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摘要 选取 2种不同复合酶制剂,采用乙醇沉淀法提取出麦芽中 PYF因子, 通过模拟糖化条件及添加不同酶量来考察外加酶是否对

PYF因子具有水解能力。结果发现,与对照组 PYF活力值(F= 78. 79) 相比,不同添加量的 2种复合酶与 PYF因子作用后 PYF活力值没
有发生显著变化( P> 0. 05) ,即 PYF因子是一种结构特殊、复合酶不能水解的多糖大分子。
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Influence of Different Enzyme Preparation on Premature Yeast Flocculation activity of PYF Factor fromMalt
QIAN Sheng- feng et al ( School of Life Science, Xiamen University, Xiamen, Fujian 361005)

Abstract Through simulating saccharification condition and adding different enzyme amount, the hydrolysis abilities of 2 different kinds of enzyme prepa-
ration on PYF factor, which was extracted from malt by ethanol precipitation, were measured and compared. The results showed that compared with the

PYF activity value(F= 78. 79) of control group, PYF activity value didn t change significantly ( P> 0.05) after 2 kinds of enzyme with different adding
amounts acted with PYF factor, namely that PYF factor was a kind of polysaccharide with a higher molecular weight and special structure and couldn t be

hydrolyzed by enzyme.
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研究表明,受采收季节外界环境、制麦工艺等因素的影

响,大麦自身可能会产生一种高分子量的生物多糖或糖蛋白

类大分子(简称PYF因子) ,以抵抗微生物侵袭
[ 1- 2]
。它们具

有较强的阳离子性和两亲性,对热或冷都比较稳定,不能被

麦芽自身酶系水解,在酿造过程中一直保持活性,可与酵母

上带负电荷的组分结合,甚至破坏膜的完整性,从而诱导酵

母超前絮凝( Premature Yeast Flocculation)。这必然会影响酵

母回收利用、发酵性能及下游过滤工艺,严重时会影响成品

酒的风味。显然, PYF麦芽对啤酒酿造不利[ 3- 4]。

而在啤酒酿造过程中,为了促进 -葡聚糖、木聚糖、戊聚

糖和纤维素、半纤维素及淀粉等高粘度的大分子分解形成小

分子聚合体,降低麦汁粘度,提高下游过滤效率,有效提高浸

出物的含量,通常在糖化阶段会适当添加多种混合酶系不同

比例搭配组成的复合酶制剂。到目前为止,尚未见糖化过程

中外加复合酶制剂对麦芽中 PYF因子影响的文献报道。为

此,笔者选取了不同酶制剂厂家的A和 B 2种复合酶,模拟

大生产糖化过程中酶的添加方式,根据特定酵母絮凝性能的

变化规律来考察复合酶是否对PYF因子具有降解作用,以实

现从多角度评价复合酶的性能,探讨PYF麦芽潜在可行的调

控方式,为啤酒酿造行业提供理论依据。

1 材料与方法

1. 1 酵母培养基配方 1%酵母浸膏、2%细菌蛋白胨、2. 5%

葡萄糖,超纯水溶解, pH值自然。

1.2 酵母培养及酵母悬浮液制备[ 5] 取斜面挑取 1环酵

母,接种于 10ml液体标准培养基试管, 25 下活化 24 h。摇

匀活化后的酵母溶液,取 1ml接种于 10ml标准培养基, 12

下培养 72 h,最后转入装有 500 ml培养基的三角瓶, 8 、180

r/min下动态培养 125 h。离心收集酵母细胞( 5 000 r/min、10

min) ,称取沉淀酵母 6 g,依次用 40 ml 去离子水、0. 01 mol/ L

EDTA-Na溶液 ( pH 8. 0)、去离子水洗涤。取洗净酵母,
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配制成 0. 3 g/ml酵母悬浮液,并置于 0 下保藏备用。

1. 3 麦芽PYF因子提取[ 5] 按Analytica-l EBC推荐的方法糖

化麦芽制备协定麦汁,煮沸麦汁, 30 min后过滤,向滤液中加

入等体积的无水乙醇,于冰浴上反应 1 h。10 000 g离心力下

离心15min,收集沉淀物,加入 25ml加热的去离子水溶解,再

在相同条件下离心,去除不溶物, 0. 2 m 水相微孔过滤膜过

滤,上清液置于 4 下保存备用。

1. 4 反应条件 A型复合酶与麦芽 PYF因子反应条件。取

100ml制备的PYF因子提取液多份,模拟糖化条件(未提供

具体参数) ,适当时刻下向提取液中分别加入 100、150、200 l

0. 08 g/ml A型复合酶水溶液或 10、20、30 l 0. 02 g/ml B型复

合酶水溶液,反应后过滤,取滤液。以不添加酶制剂的样品

为对照。每个试验至少 3个重复。

1. 5 PYF因子超前絮凝活力测定[ 6] 吸取 0. 4 ml待测样

品,加入 50mmol/ L醋酸钠- 醋酸、0. 1%氯化钙、2. 3 ml缓冲

液( pH 4. 50)和 0. 8 ml 0. 3 g/ ml酵母悬浮液,用封口膜将比色

皿密封。上下倒置,充分混合,室温放置 30 min。然后,上下

倒置使其充分混合,使得沉淀絮状物重新悬浮,选择不含样

品的缓冲液作为对照进行调零,测定前 7 min内该悬浮液每

分钟在波长 600 nm处对应的吸光度值。PYF因子活力水平

定义为:

F=
7min时溶液吸光度值- 初时吸光度值

初始溶液吸光度值
100%(1)

F值越大,表示麦芽PYF因子超前絮凝活力越高。

1. 6 数据处理 试验结果均以平均值 标准误的形式表

示。使用 SPSS软件对数据进行显著性分析。

2 结果与分析

2. 1 A型复合酶对 PYF因子水解程度的影响 在厂家推

荐的酶制剂添加量范围内,模拟大生产糖化条件对从麦芽中

提取的 PYF 因子进行水解。由图 1可知,当酶添加量由

0. 02%增加到 0. 04%时,糖化结束后溶液中PYF因子絮凝活

力基本保持在同一水平,絮凝活力值达 78. 37 0. 24,与对照

组即不添加A型复合酶的PYF因子絮凝活力值无显著性差

异( P> 0. 05) ,说明添加该复合酶后PYF因子未被降解,相应
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地PYF因子的酵母超前絮凝活性没有发生变化。

图 1 不同添加量的 A型复合酶对 PYF因子水解的影响

Fig.1 Effects of different addition amount of compound enzyme A

on hydrolysis ability of PYF factor

2. 2 B型复合酶对 PYF因子水解程度的影响 在该酶制剂

推荐较适宜的添加量范围内进行 PYF因子水解试验。由图

2可知, B 型复合酶同 A 型复合酶均不能因其存在而

导致PYF因子发生水解反应。酶添加量从0. 005%升高到

图 2 不同添加量的 B型复合酶对PYF因子水解的影响

Fig.2 Effects of different addition amount of compound enzyme B

on hydrolysis ability of PYF factor

0. 015%,溶液中PYF因子絮凝活力平均值达 78. 52 0. 30,与

对照组PYF因子絮凝活力值无显著性差异( P> 0. 05) ,说明

该复合酶不能水解麦芽中诱导酵母超前絮凝的 PYF因子。

3 讨论

啤酒复合酶制剂主要由 -葡聚糖酶、木聚糖酶、戊聚糖

酶、纤维素酶、中性蛋白酶、淀粉酶等组成,能促进 -葡聚糖、

木聚糖、戊聚糖和纤维素、半纤维素及淀粉等大分子的水解,

但对麦芽中PYF因子不具有水解作用。因此,可以推断 PYF

因子不同于这些大分子,是一种具有特殊结构、不能被麦芽

自身酶系和一般复合酶制剂水解的多糖或糖蛋白大分子。

从另一个角度来看,由于PYF因子在复合酶的作用下不能被

降解为小分子聚合体,因此有必要利用生物大分子研究的最

新技术和现代分离手段实现对异常麦芽中PYF因子的分离

纯化及其结构表征,并在此基础上开发出水解PYF因子的新

型酶制剂,以避免麦芽 PYF因子引起的酵母超前絮凝异常发

酵,最终为啤酒酿造行业提供有力的技术支持。
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