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摘 要% 根据刚果红与!’8!;’8!7’葡聚糖紧密结合而保持红色的特征!采用改进的方法筛选!’葡聚糖酶高产霉菌"
从牛的瘤胃中筛选出产酶活力高的8=株霉菌中获得一株高产!’葡聚糖酶的曲霉! 在摇瓶条件下产酶活力达55<> $ @
(3" 经初步鉴定!该菌株为局限曲霉"
关键词% 微生物& 曲霉# 刚果红# !’葡聚糖酶
中图分类号% 1-5<8:8& A>;’;; 文献标识码% B 文章编号%8668’>5C<!5667"65’665?’6;
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!’葡聚糖酶主要包括内!’8#;葡聚糖酶’内!’8#7葡聚糖酶和
外!’8#;葡聚糖酶’外!’8#7葡聚糖酶$它对水解大麦’黑麦和小麦
中的!’葡聚糖有重要的作用$ 现代酿酒工业中#为防止大麦和小
麦!’葡聚糖造成过滤困难’啤酒非生物混浊等问题#大都通过添
加含!’葡聚糖酶等酶制剂来解决 ]8^;_$ 采用薯类’植物块根类及谷
类原料生产酒精及白酒时#由于纤维素’半纤维素’!’葡聚糖和果
胶质的存在#使得原料液化’糖化困难#醪液粘稠#原料利用率低#
解决这一难题必须添加含有!’葡聚糖酶的复合酶制剂$
目前国内外主要利用微生物法来生产!’葡聚糖酶$ 绝大多数

菌株的酶系对大麦葡聚糖无特异性#而能特异分解大麦!’葡聚糖
的酶主要来源于芽孢杆菌属和曲霉属#国内已有报道的有%枯草芽
孢杆菌!-.,’(()" ")/+’(’""’地衣芽孢杆菌!-.,’(()" (’,0$1’23%4’""’
黑曲霉 !5"*$%&’(()" 1’&$%"’米曲霉 !5"*$%&’(()" 3%67.8"’臭曲霉
!5"*8%&’(()" 238+’9)""’冻土毛霉!:),3% 0’$4.(’""和溶黄质厄氏菌
!;8%"<3=’. >.1+0’1$3(6+’,."等#一些菌株已经实现工业化生产$
采用大麦!’葡聚糖为底物#首次从牛的瘤胃中选育!’葡聚糖

酶高产菌株#探讨选育!’葡聚糖酶高产菌株的有效途径#以提高
高产!’葡聚糖酶产生菌株的筛选效率$ 所筛选到的菌株经初步鉴
定为局限曲霉#局限曲霉产!’葡聚糖酶在国内外尚未见报道$

8 材料与方法

8:8 材料
8:8:8 主要原料及试剂
大麦粉%济南趵突泉啤酒厂提供大麦#自己加工得到$

大麦!’葡聚糖%大麦粉中提取自制品$
标准大麦!’葡聚糖%美国-",()公司产品$
刚果红%上海试剂三厂生产$
刚果红溶液%以Q‘?:?醋酸’醋酸钠配制成浓度8:6 a!X @ ["$
去氧胆酸钠%上海化学试剂厂$

8:8:5 菌种
由济南市郊区党家庄镇牛的瘤胃中分离出曲霉# 经初步鉴定

为局限曲霉!5"*$%&’(()" %$"+%’,+)""$
8:8:; 培养基
8:8:;:8 斜面培养基%bPG培养基 ]7c$
8:8:;:5 富集培养基%把; a蔗糖改成? a大麦粉的察氏培养基#加
入终浓度为866 $ @ (3的青霉素!母液浓度为5666 $ @ (3"$
8:8:;:; 菌株鉴定平板%大麦!’葡聚糖5:?6 ,#刚果红溶液C (3#琼
脂5:66 ,#加蒸馏水866 (3#调Q‘<:=$ 灭菌条件%858 d#56 ("+$
8:8:;:7 初始平板分离培养基%葡萄糖6:8? ,#大麦!’葡聚糖86:66
,#9)9e; 6:;6 ,#f5‘be7 6:86 ,#N/-e7(=‘5e 6:666? ,#g,-e7(=‘5e
6:6? ,#去氧胆酸钠6:6< ,#琼脂5:66 ,#加蒸馏水866 (3#调Q‘<:=$
灭菌条件%858 d#56 ("+$
8:8:;:? 摇瓶发酵培养基% 大麦粉7:66 ,# 玉米浆5:66 ,#N/-e7(
=‘5e 6:68 ,#9)5‘be7 6:86 ,#T)Te; 6:?6 ,#g,-e7 6:6; ,#9)9e;

6:76 ,#加蒸馏水866 (3#调Q‘<:=$ 灭菌条件%858 d#56 ("+$
8:5 方法
8:5:8 大麦!’葡聚糖的制备]?c

8:5:5 筛选步骤

!"



酿酒科技

!"#$%&’()*"+, -."/+./ 0 1/.2+%3%,4

5667!" 5#! $" 855#"
9%:5 5667 1%3:855

8:5:5:8 菌种富集!按文献;7<方法采集样品"无菌操作取5=> ,样
品加入装有?6 (3已灭菌的菌种富集培养基的三角瓶中 "8@6 & A
("+">6 B"培养57 2#
8:5:5:5 菌株初筛!牛津杯琼脂块鉴定平板法#
8:5:> !’葡聚酶酶活力测定
8:5:>:8 比色法;@<!C55光栅分光光度计法#
吸取8:D (3 8:6 E的!’葡聚酶$酶作用底物"用6:8 (%3 A ! FG?:6

醋酸钠缓冲液配制%"?6 B预热? ("+后"准确加入适当稀释的酶液
566 "3"?6 B水浴反应86 ("+后"立即用H9-法测定葡萄糖含量 ;C<&
酶活单位定义! 在上述反应条件下"8 I中从大麦!’葡聚糖中

产生8 +(%3葡萄糖所需的酶量为一个酶活力单位&
8:5:>:5 凝胶平板扩散法;D"J<&
8:5:7 菌种复筛
摇瓶培养!?66 (3三角瓶"盛D6 (3培养基&
接种量! 将斜面孢子用生理盐水配成孢子悬液 $孢子浓度为

7:?K86C个 A (3%"在培养基中接入6:? (3孢子悬液& 往复摇床">6 B
培养7D 2&
8:> 菌株初步鉴定
将纯化菌株置于LHM平板上"5? B培养至肉眼可见菌落"用

?:6 ((打孔器无菌移植于LHM平板中央"5? B培养&观察菌落生长
速度’形态变化"并在显微镜下观察菌丝形态"测量菌丝直径#

5 结果与分析

5:8 产!’葡聚糖酶菌株初筛方法比较
据文献报道"用于产酶菌株初筛的方法主要有以下>种!快速

凝胶扩散测定法 ;86<’NO9平板法 ;D<和改良琼脂块鉴定平板法 ;88<# 这>
种方法利用的原理都是刚果红与!’葡聚糖偶联成红色化合物"经
由菌落产生!’葡聚糖酶分解后颜色变浅" 平板上呈现透明圈"刚
果红褪色的透明圈直径与酶活性的对数值成正比 ;86<"从而根据透
明水解圈的大小及透明度判断菌株产酶水平# 后两种方法虽然比
第一种方法提高了筛选效率"但是霉菌菌落蔓延很快"即使加上去
氧胆酸钠"菌丝还是很快覆盖透明圈#
结合以上方法"我们在菌株的初筛方面作了如下改进!平板分

离培养基为产酶培养基"将孢子涂布分离在平板上"待到菌落基本
形成"将牛津杯和琼脂块一起移到鉴定平板上"在整个菌落的生长
过程中"牛津杯能在一定程度上限制菌丝过快蔓延"称此方法为牛
津杯琼脂块鉴定平板法#经过初筛"总共筛选出8C株透明圈大的霉
菌# 同时"根据鉴定平板上透明圈的大小(图8"图5%"初步筛选出?
株透明圈比较大的进一步摇瓶复筛&

5:5 菌株复筛
?66 (3三角瓶中装D6 (3发酵培养基"8@6 & A ("+">6 B培养7D

2"离心(7666 & A ("+" 8? ("+%测发酵液的酶活力"见表8&

综合以上复筛结果" 发现PQ66>产酶活力最高" 因此选择
PQ66>作为本次实验筛选的最佳菌株&
5:> 菌种的鉴定;7<

5:>:8 肉眼及低倍镜下的形态特征
该菌生长慢"5D B条件下培养7D 2后菌落直径达86 (("?=@ R

后菌落直径达>?=76 (( (如图>%&菌落呈同心圆环状向四周拓展"
8>=87 R后菌落长满整个平皿"菌落直径大约为D6 (((如图7%& 菌
落暗绿色至暗褐绿色"边缘呈白色绒毛状突起&培养基颜色无明显
变化"没有明显渗出物"无明显气味&

5:>:5 显微镜下孢子及子实体的形态(如图?%
菌丝形态!菌丝分为气生菌丝(如图@%和基内菌丝(如图C%两

种& 基内菌丝发达& 气生菌丝和基内菌丝的直径均为5=> "(& 基
内菌丝和气生菌丝均具横隔&
孢子及子实体的形态! 分生孢子柄光滑" 柄的顶端膨大为顶

囊"顶囊呈球形"瓶梗直接生于顶囊上&呈串的子囊孢子大小均一"
为明显的直柱形&

图5 菌株初筛培养皿反面照片

图8 菌株初筛培养皿正面照片

图7 生长8>=87 R后的菌株形态

图> 生长? R后菌株照片

表! 菌株酶活力测定

菌种名称 发酵液酶活（"／#$发酵培养基） 相对酶活（%）

&’(() **+,-*. !((
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!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
根据上述结果! 该菌株基本符合有关文献关于局限曲霉特征

的描述 ;7<"

= 讨论

本实验在综合前人工作的基础上! 提出了牛津杯琼脂块鉴定
平板法!能有效地控制菌丝蔓延!提高菌株的筛选效率"
本实验首次从牛的瘤胃中筛选高产!’葡聚糖酶的菌株!所筛

选的菌株产酶活力高!经初步鉴定为局限曲霉"

参考文献!

;8< >$)+,! >$+, ?2)+,#!/@2A&"B,/! ?C$!?2/+,! /@ )3: D- E)@/+@;E<!
5668!F!5FG!565:

;5< 李永仙!顾国贤!俞中:耐高温!’葡聚糖酶在啤酒糖化中的应用研
究;H<:酿酒!5665! 5I#5$%G8’G=:

;=< 尹象胜!李永仙!顾国贤!等:啤酒酿造用复合酶的研制;H<:无锡轻工业
学院学报!8II7! 8=#7$%=66’=6I:

;7< 杜连祥!王昌禄!鲁梅芳!等:工业微生物学实验技术;J<:天津%天津科
学技术出版社!8II5:

;K< L$.*// M:N: OP@"()@"%+ %Q !’,3$.)+)P/;H<: H: R+P@: L&/S:! 8IGK!I8%
5F7’5FF:

;F< 汪儆!雷祖玉!冯学琴!等:饲用复合酶制剂中!’葡聚糖酶活测定方法
的研究;H<:饲料研究! 5666!#K$%K’T:

;T< J"33/& M:!: DP/ %Q B"+"@&%P%3".43". )."B &/),/+@ Q%& B/@/&("+)@"%+ %Q
&/B$."+, P$,)&;H<: C+)3:?2/(:!8IKI!=8%75F’7=T:

;G< 林宇野:丝状真菌产生!’葡聚糖酶的研究;H<:福建师范大学学报#自然
科学版$!8IIK! 88#=$%I7’868:

;I< L&$./ U: /@ )3: C +/S )PP)4 Q%& #$)+@"Q4"+, /+B%’!’U’()++)+)P/
).@"V"@4 $P"+, .%+,% &/B B4/;H<:E24@%.2/("P@&4!8II=!=F#7$%G5I’G=K:

;86< 王薇青!刘妙莲!林宇野!等:!’葡聚糖酶;O?:=:5:8:T=<的研究 R 产酶
菌种的筛选和培养;H<:食品与发酵工业!8IGI!#=$%8’T:

;88< 郑毅!段慧明!施巧琴!等:快速筛选产!’葡聚糖酶曲霉及抗阻遏育
种;H<:生物技术!5668!#88$%55’57:

图K 孢子囊及菌丝形态!W766"

图T 基内菌丝!W766"

图F 气生菌丝!W766"

 

 

 

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

!  ! !  ! 
!"/!" 

! ! 
!"/!" 

!  ! !  ! 
!"/!" 

! ! 
!"/!" 

!"#$%&! 30.00! 5.00! !"#$%&’ 48.00 8.00 
!"#$%!&’( 55.00 10.00 *!"#$%& 20.00 4.00 
!"#$%&’()*+ 18.00 3.00 *!"#$%#& 20.00 4.00 
!"#$%&’()*+ 56.00 10.00 !"#$%&’()*+ 20.00 4.00 
*!"#$%& 36.00 6.00 !"#$%&’( 24.00 4.00 
*!"#$%&’() 50.00 10.00 !"#$%& 98.00 12.00 
!"#$%&’( 120.00 18.00 !"#$%&’()*+ 32.00 6.00 
!"#$%&’() 12.00 2.00 !"#$%&’(%)*+ 48.00 10.00 
!"#$%& 32.00 5.00 !"#$%&’()*+ 36.00 7.00 
!"#$%&’( 55.00 10.00 !"#$%&’()*+ 18.00 3.00 
!"#$%&’( 30.00 6.00 !"#$%&’()*+ 36.00 7.00 
!"#$%&’( 16.00 3.00 *!"#$%&’( 28.00 5.00 
!"#$%&’( 22.00 4.00 !"#$ 800! 15.00 3.00 
!"#$%&’()*+ 15.00 3.00 !"#$%&’ 28.00 5.00 
!"#$%& 40.00 6.00 !"#$%&’ 20.00 4.00 
!"#$%&’()*+ 50.00 10.00 !"#$%&’ 36.00 7.00 
*!"#$%&’()* 45.00 7.00 !"#$% 40.00 6.00 
*!"#$%&!"#$%&’()*+ 88.00 14.00 !"#$%&’()*+ 30.00 6.00 
*!"#$%&’(!!"#$%&’() 28.00 5.00 !"#$%&’( 30.00 6.00 
*!"#$%& 20.00 4.00 *!"#$%&’()*+,- 85.00 12.00 
!"#$%&’( 16.00 3.00 !"#$%& 50.00 8.00 
 
!1!"#$%&’()*&+,-./0 6!     !"#$%&’(!"#$    !"#$%&’() 

!"#$%100740        !"#$%010-65241695    !"#010-65129020    
!2!"#$%&’()*+,-./0123456789:;<=>?@A   !3!"*!"#$%&’()* 

!"


