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高产淀粉酶细菌的分离鉴定及产酶条件优化
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摘要#从赊店老酒大曲中分离筛选产淀粉酶的细菌#通过

碘熏蒸产生透明圈法进行初筛#淀粉酶活力测定进行复

筛#结合菌落形态观察和
#DKI7@<

同源序列分析以及生

理生化对筛选获得的高产淀粉酶细菌进行鉴定#研究影

响细菌产淀粉酶能力的单因素)碳源(发酵时间(初始

N

>

(接种量#采用响应面优化确定最佳产酶条件&结果

表明#

DO#"

菌株为贝莱斯芽孢杆菌!

2&61887<;989G9'<1<

"#

通过响应面优化确定产酶工艺条件最佳为)发酵时间
56

#

初始
N

>%

#接种量
#"[

&优化后产酶能力达到!

#D5)&4m

&)!%

"

a

*

3M

#是优化前产酶能力的
5)5&

倍#具有较强的

产淀粉酶能力&

关键词#高产淀粉酶'贝莱斯芽孢杆菌'分离鉴定'发酵条

件优化
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其独特的酿造工艺和特殊香味成分!在世界酒类产品中

别有风味0

#

1

"中国酒曲源远流长!有学者0

!

1认为!制曲酿

酒可与中国古代四大发明相媲美"酿酒微生物和酶的载

体是大曲0

&

1

!大曲内部微生物种类错综复杂!主要包括三

大类即霉菌$细菌和酵母菌0

5

1

!淀粉酶%主要可以分为

"

O

淀粉酶$

!

O

淀粉酶和糖化型淀粉酶
&

种&$蛋白酶$纤维

素酶和酯化酶等都是大曲中与酿酒有关的酶系0

%

1

!另外

酶可以将大分子营养物质分解成可以被微生物所利用的

小分子物质!如氨基酸脱氢酶将氨基酸转化为氨!然后

&O

羟基丁酮和氨通过缩合作用合成四甲基吡嗪0

D

1

!直接参

与独特的风味物质形成#由此可见酿酒的出酒率和成品

酒的质量与大曲酶系密不可分0

5

1

"

在白酒酿造过程中!提高产淀粉酶菌株的作用可以

提高淀粉原料的利用率和出酒率0

4

1

"淀粉酶降解原料所

产生的小分子糖类物质不仅是酿酒过程中各种微生物生

长繁殖所需的碳源!而且小分子物质之间也会发生复杂

的反应从而生成多种风味成分0

'

1

"近年来!与白酒大曲

微生物相关的研究逐渐增多!主要是对白酒大曲中微生

物的品种$数目及其与白酒大曲理化性质关系的研究0

$

1

!

以及对白酒大曲中优良菌株的选育等方面0

#"]##

1

"有关

中原地区浓香型白酒大曲中高产淀粉酶菌株的研究未见

报道"试验拟以中高温白酒大曲作为研究样品!对成熟

曲中高产淀粉酶的细菌进行分离鉴定并优化产酶条件!

为后续提高大曲液化力$糖化力提供菌种!以便有效控制

制曲工艺与酒曲质量!以期对提升白酒品质和产量提供

参照"

#

!

材料与方法
#)#

!

材料与仪器

#)#)#

!

样品

中高温白酒大曲'赊店老酒股份有限公司"

#)#)!

!

培养基

选择培养基'

#"

0

蛋白胨!

%

0

@.=E

!

%

0

牛肉膏!

!

0

可溶 性 淀 粉!

!"

0

琼 脂!加 水 至
# M

!

#!# i

灭 菌

!"3H/

0

#!

1

#

种子培养基'

#"

0

蛋白胨!

%

0

@.=E

!

&

0

牛肉膏!

!

0

可溶性淀粉!加水至
#M

#

产酶发酵培养基'可溶性淀粉
!"

0

!蛋白胨
!"

0

!磷

酸氢二钠
%

0

!硫酸镁
")#

0

!氯化钠
")#

0

!

N

>4)"

0

#&

1

"

#)#)&

!

主要试剂$仪器

牛肉膏$蛋白胨'北京澳博星生物技术有限公司#

可溶性淀粉'天津市盛奥化学试剂有限公司#

琼脂粉'天津市科密欧化学试剂有限公司#

磷酸氢二钠$氯化钠$硫酸镁'分析纯!西陇化工股份

有限公司#

柱式细菌基因组
7@<

抽提试剂盒'天根生化科技有

限公司#

振荡培养箱'

dcMCO&""K

型!上海知楚仪器有限公司#

恒温培养箱'

7>LO$!4!

型!上海一恒科学仪器有限

公司#

高压灭菌锅'

M7d;OD"̂ =K

型!上海申安医疗机械厂#

分光光度计'

4!!K

型!上海菁华科技仪器有限公司#

恒温水浴锅'

>>KO!#OD

型!上海博讯实业有限公司

医疗设备厂#

超净工作台'

KYO=UO!8

型!苏州净化设备有限公司"

#)!

!

试验方法

#)!)#

!

产淀粉酶菌株的筛选

%

#

&初筛'无菌环境中!采用分区方法称取曲皮$曲心

共
%

0

!研磨后加入
5%3M

无菌水振荡
&"3H/

!用梯度稀

释法逐级稀释后!依次得到不同梯度的稀释液%

#"

]!

#

#"

]D

&"取
#"

]%

!

#"

]D各
#""

/

M

稀释菌悬液涂布在淀粉

培养基上!并置于
&4i

恒温培养箱倒置培养
!6

0

#5

1

"对

培养皿中生长出的单菌落进行碘熏!菌落周围如果有白

色透明圈出现!说明该菌株能生产淀粉酶0

#!

1

"

%

!

&复筛'选取透明圈较明显的菌株!用液体种子培

养基培养
#6

!然后以
#"[

的接种量%

!%"3M

三角瓶装液

量
$"3M

&接种于液体发酵培养基中!

#%"I

,

3H/

!

&4i

摇

瓶培养
!5P

!

%"""I

,

3H/

离心
#"3H/

!收集上清液!采用

C22

改良法0

#%

1进行淀粉酶活力测定"结合透明圈直径,

菌落直径%

*

,

E

值&与酶活力大小确定高产淀粉酶菌株"

#)!)!

!

菌株形态观察$分子鉴定及生理生化试验

%

#

&形态鉴定'将活化后的高产淀粉酶的菌株!用点

接法接种到淀粉平板培养基上!

&4i

培养
!5P

!观察其形

态特征并进行革兰氏染色!在显微镜下观察其菌体形态"

%

!

&分子生物学鉴定'利用柱式细菌基因组
7@<

抽

提试剂盒!提取复筛得到的高产菌株的基因组
7@<

!并

以获得的
7@<

为模板!用细菌
#DKI7@<

通用引物
!48

%

%fO<_<_XXX_<X<_<_XXX_<X=O&f

&,

#5$!B

%

%fO

__XX<==XX_XX<=_<=XXO&f

&为上,下游引物进行

L=B

扩增"

L=B

扩增反应程序'

$5 i

预变性
% 3H/

!

$5i

变性
&"F

!

%%i

退火
5%F

!

4!i

延伸
$"F

!

&%

个循

环!

4!i

修复延伸
#"3H/

!

5i

下保存"

L=B

扩增反应体

系%

%"

/

M

&'

;H*!%

/

M

!

7@<

样品
#

/

M

!上游引物
!

/

M

!

下游引物
!

/

M

!蒸馏水
!"

/

M

"

应用琼脂糖凝胶电泳检测
L=B

扩增结果!然后送生

工生物工程%上海&股份有限公司测序"序列结果采用

@=J?

在线工具
JE.F-

在
_,/,J./W

内与标准菌株比对!找

出与克隆子序列同源性最高的序列!根据其同源性构建

系统发育树并明确其分类地位"

7@<;<@

软件对齐序

列0

#D

1

!

;,

0

.D)"

软件的邻位法构建系统发育树0

#4

1

"

%

&

&生理生化试验'结合生理生化试验结果参照*常

见细菌系统鉴定手册+

0

#'

1和*伯杰氏细菌鉴定手册+

0

#$

1对

高产淀粉酶菌株进行鉴定"

&&

基础研究
8a@7<;A@X<MBAKA<B=>

总第
!#$

期
"
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年
#

月
"



#)!)&

!

DO#"

菌株产酶条件的优化

%

#

&碳源对淀粉酶菌株产酶能力的影响'在液体产酶

发酵培养基中分别加入
![

不同碳源%蔗糖$葡萄糖$玉米

粉$麸皮$可溶性淀粉&替换产酶发酵培养基中碳源成分!

进行碳源优化试验0

!"

1

"

%

!

&发酵时间对淀粉酶菌株产酶能力的影响'取无菌

液体发酵培养基!初始
N

>

为
4

!以
#"[

的菌液接种量接

种于三角瓶中进行
&4i

!

#%"I

,

3H/

摇床震荡培养!分别

在培养
!

!

&

!

5

!

%

!

D6

后取出!进行酶活力测定0

!"]!#

1

!确定

最优发酵时间"

%

&

&初始
N

>

对淀粉酶菌株产酶能力的影响'取无菌

液体发酵培养基%初始
N

>

分别为
&

!

5

!

%

!

D

!

4

&!以
#"[

的

菌液接种量接种于三角瓶中进行
&4i

!

#%"I

,

3H/

摇床

震荡培养!在培养
!6

后取出!进行酶活力测定0

!!

1

!确定

最优初始
N

>

"

%

5

&接种量对淀粉酶菌株产酶能力的影响'取无菌液

体发酵培养基!初始
N

>

为
4

!分别以
5[

!

D[

!

'[

!

#"[

!

#![

的菌液接种量接种于三角瓶中进行
&4i

!

#%"I

,

3H/

摇床震荡培养!在培养
!6

后取出!进行酶活力测定0

!&

1

!

确定最优接种量"

%

%

&响应面优化试验'在单因素试验的基础上!选取

影响因素显著的发酵条件!以酶活力为因变量!利用

7,FH

0

/A*

N

,I-')")D

软件设计
J2*OJ,P/W,/

试验0

!5]!%

1

!

确定高产淀粉酶菌株的最佳发酵工艺参数组合并进行实

验验证"

!

!

结果与分析
!)#

!

菌株初筛

样品经涂布和多次纯化后!进行固体碘熏蒸试验%见

图
#

&"经初步筛选共有
#""

株菌株产生了透明圈!其中

*

,

E

值
#

!)%

的菌株共有
D

株!分别命名为
DO'

$

DO#"

$

!D

$

!$

$

&!

$

&%

#其中
*

,

E

值最大的为
DO#"

%表
#

&"

!)!

!

淀粉酶活力测定

对
D

株菌株进行摇床发酵!采用
C22

改良法测定酶

活!结果如表
!

所示"从表
!

可以得出!菌株
DO#"

的酶活

最大可达
&4)#&a

,

3M

!与透明圈的有效值大小相符"李

兰等0

#!

1从白酒大曲中分离出产淀粉酶细菌最高初始酶活

表
#

!

透明圈与菌落直径

X.QE,#

!

XP,6H.3,-,I2R12E2/

S

./6-I./F

N

.I,/-1HI6,

菌株编号 透明圈平均值,
33

菌落平均直径,
33 *

,

E

值

DO' #4)&& D)D4 !)D"

DO#" #4)D4 %)D4 &)#!

!D #!)&& 5)"" &)"'

!$ #&)&& %)&& !)%"

&! #!)&& 5)&& !)'%

&% #5)&& %)D4 !)%&

图
#

!

淀粉酶菌株产生的透明圈

8H

0

+I,#

!

XP,-I./F

N

.I,/-IH/

0N

I26+1,6Q

S

-P,

.3

S

E.F,F-I.H/

表
!

!

粗酶液酶活力测定结果

X.QE,!

!

XP,6,-,I3H/.-H2/I,F+E-2R,/T

S

3,.1-HGH-

S

H/

H3

N

+I,,/T

S

3,EH

\

+H6

菌株编号 酶活,%

a

-

3M

]#

& 菌株编号 酶活,%

a

-

3M

]#

&

DO' 4)D' !$ %)4!

DO#" &4)#& &! #!)D%

!D &")44 &% D)5'

为
&&)D%a

,

3M

!唐丽江等0

!D

1筛选的产酶活性最高的

L.Q"&

$

L.Q"!

枯草芽孢杆菌在未优化前酶活力分别为

&#)&&

!

!#)%!a

,

3M

!均低于试验未优化前菌株
DO#"

的

酶活"

!)&

!

高产淀粉酶细菌的形态与分子学鉴定及生理生化

试验

!)&)#

!

形态鉴定
!

将菌株
DO#"

活化后在淀粉平板培养基

上点接观察其菌落形态特征%见图
!

&"菌落颜色为乳白

色!表面湿润较稠密!粗糙且边缘不规则有皱纹!菌落呈

圆形中间凹陷呈火山口状"进行革兰氏染色!用显微镜

图
!

!

DO#"

菌落形态图

8H

0

+I,!

!

=2E2/

S

32I

N

P2E2

0S

2RDO#"

'&

"

Z2E)&D

!

@2)#

刘延波等#高产淀粉酶细菌的分离鉴定及产酶条件优化



观察其细胞形态%见图
&

&"菌体呈红色!为革兰氏阴性

菌!细胞形态为短杆状"

!)&)!

!

分子生物学鉴定
!

提取
DO#"

菌株的
#DKI7@<

!

L=B

扩增电泳检测%见图
5

&!将扩增的基因序列在
@=J?

数据库中搜索相似序列!构建系统发育树采用
;,

0

.D)"

软件的邻位法%见图
%

&"

!!

由图
5

可知!基因组
7@<

进行
L=B

扩增后!得到

#%""Q

N

的目的
7@<

片段"

!!

由图
%

可知!菌株
DO#"

与
2&61887<;989G9'<1<

同源性

为
$$[

!鉴定菌株
DO#"

为芽孢杆菌属"

!)&)&

!

生理生化试验
!

如表
&

所示!

DO#"

菌株可水解淀

粉$甲基红$明胶!不能产氨$抗酸$反硝酸化"结合生理

生化试验结果和
#DKI7@<

分子鉴定!可确定
DO#"

为贝

莱斯芽孢杆菌%

2&61887<;989G9'<1<

&"

图
&

!

DO#"

革兰氏染色细胞形态

8H

0

+I,&

!

DO#"_I.3F-.H/,61,EE32I

N

P2E2

0S

!

k#"""

"

图
5

!

L=B

扩增电泳检测

8H

0

+I,5

!

L=B.3

N

EHRH1.-H2/,E,1-I2

N

P2I,FHF

图
%

!

菌株
DO#"

系统发育树

8H

0

+I,%

!

K-I.H/DO#"

N

P

S

E2

0

,/,-H1-I,,

表
&

!

DO#"

菌株的生理生化特性

X.QE,&

!

LP

S

FH2E2

0

H1.E./6QH21P,3H1.E1P.I.1-,IHF-H1F

2R-P,F-I.H/

试验 结果 试验 结果

淀粉水解
!!!

`

明胶液化
`

产氨试验
!!!

]

抗酸
!!

]

葡萄糖氧化发酵
`

吲哚
!!

`

甲基红
!!!!

`

反硝酸化
]

!!

贝莱斯芽孢杆菌%

2&61887<;989G9'<1<

&是芽孢杆菌属

的一个新种0

!4]!'

1

!不仅具有较强的产淀粉酶能力!而且

可以水解淀粉$血液$明胶等!目前对其产淀粉酶能力尚

未见深入研究"贝莱斯芽孢杆菌%

2&61887<;989G9'<1<

&在

农业上还有促使植物生长和抵抗病原微生物作用!在提

高粮食产量$质量和生物农药开发应用上潜力无穷0

!$

1

"

!)5

!

DO#"

菌株产酶条件的优化

!)5)#

!

单因素试验结果
!

由图
D

可知!

DO#"

菌株的最适

碳源为可溶性淀粉!最适发酵时间为
56

!最适初始
N

>

为

5

!最适接种量为
#"[

"

!)5)!

!

J2*OJ,P/W,/

设计与结果
!

在单因素试验的基础

上!选取发酵时间$初始
N

>

$接种量
&

个具有显著影响的

因素作为自变量!根据
J2*OJ,P/W,/

试验设计原理!设计

了
#4

个试验点的响应面分析试验"试验因素水平见

表
5

!试验设计与结果见表
%

"

采用
7,FH

0

/A*

N

,I-')")%

软件对表
%

数据进行回归

拟合!得到酶活对自变量发酵时间$初始
N

>

$接种量的多

元回归方程为'

Ce#D5)5D`')!'"`&)!!2]")$4:`#$)$#"2]

%)5$": 5̀)'2:]!!)5#"

!

]!!)D!2

!

]&)D%:

!

" %

#

&

由表
D

可知!回归模型
H

值为
!!)5

!且显著性检验为

极显著%

Le")"""!

&!失拟项不显著%

Le")##!5

#

")"%

&!

说明该模型真实"回归方程决定系数
J

!

e")$DD5

!表明

响应值
`

酶活真实值与预测值之间具有较好的拟合度和

可靠度!该方案是可行的"

!)5)&

!

酶活的响应曲面分析
!

图
4

为发酵时间$初始

N

>

$接种量
&

个因素两两之间交互作用对淀粉酶菌株酶

活的影响"

!!

由图
4

可知!发酵时间和初始
N

>

两两之间存在显著

表
5

!

J2*OJ,P/W,/

试验因素水平设计表

X.QE,5

!

J2*OJ,P/W,/P2IHT2/-.E6,FH

0

/-.QE,2R

,*

N

,IH3,/-.ER.1-2IF

编码
<

发酵时间,
6 J

初始
N

> =

接种量,
[

]# & 5 '

" 5 % #"

# % D #!

(&

基础研究
8a@7<;A@X<MBAKA<B=>

总第
!#$

期
"

!"!"

年
#

月
"



图
D

!

DO#"

菌株产酶条件优化单因素试验结果

8H

0

+I,D

!

KH/

0

E,R.1-2I-,F-I,F+E-F2R2

N

-H3HT,6,/T

S

3,

N

I26+1-H2/12/6H-H2/F2RF-I.H/DO#"

表
%

!

J2*OJ,P/W,/

试验设计与结果

X.QE,%

!

7,FH

0

/./6I,F+E-F2RJ2*OJ,P/W,/,*

N

,IH3,/-F

试验号
< J =

酶活,%

a

-

3M

]#

&

# " " " #D5)'%

! " ]# # #&&)'%

& " " " #D4)##

5 # " # #5#)&D

% # " ]# #%5)&!

D " " " #D")%%

4 " # # #5")D#

' ]# " ]# #!5)5D

$ ]# " # #&&)5D

#" ]# ]# " #!5)&%

## # # " #%5)&!

#! " " " #D')%5

#& " ]# ]# #5%)&D

#5 ]# # " #"")!4

#% # ]# " $')44

#D " " " #D")!&

#4 " # ]# #&!)$!

的交互影响!发酵时间和接种量$初始
N

>

和接种量存在

交互影响!证明了响应面曲线分析结果的切实性"

!)5)5

!

发酵最佳条件确定及实验验证
!

采用
7,FH

0

/

A*

N

,I-')")%

软件优化发酵工艺条件!分析结果为'发酵

表
D

!

响应面回归方程的方差分析

X.QE,D

!

<@9Z<R2II,F

N

2/F,F+IR.1,

\

+.6I.-H1326,E

方差来源 平方和 自由度 均值
H

值
L

值 显著性

模型
4#"!)$$ $ 4'$)!! !!)5" ")"""!

((

< %5')&" # %5')&" #%)%D ")""%D

((

J '&)#5 # '&)#5 !)&D ")#D'5

= 4)%4 # 4)%4 ")!# ")D%4#

<J #%'%)!& # #%'%)!& 5%)"" ")"""&

((

<= #!")%D # #!")%D &)5! ")#"D'

J= $!)#D # $!)#D !)D! ")#5$'

<

!

!##&)$% # !##&)$% D")"" ")"""#

((

J

!

!#%5)4# # !#%5)4# D#)#D ")"""#

((

=

!

%D)"4 # %D)"4 #)%$ ")!54%

残差
!5D)D# 4 &%)!&

5555555555555555555555

失拟项
#'&)&# & D#)#" &)'D ")##!5

误差项
D&)&" 5 #%)'&

总和
4&5$)D" #D

时间
5)!$6

!

N

>%)#4

!接种量
$)%![

"此条件下!模型预

测值酶活为
#D%)$'a

,

3M

"为验证响应面法所得预测值

的可靠性!采用上述试验条件进行发酵的工艺验证!考虑

到试验中实际操作的方便!将最佳条件修改为发酵时间

56

!

N

>%

!接种量
#"[

!经过实验验证得到的酶活平均值

为%

#D5)&4m&)!%

&

a

,

3M

!与预测值基本靠近!说明所建

模型拟合优良且真实"

)&

"

Z2E)&D

!

@2)#

刘延波等#高产淀粉酶细菌的分离鉴定及产酶条件优化



图
4

!

发酵时间(初始
N

>

(接种量
&

个因素两两之间交互作用对淀粉酶菌株酶活的影响

8H

0

+I,4

!

ARR,1-2RH/-,I.1-H2/Q,-(,,/-PI,,R.1-2IF

#

/.3,E

S

R,I3,/-.-H2/-H3,

#

H/H-H.E

N

>./6H/21+E+3

#

2/,/T

S

3,.1-HGH-

S

2R.3

S

E.F,F-I.H/

&

!

结论
试验从大曲中筛选产淀粉酶细菌!利用透明圈和

C22

改良法测定酶活!选出高产菌株
DO#"

!结合形态观察

和
#DKI7@<

同源序列分析以及生理生化试验对菌株进

行鉴定为贝莱斯芽孢杆菌%

2&61887<;989G9'<1<

&!通过单

因素与响应面试验得到
DO#"

最优发酵工艺条件为'发酵

时间
56

!

N

>%

!接种量
#"[

"优化后产酶能力达到

%

#D5)&4m&)!%

&

a

,

3M

是优化前酶活
&4)#&a

,

3M

的

5)5&

倍!具有较强的产淀粉酶能力"

试验仅研究了贝莱斯芽孢杆菌%

2&61887<;989G9'<1<

&

的高产淀粉酶能力!后续将对其他性能进行深入研究!进

一步发掘其应用潜力"
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