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摘 要 筛选到!株菊粉酶高产克鲁维酵母菌株，采用酵母高密度细胞发酵方法，最高菊粉酶产量达到#11741
-／89，比1$!0$年代国际上报道的克鲁维酵母菊粉酶最高产量高"71倍。该酶的菊粉酶／转化酶活性比为

!／#374#；菊糖38:!57588&’／9，蔗糖38:"#7"88&’／9；最适反应;<值为373，但在;<571!67"的范围内均保

持了较高的活性，相当于最适;<值下活性的0$=；最适反应温度为66>，在6$!6476>范围内能够保持较高活

性，6$>下酶的半衰期约为!"?；外加@A#B提高酶活性!!7#1=。
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高果糖浆（<EF）果糖含量大于0$=。菊粉酶

是一步法生产<EF的唯一重要酶种。欧洲国家、日

本研究较为深入，我国关于菊粉酶的研究始于0$年

代，目前均停留于实验室阶段，限制因子在于：产酶

菌株菊粉酶产量低，产酶成本高［!!6］。菊粉酶研究

集中 在 曲 霉 和 酵 母 两 大 类 菌 种 中。黑 曲 霉（4&5
6%*1#,,)&$#1%*）在摇床水平下，菊粉酶酶活大多至

第4天达到高峰值3173!6$-／89［5，6］。曲霉菊粉

酶 酶 学 性 质 见 于 各 报 道［5，6，"］。 克 鲁 维 酵 母

（3,)27%*(820%&）也是一个菊酚酶研究的热点菌种。

据报道［4］一株398+*:#+$)&在!9发酵罐中采用

低碳无机培养基进行连续培养，最高胞外酶活达到

5#-／89，G／F:!／!6，酶的最适反应温度为6$>，最

适反应;<值为376!67$。另一菌株398+*:#5
+$)&在摇床水平下，菊粉酶活性在培养!#$?时达

5376-／89的高峰值，G／F:!／$7"［1］。国内报道的

克鲁 维 酵 母 菌 株 产 菊 粉 酶 最 高 水 平 为!174-／

89［0，!$］，国外报道的最高水平不到51-／89［1，!!］。

达不到工业化生产的最低要求。克鲁维酵母菊粉酶

38（蔗糖）值为473!!67488&’／9［!#］。关于菊粉

酶分子生物学研究始于0$年代［!，#］，至今具有生产

意义的工程菌株尚未构造成功，进一步筛选性能优

良的菊粉酶高产菌株仍是十分必要的。克鲁维酵母

高密度培养方法较少被研究［!5，!3］，0$年代有人尝

试利用乳清废液、葡萄糖、麦芽糖等作为碳源进行克

鲁维酵母高密度发酵，目的只是转化乳清废液，忽视

了转化酵母菌体营养价值，未能引起足够重视，其高

密度培养方法远不如酒酵母、瀚生酵母和毕赤酵母

的成熟。本研究旨在筛选菊粉酶高产菌株，并摸索

菊粉酶高产发酵，解决<EF生产中菊粉酶产量低、

成本高的关键问题。

! 材料和方法

!"! 菌株

克鲁维酵母GH01$!（3,)27%*(820%&），为研究

者从实验室保存克鲁维酵母菌株和酒糟中分离、筛

选、诱变、继代#$代以上稳定所得。

!"# 培养基

!"#"! 菌株保持斜面培养基（A／9）：蛋白胨#$，酵

母抽提物!$，蔗糖#$，琼脂#$。

!"#"# 筛选培养基（!9）：（)<3）#FI36A，J<#KI3
5A，@AFI3·4<#I$76A，LMND!68A，O,FI3·4<#I
$7368A，EPFI3·4<#I!(68A，Q-FI3·6<#I$758A，

Q+Q’#·#<#I$7368A，@,Q’#·3<#I!($8A，Q&Q’#·

"<#I$758A，<5RI5!7$8A，JG$7!8A，)+@&I3·

#<#I$7$38A，泛酸钙!7$8A，烟酸!7$8A，生物素

$738A，葡萄糖5$A。

!"#"$ 发酵罐产酶培养基的种子液培养基SGK（A／

9）：蛋白胨#$A，酵母抽提物!$A，菊糖6A。







可知，金属离子对菊粉酶活性有明显影响，其中除

!"#$提高活性%%&#’(外，)*#$、!+#$、,-.$则分

别使酶活性降低%/&0#(，##&1%(和#0&23(。

表! 金属离子对菊粉酶活性的影响
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3 讨 论

本研究筛选到的克鲁维酵母菌株在2&2;发酵

罐最高菊粉酶产量达到#’’&0’?／:;。比B3年代

国际上报道的同类菌株最高值.0?／:;［%%］高2&’
倍，比曲霉菊粉酶最高产量/3?／:;［’］高1&’倍。

比本课题组%BB’年申请该技术发明专利报道值高

.&2.倍［%/］，这将使高果糖浆制作中的菊粉酶成本

大大下降。此外，本研究采用无机培养基高密度发

酵培养酵母，与有机培养基相比，无机培养基具有如

下优势：一是不易产生泡沫，降低消泡成本与难度，

有利于通气；二是不易污染杂菌；三是便宜。

本研究筛选的克鲁维酵母菊粉酶酶学性质有独

特之处，有些更为优秀。本研究菊粉酶C／! 值为

%／#1&0#。这一比值比其它同类研究报道值%／%/!
%／%.均低［’，%2］。本研究测得克鲁维酵母菊粉酶":

（菊糖）D%.&.::75／;，":（蔗糖）D2#&2::75／;，

高于其它克鲁维酵母和曲霉外切菊粉酶转化酶的

":值。克鲁维酵母菊粉酶":（蔗糖）值一般为

0&1!%3&3::75／;［%/］和%1&2!%/&0::75／;［%3，%#］。

曲霉粗菊粉酶内切酶":D%B::75／;，外切酶":
D23::75／;，纯化过的内切酶和外切酶":分别

为2和%3::75／;［.］；本研究菊粉酶最适反应EF值

为1&1，但在EF.&’!/&2的范围内均保持了较高

的活性，相当于最适EF值下活性的B3(（图.）。

曲霉菌来源的菊粉酶最适反应EF值为1&1，并在

EF1!/范围内能够保持稳定［1］；@7?G-+H7IJ4等［0］

报道克鲁维酵母菊粉酶反应最适EF为1&/!/&3，

在EF1!/&/范围具有较好稳定性。本研究菊粉酶

反应最适EF与前人报道基本相等；本研究菊粉酶

最适反应温度为//K，在/3!/0&/K范围内稳定性

好、能够保持较高活性（图1），菊粉酶温度适性比前

人［0］报道的要好。/3K下酶的半衰期约为%2H；2H，

%#H，.2H后残余酶活性分别为’.&3#(，/.&01(，

.#&3B(（图/），优于同类研究［2］报道结果。!"#$

提高活性%%&#’(（表#）为本研究菌株菊粉酶首次

发现。也有不同或相反报道［.，2］，这与酶来源、纯

度、测定体系不尽一样都有关。

本研究采用高密度液体发酵方法获得很高的菌

体生 物 量，菌 体 湿 重 达 到1#0"／;，绝 干 重 达 到

%#%"／;，前人［2，’，%%，%2］采用有机培养基产菊粉酶，或

采用无机培养连续恒态培养，为了产酶诱导而采用

)源 限 制 培 养 基，结 果 使 生 物 量 很 低（!%/:"
（LG4）／:;）。本研究酵母菌体具营养价值（另文发

表）和生物量两高优势，具有开发研制成高值的医

用、食用和饲用兼用酵母的潜力，一举两得。

4 结 论

（%）筛选到一株菊粉酶高产克鲁维酵母菌株，采

用酵母高密度细胞发酵方法，最高菊粉酶产量达到

#’’&0’?／:;，比’3!B3年代国际上报道的克鲁维

酵母菊粉酶最高产量高2&’倍。

（#）该酶的菊粉酶／转化酶活性比为%／#1&0#；

":（ 菊 糖 ）D%.&.::75／;，":（ 蔗 糖 ）D2#&2
::75／;；最适反应EF值为1&1，在EF.&’!/&2的

范围内均保持了最适EF值下活性的B3(。

（.）最适反应温度为//K，在/3!/0&/K范围

内能够保持较高活性，/3K下酶的半衰期约为%2H；

外加!"#$提高酶活性%%&#’(，为本研究菌株菊粉

酶首次发现。
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