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白曲霉 Asp-amy1 固体发酵生产酸性

淀粉酶的初步研究
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摘 要： 利用白曲霉菌株 Asp-amy1 进行固体发酵生产酸性淀粉酶，对白曲霉固体发酵条件进行了优化，初步确

定菌株产酶的优化培养基为：7.5 %的玉米粉，1.5 %的蛋白胨，发酵曲含水量为 50 %，发酵起始 pH5.5。菌株的最佳

接种量为 40 %（干基计），发酵时间由 72 h 缩短到 48 h，菌体生长迅速，产酶能力强，酶活达 1000 U/g 干曲。薄层层

析生成的液化产物，主要以 G2-G7 为主，淀粉液化后都生成了小分子的糊精和寡糖类；产物薄层分析可初步确定所

产酶为液化型酶。
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Study on Solid Fermentation by Use of Aspergillus candidus
Strain Asp-amy1 to Produce Acidic α-amylase
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3. Chemical Engineering Department of Yibin College，Yibin, Sichuan 644007，China）

Abstract: Aspergillus candidus strain Asp-amy1 was used in solid fermentation to produce acidic α-amylase. The solid fermentation conditions
were optimized and the culture medium was preliminarily determined as follows: 7.5 % maize meal, 1.5 % peptone, moisture content of ferment-
ing starter was 50 %, and the initial pH value was 5.5. The best inoculation quantity of the strain was 40 %, the fermentation time shortened from
72 h to 48 h, and the activity of acidic α-amylase could reach up to 1,000 U/g dry substrate. The liquefying products by TLC analysis (mainly in-
cluding G2-G7) would develop to dextrin and oligosaccharide. And TLC analysis proved preliminarily that the produced acidic α-amylase was a
kind of liquefying amylase.
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酸性 α-淀粉酶是淀粉酶系列的一种， 其作用特点

主要是在酸性条件下对淀粉类物质进行酶解作用，把淀

粉颗粒酶解生成可溶性的小分子物质。 该酶能被广泛用

于玉米淀粉酿酒行业、乳酸发酵行业[1]、制糖行业和食品

行业。
常规的高温 α-淀粉酶和中温 α-淀粉酶多用于酒精

行业，其液化最适作用 pH 为 6.0～6.5， 酶解低于此淀粉

酶作用 pH 值的物质，pH 需要进行调整， 否则液化效果

较差。 而在进行糖化工段，需要添加糖化酶进行糖化，pH
由 6.5 调节到 4.5，操作工序复杂，不经济，而且在清洁生

产工艺中要求对部分废水进行回用， 很多废水本身就是

偏酸性，导致生产过程中工艺调整较大。酸性淀粉酶的使

用，大大缩减了工艺路线和设备的改造，由于其作用的最

适 pH 为 4.5～5.5，液化过滤效果好，粘度低，流动性强，
不易回生老化，收率高，有利于出糖率的提高与发酵产物

的有效转化。
酸性淀粉酶是淀粉质原料加工的产物，从 1963 年

起， 日本研究者三田利用白曲霉生产出一种酸性淀粉

酶 [2～5]，最 适 作 用 pH 为 3.5，适 用 于 烧 酒 制 备 中 淀 粉 原

料的加工。 随后， 全世界的科研工作者对产酸性淀粉
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酶 [ 6～8]的菌种进行大量选育工作，获取目的菌。如胡欣洁、
胡承[9]等人报道，从醋醅中筛选出产 α-淀粉酶的水生假

丝酵母菌，通过诱变处理，获得产酶诱变株 ASA-UD86，
生产的酸性淀粉酶活力达到 146 U/g。 20 世纪 90 年代，
分子水平的研究为提供酸性淀粉酶在耐高温和耐酸性的

特性方面提供了重要的依据，如郭建强、李运敏[10]等人在

分子水平条件下构建的重组质粒转化毕赤酵母 GS115
细胞，得到酵母工程菌株，通过甲醇诱导后得到该酸性淀

粉酶，该酶最适反应温度为 90～100 ℃， 最适反应 pH 值

为 4～5，但没有用于工业化生产 。
本文主要是通过对酸性淀粉酶的固体发酵条件进行

研究，通过自制的固体发酵箱获得高酶活的酸性淀粉酶，
能够用于产业化的使用。通过对该酶的酶学性质的研究，
应用酸性淀粉酶降解瓜干淀粉、玉米淀粉质原料，了解酒

精生产过程中液化和糖化转换关系； 了解该酶对废醪液

中有机物含量的分析，提高淀粉质利用率，降低废水中有

机物的含量，消减废水中 COD 浓度，便于后继废水工程

处理，大大降低生产环境的污染。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 菌株

白曲霉：Aspergillus candidus。
1.1.2 培养基

土豆培养基：30 %的土豆浸出汁，葡萄糖 2 %，琼脂

2.2 %，pH 自然。
液体种子培养基成分： 玉米粉 2 %， 豆饼粉 2 %，

麸 皮 1 %，(NH4)SO4 0.4 %，硫 酸 钙 0.1 %，磷 酸 氢 二 钠

0.8 %，于 0.1 MPa、121 ℃，灭菌 30 min。
固体发酵基础培养基： 麸皮 45 %，(NH4)SO4 0.6 %，

硫酸钙 0.1 %，磷酸氢二钠 0.8 %，于 0.1 MPa、121 ℃，灭

菌 60 min。
1.1.3 主要设备

各种规格的移液枪 (Eppendorf，Gilson)；DELTA320
（mettle Toledo） 高精度酸度计（自动温补）；755B 型紫外

分光光度计（上海精密科仪器厂）； EBA12（hettich）高速

离心机；pl203（mettle toledo）电 子 天 平；SHZ-82 水 浴 恒

温振荡器（江苏省金坛市医疗仪器厂）；回转式恒温调速

摇瓶柜； 电热恒温培养箱； 电热手提式压力蒸汽灭菌锅

（上海医用核子仪器 厂）；自制曲箱。
1.1.4 实验试剂

1.1.4.1 柠檬酸-磷酸氢二钠缓冲液

1.1.4.2 2 %（w/v）浓度的底物淀粉溶液

准确称量 2.00 g 菱湖牌可溶性淀粉， 溶于经煮沸的

90 mL、pH 5.0 的柠檬酸-磷酸氢二钠缓冲液中， 加热至

淀粉溶解，冷却，用 100 mL 容量瓶定容。
1.1.4.3 0.1 %（w/v）淀粉溶液的配制

准确称量 0.100 g 淀粉， 溶于煮沸的 90 mL、pH 5.0
的柠檬酸-磷酸氢二钠缓冲液中，加热至淀粉溶解，冷却，
用 100 mL 容量瓶定容。
1.1.4.4 1 mol/ L H2SO4 的配制

用移液枪取 5.6 mL 浓 H2SO4 于盛有 94.5 mL 蒸馏

水的三角瓶中。
1.1.4.5 原碘液

准确称量碘（I2）11 g，碘化钾（KI）22 g，先用少量蒸馏

水使碘完全溶解后定容至 500 mL，贮于棕色瓶内。
1.1.4.6 稀碘液

取 l mL 原碘液用蒸馏水稀释 100 倍， 贮于棕色瓶

内。
1.2 试验方法

1.2.1 酶活测定

1.2.1.1 酸性 α-淀粉酶标准曲线的制作

分别吸取 0.1 %的标准淀粉溶液 0、0.1 mL、0.2 mL、
0.3 mL、0.4 mL、0.5 mL、0.6 mL、0.7 mL、0.8 mL、0.9 mL
和 1.0 mL， 依次加入到标有 1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11
的试管中，分别用蒸馏水补加至 1.0 mL，配制成每毫升

分别含淀粉 0、100 μg、200 μg、300 μg、400 μg、500 μg、
600 μg、700 μg、800 μg、900 μg 和 1000 μg 的 标 准 液 ，
分别加入 1 mol/ L H2SO4 0.5 mL，稀碘液 5 mL，再 加 入

4.5 mL 蒸馏水，摇匀，在分光光度计 620 nm 处测吸光度，
以稀碘液为空白， 以没有加入淀粉溶液的试管为空白对

照，测 OD 值。所得的光密度 OD620 值为纵坐标，对应的标

准的淀粉含量为横坐标，绘制标准曲线，求得系数 K。
1.2.1.2 酸性 α-淀粉酶酶活力的定义

在 60 ℃，pH 为 5.0 时， 每克样品每分钟水解 1 mg
淀粉所需的酶量定义为一个酶活力单位（U）。
1.2.1.3 酸性 α-淀粉酶酶活力的测定（蓝值法）

取 5 mL 2 %底物淀粉溶液于 200 mL 的试管中，于

60 ℃恒温水浴中预热 10 min， 加适当稀释倍数的酶液

0.5 mL， 在 60 ℃恒温水浴中准确反应 5 min， 取 0.5 mL
反应液于盛有 5 mL 稀碘液的试管中，用 0.5 mL 1 mol/ L
的 H2SO4 终止反应，补水 5 mL ，在波长为 620 nm 测吸

光度。
酶活 E（U/g 干曲）=（20×5-OD620×K×11）×n/0.5/5/

（1-含水量）
1.2.2 碳源的选择

分别选取干基浓度 2.5 %的麸皮、玉米粉、糊精、大

麦、淀粉、葡萄糖 6 种碳源物质添加到基础培养基中，含
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水量为 50 %， 取液体种子液按照干基原料的 20 %的接

种量接种到固体培养基上，保证固体曲的含水量为 55 %
左右，30 ℃条件下培养 72 h， 取发酵曲用缓冲液浸泡

15 min，纱布过滤，滤液在 10000 r/min 的离心机上离心

5 min，取上清液测定酶活，确定产酶最佳碳源类别，试验

要求每个试验组要保证 3 个平行。
1.2.3 玉米粉添加量对发酵产酶的影响

玉米粉按照干基的 0 %、2.5 %、5 %、7.5 %、10 %和

20 %的添加量添加到基础培养基中， 取液体种子液按

照干基原料 20 %的接种量接种到固体培养基上， 保证

固体曲的含水量为 55 %左右， 在 30 ℃的条件下培养

72 h，取发酵曲用缓冲液浸泡 15 min，纱布过滤，滤液在

10000 r/min 的离心机上离心 5 min，取上清液测定酶活，
确定产酶最佳碳源添加浓度， 试验要求每个试验组要保

证 3 个平行。
1.2.4 氮源的选择

选 取 干 基 浓 度 2.5 %的 黄 豆 粉 、 尿 素 、 酵 母 膏 、
NaNO3、(NH4)2SO4、 NH4NO3、(NH4)2HPO4、 牛肉浸膏 8 种

氮源物质添加到含有 7.5 %浓度的玉米粉的基础培养基

中，取液体种子液按照干基原料的 20 %的接种量接种固

体培养基，保证固体曲的含水量为 55 %左右，在 30 ℃条

件下培养 72 h，取发酵曲用缓冲液浸泡 15 min，纱布过

滤，滤液在 10000 r/min 的离心机上离心 5 min，取上清液

测定酶活，确定最佳氮源类别，试验要求每个试验组要保

证 3 个平行。
1.2.5 蛋白胨添加量对发酵的影响

选取蛋 白 胨 按 照 干 基 的 0 %、0.5 %、1.0 %、1.5 %、
2.0 %、2.5 %、3.0 %和 3.5 %作添加量添加到含有 7.5 %
浓度的玉米粉的基础培养基中， 取液体种子液按照干基

原料的 20 %的接种量接种到固体培养基中，保证固体曲

的含水量为 55 %左右，在 30 ℃条件下培养 72 h，取发酵

曲用缓冲液浸泡 15 min，纱布过滤，滤液在 10000 r/min
的离心机上离心 5 min，取上清液测定酶活，确定产酶最佳

氮源添加浓度，试验要求每个试验组要保证 3 个平行。
1.2.6 复合氮源对固体发酵酶活的影响

氮源在酸性淀粉酶发酵过程中是比较重要的物质，
通过对氮源的优化，了解三者之间的关联度，取蛋白胨、
黄豆粉和牛肉浸膏按照 3 因素 3 水平的标准设计， 进行

正交试验，正交试验设计见表 1。

1.2.7 发酵培养基起始 pH 对产酶的影响

在含有 7.5 %浓度的玉米粉、1.5 %的蛋白胨的基础

培 养 基 中 ， 使 用 pH 分 别 为 2.5、3.0、3.5、4.0、4.5、5.0、
5.5、6.0、6.5、7.0 和 7.5 的柠檬酸缓冲液作为拌料水，调

整 发 酵 培 养 基 的 起 始 pH 分 别 为 3.5、4.0、4.5、5.0、5.5、
6.0、6.5、7.0 和 7.5，高温灭菌后，接种种子液，接种量为

20 %， 保证固体曲的含水量为 55 %左右的条件下，于

30 ℃培养 72 h，取发酵曲用缓冲液浸泡 15 min，纱布过

滤，滤液在 10000 r/min 的离心机上离心 5 min，取上清液

测定酶活，确定最佳发酵产酶起始培养 pH，试验要求每

个试验组要保证 3 个平行。
1.2.8 发酵培养基水分对酶活的影响

在含有 7.5 %浓度的玉米粉、1.5 %的蛋白胨的基础

培养基中， 调整水料比分别为 0.6∶1、0.8∶1、1.0∶1.0、1.2∶1
和 1.4∶1，发酵起始培养基 pH 为 5.5，高温灭菌后，接入种

子液，接种量为 20 %，保证固体曲最终水料比在含水量

为 55 %左右条件下，30 ℃培养 72 h，取发酵曲用缓冲液

浸泡 15 min，纱布过滤，滤液在 10000 r/min 的离心机上

离心 5 min，取上清液测定酶活，确定最佳发酵产酶料水

比，试验要求每个试验组要保证 3 个平行。
1.2.9 接种量对固体发酵产酶的影响

取培养 5 d 的液体种子分别按照干基原料的 10 %、
20 %、30 %、40 %和 50 %的接种量添加到含有 7.5 %浓

度的玉米粉、1.5 %的蛋白胨的基础培养基中，保证固体

曲的含水量为 55 %左右， 在 30 ℃条件下培养 72 h，取

发酵曲用缓冲液浸泡 15 min， 采用纱布过滤， 滤液在

10000 r/min 的离心机上离心 5 min，取上清液测定酶活，
确定最佳发酵产酶的氮源添加浓度， 试验要求每个试验

组要保证 3 个平行。
1.2.10 发酵产酶生长曲线

将已接入种子液的固体发酵优化培养基置于 30 ℃
恒温培养箱中分别培养 24 h、36 h、48 h、60 h、72 h、84 h
和 96 h，每隔 12 h 测定发酵固体曲的酶活，确定发酵产

酶最佳时间，试验要求每个试验组要保证 3 个平行。
1.2.11 酸性淀粉酶的液化型测定

取酸性淀粉酶进行反应,降解玉米淀粉原料，并对反

应时间不同的产物进行分析， 通过分别取样用硅胶板薄

层层析（TLC）色谱的方法分析，利用 2 %的葡萄糖单糖，
2 %的麦芽糖二糖和 4 %的糊精作为标准物进行比较。

2 结果与分析

2.1 标准曲线(图 1)
通过对不同浓度的标准可溶性淀粉的吸光度与淀粉

的含量进行拟合，获得线性相关拟合较好的回归方程为：
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图 1 淀粉标准曲线

y=0.157+0.924 x，R2=0.9994，p＜0.0001， 其 中 x 为 吸 光

度；y 为淀粉含量（mg）。
2.2 碳源的选择

通过对选择的 6 种碳源进行发酵产酶试验， 结果见

表 2。

由表 2 可知， 玉米粉在 6 种有机碳源中对产酶有显

著影响，能够产生 627 U/g 的酸性淀粉酶，在 6 种碳源中

确定玉米粉作为碳源使用。
2.3 玉米粉添加量对发酵产酶的影响（图 2）

通过以玉米粉为碳源在基础培养基中添加不同浓

度的玉米粉，检验对白曲霉菌株产酶的影响。 试验表明，
随着玉米粉添加浓度的增加，酸性淀粉酶的产酶能力增

强，当玉米粉的浓度达到 7.5 %（干基计）时，其产酶能力

最高，酶活可达到 904 U/g 干曲，确定产酶碳源最适添加

量为 7.5 %。
2.4 氮源的选择

通过对选择的 9 种氮源进行发酵产酶试验， 结果见

表 3。
由表 3 可知， 牛肉膏、 黄豆粉和蛋白胨作为氮源较

好， 产生的酸性淀粉酶酶活在 850～950 U/g 干曲范围

内，三者对产酶都有促进作用，根据产酶能力采用蛋白胨

作为产酶氮源。
2.5 蛋白胨添加量对发酵的影响

添加蛋白胨浓度在 0～1.5 % 范围内时，随着蛋白胨

添加量的增加，其产酶量呈递加趋势；在 2.0 %～3.5 %范

围内时，产酶能力呈递减趋势，其原因主要是过剩的营养

导致白曲霉大量繁殖，生物量大，产酶能力降低。 试验结

果表明， 当蛋白胨的添加量在 1.5 %时， 其产酶能力最

高。

2.6 复合氮源对固体发酵酶活的影响

在以蛋白胨、牛肉浸膏和黄豆粉 3 种有机氮源中，通

过极差分析三者的关系， 对产酶关联度影响较大的是蛋

白胨，依次是牛肉浸膏、黄豆粉。 根据正交实验得到的产

酶能力，可以得到最优的复合氮源的组合为 C2B1A2。
2.7 发酵培养基起始 pH 对产酶的影响（图 4）

图 4 结果表明， 培养基初始 pH 对该菌株产酶的影

响不大，其在 pH3.5～7.0 范围内产酶较稳定，在培养基

初始 pH5.5 时，产酶最高。
2.8 发酵培养基含水量对酶活的影响（图 5）

试验表明，水料比在 0.8～1.2∶1 范围内，即初始培养

基的含水量在 44.4 %～54.5 %范围内时， 白曲酶菌株生

产酸性淀粉酶产能性质稳定，当含水量为 50 %，其产酶

量最高。 由图 5 可知，通过线性拟合，该水分与产酶的关

系可以通过下面的公式进行表述：
Y= A+B1×X+B2×X2+B3×X3，R2=0.98226
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图 2 不同浓度的玉米粉对发酵产酶的影响
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图 3 不同蛋白胨含量对发酵产酶量的影响
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图 4 培养基不同初始 pH 对菌株产酶的影响

图 5 初始培养基的含水量对菌株产酶的影响

图 7 接种量对发酵周期的影响

图 6 接种量对菌株产酶的影响

图 8 发酵时间对菌株产酶的影响

P=0.0265＜0.05
A= -1350.6015±50.27613
B1=2071.13636±67.43066
B2= -551.47679±20.8389
B3=41.04311±1.84584
该菌株的生长特性适合在含水量为 44.4 %～54.5 %

的培养基中生长，相对于米霉菌 [1]在果胶酶的生产过程

中适合于接近 65 %～70 %的水分而言，白曲霉更有利于

抗污染，易于培养，易干燥。

2.9 接种量对固体发酵产酶的影响（图 6、图 7）
图 6 结果表明， 菌株的最佳接种量为 40 %（干 基

计）。 通过利用 40 %的接种量进行固体培养，发酵时间大

大提前，由最佳发酵 72 h 缩短到 48 h，菌体生长迅速，产

酶能力强。 图 7 表明，使用 40 %的接种量，发酵周期大大

缩短，产酶能力没有降低。
2.10 发酵产酶生长曲线

图 8 结果表明，接种 20 %，在优化培养基基础上，总

发酵时间为 96 h 中，最佳产酶周期为 72 h 左右，酶活能

达到 985±30 U/g 干曲。
2.11 酸性淀粉酶的液化力（图 9）

通过对淀粉质原料玉米使用酸性淀粉酶进行液化处

理后，生成的液化产物主要以 G2-G7 为主，和 4 %糊精

的标准图谱一致， 淀粉液化后都生成了小分子的糊精和

寡糖类。 样品 1、样品 2、样品 3、样品 4 和样品 5 是不同

液化反应时间的产物，随着反应时间的延长，生成的单糖

分子浓度较低，通过薄层层析后形成的斑点模糊、较小。

贺胜英，杨云娟，许 波，黄遵锡，唐湘华·白曲霉 Asp-amy1 固体发酵生产酸性淀粉酶的初步研究 45
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图 9 薄层层析产物图

形成的寡糖量不随反应时间的增加而增加， 该酶是一个

液化型酶。

3 结论

3.1 通过对白曲霉的生长特性的固体发酵研究， 对发

酵条件进行了优化，确定了该菌株产酶使用的优化培养

基为：7.5 %的玉米粉，1.5 %的蛋白胨，发酵曲含水量为

50 %，发酵起始 pH5.5。 在酸性淀粉酶的生产中，氮源对

产酶具有重要的促进作用。
3.2 接种量对固体发酵培养是比较重要的一个参数，该

菌株的最佳接种量为 40 %（干基计）。 通过利用 40 %的

接种量进行固体培养， 发酵时间大大提前， 由最佳发酵

72 h 缩短到 48 h，菌体生长迅速，产酶能力强。
3.3 通过对淀粉质原料使用酸性淀粉酶进行液化处理

后，生成的液化产物主要以 G2-G7 为主，和 4 %糊精的

标准图谱一致， 淀粉液化后都生成了小分子的糊精和寡

糖类。 通过对样品的不同液化反应时间的产物进行薄层

分析，产物随着反应时间的延长，生成的单糖分子浓度较

低，形成的斑点模糊、较小，而且形成的寡糖量不随反应

时间的增加而增加，初步可以确定该酶是一个液化型酶，
不是糖化型酶。
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中国白酒行业高峰论坛上海举行

本刊讯：2009 年 7 月 16 日～17 日，由中国酒类流通协会主办的 2009 中国白酒行业高峰论坛在上海举行。在金融危机背景下，

面对即将实施的消费税改革、进口酒产品的强势入市以及酒类市场监管种种新的举措等，与会代表对白酒行业市场前景、立法、品牌

战略、营销、渠道、包装等一系列课题进行了深入研究和探讨。
针对此次金融危机，中国酒类流通协会秘书长刘员表示，金融危机带给白酒行业的不是寒冬而是调整的契机。2008 年，受白酒

刚性消费需求影响，白酒行业整体依然呈现上扬态势。2009 年 1～5 月，规模以上白酒企业产量为 250.65 万千升，同比增长 17.44 %，

销售收入 767.4 亿元，同比增长 21.95 %，实现利润 107.4 亿元，同比增长 9.22 %。
针对酒类市场监管的问题，国家商务部市场运行调节司副司长王北鹰介绍说，今年两会期间，就目前酒类市场现状，代表们呼吁

进一步推进酒类监管立法，提议制定相关酒法，健全酒类市场监管体系。他指出，新的《食品安全法》是目前酒类市场监管的大法和基

础，为酒类市场监管提供了法律依据。在实施过程中企业必须要遵守。大法要行之有效，就必须建立金字塔型的法律体系，包括建立

相应的酒法。（小小）
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