
     2012, Vol. 33, No. 07 食品科学 ※生物工程204

甜酒曲中产糖化酶根霉菌株紫外诱变选育

邓开野，林佩芳，黎尔纳

(仲恺农业工程学院轻工食品学院，广东　广州      510225)

摘   要：从甜酒曲中分离出产糖化酶根霉菌株，通过平板菌落初筛、测定HE 值和摇瓶复筛测糖化力，筛选出 1株HE
值大且糖化力高的优良出发菌株，对其进行紫外线诱变处理，选育得到优良变异株，该菌株的 HE 值为 1.76，糖化

力为 1281mg/(h·g)，分别较出发菌株高出 5.4%、59.5%。对此优良变异株的培养条件进行优化，获得最佳的培养条

件为：培养温度为 30℃，培养时间为 3d，添加玉米粉质量浓度为 8g/100mL，在此条件下糖化力为 1317mg/(h·g)。
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中国酒曲历史悠久，有的学者认为，制曲酿酒可

与我国古代四大发明相媲美[ 1 -2 ]。在我国南方各省，小

曲酒在市场中都占据一定优势，其价廉物美，深受广

大消费者的欢迎 [ 3 ]。小曲酒生产用曲量小，生产周期

短，出酒率高，耗粮少，使用原料品种广泛，酒厂

的规模可大可小，符合国家节约酿酒用粮的要求[4]。而

民间制曲至今在很多地方依然沿袭传统方法，靠水、空

气和原料中的微生物自然发酵，工艺落后，设备简陋，

卫生条件差，质量也不稳定，产品中常伴随着有害杂

菌，使酿制的酒酿或米酒甜度低，异味浓，酸性高甚

至酸败，不能食用。研究表明，酒药中起主要作用的

微生物是根霉[ 4 -5 ]，它不但有较强的糖化作用，能将原

料中的淀粉转化为可发酵性糖，而且还有一定的酒化作

用，将糖转化为乙醇。它还能产蛋白酶、酒化酶和脂

肪酶等一系列酶系，而且在发酵过程中可以产生柠檬

酸、乳酸和琥珀酸等多种有机酸，对小曲酒的质量和

风味有着重要的影响[6]。但是目前对根霉产乳酸[7]、脂

肪酶[8]、酯化酶[9]等研究较多，而对酒曲中产糖化酶的

根霉研究较少，对甜酒曲中产糖化酶根霉菌株的诱变选

育则未见报道。为了提高根霉菌株的产酶能力，实验从

甜酒小曲中分离出糖化酶产生菌，采用迄今仍然是微生

物育种中最常见和有效的紫外诱变剂[10]，选育出糖化酶

活力高的优良变异株并将此优良变异株进行产糖化酶条件

优化。用产糖化酶条件优化后的优良变异菌株制作甜酒

曲，用于甜酒发酵，在节约酿酒用粮，提高甜酒质量，

改善甜酒风味及质量等方面具有一定的应用价值。

1 材料与方法

1.1 材料与培养基

酒曲、麸皮、马铃薯下    市售。

培养基[11]：马铃薯葡萄糖琼脂培养基(PDA)、淀粉

平板培养基、麸皮培养基。

1.2 仪器与设备

SW-CJ-1F 型超净工作台    苏州安泰空气技术有限公
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司；85-2 型数显恒温磁力搅拌器    江苏金坛荣华仪器制造

有限公司；CX21FS1 型光学显微镜    日本Olympus 公司；

HZQ-QF 型恒温培养箱    苏州威尔实验用品有限公司。

1.3 方法

1.3.1 分离纯化产糖化酶根霉菌

将酒曲样 0.5g，放入盛有 10mL 的无菌水试管中，

适当振动，使酒曲和水充分混合，制备酒曲样品悬液。

并按 10 倍稀释至 10-6，从 10-3～10-6 的稀释液中各取出各

0.2mL 涂布于 PDA 培养基的培养皿中，于 30℃培养 3d，
进行菌落观察和显微镜检，根据菌落形态和细胞形态来

识别根霉[12-13]。

从 PDA 培养基平板上挑取菌落生长形态良好，菌

落颜色为白色的根霉，用点种的方法影印两个淀粉平板

培养基，标记相对应点种的位置。在 30℃培养 3d。取

其中 1 个淀粉平板培养基进行碘熏，根据菌落周围是否

出现透明圈来区别产酶菌株。根据 HE 值(式(1))大小来初

步判断酶活力的强弱[14]。从另外 1 个淀粉平板培养基上

挑取位置相对应的 HE 值大的菌落，接种于 PDA 斜面试

管上，3 0 ℃培养 3 d ，待长满孢子后备用。

                  
透明圈直径/m

HE值＝—————————                                         (1)
                    菌落直径/m

1.3.2 筛选出发菌株

用 10mL 无菌水洗下孢子，制成单孢子悬液，并按

10 倍稀释至 10-1～10-4，吸取 10-4 稀释浓度的溶液 0.2mL，
分别滴入 3 个 PDA 培养基的培养皿中，使悬液均匀铺满

整个平板。将培养皿置于恒温培养箱中 30℃培养 3d。测

定其变色圈直径和菌落直径，初筛出 HE 值最大的 5 个

菌落，斜面保藏，用于摇瓶复筛 [ 1 5 ]。

称取 5g 绝干质量的酒曲样，加水 90mL，加醋酸 -
醋酸钠缓冲液(pH4.6)10mL，摇匀 pH4.5，在 30℃水浴

锅中浸泡 1 h，浸泡时应经常搅拌，用双层纱布过滤，

滤液即为酶液，用于液化力和糖化力的测定。液化力

的测定以碘液不变色为终点，糖化力的测定需预备滴定

和正式滴定 [ 1 6 ]。

                                           ( VB－ VA)×0.25×50
糖化力 /(mg/(h·g)) ＝———————————— (2)
                                                         0.25×5

式中：VB 为空白液 5mL 所消耗 0.25g/100mL 葡萄糖

液的体积 /mL；VA 为糖化液 5mL 所消耗 0.25g/100mL 葡

萄糖液体积 /mL；2.5 为每 1mL 0.25% 葡萄糖液所含的葡

萄糖的质量 /mg；0.25 为 5mL 酶液相当于 0.25g 绝干曲；

50/5 为糖化液、空白液总体积各为 50mL，取 5mL。

1.3.3 紫外线诱变

用 10mL 无菌水洗下孢子，制成单孢子悬液，用血

球计数板调其菌浓度为 106～108 个 /mL，将装有单孢子

悬液的三角瓶置于 30℃水浴锅中，待孢子萌发 3～4h，
取 1mL 孢子悬液稀释至 10-4，吸取 0.1mL各涂布 3个PDA
培养基平板，把涂布后的培养皿置于 30℃恒温培养 3d，
作为照射后的对照[17]。另分别取 6mL 于培养皿中进行紫

外线照射(预热 20min)，置于 15W 的紫外灯，固定距离

为 20cm，同时进行磁力搅拌，照射时间分别为 0、30、
60、90、120、150s，然后取 1mL 照射后的孢子悬液

稀释至 10-4，吸取 0.1mL 各涂布 3 个 DPA 培养基平板，

把涂布后的培养皿置于 3 0℃恒温培养 3 d。培养完毕

后，测定每个平皿的菌落数和计算致死率，制作致死

曲线，确定紫外线最佳诱变剂量(以致死率为 9 2 %～

99% 所需的照射时间为最佳诱变剂量[18])，然后再进行

紫外线正式诱变。

                     对照菌落数－照射后的菌落数
致死率 /%＝——————————————×100  (3)
                                      对照菌落数

1.3.4 筛选高酶活力优良变株

将诱变后的孢子悬液取 1mL稀释至 10-4，吸取 0.1mL
各涂布 5 个 PDA 培养基平板，把培养皿置于 30℃恒温

培养 3d。以影印的方法分别点种影印 5 个淀粉平板培养

基，把影印后的淀粉平板培养基置于 30℃恒温培养 3d，
把培养后的淀粉平板培养基进行碘熏，从中选出 HE 值

较大的 5 株菌落进行糖化力的测定，选出 1 株高酶活力

优良突变株，斜面保存，备用。

1.3.5 优良突变菌株产糖化酶条件的优化

1.3.5.1 培养温度对根霉产糖化酶的影响

各接一环突变株的菌种于麸皮培养基中，使其混合

均匀，分别在 2 6、2 8、3 0、3 2、3 4、3 6℃恒温培养

3d 后测糖化力，确定根霉发酵产糖化酶的最适宜温度。

1.3.5.2 培养时间对根霉产糖化酶的影响

各接一环突变株的菌种于麸皮培养基中，使其混合

均匀，3 0 ℃恒温培养 1 、2 、3 、4 、5 、6 、7 d 后测

糖化力，确定根霉发酵产糖化酶的最适宜时间。

1.3.5.3 添加玉米粉对根霉产糖化酶的影响

各接一环高酶活力优良变株的菌种于玉米粉质量浓

度为 4、8、12、16、20、24g /100 mL 的麸皮培养基

中，使其混合均匀，30℃恒温培养 3d 后测糖化力，以

检测根霉发酵产糖化酶的最适碳源质量浓度。

1.3.5.4 正交优化试验设计

在单因素试验结果基础上，采用 L9(34)正交表试验

设计，研究玉米粉质量浓度、培养时间、培养温度对

糖化力的影响，以筛选出最优产糖化酶的条件。
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2 结果与分析

2.1 甜酒曲糖化酶产生菌株的识别

用 PDA 培养基 30℃培养根霉菌株，观察。在 PDA
培养基上的菌株菌落颜色为灰白色，菌落表面干燥，有

少量菌丝匍匐生长。个体观察发现，菌株具有假根，

假根色淡、量少；菌丝没有分隔，呈管状、无隔膜；

孢子囊柄直立生长，柄的顶端膨胀而形成球形或近球形

孢子囊。根据该结果及《真菌鉴定手册》[ 1 4 ]，初步确

定所分离的菌株为根霉。进行重复实验，结果一致。

采用碘熏方法，分离出糖化酶产生根霉菌。

2.2 出发菌株的筛选

测定诱变前的淀粉平板培养基上菌株的菌落直径和透

明圈直径，初筛出 5 株 HE 值较大的菌株进行摇瓶复筛，

测其糖化力，选出 1 株糖化力最强的菌株作为诱变出发

菌株，结果见表 1。菌株 4 的 HE 值最大，为 1.67，糖

化力最强，为 803mg/(h·g)，该菌株即为优良出发菌。

指标
菌株编号

1 2 3 4 5
透明圈直径 /mm 28 27 24 30 26
菌落直径 /mm 17 17 16 18 17

HE值 1.64 1.59 1.5 1.67 1.38
糖化力 /(mg/(h·g)) 758 735 720 803 696

表 1 5 株优良出发菌株的 H E 值、糖化力值

Table 1   HE values and saccharification power of 5 original strains

2.3 紫外线诱变方法的确定

由图 1 可知，随着照射时间的增加，菌落的致死

率也随着增大。60s 前致死率迅速增长，60s 后致死率

的增长速度有所减慢。根据文献资料[18]，致死率在 92%～

99% 为宜。当照射时间为 90s 时，致死率为 94 .31%。

因此，紫外线诱变糖化酶产生菌根霉的最佳诱变剂量为

在 15W 的紫外灯，固定距离为 20cm，照射时间为 90s。

2.4 优良突变株的筛选结果

对所筛选出的优良出发菌株 4 进行紫外诱变处理，

在 15W 的紫外灯，固定距离为 20cm，照射时间为 90s
的紫外线诱变后，所涂布的 5 个 PDA 培养基上的菌落数

较少，经过多轮实验，选出了 3 株 H E 值、糖化力值

较高的突变株，即菌株 4-1、4-2 和 4-3，结果见表 2。

指标 菌株 4-1 菌株 4-2 菌株 4-3
透明圈直径 /mm 34 37 31
菌落直径 /mm 20 21 18

HE值 1.7 1.76 1.67
糖化力 /(mg/(h·g)) 1265 1281 1224

表 2 3 株优良突变株的 H E 值、糖化力值

Table 2   HE values and saccharification power of 3 mutant strains

由表 2 可知，菌株 4-2 的 HE 值最大为 1.76，糖化

力最强为 1281mg/(h·g)，分别较出发菌株的 HE 值(1.67)
和糖化力(803mg/(h·g))，高出 5.4% 和 59.5%。

2.5 产糖化酶根霉突变株培养条件的确定

2.5.1 培养温度对根霉突变株糖化力的影响

由图 2 可知，随着温度的升高，根霉突变株糖化

力迅速上升，在 3 0℃时，根霉的糖化力达到最大，为

1289mg/(h·g)，30℃后根霉突变株糖化力开始有所下

降。温度通过影响蛋白质、核酸等生物大分子的结构

与功能以及细胞结构来影响微生物生长、繁殖和新陈代

谢。过高的环境温度会导致蛋白质或核酸的变性失活，

而过低的温度会使酶活力受到抑制，细胞的新陈代谢活

动减弱。每种微生物只能在一定的温度范围内生长和产

酶，根霉也如此。因此，产糖化酶根霉突变株最佳培

养温度为 3 0℃。

图 1 产糖化酶根霉菌株紫外线诱变的致死曲线

Fig.1   Death curve of Rhizopus during exposure to UV
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图 2 培养温度对根霉突变株糖化力的影响

Fig.2   Effect of culture temperature on saccharification power of
mutant strain 4-2
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由图 3 可知，随着培养时间的增加，根霉突变株

的酶活力也随着增大，在培养的第 3 天糖化力出现最大

值，为 1285mg/(h·g)，随后糖化力开始缓慢下降。微

生物的生长离不开外界环境，而且它受外界环境影响是

相当大的，改变微生物生长环境，也就改变了它的生

长速度和代谢能力。培养时间的长短是影响根霉生长的

重要因素，培养时间过长和过短都将导致不良结果。因

此，根霉突变株的最佳培养时间为 3 d。

2.5.3 玉米粉质量浓度对根霉突变株糖化力的影响

由图 4 可知，在培养基加入一定量的玉米粉能提高

根霉突变株的糖化力。随着玉米粉添加量的增加，糖

化力也随之上升，在添加玉米粉质量浓度为 8g/100mL
时，糖化力达到最大为 1319mg/(h·g)，比没有添加玉

米粉增加了 3%，当玉米粉质量浓度继续增加时，糖化

力则开始下降。玉米粉中的营养成分和大量微量元素促

进根霉生长和产酶，但是若添加量过多，会使麸皮培

养基黏性增加，降低透气性，影响了根霉菌丝的生长，

从而影响根霉的产酶。因此，根霉突变株的最佳添加

的玉米粉质量浓度为 8g/100mL。

试验号
A 培养 B 培养 C 玉米粉质量 糖化力 /
温度 /℃ 时间 /d 浓度 /(g/100mL) (mg/(h·g))

1 1(28) 1(2) 1(4) 1015
2 1 2(3) 2(8) 1250
3 1 3(4) 3(12) 1217
4 2(30) 1 2 1142
5 2 2 3 1315
6 2 3 1 1266
7 3(32) 1 3 940
8 3 2 1 1101
9 3 3 2 1085
k1 1160.67 1032.33 1127.33
k2 1241.00 1222.00 1159.00
k3 1042.00 1189.33 1157.33
R 199.00 189.67 31.67

表 3 正交优化试验结果

Table 3   Orthogonal array design and results

方差来源 变差平方和 自由度 方差估计值 F 值 显著性

A 60136.22 2 30068.11 145.413 0.007
B 61689.56 2 30844.78 149.169 0.007
C 1905.56 2 952.78 4.608 0.008

误差 413.56 2 206.78
总和 1.198 × 107 9

表 4 方差分析表

Table 4   Variance analysis for the experimental results of orthogonal
array design

由表 3、4 可知，对根霉突变株产糖化力的影响的

主次顺序为培养温度＞培养时间＞玉米粉质量浓度，但

培养温度和时间较为显著。产糖化酶最佳培养条件是

A 2B 2C 2，由于其不在 9 组试验中，故进行实验验证，测

得糖化力为 1317mg/(h·g)，大于 9 组试验中糖化力最高值

(1315mg/(h·g))，故确定最优培养条件为培养温度 30℃、

培养时间 3d、添加玉米粉质量浓度为 8g/100mL。

3 结  论

通过筛选甜酒曲中的根霉菌株，对其紫外线诱变

处理，筛选出了优良的突变株。该变异株的 H E 值为

1.76，糖化力为 1281mg/(g·h)，较出发菌株 HE 值 1.67
和糖化力 803mg/(h·g)分别高出 5.4% 和 59.5%。

根据正交试验结果可知，培养温度、培养时间、

玉米粉质量浓度对根霉产糖化力有显著影响，培养温度

和培养时间的影响更为明显，最佳培养条件为培养温度

30℃，培养时间 3d、添加玉米粉质量浓度 8g/100mL，

在此条件下，糖化力为 1317mg/(h·g)。用产糖化酶条

件优化后的优良变异菌株制作甜酒曲，用于甜酒发酵，

图 3 培养时间对根霉突变株糖化力的影响

Fig.3   Effect of fermentation time on saccharification power of mutant
strain 4-2
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图 4 玉米粉质量浓度对根霉突变株糖化力的影响

Fig.4   Effect of corn meal concentration on saccharification power of
mutant strain 4-2
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2.5.2 培养时间对根霉突变株糖化力的影响 2.6 培养条件正交优化试验结果
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在节约酿酒用粮，提高甜酒质量，改善甜酒风味等方

面具有一定的应用价值。
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