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摘 要: 以 F718,R719为引物,以质粒 pFA6a-kanM X4为模板进行 PCR 扩增,采用基因转化法

获得 1株乙醇脱氢酶Ⅱ基因突变型工业酿酒酵母。驯养后的突变株啤酒生产小试表明,突变株乙

醛含量为 5.386 mg/L,比原菌株乙醛含量 7.932 m g/L 有所降低;发酵液发酵结束时,双乙酰含量

为 0.058mg/L,比原菌株双乙酰含量 0.034m g/L 有所升高;突变株发酵度为 63% ,比原菌株 66%

略有降低。(孙悟)
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Abstract: W ith F718 and F719 used asprim erand plasmid pFa6a-kanM X4 used astemplateforPCR am plification, one

S.cerevisiaestrain ofalcoholdehydrogenaseIIgenem utation typewasobtained through genetictransform ation m ethods.

Theapplicationofdomesticatedm utantstraininbeerproduction suggested thataldehydecontentin beerproduced bym u-

tantstrainwas5.386m g/L (aldehydecontentinbeerbyoriginalstrainwas7.932m g/L), thecontentofdiacetylwas0.058

m g/L attheendofliquidferm entation (diacetylcontentinbeerbyoriginalstrainwas0.034m g/L),andthefermentingde-

greeofmutantreached63% (theferm entingdegreeoforiginalstrainwas66% ).(Tran.byYUE Yang)
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啤酒作为一种大众化的饮品,它的风味、泡沫及色

泽是影响消费的三大重要因素,而又以风味最为突出[1]。

目前,影响啤酒风味的一个重要因素双乙酰已经不再那

么困扰啤酒生产企业,而乙醛含量过高却成为我国啤酒

行业面临的重要难题。

选育优良的啤酒酵母菌[2],对提高啤酒的质量有着

重要的意义。国内外关于降低啤酒发酵过程中乙醛含量

的研究主要集中于工艺条件、杂菌污染等方面[3～5],而采

用基因工程技术改良酵母以降低乙醛含量的研究相对

较少。

本试验有针对性地破坏酵母乙醇脱氢酶Ⅱ基因,以

期降低啤酒中乙醛含量。本文通过 PCR 技术获得一段

带有筛选标识和同源区域的目的基因,通过醋酸锂转化

法,使目的基因与酵母 ADHⅡ基因发生同源重组,得到

一株 ADHⅡ基因突变的工业酿酒酵母。突变菌株通过

驯养,小试发酵生产啤酒,利用气相色谱测定发酵液中

乙醛及其他风味指标含量。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 菌种及质粒

C-0011酵母: 中国食品发酵工业研究院菌种保藏

中心保藏,是一株用于酿酒的工业酵母。

pFA6a-kanM X4质粒: 清华大学陈国强教授馈赠,
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图 1 突变菌株生长于抗性平板

图 2 突变株未驯养前发酵液指标测定结果

是一种穿梭质粒, 在大肠杆菌中对氨苄青霉素有抗性,

在酵母菌中对遗传霉素 G418有抗性。

1.1.2 培养基及试剂、仪器

1.1.2.1 培养基

HYLB 培养基:4.3% HYLB,2% (v/v) 三糖葡萄糖

溶 液 ,10 % (v/v)0.17 mol/L KH2PO4 和 0.72 m ol/L

K2HPO4 磷酸盐缓冲液,用于培养大肠杆菌。

YPD 培养基:1% 酵母提取物,2% 蛋白胨,2% 葡萄

糖,用于培养酵母菌。

1.1.2.2 主要试剂及主要仪器

主 要 试 剂 :Taq,pfu 酶 由 上 海 生 工 提 供 ,AM P,

G418,NAD 酶由鼎国生物公司提供。

主要仪器:PCR 仪,小型离心机,恒温培养箱,恒温

水浴锅,气相色谱仪,分光光度计。

1.1.3 引物

引物由上海生工合成,各引物序列见表 1。

为了敲除乙醇脱氢酶Ⅱ(ADHⅡ)基因,而设计了一

对引物 F718,R719, 此对引物是根据酿酒酵母 ADHⅡ

基因和 pFA6a-kanM X4质粒中 kanM X 基因而设计的,

酿 酒 酵 母 ADH Ⅱ 基 因 的 序 列 可 以 通 过 http://www.

yeastgenome.org/网站查询, 该引物是用来扩增转入目

的基因的一对引物。F718(R719)有 41(40)个碱基与酵

母染色体 ADHⅡ基因相同,用来进行同源重组。而 F718

(R719) 有 18 (19) 个碱基与质粒 pFA6a-kanM X4 中

kanM X 基因相同,用来扩增 kanM X 基因以筛选转化菌

株。

1.2 方法

1.2.1 聚合酶链式反应[6]获得目的片段

1.2.2 醋酸锂转化法[7]转化酵母 DNA

由含 G418的抗性平板筛选突变菌株,在转化后 7～

12d长出针尖状单菌落。

1.2.3 发酵试验

1.2.3.1 菌种的驯养

将活化好的突变菌株接入到装有 300 m L 麦 汁 的

500mL 三角瓶中,12℃厌氧发酵, 称重直至发酵结束。

取 1勺菌体再重新接入 300m L 麦汁继续发酵, 连续发

酵 5 次,将驯养后的菌体稀释涂布抗性平板,挑取较大

菌落保存。

1.2.3.2 啤酒生产小试

将驯养后的菌株和原菌株分别接入装有 300m L 麦

汁的 500mL 三角瓶中,12℃厌氧发酵, 跟踪

发酵过程,测定各项指标。

1.2.4 综合指标的测定[GB/T4928-2001]

1.2.4.1 双乙酰含量的测定

1.2.4.2 发酵度的测定

1.2.4.3 风味指标的测定

利用气相色谱仪采用外标法测定,发酵液要求滤出

菌体,再装入顶空瓶进行测定。

风味指标包括:乙醛、DM S、甲酸乙酯、乙酸乙酯、甲

醇、乙醇(v/v)、乙酸异丁酯、正丙醇、异丁醇、乙酸异戊

酯、异戊醇、己酸乙酯、辛酸乙酯。

色谱柱与色谱条件:色谱柱(不锈钢或玻璃):2 m ;

固定相:Chrornosorb 103,60-80 目;柱 温:200 ℃;气 化

室 和 检 测 器 温 度:240 ℃; 载 气 (高 纯 氮 ) 流 量:40

m L/min;氢气流量:40mL/min;空气流量:500m L/min。

2 结果与分析

2.1 突变菌株的获得

以 F718,R719为引物, 以质粒 pFA6a-kanM X4为

模板进行 PCR 扩增,得到转化目的片段。采用一步基因

转化法获得突变菌株。结果见图 1。

2.2 突变株未驯养前发酵液各项指标测定

突变株未驯养前发酵液各项指标的气相色谱测定

结果见图 2。

突变株乙醛含量为 5.386mg/L,由于突变株发酵性
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能尚未稳定,但比原菌株乙醛含量 7.932m g/L 已有所降

低。

2.3 驯养后的突变株小试发酵液各项指标的测定

2.3.1 跟踪测定发酵液中乙醛指标

连续跟踪 5d测定发酵液中乙醛含量,结果见图 3。

从图 3可看出,针对单一风味指标乙醛,在整个发

酵过程中突变株比原菌株乙醛含量相应降低,说明我们

利用基因工程技术实现对啤酒酵母的改良。

2.3.2 发酵结束时各项指标测定(图 4,图 5)

从图 4, 图 5可以看出, 除了双乙酰、甲酸乙酯、

DM S 外,发酵液中其他风味指标也相应降低,而啤酒的

好坏是一个综合指标的衡量,小试生产和工业化生产存

在着差异,所以此株菌是否适合大众口味,能否用于工

业化生产还有待于进一步鉴定。

3 结论

3.1 通过基因敲除技术获得了一株 ADHⅡ基因突变的

工业酿酒酵母,通过驯化逐渐适应啤酒酿造环境。

3.2 通过连续 5d跟踪测定乙醛指标,显示突变株乙醛

含量与原菌株比较相应降低。

3.3 驯养后的突变株发酵结束时,双乙酰含量为 0.058

mg/L 与原菌株 0.034mg/L 相比有所升高。突变株发酵

度为 63% ,比原菌株 66% 略有降低。突变菌株其他风味

指标也相应降低,这是否影响到啤酒的综合指标及口感

还有待于专家鉴定。
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图 3 跟踪突变株与原菌株发酵液中乙醛含量的对比结果

图 5 原菌株与突变株发酵液中各项测定指标对比结果

图 4 原菌株与突变株发酵液中风味物质对比结果
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上海葡萄酒的消费量
首次超过白酒

本刊讯:2005年上海国际酒饮博览会于 12月 19日在光大国际

会展中心开幕。据主办方上海市酿酒专业协会透露,今年,上海市酒

类食品消费总量将突破 120万千升,创历史新高;其中,葡萄酒的消

费量首次超过了白酒。

上海市场今年的产销增幅达到 15% ,全市酒类食品消费总量中,

啤酒约为 100万千升,黄酒 18万千升,葡萄酒 5万千升,白酒 4万千

升。就葡萄酒而言,200多个品牌中,近 150个品牌来自国外。(江砂)

酒类流通溯源制度 2006年

1月 1日起正式实施

本刊讯:从 2006年 1月 1日起,我国新建立的酒类流通溯源

制度要求经营者填写“酒类流通随附单”,详细记录酒类商品的流

通信息, 通过酒类商品自出厂到销售终端全过程流通信息的衔

接,主管部门、经营者、消费者可以了解任何一瓶酒的流通过程。

于 2006年 1月 1日正式实施的《酒类流通管理办法》是我国

第一部全国统一的酒类市场流通管理规定,旨在保障消费者的饮

酒安全,使我国酒类管理走上法制化、规范化的轨道。(陶陶)
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