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产低温淀粉酶的海洋真菌筛选及研究
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提要 从黄 ! 东海的近海海底泥样中分离到 株产淀粉酶活力较高的丝状真菌 对其中产

淀粉酶活力最高的 Πενιχιλλυµ ƒ≥ 号菌株产酶条件及酶学性质进行了初步研究 ∀该

菌最适生长温度为 ε 最高生长温度为 ε 在 ε 也可生长 是典型的耐冷菌 ∀对

Πενιχιλλυµ ƒ≥ 进行固体培养每克干曲酶活达 ∀Πενιχιλλυµ ƒ≥ 所产低

温淀粉酶最适作用 值为 最适反应温度为 ε 但在 ε 也表现出一定酶活 而在

ε 有较强的酶活 ∀该低温淀粉酶在洗涤 !食品 !饲料 !制药和酿酒等行业可望有广泛的应用前

景 ∀

关键词 淀粉酶 青霉 冷适应酶 海洋真菌

淀粉酶是一种用途极广的生物催化剂 广泛应用

于造纸 !食品 !医药工业 如饴糖 !啤酒 !黄酒 !葡萄糖 !

味精 !抗生素等行业 用于高质量的丝绸 !人造棉 !化

学纤维退浆 制成不同品种的工业酶 !医用酶 !诊断

酶等 在洗涤剂工业中 作为洗涤剂酶与碱性蛋白酶 !

脂肪酶一起添加于洗衣粉中制成多酶洗衣粉等 具有

极广泛的用途 ∀但目前商品生产的淀粉酶为中温酶

在 ∗ ε 常温范围活力很低 不适于食品 !饲料 !纺

织和洗涤剂工业的低温条件而限制其应用 ≈ ∀

在常年温度不超过 ε 的高纬深海海底分布有

多种冷适应微生物 包括嗜冷菌与耐冷菌 都能在接

近 ε 下生长 最高生长温度分别为 ε 与 ε

它们通过产生冷活性酶来调节其生理代谢活动以适

应低温环境 故成为科研工作者筛选低温微生物的理

想场所 ∀陈秀兰等人 ≈ 从海水中分离到产低温蛋白酶

的微生物 2° 等人 ≈ 也报道从北极分离到的

嗜冷细菌可产热不稳定性 2淀粉酶 ∀ 2°

ƒ 等人通过结构分析 认为冷活性酶在低

温下表现出较强的催化活性与其蛋白结构的强柔韧

性有关 这种结构可在较低的能耗下发挥催化作用

而较高的酶催化活性又弥补了低温时反应速率的降

低 ∀从资源丰富的海洋微生物中筛选获得低温淀粉

酶 研究酶发酵与制备工艺 克隆基因并在适宜的宿

主系统中进行高效表达 不仅可以为造纸 食品 医药

等工业提供新酶品种 还可为深入了解低温酶作用机

理提供实验数据和创造条件 ∀目前国内外尚无海洋真

菌产冷适应性淀粉酶的报道 ∀

作者从黄 !东海海底淤泥样品中分离出 株产淀

粉酶酶活较高的真菌 并对其中低温淀粉酶酶活最高

的一株菌 Πενιχιλλυµ ƒ≥ 的生长特性及所产

淀粉酶粗酶液的性质进行了初步研究 ∀

材料与方法

1 1 材料

中国科学院海洋研究所于 年 月在黄 !东

海 β χ∗ β χ β χ∗ β χ∞范围内 水深

∗ 处采集泥样 个 ∀

1 2 培养基

察氏培养基 常规配方 由陈海水配制 ∀

土豆培养基 常规配方 由陈海水配制 ∀

富集培养基 麸皮 淀粉 ≤

° ≥ #

灭菌 自然 陈海水配制 ∀ 淀粉

≤ ° ≥ #

灭菌 自然 陈海水配制 ∀

筛选培养基 察氏固体培养基加麸皮

及 × 自然 灭菌 陈海水

配制 ∀

发酵培养基 液体发酵培养基 淀

粉 麸皮 × ≠ ∞¬
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≤ ° ≥ #

灭菌 自然 陈海水配制 ∀ 固体

发酵培养基 每个 三角瓶加麸皮 陈

海水 尿素 玉米粉 灭菌 ∀

1 3 固体发酵粗酶液的制备

将孢子悬液接入固体培养基 ε 每

翻动一次 培养 后 每瓶固体发酵液加入

蒸馏水捣碎 ε 水浴振荡 ∗ 后 ε 过夜浸

泡后 用滤纸过滤即得粗酶液 ∀

1 4 淀粉酶活力测定

采用 ≠ 改良法 反应体系为 淀粉

醋酸缓冲液 加 酶液 ε 反应 后

加 ≤ 终止反应 ∀取 反应液加

于 2 溶液显色 测光密度 ∀ 活

力单位定义为 内水解 淀粉的酶量 ∀

Α ∆ ≅ ( Ρ 2 Ρ Ρ ≅

Α:酶活 ; Ρ 底物加淀液的光吸收值 Ρ :反应物

加淀液的光吸收值 ; ∆ : 酶的稀释倍数 ∀

结果与分析

2 1 海底真菌的富集与产低温淀粉酶真菌的筛选

将 土样加入盛有 无菌水中振荡均匀

后 取 悬浮液加入 富集培养基中 ε

振荡培养 ∗ 后 转接至新鲜培养基中

重复操作 ∗ 次 ∀将培养好的 富集培养液用无

菌海水稀释后涂布筛选培养基平板 ε 培养 ∗

将有透明圈的真菌挑出 保藏于察氏或土豆培养

基斜面 ∀

按照上述方法筛选出产淀粉酶活力较高的 株

丝状真菌 分别编号为 ƒ≥ ƒ≥ ƒ≥

ƒ≥ ƒ≥ 和 ƒ≥ 接入种子培养基

中培养 ε 然后按 接种量接

入液体发酵培养基 ε 培养 取发

酵液离心后取上清液测酶活 ∀从 β χ β χ∞ 水

深 处所采土样中分离到编号为 ƒ≥ 的菌株

所产酶活明显高于其他菌株 数据略 ∀作者对其产酶

特性及酶学性质进行了研究 ∀

2 2 菌株鉴定

用平板上插入盖玻片的察氏培养基平板培养

Πενιχιλλυµ ƒ≥ ∀在菌落生长的不同时期对该

菌进行观察 ∀该菌菌落形态为 基内菌丝白色 !孢子丝

绿色 !菌落表面干粉状 !无皱褶 !边缘整齐 ∀菌丝形态

为 菌丝有隔 !孢子为分生孢子 !孢子丝末端为帚状分

支 !有分生孢子梗 !未见有性孢子 !未见孢子囊和子囊

壳等组织 !未见特化的细胞和组织体 ∀因此初步确定

该 菌 为 青 霉 菌 Πενιχιλλυµ 命 名 为 Πενιχιλλυµ

.ƒ≥ ∀

2 3 最适生长温度及产酶条件研究

将孢子悬液涂布平板 在不同温度下培养并测量

单菌落直径 得其最适生长温度为 ε 最高生长温

度为 ε 图略 ∀

将该菌接入种子培养基培养两天后按接种量

接入固体培养基 ε 继续培养 每隔

取样测固体发酵物酶活 图 ∀由图 可见在培养

时产酶活力最高 ∀

2 4 淀粉酶性质的初步研究

酶最适反应温度 取上述固体发酵物

图 Πενιχιλλυµ ƒ≥ 产淀粉酶曲线

ƒ × ∏√ ∏ Πενιχιλλυµ

ƒ≥

图 温度对 Πενιχιλλυµ ƒ≥ 淀粉酶活性的影响

ƒ × ∏ √ ∏

Πενιχιλλυµ ƒ≥
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图 值对 Πενιχιλλυµ ƒ≥ 淀粉酶活性的影响

ƒ × √ ∏

Πενιχιλλυµ ƒ≥
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制备浸出液 按 ≠ 改良法测其酶活 图 ∀由图 可

见 ε 时酶活力最高 ∀

酶最适作用 值 配制 值分别为

的淀粉

溶液 ° 2柠檬酸缓冲液 于 ε 保温

后 按 ≠ 改良法测不同 之下的酶活 ∀如图 可见

时酶活力最高 ∀

酶的热稳定性 分别在 ε

下测量酶的热稳定性 ∀发现 ε 后有 酶

活残留 后仍有 酶活残留 ∀ ε 后仅

有 酶活残留 ∀ ε 后仅有 酶活残

留 ∀而 ε 酶活就仅有 后酶活完

全丧失 ∀可见该酶的热敏感性强 在高温下不稳定 ∀

结论

作者从黄 !东海近海海底污泥样品中筛到 株产

淀粉酶活力较高的青霉菌 所产淀粉酶最适反应温度

为 ε 在 ε 下仍有较高酶活 ε 以下可表现出

一定酶活力 属冷适应酶 ∀该酶具有较好的工业应用

前景 如在干啤酿制中常规使用的耐高温淀粉酶 经

巴氏灭菌后仍有较高酶活残存而继续产糖 影响干啤

风味 ∀使用对热敏感的低温淀粉酶可避免此问题 ∀对

Πενιχιλλυµ ƒ≥ 淀粉酶各组分的分离纯化及

基因克隆等项工作目前正在进行中 ∀
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