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摘 要： 从醋醅中筛选得到一株产耐酸性 !!淀粉酶的野生菌 ’(’!$，经初步鉴定为假丝酵母

属的水生假丝酵母（!"#$%$" "&’"(%)"），以 ’(’!$ 为出发菌株，通过紫外诱变（)*）和硫酸二乙酯

（+,(）复合诱变，获得产酶较高的 ’(’!)+-# 菌株，酶活达到 $&# . / 0。
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淀粉酶是水解淀粉和糖原酶类的统称，是最早实现

工业化生产，迄今为止用途最广，产量最大的酶制剂品

种。随着工业的不断发展，淀粉酶的应用领域也在不断

拓宽，因此特殊条件生产就需要特殊的淀粉酶种类。

耐酸性淀粉酶因其能在极端酸性环境中保持较高

活性而受到研究者的注意，日本以其传统烧酒和清酒工

艺为研究重点，是研究耐酸性淀粉酶较早的国家。$5#2
年，山田指出黑曲霉产生的耐酸性 !!淀粉酶的最适 R8
值是 &3%。随后不断从白曲霉发酵产物中分离纯化出在

酸性条件下能保持高活力的耐酸性 !!淀粉酶X$，2Y。

淀粉深加工工业是农副产品升值的重要途径，其进

行的基础是淀粉质原料的水解，在传统工业中一般分为

液化和糖化两个阶段进行，由于工业所采用的 !!淀粉

酶和糖化酶作用 R8 值有差异，生产过程中不但增加了

生产成本，而且影响液化糖化效果，直接影响下游产品

质量，研究和开发在酸性条件下能保持高活性的耐酸性

!!淀粉酶，简化液化、糖化过程，降低淀粉深加工生产成

本具有现实意义。

我们从醋醅中分离得到一株产耐酸性 !!淀粉酶的

菌株，经鉴定为假丝酵母属的水生假丝酵母（!"#$%$"
"&’"(%)"）。通过紫外和硫酸二乙酯复合诱变使其产酶能

力提高了 & 倍。

$ 材料和方法

$3$ 样品来源

淀粉厂附近酸性土壤，酒糟，醋醅，实验室配置酸性

富集培养基。

$32 培养基

$323$ 筛选培养基

玉米淀粉 $ Z；蛋白胨 %36 Z；R8 236[&36。

$3232 种子培养基

可 溶 性 淀 粉 $ Z； 蛋 白 胨 $ Z； 酵 母 膏 %36 Z；

R8&3%。

$3237 斜面培养基

可 溶 性 淀 粉 $ Z； 蛋 白 胨 %36 Z；\82]^7 %37 Z；

_A8&‘2(^& %326 Z；R8&3%。

$323& 产酶固体培养基

麦麸a水为 $a$32，$2$ b灭菌 2% Q:;，26% Q> 三角瓶

装量 26 0。

$37 耐酸性 !!淀粉酶产生菌株的筛选

称取样品 6 0 加入装有 6% Q> 无菌水的小三角瓶

中，振荡均匀后，做浓度梯度稀释c得到不同稀释度的样
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品溶液，将菌液涂布于 -. 范围为 !(#/0(# 的筛选培养

基上进行培养。待菌体生长后，挑取有明显透明圈的菌

株，进一步纯化分离。

$(0 诱变1%2

$(0($ 菌液制备

利用接种环挑取斜面培养基上处于生长对数期的

菌体转入 $" 34 无菌生理盐水中，充分振荡后，稀释菌

液菌体浓度约为 $"5 个 6 34，作为待处理的菌悬液。

$(0(! 紫外光诱变

取上述菌液 # 34，倾入直径为 7 83 底部平整的平

皿中，在磁力搅拌器缓慢搅拌条件下，紫外光垂直距离

%" 83 照射 " 9，%" 9，:" 9，7" 9，$!" 9，$#" 9，$5" 9 再做梯

度稀释，取 "($ 34 涂于筛选平板，%" ;避光培养，统计

诱变致死率，选择致死率为 5" <左右的剂量处理样品。

$(0(% =>?@AB 诱变

经紫外诱变后的正变株磷酸缓冲液制备菌悬液，取

# 34 与浓度为 ! <的 =>? 溶液混合，在 %" ;振荡 "，!
3CD，0 3CD，: 3CD，5 3CD，$" 3CD，加入 ! < &E!?!F% 终止

反应，然后在紫外灯下照射 $#" 9。做梯度稀释，取 "($
34 涂筛选平板，梯度稀释后涂平板 %" ;避光培养 # G，

选择致死率为 5" <左右的剂量处理样品，根据多菌株

出发的原则，在经紫外诱变的正变菌株中选取酶活高的

株菌进行 =>?@AB 复合。

$(# 酶活测定方法

$(#($ 所用试剂102

底物溶液："(# <可溶性淀粉溶液。

原碘液：称取 "(# H 碘和 #(" H 碘化钾研磨溶于少量

蒸馏水中，然后定容到 $"" 34。

稀碘液：取 $ 34 原碘液稀释 $"" 倍。

$(#(! 酶液浸出

称取固体培养基 # H，加入 "($ 3’4 6 4 -. 为 0(" 的

醋酸@醋酸钠缓冲液（"(# < &EI+）!" 34 浸泡 % J，过滤

取上清液。

$(#(% 实验方法1#2

底物 # 34 在 0" ;水浴预热 $" 3CD，加入酶液 "(#
34，准确保温 # 3CD。用 "($ 3’4 6 4 的 .I+ 终止反应。取

"(# 34 反应液与 # 34 稀碘液显色，在 :!" D3 处测光密

度。以 "(# 34 水代替 "(# 34 反应液为空白，以不加酶液

（加同体积的缓冲液）为对照。

酶活力根据下式计算：

酶活力（K 6 H）L（M"@M）6 M"N#"N=N0
式中 M"，M 分别表示对照和反应液的光密度，= 为

酶液的稀释倍数。调整 = 使（M"@M）6 M" 在 "(!/"(O。

酶活定义：在 0" ;，-. 为 0(" 的条件下 # 3CD 内水

解 $ 3H 淀粉的酶量为一个活力单位。

! 实验结果

!($ 实验菌株

!($($ 耐酸性 !@淀粉酶产生菌株的筛选

从酸性土壤、酒糟、醋醅、酸性富集培养基中分离得

到了能在筛选培养基上产生明显透明圈的菌株 $ 株（如

图 $），经三角瓶固体发酵该株菌具有耐酸性淀粉酶活

性，测其耐酸性淀粉酶活性为 %"(: K 6 H。将该菌株命名为

P?P@$。

!($(! P?P@$ 的鉴定

!($(!($ 培养和形态特征

菌 落 特 征 （见 图 $）：菌 落 为 圆 形 ，边 缘 整 齐 ，乳 黄

色，质地光滑湿润，较厚。培养基上产生透明圈)%#""N
"(O,。

细胞特征：通过美蓝水浸片观察，细胞单个个体较

大，呈长圆形，平板培养条件下能见单极出芽和两极出

芽现象（图 !），在液体培养条件下可看到多极出芽。

假菌丝形成实验：马铃薯培养基培养 % G 后，假菌

丝清晰可见。

子囊孢子形成实验：Q’R’GS’TE 培养基，U+VWD 培养

基，马铃薯块培养基，石膏块培养基培养均未见子囊孢

子形成。

!($(!(! 生理生化特性)表 $,
根据 4’GGVR 分类系统，初步确定 P?P@$ 属于假丝

酵母属水生假丝酵母1:2。

!(! 菌株诱变

!(!($ 紫外诱变

以野生菌株 P?P@$ 为出发菌株，进行紫外诱变，照

射不同时间及致死率结果如表 ! 所示。

选择致死率 5" <左右的剂量处理样品即用紫外灯

照射样品 $#" 9 后，梯度稀释后涂布筛选平板 %" ;避光

图 ! P?P@$ 细胞电镜扫描照片

图 $ P?P@$ 菌株在筛选培养基上

 

 



培养 !" #，以透明圈直径与菌落直径比值为标准进行初

筛，选取比值大的菌株进行固体发酵，培养 !" # 后，测

酶活，结果如表 $。

%&%&% ’()*+, 复合诱变

以野生菌株 -)-*. 为出发菌株，先利用浓度为 %
/的 ’() $" 0振荡不同时间，然后在紫外灯下照射 .1"
2，统计致死率，如表 3 所示。选择致死率 4" /左右剂量

处理样品，即 % / ’() 溶液 $" 0振荡 5 678 后，再用紫

外灯照射 .1" 2。

根据多菌株出发的原则，在经紫外诱变的菌株中选

取酶活高的株菌进行 ’()*+, 复合诱变，通过初筛和复

筛，结果如表 19酶活单位为 : ; <=，经 ’()*+, 复合诱变

后，通过初筛和复筛得到高产菌株 -)-*+,45。

%&$ 诱变菌株稳定性考察

将 -)-*+’45 菌 株 在 斜 面 培 养 基 上 连 续 传 种 ."
次，每次接种发酵测定酶活，结果如表 5。

从表 5 可以看出 -)-*+’45 的产酶能力具有较好

的稳定性。

$ 讨论

$&. 菌种筛选

从 .>5% 年山田指出黑曲霉产生的耐酸性 !*淀粉

酶的最适 ?@ 是 3&" 开始，不少国家学者逐步开始了对

这一能在极端条件下保持高活性的 !*淀粉酶的研究。

所得到的能产生耐酸性 !*淀粉酶的微生物主要是曲霉

和芽孢杆菌，如黑曲霉，白曲霉（!"#$%&’(()" *+,+-.’’），

/0 +-’12-+(1+%’)" -*%，/0 +-’12-+(1+%’)" -ABB%!">，

/0(’-.$3’42%5’"，/0+-’12(1+%’)"676C5D等等。-)-*. 经鉴定

为假丝酵母属水生假丝酵母，其在生长条件方面跟酿造

工业上广泛应用的酵母具有共通性，所以该菌种在工业

应用方面，特别是在酿酒工业中具有开发价值。

$&% 诱变

复合诱变是获得高产菌种的通用方法。通过紫外诱

变和 ’() 复合诱变，菌株的产酶能力提高了近 1 倍，获

得了产酶能力较高的 -)-*+’45 菌株，酶活从出发菌

株的 $"&5 : ; < 提高到了 .35 : ; <。在诱变过程中，第一轮

紫外诱变的效果明显，通过紫外诱变，菌株产酶能力跟

出发菌株相比提高了将近 3 倍，效果较好。’()*+, 复

合诱变效果稍差，产酶能力仅在第一轮紫外诱变基础上

提高了 %! /左右。所获得诱变菌株具有较好的稳定性。
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