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摘要：以作者所在实验室保藏的红曲霉 HQ-3 菌株为实验菌株，采用固态发酵方法生产酯化酶，
研究添加外源物质对产酯化酶的影响。结果表明，葡萄糖可以作为速效碳源促进红曲霉产酯化酶
能力；新鲜酵母破壁液对红曲霉产酯化酶具有诱导作用，添加酵母破壁液发酵 4 d，酯化力是对
照组的 1.30倍，达到 106.87 mg/g；添加乙醇与乳酸对酯化力的作用效果明显，添加乙醇使酯化力
提高到 123.32 mg/g。
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Abstract： In this manuscript，Monascus HQ-3 was used as the experimental strains to produce
esterase by the solid -fermentation. The effect of nutrient substances addition on the esterase
production were investigated . The result show that glucose used as rapidly-efficient carbon source
and fresh yeast lysate as nitrogen source for esterase production. After 4 d fermentation，the
esterification force was 1.30 times higher than that of the control group. It had certain effect to
improve esterification force by adding appropriate amount of lactic acid et al material，which was
obviously by adding ethanol.
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研究论文

红曲霉（Monascus）属于真菌界（Eumycophyta）、
子 囊 菌 门 （Ascomycetes）、 真 子 囊 菌 纲
（Euascomycetes）、散子囊菌目 （Eurotiales）、红曲菌
科（Monascaceae）、红曲霉属（Monascus）[1]。 红曲霉用
途十分广泛，在酿酒、食品、食品色素和医药等方面

都有重要应用。 近年来，应用红曲霉生产降血脂活
性物质 [2]以及应用于白酒酯化增香已成为研究的热

点。 白酒中各种风味香酯类物质的形成与微生物酯
化酶密切相关，没有酯化酶就没有酯香浓厚的浓香
型大曲酒[3]。 酯化酶不是酶学上的定义，而是白酒行
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业的习惯称法， 酯化酶是羧基酯酶 （Esterase E.C.
3.1.1.2）的一种，不同于脂肪酶（Lipase，E.C.3.1.1.3），
酯化酶既可以催化形成羧酯键又可以水解羧酯键[4]。
将红曲霉酯化酶应用于白酒方面的研究已有

诸多报道，研究仅限于菌株选育、发酵条件优化和
酯化条件等研究，考察添加外源物质对红曲霉产酯
化酶影响的报道较为少见， 作者探讨了添加葡萄
糖、新鲜酵母培养物以及乙醇和乳酸等物质对红曲
霉产酯化酶的影响。

1.1 材料
1.1.1 菌株 红曲霉 HQ-3和酿酒酵母 J-1 均为作
者所在实验室保藏菌种。
1.1.2 培养基 斜面培养基（g/L）：马铃薯 200，葡
萄糖 20，琼脂 20，pH 自然；种子培养基：同斜面培
养基，不加琼脂；酒精酵母种子培养基（g/L）：葡萄糖
20，蛋白胨 20，酵母膏 10，pH 自然；固态发酵培养
基：麸皮、豆饼粉、稻壳比例为 35∶4∶6，装量 30 g/500
mL 三角瓶，控制含水分质量分数为 30%，其中发酵
培养基的灭菌条件为：115 ℃，灭菌 10 min；其余均
为 121 ℃，灭菌 20 min。
1.2 方法
1.2.1 酵母培养物制备 酿酒酵母种子培养基的
装液量为 50 mL/500 mL 三角瓶。 刮一环新鲜酵母
于酵母种子培养基中，31 ℃摇床培养， 摇床转速为
100 r/min， 定时进行菌落计数， 细胞浓度达到 108

个/mL，停止培养，4 ℃保存备用。
将培养好的酿酒酵母离心，上清液既为酵母滤

液，无菌水洗涤菌体后获得酵母菌体，将部分酵母
菌体超声破碎 30 min 然后高速离心所得上清液为
酵母破壁液。
1.2.2 粗酶制剂制备 将培养到对数期的种子液
接种到固态发酵培养基，34 ℃培养 4 d，发酵结束室
温风干 12 h，即为红曲粗酶制剂。
1.2.3 酯化力测定 采用传统标准酯化力测定方
法[5-7]在 250 mL 圆底烧瓶中，加 5 g 红曲粉试样，精
确到 1 mg。 100 mL体积分数 1%己酸的乙醇溶液于
32 ℃酯化 100 h。 酯化结束后，加入蒸馏水 50 mL，
缓火蒸馏出 100 mL 馏出液。 量取 50 mL 馏出液于
250 mL 三角瓶中，用 NaOH（0.1 mol/L）中和后再加

入 25 mL NaOH （0.1 mol/L），冷凝回流皂化 30 min，
皂化结束后立即冷却，用 H2SO4 标液 （0.05 mol/L）
滴定至 pH7.0。
酯化力＝（C1V1-C2V2）/（m×50/V 总）×144。式中：C1

为 NaOH 浓度 （mol/L）； V1 为 NaOH 消耗体积
（mL）；C2为 H2SO4 浓度（mol/L）；V2为 H2SO4 消耗体

积（mL）；V 总为馏出液总体积（mL）。

2.1 添加速效碳源对红曲霉产酯化酶的影响
在麸皮为主要营养物质的固态发酵培养基上，

红曲霉要生长首先自身要产生淀粉酶、 糖化酶，分
解底物中的营养物质为直接利用的糖， 供自身利
用；彭熙敏 [7]研究发现添加葡萄糖可以促进红曲霉

产酯化酶酯化力。在初始培养基 30 g固体物料中分
别加入质量分数 2%葡萄糖、2%酵母膏和 2%酵母
粉等考察对红曲霉产酯化酶酯化力的影响，结果发
现添加葡萄糖相比另外两种物质能明显提高酯化

力（如图 1），分析认为添加葡萄糖作为速效碳源明
显促进红曲霉的前期生长， 菌丝体布满培养基，为
后期产酶奠定了基础；进一步研究发现速效碳源添
加量存在最佳范围（如图 2），添加太少不能有效促
进生长与产酶，添加太多则导致过量长菌，反而减
弱产酶。

图 1 添加物对红曲霉产酯化酶的影响
Fig.1 Effect of glucose on esterase production by monascus

图 2 葡萄糖添加量对红曲霉产酯化酶的影响
Fig.2 Effect of glucose concentration on esterase produc-

tion by monascus

材料与方法1

结果与讨论2

1222



食品与生物技术学报 2012 年第 31 卷第 11 期

张聪芝，等： 添加外源物质对红曲霉固态发酵产酯化酶的影响研究论文

2.2 新鲜酵母培养物对红曲霉产酯化酶的影响
2.2.1 不同新鲜酵母培养物的影响 在 2.1 实验中
发现酵母粉与酵母膏并不能明显促进红曲霉产酯

化酶酯化力；赵树欣 [8]等研究发现新鲜酵母培养物

能促进红曲霉菌体的生长， 促进代谢产物的产生。
在发酵培养 36 h 后添加不同的新鲜酵母培养物 2
mL发现酯化力有显著提高 （如图 3）， 相比酵母滤
液、酵母菌体与酵母破壁液对酯化力的提高相对较
高，Shin[9]等人研究认为新鲜酵母培养物中存在壳聚

糖酶，壳聚糖酶能分解红曲霉细胞壁，影响菌体形
态，可以促进菌体量的增加；新鲜酵母培养物中存
在诱导因子，促进红曲霉生长及代谢活动。 进一步
分析认为壳聚糖酶能部分分解红曲霉细胞壁，有利
于胞内酯化酶的向外分泌，促进酯化力的提高。 结
果表明酵母菌体与酵母破壁液促进了酯化力的提

高，酯化力分别是对照组的 1.29 倍、1.30倍。酵母菌
体的这种诱导作用，可以将红曲霉与酵母混菌发酵
产酯化酶，促进酯化力的提高，制成多菌种混合强
化大曲， 不仅可以提高酯化力还可以提高酒精产
率；酵母破壁液的这种诱导作用，可以将啤酒废酵
母加以利用， 为啤酒行业废酵母处理提供了新途
径，可以将啤酒行业与白酒行业联系起来，促进资
源优化配置。

图 3 添加物对红曲霉产酯化酶的影响
Fig.3 Effect of fresh yeast lysate on esterase production

by monascus

2.2.2 新鲜酵母破壁液添加时间的影响 分别在
接种培养 0、1、2、3 d 后添加酵母破壁液， 发酵 4 d
后测定培养物的酯化力， 结果表明在发酵 1 d 时添
加酵母破壁液的酯化力最高达到97.67 mg/g （如图
4），这说明在菌体初始生长阶段添加诱导物能有效
提高红曲霉产酯化酶活力，分析认为在菌丝体生长
到一定阶段，诱导剂才能对菌体产生影响，添加太
早菌丝体生长没有完成，诱导作用微弱，添加太晚
菌丝体老化，诱导作用不大。

图 4 不同时间添加酵母破壁液对红曲霉产酯化酶的影响
Fig.4 Effect of the time of add fresh yeast lysate on

esterase production by monascus

2.2.3 新鲜酵母破壁液添加量的影响 发酵培养
基在接种发酵 1 d后分别添加不同量的新鲜酵母破
壁液，发酵 4 d 后测定酯化力，结果表明（如图 5）不
同添加量对红曲霉产酯化酶酯化力的提高程度不

同， 添加 1 mL/30 g 固体物料时对酯化力的提高最
为显著，超过 1 mL 对酯化力的提高有所降低，分析
认为酵母破壁液的诱导作用有一定的范围，在一定
范围内可以有效提高酯化酶活力，超过或低于这个
范围，诱导作用不明显，另外添加量的增加，将直接
影响固态发酵培养基的水分含量，由于酯化酶在低
水活度的条件下产酶活力和酯化力较高，水活度的
提高对酯化力的增加有一定影响，但这样就容易产
生浮水现象，容易感染细菌，影响产酶能力。

图 5 不同酵母破壁液添加量对红曲霉产酯化酶的影响
Fig.5 Effect of fresh yeast lysate concentration on esterase

production by monascus

2.3 添加底物类物质对红曲霉产酯化酶的影响
许多研究报道表明，油脂类物质可以促进霉菌

菌体生长并且促进产酶，大多数的酯化酶属于诱导
型酶，Shimada[10]等人研究发现长链脂肪酸可以促进

脂肪酶的表达；与此同时潘运国 [11]研究发现橄榄油

在促进根酶产酯化酶方面也有一定作用。 据报道表
面活性剂等相关物质也具有相似的作用。 在发酵培
养基中添加 0.5 mL/30 g 相关类物质，接种发酵 4 d
后测定酯化力，结果（如图 6）表明橄榄油与大豆油
对产酶有一定促进作用，其中大豆油相比橄榄油效
果要好，这与其他研究报道并不相同；表面活性剂
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吐温-80对产酶促进作用明显， 而甘油则有一定抑
制作用[12]。 分析认为一方面酯化酶催化酯合成是可
逆的，油脂类物质作为底物可以诱导促进酯化酶酶
量的增加；另一方面脂肪酸类物质与表面活性剂可
以与菌体细胞膜发生相关作用，对细胞膜的通透性
有一定作用， 从而有利于胞内酯化酶的向外分泌，
促进酯化酶的生成[13]。 底物己酸在促进产酶方面也
具有一定作用，但是效果不显著，可能是对己酸耐
受性较差，不能有效促进酯化力的提高；相比而言
乙醇与乳酸的加入对酯化力的提高有较明显作用，
这与乙醇可以促进菌体生长，红曲霉嗜乳酸能以乳
酸为碳源相关，该发现与唐玉明[14]的报道相似，红曲
霉的这种作用可以研究与乳酸菌共生提高产酯化

酶的能力。

图 6 添加物对红曲霉产酯化酶的影响
Fig.6 Effect of substrate on esterase production by

monascus

实验结果表明：葡萄糖作为速效碳源，对红曲
霉的初期生长具有一定作用，促进菌丝体大量积累
为后期产酶奠定基础， 使酯化力提高到对照组的
1.20 倍达到 98.65 mg/g； 添加新鲜酵母培养物对酯
化力的提高有显著作用，其中酵母破壁液的作用最
为明显，发酵 4 d 后酯化力是对照组的 1.30 倍达到
106.87 mg/g，进一步实验确定了最佳添加时间为发
酵 24 h 后添加，最佳添加量为 1 mL/30 g（以固体物
料计）， 酵母破壁液的这种诱导作用为啤酒废酵母
利用提供了新的途径；添加底物类物质对红曲霉产
酯化酶酯化力的提高效果显著，其中大豆油效果较
好是对照组的 1.36 倍达到 119.21 mg/g， 乙醇与乳
酸的加入对酯化酶酯化力的提高作用相当明显，添
加乙醇使酯化力提高到 123.32 mg/g。
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会 议 信 息

会议名称(中文)： 海峡两岸生命科学论坛
所属学科： 细胞生物学,遗传与发育生物学,生物技术与生物工程
开始日期： 2012-12-02 结束日期： 2012-12-05
所在城市： 北京市 东城区 主办单位： 中国科学院基因组所

联系人： 翟微波、吕雪梅 联系电话： 86－10－82995370 传真： 86－10－82995373
E-MAIL： lsf@big.ac.cn 会议网站： http://big2012.csp.escience.cn/dct/page/1
会议背景介绍： 由中国科学院支持、 基因组所组织并承办的海峡两岸生命科学论坛-基因组与计算生物学 (Life

Sciences Forum Between the Chinese Mainland and Taiwan-Genomics and Computational Biology) 将于 2012 年 12 月 2 日
- 5 日在北京召开。 会议已邀请台湾中央研究院 10 位院士参会并做报告。 会议的目的是为加强我院与台湾“中央研究
院”在生命科学领域的合作，为海峡两岸生命科学领域同行提供一个学术交流的平台，促进我国生命科学的发展。 热忱

邀请海峡两岸相关领域的科研、教学的科学工作者和研究生参加!

会议名称(中文)： 2012 年生物工程学，生物信息学国际会议(BEB 2012)
会议名称(英文)： International Conference on Biomedical Engineering and Bioinformatics (BEB2012) 2012
所属学科： 生物物理学、生物化学及分子生物学,细胞生物学,遗传与发育生物学,生物技术与生物工程
开始日期： 2012-12-21 结束日期： 2012-12-23 所在城市： 云南省 昆明市

主办单位： 南方电网研究院、云南师范大学、重庆大学、重庆师范大学、贵州大学、武汉理工大学、上海交通大学、

南洋理工大学、燕山大学、湖南工程学院

联系人： 武博士 E-MAIL： beb2012@126.com 会议网站： http://www.theiast.org/beb2012/index-1.htm
会议背景介绍： 2012 年生物医学工程，生物信息学国际会议（BEB2012）将于 2012 年 12 月 21-23 日在云南昆明

召开。 会议由南方电网研究院、云南师范大学、重庆大学、重庆师范大学、贵州大学、武汉理工大学、上海交通大学、南洋

理工大学、燕山大学、湖南工程学院等相关高校联合主办。
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