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　　摘要：从北大仓酒厂白酒酒醅分离筛选到１株产酸性α－淀粉酶的菌株Ｃ６，采用液体发酵，３６℃、１８０ｒ／ｍｉｎ振荡
培养４８ｈ后产酶活力达到３８８．５Ｕ／ｍＬ。初步研究了酶性质：Ｃ６产生的α－淀粉酶最适反应ｐＨ值为４．８，最适反应温
度为６０℃，是一种中温酸性α－淀粉酶，该酶在ｐＨ值３．５～９．０、温度５０℃以下能较稳定地存在。
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　　α－淀粉酶作用淀粉时可从分子内部切开 α－１，４糖苷
键，最终产物为糊精、寡糖、麦芽糖和葡萄糖，是国内外最常用

的一种酶制剂。我国工业生产中常用的中温和高温α－淀粉
酶，其适用ｐＨ值范围为６～７，在酸性条件下使用酶活性明显
降低，不能满足一些酸性条件下淀粉原料的深加工工艺要求。

耐酸性α－淀粉酶是在酸性条件下能水解淀粉的酶类，可以
在低ｐＨ值条件下液化淀粉，保持高活性。耐酸性α－淀粉酶
显著的耐酸性使其具有很大的应用潜力和开发前景，可以广

泛应用于食品、发酵、纺织、饲料、医药等多种领域，可以明显

地提高收得率，降低消耗，特别是能节约工业用粮，开发耐酸

性α－淀粉酶具有很大的经济、社会效益［１］。自１９６３年日本
学者Ｍｉｎｏｄａ等首次发现黑曲霉可以产耐酸性 α－淀粉酶［２］

以来，许多国家都相继对其展开了研究，在国外已有将酸性淀

粉酶制剂应用于工业生产的报道。国内开展相关研究起步较

晚，目前对耐酸性α－淀粉酶的研究主要集中在菌种选育和
构建基因工程菌等方面［３－６］。本实验室从分离筛选菌种的工

作入手，自白酒酒醅中筛选到１株产酸性 α－淀粉酶的菌株
Ｃ６，研究了其酶性质，并对菌种特征进行了初步鉴定。

１　材料与方法

１．１　菌种
自北大仓酒厂的白酒酒醅中分离筛选到的产酸性α－淀

粉酶的菌株Ｃ６。
１．２　培养基

（１）分离培养基：含可溶性淀粉 １％、蛋白胨 ０．５％、
Ｎａ２ＨＰＯ４０．０１％、ＫＨ２ＰＯ４０．０１５％、ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．０５％、
ＮａＣｌ０．１％、琼脂 １．８％，ｐＨ值４．０～４．５。（２）富集培养基：
含可溶性淀粉１．２％、蛋白胨０．８％、酵母粉０．２％、ＭｇＳＯ４·
７Ｈ２Ｏ０．０５％、ＫＨ２ＰＯ４０．１％，ｐＨ值５．０。（３）斜面培养基：含
可溶性淀粉 １．２％、蛋白胨 ０．８％、酵母粉 ０．２％、ＭｇＳＯ４·
７Ｈ２Ｏ０．０５％、ＫＨ２ＰＯ４０．１％、琼脂１８％，ｐＨ值７．０。（４）种

子培养基：含可溶性淀粉 １．２％、蛋白胨 ０．８％、酵母粉
０．２％、ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．０５％、ＫＨ２ＰＯ４０．１％，ｐＨ值 ７．０。
（５）发酵培养基：含可溶性淀粉１．５％、蛋白胨１．０％、酵母粉
０５％、ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．０５％、ＫＨ２ＰＯ４０．１％，ｐＨ值７．０。
１．３　主要试剂

试验用试剂均为分析纯。

１．４　方法
１．４．１　菌种分离初筛　将白酒酒醅１０ｇ用１５０ｍＬ无菌生
理盐水浸泡１ｈ，摇匀后吸取１．０ｍＬ于装有５０ｍＬ富集培养
基的三角瓶中，３６℃振荡培养１８ｈ，取培养液涂布分离培养
基平板，３６℃培养４８ｈ，用碘液显色，挑选菌落周围有透明圈
且菌落直径比较大的菌株接到斜面上，对菌株进行纯化分离。

１．４．２　液态发酵　将纯化后的菌种接种到装有３０ｍＬ种子
培养基的三角瓶中，３６℃、１８０ｒ／ｍｉｎ培养１８ｈ，然后取２ｍＬ
接入装有 ３０ｍＬ发酵培养基的 ２５０ｍＬ三角瓶中，３６℃、
１８０ｒ／ｍｉｎ培养４８ｈ。发酵液经４层纱布过滤并离心取上清
液测定酶活性。

１．４．３　酶活测定　参见Ｙｏｏ改良法［７－８］。

１．４．４　菌株特征鉴定　通过显微镜观察和生理生化试验进
行鉴定［９］。

１．４．５　粗酶液的制备　将发酵液８０００ｒ／ｍｉｎ离心，取上清
液先用３０％饱和度硫酸铵盐析，离心后取上清液再用６０％饱
和度硫酸铵进行二次盐析，离心收集沉淀，用少量的 ｐＨ值
７０（０．１ｍｏＬ／Ｌ）的磷酸缓冲液溶解，经透析后得到粗酶液，
进行酶性质研究。

２　结果与分析

２．１　菌种筛选
进行分离初筛，从大量菌株中选出了１００株透明圈与菌

落直径比大的菌株进行摇瓶发酵（图１），得到了１株产酸性
α－淀粉酶活性相对较高且稳定的菌株 Ｃ６，酶活性为
３８８．５Ｕ／ｍＬ。表１列出了透明圈与菌落直径比值排在前１０
位的菌株的酶活性情况。

２．２　菌株特征鉴定
　　菌株Ｃ６特征鉴定详见表２。依据《伯杰细菌鉴定手册》，
初步鉴定菌株Ｃ６属于芽孢杆菌属（Ｂａｃｉｌｌｕｓ）。
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表１　部分初筛菌株的酶活性比较

菌株代号
菌落直径Ｄ
（ｍｍ）

透明圈直径ｄ
（ｍｍ） Ｄ／ｄ值 酶活性

（Ｕ／ｍＬ）

Ａ１９ ３．６８ １０．６５ ２．８９ ３４１．６
Ｂ１ ３．１２ ８．６３ ２．７７ ３２２．４
Ｃ６ ２．３１ ６．０２ ２．６１ ３８８．５
Ａ９ ２．０１ ５．１５ ２．５６ ３１８．３
Ａ３２ ２．６６ ６．５８ ２．４７ ２８７．５
Ａ２０ ４．１４ ９．９１ ２．３９ ２４９．２
Ｄ１２ ２．６２ ５．７１ ２．１８ ２３５．６
Ａ６ ４．０８ ８．４４ ２．０７ ２６９．３
Ａ３ ３．８２ ７．６２ １．９９ ２３６．８
Ａ１ ３．９４ ７．５２ １．９１ ２４１．７

表２　菌株Ｃ６特征鉴定情况

考察项目　　 特征

菌体细胞形态 棒杆状

大小 （１．５～２．０）μｍ×（０．３～０．７）μｍ
运动性 有

芽孢 有，在中央

生长 需氧

菌落形态 近圆形，表面褶皱，生长蔓延

菌落颜色 乳白色，不透明

革兰氏染色 阳性（＋）
吲哚试验 阴性（－）
糖发酵试验 产酸不产气

Ｖ－Ｐ试验 阳性（＋）
Ｈ２Ｏ２酶试验 阳性（＋）
明胶液化试验 阳性（＋）
甲基红试验 阴性（－）
尿素酶试验 阳性（＋）
硝酸盐还原试验 阳性（＋）
酪素水解试验 阳性（＋）
柠檬酸盐试验 阴性（＋）

２．３　Ｃ６酶性质初步研究
２．３．１　酶反应的最适 ｐＨ值　在温度 ６０℃，ｐＨ值 ３．５～
１００的不同缓冲液条件下进行酶反应，测定相对酶活性，制
作酶反应最适ｐＨ值曲线（图２）。规定 ｐＨ值为４．８时酶活
性为１。由图２可知，Ｃ６所产的淀粉酶受ｐＨ值影响较大，偏
酸的环境下酶反应活性较高，ｐＨ值４．８时活性最高，酶反应
的最适ｐＨ值为４．８。当ｐＨ值小于４．５或大于８．０时相对酶
活性下降到５０％以下。

２．３．２　酶反应的最适温度　在 ｐＨ值 ４．８条件下，使酶在
３５～１００℃ 间不同温度下进行反应，测定相对酶活性，制作
酶反应最适温度曲线（图３）。规定温度为６０℃时酶活性为
１。由图３可知，该酶反应在 ３５～１００℃均有活性，在 ５０～
７０℃ 范围内酶活性较高，６０℃时酶活性最高，酶反应的最适
温度为６０℃。当温度大于７０℃后酶活性迅速下降。该酶
在高温条件下反应仍具有一定的活性，９０℃条件下相对酶活
性为３１％，１００℃时为８．２７％。

２．３．３　酶反应的ｐＨ值稳定性　酶液在ｐＨ值３．５～１０．０的
环境下保温１ｈ后，立即回调至 ｐＨ值４．８，然后测定相对酶
活性，制作酶反应的ｐＨ值稳定性曲线（图４）。规定 ｐＨ值为
５．０时酶活性为１。由图４可知，该 α－淀粉酶在 ｐＨ值５．０
的条件下最为稳定，在ｐＨ值３．５～９．０的条件下相对稳定。

２．３．４　酶反应的热稳定性　使酶液在３５～９０℃不同温度下
保温３０ｍｉｎ，然后在６０℃下进行酶反应，测定其相对酶活性，
制作酶反应的热稳定性曲线（图５）。规定３５℃时酶活性为
１。由图５可知，酶在低于６０℃以下较稳定存在，高于６０℃
时迅速失活，８０℃时完全失活。

３　讨论

我国是农业大国，淀粉资源十分丰富，酸性淀粉酶的应用
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日益广泛，有必要对新型的酸性淀粉酶进行不断地研究及开

发。本试验自白酒酒醅中分离筛选到１株产酸性淀粉酶的菌
株Ｃ６，采用液体发酵方法，在３６℃、１８０ｒ／ｍｉｎ培养４８ｈ，菌
株的产酶活性达到３８８．５Ｕ／ｍＬ。筛选菌种是一项十分繁杂
的工作，为此我们采取了快捷有效的初筛方法，以透明圈与菌

落直径比作为初步判定菌株酶活性高低的依据，一般认为直

径比与酶活呈现正相关性，我们的试验结果也证明了这一点。

对菌株Ｃ６的产酶性质进行了研究，其产生的α－淀粉酶最适
反应ｐＨ值为４．８，最适反应温度为６０℃，属于一种中温酸性
α－淀粉酶。可以将菌株 Ｃ６作为酸性淀粉酶菌种育种研究
的良好出发菌株。
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上升、Ｎ素含量恢复到对照水平，脲酶活性和微生物数量等变化不明显；仅施加有机肥可以迅速提高电导率、有机质和
矿质营养元素含量、细菌数量以及脲酶活性，但短时间内离子态矿质营养元素含量达不到作物正常需求水平；在施用

有机肥情形下种植紫花苜蓿并压青后，土壤电导率、各营养元素含量、微生物数量的上升幅度以及土壤酶活性均显著

高于施用有机肥处理，其中以每１ｍ２施用２５０ｇ有机肥并种植１．５ｇ紫花苜蓿种子并压青的改良效果最好。
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　　人口数量的剧增急需更多的耕地，而近年来，由于人类对
环境的不合理使用，生态平衡遭到严重破坏，土壤质量衰退日

趋严重，可耕用地面积逐年下降。如何改良贫瘠土壤，保持并

增加耕地面积和质量，是摆在世界各国政府尤其是中国政府

面前的头等大事。

所谓土壤改良就是针对土壤的不良性状和障碍因素，采

取相应的物理、化学或生物措施，改善土壤性状，提高土壤肥

力，增加作物产量，以及改善人类生存相关土壤环境的过程。

对贫瘠土壤的改良方法一般采用适宜耕作方法的物理改良

法、施用化学肥料的化学改良法，以及利用植物、微生物或者

生物的残骸排泄物等的生物改良法。而从根本上改善土壤性

状和环境友好角度考虑，生物改良方法目前无疑是最佳的

选择。

现阶段常用的生物改良方法主要有通过豆科植物根瘤菌

固氮作用增加土壤中有机质含量并改善土壤结构，通过生长

—２６３— 江苏农业科学　２０１３年第４１卷第１２期


