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泸型大曲中根霉固态发酵产糖化酶条件研究

黄 丹，尚志超，袁先铃，李玉龙

（四川理工学院生物工程学院，四川 自贡 ６４３０００）

　　摘　要：对泸型大曲中根霉菌株固态发酵产糖化酶的条件进行了研究。以糖化酶活力为评价指标，
设计单因素实验，研究培养基水分含量、培养时间、培养温度对根霉产糖化酶的影响，在此基础上，利用

Ｂｏｘ－ＢｅｎｈｎｋｅｎＤｅｓｉｇｎ的方法，对根霉菌株固态发酵产糖化酶的条件进行优化，结果显示泸型大曲中根
霉菌株固态发酵产糖化酶的优化条件为培养温度２９℃，培养基水分含量５３％，培养时间１６４ｈ，糖化酶
的酶活力为２１９４．４４Ｕ／ｇ。
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　　葡萄糖淀粉酶（Ｇｌｕｃｏａｍｙｌａｓｅ，ＥＣ．３．２．１．３）又可称

为γ－淀粉酶（γ－ａｍｙｌａｓｅ）或淀粉葡萄糖苷酶（Ａｍｙｌｏ

ｇｌｕｃｏｓｉｄａｓｅ），因在发酵工业中大量用作淀粉糖化剂，通

常又被简称为糖化酶。糖化酶底物专一性较低，不但可

以从淀粉的非还原末端依次水解 α－１，４糖苷键，切下

一个个葡萄糖分子，而且可以水解支链淀粉中的α－ｌ，６

糖苷键，甚至对α－１，３糖苷键连接的碳链也有微弱的

水解作用。糖化酶能将淀粉百分之百的水解为葡萄糖，

并像β－淀粉酶一样，使水解下来的葡萄糖发生构型变

化，形成β－Ｄ－葡萄糖，因此被广泛地应用于酒精、白

酒、抗生素、氨基酸、有机酸、甘油、淀粉糖等工业中，是

我国产量最大的酶制剂产品［１］。

在白酒酿造过程中，淀粉质原料正是通过糖化酶

的作用水解为葡萄糖后被酵母菌利用产生酒精，而

根霉是浓香型大曲中糖化酶的主要产生菌［２］，因此

大曲中根霉糖化酶活力的高低直接决定了大曲糖化

力的高低，对白酒生产中出酒率有重要的影响。所

以，研究固态发酵条件下根霉糖化酶的产酶条件，能

够对大曲的生产提供理论指导和数据支持，为解决

大曲生产中所遇到的用曲量大、糖化力不高等实际

问题提供思路。

１ 材料与方法

１１ 材料

１１１ 菌株

实验采用的根霉菌株为Ｒｈ－４，分离自泸型大曲。

１１２ 培养基

斜面培养基：马铃薯２００ｇ，葡萄糖２０ｇ，琼脂１５～

２０ｇ，水１０００ｍＬ，ｐＨ自然，１２１℃灭菌２０ｍｉｎ。

固体发酵培养基：破碎小麦处理后的小麦３０ｇ，蒸

馏水３６６ｍＬ，１１５℃灭菌３０ｍｉｎ。

１２ 方法

１２１ 孢子悬液制备

将孢子接种于斜面培养基中培养３ｄ，用接种环将

孢子移到无菌生理盐水中，摇匀用脱脂棉滤去菌丝，计

数，然后将孢子悬液稀释至孢子数为１０８个／ｍＬ。

１２２ 糖化酶粗酶液制备

将长满菌丝的培养基从锥形瓶中取出，捣碎后搅拌

均匀，测定鲜曲的含水量。取相当于５ｇ绝干曲的鲜曲

置于２５０ｍＬ锥形瓶中，加入２０ｍＬｐＨ４６乙酸 －乙酸

钠缓冲液，补加蒸馏水至１００ｇ，摇匀，然后在４０℃下水

浴抽提２ｈ，每１５ｍｉｎ震荡一次。滤纸过滤，将最初 ５



ｍＬ酶液弃去，所得液体即为粗酶液。

１２３ 糖化酶酶活力的测定

糖化酶酶活力的测定采用ＤＮＳ法，参照陈毓荃［３］的

方法作适当改进。

取Ａ、Ｂ两支试管加入２ｍＬｐＨ４６的乙酸 －乙酸钠

缓冲液和１ｍＬ酶液，将试管和２％的标准淀粉溶液在

４０℃下保温５ｍｉｎ，然后向 Ｂ试管中加入５ｍＬ淀粉溶

液，摇匀，在４０℃下保温反应３０ｍｉｎ，向Ａ管加５ｍＬ２％

的可溶性淀粉溶液后即将 Ａ、Ｂ两支试管放在沸水中，

水浴加热 １０ｍｉｎ终止反应。取反应液 ０５ｍＬ加到

２５ｍＬ比色管中，加入１５ｍＬ的蒸馏水和 １５ｍＬＤＮＳ

试剂，摇匀后在沸水浴中水浴加热６ｍｉｎ，立即用水冷

却，用蒸馏水定容至２５ｍＬ，摇匀后在５４０ｎｍ波长出

测定其吸光度。

酶活力单位定义为：１ｇ绝干曲，在４０℃、ｐＨ４６条

件下，每小时分解可溶性淀粉生成１ｍｇ葡萄糖所需的

酶量为１个酶活力单位（Ｕ）。

１２４ 根霉糖化酶菌株产酶条件的单因素实验研究

１２４１ 培养基水分含量的研究

分别向含水量为３０％、４０％、５０％、５５％、６０％、７０％

及８０％的小麦培养基中接种０２ｍＬ１０８个／ｍＬ的孢子

悬液，在３０±０２℃的条件下，培养４ｄ。测定糖化酶的

酶活力，研究酶活力与初始水分的关系。

１２４２ 培养时间的研究

向灭菌后的固体发酵养基中接种０２ｍＬ１０８个／ｍＬ

的孢子悬液，在３０±０２℃条件下分别培养２ｄ、３ｄ、４

ｄ、５ｄ、６ｄ、７ｄ、８ｄ、９ｄ、１０ｄ、１１ｄ，然后测定糖化酶酶活

力，观察酶活力随培养时间的变化。

１２４３ 培养温度的确定

向固体发酵培养基中接种０２ｍＬ１０８个／ｍＬ的孢子

悬液，分别在２４℃、２８℃、３０℃、３２℃、３６℃及４４℃条

件下培养１２０ｈ。测定糖化酶酶活力，比较酶活力与培

养温度的关系。

１２５ 根霉糖化酶菌株产酶条件的优化

Ｂｏｘ－Ｂｅｎｈｎｋｅｎ设计（ＢＢＤ）具有实验次数少、

时间短，求得的方程精确度高，可以确定各个因素

间是否有交互作用等优点，是降低生产成本、优化

发酵条件［４６］、增加产品产量的一种科学实验方法，

广泛应用于生物、化学、食品、检测、制造等领域［７］。

根据对水分、温度及时间进行的单因素实验结果，

设计 Ｂｏｘ－ＢｅｎｈｎｋｅｎＤｅｓｉｇｎ实验水平，设计结果见

表 １。

表１ Ｂｏｘ－ＢｅｎｈｎｋｅｎＤｅｓｉｇｎ实验的因素及水平
水平 Ａ－温度（℃） Ｂ－水分（％） Ｃ－时间（ｈ）

１ ２６ ５０ ７２
２ ３０ ５５ １４４
３ ３４ ６０ ２１６

２ 结果与讨论

２１ 根霉糖化酶菌株产酶条件的单因素实验研究

２１１ 培养基水分含量的影响

水分对微生物的生长十分重要，是决定固态发酵是

否成功的关键因素。含水量过低会影响微生物吸收基

质中的营养物质，从而影响发酵的正常进行；含水量过

高会影响氧气的流通及发酵热的释放。由图１可以看

出，培养基水分含量对根霉产糖化酶的影响十分明显。

含水量在３０％到５５％之间时，糖化酶酶活力随着水分

的增加而缓慢提高，在含水量达到５５％时酶活力上升到

最大值１３２２６０Ｕ／ｇ，当培养基水分超过５５％时，酶活

力迅速下降。

图１ 培养基水分含量对糖化酶酶活力的影响

２１２ 培养时间的影响

从图２可以看出根霉产糖化酶的情况，与其生长曲

线极其类似，我们可以大胆猜测，根霉产糖化酶的数量

与根霉生物量的增加呈正相关。当发酵进行到１４４ｈ时

进入稳定阶段，这一时期糖化酶的酶活力稳定在 １

９９８１７Ｕ／ｇ左右。

图２ 培养时间对糖化酶酶活力的影响

２１３ 培养温度的影响

从图３可以看出，根霉在２４℃～４０℃之间生长时，

其最适产糖化酶的温度为３０℃，此时糖化酶的酶活力
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为１２１２２Ｕ／ｇ，当温度升到３２℃以上时产酶量迅速下

降，在３７℃时趋于稳定。

图３ 温度对糖化酶酶活力的影响

２２ 根霉糖化酶菌株产酶条件的优化

表２ Ｂｏｘ－ＢｅｎｈｎｋｅｎＤｅｓｉｇｎ实验结果

序号
Ａ－温度
（℃）

Ｂ－水分
（％）

Ｃ－时间
（ｈ）

糖化酶酶

活力（Ｕ／ｇ）

１ ３４ ５５ ７２ ２１１２５

２ ３０ ５０ ７２ ４６０１２

３ ３０ ５５ １４４ ２０８３７９

４ ３４ ５５ ２１６ １９６７８

５ ３４ ５０ １４４ ４３４７９

６ ３０ ５５ １４４ １９１４１１

７ ３０ ５５ １４４ １６０９６８

８ ３０ ５５ １４４ １７２８１２

９ ２６ ６０ １４４ １４３０３９

１０ ２６ ５５ ７２ ２４７６６

１１ ３０ ６０ ７２ ２１９８２

１２ ３４ ６０ １４４ １４８６８

１３ ３０ ５５ １４４ １８３０１２

１４ ３０ ６０ ２１６ ３７６４２

１５ ３０ ５０ ２１６ ２０４０１３

１６ ２６ ５０ １４４ １６６１１８

１７ ２６ ５５ ２１６ １９７９９３

　　以糖化酶酶活力为响应值，根据表２的实验结果，

用ｄｅｓｉｇｎｅｘｐｅｒｔｓ软件进行数据处理。经回归拟合后，得

到实验因子编码值对响应值的回归方程：糖化酶酶力

Ｙ＝１８３３１６－５４０９６Ａ－３０２６１Ｂ＋４３１８０Ｃ－１３８３ＡＢ－

４３６６９ＡＣ －３５５８５ＢＣ －５１４８１Ａ２ －３９９５９Ｂ２ －

６５９４５Ｃ２将上述方程转化为以 Ｘ１表示温度、Ｘ２表示初

始水分、Ｘ３表示培养时间的实验值与酶活力Ｙ的回归方

程：Ｙ＝－８７１１１２９５９＋２０５１６８３６Ｘ１ ＋１８６０７７３４Ｘ２ ＋

１４２４８７５Ｘ３－０６９１６Ｘ１Ｘ２－１５１６３Ｘ１Ｘ３－０９８８５Ｘ２Ｘ３－

３２１７５７Ｘ２１－１５９８３７Ｘ２
２－０１２７２Ｘ３

２。

由表３可知，所选模型的不同处理间差异显著，由

此可见用回归方程描述各因子与响应值之间的关系时，

其应变量与全体自变量之间线性关系显著，即该试验方

法可靠。Ａ、Ｂ、Ｃ、ＡＣ、ＢＣ、Ａ２、Ｂ２、Ｃ２的Ｐ值均小于００５，

表３ Ｂｏｘ－ＢｅｎｈｎｋｅｎＤｅｓｉｇｎ实验回归模型
方差分析表

来源 均方和
自由

度
均方 Ｆ值 Ｐ值 显著性

模型 ９ １０９５１６４８９ １７８２１３ ００００５ 显著

Ａ ２３４１０７２５６ １ ２３４１０７２５６ ３８０９５６ ００００５ 显著

Ｂ ７３２６０４８９ １ ７３２６０４８９ １１９２１５ ００１０７ 显著

Ｃ １４９１６１５１０ １ １４９１６１５１０ ２４２７２６ ０００１７ 显著

ＡＢ ７６５２１ １ ７６５２１ ００１２５ ０９１４３不显著

ＡＣ ７６２７７５１６ １ ７６２７７５１６ １２４１２４ ０００９７ 显著

ＢＣ ５０６５２４００ １ ５０６５２４００ ８２４２５ ００２４０ 显著

Ａ２ １１１５９２０９１ １ １１１５９２０９１ １８１５９０ ０００３７ 显著

Ｂ２ ６７２３１３３７ １ ６７２３１３３７ １０９４０３ ００１３０ 显著

Ｃ２ １８３１０３０６７ １ １８３１０３０６７ ２９７９５８ ００００９ 显著

残差 ４３０１６８４８ ７ ６１４５２６４

失拟项 ２９９８１３５６ ３ ９９９３７８５ ３０６６６ ０１５３７不显著

纯误正 １３０３５４９１ ４ ３２５８８７３

总和 １０２８６６５２４５ １６
Ｒ２Ａｄｊ ０９０４４
Ｒ２Ｐｒｅｄ ０５１３９

Ｒ２ ０９５８２

ＣＶ％ ２２６９０２

说明这些因素对模型显著。失拟项的 Ｐ值为０１５３７＞

００５，失拟项差异不显著，说明该方程拟合度情况非常

好，试验误差小。预测Ｒ２值为０９５８２也能合理地说明校

正决定系数Ｒ２Ａｄｊ＝０９０４４值得变化。根据上述回归方

程及回归模型方差分析表绘出双因子效应方差分析如

图４、图５、图６所示。由图４、图５、图６这三幅立体分析

图可知两因素之间的影响基本呈抛物线型关系，且均有

一个极大值点，变化趋势都是先增大后减小。等高线呈

圆形说明两因素交互作用不显著，呈椭圆或马鞍形则表

明交互作用显著。

回归方程得到的Ｂｏｘ－ＢｅｎｈｎｋｅｎＤｅｓｉｇｎ实验的最优

结果为培养温度２９２℃，培养基水分含量５３１％，培养

时间１６４ｈ，此时酶活力为２１０６６６Ｕ／ｇ。由于微生物代

谢过程中会产生水分和热量，因此在生产中对培养温度

和培养基水分含量进行精确控制没有意义。实际操作

中采用的培养温度为２９℃，培养基水分含量５３％，培养

时间为１６４ｈ，实验测得此条件下该根霉所产糖化酶的

酶活力为２１９４４４Ｕ／ｇ与模型预测值相比误差为４％，

说明方程具有很好的预测效果。

３ 结束语

通过单因素试验知根霉产糖化酶固态培养基的最

佳含水量为５５％，最适培养时间为１４４ｈ，最优培养温度

为３０℃。利用Ｂｏｘ－ＢｅｎｈｎｋｅｎＤｅｓｉｇｎ方法研究上述三
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图４ 温度与水分响应面立体分析图及等高线图

图５ 温度与时间响应面立体分析图及等高线图

图６ 水分与时间响应面立体分析图及等高线图

个因素对根霉产糖化酶的影响，得到根霉糖化酶酶活力

（Ｙ）与温度（Ｘ１）、水分（Ｘ２）和时间（Ｘ３）的回归方程：

Ｙ＝－８７１１１２９５９＋２０５１６８３６Ｘ１ ＋１８６０７７３４Ｘ２ ＋

１４２４８７５Ｘ３－０６９１６Ｘ１Ｘ２－１５１６３Ｘ１Ｘ３－０９８８５Ｘ２Ｘ３－

３２１７５７Ｘ２１－１５９８３７Ｘ２
２－０１２７２Ｘ３

２。

回归方程得到的Ｂｏｘ－ＢｅｎｈｎｋｅｎＤｅｓｉｇｎ实验的最优

结果为温度２９２℃，初始水分５３１％，培养时间１６４ｈ，

此时酶活力为２１０６６６Ｕ／ｇ。实际操作中采用的培养温

度为２９℃，培养基水分含量５３％，培养时间为１６４ｈ，实

验测得此条件下该根霉所产糖化酶的酶活力为

２１９４４４Ｕ／ｇ与模型预测值相比误差为４％，说明方程

具有很好的预测效果。
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