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生淀粉糖化酶产生菌营养条件的初步优化

刘连成，陆正清
(江苏食品职业技术学院生物工程系，江苏 淮安 223003)

摘 要： 研究发酵培养基组成对菌株产酶的影响，通过正交试验优化得出菌株产酶的最佳发酵培养基。优化结果

表明, 以玉米淀粉为碳源，蛋白胨和酵母膏为复合氮源，满足该菌对维生素和主要无机盐的需要时，生淀粉酶活力可

达 194.9 U /mL, 是优化前的 1.1 倍。
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Preliminary Optimization of the Nutritional Conditions
of RSGA-producing Strain
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Abstract: The nutritional conditions of raw starch-digesting glucoamylase-producing strain (RSGA-producing strain) were investigated and the
effects of the compositions of fermentation culture medium on RSGA were studied. The optimum fermentation culture medium was obtained
through orthogonal test. The results showed that when corn starch used as carbon source and peptone and yeast extract used as complex nitrogen
source and sufficient vitamins and main organic salts provided, the activity of RSGA could reach up to 194.9 U/mL (1.1 times than that before the
optimization).
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生淀粉酶是指对不经过蒸煮糊化的生淀粉颗粒能够

表 现 出 强 水 解 活 性 的 酶 类 。 生 淀 粉 糖 化 酶 ( raw
starch-digesting glucoamylase, RSGA) 能够直接水解生淀

粉为葡萄糖，可将传统工艺中的淀粉糊化、液化、糖化合

并为一步直接进行糖化，具有良好的节能前景。生淀粉糖

化酶已被用于生淀粉质原料的无蒸煮酒精发酵， 可节约

总能耗的 30 %～40 % [1]。 正是由于生淀粉糖化酶具有的

经济价值和某些特殊用途，因此，一直受到国内外许多研

究人员的关注[2]。 本研究旨在对生淀粉糖化酶产生菌[3～5]

的最佳碳源、氮源、矿质元素以及生长因子的种类和数量

需要进行系统的基础研究。以弄清该菌的最佳营养要求，
为厂家对该菌的应用生产提供技术支持和科学依据。

1 材料与方法

1.1 菌种[6]

由南京农业大学农业环境微生物工程重点开放实验

室提供。
1.2 培养基

种 子 培 养 基 (g/L ) [7]：蛋 白 胨 10，酵 母 膏 5，葡 萄 糖

10，pH 值为 6.5。
基础发酵培养基 (g/L )： 玉米淀粉 10， 酵母膏 3，

NH4NO3 2，K2HPO4 2，KH2PO4 0.5，MgSO4·7H2O 0.5，KCl
0.5，pH 自然。121℃灭菌 30 min。其中玉米淀粉用甲醛蒸

汽灭菌 24 h 后再在 105℃下干热灭菌 2 h， 然后无菌操

作加入。
培养条件：培养温度 30℃，摇床转速为 180 r／min。

1.3 方法

1.3.1 菌量测定

在每批组培养过程中和培养结束时, 定时取样用 10
倍稀释法稀释后, 准确取样培养, 菌落形成后, 用光电自

动菌落计数器法计数活菌数[8]。
1.3.2 粗酶液的制备

菌株 SDE 的接种量 (活化培养 18 h)为 8 % (V/V) ,
30℃摇瓶培养 48 h，发酵液 4000 r/min，离心 10 min，取

上清液即为粗酶液。
1.3.3 酶活力的测定[9]

生淀粉酶酶活测定方法： 取 1 %的生 淀 粉 悬 浮 液

2.0 mL 加入到 50 mL 三角烧瓶中，添加 pH6.0 磷酸氢二
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钠-柠 檬 酸 缓 冲 溶 液 2 mL，40 ℃预 热 10 min， 加 入

1.0 mL 适当稀释的酶液， 在 40℃恒温振荡 (180 r/ min)
反应 30 min 后，加入 4 %的氢氧化钠溶液 0.5 mL 终止反

应, 反应液用 3000 r/ min 离心 10 min，上清液用 DNS 法

测定葡萄糖量。测定时每个样品平行测定 3 次，取其平均

值。
酶活力定义：在以上测定条件下，1min 释放 1 μg 葡

萄糖的酶量定义为一个酶活力单位 U。
1.3.4 发酵培养基碳源对菌株产酶的影响

分别将添加量为 2 %玉米淀粉、大麦淀粉、糊精、蔗

糖、葡萄糖、半乳糖作为基础发酵培养基中的碳源，进行

产酶试验， 并在产酶高峰测定各碳源培养基中的粗酶液

酶活力。
1.3.5 发酵培养基中不同氮源对菌株产酶的影响

菌株 SDE 在以玉米淀粉为碳源，分别将有机氮源和

无机氮源作为基础培养基中的氮源， 同上法进行产酶试

验。
1.3.6 复合氮源对菌株产酶的影响

以不同蛋白胨和酵母膏的添加量作为复合氮源，进

行产酶试验。
1.3.7 发酵培养基中维生素对菌株产酶的影响

在 基 础 发 酵 培 养 基 中 加 入 2 mg/ L 不 同 种 类 的

VB1、VB2、VB3、VB4、VB5、VB6、VB11、VH。 同 前 法 配

制成液体培养基, 并进行测定各维生素中的菌量及粗酶

液酶活，以确定其对维生素的需求情况。
1.3.8 矿质元素对菌株产酶的影响

以玉米淀粉为基础发酵培养基碳源， 加入不同种类

的无机盐，配成液体培养基，进行酶活试验，以了解该菌

对矿质元素的需要。
1.3.9 发酵培养基最佳配方的选择

根据单因素试验结果， 在基础培养基基础上选择影

响生淀粉酶产酶水平的碳源（g/L）、复合氮源、维生素 VH
（mg/ L）及矿质元素 Ca2+（mmol/ L）4 个因素, 根据添加量

的不同取 3 个水平进行正交试验,测定生淀粉酶活力，确

定最佳正交组合和表观正交组合。
1.3.10 发酵培养基最佳配方的验证

为了进一步验证正交试验的结果， 按最佳正交组合

对基础培养基进行优化， 和表观正交组合的培养基配方

进行验证试验。

2 结果和讨论

2. 1 碳源种类对菌体生长和产酶的影响

碳源是菌体合成自身骨架的主要物质来源， 是影响

菌体生长和代谢产物合成的重要因素。 菌株在不同碳源

的基础发酵培养基中生长，产酶能力不一(见表 1)。

表 1 结果表明， 在玉米淀粉为碳源的基础发酵培养

基中,菌体不仅生长良好,而且产酶能力较强，对半乳糖和

蔗糖的利用能力则相对较弱，产酶能力不高。
2. 2 氮源种类对菌体生长和产酶的影响

菌体合成自身蛋白和遗传物质的主要来源是氮源。
菌株 SDE 在以玉米淀粉为碳源, 不同氮源的基础培养基

中生长，产酶能力各异(见表 2)。

从表 2 可以看出， 在含蛋白胨和酵母膏的复合氮

源 培 养 基 中 菌 体 生 长 较 好 ,产 酶 能 力 也 很 强 ,酶 活 达 到

190.5 U /mL，比优化前提高了 7.9 % (优化前菌株酶活为

176.5 U/mL)。同时可以看出,各种无机氮源对于菌株产酶

能力较小，在一定程度上说明了菌株 SDE 对于无机氮源

的利用能力较一般。
2.3 发酵培养基中复合氮源对菌株产酶的影响

菌株在不同添加量的酵母膏与不同添加量的蛋白胨

组成复合氮源的基础培养基中生长情况见表 3。

从表 3 中可以看出， 当蛋白胨与酵母膏添加量分别
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为总氮源 50 %时, 酶活力最高，为 185.5 U/mL, 酶活提高

5.1 %(优化前菌株酶活为 176.5 U/mL)。 因此, 选择添加

量为总氮源 50 %的酵母膏与总氮源 50 %的蛋白胨组成

的复合氮源作为发酵培养基中的氮源， 有利于菌株生长

产酶。
2.4 SDE 菌株生长维生素营养要求的研究

SDE 菌株在以不同维生素作为生长因子的基础发

酵培养基中生长，生长及产酶情况见表 4。

表 4 结果表明，2 mg/ L 不同维生素对 SDE 菌株生

长有一定影响。 其中 VB1、VB3、VB4 菌数较高，为 4.36×
107～5.33 ×107 个 / mL。 VB6 菌数最少，为 2.47×107/ mL。
而生物素 VH 对生长影响最明显，比其他维生素都好，菌

数最高，为 6.54 ×107/ mL。 酶活最高为 181.5 U /mL。 因

此，优化营养条件时可选择添加生物素 VH 促进 SDE 菌

株的生长及产酶。
2.5 SDE 菌株生长对矿质元素要求的研究

SDE 菌株在不同种类矿质元素的基础发酵培养基

中的酶活力情况见表 5。

从 表 5 可 以 看 出，SDE 菌 株 在 1.5 mmol/ L Ba2+ 或

Cu2+ 存在条件下酶活明显受到抑制，菌株在 1.5 mmol/ L
Ca2+ 存在的条件下酶活最高，达 186.9 U /mL。 说明 Ca2+

对生淀粉酶具有一定的激活作用。 因此, 在培养基中选

择添加一定浓度的 Ca2+ 有利于 SDE 菌株的生长产酶。
2.6 发酵培养基最佳配方的选择

根据培养基单因素试验结果, 选择影响生淀粉酶产

酶水平的碳源（g/L）、复合氮源（蛋白胨与酵母膏各占总

氮源 50 %）、维生素 VH（mg/ L）和矿质元素 Ca2+（mmol/

L）4 个因素, 根据添加量的不同取 3 个水平 （见表 6）进

行正交试验, 通过测定生淀粉酶活力确定最佳的发酵培

养基配方。 发酵培养基正交试验结果分析见表 7。

由 表 7 可 知 , 发 酵 培 养 基 的 最 佳 表 观 组 合 为

A1B2C2D2， 酶活力最高为 185.4 U/mL。 最佳正交组合为

A3B2C2D2。 而从 R 值来看, 发酵培养基 Ca2+ 对产酶影响

最显著， 其次是复合氮源的添加量， 最后是碳源的添加

量。
2.7 发酵培养基最佳配方的验证

为了进一步验证正交试验的结果， 按最佳正交组合

和表观正交组合对基础培养基进行优化， 并进行验证试

验，结果见表 8。

由表 8 可知， 按照正交分析所得最佳组合 A3B2C2D2

进行试验， 菌株 SDS 生长产酶的酶活达 194.9 U/mL，比

优化前提高了 10.4 %。 由此可见最佳的发酵培养基组成

为：玉米淀粉 20 g，蛋白胨 2.5 g，酵母膏 2.5 g，VH 2 mg，
MgSO4·7H2O 0.5 g, CaCl2 1.5 mmol, K2HPO4 2g, KH2PO4

0.5 g, KCl 0.5 g,蒸馏水 1000 mL。
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的吸附具有促进作用[7]。 实验中发现添加 Fe3+，纤维素酶

水解的水解率提高约 3 %，且水解率在反应 14 h 后达到

峰值，较之未添加 Fe3+ 的出现时间提前。

3 结论

3.1 通 过 实 验 发 现：Fe3+、Mg2+、Co2+、Fe2+ 对 酶 活 力 都 有

不同程度的促进作用，其中以 Fe3+ 最高；Cu2+、Hg2+、Zn2+、
Al3+、Mn2+ 对酶活力有抑制作用，以 Cu2+ 最强；而 Ca2+ 则

对酶活力影响不大。
3.2 纤维素酶对纤维素的吸附在 14 h 后接近平衡，加入

Fe3+ 对纤维素酶的吸附具有促进作用，吸附速度提高，吸

附量增加， 因此可推测金属离子对酶活力不同程度的促

进作用是由于使底物更有利于同酶的活性部位相结合而

加速反应进行，提高水解效率，金属离子在其中起了某种

搭桥作用。 Fe3+ 的存在还可提高纤维素酶对乙醇的耐受

能力， 这个结果在一定程度上可以改善同步糖化发酵过

程中产物乙醇对纤维素酶活力的抑制问题。 纤维素酶活

力的发挥与其酶系协同作用密切相关[8]，Fe3+ 对于绿色木

霉系 β-葡萄糖苷酶活力激活作用显著，对于更有效地应

用纤维素酶值得进一步研究。
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3 结论

3.1 通过发酵培养基组成的单因素试验得出，以 20 g/L
的玉米淀粉作为碳源时的菌株产酶效果最好，2.5 g/L 的

酵母膏与 2.5 g/L 的蛋白胨组合作为氮源时的菌株产酶

效果最好，生物素(VH)对菌株 SDE 生长有最明显的促进

作用，其菌数最高，可视为最佳生长因子，矿质元素 Ca2+

（2 mmol/ L）对菌株 SDE 产生淀粉酶有最佳激活作用。
3.2 通过正交试验优化得出，该菌株产酶最佳发酵培养

基组成为:玉米淀粉 20 g，蛋白胨 2.5 g，酵母膏 2.5 g，VH
2 mg，MgSO4·7H2O 0.5 g, CaCl2 1.5 mmol, K2HPO4 2 g,
KH2PO4 0.5 g, KCl 0.5 g,蒸馏水 1000 mL。
3.3 该最佳发酵培养基培养 SDS 菌株产酶活力最高为

194.9 U/mL，比优化前提高了 10.4 %。
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