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白酒大曲产酯化酶犁头霉的分离鉴定

及产酶条件优化
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摘要!以安徽金种子集团中温大曲为原料"从中筛选能够产

酯化酶的发酵菌种并鉴定其种类"再以酯化力为目标值研究

该菌株产酯化酶的发酵培养基组成和发酵条件#结果表明"

从金种子中温大曲中分离得到
"

株高产酯化酶的菌株

BV8'

"通过形态学观察$分子鉴定及
Y,7-7

2

鉴定确定该菌株

为犁头霉#以该菌株发酵产物中的酯化力为目标值"得到该

犁头霉的固体发酵培养基组成为%麸皮
"8

2

"玉米粉
"5#

2

$

酵母粉
458

2

$亚麻籽油
"

2

)

"88

2

*培养基$硫酸铵
854

2

$蒸

馏水
"8*B

&培养条件分别为温度
!'X

$时间
9#/

#该条件

下得到的犁头霉产酯化酶的酯化力为
&5!4

2

)

B

"与该菌株初

始酯化力相比提高了
445##C

#

关键词!犁头霉&酯化酶&酯化力&产酶条件
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#也被称作羧基酯酶$在白酒

行业中常称为酯化酶或酯分解酶$是由一类具有酸(醇酯化

功能的特定微生物发酵产生)

"W4

*

%研究)

!

*表明$酯酶大量存

在于酵母菌(霉菌及其他细菌的发酵产物中$既可以水解酯

类也可以催化合成低级脂肪酸酯%白酒发酵大曲中含有大

量的能够产酯化酶的功能性菌!包含细菌(酵母菌(霉菌等#$

其代谢产物是构成白酒风味的前提)

9

*

%其中$霉菌作为一类

白酒酿造过程中重要的产酯化酶菌之一$所产生的酯化酶能

够将己酸和乙醇催化合成为构成白酒主体呈香物质的己酸

乙醇)

#W'

*

%因此$近年来能够催化酸(醇缩合的产酯化酶菌

株逐渐成为酿酒行业的研究热点)

$

*

%众多学者)

%W&

*分别通

过筛选代谢产酯化酶活力较高的菌株$催化己酸乙酯的合

成$并与己酸菌复合使用$极大地提高了己酸乙酯的合成效

率$从而达到提高白酒品质(缩短发酵周期的目的%针对酒

体增香$国内外研究较多的是红曲菌酯化酶酯化生成己酸乙

酯)

"8W"4

*

$但是对于犁头霉产酯化酶菌株的研究还未见报道%

目前$在白酒大曲中不同霉菌的鉴定大多采用基于

PREGV;U

的分子生物学方法%例如$

B,
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*和
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2

等)
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*分
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别采用分子生物学方法从芝麻香型白酒大曲及浓香型白酒

大曲中鉴定了高产酯化酶的
QI4(7

&

7(7((03

V

和
,/3)S)0/(0D7

3(770%0

菌株+

B,

等)

"#

*通过
PREGV;U

基因序列分离鉴定了

中国传统醋大曲中的典型微生物%主要是因为该类方法直

接对目标菌种的
V;U

进行提取$通过分析所提取的
V;U

种类$确定目标菌群的种类$是目前分析微生物菌群中常用

的分子生物学方法%并且随着分子生物学技术的不断发展$

利用
PREGV;U

基因序列对微生物进行种属鉴定已经在不

同领域得到了越来越广泛的应用%

本研究首先用生理生化的方法对白酒中温大曲中的菌

株进行初步筛选分离$筛选出能够高产酯化酶的菌株$然后

采用基于
PREGV;U

基因的分子生物学方法对菌株进行鉴

定$并确定该菌株的发酵培养基组成和发酵条件$在弥补白

酒犁头霉分离鉴定等相关研究空白的基础上$优化得到白酒

大曲产酯化酶犁头霉的发酵条件$以期为提高大曲中酯含量

及提高优质酒率等领域的应用提供依据%
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材料与方法

"5"

!

材料与试剂

大曲"安徽金种子酒业有限公司+

E+1FGH

>

柱式
V;U

胶回收试剂盒(

V;U @+GSHG

"生工

生物工程!上海#股份有限公司+

V;U

聚合酶(

>

@V"&)R:H6=7G

"宝生物工程!大连#有限

公司+

(Q0

>

柱式真菌基因组
V;U

提取试剂盒"天根生化科技

!北京#有限公司+

氯化钠(葡萄糖(

(VRU

(

DRUY

(

EVE

等其他生化试剂"

分析纯$市售+

平板筛选培养基"按照牛肉膏
!

2

$蛋白胨
"8

2

(氯化钠

#

2

(琼脂
4#

2

$蒸馏水
"888*B

配制培养基$然后将
!C

的

聚乙烯醇溶液和三丁酸甘油酯按照
&

#

"

!体积比#混合均匀

即为乳化液$最后将培养基与乳化液按照
9

#

"

!体积比#混合

均匀$

"4"X

灭菌
48*,1

+

种子培养基"琼脂
48

2

$蛋白胨
#

2

$葡萄糖
"8

2

$磷酸二

氢钾
"

2

$硫酸镁
85#

2

$

"

'

!888

的孟加拉红溶液
"88*B

$蒸

馏水
"888*B

$混合均匀后
"4"X

灭菌
48*,1

+

固体培养基"麸皮
"888

2

$玉米粉
"88

2

$豆粕
488

2

$硫

酸铵
48

2

$蒸馏水
"888*B

$混合均匀后
"4"X

灭菌
48*,1

%
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仪器设备

电子精密天平"

Ue"48

型$北京赛多利斯天平有限公司+

灭菌锅"

R<@e)Ef)$88

型$美国
R7*

L

公司+

超净工作台"

EO)D_)PYd

型$苏州苏净集团+

高速离心机"

#9"%

型$芬兰
(

>>

H1J7GM

公司+

>

?

计"

<G,71!ERUT

型$美国
R/HG*7

公司+

光学显微镜"

(6-,

>

.H%8,

型$日本
;,S71

公司+

多功能摇床"

?eB)U

型$太仓强乐实验仪器有限公司+

FDT

仪"

FRD"88R@

型$美国
R/HG*7

公司+

高电流电泳仪"

F7IF+6R@ ?D"'9)#8#4

型$美国
Y,7)

T+J

生命医学产品公司+

全自动数码凝胶成像分析仪"

_E)!%8D

型$上海培清科技

有限公司%

"5!

!

试验方法

"5!5"

!

菌株初筛
!

将大曲原料磨碎过
'8

目筛$称取
48

2

大

曲原料添加到装有
488*B

生理盐水的无菌锥形瓶中$

4#X

浸泡
"/

%

!

层纱布过滤收集滤液%分别将滤液按照梯度稀

释法稀释为
"8

W4

#

"8

W'个'
*B

的菌悬液%然后取
854*B

不同梯度的菌悬液并均匀涂布于平板筛选培养基上$每个稀

释梯度做
!

个平行$将涂布好的平板培养基置于
!#X

恒温

培养基中培养
9J

%分别测定菌落周围出现的透明圈!

Y

#与

菌落直径!

S

#的比值%选择
Y

'

S

较大的菌株进行编号$然后

将其保藏于
48C

的甘油管中$于
W48X

贮藏%

"5!54

!

菌株复筛
!

将初选得到的菌株在平板上进行活化后$

制备成
"]"8

$个'
*B

的孢子悬液$然后取上述悬液
"*B

于

"88*B

的 种 子 培 养 基 中$调 整 培 养 箱 温 度 为
!# X

(

"%8G

'

*,1

条件下培养
4J

%取
4*B

涂布于固体发酵培养基

中$在
!#X

培养
!J

$取出后
#8X

烘干$然后测定其酯化酶

活力%

"5!5!

!

酶活力测定

!

"

#酯化液制备"根据文献)

"'

*%

!

4

#酯含量测定"采用皂化法)

"$

*

%

"5!59

!

菌株鉴定方法

!

"

#形态观察"采用美蓝染色液进行染色$做压片处理

后于
98]

油镜下观察$记录细胞形态特征(细胞大小(出芽情

况%置于荧光倒置显微镜下进行采集$得到相关霉菌形态图

像$进行形态学观察%

!

4

#基因组
V;U

的提取"按操作说明书$使用
(Q0

>

柱

式真菌基因组
V;U

抽提试剂盒进行真菌基因组
V;U

的提

取$经
"C

琼脂糖凝胶电泳检测后进行
FDT

扩增%

!

!

#

PREGV;U

分子鉴定"使用通用引物
#n)RDDARUA)

ARAUUDDRADAA)!n

$

#n)RDDRDDADRRURRAURURAD)

!n

扩增内转录间隔区
"

和
4

$

FDT

反应体系为
4#

"

B

%

FDT

扩增反应条件"

&9X

预变性
9*,1

$

&9X

变性
9#.

$

##X

退

火
9#.

$

$4 X

延伸
" *,1

$

!8

个循环$然后在
$4 X

延伸

"8*,1

$

FDT

产物经
"C

琼脂糖凝胶电泳检测$电压为

"88:

%将条带采用
V;U

胶回收试剂盒!

<*H

2

+

#进行切胶

回收$并送生工生物工程!上海#股份有限公司测序%

!

9

#系统发育树构建"将测得序列在
AH1Y+1S

中用

Y-+.=

程序进行相似性分析$用
D-0.=+-f"5%

进行多序列对比

分析$利用
@(AU958

构建系统发育树)

"%

*

%

!

#

#

Y,7-7

2

鉴定"挑选培养平板上的单个菌落$采用

Y,7-7

2

专用培养基将菌株进行纯化$配制一定细胞浓度的菌

悬液$将菌悬液接种至特定鉴定板培养一定时间$经
Y,7-7

2

微生物鉴定仪鉴定%

"5!5#

!

菌株
BV8'

的发酵条件确定

!

"

#碳源选择及最适添加量的确定"根据
"5"

中固体培

养基的配制方法$分别以淀粉(玉米粉(果糖(葡萄糖(蔗糖作

为碳源配制固体发酵培养基$添加量为
"

2

$

!'X

培养
9J

后

测定酶活力$确定最佳碳源%然后选择最佳碳源添加量为

"9

基础研究
!

48"%

年第
"8

期



85#

$

"58

$

"5#

$

458

$

45#

2

时$测定酶活力以确定最佳碳源添

加量%

!

4

#氮源选择及最适添加量的影响"根据
"5"

中固体培

养基的配制方法$分别以蛋白胨(牛肉膏(黄豆粉(酵母粉(硫

酸铵(豆粕粉为氮源配制固体发酵培养基$添加量为
"

2

$

!'X

培养
9J

后测定酶活力$确定最佳氮源%然后选择最

佳氮源添加量为
"58

$

"5#

$

458

$

45#

$

!58

2

时$测定酶活力以确

定最佳氮源添加量%

!

!

#其他组成的影响"根据
"5"

中固体培养基的配制方

法$分别在确定发酵培养基最佳氮源(碳源及其添加量后$各

添加大豆油
"

2

'

"88

2

,培养基$

RIHH1%8"

2

'

"88

2

,培养

基$亚麻籽油
"

2

'

"88

2

,培养基$葵花籽油
"

2

'

"88

2

,培养

基$乙醇
#

2

'

"88

2

,培养基$乳酸
859

2

'

"88

2

,培养基$研

究不同的添加物对酶活力的影响)

"'W"$

*

%

!

9

#发酵条件对菌株
BV8'

产酶的影响"在确定固体发

酵培养基组成的基础上!麸皮
"8

2

$玉米粉
"5#

2

(酵母粉

458

2

(亚麻籽油
"

2

'

"88

2

,培养基(硫酸铵
854

2

(蒸馏水

"8*B

#$固定发酵温度分别为
!4

$

!'

$

98X

时$不同发酵时间

!'

$

!&

$

94

$

9#

$

9%

$

#"

$

#9/

对菌株产酯化酶活力的影响%

"59

!

数据统计

所有数据利用
@,6G7.7M=(N6H-48"8

进行整理及作图$

试验数据用
EUE%54

!

EUEP1.=,=0=HP165

$

D+G

L

$

;7G=/D+G7)

-,1+

$

dEU

#统计软件进行方差分析!

U;<:U

#$不同平均值

之间利用
[,./HGi.

最小显著差异法!

BEV

#进行差异显著性检

验!

F

$

858#

#%所有试验都是随机抽取
!

个重复!

%`!

#进行

指标分析%

4

!

结果与分析
45"

!

产酯化酶霉菌菌株的筛选

45"5"

!

初筛结果
!

将试验大曲涂布后于
!#X

培养
9J

$根据

试验条件选取
Y

'

S

相对较大的
%

株菌株$具体编号见表
"

%

从表
"

中选取
Y

'

S

较大的
9

个菌株进行复筛%

表
"

!

菌株初选结果j

R+K-H"

!

TH.0-=7M.6GHH1,1

2

.=G+,1. 6*

$

6*

菌株编号
Y

'

S

菌株编号
Y

'

S

EA8"

"5&'c85"#

K6

BV8!

"5#!c85"&

J

RA8!

"5$&c85"8

6

BV8'

45!4c85"8

+

e?8" "5#4c8544

J

BV8% "544c85"%

J

gB8#

458&c858%

K

BA8!

458#c85""

K

!

j

!

不同字母表示差异显著!

F

$

858#

#%

45"54

!

复筛结果
!

将
9

个菌株接种到种子培养基中$恒温摇

瓶培养
4J

后涂布于固体培养基上$

!#X

静置培养
!J

$分别

测定不同菌株的酯化力$见表
4

%从表
4

可以看出$菌株

BV8'

有最高的酯化力为
$5'8#

2

'

B

%因此$选用该菌株进行

后续的研究%

454

!

高产酯化酶菌株
BV8'

的形态特征及生理生化鉴定

4545"

!

菌株的形态特征
!

将菌株
BV8'

在平板培养基上培

养
!J

后$菌丝呈白色长毛状$不产色素$具有典型的霉菌菌

落特征$见图
"

!

+

#%通过在显微镜下观察可以看出)图
"

!

K

#*$菌株
BV8'

菌丝存在较多的分支(无匍匐菌丝和假根(

具隔(顶端膨大形成圆形的孢子囊%

表
4

!

菌株复筛结果j

R+K-H4

!

TH.0-=7MGH).6GHH1,1

2

.=G+,1.

2

$

B

菌株编号 酯化力 菌株编号 酯化力

EA8" $5"8$c85"#'

K6

BA8! '5&'$c85"!&

6

gB8# $54%$c85""9

K

BV8' $5'8#c85"$$

+

!

j

!

不同字母表示差异显著!

F

$

858#

#%

图
"

!

BV<'

菌株的菌落形态

[,

2

0GH"

!

D7-71

L

*7G

>

/7-7

2L

7MBV8'.=G+,1

45454

!

高产酯化酶
BV8'

菌株基于
"'EGV;U

基因的分子生

物学鉴定
!

从图
4

可以看出$菌株
PREGV;U

基因片段的扩

增产物约为
'88K

>

的单一
V;U

条带$与引物设计的目标片

段大小相符%利用琼脂糖凝胶
V;U

回收试剂盒回收目的条

带$连接到
>

@V"&)R

载体上进行测序%测序结果表明$扩增

片段长度为
'''K

>

个碱基序列%

@5V;U

标准分子量
!

"5GV;U

图
4

!

PREGV;U

区
FDT

扩增产物电泳图

[,

2

0GH4

!

FDT+

2

+G7.H

2

H-H-H6=G7

>

/7GH.,.*+

>

7M

=/HPREGV;UGH

2

,71.

!!

将菌株
BV8'

的
PREGV;U

基因序列递交
AH1Y+1S

数

据库中进行
Y-+.=

比对$选取与菌株
BV8'PREGV;U

基因同

源性较高的菌株的
PREGV;U

序列进行比对$利用
V;U)

@U;

构建系统发育树!图
!

#%结果显示$菌株
BV8'

与
!)'

I4=47);)0 :0;$30 3=:0)%

!

\e8$4&!85"

#(

!)I4=47);)0

I$:

>

;/)

R

7:03=:0)%M9&

!

\[4$%'9%5"

#相似度均为
&&C

%因
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第
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图
!

!

基于
PREGV;U

基因序列构建的系统发育树

[,

2

0GH!

!

F/

L

-7

2

H1H=,6=GHHJHG,3HJMG7*=/H

PREGV;U.H

^

0H16H

此$根据形态学和分子生物综合分析初步鉴定菌株
BV8'

是

!)I4=47);)0I$:

>

;/)

R

7:0

或
!)I4=47);)0:0;$30

%

4545!

!

高产酯化酶
BV8'

菌株
Y,7-7

2

鉴定
!

Y,7-7

2

鉴定方

法是一种新型微生物鉴定方法$目前已广泛应用于大曲(窖

泥等微生物的分离(纯化(鉴定%本研究将
BV8'

通过
Y,7-7

2

微生物鉴定仪鉴定$具体见表
!

%从表
!

可以看出$菌株

BV8'

为
,/3)S)0I$:

>

;/)

R

7:0

!

6$4%

#

Q0II0:S$

!伞枝犁头霉#%

表
!

!

Y,7-7

2

鉴定结果

R+K-H!

!

TH.0-=7MY,7-7

2

,JH1=,M,6+=,71

序号
FT<Y EP@ VPER

种类

" "5888 85$8$ 959#9

,/3)S)0I$:

>

;/)

R

7:0

!

6$4%

#

Q0I'

I0:S$

4 85888 85888 %54!&

Q

>

%I7

V

40(03=:.;:0I7;$3.; 6$4%

7KQI4:$7=7:

! 85888 85888 "!5$#& ,3

V

7:

&

)((.3/:03)()7%3)3

9 85888 85888 "!5&%$

G4)J$

V

.3$:

>

J07 A7%= [ Z:)%37%

[577:()

&

3U5U

45!

!

菌株
BV8'

的发酵条件

45!5"

!

培养基组成对菌株
BV8'

产酶的影响

!

"

#碳源及添加量"从图
9

!

+

#可以看出$淀粉和玉米粉

作为碳源更适合于菌株
BV8'

产酯化酶%比较
4

种碳源可以

得出$玉米粉作为碳源时$

BV8'

产酯化酶的能力最强$分析

原因主要是该类碳源中可能含有其他诸如维生素(氨基酸等

促生长因子%因此$研究中选用玉米粉作为
BV8'

产酯化酶

发酵培养基的碳源%

在发酵培养基中$不同的玉米粉添加量对菌株
BV8'

产

酯化酶的能力的影响结果见图
9

!

K

#%当玉米粉添加量低于

"5#

2

时$由于培养基中碳源添加量太低$影响了菌株的生长

及产酯化酶+而当玉米粉添加量超过
"5#

2

时$过量的碳源会

极大地促进菌株的生长$加速了菌体代谢及凋亡的速率$从

而降低了酯化酶的产量%因此$当玉米粉添加量为
"5#

2

时$

能显著提高菌株
BV8'

产酯化酶的能力%

!!

!

4

#氮源及添加量"在发酵培养基中添加
"5#

2

玉米粉

作为碳源$氮源种 类 对
BV8'

产 酯 化 酶 的 影 响 结 果 见

图
#

!

+

#%从图
#

!

+

#可以看出$酵母粉是菌株
BV8'

产酯化酶

发酵培养基中最合适的氮源$其次为黄豆粉和豆粕粉%

!!

酵母粉添加量对
BV8'

产酯化酶的影响作用见图
#

!

K

#%

从图
#

!

K

#可以看出$酵母粉添加量对酯化力有显著的!

F

$

858#

#影响$表现为酵母粉添加量低于
458

2

'

B

时$酯化力显

不同字母表示差异显著!

F

$

858#

#

图
9

!

碳源及添加量对酯化力的影响

[,

2

0GH9

!

(MMH6=7MJ,MMHGH1=6+GK71.70G6H+1J671=H1=

71H.=HG,M

L

,1

2>

7IHG

不同字母表示差异显著!

F

$

858#

#

图
#

!

氮源及添加量对酯化力的影响

[,

2

0GH#

!

(MMH6=7MJ,MMHGH1=1,=G7

2

H1.70G6H+1J671=H1=

71H.=HG,M

L

,1

2>

7IHG

著!

F

$

858#

#增加$而当酵母粉添加量超过
458

2

时$

BV8'

产

酯化酶显著!

F

$

858#

#降低%因此$选择
458

2

的酵母粉作为

菌株
BV8'

产酯化酶发酵培养基的氮源%

!

!

#其他添加物"从图
'

可以看出$与对照组相比$油脂

类添加物能够显著!

F

$

858#

#提高
BV8'

产酯化酶的能力$但

!9

基础研究
!

48"%

年第
"8

期



是表面活性剂!

=IHH1%8

#(乙醇(乳酸对
BV8'

产酯化酶的影

响较小%主要是因为$在酿酒大曲中通过添加油类物质$可

以促进霉菌菌株的生长和产酶量%

?+*+

等)

"&

*研究表明$油

脂类成分不但可以作为酯化反应的产物$促进酯化反应的进

行+还可以通过与霉菌细胞膜的作用$影响细胞膜的通透性$

表现为促进酯化酶向细胞外分泌%因此$在后续的研究中采

用
"C

亚麻籽油作为菌株
BV8'

产酯化酶的发酵诱导物质%

不同字母表示差异显著!

F

$

858#

#

图
'

!

不同诱导物对酯化力的影响

[,

2

0GH'

!

(MMH6=7MJ,MMHGH1=+JJ,=,3H.71H.=HG,M

L

,1

2>

7IHG

45!54

!

发酵条件对菌株
BV8'

产酶的影响
!

从图
$

可以看

出$

!'X

是菌株
BV8'

的最适发酵温度$过高或过低都会降

低其产酯化酶的能力%另外$在不同的发酵温度条件下$随

着发酵时间的延长$菌株
BV8'

产酯化酶的能力呈先增加后

降低趋势%表现为当发酵温度为
!' X

(培养时间为
!'

#

9#/

时$随着发酵时间的延长$微生物在体系中大量生长$大

量的菌株
BV8'

布满培养基中$使酯化力显著!

F

$

858#

#增加

至最高+当发酵时间超过
9#/

并继续增加时$酯化酶活力不

断降低$主要因为培养时间过长会导致菌株的菌丝逐渐衰

老$并且产生了大量的孢子$导致产酶量逐渐降低%因此$发

酵温度
!'X

(发酵时间
9#/

是菌株
BV8'

发酵产酶的最适

条件%

!!

因此$综合上述结果可以看出$菌株
BV8'

产酯化酶的

固体发酵培养基组成为"麸皮!基质#

"8

2

$玉米粉!碳源#

"5#

2

(酵母粉!氮源#

458

2

(亚麻籽油!诱导物#

"

2

'

"88

2

,培

养基(硫酸铵
854

2

(蒸馏水
"8*B

+发酵培养条件为温度

!'X

(时间
9#/

%该条件下得到的酯化力为
&5!4

2

'

B

$与初

图
$

!

培养温度及培养时间对酯化酶活力的影响

[,

2

0GH$

!

(MMH6=7MJ,MMHGH1=60-=0GH=,*H+1J=H*

>

HG+=0GH

71H.=HG,M

L

,1

2>

7IHG

始酯化力相比提高了
445##C

%

!

!

结论
本试验以中温大曲为原料$从中筛选能够产酯化酶的发

酵菌种并鉴定其种类$研究该菌株产酯化酶的发酵培养基组

成和发酵条件%通过形态学观察和分子鉴定及
Y,7-7

2

鉴定

结果确定该菌株为犁头霉$进一步证实了研究中采用菌株鉴

定方法准确可靠%另外$本研究以酯化力为目标值$优化了

该菌株的发酵培养基组成及发酵培养条件$与初始酯化力相

比提高了
445##C

$与刘维英等)

&

*

(滕巍等)

"'

*对产酯化酶菌

株发酵条件的研究结果相比存在差异$是对白酒大曲产酯化

酶菌株相关研究的补充%

本研究仅涉及了犁头霉的分离鉴定及其产最高酯化酶

活力的发酵条件优化$未涉及到该犁头霉产酯化酶的结构(

作用条件等%因此$对该酯化酶的筛选及酶学特性等有待进

一步深入研究%
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