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曲霉糖化酶高产菌株平板分离培养基的筛选
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摘 要： 以“苏’8?”黄曲霉为出发菌株，筛选出曲霉糖化酶高产菌株，该菌株淀粉液化酶活力较原菌株提高>@;5 A，
糖化酶活力提高5=;= A。筛选培养基配比为：可溶性淀粉8;7 A，（:B=）5-C= 6;7 A，DB5EC= 6;8 A，F,-C=·9B5C 6;6@ A，
G/-C=·9B5C 6;668 A，琼脂粉8;> A。（孙悟）
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黄酒生产大多使用黄曲霉或米曲霉作大米或糯米糖化用的种

曲。淀粉经曲的液化和糖化作用，逐渐降解为小分子的糖被酵母菌

转化为酒精。曲霉淀粉酶和糖化酶活力高低对原料的利用率有很

大影响。为了保持生产菌种的活力或得到活力更高的菌株，就要对

菌种进行分离或诱变 _8‘。

我们曾以上海枫泾酒厂提供的黄曲霉“苏’8?”为出发菌株进
行多次自然分离和紫外线诱变，得到一新菌株，其淀粉液化酶活力

较原菌株提高了>@;5 A，但糖化酶活力仅提高5=;= A。分析原因，
除了与菌种属性有关外，还与所用的酵母膏’可溶性淀粉培养基
及平板碘液水琼脂检出法有关。这种培养基和检出法对液化力检

出效果好，而对糖化力检出效果差。为了解决这一问题，我们在液

化酶试验基础上重点对糖化酶高产菌株平板分离培养基及检出方

法进行了试验，并取得较好结果 _5‘。

8 材料与方法

8;8 供试菌株
黄曲霉MG88’?’9’9；白地霉M-;5;7?8。

8;5 主要仪器
培养箱，灭菌锅，净化台，水浴锅，显微镜等。

8;7 黄曲霉孢子悬浮液
取斜面菌种8支，倒入无菌水刮下孢子，脱脂棉过滤，玻璃珠打

散，血球计数板计数后稀释至孢子数8@6a566个 b (3。
8;= 白地霉悬浮液
取斜面菌种8支，倒入无菌水刮下菌苔，用玻璃珠打匀。

8;@ 指示菌生长圈试验
8;@;8 管碟法葡萄糖浓度试验 在866 (3灭菌后温热的硫酸铵’

可溶性淀粉琼脂培养基中加入8 (3白地霉悬浮液，摇匀，=块培养
皿中各注入8@ (3，放冷。平板上等距离放入?个不锈钢小管，注入
不同浓度的葡萄糖溶液，平板置76 c培养5 O。比较各管周围白地
霉生长圈的直径。

8;@;5 单、双层培养基比较试验 单层法：同上培养基及白地霉，
吸取8@ (3注入培养皿，放冷。在培养基上滴入6;8 (3黄曲霉孢子悬
浮液，涂匀，平板倒置，76 c培养5 O和7 O。设=个重复（以下同）。双
层法：下层培养基加有白地霉，上层不加，均为86 (3。其他相同。
培养后测量所有黄曲霉单菌落的直径（R），白地霉生长圈的

直径 （O），计算平均值。并根据白地霉生长旺盛与否记录清晰度
（以ddddd表示最清晰）。
8;? 培养基试验_7‘

8;?;8 常用天然培养基 7种培养基分别为波美?度麦芽汁、波美?
度米曲汁和56 A土豆汁，各加入8;7 A可溶性淀粉和8;> A琼脂粉。
灭菌后温热时每866 (3中加入8 (3白地霉悬浮液摇匀，吸取8@ (3
注入培养皿放冷。每块平板滴入6;8 (3黄曲霉孢子悬浮液，涂匀，平
板倒置，76 c培养。
8;?;5 有机氮源培养基 以8;7 A可溶性淀粉，8;> A琼脂粉为基
础，加入6;8 Aa8;6 A的酵母膏、牛肉膏、蛋白胨和干酪素配成系列
试验培养基。当以尿素为氮源时，另外再加入DB5EC= 6;8 A，F,[
-C=·9B5C 6;6@ A，G/-C=·9B5C 6;668 A。试验方法同天然培养基。
8;?;7 无机氮源培养基 以不同比例的硫酸铵、氯化铵和硝酸铵
为氮源，其他配比与尿素培养基相同，试验方法同上。

8;9 自然分离试验
采用培养基试验中找到的最适配比，下层加白地霉进行自然
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分离。黄曲霉孢子悬浮液的制备及平板分离、培养方法均同前。培

养后测量< = >比值，挑出比值较大的若干单菌落接入斜面，培养5 <
后做麸曲酶活力测定。

8;? 麸曲酶活力测定
8;?;8 麸曲浸出液制法 @ ,麸皮加@;@ (3水拌匀，858 A灭菌B@
("+。接入待测菌株斜面孢子，76 A培养5 <。加入866 (3 CDB;E缓冲
液，搅匀，76 A水浴浸提8 2，过滤得麸曲浸出液（酶液）。
8;?;5 淀粉糖化酶活力测定 5@;66 (3 5 F可溶性淀粉溶液中加
入8 (3酶液，76 A水浴反应8 2，加碱中止酶反应，测定生成的还原
糖量（减去对照）。8 ,新鲜麸曲，76 A 8 2水解可溶淀粉为葡萄糖的
毫克数即淀粉糖化酶的活力单位。

5 结果与讨论

5;8 指示菌试验结果
5;8;8 管碟法试验效果（见图8）

从图8中可见，随着葡萄糖浓度的增加，白地霉生长圈的直径
也增加，有较好的对应关系。由于白地霉不能分解淀粉，如没有葡

萄糖的供应，在这种缺少可用碳源的无机氮源培养基中是不会生

长的，所以仅在不锈钢小管周围形成生长圈。根据这一点可以设

想，当黄曲霉或其他曲霉在添加白地霉的平板上生长时，糖化酶活

力高的单菌落因分解淀粉产糖多，其周围白地霉的生长圈也应大

些，因此把白地霉作为指示菌来使用，应是可行的。

5;8;5 单、双层培养基使用效果比较（表8）

从表8可见，双层法的黄曲霉单菌落和白地霉生长圈直径均大
于单层法，说明双层法的效果优于单层法，这可能与培养基总量有

关。培养7 <的清晰度也以双层法为优，因此实际应用时以双层法
培养7 <的效果较好。此外，使用双层法时，因白地霉在下层，挑单
菌落时只要操作小心就可避免被同时带出，省去纯化的麻烦。

5;5 培养基试验结果
5;5;8 常用天然培养基试验效果 仅培养5B 2，培养基表面和内
部的白地霉已经旺盛生长，此时黄曲霉的菌落尚难观察，因此无法

显示菌落的酶活力。原因是这几种培养基中淀粉以外的成分已充

分满足了白地霉的碳、氮等营养需求，而白地霉的生长又快于黄曲

霉，所以这7种培养基无法应用。
5;5;5 不同有机氮源培养基试验效果 蛋白胨、牛肉膏、酵母膏的
情况与常用天然培养基相似，白地霉的生长甚至更快更旺盛。其原

因也应相似。在干酪素培养基上白地霉生长较差，但也先于黄曲

霉，因此这几种培养基均不能应用。尿素作氮源虽可见白地霉在黄

曲霉菌落周围形成生长圈，但十分稀疏，清晰度很差，因此也不理

想。

5;5;7 不同无机氮源培养基试验效果（表5）

从表5可见，6;7 F（:DB）5-GB作氮源时不仅黄曲霉生长较快，

而且白地霉生长圈较大，清晰度也好，用于分离最为理想。6;7 F
:DBH3的效果也不错。:DB:G7作氮源时两种菌生长都比较稀疏，清

晰度较差，因此效果不如前两种。原因可能是前两种铵盐是生理酸

性的，更适于菌的生长。

5;7 自然分离结果
自然分离采用的是硫酸铵’可溶淀粉双层培养基，从86多块

平板566多个黄曲霉单菌落中挑出< = >I5;6的9个单菌落。其酶活力
测定结果见表7。

从表7可见，9个菌株糖化酶活力均较出发菌株高，增幅5 FJ
88 F，平均9为 F，检出效果较好。因是自然分离，大幅度提高是不
太可能的。该方法用于诱变，效果会更好。我们对增幅前二位的5EK
和5?K进行液化力测定，其活力均比出发菌株提高59;E F，说明糖
化力强的菌株其液化力也往往较强。这是因为液化是糖化的基础。

由此也可推断，本实验的方法不仅对糖化酶活力高的菌株检出有

效，对液化酶活力高的菌株检出也同样有效。

7 结论

7;8 经过筛选得到适合曲霉糖化酶高产菌株平板分离用的培养
基，其配比为：可溶性淀粉8;7 F，（:DB）5-GB 6;7 F，LD5MGB 6;8 F，
N,-GB·9D5G 6;6@ F，O/-GB·9D5G 6;668 F，琼脂粉8;? F。
7;5 以下层加有白地霉的双层培养基作分离时，曲霉单菌落糖化
酶活力高的周围白地霉生长圈直径较大，以此作初筛参考，可以有

效地减少盲目性，提高成功率。
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图 8 白地霉生长圈直径与糖浓度关系
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