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  摘要:在100~400MPa压力、保压20min的条件下处理酱油酿造菌种———米曲霉,研究

高压对米曲霉存活率、形态特征、生理性质、蛋白酶、淀粉酶活性等的影响,并诱变筛选优良菌

株。结果表明:高压对米曲霉的存活率、形态特征有明显的影响;压力对蛋白酶及淀粉酶活性

的影响也有特异的规律,即在一定压力范围内(0.1~200MPa)蛋白酶的活性随着压力的增加

而减小,但随着压力的进一步升高(200~400MPa)蛋白酶的活性又逐渐增强,在300MPa时

超过对照组,400MPa时蛋白酶的活性达到最高值;淀粉酶在0.1~100MPa时活性下降,在

200MPa时其平均的糊化和糖化活性最强、活力最高,当压力升高活性又开始降低,400MPa
时几乎又回到对照值。另外,高压处理后获得一株理想的变异菌株 HP300a:生长速度快、孢
子数量多、蛋白酶活力高,且不易被杂菌污染。其成曲的几项主要指标均优于对照株,酿出酱

油的几项主要指标也明显优于对照株。为利用高压诱变筛选米曲霉优良菌种、提高酿造酱油

产品的产量及质量提供了理论依据,并发现了高压处理米曲霉引起其蛋白酶及淀粉酶活性改

变的特殊规律。
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1 引 言

  近年来随着高压理论和技术的发展,高压生物学的研究已经深入到生物学的多个领域[1-11],如高压

对蛋白质、核酸等生物大分子结构及功能的影响[2-3],对细胞凋亡的影响[4],对高等植物的诱变及机理的

研究[5]等。高压技术在食品工业中也有着广泛的应用,如高压能破坏细胞结构造成微生物的死亡,因此

可以用来替代高温进行灭菌以保持食品的风味[6-9],高压也能对微生物的各种代谢产生影响,造成其形

态结构、生理活性、生化反应、遗传特性[10-11]等多方面的改变,为诱变、筛选优良菌种提供了基础。
米曲霉(Aspergillusoryzae)是广泛运用于酿造工业的一类真菌,它具有一套分解蛋白质和糖化淀

粉能力均较强的酶系,适用于酿造酱油及酱类调味品。米曲霉的蛋白酶及淀粉酶的活性,是直接影响大

豆、麸皮等酿造原料中蛋白及淀粉的利用率及产品收率的关键因素,因此,利用化学诱变剂、紫外线照射

等传统方法诱变筛选蛋白酶及淀粉酶活性较高的米曲霉优良菌种的研究较为广泛[12-13],但利用高压对

米曲霉进行诱变筛选尚未见报道。本实验以目前国内酱油生产中常用的米曲霉3.042一级菌种为出发
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菌种,探讨高压对米曲霉存活率、形态特征、生理性质、蛋白酶及淀粉酶活性等的影响规律,不仅为高压

诱变筛选米曲霉优良菌种提供一定的理论依据,而且也为运用高压技术诱变菌种这一新的领域提供了

理论依据。

2 材料与方法

  实验材料为米曲霉3.042,由吉林省长春市北康酿造厂提供。实验用高压设备参见文献[5]。
高压处理:先将菌种在豆汁斜面培养基[14]上30℃活化72h,用无菌生理盐水(0.85%)稀释至

104mL-1左右,吸取1mL米曲霉孢子悬液于灭菌的传压袋中,采用4个压力梯度100、200、300、

400MPa进行保压20min处理,同时设立对照组。
米曲霉致死率测定:处理后各取样0.1mL加0.5mL无菌生理盐水稀释,再各取0.1mL接种到豆

汁平板培养基,每样重复5次,48h后查菌落数,计算致死率[15]。
孢子生长方式的观察:取处理后培养48h的米曲霉孢子,美蓝染色液,显微镜下观察。
淀粉酶活性测定:采用DNS法测定淀粉酶活性[12,16]。
蛋白酶活性测定:采用Fulin法[17]测定蛋白酶活性。
甲基红和伏-普实验:采用甲基红实验[18]及伏-普实验(V.P实验)[18]检验糖代谢过程中丙酮酸代谢

途径。
柠檬酸盐实验:采用柠檬酸盐实验[18]检验。
诱变株的筛选及其酿造酱油的检测:高压处理后,从300MPa、400MPa处理样品中筛选蛋白酶及

淀粉酶活力均较高的菌株,连续5次传代、检测,在300MPa处理组中获得了稳定遗传的理想菌株

HP300a,其 特 点 是 生 长 速 度 快、孢 子 数 量 多、蛋 白 酶 活 性 高,且 不 易 被 杂 菌 污 染。并 且 按

GB 18186-2000《酿造酱油》中华人民共和国行业标准[19]对HP300a酿造酱油进行主要理化指标检测。

3 结果与分析

3.1 致死率随压力的升高而增加

  米曲霉在经过高压处理后,致死率随着压力的升高而增加。400MPa组在48h检测时,无菌落生

长,在72h时,5个处理中有4个各出现1个菌落。各处理组的平均存活株数及致死率参见表1,致死

率分析曲线参见图1。

图1 米曲霉相对致死率

Fig.1 RelativedeathratioofAspergillusoryzae

表1 压力对米曲霉致死率的影响

Table1 EffectondeathratioofAspergillusoryzae
byhighpressure

Pressure
/(MPa)

Averagesurvival
strains(unit)

Rateofdeath
/(%)

Control 525.2 0

100 409.6 22.01

200 215.7 59.02

300 6.2 98.82

400 0.8 99.85

3.2 高压处理后米曲霉孢子生长方式发生明显变化

  经高压处理的米曲霉,其孢子生长方式发生了明显变化,呈现分散趋势。对照组的米曲霉孢子多为

聚集生长,随着压力的升高米曲霉孢子生长逐渐出现分散,达400MPa时,米曲霉孢子基本单个生长,
少有聚集(见图2)。
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(a)Control                     (b)400MPa

图2 米曲霉孢子生长状态

Fig.2 GrowthstateofsporesofAspergillusoryzae

3.3 高压处理后淀粉酶及蛋白酶活性明显改变

  分别测定总淀粉酶及α-淀粉酶的活性,发现总淀粉酶的活性随着压力的升高出现先抑制后增强再

下降的规律(见表2和图3)。

图3 总淀粉酶活性

Fig.3 Amylaseactivity

表2 压力对米曲霉总淀粉酶活性的影响

Table2 EffectonamylaseactivityofAspergillusoryzae
byhighpressure

Pressure/(MPa) Amylaseactivity

Control 0.55

100 0.50

200 0.77

300 0.73

400 0.58

α-淀粉酶的活性与总淀粉酶的活性的变化规律相似,也是随着压力的升高出现先抑制后增强再下

降的规律(见表3和图4)。

图4 α-淀粉酶活性

Fig.4 α-amylaseactivity

表3 压力对米曲霉α-淀粉酶活性的影响

Table3 Effectonα-amylaseactivityofAspergillusoryzae
byhighpressure

Pressure/(MPa) α-amylaseactivity

Control 0.34

100 0.27

200 0.43

300 0.41

400 0.31

蛋白酶活性虽然也出现先抑制后增强的变化,但蛋白酶活性在200MPa时最低,当压力在200MPa
以上活性又开始增加,400MPa时达最高值(见表4和图5)。
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图5 蛋白酶活性

Fig.5 Proteaseactivity

表4 压力对米曲霉蛋白酶活性的影响

Table4 EffectonproteaseactivityofAspergillusoryzae
byhighpressure

Pressure/(MPa) α-amylaseactivity

Control 1563

100 1309

200 1125

300 1906

400 2142

3.4 高压处理后米曲霉发酵的几个基本代谢途径未发生改变

  色氨酸酶能分解色氨酸产生吲哚,导致发酵产品鲜味下降。米曲霉出发菌种在发酵过程中不产生

色氨酸酶,高压后的菌种同样不产生色氨酸酶,所以吲哚试剂均为阴性反应。
米曲霉出发菌种不将培养基中糖代谢产生的丙酮酸分解为甲酸、乙酸、乳酸等,以保持培养基不出

现酸化,所以甲基红试验为阴性反应。米曲霉采用另外一种代谢途径将培养基中的丙酮酸进行缩合,脱
羧变成乙酰甲醇,因此在V.P试验中为阳性反应。高压处理后的米曲霉,其丙酮酸的代谢途径并未发

生改变,甲基红试验仍为阴性反应,V.P试验为阳性反应。
米曲霉能利用柠檬酸钠作为碳源,在分解培养基中的柠檬酸盐及磷酸铵后,产生碱性化合物,以维

持米曲霉培养基中正常的pH值,因此柠檬酸盐实验是阳性,而高压处理后,米曲霉的这一性质也并未

改变。
结果表明,高压并未改变米曲霉的上述代谢途径,因而不会改变发酵产品的品质。

3.5 诱变株HP300a酿造酱油的主要理化指标明显高于出发菌株

  全氮和氨基态氮分别是酱油原料利用率和质量的主要指标,其含量高低主要取决于酱油曲中各种

蛋白酶活力的大小[20]。诱变株 HP300a的成曲,蛋白酶活性是出发菌株的1.43倍,HP300a酿造酱油

的几项主要指标也明显优于对照株:诱变株酿造的酱油氨基酸态氮含量为8.92g/L(以氮计),是出发

菌株的1.4倍;全氮含量是14.33g/L(以氮计),为出发菌株的1.2倍;而总酸含量为2.78%,是出发菌

株的1.9倍;全氮利用率为81.6%,明显高于出发菌株的70.8%。其质量达到“GB 18186-2000低盐

固态发酵酱油”特级品[19]的标准,明显优于出发菌株酿造的酱油(一级品)。

4 讨 论

  作为一项基本的热力学变量,压力是影响物质性质以及化学反应速度和平衡的重要物理学参数,它
同样能影响生物大分子的性质和结构以及生物体内的各种生理生化的反应。

高压能够引起微生物的许多变化,如细胞形态、生化反应、遗传特性等。高压还可以使微生物的细

胞膜、细胞壁、蛋白质结构等产生变化,因此高压可被用于灭菌及制备疫苗。但部分微生物在压力高达

1600MPa后还能可逆地恢复正常形态和运动的特性[11]。在高压处理后存活的菌株中能产生可遗传的

变异[13]。
本工作研究了高压对米曲霉的形态、生理生化性质、蛋白酶活性等的影响,在实验中发现,高压对米

曲霉有明显的致死效应,而且致死率随着压力的升高而升高,在300MPa时致死率超过98.8%。而经

高压后存活下来的米曲霉,其形态、蛋白酶及淀粉酶的活性发生了一系列的变化。但高压对米曲霉的蛋

白酶及淀粉酶活性的改变规律与致死率不同。在存活下来的菌株中,蛋白酶及淀粉酶的活性有所变化,
但这种变化并非是随着压力的增高而持续下降,而是既有下降也有升高,并且较高压力(300MPa、

400MPa)处理后存活率较低,而存活下来的菌株的酶活性又普遍较高,这就为菌种的进一步筛选创造

了有利条件。
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高压后存活下来的菌株,其第一代的各种酶活性的改变既可能是由于高压作为一种外界信号引起

基因表达改变造成的,也可以是由于高压导致基因组结构的改变引起的。但经过5次以上传代的菌株,
其生理生化性质改变是稳定的,可以认定是发生了稳定的可遗传的变异,本研究所获得的 HP300a即是

一株稳定的理想变异菌株。本研究证明高压可以作为米曲霉一种理想的诱变手段,为工业菌种的诱变

育种开辟了一种新的途径。
对于本研究中发现的高压对米曲霉中蛋白酶及淀粉酶活性改变的特殊规律,有待于从压力信号引

起的基因表达改变的机理方面做进一步探讨。
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HighPressure-InducedChangesofPhysico-ChemicalProperties
andMutagenesisinAspergillusOryzae

WANGHua1,2,SHENSi-Le1,2,LIZhi-Hui1,CUIHang3,WANGYan-Feng2,
FUXin-Xin2,YANGFan2,CHANGLiang2,ZHENGXiao-Yi2,ZOUGuang-Tian1

(1.NationalLaboratoryofSuperhardMaterials,JilinUniversity,Changchun130012,China;

2.CollegeofLifeScience,JilinUniversity,Changchun130012,China;
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Abstract:Inordertostudythepressure-inducedchangesofbiologicalandphysiochemicalpropertiesin
fungi,AspergillusOryzaewastreatedwithhighpressureat0.1~400MPafor20min,andtheirvia-
bilityandmodality,aswellastheactivityofproteaseandamylaseweredetermined.Theresult
showedthathighpressureinducedobviouschangesintheviabilityand modalityofAspergillus
Oryzae.TheactivitiesofproteaseandamylaseinAspergillusOryzaeshowedaspecificregularpattern
uponhighpressuretreatment.Inthepressurerangeof0.1~200MPa,theproteaseactivitiesde-
creased,butenhancedgraduallyintherangeof200~400MPa.Theproteaseactivitywaslargerthan
controlstrainaftertreatmentfungiwith300MPaorhigher,andreachedthemaximalat400MPa.The
activityofamylasealsodecreasedwithpressureintherangeof0.1~100MPaandgraduallyenhanced
intherangeof100~200MPa,andsubsequentlydecreasedagainattherangeof200~400MPa.The
activityofamylaseishighestinthetreatmentwith200MPa,andsameascontrolstrainat400MPa.A
finemutantstrainoffungi,HP300a,wasobtainedaftertreatmentwith300MPa.HP300ahasaseries
ofexcellentcharacteristic:quickgrowth,morespores,higheractivityofprotease,andisrarelypolluted
byotherstrains.Inaddition,severalindexesofsoysaucebrewagedbyHP300aweremuchbetterthan
thatbycontrolstrains.
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