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高温大曲中苏云金芽孢杆菌产淀粉酶和蛋白酶条件优化

蒋泽元，孙明宇，王庆兰，尹 丹，李 琼，宋露露，李红霞

（茅台学院酿酒工程学院，贵州 仁怀 564507）
摘要：［目的］对高温大曲中苏云金芽孢杆菌（Bacillus thuringiensis）产淀粉酶和蛋白酶的条件进行优化，以提

高其产酶活性。［方法］采用单因素试验与响应面法相结合，对影响苏云金芽孢杆菌产酶活性的多个因素进

行研究。首先，系统分析碳源、氮源及其质量浓度和装液量等因素对菌株产酶活性的影响；然后，基于单因

素试验结果，运用响应面法进一步优化产酶培养条件，找出最佳的培养条件组合。［结果］培养基组成为酵母

粉 21 g/L、可溶性淀粉 32 g/L、装液量 95 mL/250 mL、接种量为体积分数 5% 时，在 37 ℃、pH 值 7.0、转速 150 
r/min 的条件下，淀粉酶活力达到 349.32 µmol/（min·mL），是优化前的 5.4 倍；培养基组成为酵母粉 12 g/L、可

溶性淀粉 22 g/L、装液量 95 mL/250 mL、接种量为体积分数 5% 时，在 37 ℃、pH 值 7.0、转速 150 r/min 的条件

下，蛋白酶活力为 8.70 µmol/（min·mL），是优化前的 14.5倍。［结论］通过单因素试验和响应面法的综合运用，

成功将苏云金芽孢杆菌产淀粉酶和蛋白酶能力分别提高为优化前的5.4倍和14.5倍。
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Optimization of Culture Conditions for Amylase and Protease 
Production by Bacillus thuringiensis from High-Temperature Daqu
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Abstract:［Objective］It is aimed to optimize the culture conditions for amylase and protease production by Bacillus 
thuringiensis  isolated from high-temperature Daqu.［Method］A combination of single-factor test and response surface 
methodology （RSM） was adopted. The effects of such factors as carbon source， nitrogen source， their mass concentra⁃
tions， and liquid loading volume on the enzyme-producing activity of B. thuringiensis were systematically analyzed. Spe⁃
cifically， different carbon sources， nitrogen sources， and their concentrations were tested. Also， various liquid loading 
volumes were investigated. On the basis of the single-factor test results， RSM was further used to determine the optimal 
culture conditions for enzyme production. ［Result］When the medium composition was 21 g/L of yeast powder， 32 g/L of 
soluble starch， 95 mL/250 mL of liquid loading volume， and 5%（volume fraction） of inoculum size， at 37 ℃， pH 7.0， 
and 150 r/min， the amylase activity reached 349.32 µmol/（min·mL）， which was 5.4 times that before optimization； 
when the medium composition was 12 g/L of yeast powder， 22 g/L of soluble starch， 95 mL/250 mL of liquid loading 
volume， and 5%（volume fraction） of inoculum size， at 37 ℃， pH 7.0， and 150 r/min， the protease activity was 8.70 
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µmol·min-1·mL-1， which was 14.5 times that before optimization.［Conclusion］Through the comprehensive applica⁃
tion of single-factor experiments and RSM， the amylase and protease production capabilities of B. thuringiensis were suc⁃
cessfully increased by 5.4 times and 14.5 times respectively.
Keywords:high-temperature Daqu； Bacillus thuringiensis； amylase；protease； enzyme-producing activity； condition op⁃
timization； single-factor test； RSM

0 引言

高温大曲中的微生物能够以谷物为原料，进行

固态发酵酿造白酒。在这个工艺过程中，微生物所

产生的酶类发挥了重要作用，其中淀粉酶能将淀粉

分解成葡萄糖，蛋白酶能水解蛋白质产生氨基酸，

为后续发酵提供条件［1］。芽孢杆菌（Bacillus sp.）是

高温大曲的主要优势细菌菌群［2］，芽孢杆菌代谢产

生的各种影响白酒风味及其风味前体物质的化合

物，对酱香型白酒风味的形成起着决定性的作用。

产淀粉酶的芽孢杆菌较常见，如地衣芽孢杆菌（Ba⁃

cillus licheniformis）［3-5］、解淀粉芽孢杆菌（Bacillus 

amyloliquefaciens）［6］、巨大芽孢杆菌（Bacillus megate⁃

rium）［7］、贝莱斯芽孢杆菌（Bacillus velezensis）［8-10］、枯

草芽孢杆菌（Bacillus subtilis）［11］等；产蛋白酶的芽孢

杆菌广泛存在，如蜡样芽孢杆菌（Bacillus cereus）
［12-13］、枯草芽孢杆菌（Bacillus subtilis）［14-15］、嗜热脂肪

芽孢杆菌（Geobacillus stearothermophilus）［16］、哈洛杜

兰芽孢杆菌（Bacillus halodurans）［17］、耐盐芽孢杆菌

（Bacillus halotolerans）［18］等。既能产蛋白酶又能产

淀粉酶的芽孢杆菌较少见，如苏云金芽孢杆菌（Ba⁃

cillus thuringiessis）［19］、地衣芽孢杆菌（Bacillus li⁃

cheniformis）［20］和解淀粉芽孢杆菌（Bacillus amyloliq⁃

uefaciens）［21］。产淀粉酶的菌株产淀 粉 酶 活 性 均

较 高 ，优 化 产 酶 条 件 后 能 达 到 8 158.23 µmol/
（min·mL）［11］，而产蛋白酶的菌株其产淀粉酶活性普

遍不高［21-22］。本文以一株既能产淀粉酶又能产蛋白

酶的苏云金芽孢杆菌［19］为试验对象，通过单因素试

验和响应面法等手段，优化其产蛋白酶和淀粉酶条

件，为工业化应用该菌株提供理论依据。

1 材料与方法

1.1　材料

1.1.1　试验菌株

苏云金芽孢杆菌：采集于贵州茅台镇某酱香型

白酒厂，采用甘油保菌法保藏于茅台学院实

验室［19］。

1.1.2　试剂

蛋白胨、可溶性淀粉、蔗糖、葡萄糖、琼脂粉、麦

芽糖、尿素、牛肉膏（分析纯，购自北京奥博星生物

技术有限公司）；氯化钠（分析纯，购自生工生物工

程（上海）股份有限公司）。

1.1.3　仪器

LDZX-50KBS 型立式压力蒸汽灭菌锅（上海博

讯医疗科技有限公司）；恒温培养箱（上海森信实验

仪器有限公司）；UV-5100型紫外-可见分光光度计

（上海元析仪器有限公司）；TD5Z型医用离心机（杭

州瑞析科技有限公司）。

1.1.4　培养基

琼脂基础和种子培养基配方参考曾德勇等［23］

的研究进行设计，产酶培养基配方参考马校卫等［24］

的研究进行设计，具体为：（1）琼脂基础培养基配方

为牛肉膏 5 g、蛋白胨 10 g、NaCl 10 g、琼脂 20 g、蒸馏

水1 000 mL，pH值为7.0~7.2，121 ℃灭菌20 min；（2）
种子培养基配方为牛肉膏 5 g、蛋白胨 10 g、NaCl 10 
g、蒸馏水 1 000 mL，pH 值为 7.0~7.2，121 ℃灭菌 20 
min；（3）产酶培养基配方为（NH4）2SO4 1 g、酵母浸出

粉 1 g、葡萄糖 1 g、NaCl 1 g、MgSO4 0.5 g、MnCl2 0.05 
g、CaCl2 2 g、干酪素 2 g、蒸馏水 1 000 mL，pH 值

为7.0。
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1.2　方法

1.2.1　菌株活化

采用 250 mL锥形瓶，取适量苏云金芽孢杆菌接

种于 100 mL的种子培养基中，置于 37 ℃、150 r/min
的恒温振荡器中培养24 h，促进菌株的复苏与活化。

将上述活化好的菌种接种于新鲜种子培养基

中，置于 30 ℃、180 r/min 的恒温摇床中培养 24 h，
备用［24］。

1.2.2　单因素试验

单因素试验参考胡晓龙等［11］的方法，基础发酵

培养基通过单独变更碳源组分进行，即将基础发酵

培养基中的可溶性淀粉依次替换为葡萄糖、麦芽糖

及蔗糖，以测定产酶效果差异。具体操作为：采用

250 mL 锥形瓶，将种子液按体积分数 5% 比例接入

装液量为 100 mL 的已灭菌发酵培养基，在 37 ℃、

150 r/min 的条件下，在摇床中培养 8 d，随后测定淀

粉酶和蛋白酶活力，每组试验重复3次。

在基础发酵培养基上仅改变氮源为蛋白胨、酵

母粉、牛肉粉、尿素，在 37 ℃、150 r/min 摇床中培养

8 d，随后测定淀粉酶和蛋白酶活力，每组试验重复 3
次，以确定氮源种类对产酶的影响。

在确定最适碳源后，设定不同碳源质量浓度

（20、30、40、50 g/L），在 37 ℃、150 r/min 摇床中培养

8 d，分别测定各浓度下淀粉酶和蛋白酶活力，每组

试验重复3次，以确定碳源质量浓度对产酶的影响。

在确定最适氮源后，设定不同氮源质量浓度

（20、30、40、50 g/L），在 37 ℃、150 r/min 摇床中培养

8 d，随后测定淀粉酶和蛋白酶活力，每组试验重复 3
次，以确定氮源质量浓度对产酶的影响。

在基础发酵培养基上仅改变装液量为 50、75、
100、125 mL/250 mL，在 37 ℃、150 r/min 摇床中培养

8 d，随后测定淀粉酶和蛋白酶活力，每组试验重复 3
次，以确定装液量对产酶的影响。

将活化后的种子液，按照体积分数 5% 的接种

量接种到装液量为 100 mL/250 mL 的发酵培养基

中，在 37 ℃、150 r/min的条件下振荡培养 48 h后，将

发酵液在 5 000 r/min的转速下离心 5 min，上清液则

为所需粗酶液。

测定淀粉酶活力，采用杨磊等［20］和 Yoo等［25］的

方法，定义在 40 ℃的条件下，5 min 内水解淀粉（质

量分数为 0.5% 的淀粉）的酶量为一个活力单位

（µmol/min）。取粗酶液 1 mL，在 40 ℃的水浴中进

行 5 min 的预热之后，添加 1 mL 含有质量分数为

1% 的淀粉的柠檬酸磷酸缓冲液（pH 值为 6.0），在

40 ℃的恒温水浴中保持 30 min，再向其中添加 2 
mL 3，5-二硝基水杨酸（3，5-dinitrosalicylic acid，
DNS）试剂，在沸水浴中将其加热 5 min，随后立刻

将其放入冰水中冷却，用蒸馏水定容到 10 mL，测
定OD540 nm吸光值。

测定蛋白酶活力的方法来自张学英［26］和赵笑

等［27］，即在 40 ℃条件下，1 min内水解酪蛋白产生相

当于 1 µg 酪氨酸的酶量为一个酶活单位（µmol/
min）［27］，取粗酶液 1 mL 置于 40 ℃水浴中 2 min，加
1mL 20 g/L酪蛋白溶液，在 40 ℃保温 10 min，再加入

2 mL 的 0.4 mol/L 三氯乙酸溶液，经离心机离心 10 
min 后得到上清液；取 1 mL 上清液，随后加入 5 mL
的 0.4 mol/L碳酸钠及 1 mL的福林试剂，充分振荡混

匀并将其置于 40 ℃水浴中 20 min 以确保反应充分

进行，测定OD660nm吸光值。

1.2.3　响应面试验

为优化高产淀粉酶菌株培养条件，选取氮源质

量浓度 A、碳源质量浓度 B和装液量 C为关键因素，

以淀粉酶活力 Y 为响应值。基于单因素试验，用

Design-Expert 8.0.6 软件的 Box-Behnken 试验设计

构建3因素3水平试验方案，因素水平如表1所示。

高产蛋白酶菌株培养条件优化时，基于单因素

试验结果，选取与上述相同的影响因素，以蛋白酶

活力Y为响应值，利用软件Design-Expert 8.0.6进行

3因素3水平优化，因素水平如表2所示。

1.2.4　数据处理

用Origin 2025b和Design-Expert 8.0.6软件进行

统计分析作图，P<0.05表示差异有统计学意义。
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2 结果与分析

2.1　产淀粉酶单因素试验结果

选取可溶性淀粉作碳源时，苏云金芽孢杆菌产淀

粉酶活力最高，为 183.24 µmol/（min·mL），表明其最

适碳源为可溶性淀粉，如图1（a）所示；当可溶性淀粉

质量浓度为 30 g/L 时，产淀粉酶活力最高达 297.41 
µmol/（min·mL），此为最适质量浓度，如图1（b）所示。

与其他氮源相比，选酵母粉作氮源时，产淀粉酶活力

最高，为211.18 µmol/（min·mL），如图1（c）所示，当酵

母粉质量浓度为 30 g/L 时，淀粉酶活力达最大值

273.03 µmol/（min·mL），表明最适氮源为酵母粉，最佳

添加量是30 g/L，如图1（d）所示。由图1（e）可知，装液

量为400 mL/L时，苏云金芽孢杆菌产淀粉酶活力峰值

为108.18 µmol/（min·mL），即最适装液量。

2.2　产蛋白酶单因素试验结果

与葡萄糖、麦芽糖和蔗糖相比，以可溶性淀粉

为碳源时苏云金芽孢杆菌产蛋白酶活力显著提高

至 3.36 µmol/（min·mL），如图 2（a）所示，表明其最

表1　产淀粉酶培养条件优化Box-Behnken试验设计因素与水平

水平

-1
0
1

氮源质量

浓度/(g·L-1)

40
30
20

碳源质量

浓度/(g·L-1)

20
30
40

装液量/(mL·L-1)

300
400
500

表2　产蛋白酶培养条件优化Box-Behnken试验设计因素与水平

水平

-1
0
1

氮源质量浓

度/(g·L-1)

30
20
10

碳源质量浓

度/(g·L-1)

10
20
30

装液量/(mL·L-1)

300
400
500

（a）碳源种类对蛋白酶活力的影响 （b）氮源种类对蛋白酶活力的影响 （c）可溶性淀粉对蛋白酶活力的影响

（d）酵母粉对蛋白酶活力的影响 （e）装液量对蛋白酶活力的影响

图1　产淀粉酶单因素实验
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适碳源为可溶性淀粉，最适添加量为 30 g/L，此添

加量下蛋白酶活力最高达 3.56 µmol/（min·mL），如

图 2（b）所示；与蛋白胨、牛肉膏和尿素相比，以酵

母粉为氮源时产蛋白酶活力显著升高至 3.64 
µmol/（min·mL），如图 2（c）所示。其最佳氮源为酵

母粉，酵母粉质量浓度为 30 g/L 时蛋白酶活力达

3.44 µmol/（min·mL），如图 2（d）所示，为最适添加

量。由图 2（e）可知，装液量为 100 mL/250 mL 时，

淀粉酶活力最高，为 3.80 µmol/（min·mL），此为最

佳装液量。

2.3　产淀粉酶响应面试验设计及结果

基于单因素试验的结果，以淀粉酶活力 Y 为关

键响应值，自变量为氮源（酵母浸粉）质量浓度A、碳

源（可溶性淀粉）质量浓度 B 和装液量 C，结合

Design-Expert 8.0.6软件进行 3因素 3水平的响应面

试验，试验设计及结果如表 3所示，方差分析及结果

如表4所示。

采用Design-Expert 8.0.6软件对表3试验数据进

行多项拟合回归，获得了淀粉酶活力Y对氮源质量浓

度A、碳源质量浓度B和装液量C的二次多项回归方

程 ： Y=343.29+12.99A+29.85B-43.86C+11.29AB-

12.90AC-16.06BC-10.03A2-104.14B2-127.20C2。 该

回归模型极显著（P=0.000 4 < 0.01），表明拟合方程

具有实际意义，预测精度高（R²=0.961 2），可准确描

述试验结果及各因素与淀粉酶活力的关系。据表

4，变量 C 的 P 值小于 0.01，对产淀粉酶活力影响显

著；由 F值分析可知，影响因素主次顺序为装液量>
碳源质量浓度>氮源质量浓度。

等高线图能直观展现任意2因素与响应面Y（淀

粉酶活力）的关系，椭圆表示显著相互作用，圆表示不

显著相互作用［28］。碳源和氮源质量浓度对淀粉酶活

力交互作用不显著，如图3（a）和图3（d）所示。由图 3

（a）碳源种类对蛋白酶活力的影响 （b）氮源种类对蛋白酶活力的影响 （c）可溶性淀粉对蛋白酶活力的影响

（d）酵母粉对蛋白酶活力的影响 （e）装液量对蛋白酶活力的影响

图2　产蛋白酶单因素实验
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表3　产淀粉酶培养条件优化响应面试验设计及结果

序号

1
2
3
4
5
6
7
8
9

10
11
12
13
14
15
16
17

氮源质量浓度/(g·L-1)

0
0

-1
-1
0
0

-1
1

-1
0
1
1
0
0
1
0
0

碳源质量浓度/(g·L-1)

-1
0
0

-1
-1
0
1

-1
0
1
1
0
0
1
0
0
0

装液量/（mL·L-1）

-4
0

-4
0
4
0
0
0
4
4
0
4
0

-4
-4
0
0

淀粉酶酶活力/(µmol·min-1·mL-1)

100.53
358.65
250.46
180.52

80.79
350.31
234.75
200.91
152.67

91.25
300.29
135.84
346.21
175.23
285.24
359.26
302.01

表4　淀粉酶活力回归模型方差分析

方差来源

模型

氮源质量浓度A

碳源质量浓度B

装液量C

AB

AC

BC

A2

B2

C2

残差

失拟项

纯误差

总和

自由度

9
1
1
1
1
1
1
1
1
1
7
3
4

16

平方和

148 300.00
1 348.88
7 126.39

15 392.23
509.63
665.90

1 031.69
423.92

45 660.68
68 127.25

5 989.11
3 736.29
2 252.82

154 300.00

均方

16 476.04
1 348.88
7 126.39

15 392.23
509.63
665.90

1 031.69
423.92

45 660.68
68 127.25

855.59
1 245.43

563.20

F 值

19.26
1.58
8.33

17.99
0.60
0.78
1.21
0.50

53.37
79.63

2.21

P 值

0.000 4
0.249 5
0.023 4
0.003 8
0.465 5
0.406 9
0.308 5
0.504 2
0.000 2

< 0.000 1

0.229 2

显著性

显著

不显著

显著

显著

不显著

不显著

不显著

不显著

显著

显著

不显著
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（b）和图3（e）可知，装液量和氮源质量浓度的曲面陡、

等高线密，交互作用显著；装液量和碳源质量浓度对

淀粉酶活力交互作用不显著，如图 3（c）和图 3（f）
所示。

经 Design-Expert 8.0.6 软件分析，最佳培养

条件为氮源质量浓度 20.9 g/L、碳源质量浓度

32.1 g/L 和装液量 94.25 mL/250 mL，预测淀粉酶

活力为 357.46 µmol/（min·mL）。为便于操作，将

条件改为氮源 21 g/L、碳源 32 g/L、装液量 95 mL/
250 mL，3 项 平 行 验 证 试 验 的 淀 粉 酶 活 力 为

（349.32 ± 1.04） µmol/（min·mL），实测值趋近预测

值，是优化前（64.45 ± 3.26） µmol/（min·mL）的 5.4
倍，验证了模型的可行性和准确性。

2.4　产蛋白酶响应面试验设计及结果

在基于单因素试验的基础上，以蛋白酶活力 Y

为响应值，以氮源质量浓度A、碳源质量浓度B、装液

量 C 为自变量，利用 Design-Expert 8.0.6 软件进行 3
因素 3 水平的响应面试验，试验设计及结果如表 5
所示，方差分析结果如表6所示。

采用Design-Expert 8.0.6软件对表5的试验结果

进行多项拟合回归，得蛋白酶酶活力Y对氮源质量浓

度A、碳源质量浓度B和装液量C的二次多项回归方

程为：Y=9.61+0.20A+0.45B-0.79C+0.085AB-0.12AC+
0.043BC- 0.14A2-1.71B2-2.26C2。根据表 6，该回归

模型极显著（P=0.000 1<0.01），拟合方程有意义且

达到极显著水平，失拟项不显著（P=0.355 6>0.05），

决定系数 R2=0.971 0，表明试验数据误差小、精度

高，可较好描述结果并预测关系。各独立变量中，

变量 C 的 P 值<0.01，对菌株产蛋白酶活力影响显

著，变量B影响也显著。由F值可知，影响蛋白酶酶

活因素主次顺序为装液量>碳源质量浓度>氮源质

量浓度。

由图 4 可知，碳源和氮源质量浓度对蛋白酶

活力交互作用不显著，如图 4（a）和图 4（d）所示。

氮源质量浓度与装液量间交互作用显著，表现为

图 4（b）和 4（e）中的曲面陡峭、等高线密集；装液

量和碳源质量浓度对蛋白酶活力交互作用不显

著，如图 4（c）和图 4（f）所示。经 Design-Expert 

（a）碳源和氮源质量浓度 （b）装液量和氮源质量浓度 （c）装液量和碳源质量浓度

（d）碳源和氮源质量浓度 （e）装液量和氮源质量浓度 （f）装液量和碳源质量浓度

图3　3个因素交互作用对菌株产淀粉酶活力的影响
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表5　产蛋白酶培养条件优化响应面试验设计及结果

序号

1
2
3
4
5
6
7
8
9

10
11
12
13
14
15
16
17

氮源质量浓度/(g·L-1)

0
0
1

-1
0
1
0
0
0
1

-1
1

-1
0

-1
0
0

碳源质量浓度/(g·L-1)

0
1
0
0
0
0
0
0

-1
1
0

-1
-1
1
1

-1
0

装液量/（mL·L-1）

0
-4
4

-4
0

-4
0
0

-4
0
4
0
0
4
0
4
0

蛋白酶酶活力/(µmol·min-1·mL-1)

9.85
6.54
6.10
8.06
9.06
8.41
9.41
9.64
5.82
8.69
6.24
7.52
6.98
5.53
7.81
4.64

10.08

表6　蛋白酶活力回归模型方差分析

方差来源

模型

氮源质量浓度A

碳源质量浓度B

装液量C

AB

AC

BC

A2

B2

C2

残差

失拟项

纯误差

总和

自由度

9
1
1
1
1
1
1
1
1
1
7
3
4

16

平方和

43.33
0.33
1.63
4.99
0.029
0.060

0.007
0.087

12.37
21.53

1.29
0.67
0.62

44.63

均方

4.81
0.33
1.63
4.99
0.029
0.060

0.007
0.087

12.37
21.53

0.18
0.22
0.16

F 值

26.04
1.80
8.81

27.00
0.16
0.32
0.039
0.47

66.90
116.46

1.44

P 值

0.000 1
0.222 1
0.020 9
0.001 3
0.704 4
0.586 7
0.848 9
0.514 1

< 0.000 1
< 0.000 1

0.355 6

显著性

显著

不显著

显著

显著

不显著

不显著

不显著

不显著

显著

显著

不显著
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8.0.6 软件优化 ，蛋白酶生产最佳条件为氮源

11.6 g/L、碳源 21.5 g/L 及装液量 95 mL/250 mL，预
测活力为 9.80 µmol/（min·mL）。为便于操作，将

条件调整为氮源 12 g/L、碳源 22 g/L、装液量 95 
mL/250 mL。在此条件下进行 3 次重复验证试验，

测得蛋白酶活力为（8.70 ± 0.44）µmol/（min·mL），

该值趋近预测值，是优化前（0.60 ± 0.07）µmol/
（min·mL）的 14.5 倍，验证了模型的准确性和可行

性。装液量影响极显著，这或揭示该菌株对发酵

体系物理化学环境（如氧气传递、营养物质分布和

代谢产物积累等）的敏感性。无论是产淀粉酶还是

产蛋白酶，酵母粉作为氮源和可溶性淀粉作为碳源

都表现出较好的促进作用，这可能是因为它们提供

了苏云金芽孢杆菌生长和代谢所需的关键营养元

素和能量物质，促进了细胞的生长和酶的合成，与

胡晓龙等［11］报道一致。

3 讨论

能够同时产淀粉酶和蛋白酶的细菌不多，主要

有地衣芽孢杆菌［20］和解淀粉芽孢杆菌［21］，地衣芽孢

杆菌经优化后产淀粉酶和蛋白酶分别为37.36 µmol/
（min·mL）和 51.84 µmol/（min·mL），解淀粉芽孢杆菌

经优化后产淀粉酶和蛋白酶分别为 10.24 µmol/
（min·mL）和 249.42 µmol/（min·mL），总体产淀粉酶

活力较低。本文所用的苏云金芽孢杆菌经优化后其

产淀粉酶活力可达349.32 µmol/（min·mL），同时产蛋

白酶的活力也不低，整体产酶活力方面有显著的优

势，较高水平的淀粉酶活力有利于菌株在发酵过程

中充分代谢原料中的淀粉，提高原料利用率。同时

菌株也具产蛋白酶活性，对白酒酿造过程中风味物

质及其前体的累积和丰度有一定贡献。

响应面法优化苏云金芽孢杆菌产酶条件效果

佳，能确定影响因素及交互作用，预测最佳培养条

件，实测值与预测值相近，证明方法和模型有效，为

（a）碳源和氮源质量浓度 （b）装液量和氮源质量浓度 （c）装液量和碳源质量浓度

（d）碳源和氮源质量浓度 （e）装液量和氮源质量浓度 （f）装液量和碳源质量浓度

图4　3个因素交互作用对菌株产蛋白酶活力的影响
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白酒酿造提供了理论和实践依据。但本文有局限：

仅考虑部分因素，且试验在实验室进行，与白酒酿

造实际生产环境有差异。未来可进行菌株适配性

优化试验：（1）针对大曲制作的“高温制曲”“多微生

物协同”特性，开展菌株耐高温稳定性测试（55~
65 ℃），探索菌剂添加形式（如制成孢子粉、与麸皮

载体混合），解决菌剂在大曲高温环境中的存活难

题；（2）菌剂添加工艺参数细化：设置不同菌剂添加

量（体积分数 0.5%~2.0% 梯度）、不同添加时间（如

制曲原料粉碎后、入曲前等关键节点），探究其对大

曲糖化力、液化力、发酵力等核心指标的影响，同时

分析菌剂对大曲风味物质（如酯类、醇类）生成的调

控作用，形成适配大曲制作的标准化添加方案；（3）
采用 5~10 L发酵罐进行中试放大试验，通过调整通

气量、搅拌速率等参数匹配工业化传氧传质需求；

（4）针对装液量参数，可基于“体积-表面积比”等效

原则进行梯度优化，建立实验室参数与工业生产参

数的关联模型，为实际应用提供过渡依据。

4 结论

以高温大曲中筛选的一株苏云金芽孢杆菌为

对象，采用单因素试验和响应面法优化其产蛋白酶

和淀粉酶的活力条件。结果显示，装液量对酶活性

影响极显著，其次是碳源和氮源质量浓度。产淀粉

酶最佳条件为酵母粉 21 g/L、淀粉 32 g/L等，酶活力

达 349.32 µmol/（min·mL），是优化前 5.4 倍；产蛋白

酶最佳条件是酵母粉 12 g/L、淀粉 22 g/L等，酶活力

为 8.70 µmol/（min·mL），是优化前 14.5 倍。优化显

著提高产酶活性，对高效利用酿酒原料和提高白酒

酿造品质具有一定参考价值。

参考文献：

［1］ 李季鹏 .淀粉酶、蛋白酶在芝麻香型白酒中的应用［D］.济南：济南大学，2013.
［2］ 孙利林，李立郎，胡萍，等 . 酱香型白酒大曲的微生物菌群结构及风味成分分析［J］. 现代食品科技，2020，36（8）：299-

306+193.
［3］ 游勇，吴晓玉，廖家富，等 . 特香型白酒大曲中一株耐热产淀粉酶地衣芽孢杆菌的分离和鉴定［J］. 酿酒科技，2022（3）：

17-24.
［4］ 周平，罗惠波，黄丹，等 . 中高温大曲中一株耐热地衣芽孢杆菌耐受性及产酶特性的初步研究［J］. 食品科技，2016，41

（11）：14-20.
［5］ 王鹏 .地衣芽孢杆菌强化对浓香型白酒酿造微生物群落结构和代谢的影响［D］.无锡：江南大学，2017.
［6］ 黄锶钘，王玉荣，贺子豪，等 .高温大曲中芽孢杆菌菌群多样性解析及其分离株鉴定［J］.中国酿造，2024，43（3）：79-83.
［7］ 杜东晓，赵龙妹，贾少轩，等 .产淀粉酶菌株的筛选鉴定及酶学特性研究［J］.饲料研究，2021，44（19）：80-84.
［8］ 刘宁，张宿义，明红梅，等 . 中温大曲中产淀粉酶芽孢杆菌的筛选鉴定及培养条件优化［J］. 中国酿造，2023，42（12）：

38-44.
［9］ 张璋，赵腾飞，李红霞，等 .产淀粉酶芽孢杆菌的分离鉴定、高温驯化及酶学性质研究［J］.中国酿造，2023，42（9）：79-84.
［10］ 王志山，李苗，陈文浩，等 .一株芝麻香型白酒高温大曲细菌 Q2B1的鉴定及其产酶活性研究［J］.中国酿造，2020，39（2）：

51-55.
［11］ 胡晓龙，冯大鸿，田瑞杰，等 .中温大曲产淀粉酶菌株的筛选鉴定及培养条件优化［J］.中国酿造，2023，42（1）：78-85.
［12］ 王屈祎，钟倩，闫如玉，等 .淀粉酶产生菌的筛选、鉴定及其发酵条件优化［J］.微生物学通报，2022，49（1）：173-188.
［13］ 张璋，赵腾飞，李红霞，等 . 产蛋白酶芽孢杆菌的筛选、耐酸性驯化及蛋白酶酶学性质分析［J］. 中国酿造，2024，43（1）：

84-90.
［14］ RAUL D， BISWAS T， MUKHOPADHYAY S， et al. Production and partial purification of alpha amylase from Bacillus subtilis

··10



第 2 期 蒋泽元，孙明宇，王庆兰，等：高温大曲中苏云金芽孢杆菌产淀粉酶和蛋白酶条件优化

（MTCC 121） using solid state fermentation［J/OL］. Biochemistry Research International，2014. https：//doi. org/10.1155/2014/
568141.

［15］ ROSAZAZA T，EIGENTLER L，EARL C， et al.Bacillus subtilis extracellular protease production incurs a context-dependent 
cost［J］.Mol Microbiol，2023，120（2）：105-121.

［16］ 张运祺，郑自强，邢浩博，等 .一株嗜热脂肪芽孢杆菌的筛选及其产酶特性研究［J］.酿酒科技，2023（5）：78-84.
［17］ BALACHANDRAN C，VISHALI A，NAGENDRAN NA，et al. Optimization of protease production from bacillus halodurans un⁃

der solid state fermentation using agrowastes［J］. Saudi J Biol Sci，2021，28（8）：4263-4269.
［18］ WEN Y X ，QIANG J Y，ZHOU G U， et al. Characterization of redox and salinity-tolerant alkaline protease from bacillus halo⁃

tolerans strain DS5［J］. Front Microbiol，2022，13：935072.
［19］ 蒋泽元，万义芳，蒲驰中，等 .高温大曲中高产淀粉酶和蛋白酶细菌的分离、鉴定及生物学特性研究［J］.中国酿造，2024，

43（2）：60-63.
［20］ 杨磊，陈良 .浓香型酒醅中一株耐热地衣芽孢杆菌产淀粉酶和蛋白酶培养条件的优化［J］.酿酒，2021，48（2）：49-53.
［21］ 张传丽，李同祥，杨凡，等 . 产淀粉酶和蛋白酶芽孢杆菌的筛选鉴定及其酶学性质分析［J］. 中国酿造，2023，42（12）：

110-116.
［22］ 赵华，任青霞，张敏，等 .酒曲中高产蛋白酶菌株的筛选及其发酵培养基优化［J］.中国酿造，2023，42（5）：157-164.
［23］ 曾德勇，方镒，刘涛，等 .酱香型高温大曲中高产蛋白酶细菌的分离及鉴定［J］.酿酒科技，2015（3）：27-30.
［24］ 马校卫，颜林春，汤二将，等 . 高温大曲中产耐热性蛋白酶芽孢杆菌的筛选和鉴定［J］. 食品工业科技，2012，33（15）：

169-173.
［25］ YOO Y J，HONG J，HATCH R T.Comparison of alpha-amylase activities from different assay methods［J］.Biotechnol Bioeng，

1987，30（1）：147-151.
［26］ 张学英 .蛋白酶及其活力的测定［J］.酿酒，2008（6）：100-102.
［27］ 赵笑，蔡淼，杨智杰，等 .解淀粉芽孢杆菌 GSBa-1凝乳酶对切达干酪成熟过程中蛋白水解及生物活性的影响［J］.食品科

学，2020，41（22）：103-111.
［28］ 马翠苹 .白酒窖泥中纤维素酶产生菌的筛选及在白酒发酵中的应用［D］.哈尔滨：黑龙江大学，2014.

责任编辑：李远辉

··11


