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摘要　对影响根霉 2# ( Rhizopus sp. 2) 产生生淀粉分解酶的碳源、 氮源、 无机盐、 温度、 p H值等进行优化组

合试验 , 摸索出了一个最佳的产酶条件 , 该条件为: 木薯渣 5% 、 花生麸 0. 75% 、 尿素 0. 1% 、 K2HPO4 0. 1% 、

MgSO4 0. 075% 、 p H值 5. 0、 32℃摇瓶培养 96 h。使用该条件可使得发酵酶液的酶活达到 7. 75 U /m L。
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Abstract　 The effects of medium components such as carbon, ni trog en, ino rganic salt and cul-

ture condi tions such as pH, tempera ture on Rhizopus sp. 2# were investig ated. The optimum

fo rmativ e condi tion o f the raw starch decomposing enzyme w as the medium containing 5% cas-

sava residue, 0. 75% peanut meal, 0. 1% urea, 0. 1% K2HPO4 , 0. 075% MgSO4  7H2O and

pH5. 0. The raw starch decomposing enzyme activi ty of Rhizopus sp. 2 cultiv ated on this con-

dition in 32℃ for 96h reached 7. 75 U /mL.
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　　根霉 2# ( Rhizopus sp. 2# ) 是从土壤样品中分

离筛选到的生淀粉分解酶高产菌。生淀粉分解酶应用

于发酵工业 , 由于可以直接催化生淀粉转化成葡萄

糖 , 生淀粉质原料不需蒸煮 , 可以节能 30%～ 40% ,

因而显示出了其极大的开发潜力。目前国内外已有不

少学者报道筛选到生淀粉分解酶产生菌
[ 1～ 5]

,并对生

淀粉分解酶水解生淀粉的机理作了较深入的研

究 [6～ 8 ] , 但由于酶活不高 , 一般每克干曲在 300 U以

下 , 严重制约了其工业化进程。我们在多年的科研工

作中筛选到了一株生淀粉分解酶酶活较高的根霉 ,其

酶活已达到每克干曲 500 U、每毫升液体曲 7. 75 U以

上 , 高于目前其他学者报道的结果。

1　材料与方法

1. 1　材料

( 1)菌种: 根霉 2# ( Rhizopus sp. 2
# ) , 由本课

题组从土壤样品中分离、 保藏。

( 2) 生木薯粉: 新鲜木薯去皮、 切片、 晒干粉碎

即得。

1. 2　方法

1. 2. 1　菌体培养及酶液制备

( 1)斜面种子: 将 Rhizopus sp. 2
# 孢子接种于马

铃薯琼脂培养基 ( PDA) , 28℃培养 4 d, 此时已长满

孢子 , 置冰箱保存备用。

( 2)酶液制备: 根据试验表将各种培养基成份按

比例混和均匀 ,接入 Rhizopus sp. 2
#
孢子 , 32℃下摇

瓶培养 96 h , 过滤即得酶液。

1. 2. 2　生淀粉分解酶酶活测定

在 50 mL容量瓶中加入 25 mL 2%的生木薯粉悬

液、 5 mL pH值 3. 6的 0. 2M Na2HPO4 - 0. 1 M柠檬

酸缓冲液 , 40℃中预热 10 min,加入 5 mL适当稀释的

酶液 ,在 40℃下反应 1 h, 中间不断摇动 , 加入 15 mL

0. 2N的 NaOH溶液终止反应。用 DN S法测定反应

液中的还原糖量。

酶活力单位定义: 在 pH值 3. 6、 40℃的条件下 ,

1 h释放出 1 mg还原糖 (以葡萄糖计 )所需的酶量为

一个酶活力单位。

2　结果与讨论

2. 1　碳源对 Rhizopus sp. 2
#产酶的影响

在成分为 (% )花生麸 0. 75、 尿素 0. 1、 Mg SO4

235广西科学　 1997年 8月　第 4卷第 3期

DOI : 10. 13656 /j . cnki . gxkx . 1997. 03. 020



0. 075、 K2HPO4 0. 1、 pH值 5. 0的培养液中分别加入

各种常见碳源 ,试验碳源对产酶的影响 ,结果见表 1。
表 1　各种碳源对 Rhizopus sp. 2#产酶的影响

Table 1　 Effect of carbon on glucoamylase formation byRhi-

zopus sp. 2#

碳源 Ca rbon ( 3% )
生淀粉酶活力

Glucoamylase activity
( U /m L )

木薯渣 ( 5% ) Cassava r esidue 7. 75

木薯粉 Cassava meal 4. 80

大米粉 Rice meal 4. 18

糯米粉 Glutinous rice flour 4. 92

玉米粉 Co rn meal 6. 40

可溶性淀粉 So luble sta rch 3. 45

糊精 Dex trin 3. 60

蔗糖 Sucro se 0. 80

葡萄糖 Gluco se 3. 98

- 0. 30

　 　从表 1结果分析可知 , 天然淀粉质有利于

Rhizopus sp. 2
#
生淀粉分解酶的产生 , 其中尤以木

薯渣和玉米粉为好 , 其机理有待进一步研究。蔗糖对

Rhizopus sp. 2
#生淀粉分解酶的产生最为不利 , 这

可能是蔗糖阻遏了生淀粉分解酶的合成 [6 ]。本试验中

葡萄糖对 Rhizopus sp. 2
#
生淀粉分解酶的合成产生

的阻遏作用不明显 , 这一现象尚需进一步探索。

2. 2　有机氮源对 Rhizopus sp. 2
#产酶的影响

在成分为 (% )木薯渣 5、尿素 0. 1、 MgSO4 0. 075、

K2 HPO4 0. 1、 pH值 5. 0的培养液中分别加入各种有

机氮源 , 试验其对产酶的影响 , 结果见表 2。
表 2　各种有机氮源对 Rhizopus sp. 2#产酶的影响

Table 2　 Ef fect of organonitrogen on glucoamylase forma-

tion by Rhizopus sp. 2#

有机氮源
Organonitr og en

( 0. 5% )

酶活力
Glucoamylase activity

( U /m L)

花生麸 Peanut meal 4. 80

黄豆饼粉 Soybean meal 1. 45

麸皮 Wheat bran 2. 70

米糠 Rice bran 2. 20

胰蛋白胨 T ryptone 2. 25

- 0. 95

　　表 2结果说明有机氮源对生淀粉分解酶的合成是

必要的 ,其中花生麸的促进效果最好 ,它除了提供构

成酶分子的氮素外 , 对酶的形成有诱导作用 [ 9]。

2. 3　无机氮源对 Rhizopus sp. 2
#产酶的影响

在成分为 (% )木薯渣 5、 花生麸 0. 75、 MgSO4

0. 075、 K2HPO4 0. 1、 pH值 5. 0的培养液中分别加入

含氮量相当于 0. 1%尿素的各种无机氮源 , 试验无机

氮源对产酶的影响 , 结果见表 3。
表 3　各种无机氮源对 Rhizopus sp. 2# 产酶的影响

Table 3　 Ef fect of inorganonitrogen on glucoamylase forma-

tion byRhizopus sp. 2#

无机氮源

In organoni t rogen

含量 Content
(% )

酶活力
Glucoamylas e activi ty

( U /m L)

尿素 U rea 0. 10 4. 80

( N H4 ) 2 SO4 0. 21 1. 25

N H4Cl 0. 17 2. 35

- 0. 50

注: 考虑到尿素的实际使用特性 , 将它归为无机氮源

从表 3可知 , 无机氮源对生淀粉分解酶的合成是

不可少的 , 其中尿素的效果最好。

2. 4　钾盐对 Rhizopus sp. 2
# 产酶的影响

在成分为 (% )木薯渣 5、花生麸 0. 75、尿素 0. 1、

MgSO4 0. 075、 pH值 5. 0的培养液中分别加入含钾量

相当于 0. 1% K2HPO4的各种钾盐 , 试验钾盐对产酶

的影响 , 结果见表 4。
表 4　各种钾盐对 Rhizopus sp. 2# 产酶的影响

Table 4　 Ef fect of sylvite on glucoamylase formation by Rhi-

zopus sp. 2#

钾　盐

Sylvi te

含量 Conten t
(% )

酶活力
Glucoamylas e activi ty

( U /m L)

K2 HPO4 0. 10 4. 80

KH2 PO4 0. 16 2. 25

KCl 0. 085 1. 65

K2 SO4 0. 10 0. 85

- 0. 50

　　从表 4的结果可知 , 钾盐对生淀粉分解酶的合成

是很必要的 , 其中 K2HPO4效果最好。

2. 5　培养基成份配比及其它因素对 Rhizopus sp.

2
#产酶的影响

采用 L18 ( 3
7
)正交表试验碳源、氮源、 无机盐等

因素对产酶的影响 , 结果见表 5。

　　从表 6的分析结果可以全面了解各因子在试验中

的作用。根据 F检验结果可知影响产酶的试验因子

的影响效应 , 其排列顺序为: p H值> 尿素> 花生麸

> K2HPO4> 木薯渣> M gSO4> 时间。花生麸、 尿素、

pH值的 F检验均大于 10. 92, 是影响产酶的高度显著

因子 ,其余因子的 F检验均小于 5. 14,影响不明显。3个

时间条件下的产酶量基本相等 , 考虑到实验的经济

性 , 在选择时间时 , 我们选择了居中的条件。因此最

终确定的产酶条件为: 木薯渣 5%、花生麸 0. 75%、尿

素 0. 1% 、 K2 HPO4 0. 1%、 MgSO40. 075% 、 pH值 5. 0,
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表 5　 L18 ( 37 ) 正交表表头设计 [10]及试验结果

Table 5　L18 ( 37 ) orthogonal test and its result

瓶号

Number

木薯渣
Cassava

residue (% )

花生麸
Peanut

meal (% )

尿素
Urea
(% )

MgSO4

(% )

K2 HPO4

(% )

初始 pH值
pH initial
v a lue

时间
Time
( h)

酶活力
Glucoamy la se

activ ity
( U /mL )

1 2. 5 0. 25 0. 1 0 0 5 72 2. 85

2 2. 5 0. 50 0. 2 0. 075 0. 1 6 96 1. 05

3 2. 5 0. 75 0. 3 0. 15 0. 2 7 120 0

4 5. 0 0. 25 0. 1 0. 075 0. 1 7 120 4. 20

5 5. 0 0. 50 0. 2 0. 15 0. 2 5 72 4. 65

6 5. 0 0. 75 0. 3 0 0 6 96 3. 94

7 7. 5 0. 25 0. 2 0 0. 2 6 120 1. 28

8 7. 5 0. 50 0. 3 0. 075 0 7 72 2. 70

9 7. 5 0. 75 0. 1 0. 15 0. 1 5 96 6. 08

10 2. 5 0. 25 0. 3 0. 15 0. 1 6 72 1. 80

11 2. 5 0. 50 0. 1 0 0. 2 7 96 3. 72

12 2. 5 0. 75 0. 2 0. 075 0 5 120 5. 70

13 5. 0 0. 25 0. 2 0. 15 0 7 96 0

14 5. 0 0. 50 0. 3 0 0. 1 5 120 3. 00

15 5. 0 0. 75 0. 1 0. 075 0. 2 6 72 2. 33

16 7. 5 0. 25 0. 3 0. 075 0. 2 5 96 1. 24

17 7. 5 0. 50 0. 1 0. 15 0 6 120 2. 25

18 7. 5 0. 75 0. 2 0 0. 1 7 72 2. 03

表 6　 L18 ( 37 ) 正交表的试验结果分析

Table 6　Analysis of L18 ( 37 ) orthogonal test

列号

Number

试验因子

Tested fa ctor
∑ K 1 ∑ K 2 ∑ K 3

最佳选择

Choice

平方和 S S

Squar e sum

自由度 DF

Diver sity
facto r

F检验

1 木薯渣 Cassava r esidue 15. 12 18. 12 15. 58 5% 0. 8699 2 1. 7925

2 花生麸 Peanut meal 11. 37 17. 37 20. 08 0. 75% 6. 6227 2 13. 6466

3 尿素 Urea 21. 43 14. 71 12. 68 0. 1% 6. 9912 2 14. 4059

4 MgSO4 16. 82 17. 22 14. 78 0. 075% 0. 5708 2 1. 1762

5 K2 HPO4 17. 44 18. 16 13. 22 0. 1% 2. 3739 2 4. 8916

6 初始 p H值 23. 52 12. 65 12. 65 p H5. 0 13. 1285 2 27. 0523

7 时间 Time 16. 36 16. 03 16. 43 120h 0. 015 2 0. 0313

　　 ∑ Kj:对应水平的酶活力之和 ; n: 因子的水平数 ; DF = n - 1 ; 总酶活力∑ yi = 48. 82;矫正数 C =
(∑ yi ) 2

18
= 132. 411; 各列 SS =

∑ (∑ Kj ) 2

n
- C ; F检验 =

SS /DF
误差 SS /误差 DF

; 1、 4、 7三列的 SS值较小 ,可以将此三项的 SS值合并作为误差 SS计算 ,误差 DF为该三项 DF

之和 ;查 F分布表可知 F 0. 05 ( 2. 6) = 5. 14,F0. 01 ( 2. 6) = 10. 92。

摇瓶培养 96 h。其它条件为培养温度 32℃ , 培养基装

量 100 mL /500 mL三角瓶 , 往复式摇床 120次 /min。

使用该条件可使得酶液的酶活达到 7. 75 U /mL。
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