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摘 要 : 以一株 β- 环状糊精葡萄糖基转移酶高产菌株 XW- 6- 66 为研究对象 , 对其发酵条件及酶学特性进行了

初步研究。该酶的最适反应温度为 70 ℃, 最适反应 pH 为 9.0, 酶学特性非常适合于环状糊精的工业化生产。对该

菌发酵培养基的碳源、氮源及 pH 进行了单因子分析 , 采用 3 个因素正交实验确定该菌的最佳发酵培养基配方为 :

0.3 %可溶性淀粉 , 1.0 %牛肉浸膏 , 1 %蛋白胨 , 0.2 % Na2CO3, 0.13 %K2HPO4·3H2O, 0.02 %MgSO4·7H2O, pH 为 9.0。

在该条件下 , 菌株 XW- 6- 66 产 β- CGTase 的酶活由优化前 2173.33 u/mL 提高到 3622.94 u/mL。
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Abstract: A high-yield strain XW-6-66 of producing β-cyclodextri glucanotransferase was studied in this paper. Its fermentation conditions and

its enzymatic properties were investigated. The best reaction temperature and reation pH value for such enzyme were 70 ℃ and 9.0 respectively.

Its enzymatic properties were suitable for industralized production of cyclodextri glucanotransferase. In addition, one factor analysis of carbon

source, nitrogen source and pH of the fermentation medium of such strain were carried out, and orthogonal experiments of three factors were

done to determine the optimum fermentation medium as follows: 0.3 % soluble starch, 1.0 % beef extract, 1 % tryptone, 0.2 % Na2CO3, 0.13 %

K2HPO4·3H2O, 0.02 %MgSO4·7H2O, and pH=9.0. Under the above conditions, enzyme activity of β- CGTase increased from 2173.33 u/mL

(before the optimization) to 3622.94 u/mL.
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环 状 糊 精 葡 萄 糖 基 转 移 酶 ( 简 称 CGTase, E.C.

2.4.1.19)也叫环麦芽糖糊精葡萄糖基转移酶, 属于 α- 淀

粉酶家族[1], 可用于环状糊精(简称 CD)的生产[2], 还可用

于一些糖类和配糖物的化学改性 [3～4], 该酶最主要的特

征是形成环状产物- 环状糊精。环状糊精( 简称 CD) 是由

D- 吡喃葡萄糖基以 α- 1, 4 葡萄糖苷键连接成的环状低

聚糖。根据葡萄糖基数目不同, CD 混合物一般分为 α-

环状糊精、β- 环状糊精、γ- 环状糊精、δ- 环状糊精、ε- 环

状糊精、ζ- 环状糊精及 η- 环状糊精 , 分别由 6、7、8、9、

10、11 及 12 个葡萄糖单元组成 , 由环状糊精葡萄糖基

转移酶作用于淀粉而产生。其中研究最多、应用最广的

是由 6、7、8 个葡萄糖单元组成的环状糊精 , 分别称为

α- 环状糊精、β- 环状糊精、γ- 环状糊精[5]。目前, 以 β- 环

状糊精使用效果最佳, 经济合算, 这是由于 β- 环状糊精

的中空圆柱半径适中, 又具有与淀粉或糊精一样的安全

性, 各方面性能最为良好, 它的开发应用最引人注目。

由于 β- 环状糊精的外表面亲水, 内腔疏水 , 具有特

殊的理化性质 , 可将许多化学物质包结在其环形空隙

里 , 从而改变这些被包结物质的溶解度、挥发性及化学

反应性能等理化性质, 因而 β- CD 在食品、化妆品、医药

以及分析化验等诸多领域有着广泛的应用[6]。

研究报道[7], 多种细菌可产生 CGTase, 但菌株的糊
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精化酶活性一般在 1800 u/mL 左右 , 有的甚至更低 , 只

有 892.86 u/mL[8], 菌株所产 CGTase 的最适反应温度为

40～65 ℃, pH 稳定性较差。然而 , 在使用 CGTase 催化

淀 粉 生 产 CD 的 过 程 中 , 高 温 ( 85～90 ℃ ) 和 强 碱 ( pH

8.5) 是不可缺少的反应条件, 因此, 多数 CGTase 都没有

商业化价值 , 这也正是导致环状糊精的扩大生产和应

用受到限制的主要原因之一。目前 , 环状糊精葡萄糖基

转移酶研究中存在的主要问题是发酵产酶水平偏低 ,

酶的热稳定性较差 , 而且酶的应用性研究工作较为薄

弱。因此 , 为了开发具有较强的耐热性、耐碱性、适合工

业化生产的 CGTase, 本研究以一株产 β- CGTase 为主

的菌株 Bacillus sp XW- 6- 66 为研究对象 , 通过对其酶

学特性和发酵条件研究表明 , 该菌株对产生 β- CGTase

具有高产、耐热和耐碱特性 , 在工业上具有广阔的实际

应用前景。

1 材料与方法

1.1 材料与仪器

1.1.1 菌种

本实验室所筛选到的 β- CGTase 高产菌株 Bacillus

sp XW- 6- 66。

1.1.2 培养基

菌种分离及筛选培养基为 : 1 %可溶性淀粉 , 0.5 %

酵母膏 , 1 %蛋白胨 ,1 %Na2CO3, 0.13 % K2HPO4·3H2O,

0.02 % MgSO4·7H2O, 酚酞 0.03 %,2 %琼脂,100 mL 蒸

馏水。

发酵培养基 : 1 %可溶性淀粉 , 0.5 %酵母膏 , 1 %蛋

白胨,0.5 %Na2CO3,0.13 %K2HPO4·3H2O, 0.02 %MgSO4·

7H2O, 酚酞 0.03 %, 100 mL 蒸馏水。

1.1.3 主要仪器

722S 型可见分光光度计 , YPW- I 型迂回转式恒温

调速摇瓶柜 , 离心机 , 精密 pH 仪 , 水浴锅 , 电炉 , 电子天

平, 超净工作台。

1.2 方法

1.2.1 发酵方法

用接种环挑取少量菌种于酚酞变色固体培养基中,

37 ℃恒温培养箱中培养 24 h, 从上述培养基中挑取适

量的菌体接种到装有 20 mL 液体发酵培养基的 100 mL

的三角瓶中 , 置于 VPL- I 型迂回转式恒温调速摇瓶柜

中以 37 ℃、170 r/min 摇瓶培养过夜,然后以 7 %的接种

量转接到装有 40 mL 发酵培养基的 250 mL 的三角瓶

中 , 置 YPW- I 型迂回转式恒温调速摇瓶柜中以 37 ℃、

170 r/min 培养 72 h。

1.2.2 酶液制备

发酵液以 10000 r/min 离心 10 min,取上清液,即为

粗酶液。

1.2.3 酶活测定- 蓝值法[9]

1.2.4 酶活测定步骤[10]

取 0.01 mL 适当稀释的酶液 , 加 0.2 mL 0.2 M 的

Gly- Na0H 缓冲液(pH9.0), 于 40 ℃水浴锅中预热 5 min,

再加溶解的 0.2 %马铃薯淀粉溶液 0.2 mL, 40 ℃反 应

10 min, 加 0.5 M 冰 醋 酸 0.5 mL 终 止 反 应 , 加 3 mL

0.005 %碘溶液显色 , 以不加淀粉溶液的反应液作空白 ,

以不加酶液为对照, 在 700 nm 处测定吸光度(OD 值)。

1.2.5 酶活定义

一个活力单位定义为蓝值下降 10 %所需的酶量。

1.2.6 酶活计算公式

u(单位)/mL( 酶液) =( a- b) /a×1000×稀释倍数

其中, a 为对照组 OD 值, b 为样品 OD 值。

1.3 单因素发酵条件的确定

1.3.1 碳源对酶活的影响

1.3.1.1 不同碳源对酶活的影响

选择玉米粉、可溶性淀粉、糊精、马铃薯淀粉、木薯

粉、菊芋粉作为碳源 , 在不含碳源的发酵培养基上分别

添加 1 %的上述几种碳源 , 37 ℃、170 r/min 培养 72 h,

用蓝值法于 700 nm 测定 OD 值, 接种量为 7 %。

1.3.1.2 碳源单因素分析

选择酶活高且价格低廉的碳源———可溶性淀粉 , 在

不含碳源的发酵培养基上分别添加 0.3 %、0.6 %、0.9 %、

1.2 %、1.5 %、1.8 %的可溶性淀粉 , 37 ℃、170 r/min 培养

72 h, 700 nm 处测定 OD 值, 接种量为 7 %。

1.3.2 氮源对酶活的影响

1.3.2.1 不同氮源对酶活的影响

选择蛋白胨、酵母膏、黄豆粉、牛肉浸膏、KNO3、

NaNO3、NH4NO3、(NH4)2SO4、NH4Cl 作为氮源 , 在含有机

氮源(添加蛋白胨可以从整体上提高酶活)的发酵培养基

上分别添加 1 %的以上几种氮源 , 37 ℃、170 r/min 培养

72 h, 700 nm 处测定 OD 值, 接种量为 7 %。

1.3.2.2 氮源的单因子分析

为了确定牛肉浸膏的最佳添加量, 在基础培养基中

添加不同含量的牛肉浸膏 , 37 ℃、170 r/min 培养 72 h,

700 nm 处测定 OD 值, 接种量为 7 %。

1.3.3 培养基 pH 对酶活的影响

先用灭菌过的不同 pH 值的 Na2HPO4- 柠檬酸缓冲

液 , 将发酵培养基调 节 到 需 要 的 pH 值 , 先 用 pH 试 纸

初测 , 然后在用 pH 计 测 精 确 pH 值 , 最 后 将 菌 种 接 入

已调好 pH 值的液体发酵培养基中 , 37 ℃、170 r/min 培

养72 h, 700 nm 处测定 OD 值, 接种量为 7 %。

1.3.4 不同接种量对酶活的影响
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图 1 初始 pH 对菌株产 β- CGTase 的影响

将新鲜培养的种子液分别以 1 %、2 %、3 %、4 %、

5 %、6 %、7 %、8 %的 接 种 量 接 种 于 发 酵 培 养 基 中 ,

37 ℃、170 r/min 培养 72 h, 700 nm 处测定酶活力。

1.3.5 装液量对菌株产酶的影响

在 250 mL 三角瓶中装入不等量的液体发酵培养 ,

37 ℃、170 r/min 培养 72 h, 700 nm 处测定 OD 值, 接种

量为 7 %。

1.4 Bacillus XW- 6- 66 发酵条件的优化实验

根据单因素的实验结果, 设计了 3 水平 3 因素的正

交实验因素表( 表 1) 。以 7 %的接种量接种菌株于发酵

培养基中, 于 37 ℃、170 r/min 培养 72 h, 700 nm 处测定

OD 值, 计算酶活。

2 结果与分析

2.1 菌株 XW- 6- 66 的发酵条件的研究

发酵工艺条件的最优化是保证优良菌株性能得到

充分发挥 , 获得较高酶产量的保证。因此 , 本研究对

XW- 6- 66 菌株进行发酵条件的优化, 采用正交法筛选

出最佳发酵条件, 以期进一步提高酶活。

2.1.1 碳源对酶活的影响

2.1.1.1 不同碳源对酶活的影响

碳源在酶制剂生产中具有重要作用, 一方面是构成

菌体、合成酶的碳架以及微生物代谢中能量的主要来

源 , 另一方面它对微生物产酶往往具有诱导或阻遏作

用。因此, 对微生物产酶具有重要影响。结果见表 2。

由表 2 可以看出 , 菌株 XW- 6- 66 对可溶性淀粉的

利用效果最好 , 而且从工业化生产降低成本的角度考

虑, 可溶性淀粉也是较好的碳源。

2.1.1.2 碳源单因子分析( 表 3)

从表 3 可以看出 , 当可溶性淀粉含量为 0.3 %时 ,

β- CGTase 的活性最高。

2.1.2 氮源对酶活的影响

2.1.2.1 不同氮源对酶活的影响( 表 4)

氮源是组成微生物细胞蛋白质、酶和核酸的主要元

素, 是影响 β- CGTase 产量的另一个重要因素。

由表 4 可知, 菌株能利用无机氮化合物 , 但 β- CG-

Tase 在这些营养素组成的培养基中产量相对较低, 牛肉

浸膏是最合适的氮源。

2.1.2.2 氮源的单因子分析( 表 5)

从表 5 可知 , 当牛肉浸膏浓度为 1.0 %时 , β- CG-

Tase 的活性最高。

2.2 发酵工艺条件对产酶的影响

2.2.1 培养基初始 pH 对菌株产 β- CGTase 的影响 ( 见

图 1)

从图 1 可知, 菌株在 pH7.0 以下, 生长速度较慢 , 在

pH7.0～10.0 之间 , 不仅生长速度快 , 而且产酶量也高 ,

当培养基初始 pH 为 9.0 时, 产酶量达到高峰。
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图 2 接种量对菌株产 β- CGTase 的影响

2.2.2 接种量对菌株产酶的影响( 图 2)

由图 2 可知, 随接种量的增加, 有利于菌体生长, 产

酶活力也随之增加 , 但当酶活力达到高峰后 , 继续增加

接种量, 酶活力开始下降, 酶活最高时的接种量为 7 %。

2.2.3 装液量对菌株产酶的影响

在 250 mL 三角瓶中装入不等量的发酵液, 在其他

条件相同的情况下进行产酶试验, 发现装液量对酶产量

的影响较大, 结果如图 3 所示。随着装液量逐渐增大, 菌

株产酶活力逐渐降低; 装液量越少, 酶活力越高。这主要

是因为该芽胞杆菌是好氧菌 , 当装液量较少时 , 体系中

供氧充足 , 溶解氧的增加更有利于菌体生长 , 从而也提

高了菌株的产酶活力。

2.3 发酵条件优化实验结果

根据单因素实验结果 , 对影响 β- CGTase 酶活的碳

源、氮源和 pH 3 个因素按不同浓度进行优化, 正交实验

结果见表 6。

极差值的大小可以反应各因素对指标影响的程度,

根据表 6 的极差分析 , 排列出试验因子的主次顺序如

下: A(碳源)> C(pH)> B(氮源)。且因素 A 以第 1 水平最

好 , 因素 B 以第 2 水平最好 , 因素 C 以第 2 水平最好 ,

因此最优水平搭配为 A1B2C2, 即 0.3 %的可溶性淀粉、

1.0 %的牛肉浸膏、pH 为 9.0 时酶活最高, 且可溶性淀粉

是影响酶活的最主要因素。

2.4 正交实验结果验证

按照正交实验所得的最佳发酵条件 : 0.3 %可溶性

淀 粉 , 1.0 % 牛 肉 浸 膏 , 1 % 蛋 白 胨 , 0.2 % 无 水

Na2CO3, 0.13 % K2HPO4·3H2O, 0.02 % MgSO4·7H2O, pH

为 9.0。按照此配比, 按 1.2.1 叙述的方法进行 5 个批次

的发酵, 测定发酵液酶活, 以对正交实验结果进行验证。

结果见表 7。

2.5 发酵条件优化结果与初始发酵条件结果对照

按照优化的最佳发酵条件培养菌株 XW- 6- 66 和

以初始发酵条件培养时 , 所得到的 β- CGTase 酶活的对

照结果见表 8。

从表 8 的结果可以看出 , 菌株 XW- 6- 66 所产生的

β- CGTase 酶 活 由 优 化 前 的 2173.33 u/mL 提 高 到

3622.94 u/mL。

2.6 菌株 XW- 6- 66 的粗酶酶学性质

2.6.1 温度对酶活力及其稳定性的影响

将酶液分别在不同温度下测定酶活力, 酶的最适反

应温度为 70 ℃,此时的酶活最高。此外 , 将酶液在不同

温度下保温 60 min 后, 在 70 ℃下测定酶活力( 图 4) , 结

果表明 , 该酶在 70 ℃以下水浴保温 60 min 后酶活仍然

图 3 装液量对菌株产 β- CGTase 的影响

! "# $%&’()#
!"#! "! #! $! %&’()*+,!
-! -! -! -! ./01230!
4! -! 4! 4! .1032-.!
.! -! .! .! ..1-2--!
/! 4! -! 4! 454.26.!
5! 4! 4! .! 40132/6!
7! 4! .! -! 470-2.3!
1! .! -! .! 430727-!
3! .! 4! -! .-71256!
6! .! .! 4! 47762-4!
8!! "#$%&’#$! %&(%’($! )"&*’&&! +,-*(($’"*!
.!! "#$%&’! ’()*&#+! ’($+&+’! ,-#(#.&$#!
/!! "#$%&%’! "#$(&#(! "’)#&’(! !
*!! "#$%&’(! )$*)&+(! ",%(&$)! !
-!! "#$%&"’! "()#&’#! !!"(*’&$*! !
+!! "##$%"$! "##&%’(! ")’"%&)! !
*! $&+(%($! $&(%&&! ,&-%#’! !

 

! "##$%&’()*+,&’()-.#
!"! "#$%&’! ()&’!

*+ , ! -./01 2! -./01 345!
6+ , ! %78 349! :;<8 243!
=>! ?43! @43!
ABCDEFGH! I2?5455! 5JII4@K!

 

孟艳芬 , 许 波 , 高润池 , 唐湘华 , 杨云娟 , 黄遵锡·产 β- 环状糊精葡萄糖基转移酶高产菌株XW- 6- 66 发酵条件和酶学性质的研究

! "# $%&’’()*#
!"#$! !"#$%&’(! !"#!

!! !"#$%"!
!! !"#$%&’!
!! !""!#$"!
!! !"#$%&"!
!" #$%&’(&!

!"##$%&!

 

33



酿酒科技 2008 年第 9 期( 总第 171 期)·LIQUOR- MAKING SCIENCE & TECHNOLOGY 2008 No.9(Tol.171)

图 4 温度对酶活力及稳定性的影响

图 5 pH 对酶活力及稳定性的影响

图 6 金属离子及 EDTA 对酶活力的影响

可保持在 90 %以上; 超过 70 ℃以后, 酶活逐渐降低。可

以 看 出 菌 株 XW- 6- 66 在 70 ℃条 件 下 有 极 好 的 耐 热

性, 可以基本满足 β- CD 在工业生产中对温度的要求。

2.6.2 pH 对酶活力及其稳定性的影响

在 pH4.0、5.0、6.0、7.0、8.0、8.5、9.0、9.5、10.0、10.5、

11.0 条件下按常规方法测定酶活力, 作出酶活力曲线 ,

酶作用的最适 pH 为 9.0, 可见该酶是一种碱性 β- CG-

Tase。将酶液与上述不同 pH 缓冲液混合, 于 40 ℃保温

60 min 后 , 70 ℃测定残余酶活力 ( 图 5) , 酶稳定 pH

范 围 较 广 , 在 pH7.0～10.0 均 稳 定 , 残 余 酶 活 均 保 留

在 80 %以上。

2.6.3 金属离子及 EDTA 对酶活力的影响

在酶液中分别添加各种金属离子和 EDTA ( 1×10- 2

M) , 40 ℃保温 60 min 后, 以不加金属离子和 EDTA 为

对照(对照组酶活力记为 100 %), 然后按常规方法测定

酶活力 , 结果如图 6 所示 , 金属离子 Ca2+、Na+、Zn2+、K+、

Pb2+ 等对酶活影响较小, 金属离子 Zn2+、Fe3+ 对酶液的活

性有一定的促进作用 , 而 Mg2+、Al3+、Cu2+、Mn2+ 以及 ED-

TA 对酶活有一定的抑制作用。

3 结论

Bacillus sp XW- 6- 66 是本实验室从土壤中分离纯

化的一株 β- CGTase 高产菌株 , 本实验通过单因素发酵

条件实验和正交实验的方法获得了实验室条件下的最

佳发酵条件 : 0.3 %可溶性淀粉 , 1.0 %牛肉浸膏 , 1 %蛋

白 胨 , 0.2 % 无 水 Na2CO3, 0.13 %K2HPO4·3H2O, 0.02 %

MgSO4·7H2O, pH 为 9.0, 使 β- CGTase 的酶活由优化前

的 2173.33 u/mL 提高到 3622.94 u/mL,大幅度提高酶活

单位, 为 β- CGTase 应用于实际发酵生产奠定了基础。

此外 , 还对该菌株粗酶的酶学性质进行了研究 , 结果表

明 , 该酶的最适反应温度为 70 ℃, 最适反应 pH 为 9.0,

与其他来源的 CGTase 相比较( 见表 9) , 菌株 Bacillus sp

XW- 6- 66 所产的 CGTase 耐热性能良好 , 在高温条件

仍可保持较高的酶活 , 兼具高产、耐热 , 耐碱的特点 , 酶

学性质非常适合于 CD 的工业生产 , 具有广阔的实际应

用前景。
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中国玉泉浓酱兼香型白酒发展研讨会在冰城召开

本刊讯 : “中国玉泉浓酱兼香型白酒发展研讨会”于 2008 年 8 月 26 日在冰城哈尔滨市召

开。本次研讨会由黑龙江酒业协会和华夏酒报社共同主办 , 黑龙江酒业协会会长栗永清主持浓酱

兼香型玉泉低度白酒专家品鉴会 ,《华夏酒报》主编刘世松主持研讨会。中国酿酒工业协会理事长

王延才、中国酿酒工业协会白酒分会秘书长赵建华、副秘书长宋书玉 , 著名白酒专家沈怡方、高景

炎、高月明、白希智、姜祖模、栗永清 , 中科院成都生物所庄名扬教授 , 中国食品发酵工业研究院副

院长熊正和 , 江南大学生物工程学院徐岩教授 , 黑龙江白酒专家赵志昌以及国家白酒评委高军、

栗伟、何志远、佟成等参加了此次研讨会。业内主流媒体《华夏酒报》、《酿酒科技》、《酿酒》等的负

责人参加了此次研讨会。

会上 , 玉泉酒业有限责任公司总经理张庆毅作了关于玉泉酒业历史和发展的报告。与会领导

和专家品鉴了玉泉酒业新推出的玉泉方瓶浓酱兼香 32 %vol、浓酱兼香 36 %vol、浓酱兼香 32 %

vol( 加冰) 、浓酱兼香 36 %vol( 加水) 酒 , 专家一致认为 , 作为浓酱兼香代表酒的玉泉酒 , 玉泉方瓶

浓酱兼香 32 %vol 无色清亮透明 , 浓酱香气馥郁 , 绵甜柔和 , 协调顺畅 , 爽净余香 , 浓酱兼香风格

突出 ; 玉泉方瓶浓酱兼香 36 %vol 无色清亮透明 , 浓酱香气舒适幽雅 , 绵甜甘爽 , 诸味协调 , 余香

尾净 , 浓酱兼香风格突出 ; 玉泉方瓶浓酱兼香 32 %vol( 加冰) 无色清亮透明 , 浓酱香气馥郁 , 柔和

舒适 , 绵甜突出 , 协调顺畅 , 爽净余香 , 浓酱兼香风格突出 , 加冰后不浑浊 , 香气口味无明显变化 ,

绵甜突出 , 酒体完整 ; 玉泉方瓶浓酱兼香 36 %vol( 加水) 无色清亮透明 , 浓酱香气舒适幽雅 , 入口

柔顺 , 醇甜爽净 , 诸味协调 , 回味余香 , 浓酱兼香风格突出 , 加水后不浑浊 , 香气口味无明显变化 ,

醇甜突出 , 酒体完整。

新推出的低度浓酱兼香玉泉酒 , 加冰、加水不失光 , 不浑浊 , 口味淡雅 , 引领了浓酱兼香型白

酒创新的潮流。

与会专家还对浓酱兼香型白酒 30 多年的发展成果进行了总结 , 徐岩教授、庄名扬教授、著名

白酒专家沈怡方、高景炎、高月明、白希智、姜祖模、栗永清、黑龙江白酒专家赵志昌等分别做了专

题发言和论文交流。中国酿酒工业协会白酒分会秘书长赵建华讲话指出 , 本次研讨会有黑龙江、

山东、陕西三个协会的领导到会 , 代表了兼香型白酒的发展区域 , 还有科研单位和江南大学的领

导到会 , 层次非常高 , 协会的三个领导同时到会也是少有的。本次会议控制规模小、档次高。今后 ,

白酒行业要逐步淡化香型 , 朝个性化方向发展。中国酿酒工业协会理事长王延才指出 , 在香型的

引导上应进行探索 , 要适应消费需求 , 在香型下面拓展更广阔的空间。

与会专家还参观了玉泉酒业有限责任公司 , 留下了深刻印象。( 小雨)

中国玉泉浓酱兼香型白酒发展研讨会

玉泉低度白酒专家品鉴会
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