 g, 切块,加

1 000 mL 蒸馏水, 煮沸 10~ 20 m in。用纱布过滤,

补加蒸馏水至 1 000 mL。加入葡萄糖 20 g ,分装,

121 � 灭菌 20 min。

3) 5 �P 麦汁培养基: 取糖化麦汁, 加蒸馏水适

量,稀释成 5 �P,分装, 108 � 灭菌20 min(平板培养

基中加入 2 g/ dL 琼脂)。

1� 1� 3 � 大麦样品 � 从江苏产 KA-4B 大麦中选取

低发芽率的大麦作为实验样品, 其理化指标为: 水

分质量分数 11� 4%、千粒重 38� 6 g、蛋白质质量分
数 13� 9%、5 d发芽率 70%、水敏感性 16%。

1� 1� 4 � 主要试剂 � 3, 5-二硝基水杨酸、葡萄糖、木
糖、羧甲基纤维素钠、干酪素、酪氨酸、钨酸钠、钼酸

钠和碳酸钠: 均为分析纯, 购自上海国药集团化学

试剂有限公司; �-葡聚糖、木聚糖: 购自 Sigma 公

司。

1� 2 � 实验方法
1� 2� 1 � 白地霉菌株培养条件 � 白地霉菌株 4 � 保

藏,使用前连续 2次转接到 PDA 培养基进行活化,

转接至 5 �P 麦芽汁平板上, 28 � 培养过夜, 取一环

菌种,加入 25 mL 5 �P 麦芽汁培养基中,于 28 � 、

180 r/ min下摇床培养 48 h。调整菌体浓度为 107

cfu/ mL, 用于实验接种。

1� 2� 2 � 白地霉菌株产酶条件 � 取250 mL 三角瓶 6

个,每瓶装 50 mL 4 g / dL 麦芽粉悬浮液培养基, 108

� 灭菌 20 m in,冷却至室温。每个三角瓶接种白地

霉孢子悬浮液 1 mL, 168 r/ min、28 � 恒温振荡培

养,从第 3天起, 每天取一瓶发酵液, 3 000 r/ m in离

心 10 m in,取上清液, 适当稀释后测定酶活 [ 6]。

1� 2� 3 � 酶活测定
1) �-葡聚糖酶[ 7] :在 50 � 、pH 5� 0条件下,每

分钟水解 �-葡聚糖产生 1 �mol葡萄糖的酶量定义

为一个酶活单位。

2) 木聚糖酶[ 8] : 在 50 � 、pH 4� 8条件下, 每分
钟水解木聚糖产生 1 �mo l木糖的酶量定义为一个

酶活单位。

3) 蛋白酶
[ 9]
:在 40 � 、pH 7� 2条件下,每分钟

水解干酪素产生 1 �g 酪氨酸的酶量定义为一个酶

活单位。

4) 纤维素酶[ 10] : 在 50 � 、pH 6� 0 条件下, 每
分钟分解羧甲基纤维素生成 1 �g 葡萄糖的酶量定

义为一个酶活单位。

1� 3 � 制麦工艺
1. 3. 1 � 浸麦 � 浸水 5 h, 断水 14 h,浸水 4 h, 断水
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12 h,浸水 2 h,浸麦温度为 15 � ,浸麦度 43%。

1. 3. 2 � 发芽 � 15 � 恒温发芽 5 d, 发芽前 24 h 适

当补充水分, 湿度控制在 90%。

1. 3. 3 � 焙燥 � 45 � 1 h、50 � 1 h、55 � 1 h、60 �

4 h、65 � 3~ 6 h、68 � 1 h、70 � 1 h、77 � 1 h、81
� 3 h。白地霉菌液在第一次浸麦时直接加到浸麦

水中,接种浓度为 105 cfu/ g 大麦。

1� 4 � 麦芽指标分析
麦芽的指标测定都参照中华人民共和国轻工行

业标准 [11] ,其中,糖化力、色度和总酸的定义如下。

糖化力/ WK: 用麦芽浸出液的糖化酶水解淀

粉,生成含有自由醛基的单糖或双糖, 醛糖在碱性

碘液中定量氧化为相应的羧酸。剩余的碘,酸化后

以淀粉作为指示剂, 用硫代硫酸钠标准溶液滴定。

麦芽的糖化力( WK)以每百克无水麦芽中的糖化酶

水解淀粉生成的麦芽糖克数表示。

色度/ EBC: 将麦芽汁注入 25 mm比色皿中,然

后放到比色盒中, 与标准色盘进行比较, 当两者色

调一致时直接读取出麦芽汁的色度, 以 EBC色度单

位表示。

总酸:吸取试样 50 mL 于烧杯中,插入电极,开

启电磁搅拌器, 用氢氧化钠标准滴定液滴定至 pH

8� 2为其终点,记录消耗氢氧化钠标准溶液的体积。
试样的总酸含量以 100 mL 试样消耗氢氧化钠标准

溶液[ c( NaOH) = 1� 0 mol/ L ]的毫升数来表示。
1� 5 � 糖化和发酵工艺

糖化与发酵工艺曲线见图 1。其中糖化配料为

100%麦芽,粉碎度为 10目, 料水比为 1� 5, 投料水

pH 为 5� 2。
1� 6 � 啤酒常规理化指标的测定

见文献[ 12]。

2 � 结果与讨论

2� 1 � 白地霉产酶情况
对第 3~ 8天的发酵液测定相关的酶活, 结果

见图 2。从图 2可以看出,随着培养时间的延长,各

酶活增加。到第 7天时, 各酶活达到最高峰。从产

酶的高低来看, 蛋白酶酶活较其他酶活要低。

M ichal等[ 6] 应用 4 g/ dL 的麦芽粉作为培养基,对 8

株白地霉的产酶情况做了研究。与纤维素酶、木聚

糖酶、�-葡聚糖酶等相比, 8株白地霉菌株所产的蛋

白酶活性同样比较低, 介于 0~ 0� 02 U/ mL, 并且其
中的 6株白地霉所产生的蛋白酶活低于 0� 007 U/
mL,而纤维素酶、木聚糖酶和 �-葡聚糖酶的活性在

0� 06~ 0� 36 U/ mL。

( a)

� � ( b)

图 1 � 糖化工艺曲线和发酵工艺曲线

Fig. 1 � Profiles of mashing and fermentation process

图 2 � 白地霉产 4 种酶活性变化曲线

Fig. 2� Change curves of Geotrichum hydrolytic activity

2� 2 � 白地霉产酶情况分析
按 1� 2� 2将本研究室分离、保藏的 40株白地霉

进行液态产酶培养, 对其所产生的蛋白酶、纤维素

酶、木聚糖酶和 �-葡聚糖酶酶活进行分析。

2� 2� 1 � 纤维素酶 � 在大麦发芽过程中, 纤维素酶
可以加速大麦胚乳细胞壁的溶解,是麦芽溶解的先

驱者[ 13]。从图 3可以看出,并非所有的白地霉菌株

都产生纤维素酶。其中, 40号和 11号白地霉产酶

活最高, 分别达到了 4� 1 U / mL 和 4� 0 U/ mL。造
成产酶活较低的原因可能是:用 4 g/ dL 的麦芽粉作

为产酶培养基, 其营养成分比较匮乏, 微生物在此

培养基中生长状况较差,产生的水解酶活较低。但

此营养环境与制麦过程中微生物的生长环境具有
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一定的相似性,因此用此培养基更能反映微生物在 制麦过程中的真实产酶情况。

图 3� 白地霉产纤维素酶情况

Fig. 3� Cellulase activity produced by Geotrichum

2� 2� 2 � �-葡聚糖酶和木聚糖酶 � �-葡聚糖酶和木
聚糖酶都属于半纤维素酶, 它们是制麦过程中非常

重要的酶,它们对胚乳细胞壁半纤维素物质充分分

解,使蛋白酶和淀粉酶能够进入细胞内, 将蛋白质

和淀粉进行分解。�-葡聚糖酶和木聚糖酶对麦汁过

滤、啤酒过滤和啤酒的非生物稳定性都具有非常重

要的作用。

从图 4可以看出, 12号白地霉所产的 �-葡聚糖

酶酶活最高, 达到了 7� 4 U/ mL, 3 号白地霉和 18

号白地霉产 �-葡聚糖酶酶活分别达到了 6� 1 U/ mL
和 4� 3 U/ mL, 39号、40号和 35号白地霉次之。从

图 4中还可以看出, 除了上述 6株白地霉菌株产 �-

葡聚糖酶活较高外, 其他的白地霉菌株产生的 �-葡

聚糖酶活都很低。

图 5为白地霉菌株产木聚糖酶的情况, 可以看

出, 18号、11号和 3 号白地霉产木聚糖酶酶活分别

达到了 9� 98、9� 63、8� 94 U / mL。

图 4 � 白地霉产�-葡聚糖酶情况

Fig. 4 � �-Glucanase activity produced by Geotrichum

图 5� 白地霉产木聚糖酶情况

Fig. 5� Xylanase activity produced by Geotrichum

2� 2� 3 � 蛋白酶 � 在大麦的发芽过程中, 由糊粉层
所分泌的蛋白酶先溶解联结胚乳细胞的蛋白质薄

膜,使胚乳细胞分离, 并使胚乳细胞壁暴露出来,得

以与半纤维素酶接触。在半纤维素酶分解了胚乳

细胞壁后,蛋白酶进一步分解包围淀粉颗粒的蛋白

质支撑物, 使淀粉颗粒与淀粉酶得以接触而被分
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解。蛋白酶直接影响到麦芽蛋白质的溶解、麦汁的

过滤特性、啤酒的发酵和成品啤酒的风味稳定性、

非生物稳定性和泡沫稳定性, 是一种非常重要的酶

类
[ 14]
。从图 6中可以看出, 12号、27号、31 号和 39

号白地霉产蛋白酶酶活明显高于其他菌株,其中 12

号白地霉产蛋白酶酶活最高,达到了 12� 71 U/ mL。

图 6 � 白地霉产蛋白酶情况

Fig. 6� Protease activity produced by Geotrichum

2� 3 � 白地霉产水解酶活的加权评分分析
根据相对重要性分别给予各类水解酶以权重

加权数, 记做 W i ( i = 1 ~ 4)。把白地霉产上述酶酶

活的测定值( X i ) 除以该酶活的平均数(M i ) 乘以权

重后积加,即得该酶的加权总分数 Y,可表述为 [ 15]
:

Y = � W iX i

M i
( 1)

鉴于江苏地产大麦的一些质量缺陷, 如过滤速

度慢,浸出率较低,蛋白质溶解较差, 尤其是过滤性

能的缺陷更加突出。从上述 4种酶对过滤性能影

响的程度来考虑, 给予 �-葡聚糖酶和木聚糖的权重

加权数各为 30%,蛋白酶的权重加权数为 25%, 纤

维素酶的权重加权数为 15%, 根据加权总分数的公

式( 1)进行计算, 得到 40株白地霉所产酶活的加权

评分结果。对 40株白地霉酶活加权评分并进行频

数分析,结果见图 7。

图 7 � 白地霉产酶活加权得分频数分布图

Fig. 7 � Frequency distribution map of weighted scores

for Geotrichum hydrolytic activity

� � 从图 7可以看出,白地霉所产酶活加权得分主

要集中在 0� 5分以下, 共 23株。以 3分为分界点,

选取得分大于 3分的白地霉作为制麦接种微生物,

共 4株。编号为 12号、39 号、18号、3号, 其加权得

分依次为 4� 60, 3� 10, 3� 06和 3� 03。将此 4株白地

霉作为制麦用微生物, 通过微生物制麦实验进一步

验证用此方法筛选获得的微生物菌株是否适合实

际制麦过程,并评价其效果。

2� 4 � 白地霉对成品麦芽质量的影响
对筛选得到的3号, 12号, 18号和 39号白地霉

进行微生物制麦试验,成品麦芽综合指标见表 1,所

有指标均符合 QB1686-2008啤酒麦芽标准。与空

白对照相比,各白地霉麦芽的浸出物和可溶性氮质

量分数都有不同程度的提高, 其中白地霉 12号的

制麦效果改善较为明显。这与 Noots[ 16] 和 Bo-

ivin
[ 17 ]
的研究结果一致。

表 1� 白地霉麦芽的综合指标

Tab. 1� Index of microbial malt

指标 空白 3 号 12 号 18 号 39号

麦芽

浸出物
质量分数/ %

77. 2 77. 6 77. 8 77. 5 77. 3

粗细粉差/ % 2. 5 2. 0 1. 9 2. 2 2. 2

总蛋白质
质量分数/ %

13. 0 13. 4 13. 4 13. 2 13. 2

可溶性蛋白质
质量分数/ %

4. 53 4. 61 4. 77 4. 60 4. 66

库值/ % 34. 8 34. 4 35. 6 34. 8 35. 3

糖化力/ WK 232 250 256 248 240

协定麦汁

pH 值 6. 03 6. 06 6. 05 6. 00 6. 12

总酸/ mL 1. 48 1. 44 1. 44 1. 56 1. 28

色度/ EBC 2. 53 2. 71 2. 63 2. 75 2. 57
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续表 1

指标 空白 3 号 12 号 18 号 39 号

�-氨基氮质量浓度/
( mg/ L)

205 210 220 215 217

V 60 min/ mL 130 151 176 158 165

�-葡聚糖质量浓度/
( mg/ L)

157 148 129 140 133

� � 从协定麦汁的指标分析中可以看出, 各样品的
pH 值变化不大,处于 6� 00 ~ 6� 12之间,相应的总
酸变化幅度也不明显。白地霉的加入使得麦汁的

色度较空白有所增大。从表 1还可以看出,白地霉

对麦汁的过滤性能、糖化力和 �-氨基氮质量浓度的

影响。未添加白地霉的对照麦芽的协定糖化麦汁

中 �-葡聚糖质量浓度最高, 为 157 mg / L ; 60 min

的滤液体积最小, 为 130 mL; 糖化力和 �-氨基氮质

量浓度较低, 分别为 232 WK 和 205 mg/ L 糖化麦

汁;加入白地霉后,各麦芽的过滤性能、糖化力和 �-

氨基氮质量浓度均有较明显的改善, �-葡聚糖质量

浓度明显降低。白地霉 12 号菌株效果最明显, 与

空白相比, 其糖化力增加了 10� 3%, �-氨基氮质量
浓度增加了 7� 3%, 60 min 的滤液体积增加了
35� 4% , �-葡聚糖质量浓度降低了 17� 8%。这可能
是添加的白地霉在制麦过程中所产生的木聚糖酶、

�-葡聚糖酶以及蛋白酶所起的作用。Boivin 和

Deirdre
[ 19]
在制麦过程中分别接种白地霉和乳酸菌,

与空白对照相比, 白地霉麦芽的过滤性能都有一定

程度的改善, 但是在 �-葡聚糖质量浓度和 �-氨基氮

水平上改善效果却不明显。

从改善成品麦芽过滤效果( V 60min )看, 12 号白

地霉的效果最好, 39号、18号、3号的改善效果依次

降低,其协定糖化麦汁中的 �-葡聚糖质量浓度依次

升高。作者从微生物产酶角度来筛选制麦用白地

霉时, 以过滤性能作为首要目标, 筛选得到的白地

霉菌株排名依次为 12号、39号、18号和 3号。表 1

中各白地霉麦芽的过滤改善情况能够与制麦用白

地霉的筛选结果良好对应, 说明所用筛选方法在制

麦白地霉的筛选上具有可行性。

2� 5 � 成品麦芽的啤酒酿造实验
将 12号白地霉制得的成品麦芽与空白对照麦

芽按照图 1 中的工艺曲线进行糖化和发酵。发酵

结束后,对两种麦芽所制得的啤酒进行常规理化指

标分析,结果见表 2。

� � 由表 2 可知, 与空白麦芽所酿啤酒相比, 白地

霉麦芽所酿啤酒的发酵度和双乙酰质量浓度均稍

稍偏高。这可能是由于白地霉麦芽的糖化力较强,

所以发酵过程中酵母代谢旺盛, 导致发酵度和双乙

酰质量浓度均偏高。同时, 微生物麦芽啤酒的色度

稍偏高,这是由于微生物麦汁中 �-氨基氮质量浓度

的提高易造成美拉德反应, 导致发酵液的色度偏

高 [ 18]。另外, 白地霉麦芽所酿啤酒中的木聚糖和 �-

葡聚糖质量浓度分别降低了7� 3%和 14� 3%。两种
麦芽所酿啤酒的理化指标均符合 GB 4927-2008的

标准。
表 2 � 两种麦芽所制啤酒的指标分析

Tab. 2� Analysis of index of beer made by common malt and

microbial malt

指 标
空白麦芽所
酿啤酒

白地霉麦芽所
酿啤酒

色度/ EBC 7. 5~ 8. 0 8. 0~ 8. 5

pH 值 4. 86 4. 80

总酸/ mL 2. 08 2. 12

原麦汁体积分数/�P 11. 9 12. 0

外观体积分数/ % 3. 32 3. 04

真正体积分数/ % 4. 20 4. 05

实际发酵度/ % 64. 7 66. 2

外观发酵度/ % 72. 1 74. 6

双乙酰质量浓度/ ( mg/ L ) 0. 13 0. 15

酒精体积分数/ % 3. 97 4. 09

木聚糖质量浓度/ ( mg/ L ) 1451 1343

�-葡聚糖质量浓度/ ( mg / L ) 126 108

3 � 结 � 语

作者通过 4 g/ dL 麦芽粉培养基筛选制麦用白

地霉,通过加权评分对白地霉所产生的、主要影响

麦芽过滤性能的 4种水解酶进行分析, 筛选出 4株

白地霉作为制麦微生物。通过小型制麦试验发现,

4株白地霉对成品麦芽的溶解均具有促进作用,麦

芽的溶解状况得到了改善,尤其是过滤性能的改善

效果明显,其中以 12号白地霉的改善效果最好,与

空白对照相比, 60 min的滤液体积增加了 35� 4%。

将 12号白地霉制得的麦芽与空白对照麦芽分别进

行啤酒酿造实验,白地霉麦芽的酿造性能优于空白

对照麦芽。下一步将对白地霉 12号的制麦工艺条

件进行优化, 以进一步提高其改善麦芽品质的效

果。
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