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提高 黑 曲糖化 酶 活 力 的研 究

—
发 酵

一
技 术

乌环显 章 徐 维 维 修 道 高

顾 国 贤 张 亚 芬 毛 醒 一

(发酵工程系 )

一
、

引 言

黑曲糖化酶 (亦称葡萄糖淀粉酶 )活力提高的研究已于 1 9 8 0年 12 月由江苏省高教局进行技

术鉴定〔’l, 后积极组织推广
,

曾先后推广到四川涪陵曲酒厂
,

无锡酶制剂厂
,

安徽绩溪酶制

剂厂等20 多家工厂 [21
,

通过技术转让
,

推动了我国糖化酶生产技术的发展 汇”一 4 ] ,

全国年产量

由1 9 8。年四五 t 上升到 1 5 , o oot 左右
,

获得了显著的经济效益
。

糖化酶研究的初期
,

各家都着眼于由淀粉制取葡萄糖 [51
,

这同国外 的研 究 目标基 本一

致
。

但当时我国糖化酶生产的菌种活力较低
,

发酵单位不高
,

因而成本过高
,

不 易 开 发 应

用
。

糖化酶的工业生产虽于 1 9 6 5年开始
,

但进展迟缓 [6I
。

1 9 7 7年 中国科学院微生物研究所选育出黑曲霉变异 株 U V 一 1 1 〔“一 ”1,

但其深层发酵要求

高速搅拌及需用玉米浆等条件
,

因而在我国全面推广糖化酶生产还有很大困难
。

1 9 7 8年轻工业部下达提高糖化酶发酵的酶活力的科研任务
,

我院开始研究
。

经三年的努

力
,

在我院发酵厂 3 rn “罐里
,

完成中试并通过鉴定
。

1 9 8 1年起组织推广并开发应用于酒精
、

白酒工业中[:1
。

据报道 日本酒精工业已改用糖化酶 i‘“
一‘”] ,

西欧也采用糖化酶
,

酒 精 产量还

可增加 3% [ 2 0 1
。

由于本成果的经济效益显著
, 1 98 6 年获全国科技进步一等奖 t‘“I, 1 9 8 7 年获无锡市政府

首届最高奖一一
“
腾飞奖

” f川
。

本文报道的是糖化酶发酵技术的有关内容
。

二
、

材料和方法

1
。

培差基

1) 斜面培养基 采用查氏凉脂培养基

2) 摇瓶选菌培养基 采用玉米粉 8%
,

豆饼粉 3%
,

鼓皮1 %

3) 摇瓶发酵培养基 采用玉米粉 10 %
,

豆饼粉4 %
,

载皮 1%

本文 1 9 87 年 7 月 20 日收到
。

.

_

一
;
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4) 茄瓶抱子培养基 鼓皮
:

水 二 1 :1
.

2

5) 种子培养基 采用玉米粉 4%
,

豆饼粉 3 %
,

鼓皮 1%

2
.

摇瓶方法

于 5 00 坦毕角瓶中装入培养基 50 m l,

振幅25 o m
,
名2 ℃下培养 88 一9 011

。

3
。

25 L 发酵罐小试

接种一耳斜面培养物
,

置于旋转式摇床 劝 0r / m in
,

于 小2 5 0 m m “ 50 Qm m 发酵罐中装入发酵培养基 12 L, 接种一茄形瓶培养物
,

在 32 ℃
,

搅

拌”

凳嘿瀑群吴猫
/ v/ 州

n ‘

吓
体积

、

分 , 下发“ ‘20 h
-

离器
尘髯蒸戴霭蕊霓篡览忿篇旗睿琴藻霎鱿熟竿瑟

转子流量计测定

共燕犯井一
取上述成熟袍子 1瓶

,

加入1 00 m l无菌水
,

再以无菌方式
一

将抱子悬浮浪接入种子罐内
。

⋯醉万汗2) p H
:

用精密 p H试纸测定

3) 总糟
、

还原搪
:

用碘量法测定

4) 酸度
: 以功 m l发酵滤液消耗0. l m ol /1 N : O H 毫升数表示

5 ) 转移葡
、

萄糖普酶
:

按文献〔叼的方法测定

三
、

结果与讨论

t
·

黝
糖化酶AN n雌育系谱

_

从黑曲酶C 。
一7 1菌株哗扮经自然分离后获U 10 1 ,

再经改用发酵培养基摇瓶
,

力可达6 o 00 u
/ m 几 约比原种U V 一11 提高30 %左右

。

又经 N T G 处理
,

按本文方法摇瓶发酵单位可达 75 。。叮m l其选育系谱如图 1所示
。

自然分离
,

发酵酶活

获 A N以乞
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图 1 黑 曲糖化晦 变株 A N 1 4 9 系谱

果 采用摇瓶发酵培养基
,

其余为摇瓶筛菌培养基
。

各变异株在平皿上形态特征的观察
,

详见表 1
。 ’

方法是将苗种稀释分离
,

平板涂布在查

氏琼脂培养基平皿上
,

32 ℃培养 7 d
,

进行观察比较
。

表 飞 A N 1 4 9 变株形态与 U V 一 1 1
、

7 E 19 的比较

U V 一 11 原 株 7 E 1 9 变 株 A N 14 9 变 株茸!

菌落直径 3 ‘ 5一4
.

o c m
,

有

大量抱 子
,

黄色
。

形态
: ’

呈辐射状皱纹
,

背面有深棕

色素
。

菌落直径 3
.

。一 3
。

s c m ,

抱

子生长较慢
,

棕黄色
。

形态
:

中央凸起皱纹密而深
,

背面

有深棕色素
。

门
-

{

⋯
{

⋯
一

{

菌落直径 0
.

8一 l
。

2 e m
,

抱

子生长稀少
,

淡棕色
。

形态
:

中间凹下
,

菌丝白色
、

密实
,

背面明亮几乎无色素
。

2
。

增氧对酶活提高的影响

由〔1 3 〕可知
,

糖化酶发酵需要大量供氧
,

培养液浓度增高
,

并不能提高酶活力
,

这可能

是 由于液内固形物多
,

供氧不足的缘故
。

为了实现工业生产
,

我们作了培养液的供氧试验
,

方法是减少培养基中的固形物以提高发酵液中溶解氧的浓度
,

其结果见表 2
。

从表 2 中看出
,

减少原料中固形物
,

使培养液稀薄
,

但结果反造成菌丝结球
,

发现结球

越大
,

产酶越低
,

由于球内部菌体明显供氧不足
,

形成局部厌氧发酵
,

其代谢趋 向乙醇途径

产生酒香味
。

CM C (狡 甲基纤维系钠盐 )改善了菌体结球
,

明显提高了发酵酶活力
,

同样
,

锥

形瓶内装有挡板
,

也可获得高酶活力
。

由此可知
,

本菌发酵对氧的要求是很高的
。

3
.

原料和试验条件对发酵产酶的影响

楷据上而结果
,

我们进一步控制发酵的前期 (24 一 48 h )
,

原料以
a 一

淀粉酶液化及 pH 不
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表 2 增氧对酶活提高的影响

土蒸薇熬溯谬攀;

粼羚祥价
菌体

发酵

表 3 条件控制对产酶的影响

编编 号号
_ ___

发

犷
_

结一果
___

控控控 制
‘

条 件 方 法法 p HHH 糖 化
、

酶酶 产 酶 提 高高

(((((((((肠广m l) 一
___

一 (% )))

11111
一

哗
配比

_

猛梦
_ _ _ _

‘‘ 3
.

555 ⋯
---

1 0 000

555555555 0 5 00000

22222 发酵培养基

呷卿PH 朴扛扛
3

.

000
---

1 1n
.

999
555555555 6 0 00000

参参参

发酵培耘触
一

咖卿饰
化化 3

.

222 ‘岭少
一一

_

11 年 888
3333333333333

44444 发酵前触
4‘48 h) 咖川柳

·

000 3
。

888 61 00
一一

12 叽 888

55555 原料配叭娜
·

衬 以 。一淀粉酶 80 ℃ 液化化 止
.

。。
‘ -

-

一一
一 毕3. 555

并并并控制前期
。H

_ _
一

_
’’’

一 -----

7777777772 印
一
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4
。

变异株 A N 1 4 9的菌丝形态观察

为了搞清菌种产酶因素
,

进一步观察了在发酵全过程中菌丝形态的变化以及培养液的外

观情况
,

了解氧在整个发酵过程的需求
,

以利最佳供氧
。

观察结果记实如表 4
。

表 4 摇瓶过程记录

发酵时间
(h )

外 观 情 况 镜 检 p H
糖化酶
(协/ m l)

0一 2 4 培养液粘稠
、

流动差
,

有

酒香味

抱子出芽
,

菌丝短而少
,

有

数个分支

从 5
.

8 降至

4
。

8 左右
几百

2 4一 4 8 培养液粘稠
、

有流动性
,

略有酒味
、

霉味

菌丝分支多
,

粗壮
,

结球
,

菌丝体内颗粒多

从 4
.

8 降至

3
。

5
约 1 0 0 0

4 8一7 2 菌丝分 枝 多
,

粗 壮
,

结 球

少
,

菌丝内颗粒减少

约 3 0 0 0 ~

35 0 0

7 2一9 6 菌丝密集
,

少量断裂
,

菌丝

内颗粒减少
约5 5 0 0

9 6 一 1 2 0

培养液变稀
,

流动好
,

有

浓厚霉味

培养基粘 稠
,

有 浓 厚 霉

味
,

流动差
,

过滤容易

培养液稍稀
,

流动差
,

过

滤容易

菌丝老化
,

变空
,

无颗粒
,

断裂
,

有少量细的新生菌丝

产生

从 3
.

5 降至

2
。

8一 3
。

0

从 3
.

0 回升

至 3
。

2

从 3
.

2 回升

至 3
。

8 约 6 0 0 0

通过观察认为
:

1) 发酵培养基总浓度在 15 % 时
,

前期培养基粘稠
,

菌丝发展较慢
,

产酶不多
,

为了提

高氧利用率及酶的产率
,

必须缩短前期的发酵时间
,

应设 法降低培 养基的粘度 或加大 接种

量

2) p H在 3
.

0一3
.

5之间为发酵产酶阶段
,

总酶活约 80 %是在此阶段产出
,

故应设法调节

发酵最佳p H
,

来提高产酶量

3) 注意到菌体健壮及菌丝体内颗粒量
,

应及时调节或补料
,

延长菌体 的产酶能 力及产

酶期

5
,

25 L 发酵罐小试

将实验室摇瓶发酵所得的工艺数据
,

进行放大与验证
,

我们利用 自制的 25 L 发 酵 罐进

行小试
,

以利取得更为接近生产的模拟数据
,

结果如下
:

1 ) p H 控制对发酵产酶的影响

在糖化酶发酵过程中
,

随着黑曲霉菌体的生长
,

代谢产物的分泌
,

培养液PH 逐步下降
,

所以它是原料边糖化消耗
,

菌体边生长繁殖的发酵过程
。

因此发 酵前期
, PH 控制在 吐

.

0 左

右
,

不但原料得以充分糖化
,

而且有利微生物菌体 (黑曲霉 )的大量繁殖
。

从所测得的数据知

道
,

原料淀粉约在发酵1 6一 4 0h 内
,

均转化成还原糟
,

并逐渐形成柠檬酸I川
,

致使培养液中

p H 值逐渐下降
。

p H 值低于 3 时
:

菌体生长缓慢
, p H 值高于 5 时

,

菌体易自溶
,

所以我们

将 p H 控制约在 4
.

0 左右
,

此pH 值也是原料糖化的适宜条件
。

p H 控制方法犷可通过磷酸盐
、

碳酸盐
、

醋酸盐
、

氢氧化铁
,

以及含氮有机物或碳 水化
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合物等比例来调节
,

其结果见表 5

表芍
一

控制发酷卫班 对产酶的影响

从上表说明犷控制比不控枷H 的发酵酶活要增加杨
劝 7 %

,

2) 中间补料对发酵溶氧的影响

残糖明显降低
。

从上述试验提示
,

溶氧是l瘤化酶发酵过程中一个重要参数
。

为提高墙养液中的溶解氧
,

)淤资称粼城谈黑
形情况作忿一欧补料

。 -

由于采用中间补料
,

如表 叭

发酵前期接种量被相对加大了
,

通风量也同时被相对增大了
,
结果

难装高咒翼篡笔驾爆蒜魏斋署辈耙桨辈淤黯鼻磊
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浅 6 中间补料和通风量的关系

仁一二酵可提高到 0
.

67 一。
。

弱一 1
.

09 一。
。

S V / V / m 扭
,

生 产过 程需氧得到了很大满足
。

因而 菌 体

迅速繁殖
,

结球情况改善
,

酒香味减弱
,

发酵单位 (酶活力 )明显增长
。

同理
,

如通风量按发酵液体积减少而相应减少
,

则可节约通风量
,

即 可减少空压机的装

机容量或节约电力消耗
。

同理
,

整个发酵过程处于低浓度发醉伏态
,

可减少搅拌功率或提高溶氧系数
,

解决溶氧的供

需
,

有利缩短发酵时间
,

提高发酵罐 的 生 产 能

力
。

近年来为提高酶的产量均趋向使用高浓度培

养基
,

据报道 [’5 一 , ‘l,

一些曲霉生产糖化酶 的 培

养醛中淀粉浓度为 20 %左右
,

本试验中只用 8 %
,

尚可进一步研究
,

求得糖化酶发酵酶活力更大提

高
。

3) 肠 L 罐发酵过程的生化变化

采用玉米粉 10 %
,

豆饼粉 4 %
,

数皮 1 %的培

养基
,

先用
a 一

淀粉酶液化
,

灭菌
,

接 种
。

发 酵

16 一36 h之间间歇控制p H 4
.

O左右
,

定时取样进

行各项生化指标分析
:

残余还原 糖
、

p H
、

滴 定

酸度 以及
a 一

淀粉酶
、

转普酶
、

糖化酶等
,

其 结

果见图 2
。

从图 2 看出
,

发酵第 12 h 起
,

糖化酶活力稳

步上升
, 1 1 2h 约可达 8 00 0卜/ m l

。

发酵过程总糖

三
檐化酶

总残塘
酸度

力一, 、

门.
.

. ‘
,

. 刁 . . .

O一州3

p只

。 一淀粉酶

转普酶 心

百口月亩O
‘艺,一。日咬。橱盗

邪封

___
3

!
。

____

~ 、\一土

一
人

一
沙/ 丁丁操

...

牲牲
一一一

丫丫
等等

,,

义义义茶沐水水
·

哎 ‘‘ UUU

.....

乡名
.

丫汽粼
. ,

.

)一一一
一 t 玉玉

一一一一一

1 222

,,,,, 主OOO

,,,,,

吕吕

一一一一一
666

一一一一一
斗斗

22222222222

只叮‘G工口J八

%纂翻报

16 舒多 4 吕 石凌 80 9 6 工工名

尘群渐间五

图 2 黑 曲霉 14 9 菌林的代谢曲线

一直被消耗
,

最后残糖约在 1
.

0 % 左右
; p H下降很快

,

高峰产酶期约稳定在 p H 3
.

2 左右
,

9 6 h后有回升现象
,

滴定酸度在发酵前期随p H 下降即逐步上升
,

至72 h达高峰后即迅速下降 ;

糖耗完酸下降
,

糖化酶继续在升高
,

所 以设想糖化酶形成是由糖一酸一酶的转化过程
。

a 一

淀粉酶随p H 回升
,

增加较快
, 1 1 2 h约为14 终/ m l

,

转普酶约为 2 0 m g / 。1
,

让实杂酶含

量较少
。

呀
.

20 m ”
罐发酪工程
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减巍滋粼孰溉袱淤花
镜检等一些关键项目、所得结果稳定

,

如表 7 所示
。

表 7 Zo fna 发酵罐工程稳定试验

经三批稳定试验
,

7
.

技术经济效果

按工厂年产10 0D t

每罐投料 1 2t 培养基
,

糖化酶平均活力为95 0叩 /。1左右
。

嘿翼黯群豁纂篡爵
_

采用发酵药馨担甩l单为 20 n1 3

表 名所示
。

表 吕 糖化酶产品成本估算表

本 科 研 水 平

人 民 币
(元 )

1. 材料

玉米粉

豆饼粉

鼓 皮

硫酸钱
:

电

煤

小 计

2
。

车间工资及附加

3. 车间经费

4. 企 业 费

工 厂 成 本

2 7 0
。

5

1 1 0
。

O

1 4
。

0

1 3 7 4

2 5 1 B(k w
.

h )

_

13 7魂

6 8
.

7

4 4
。

O

2
。

8

5 2 2

3了8

1 3 7
。

4

1 1 5 2
。

9

1 15
。

0

2 0 0
。

O

2 0 0
,

O

1 6 6 8
。

O

15 D

6仃

7
, 5

7 5 0

13 咒丈k w 魂 )

7 5 2

37
.

G

2 4
。

O

1
.

5

2 8 5

2 0 7

7 5

6 3 0

1 1 5

20 0

2 0 0

1 1 4 5
。

0

奈
注

:

按 1 七酶 (1 乎u/ g )初步估算
。

从上表看出
,

年产 10 卯 t 糖化酶的工J一
,

采用本研究成果
,

加(比现有生产水平所得利润再增加 )5孔 3万元
。

_

年毛利润为8 5
.

5 万元
,

或增
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表 9 为技术经济效果对比分析
。

表 牙 技术经济指标对比

发酶侧

工厂生产水平
(1 9 8 5 年 )

本 研 究 水 平

提 高 或 下 降
(% )

5 2 0 0 1 0 8 4 3 6 8 4 0
。

4

9 5 0 0 1 0 8 7 9 8 0 7 3
。

8 9

8 2
。

7 8 2
。

7 8 2
。

7

防离奋瘾
一

⋯
一一

不可可万
⋯

2‘8

⋯
‘1‘5

⋯
‘8 8。

⋯
8 5 5

.

上竺创止兰臼止兰且
~

竺兰
从表 9 可知

,

在工厂现有设备条件下
,

发酵 1 08 h
,

糖化酶活力在 9 5 0 o u
/ m l左右

,

同 1 9 8 5

年某工厂生产水平相比
,

发酵酶活提高82
.

7 %
,

单罐实产提高82
.

7 %
,

粮耗下降 4 5
.

2 %
,

电

耗下降4 5
.

2%
,

成本下降 3 1
.

4 %
,

具有较好的技术经济效果
。

8
.

小 结

幼 经N T G 诱变选育获得 A N 1 4 9变异株
,

在平皿上的形态特征为菌落小
,

产抱子能力减

弱
,

培养基背部稍有微淡黄色素
,

其摇瓶酶活较原株 U V 一 n 提高 6 6
.

7 %

2) 在发酵工程中通过发酵技术处理
,

解决发酵液中溶解氧的供需矛盾
,

采用 a一淀粉酶

液化培养基
,

中间补料及控制 p H 的发酵技术
,

大大改善了供氧和菌体代谢条件
,

提高了酶

的产量
,

业已证实这条工艺路线较为先进合理和切实可行

3) 经20 m ”罐发酵工程试验
,

投料12 t ,

培养基为玉米粉 10 %
,

豆饼粉 4 %
,

鼓皮 1 %
,

发酵时间l o 4 h
,

糖化酶活力平均在 9 5 0 0u / m l左右
,

与 1 9 8 5 年某工厂生产水平相比较
,

本工

艺单罐产量提高 8 2
.

7 %
,

粮耗下降 4 5
.

2 %
,

电耗下降 4 5
.

2 %
,

成本下降 31
。

4 %
,

具有较好的

技术经济效果
。
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