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细菌
� 一
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淀 粉 酶 活 性 的 测 定 方法

部显章
�
蓑田泰治

摘

�
。

不同源 的 � 一

淀粉酶样品
,

用 � 种 � 一

淀粉酶的刚 定方法作 了比较
,

得 出 了

各种方 法测 定值之间的 比值
,

可以 用来统一估算在工 业生产和科学 实验中的
� 一

淀

粉酶活性水平
。

�
�

由于 � 一

淀粉酶的特性
、

作用 条件以 及淀粉来源不同所表现的活性全 然不同
,

要以 一种简单的统一的测 定方 法测 定
� 一

淀粉酶活性是不 可能的
。

�
。

细 菌
� 一

淀粉酶用液化力的 �� ��
一
�

一

�� ��  刚 定 法 , 侧 定过程与实际应 用较

为
、

接近 , 该法的浏定温度高
,

能与其他酶品种相 区别 � 该法 的刚 定值能与比 色法一

致
,

它是一个值得推广 的方 法
。

一
、

引 言

细菌
� 一

淀粉酶是一种淀粉水解酶
,

能任意切断淀粉结构中的
� 一
�

一

�� 一 �� 葡萄糖普 键
。

因此
, � 一

淀粉酶的活性测定方法有二类
�

一类是根据淀粉的粘度降低的程度来测 定 的
,

常

叫液化力法
� 另一类是根据淀粉的直链部分的减少程度

,

再与碘反应
,

逐步由紫
、

红
、

黄
、

无

色的色调变化来测定的
,

常叫糊精化力法
。

� 一

淀粉酶的来源很多
,

不同来源的酶
,

其化学性质差异很大
,

就细菌产的 � 一

淀粉酶来

说也不是单一的酶
,

常是多种类淀粉酶的混合酶类
,

所 以
,

用某一特定的测定方法来测定各

种类的
� 一

淀粉酶的活性是有困难的
,

加上各产业界为了充分发挥酶的作用
,

采用多种 类的淀

粉分解工艺
。

因此
,

目前产生了许多
� 一

淀粉酶的实用测 定方 法
,

但 其 结 果 都 用
“
单位 �

毫克 �毫升�,, 来表示酶活性值
,

显得非常混乱
。

这不但对各国
� 一

淀粉酶的研究成果 及 生产

水平的分析带来不少麻烦与误解
,

而且对酶的进一步应用与发展十分不利
。

本文通过细菌
� 一

淀粉酶的不同样品和不同测定方法作比较指出
,

同一来源的酶样 的 方

法比值是一个十分有意义的数值
。

�
蓑田 泰治

, 日本东京大学农艺化学系应用微生物教室教授
。
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二
、

试 验 方 法 和 材 科

�一 � 试验方法

我们在细菌
� 一

淀粉酶的深层培养研究中采用过几种
� 一

淀粉酶活性的测定方法
�

如在遗

传学方法育种中采用的微量法
,

发酵工艺试验中采用的比色法和液化力法 , 以及我国的部颁

法
。

这些实用的
� 一

淀粉酶测定方法都己在原文献报导的基础上作了某些修改
。

本文所 采 用

的方法的操作要点简述如下
�

�
。

中华人民共和国轻工业部颁标准法 �以下简称中国部颁法�
。

�‘琳 ’

取 � �可溶性淀粉 �� 毫升和 �
。

�� �� �
。

� 磷酸氢二钠一柠 檬 酸 缓 冲 液 � 毫 升
,

放 入

小�� � �� � 毫米大试管中
,

在 �� ℃恒温水浴中预热 �一� 分钟
,

然后加入预先稀释好 的 酶 液

�
。

� 毫升
,

即用秒表记录时间
,

充分摇匀
,

定时用滴管取出反应液 �
。

� 毫升
,

滴加于预 先充

满 比色稀碘液 �碘 �
�

�� � 克和碘化钾 �� 克于 � 升水中�约 �
。

� 毫升的白磁穴内
,

当穴内呈色度

由紫色逐渐变为红棕色
,

与标准色泽相同时
,

即为反应终点
。

计算时间� �分�
。

上述条件下一个酶单位表示 � 毫升酶液 � 小时糊精化可溶性淀粉的克数
。

� 酶单位 � ��。� � � � � � � � � � � � 。
�

� 一

华
�

�
一酶的稀释倍数

� 一糊精化的时间 �分 �

�
。

日本工业规格液化力法�� �以下简称液化力法或 �� �
一
�

一了� �� 法�
。

在药用马铃薯淀粉 �无水物计 � �� � 克中
,

加入 � � �� 醋酸一醋酸钠缓 冲液 �� � �
。

�� � ��

毫升
,

以蒸馏水定客 � � � � 毫升
,

用电磁不断搅拌
。

吸取上述淀粉乳浊液 �� 毫升于直径 �� 毫米的试验管中
,

加入稀释酶液 � 毫升
,

强烈振

动
,

同时在沸水浴中加热
,

使淀粉糊化成固体状
,

立即移入 �� ℃恒温水槽中
,

用秒表记录时

间
。

在反应过程中
,

时时将试验管倾斜
,

观察液化状态
。

达到 与基 本液 ��� ����
� � � ��

���

的同一粘度
,

即为反应终点
,

计算时间 � �秒 �
。

上述条件下
,

一个酶单位表示 � 毫升酶液在 �� 分钟内使 �克淀粉粘度下降到与基本液一

致的能力
。

�

� 酶单位 一 ‘�

尹
大 �

�
一稀释倍数

� 一液化时间 � �秒�

�
�

糊精化力的比色测定法 �� �以下简称比色法��

于大试管中加入 � �可溶性淀粉溶液 �� � �
。

� 醋酸缓冲液� �� 毫升
,

在 �� ℃ 恒温水槽中

预热 � 一 � 分钟
,

加入稀释酶液 � 毫升
,

摇匀
,

正确反应 �� 分钟后
,

吸取此反应液 � 毫升
,

加入含 �
。

� � � �� �� 毫升试管中停止酶反应
。

取上述终止液 � 毫升
,

加入含 。
。

� ��  碘和 �
。

�� � 碘化钾溶液 �� 毫升的试 管中显色
,

在波长 � � �
� � 杯厚 �� 毫米下比色

,

求得透光度 �
,

同时以蒸馏水代替酶液
,

同样操作
,

测

得对照透光度 �
。 。

上述条件下
,

一个糊精化力单位表示
, � 毫升酶液将淀粉一碘液复 合体的青色呈色度 减



少 � ��的能力
。

一 �
�

一
� � 、 � , 、

�
�

�

�
。

尸
。

�� � � � � � � � �� � � � � � � � 早 �立 � 一 � 汽
」� 声

一

�

—
一
�
� � �

� �
义 ��

� 一酶液的稀释倍数
� � � �一青色呈色度减少 ��  

�
。

东京大学丸尾教授的微量法 睁
’“�� 以下简称微量法�

。

称取可溶性淀粉 �
。

� 克 �以无水计 �于 � �� 毫升三角瓶中
,

加入 �
。

�� � � �
。

� 磷酸缓冲液

��� 毫升
,

瓶口 用铝纸包扎
,

在磁性搅拌加热器上溶解后
,

移入 �� ℃ 恒温槽中作基质淀粉之

用
。

吸取稀释酶液 �以 � � �
�

� 磷 酸缓冲液稀释� � 毫升
,

在 �� ℃恒温槽中 预 热 � 分 钟 后
,

加入 �
�

� � 基质淀粉液 � 毫升
,

充分混合
,

以秒表记录时间
,

正确 �� 秒钟
,

吸取此 反 应 液

�
。

� 毫升
,

加入含 � � � � � � 碘液 � 毫升的试管中
,

充分搅拌后
,

在波长 � � � � � 下测定 �
、

�

值
,

此后每隔 � 分钟左右同样测定
,

待测得 �
、

� 值同对照 �
、

� 标准近似时即为反应终点
。

对照 �
、

� 标准
,

以 �
�

�� � � �
�

� 磷酸缓冲液 � 毫升代替酶液
,

同法操作与时间 无 关
,

随便取样做 �一 �个 数据
,

计算平均 �
、

� 值
,

再以平均 �
、

� 值 � � � � 作为对照 �
、

� 标准
。

上述条件下
,
� 单位酶活表示 � 毫升酶液在 �分钟内水解 �� � 微克可溶性淀粉的量

。

� 单位值 ·
丛铁玩甲

生� ‘“� � “ 一 �
·

� , � ·

�
、

� 。
�

�一�� 秒钟的 �
、

� 值
。

�
、

�
�

一与对照 �
、

� 标准近似即终点 �
、

� 值
。

� 一到终点 �
、

� 值的时间 �分�
。

�
�

�一�� 秒钟换成以分为单位
。

�
一稀释倍数

。

�二� 材料

�
�

和光淀粉酶
�
�日本和光纯 药 工 业 株 式 会 社 � � ��

� 。 。

� �  � � � � ,

活 性 不 少 于

� �单位 � 毫克 �用 �� � � � �� �� �法 ‘� �
。

�
�

�� � � � ��
�

�
�

�
�

�
�

细菌淀粉酶 � ��� � � 一 �
,

活性 �� 单位 �毫克
,

一单位表示在 �

分钟 � � �
�

� ,

温度 �� ℃下水解淀粉产生 � 毫克麦芽糖
。

�
�

�
、

�
、

� � � � 发酵液 ���
�

以 �
�

�
�

� � � � 变种在 � 升玻璃罐中的发酵液 �由日本大学农兽医

学部丸尾教授供给�
。

�
。

�
。

�
。

�
。

发酵液
�
�

。

� � � � ����  ! ∀ 。
a

m y l
o

S
a e e

h
a r

i t i
e u s 摇瓶发酵液

。

5

.

C L A E S T A S E 商品酶
:
是耐温

a 一
淀粉酶的浓缩酶液 (由大阪市立工业研究所供给)

。

三
、

结 果 讨 论

今将本文所提供的测定方法的要点对比列于表一
。

表一的
a 一
淀粉酶活性的测定方法是一些经典法的修改法或是再修改法

,

但
a 一

淀粉酶的

活性的测定值根据某种酶的化学结构
、

操作条件及基质淀粉来源有很大不同
,

加上测定方法



表一
a 一 淀 粉 酶 活 性 侧 定 要 点

⋯⋯ 反 应 条 件件件件件件件件件件件件件件件件件件件件 反应终点指标标 测量范围围 1单位酶活活

方方法简称
{ {

最终
}
体积

{ ⋯温度!积积 时间pHHH 温度度 时间间间 单位/毫升升 值表示每分分

lll基 质 }浓度} {p H } }度毫升升升 ℃℃ 分分分分 钟水解淀粉粉

⋯⋯ ⋯% {毫升一 cc
%%%%%%%%%%%%%%% 毫克量量

我我国部颁法法 可溶性性 1 。

666 2 5

。

555 6

。

000 6 000 2
一
555 反应色调与与 10一 2 000 1 777

液液化力法法 淀粉粉 9 。

0 999 1 1

。

000 6

。

000 6 555 1 555 K
Z
C

r Z
O

7 +++ 3
一
1 000

///

比比 色 法法 马铃薯薯 0
。

999 1 1

。

000 6

。

000 4 000 1 000 C
o

C I
:

一致致 5一 1 000 111

微微 量 法法 淀粉粉 0 。

333 3

。

000 6

。

000 4 000 2
一
555 粘度与Sili

eo n eee 5一 1 000 0
。

111

可可可溶性性性性性性性 油一致致致致

淀淀淀粉粉粉粉粉粉粉 色泽在660
nmmmmmmm

可可可溶性性性性性性性 下减少10 %%%%%%%

淀淀淀粉粉粉粉粉粉粉 反应液的O
、

DDDDDDD

值值值值值值值值值在660
n m 下下下下

与与与与与与与与与对照O
、

D 值值值值
一一一一一一一一一致致致致

的修改常带来很大差值
,

而文献资料报导及各产业界的习惯
,

最终结果仍以
“
单位/毫克 (毫

升),, 表 示 酶的活性值
,

这不但没有可比性
,

而且常常引起误解
,

难以分析
。

例如表一的最

后一项所列单位酶活性值就无甚意义可言
。

表一的测定方法序号 (1)
、

(3 )

、

(4 ) 都可称为 W
ohl ge m ut h 式的糊精化力 法; 我国部 颁

法 (l) 系属富金原孝的再修改法 ; 比色法 (3 ) 属 W
o hl ge m ut h 的再修 改法

; 微 量 法 (4 )属

F u w a 的改良法
,

但这 些方法中最大的问题是基质淀粉种类对测定值有显著的影响
,

有试验

表明正 负 错 误 值 可 达 20 % 左右
,

其次问题是反应终点的指标
。

如对细菌
a 一
淀粉酶 而言

,

以淀粉的 碘液的紫色到红色的激变是属反应的终点
; 如方法 (D 中用特定的 标 准 终点液

:

K ZC 几O : + C 。。 l: 液
,

但个人因素影响较大
。

为了避免测定者的个人误差
,

在方 法 (3 ) (D 中

以比色代替人目测定
。

方法 (2) 是属液化力法
,

特别适宜耐热性高的细菌
a 一

淀粉酶的活性测定以及一些 具 有

使淀粉粘度急降的
a 一
淀粉酶的活性测定

。

由于该法的操作温度高
,

要经糊化处 理
,

不 适宜

于 A S P
。

o r
y

z a e
、

麦芽类的 a
一

淀粉酶活性 值的测定
。

下面将几种
a 一
淀粉酶样品

,

用上述测定方法所得结果列表二
、

三
。

表二 几种 a
一

淀粉酶样品的测 定酶活性的比较
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表三
a 一 淀粉酶测 定方法之间的比值

微 量 法

我国部颁法

液 化 力 法

我国部颁法
:

微 量 法

液 化 力 法

液 化 力 法

比 色 法

5 ig m a (U
。

S

。

A

。

)

和光 (JaP a n )

B
。

S

。

2 6 3 3

S

。

A

。

C

。

C L A E S T A S E

1 3 3

1 4 3

2 4 0

2 6 7

1 8 6

9

7

/

5

。

9

6

。

9 3

1 3

。

5

2 0

。

7

/

4 2

。

8

2 6

。

9

1

。

1 8

1

。

2 0

1

。

2 5

1

。

2 0

从表二中看出
,

同一样品但用不同的
a 一

淀粉酶的测定方法
,

毫升 ),, 的差值极大
。

显然
,

简单地说酶活性单位值是无意义的
。

表三是指出这些测定方法之间的比值
,

一些有趣的数值如下
:

在一些耐热性差的细菌糖化型 a 一 淀粉酶样品
,

如 B
.
S

。

2 6 3 3

所得酶活数值
“
单位/毫克

和 S
。

A

。

C

.

发酵液样品中
,

微量法

部颁法

在一些较耐热的细菌液化型

E ST A SE 样品中
:

一
250
倍;

傀糯碧
*5.、

a一
淀粉酶样品

,

如 Sig m a (U
。

S

。

A

。

)

,

日本和光酶和 C L A
-

微量法

部颁法
= 140倍;

液化力法

部颁法
二 7一9 倍

另外
,

在任一样品中
,

液化力法/比色法之间的比约 1
。

2

。

四
、

结 论

1. 细菌 a 一

淀粉酶的
“
单位值

” ,

由于分析方法的不同有很大差值
,

如果加上不同来源

的酶样品
,

分析的差值就更大
。

目前这些实用的测定方法各有其优缺点
,

统一使用一种方法

看来有很大困难
。

但是同一来源的酶样品采用较为统一的测定方法表示酶的活性看来很有必

要
,

不但可以用来统一表示和比较酶生产的活性水平
,

而且将对酶的应用和正常发展带来效

益
。

2

.

从四个测定方法中看出
,

细菌液化型
a 一
淀粉酶采 用液化力法测定有很多特点

:
如与

实用工艺相接近
,

可与其他酶品种区别开来
; 同时和比色法作比较来看

,

测 定 一 致
、

误 差

小
。

是一个可以推广的测定方法
。

3

.

从表三所得到的测定方法比值
,

可以了解和估算文献报导的有关
a 一

淀粉酶的研究及

生产水平
。

例 如
: 1982 年在 日本农艺化学年会 (东京)丸尾文治教授 (日本大学)发表产 a

-

淀粉酶的 B
.
S u b tilis 2 633 培养液单位为 40

,
0 0 0 一50

,
0 0 0 单位/毫升 的 报 导

,

如 用我 国 部

颁法表示
,

则该培养液 中单位值为
:

5 0 ,
0 0 0 单位/毫升
250

“ 2 0 0单位 /毫升
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