
书书书

郭宏文，江成英，王　路，等．酸性α－淀粉酶菌种产酶条件的优化［Ｊ］．江苏农业科学，２０１７，４５（２１）：３０８－３１０．
ｄｏｉ：１０．１５８８９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００２－１３０２．２０１７．２１．０８６

酸性 α－淀粉酶菌种产酶条件的优化
郭宏文，江成英，王　路，郭建华，景　艳，孙美佳

（齐齐哈尔大学食品与生物工程学院／黑龙江省普通高校齐齐哈尔大学农产品加工重点实验室，黑龙江齐齐哈尔１６１００６）

　　摘要：以从实验室白酒酒醅中分离筛选并经诱变育种得到的高产酸性α－淀粉酶的菌株Ｆ２１为试验对象，利用单
因素及正交试验法进行液态产酶条件的优化，结果表明，菌株 Ｆ２１的最佳产酶培养基组成为麸皮 ２．０％、豆饼粉
１．５％、ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．０５％、Ｋ２ＨＰＯ４０．１％，最佳培养条件：初始ｐＨ值为６．０、２５０ｍＬ三角瓶中装液量为３０ｍＬ、接种

量为８％、４０℃ ２００ｒ／ｍｉｎ摇床培养４８ｈ，此时酶活性达到２３０５．９Ｕ／ｍＬ，比优化前的初始酶活性（９８７．３Ｕ／ｍＬ）提高
１．３４倍。
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　　酸性α－淀粉酶是一种重要的工业酶制剂，能够在酸性
条件下水解淀粉，保持高活性，被广泛应用于食品、发酵、纺

织、制药和饲料等工业领域。近年来，随着我国国民经济的迅

速发展，对酸性α－淀粉酶的需求也日益增加，研究并开发新
型的酸性α－淀粉酶具有较高的社会经济效益。自１９６３年
日本学者发现可以用黑曲霉生产耐酸性 α－淀粉酶［１］以来，

许多国家对其相继开展了相关研究，而我国学者从２０世纪
９０年代始，在酸性α－淀粉酶工业菌种选育方面开展了相应
的研究工作［２－５］。齐齐哈尔大学食品与生物工程学院从北大

仓酒厂白酒酒醅中分离筛选得到产酸性 α－淀粉酶的菌
株［６］，并经诱变育种得到高产酶突变株 Ｆ２１。本研究以菌株
Ｆ２１为试验对象，利用单因素及正交试验法对其最佳产酶培
养基组成及液态产酶条件进行优化，以进一步提高菌株的产

酶能力。

１　材料与方法

１．１　试验材料
枯草芽孢杆菌Ｆ２１，分离自白酒酒醅并经诱变处理得到。

斜面保藏培养基：可溶性淀粉 １．２％、蛋白胨０．８％、酵母粉
０．２％、ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．０５％、Ｋ２ＨＰＯ４０．１％、琼脂１．８％，ｐＨ
值为７．０。产酶种子培养基：可溶性淀粉 １．２％、蛋白胨
０．８％、酵母粉０．２％、ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．０５％、Ｋ２ＨＰＯ４０．１％，
ｐＨ值为７．０。产酶发酵培养基：可溶性淀粉１．５％、蛋白胨
１．０％、酵母粉０．５％、ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．０５％、Ｋ２ＨＰＯ４０．１％，
ｐＨ值为７．０。麸皮、玉米粉、豆饼粉为市售，试验用试剂均为
分析纯。

１．２　试验方法
菌种活化，接种到装有２５ｍＬ种子培养基的２５０ｍＬ三角

瓶中，在摇床中３６℃１８０ｒ／ｍｉｎ培养１８ｈ；取２ｍＬ接到装有
２５ｍＬ发酵培养基的三角瓶中，在摇床中３６℃ １８０ｒ／ｍｉｎ培
养４８ｈ；４层纱布过滤，离心，参照 Ｙｏｏ等的改良法［７－８］测定

上清液酶活性。采用单因素法及正交试验法［９］研究确定菌

株最佳产酶发酵培养基的组成及发酵条件。

２　结果与分析

２．１　菌株最佳培养基单因素试验
２．１．１　培养基中不同碳源对产酶的影响　培养基分别添加
可溶性淀粉、玉米淀粉、玉米粉、蔗糖、葡萄糖、乳糖及麸皮为

碳源，发酵后测定酶活性，制作产酶关系曲线。由图１可知，
以蔗糖、麸皮为碳源，菌株 Ｆ２１的产酶能力相对较高，酶活性
分别为１２４７．１、１２０８．４Ｕ／ｍＬ。考虑麸皮相对较为低廉，因
此选择麸皮作为菌株Ｆ２１发酵的碳源。

２．１．２　培养基碳源含量对产酶的影响　由图２可知，随麸皮
含量的增加，酶活性呈先升高后降低趋势，麸皮含量为２％时
的酶活性相对最高，为 １３８０Ｕ／ｍＬ。因此，２％为最佳碳源
含量。

２．１．３　培养基中不同氮源对产酶的影响　以蛋白胨、酵母
粉、豆饼粉、硫酸铵、尿素为单一氮源及以不同比例的蛋白

胨＋酵母粉、豆饼粉＋酵母粉为复合氮源进行发酵，测定酶活
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性。由图３可知，以１．５％豆饼粉为有机氮源时酶活性相对
最高，为１５０２．６Ｕ／ｍＬ；配比为１％豆饼粉 ＋０．５％酵母粉的
复合有机氮源酶活性次之，为１４３７．８Ｕ／ｍＬ；１．５％尿素作单
一无机氮源时酶活性相对最低。因此，１．５％豆饼粉为培养基
最佳氮源。

２．１．４　培养基氮源含量对产酶的影响　由图４可知，随豆饼
粉含量的增加，酶活性呈先升高后降低趋势，豆饼粉含量为

１．５％时的酶活性相对最高，为１５１４．６Ｕ／ｍＬ；随着豆饼粉含
量的继续增加，酶活性开始降低。因此，１．５％为最佳氮源含量。

２．１．５　培养基中添加金属离子对产酶的影响　以没有镁离
子的发酶培养基为基础培养基（对照），在基础培养基中加入

一定量不同的金属离子，发酵测酶活性。由图５可知，添加
Ｍｇ２＋对产酶有较强的促进作用，酶活性较对照提高１３．７％；
添加Ｍｎ２＋对产酶也有一定的促进作用，但酶活性提高极小；
添加Ｃｕ２＋、Ｆｅ２＋、Ｚｎ２＋、Ｃａ２＋对产酶有一定的抑制作用，Ｃｕ２＋、
Ｚｎ２＋的抑制作用相对较强，而 Ｆｅ２＋、Ｃａ２＋对产酶的抑制作用
相对较弱。因此，选择在培养基中添加Ｍｇ２＋以提高菌种的产

酶能力。

２．２　最适培养基正交试验
根据单因素试验结果，以麸皮、豆饼粉、Ｍｇ２＋为试验因

素，以酶活性为指标，采用 Ｌ９（３
３）方案［９］设计正交试验。由

表１、表２可知，麸皮（碳源因素）对酶活性的影响相对最大，
豆饼粉（氮源）次之，Ｍｇ２＋影响相对最小，碳源因素对产酶的
影响显著；最佳的三因素配比为 Ａ２Ｂ２Ｃ２，即培养基中添加
２０％麸皮、１．５％豆饼粉，Ｍｇ２＋浓度为０．０５％。

表１　菌株Ｆ２１最适培养基正交试验结果

编号
Ａ：麸皮
（％）

Ｂ：豆饼粉
（％）

Ｃ：Ｍｇ２＋
（％）

酶活性

（Ｕ／ｍＬ）

１ １（１．７） １（１．２） １（０．０２） １２６１．９
２ １ ２（１．５） ２（０．０５） １３９９．５
３ １ ３（１．８） ３（０．０８） １３２３．９
４ ２（２．０） １ ２ １４１２．０
５ ２ ２ ３ １５２８．２
６ ２ ３ １ １４２７．８
７ ３（２．３） １ ３ １３３７．５
８ ３ ２ １ １３７５．８
９ ３ ３ ２ １４０４．１
ｋ１ １３１８．６３ １３３７．１３ １３５５．１７
ｋ２ １４５６．００ １４３４．５０ １４０５．２０
ｋ３ １３７２．４７ １３８５．２７ １３９６．５４
Ｒ １２７．５７ ９７．３７ ５０．０３

　　注：小括号中为各因素含量。

表２　方差分析结果

方差来源 自由度 平方和 均方 Ｆ 显著性

Ａ ２ ２５１９０．００７ １２５９５．００３ ２１．６１２ ０．０４４
Ｂ ２ １４２２１．００７ ７１１０．５０３ １２．２０１ ０．０７６
Ｃ ２ ４２８９．６４７ ２１４４．８２３ ３．６８０ ０．２１４
误差 ２ １１６５．５８０ ５８２．７９０
总计 ８ ４４８６６．２４１

２．３　产酶条件的优化
２．３．１　培养基初始ｐＨ值对产酶的影响　由图６可知，培养
基ｐＨ值为６．０时的酶活性相对最高，为１６９５．８Ｕ／ｍＬ。因
此，菌株Ｆ２１发酵初始的 ｐＨ为偏酸性为好，最适初始 ｐＨ值
为 ６．０。
２．３．２　培养温度对产酶的影响　由图７可知，随培养温度的
增加，酶活性呈先升高后降低趋势；培养温度为４０℃时酶活
性相对最高，为１８８９．０Ｕ／ｍＬ。因此，选择４０℃为培养基最
适培养温度。
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２．３．３　装液量对产酶的影响　在２５０ｍＬ三角瓶中分别装入
１５～５０ｍＬ的发酵培养基进行发酵，测定酶活性。由图８可
知，装液量为３０ｍＬ时的酶活性相对最高，为２０８３．８Ｕ／ｍＬ。
因此，三角瓶中的最适装液量为３０ｍＬ。

２．３．４　接种量对产酶的影响　由图９可知，接种量为８％时
的酶活性相对最高，为２１９５．５Ｕ／ｍＬ，接种量超过８％酶活性
下降。因此，选择８％为最佳接种量。

２．３．５　转速对产酶的影响　由图１０可知，转速为２００ｒ／ｍｉｎ
时的酶活性相对最高，为２３０５．９Ｕ／ｍＬ。因此，选择摇床转
速为２００ｒ／ｍｉｎ进行发酵。

３　结论

对产酸性α－淀粉酶菌株 Ｆ２１进行液态发酵条件的优
化，研究碳源、氮源、金属离子等培养基成分及培养基初始ｐＨ
值、培养温度、装液量、接种量、转速等条件对产酶的影响，以

确定菌株产酶的最佳培养基组成及培养条件。结果表明，使

用价格比较低廉的２．０％麸皮为碳源、１．５％豆饼粉为氮源，
同时添加０．０５％ ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ、０．１％ Ｋ２ＨＰＯ４作为培养基，
在培养条件为２５０ｍＬ三角瓶中装液量为 ３０ｍＬ、接种量为
８％、培养基 ｐＨ值为 ６．０、培养温度为 ４０℃、摇床转速为
２００ｒ／ｍｉｎ的情况下培养４８ｈ，菌株Ｆ２１产酸性α－淀粉酶的
活性相对最高，此时酶活性为２３０５．９Ｕ／ｍＬ，比优化前初始
酶活性（９８７．３Ｕ／ｍＬ）提高１．３４倍。
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