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快速筛选耐酸性!5淀粉酶生产菌株的平板透明圈法

徐良玉， 石贵阳， 陶 飞， 张 梁
（江南大学 工业生物技术教育部重点实验室，江苏 无锡!.2#$3）

摘 要：以可溶性淀粉为底物配制固体培养基，然后低温处理（26）平板培养物，产淀粉酶的菌株

其菌落周围的培养基由白色变成灰色且透明)该方法不具有破坏性，不需要预先接种菌落，能直接

发现和分离分解利用淀粉的微生物)利用淀粉琼脂平板还能快速验证淀粉酶的耐酸性，根据在-7
2)!和-73)#的琼脂平板上透明圈的直径!与淀粉酶活力的对数(8"的关系，求出淀粉酶在-7
2)!和-73)#时的淀粉酶活力)-72)!时比-73)#时的比值大，说明该淀粉酶产生菌的耐酸性

较强)
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耐酸性!5淀粉酶在酿酒、淀粉原料加工以及味

精生产中起到了重要的作用)味精厂对淀粉水解液

的质量要求十分严格)从糖化效果、经济性及满足

谷氨酸发酵产高酸的要求等方面考虑，一般选用淀

粉含量高、酸值低的淀粉原料，加工工艺-7值为

2)3!2)0，添加耐酸性!5淀粉酶可使原料液化完

全)应用耐酸性!5淀粉酶，可以在酸性条件下进行

淀粉的液化，避免了调酸阶段，不但节约了成本、降
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低了劳动强度，而且提高了原材料的利用率、提高

了生产效益!
大多数产淀粉酶菌株的筛选和检测方法是在

可溶性淀粉固体培养基上接种培养，并在平板上倾

倒稀碘液，来检测淀粉的分解情况!这种方法费时，

且不适合快速分离不受污染的菌株!
"!#$%&’等人［(］以丽玛斯醇亮蓝)**（)+,&-./

*01//1&’2*/3+）与淀粉结合的方法，分离纯化产淀粉

酶的生产菌株!该方法用在以)**4淀粉为底物的

琼脂平板上，可快速有效的筛选分解淀粉的微生

物!
作者研究了更为简单有效的大量分离纯化淀

粉酶生产菌株的方法!以可溶性淀粉为底物，制作

成琼脂平板，平板培养物经过56的低温处理后，

菌落周围的培养基颜色变深，透明 ，在淀粉琼脂培

养基的白色背景中，能直接分离不受杂菌污染的

菌株!
根据淀粉酶的活力和透明圈直径的关系测定

不同菌株产生的淀粉酶的活力，这种活力测定方

法，与文献［5］的淀粉酶活力的测定方法相比，操作

简便、快速，节省劳动量!
在%75!8和%79!:的琼脂平板上测定淀粉

酶的活力，即可初步估计!4淀粉酶的耐酸性!这种

测定淀粉酶耐酸性的方法，方便、快捷，劳动量小，

仅需要测定透明圈的直径便能初步计算淀粉酶的

活力，并比较了淀粉酶的耐酸性!

! 材料与方法

!"! 实验材料

!!!!! 菌种( 从自然界取来的土样筛选分离得

到［8，;］!
!!!!# 普通酶液 作者所在的生物资源实验室

保存!
!!!!$ 培养基

(）菌株筛选培养基 组分（<／=）：可溶性淀粉

8，蛋白胨:!>，琼脂8，氯化钙:!5，磷酸氢二钠:!?，

%75!8!
8）耐酸性的淀粉琼脂培养基 组分（<／=）：可

溶性淀粉>，琼脂8，氯化钙:!5，%7值分别为9!:
和5!8!
!"# 实验方法

!!#!! 普通透明圈平板的制作

(）取两块分离培养基平板，标上记号(和8!
8）将分离平板上的单个菌落挑起，接入平板(

和平板8的对应位置，每板接种(9个不同的菌株，

放入;:6培养箱培养85@，长出菌落!
;）取8号平板用倾倒稀碘液法做透明圈试验，

确定8号平板上透明圈的位置，从(号平板上挑出

对应的菌落接入斜面保存或摇瓶培养!
!!#!# 冷冻透明圈平板制作( 将长有菌落或用普

通淀粉酶制作的可溶性淀粉培养基平板放入56
冰箱，放置85"A8@或更长时间!在淀粉琼脂培养

基的白色背景中，透明圈区域颜色变深，透明，容易

发现!
!!#!$ 测定淀粉酶活力的对数/’!和透明圈直径

"的关系

(）将普通淀粉酶液稀释成为不同稀释度的酶

液［5］!
8）按(!8!8制作透明圈!
;）用量角规测定透明圈的直径!
5）以透明圈直径"为纵坐标，酶活力对数/’!

为横坐标，作曲线图，求出"与/’!的函数关系!
!!#!% 淀粉酶活力的测定方法 在不同%7淀粉

琼脂平板上，测量出透明圈的直径"，根据/’!和"
的关系，求出淀粉酶在不同%7时的活力［5］!
!!#!& 耐酸性的测定( 比较%75!8和%79!:时

的活力，!（%75!8）／!（%79!:）的比值大，说明淀

粉酶的耐酸性较好!

# 结果与讨论

#"! 测定普通酶液的活力

用普通淀粉酶作为对照，筛选耐酸性更强的淀

粉酶生产菌株!普通酶液在%75!8时的活力是%7
9!:时淀粉酶活力的一半，为了筛选到耐酸性!4淀

粉酶生产菌株，要求菌株生产的淀粉酶在%75!8
时的活力与%79!:时的活力的比值大于:!>，见

表(!
表! 普通酶液在’()"*和’(%"#的淀粉酶活力

+,-"! +./,0123214561./7/8/9,:,;4:,</,1’()"*,8=’(%"#

%7值 普通淀粉酶活力／B

9!: 8:::

5!8 (:::

#"# 透明圈法快速初筛耐酸性!>淀粉酶生产菌株

#!#!! 菌种筛选培养基的%7 由于要筛选分离

耐酸性!4淀粉酶生产菌种，筛选分离用的培养基应

尽可能是酸性环境，以便筛选到产耐酸性!4淀粉酶

的菌株；而且淀粉酶在%75!:以下易失活［>］，且琼

脂在%75!:时，灭菌时易分解，平板培养基很难凝

固，所以培养基的%7值选择为5!8!
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由于平板培养基的!"为#$%，菌株产生的!&
淀粉酶的耐酸性能从透明圈的直径间接地表现出

来，不耐酸的淀粉酶，形成的透明圈直径很小，甚至

不能形成透明圈$因此，在酸性平板上，即可达到初

步筛选耐酸性!&淀粉酶生产菌种的目的$
!$!$! 菌种筛选培养基上!与’(" 的关系) 在

!"#$%时将)***+的普通酶液稀释成%$,!%,+
的稀释酶液，并换算成对数$

将-".的稀释酶液点在菌种筛选平板上，于#
/冰箱处理%#0，观察透明圈的形成情况，并测定

透明圈的直径$所用培养基为菌种分离培养基，作

!和’("的曲线图，求出!与’("的关系，见图)$

图" 菌种分离时#$%&!的平板上!与’("的关系

)*+&" ,-./.’01*2(3-*#24!5*1-’("2(36/..(*(+#’01.
01#$%&!

根据!与’(" 的关系，可以估计淀粉酶的活

力$菌落在菌种筛选培养基上长出菌落，在周围形

成透明圈，测量透明圈的直径，根据!与’(" 的关

系，计算出该菌落产生的淀粉酶活力，估计出在!"
#$%的酸性条件下菌落产耐酸性!&淀粉酶的能力$

用冷冻透明圈法筛选产淀粉酶的菌种，方便、

快捷、不易染菌，而且容易发现透明圈$菌种的筛选

过程中，不需要频繁的接种和分离，节省了大量的

劳动，能在较短的时间内筛选到大量的菌株$
!&7 !8淀粉酶的耐酸性

分别作出!"#$%和!"1$*时’(" 和!的曲

线，根据透明圈的直径估计菌株产淀粉酶的活力$
与!"1$*时的淀粉酶活力相比，!"#$%时淀粉酶

的活力下降的幅度小，表明该淀粉酶具有耐酸性$
!$7$")!"1$*时平板透明圈直径!与’(" 的关

系 制作透明圈，将普通酶液稀释成,!,*+的稀

释酶液，取稀释酶液-".，滴加到淀粉平板上，冷冻

#0后，测量透明圈的直径!，作出!与’("的散点

图，求出!与’("的函数关系，见图%$
将分离筛选到的菌株发酵培养后的发酵液，制

作透明圈，根据透明圈的直径计算出菌株发酵液淀

粉酶的活力，测定!"1$*时菌株2")发酵液的淀

粉酶活力，作为!"#$%时淀粉酶活力的比较基础$

图! #$9&:时透明圈直径!与’("的关系

)*+&! ,-./.’01*2(24!5*1-’("01#$9&:

!$7$!)!"#$%时，平板透明圈直径!与’(# 的

关系 将!"#$%时)***+的普通酶液稀释成

%$,!%,+的稀释酶液，在制作透明圈时，由于在

!"#$%的酸性条件下，普通酶液的活力较低，所以

用于制作透明圈的酶液为1".，以便使平板培养基

的淀粉分解完全，在淀粉平板上呈现出透明区域，

见图-$

图7 #$%&!时透明圈直径!与’("的关系

)*+&7 ,-./.’01*2(3-*#24!5*1-’("01#$%&!
用筛选分离得到的菌株的发酵液制作透明圈

（制作透明圈时，滴加的酶液量为1".），测量透明

圈的直径，根据!"#$%时!与’(" 的关系，计算

出菌株发酵液淀粉酶在!"#$%时的淀粉酶活力，

与!"1$*时的淀粉酶活力相比，若比值大于*$,，

即表明该菌株生产的淀粉酶与普通酶液相比，有一

定的耐酸性$
!$7$7" 菌株2")的耐酸性试验 将菌株2")的

发酵液制作透明圈，取-".的发酵液滴加到!"
1$*的淀粉琼脂平板上，放置在冰箱中，冷冻处理#
0，测量透明圈的直径为3$-44$从公式!5)$*3,
-’("6#$78-3计算淀粉酶液的活力为1$-+$

取1".的发酵酶液滴加到!"#$%的淀粉琼脂

平板上，冷冻处理%#0后，测量透明圈的直径为

8$)44，通过公式!5%$%#’("6,$)7-8计算出
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淀粉酶的活力为!"#$%#
&’(#)与&’*#"时淀粉酶活力的比值为"#*，

超过了"#$，初步判断该菌株生产的淀粉酶具有一

定的耐酸性#
用透明圈法估计淀粉酶的耐酸性方便快捷，仅

在淀粉琼脂上即可在短时间内对耐酸性进行测定，

还可以避免因温度反应而导致的淀粉酶的失活#
文献［(］描述的!+淀粉酶的活力测定方法，需

要配制可溶性淀粉溶液、稀碘液，而且需要水浴加

热，计时，计算酶活力等步骤，费时费力#由于在低

&’条件下，淀粉酶的活力受到抑制，反应时间延

长，在*",的条件下，淀粉酶会因为受热而失去部

分活力，所测定的淀粉酶的活力并不能完全反映出

淀粉酶活力与&’的关系#用这种方法测定的淀粉

酶的耐酸性往往偏低，容易漏选耐酸性!+淀粉酶生

产菌株#

! 结 论

在&’(#)的筛选培养基上，利用平板冷冻透

明圈法可以快速、方便的大量筛选!+淀粉酶生产菌

株，不需频繁的接种，菌体不被其它微生物污染，节

省劳动力#而且在淀粉琼脂平板上可快速检验!+淀

粉酶的耐酸性#菌株-’!发酵生产的淀粉酶与普通

相比，有一定的耐酸性#
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