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摘要：使用以菊粉为惟一碳源的培养基从自然界中分离出6株产菊粉酶较强的菌种，其中黑曲

霉SLy08还可以最大程度地提高塞尔雏亚酵母Z-06的发酵活力和耐酒精能力，通过紫外和亚硝基

胍诱变。得到菌株sL—09，酶活提高近两倍。以菊芋粉为底物，利用黑曲霉SL-09和塞尔雏亚酵母

Z-06采用同步糖化与发酵法，30℃发酵60 h，使发酵醪酒精体积分数这到19．0％，转化率为理论

转化率的86％。
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Abstract：Six inulinase producing fungi strains were isolated from soil by a medium using inulin as

unique carbon source．Among them，Aspergillus niger SL-08，which strongly enhanced the

fermentation activity and ethanol tolerance of Saccharomyces cerevisiae Z-06，was su bjected to

UV and NTG mutagenesis．As a result，Aspergillus niger SL-09 was obtained and the enzyme

activities were enhanced to a level，which was about two folds higher than that of the original

strain．19．0％of ethan01 was produced from Jerusalem artichoke flour within 60 h of

fermentation by simultaneous saccharification and fermentation using Aspergillus niger SL-09

and Saccharomyces cerevisiae Z-06．The conversion yield from Jerusalem artichoke to ethan01

reached 86“of the theoretical value．
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菊芋原产于北美温带地区，17世纪传人欧洲，

该植株不但营养丰富，而且耐寒、耐旱、抗病虫害．

一次种植终生收益，并能较好地生长在极其贫瘠的

土地上，所以近年来在国内外受到普遍的关注，种

植面积也逐渐扩大。自20世纪30年代以来利用菊

芋生产酒精的研究不断深入，较为常用的工艺有两
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步法，即先糖化后发酵，该工艺成本较高；另一种为

一步法，是利用具有产菊粉酶的酵母，直接发酵生

产酒精，该法的最终发酵醪酒精含量较低，同时二

者的转化率也较低[1”]。

20世纪90年代开始出现利用菊芋同步法生产

酒精，但周期长达5 d[4]。作者从自然界中经过反

复筛选得到一株更适合同步法利用菊芋生产酒精

的黑曲霉，并采用新的生产工艺，从而缩短60％的

发酵周期，同时达到较高的转化率。

1材料与方法

1．1菌种

黑曲霉SL-08(A．niger SL-08)选自甘肃产

菊芋根部的土壤中，采用马铃薯培养基“]，30℃培

养3 d，4℃保藏，每月转接～次。各菌株鉴定参照

《真菌的形态与鉴定》进行“3。酒精酵母由作者所

在实验室分离、驯化并保藏的塞尔维亚酵母Z-06

(s．cerevisiae Z-06)，具有一定的耐酒精能力。该

菌株在麦芽汁琼脂培养基n3斜面上培养，4℃保藏。

1．2原料

菊芋由甘肃雄鹰农产品公司惠赠，菊芋粉的制

备是将洗净去皮的鲜菊芋切成薄片，60℃风干48

h，使水分降到5％左右，然后粉碎过筛。

1．3培养基

1．3．1酵母种子培养基酵母膏10 g／L．蛋白胨

20 g／L，葡萄糖20 g／L，自然pH，121℃灭菌15

min。

1．3．2 黑诲霉选择性培养基 菊粉20 g／L，

NaN03 3 g／L，KCl 0．5 g／L，K2HP04 1 g／L，Fe—

SOt·7H20 0．001 g／L，MgS04·7H20 0．5 g／L，

(NH。)HzP04 2 g／L，去氧胆酸钠1 g／L，琼脂20

∥L，pH 6．7，121℃灭菌15 min。

1．3．3黑曲霉摇瓶产酶培养基成分 蔗糖30

g／L，蔗糖酯5 g／L，(NHt)HzPOa 12 g／L，KCl

0．7 g／L，MgSO．-7H20 0．5 g／L，FeSOd·7H 20

0，001 g／L，pH 4．5，121℃灭菌15 min。

I．4方法

1．4．1酶活的测定 菊粉酶的活力分为内切酶活

力和外切酶活力，分别用I和s表示。测量方法依

据Pessoni等人的报道进行m，内切酶活力的测定

是以菊粉作为底物，取1 mL稀释酶液加入4 mL

2％的菊糖溶液(O．2 mol／L，pH 4．5的醋酸缓冲液

配制)，50℃反应30 min，以每分钟转化底物成为1

／tmol还原糖所需的酶量为一个活力单位。外切酶

活力的测定是以2％蔗糖溶液代替菊糖溶液，按上

述操作，以每分钟转化底物成为1“mol还原糖所需

的酶量为一个活力单位。I／S值反映了内切酶活力

和外切酶活力的比值，该值大则反映了该酶的内切

活力相对较高，反之则表示其外切活力相对较高。

1．4．2黑曲霉的初筛 将鲜菊芋周围的土用无菌

水洗下，稀释，并均匀涂布于选择性平板上。30℃

培养48 h，选择透明圈较大的菌落进行摇瓶实验，

检测菊粉酶活力，选出酶活较高的菌株继续进行酒

精发酵实验，检测其对酵母活力和耐酒精能力提高

的程度，筛选出用于进一步诱变的菌株。

1．4。3黑曲霉产酶实验将初筛得到的菌株分别

接人装有120 mL产酶培养基的500 mL烧瓶中，30

℃摇瓶培养(140 r／rain)，24 h后每瓶中加入1 g碳

酸钙以维持pH值的稳定。定时取样，用pH 5．6的

醋酸缓冲液稀释，5 000 r／min离心5 min，取上清液

进行酶活的测定。

1．4．4 紫外线与亚硝基胍复合谤变 先作诱变剂

对菌株的致死曲线，选择诱变剂量，再进行诱变育

种。将诱变后的菌株接种在选择性培养基上培养，

以透明圈大小挑选产酶较强的菌株，然后进行摇瓶

复筛。

1．4．5酵母种子的帝j备从斜面上取一环酵母接

人装有100 mL种子培养基的500 mL烧瓶中．30

℃摇瓶(140 r／rain)培养30 h。在4℃5 000 r／min

离心发酵液5 min，收集酵母细胞。

1．4．’6发酵实验以蔗糖作为底物来确定各黑曲

霉菌丝体对酒精酵母耐酒精能力的影响。将成熟

的酵母种子培养基离心，再把细胞重新均匀地分散

于150mL、30℃摇瓶培养4 d的黑曲霉SL-09培养

液中，补加蔗糖30 g，(NH。)2S04 0．45 g，KHzPq

0．15 g，调pH 5，0，并使酵母细胞浓度为108

个／mL，30℃于250 mL烧瓶中静态发酵，小剂量的

蔗糖不问断地加入到发酵醪中，以使蔗糖浓度维持

在抑制浓度以下。各发酵瓶均配置装有30％浓硫

酸的发酵栓，发酵产生的c02通过发酵栓被排放出

去，以维持发酵瓶的厌氧环境。由于cO：的释放，

发酵醪质量将减轻，可以通过发酵醪所减少的质量

来计算所消耗的糖量：理论上释放CO。的量(g)X

2．16一总耗糖量(g)×90％。发酵结束后，将发酵

醪于4℃，5 000 r／min离心5 min，取上清液检测酒

精含量，并比较各自的发酵结果。

1．4．7同步发酵实验在装有200 mL质量浓度

为25 g／dL的菊芋粉的500 mL发酵瓶中加人酵母

种子，混合均匀，使酵母浓度为108个／mL，安装发

酵栓，30℃静态发酵。通过发酵醪质量的减轻速
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度来确定发酵强度，6 h后加入60 mL 30℃摇瓶培 酒精能力。“。

养4 d的黑曲霉SL一09培养液，继续发酵6 h后将

40 g菊芋粉均匀地混入发酵醪中，另外的30 g菊芋

粉在随后的15 h后加入，60 h后发酵终止。

1．4．8检测方法

1)还原糖的检测：采用DNS法o]，用果糖作标

样绘制DNS显色的标准曲线。

2)酵母计数：使用血球计数板。

3)pH值：采用精密酸度计测量。

4)酒精体积分数的测定：离心发酵醪，除去细

胞，取i00 mL上清液，加入i00 mL蒸馏水后蒸馏

出i00 mL冷凝液，测量馏出液酒精浓度[9]。

5)菌体密度的测量：过滤培养液收集菌丝体，

冷冻干燥至衡重，用每升培养液中干菌丝体的质量

表示菌体密度；

6)总糖的测定：采用酸水解法[1。]。

2结 果

2．1黑曲霉SL-08的选育

反复筛选得到6株产酶较强的菌株，产酶活力

见图i所示。青霉产酶活力最强，其次为两株黑曲

霉，两株米曲霉和一株木霉产酶能力最弱。

圈l从土壤中分离出的6株产菊粉酶较强菌株的产

碡量

Fig．1 Enzyme artivi坷of various strains isolated direct。

lyfrom soil

2．2发酵实验

将青霉--01和两株黑曲霉被用来进行发酵实

验，并以不含有任何菌丝体的实验做为参照，结果

见图2。从图2可以看出，尽管青霉菌株产酶活力

较强，但该菌株对酵母的发酵活性和耐酒精能力基

本没有促进作用。然而，黑曲霉、特别是黑曲霉SL-

08，其发酵进行72 h后，酒精体积分数达到20％，

所以该菌株的菌丝体对酵母的发酵活力和耐酒精

能力有较强的提高作用，这大概是由于黑曲霉Sb

09的菌丝体含有丰富的脂蛋白(PL)，这种物质已

被验证可以较大幅度地提高酵母的发酵活力和耐

圈2 3株高产菊粉蘸菌种的酒精发酵

Fig．2 Fermentation tests of the three straixxs with htgh

enzyme activities

2．3黑曲霉的诱变

2．3．1黑曲霉SL-08的UV诱变 紫外线对黑曲

霉SL-08菌株的致死曲线见图3。其它报道中采用

紫外线诱变的最佳正突变率所对应的致死率一般

为60％～70％，因此作者采用的紫外线诱变的致死

率为62％，以此确定诱变剂量(即15 w紫外灯，10

cm距离，照射对闻为120 s)诱变处理孢子悬渡，经

选择性平板培养初筛，摇瓶复筛，获得产酶活力较

强的突变株黑曲霉SL-082，其产菊粉酶活力和转化

酶获利分别达到30 U／mL和52 U／mL，较出发菌

提高了近50％。

时间／8

国3紫外线对黑曲酶SL-08的致死曲线

Fig．3 Lethality curve of Aspergillus niger SL-08 sub·

jeted to UV mutagenesis

2．3．2黑曲霉SL-082的NTG谛变采用亚硝基

瓤对黑曲霉sL-082进行诱变，亚硝基胍对黑曲霉

SL-082的致死曲线见图4。许多研究表明，采用亚

硝基胍诱变的最佳致死率一般应为90％左右。作

者采用的亚硝基胍诱变的致死率为90％，由此确

定诱变剂量(亚硝基胍质量浓度为1．0 g／L，37℃

下处理90 min)处理样品，经选择性平板初筛，摇瓶

复筛，获得突变株黑曲霉SL-09．其内切酶活力和

外切酶活力分别达到54 U／mL和92 u／mL。较出

发菌提高了近两倍。将该株菌在30℃摇瓶培养4
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d，并进行发酵实验，结果见表1。

图4 NTG对黑曲酶SL-08的致死曲线

Fig．4 Lethality Clllwe of Aspergillus niger SL-08 sub-

jeted t0 NTG mutagenesis

由表1可见，该酶的I和s值在培养4 d后分

别达到54 u／mL和92 U／mL；I／S值接近0，6，这

一点与Nakamura等人“3所采用的黑曲霉817有很

大的差别，黑曲霉817在摇瓶培养5 d后，I和s值

分别为68．5 u／mL和8．8 U／mL，I／S值为7．8；

因此黑曲霉SL—09的发酵液显示出极强的外切酶

活性。黑曲霉一09的菌丝体由于含有丰富的脂蛋白

(PL)，所以在经过60 h的发酵，使发酵醪酒精体积

分数达到2l％⋯3。

表1黑曲霉SL一09的产酶和酒精发酵试验结果

Tab．1 Enzyme production and ethanol test of At．niger SL-

09

参数 结果

内切酶活／(U／mL)

外切酶活／(U／mL)

I／S

发酵时间／h

酒精体积分数／％

54

92

0，59

60

2l

2．3．3黑曲霉SL-09的诱变谱系 黑曲霉SL-09

的诱变谱系见图5。通过uV和NTG诱变，使菌株

的酶活提高了近2倍，而所产酶的i／s值基本保持

恒定，维持着较高的外切酶活力。比较uV和

NTG诱变结果可以看出，NTG在提高菊粉酶活力

上是一种更为有效的诱变方法““。

菌株t／CO／mL) I／(U／mL) I／S 提高程度／％
Aspergillus^培er SL-08 20 35 0 57

uvl诱变

士
AspergllluF”据P，SL．82 30 52 0 58 50

NTGl诱变

As

中
一

2 o．59
170pergitlusniger5L 09

54 9
—

2 u。)， ⋯

图5黑曲酶SL-09的诱变谱系

础昌5 Mutagenesls pedigree of Aspergillus niger SL-09

2．4黑曲霉sI广09传代稳定性研究

将黑曲霉SL-09菌株在斜面培养基上传代5

次，每次接种产酶培养基，30℃摇瓶培养4 d后测

定酶活，结果内切酶活力仍然保持在50 u／mL以

上，同时外切酶活力也维持在90 U／mL左右。表

现出较好的传代稳定性。

2．5同步糖化与发酵

为了最大程度地降低高浓度糖对酵母活力的

抑制作用，同时提高糖对酒精的转化率，在发酵的

初期不加入糖化剂，而是在酵母将大部分可直接发

酵的糖耗尽后开始糖化，然后才添加菊芋粉，使最

终发酵醪的酒精体积分数达到最大。在发酵的过

程中定时取样、离心、进行残糖分析，结果见图6。

由于菊芋粉中含有部分单糖、二糖、酵母、可直接利

用的低聚糖以及各种氮源和矿物质，而且不存在酒

糖和co。的抑制作用，所以发酵初期酵母活力最

大，生产强度为7．5 g／(L·h)。酵母可以直接利用

总糖的65％。在酒精发酵过程中，酵母迅速地消耗

单糖，从而消除了菊粉酶水解菊粉的产物抑制，这

样更有利于发酵迅速而彻底地进行。对菊芋粉的

加人酵母有一个短暂的适应期，随后活力逐渐恢

复。随着酒精体积分数的升高，酵母活力逐渐下

降，总发酵60 h后终止，最终酒精体积分数为

19．o％，转化率为理论转化率的86％。

3讨论

由于鲜菊芋的水分在75％左右，总糖质量分数

为20％左右，所以直接利用菊芋的根茎发酵生产酒
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圈6黑曲酶SL-09与塞尔维亚酵母Z-06同步糖化发

酵药芋生产酒精(箭头表示分别在发酵12 h和

27 h后添加40 g和30 g菊芋粉)

Fig．6 Simultaneous saccharification and fermentation

ofJerusalem artichoke to ethanol by Aspergillus

niger SL-09 and Saccharomyces serevisiae Z-06

精的最终发酵醪酒精体积分数低于11％，经浓缩的

菊芋汁由于糖的浓度较高，抑制了酵母的活力，使

其发酵醪最终酒精体积分数低于15％，而且发酵不

彻底，周期较长“’”]。虽然直接利用经提纯的菊粉，

采用同步法经过3 d的发酵可以把酒精体积分数提

高到21．3％[I“，但菊粉价格目前较高，不适合用于

酒精的生产。为了降低菊芋发酵生产酒精的成本，

同时提高发酵醪最终酒精体积分数，作者采用菊芋

粉作为介质来进行同步糖化与发酵，在整个发酵过
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程中无需添加无机盐。由于在发酵过程中糖的质

量分数始终保持在较低的水平，使酶活和酵母的活

力都得到了充分的发挥，所以将发酵周期缩短到了

60 h，转化率为理论转化率的86％。

黑曲霉是最为常用的菊粉酶生产菌，该菌种由

于易于培养而且产酶特性稳定而被应用于工业化

生产[1“。黑曲霉SL一09是从6株产菊粉酶活力较

强的菌种中筛选出来，然后采用不同的诱变方法经

过反复诱变得到的，它不但高产菊粉酶，而且其外

切酶活力较强，从而更有利于快速彻底地发酵菊芋

生产酒精。该菌株的菌丝体还可以较大幅度地提

高酵母的发酵活力和耐酒精能力，这可能是其菌丝

体富含脂蛋白(PL)的缘故[1“。有趣的是，在研究

中发现曲霉的其它几个菌株也高产菊粉酶，但是对

酵母的活力始终没有激活作用，这大概是其菌丝体

的组成与作者所采用的黑曲霉菌丝体的组成有所

差异的原因。

为了最大限度地提高转化率，缩短发酵周期，

在酒精达到最高抑制浓度之前，应在保留酵母活力

的前提下将总糖降至最低，然后再补加菊芋粉，因

为实验发现，发酵醪初始总糖质量分数越高，则其

被消耗的速度就越慢，发酵结束时残糖质量分数就

越高，转化率就越低，此结论与Atiyeh等人“63的报

道一致。
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数低的淡爽型黄酒创造了机会，另外，由于蛋白质

的降解性降低，大部分蛋白质在酿造结束后随米渣

被过滤除去，也有望提高成品黄酒的非生物稳定

性。

3 结 论

大米经过高温流化a一化后体积膨胀，淀粉晶体

从紧密的球状变成松散片状，比表面积增大，更容

易被淀粉酶降解，表明高温流化a一化工艺与蒸煮具

有相同的使淀粉糊化的能力，但机理完全不同。高
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