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摘 要% 应用基因克隆技术将黑曲霉产糖化酶基因.B9C转入经优化的受体菌!酿酒酵母京龙D!86=号"#获得多株具

有产糖化酶能力的酿酒酵母#再经反复筛分%驯化获得D!8!EFG85=B:8?9"#采用变性HIC固定化增殖活细胞包埋技术#
将D!8制成具有糖化酒化&双功能’的固定化酵母#大幅度提高细胞数#增强了大生产基因工程菌的糖化%酒化能力#载

体产酶能力在86 $ J ,(2以上#酒精发酵醪液中酶活达56 $ J (3以上#在年产A666 K的富川县酒精厂进行工业性生产应用

试验#技术指标完全达到并超过传统工艺的生产水平#淀粉出酒率达AA L以上$
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发酵法酒精生产中普遍使用的微生物菌种为酵母菌" 从自然

界获得的酵母菌不能产生水解淀粉或糊精的酶类,因此"在利用玉

米-木薯-红薯等淀粉质原料生产酒精的过程中"须 经 过 液 化-蒸

煮-糖化等复杂工序"添加由其他微生物合成的糖化酶制品"方能

使淀粉转化为还原糖"被酵母所利用"工艺复杂"物耗高"成本高,
56世纪=6年代"国外有多个实验室开始克隆糖化酶基因"并将之转

化酿酒酵母获得表达 a8b>c, 但由于表达水平不高"淀粉水解率低"无

法进入实用阶段,
本项目在中山大学研究小组从事糖化酶基因克隆表达和酵母

工程菌构建的基础上" 将含黑曲霉糖化酶基因的整合型表达载体

EFG85=B:8?9转化柳州市京龙科技开发有限公司优选的酿酒酵母

京龙86=获得酵母基因工程菌D!8&EFG85=B:8?9)"并由京龙公司研

制成能水解淀粉发酵酒精的固定化双功能酵母工程菌" 经淀粉质

原料酒精工业规模生产"效果良好"可简化糖化工序"节约糖化酶"

降低酒精生产成本"实现了对传统工艺的技术改造和工业化应用"
并通过了科技成果鉴定,

8 材料与方法

8:8 受体菌!酿酒酵母京龙86=号" 柳州市京龙科技开发有限公

司提供,
8:5 黑曲霉糖化酶基因 中山大学生命科学院克隆,
8:> 京龙8!EFG85=B:8?9" 中山大学生命科学院提供,
8:7 固定化&双功能’酵母基因工程菌 柳州市京龙科技开发有

限公司提供,
8:A 大生产使用原料和辅料 木薯" 淀粉含量<> Ld<7 ‘" 本地

产#耐高温淀粉酶5666 $ J (3"广东产#硫酸"浓度;= ‘"本地产,
8:< 酵母基因工程菌酒精发酵性能测试 将酵母基因工程菌接

入米曲汁培养基中"在>8d>5 e培养至对数生长期"然后接入三角

瓶液体培养基"厌氧发酵>d7 R"检测醪液酶活及淀糖转化率, 并与
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表! 广西富川酒精厂固定化酵母工程菌新技术应用指标

项目 " # $ % ! & ’ ( ) "* 合计 平均

糖
化
醪

锤度（+,） "$-) "!-& "%-# "&-# "&-’ "%-( "!-# "!-! "&-( "!-’ "!%-& "!-!
还原糖（.） %-$ $-" $-(* %-*! $-$% !-# %-!& !-) $-# $-$ %*-( %-*(
/0（.） $" ")-(’ #’ #! #* $! $* $* ") #" #’& #’-&

"!
罐

锤度（+,） !-( &-! &-) ’-% ’-) %-) !-& !-! &-( &-! &$-( &-$(
酒分（.，1／1） %-( $-( $-) %-! %-* !-% %-( !-# %-% %-# %! %-!
挥发酸（.） *-*#! *-*"# *-**) *-*"* *-**’ *-**& *-**(% *-**’# *-*"! *-*"*( *-""* *-*""
还原糖（.） &-’ "-)! "-’( #-$* #-"* "-#! "-( "-! #-%! #-"* "(-) "-()
23 #-) $-" $-% $-% $-! $-& $-% $-! $-* $-’ $$-$ $-$

成
熟
醪

锤度（+,） * 4*-" 4*-% 4*-& 4*-! 4*-% 4*-$ 4*-& 4*-$ 4*-! 4$$’ 4$$-’
酒分（.，1／1） ’-& (-& (-* )-" )-% (-% (-& (-’ )-! (-’ (&-& (-’
挥发酸（.） *-*%* *-*#) *-*# *-*"( *-*## *-*#’ *-*#" *-*") *-*#" *-*#$ *-#% *-*#%
带渣总糖（.） *-’" *-!) *-!( *-%# *-&! *-&( *-&* *-!* *-%( *-!) !-( *-!(
过滤原糖（.） *-!# *-$( *-#! *-#( *-$" *-%* *-$’ *-$! *-$# *-$) $-!’ *-$&
残还原糖（.） *-"$ *-*) *-*& * * * * *-"* * * *-$( *-*$(

生
产
成
绩

发酵率（.） )* )" )# )# )#-! )$-" )#-( )"-! )$-! )"-& )#* )#
蒸馏率（.） )(-!
淀粉出酒率（.） !!-$
木薯单耗（5） #(-!
糖化酶单耗（67） "-"

注：木薯淀粉含量&$-%.。

经过蒸煮液化但未经糖化的木薯和玉米为原料制作的三角瓶培养

基作对比"
8:< 实验检测方法 发酵液中酒精含量#残还原糖#过滤残总糖#
带渣残总糖的测定见参考文献=7>"

醪液酶活按?@ A 1$8B6C’DC!=E>中糖化酶测定方法测定"酵母计

数用血球计测定"
8:B 固定化酵母基因工程菌的工业性试验 试验地点为广西富

川县酒精厂%生产能力E666 F A )" 采用工艺条件如下&
8:B:8 粉碎工序&干法一级粉碎%原料粉碎粒度8G8:5 (("
8:B:5 蒸煮工序&采用中温蒸煮%耐高温淀粉酶添加量7GE $ A ,%8H
拌料锅温度EEG;E I%5H液化锅温度D6JE I%加热器温度86EJ5 I%
液化率86 KJ5 K%蒸煮醪冷却至5BGC6 I泵往发酵罐"
8:B:C 发酵工序& 采用固定化连续发酵工艺% 流加罐&8H#5H发酵

罐%流加罐内添加硫酸%LM控制在C:CGC:<%温度C8GC7 I%后酵温度

C; I以下" 启动阶段或蒸煮醪粘度过大#泵料困难时%在糖化罐酌

情添加糖化酶56G76 $ A ,%指标正常后逐步减少至停加"
8:B:7 成熟醪的蒸馏&成熟醪经三塔蒸馏流程后提出成品酒精%酒

精质量均达食用酒精N@86C7C’BD普级以上"

5 结果与讨论

5:8 酵母基因工程菌发酵性能分析!见表8G表C"

从最终发酵结果来看%未添加糖化酶时%木薯或玉米淀粉出酒

率达E5 K以上%达到传统工艺发酵水平" 这说明酵母基因工程菌

具有很强的糖化能力%可以满足生产的需要"
醪液的酶活在7B 2基本上达到峰值%随着发酵时间的延长%醪

液中的酶活指标基本上不再升高% 酶的代谢产物或其他产物是否

对酵母分泌的酶起到抑制作用%有待进一步探索"
5:5 固定化酵母工程菌载体的制备

固定化方法采用独特的变性OPQ包埋技术% 针对酵母基因工

程菌的特点%对载体的结构及性能进行深入研究%反复试验不同的

载体配方%确定了最佳的固定化载体制作工艺%使酵母基因工程菌

的产酶速度及产酒能力得到充分发挥"
经过固定化%酵母基因工程菌在发酵过程中迅速大量增殖$酵

母数达76亿个 A ,载体!%形成强大的种源优势%为充分发挥酵母基

因工程菌的糖化能力%实现工业化应用提供了必要的条件"
5:C 固定化酵母基因工程菌的产酶能力

取一定量增殖后的固定化酵母放入木薯液体培养基中% 不加

糖化酶%在C8GCC I下培养%定时检测醪液中酶活%与游离酵母基

因工程菌比较%其结果见表7"

表! 发酵醪液糖化酶活力 （"／#$）

培养基
发酵时间（%）

!& &’ ’( )& (’
木薯培养基 *+, (+- !*+. !*+( !*+-
玉米培养基 &+( (+, !&+- !&+) !&+/

注：!.个批次平均值。

表! 木薯培养基发酵指标

时间

（"）

发酵前

淀粉浓

度（#）

酒精度

（#，$／$）

带渣

总糖

（#）

过滤

总糖

（#）

还原糖

（#）

糖转化

（#）

淀粉出

酒率

（#）

%& ’()! ’*)( ’)! *)(! *)’* ’*+)%
&, ’*)- *)-& *).- *)*& ’*,)& .+)+
注：’*个批次平均值。

表! 玉米培养基发酵指标

时间

（"）

发酵前

淀粉

浓度（#）

酒精度

（#，$／$）

带渣

总糖

（#）

过滤

总糖

（#）

还原

糖

（#）

糖转

化

（#）

淀粉

出酒

率（#）

%& ’()* ’+), ’)!* +)(& +)’! ’+!)*
&- ’+)& ’)+& +),+ +)’+ ’+-)! ,*)&
注：’+个批次平均值。

表! 酶活力检测比较 （"／#$·%）

菌类
接种量

（&）
’!%
酶活

!(%
酶活

)’%
酶活

产酶速度

（"／*·%）

游离酵母工程菌 + ),- ./,( .!,. 0,+
固定化酵母工程菌 + .!,0 ’1,+ ’.,/ .’,’

!"
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性!有利于长期保存"
导致啤酒产生混浊的多酚物质来源于麦皮和酒花! 主要是黄

烷羟基衍生物类! 其他酚类只有聚合成聚合物才能对啤酒混浊起

作用# 蛋白质和多酚形成混浊物主要是在重金属作用下氧化聚合

而成的"
如何提高啤酒非生物稳定性的问题!在过去的研究中!人们始

终以除去形成啤酒母体混浊物质如蛋白质$ 多酚类物质为主要内

容" 至今啤酒行业仍以硅胶或单宁除去蛋白质类物质!吸附多酚$
花色苷类物质或以蛋白酶降解蛋白质等以求提高啤酒非生物稳定

性!其结果并不令人满意" 但蛋白质$多酚类物质作为啤酒的有效

成分!过多的除去会影响啤酒的口感和泡沫!而且这些物质又是人

体所必需的"

5 ;<’9)抗氧化剂

;<’9)为新型天然抗氧化保鲜稳定剂!其作用机理!一是螯合

金属离子!生成难溶的螯合沉淀物!经过滤而除去!能消除二元多

酚氧化聚合物的催化剂#二是快速有效地除去啤酒中的溶解氧!防

止多酚类物质的氧化聚合!使之不能形成聚合物的前驱物质" ;<’
9)的作用机理不是除去啤酒中的蛋白质和多酚物质!而是除去啤

酒中的溶解氧和啤酒中的金属离子! 防止多酚类物质的氧化$聚

合!消除金属离子催化加速作用!从而提高啤酒非生物稳定性!提

高啤酒的风味质量!延长啤酒保质期"
因此!;<’9)可阻止单宁花色苷多酚物质的聚合!这样一来就

不用加甲醛" 另外!;<’9)是从可食性植物中提取的天然抗氧化因

子及其衍生物!属维生素=族!与其特有的相乘性物质络合而成的

新型天然抗氧化保鲜稳定剂"广泛应用于啤酒行业!在防止啤酒氧

化$控制啤酒贮存过程中的双乙酰回升$提高非生物稳定性和风味

稳定性$延长啤酒保鲜期都具有极为显著的效果!同时对防止啤酒

杀菌后出现的%泡沫环&亦有良好的效果" 添加该产品对啤酒的口

感$泡沫等均无任何副作用"
产品状态’白色晶状粉末!有吸潮性!易溶于水或啤酒"

5:8 ;<’9)的主要成分

维生素=族及其他天然物质"

>?值’@AB
氯化物(以C3计)’"6:6@
重金属(以D<计)’ "6:66E
砷 (以FG计) ’"6:666E

5:5 ;<’9)的功效及其特点

5:5:8 抗氧化保鲜

目前啤酒行业通常使用;.$异;.钠$葡萄糖氧化酶$亚硫酸盐

以及它们的组合物等抗氧化剂来控制成品啤酒的氧化! 可这些化

学抗氧化剂不仅对啤酒口味有不同的副作用! 而且没有一种能使

啤酒在保质期内始终保持新鲜" 如果啤酒溶解氧量在5:6 , H !以上

时!即使添加普通抗氧化剂!啤酒仍然迅速氧化"
;<’9)新型天然抗氧化稳定剂! 它能够很好地除去啤酒中的

溶解氧!螯合啤酒中的金属离子!所以它的抗氧化效果迅速持久"
如果使用量适当! 它的抗氧化效果和抗氧化持久性优于任何一种

抗氧化剂" 即使在啤酒高溶解氧(5:@ (, H !以上)含量情况下!同样

可使啤酒在保质期内保持新鲜口味!彻底去除啤酒的老化味"
;<’9)新型天然抗氧化保鲜稳定剂! 由于能高效持久地除去

啤酒中的溶解氧和瓶颈氧! 使啤酒中含氧量在杀菌后始终处于低

水平! 从根本上彻底解决了成品啤酒双乙酰回升的难题" 实践证

明!即使啤酒中的溶解氧在5A@ (, H *,时!添加本品I6 (, H *,!成品

啤酒贮存7个月时!双乙酰仅回升6:68 (, H *," 能保证成品啤酒在

保质期内双乙酰不超标!没有啤酒老化味的回弹";<’9)是一种不

可多得的啤酒抗氧剂"
5:5:5 防止双乙酰回升

啤酒中双乙酰含量的高低是啤酒质量的重要标志! 也是判定

成品啤酒级别的限定性指标! 为了控制酿造中双乙酰及成品啤酒

双乙酰回升! 啤酒企业做了很多努力! 甚至不惜使用价格昂贵的

!’乙酰乳酸脱羧酶来控制双乙酰的降解和回升" 但令人遗憾的是

都没有能够很好地解决成品啤酒双乙酰回升的问题" 很多啤酒出

厂时检验是优级品!但是随着长途运输和销售时间的延长!双乙酰

回升超标!老化味严重!变为不合格品!不仅有损企业形象!而且也

损害了消费者的利益" #

5:E:8 由于固定化载体内的酵母数多(J5I亿 H ,)!产酶速度较快!
醪液中最终酶活达56 $ H (3以上!产酶速度比游离菌种快约8倍!最

终酶活提高5@ K(以上)"
5:E:5 酒精生产中糖化酶的添加量约为866 $ H ,(以原料计!以 下

同)!经计算!糖化酶在醪液中的酶活约为56 $ H (3!而固定化酵母

基因工程菌最终酶活超过56 $ H (3!与添加糖化酶的量相当"
5:7 固定化!双功能"酵母基因工程菌在工业化生产中的应用

工业化酒精发酵结果见表@"

E 结论

根据小试及生产应用的验证!固定化%双功能&酵母基因工程

菌的使用条件及能达到的生产技术指标如下’
E:8 本产品适用于木薯$玉米$红薯等淀粉质原料!也同样适用于

糖蜜原料"
E:5 载体菌种优良! 耐糖浓度达57 L! 耐酒精度达8E L! 耐酸

>?5:M"
E:E 固定化酵母增殖后产酶能力J86 $ H ,*2"
E:7 生产中醪液糖化酶活力J56 $ H (3!淀糖转化率J86@ L"
E:@ 载体酵母数J5I亿 H ,!膨胀比J5:6"
E:B 固定化酵母抗污染能力强!生产稳定!有效使用期可达一年"
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