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高温大曲曲房空气中可培养细菌的

分离鉴定及产酶特性
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摘要!以高温大曲曲房空气中可培养细菌为研究对象$对

其进行分离鉴定及产酶特性研究&将得到的优势功能细

菌进行高粱汁液态发酵$利用气相色谱,质谱联用法分

析其代谢产物%结果表明'从高温大曲曲房空气中共分
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#$均具有纤维素分解能

力!淀粉和蛋白水解能力&
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株菌的生长曲线表明液体培

养
$0

达到对数生长期$在高粱汁液态发酵
$(0

后$优势

代谢产物为
&+

羟基
+%+

丁酮$且四甲基吡嗪含量也较高$并

代谢产生少量高级醇!酚类!酯类等芳香物质%

关键词!高温大曲&曲房空气&分离鉴定&产酶特性
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大曲培养发酵过程中%空气中栖息着大量微生物%其

种类*浓度以及群落结构直接影响大曲中微生物的群落

结构及大曲质量%进而影响大曲酒的生产+

!

,

&同时%因不

同的地理气候环境%不同产地的大曲中微生物群落结构

也有所差异%通过对曲房空气中微生物的研究可为大曲

中微生物的群落结构提供一定的理论基础+

%]&

,

&

酱香型白酒独特的酱香味是众多微生物交织在一起

共同作用的结果%很难确切地描述单个微生物在酿造过

程中不同时间的具体作用&大曲生产的主要场所是制曲

车间%曲的质量会直接影响酒的质量*风格和出酒率&目

前%大曲的生产工艺大多沿用自然接种的传统方式%其中

微生物主要来源于环境空气*制曲原料和制曲用水%而空

气微生物对曲的质量有重要影响+

$

,

&生产实践+

N

,表明在

传统工艺下%老曲房制曲效果较新曲房更佳%这是由于老

曲房中的有益微生物种类及数量较新曲房更丰富&

高温大曲在酱香型白酒生产中既作为糖化发酵剂%

也是发酵原料&发酵过程中%曲房空气微生物对酿制酱

香型白酒具有重要作用%能将酿酒原料中的淀粉*蛋白质

分解为糖和氨基酸%并产生一些高级醇*醛*酸*酚类*酯

类等%进而形成天然的酱香风味+

"])

,

&文章拟以高温大

曲曲房空气中的微生物为研究对象%对其进行筛选分离%

同时采用分子生物学的方法对纯种微生物进行鉴定%并

对菌株的产酶特性进行分析%由此得到优势功能微生物/

测定生长曲线后进行高粱汁液态发酵%利用
[G+TL

分析

技术分析其代谢产物%以期得到更完善的曲房优势菌的

功能性%为进一步指导酿酒用曲提供依据&
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样品
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!

采用平板

稀释涂布法和革兰氏染色法+

(

,

&

!9N9%

!

微生物的鉴定

!

!

#

R:O

的提取"采用改良的
GKOX

法+

']!#

,

&

!

%

#

@GV

扩增"选用细菌通用引物
%)>+!$'%<

对

R:O

进行扩增%采用
%N

#

Q

体系!

%9N

#

Q!#eA1DD5<

*

%

#

Q

F:K@

*

!

#

Q%)>

引物*

!

#

Q!$'%<

引物*

#9N

#

QK-

\

*

!

#

Q

模板*

!)

#

QFFJ

%

?

#%其
@GV

反应程序为
K=170R=E2

@GV

%

'$g

维持
&,.2

/

&#

个反应循环/

'$g

维持
!N8

%

N"g

维持
&#8

%

)%g

维持
'#8

/

)%g

维持
!#,.2

/

$g

保

温&取
N

#

Q@GV

产物于
!P

琼脂糖凝胶上电泳%再取

N

#

QRQ%###KT R:O T-<H5<

作对照%

!"# _

下电泳

&#,.2

%通过凝胶成像仪观察&将
@GV

扩增产物送至成

都擎科测序%测序结果在
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微生物特性研究
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#耐受性能"将分离纯化后的菌株接种至特定培养
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后于
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处测定培养液
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值%以判
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#产酶特性"将分离纯化后的菌株接种至特定培养
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酶活力+
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,以及纤维素酶活力+
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,测定&
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优势菌株发酵产物研究
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将其活化并按体积分数
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#配制%水浴加热
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#保温糖化
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/糖化结束后

取一滴与碘液反应%不显蓝色即为反应彻底%过滤*澄清%

取上清液%灭菌备用&菌体培养
$0

后!对数期#按体积分

数
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接入至高粱汁发酵液中&
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#发酵产物研究"发酵
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后%取
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酸丁酯
!#

#

Q
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对发酵液进行检测+
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数据分析
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软件的一般线性模型单因素

R12G-2

法对数据进行方差分析%检测结果用'

.kQ'

表

示%采用
?<.2

3

.2(9#

软件作图&

!

%

#测序结果在
[52X-2H

中运用
XQOLK

进行比对%

找出相似序列并下载%用
R:OTO:

软件进行序列比对

并进行人工修正&根据
M.,1<-

模型运用
T*[O"9#

软

件进行系统发育树的分析与构建&

%

!

结果与分析
%9!

!

细菌的分离纯化

通过对高温大曲曲房空气细菌进行分离与纯化%根

据其形态特征不同共筛出
!&

株菌%并依次编号为
L+!

*

L+%

*2*

L+!&

&通过形态观察*分子生物学鉴定出
(

种菌%

分 别 为
L+!

血 红 鞘 氨 醇 单 孢 菌 !

Q

<

C*+

,

3=3+71

17+

,

/*+*1

#*

L+&

枯草芽孢杆菌!

-7?*;;/11/T2*;*1

#*

L+N

>711*;*78

C

9

*

L+)

解淀粉芽孢杆菌!

-7?*;;/17=

)

;3;*

S

/'(

4

7?*'+1

#*

L+(Q

<

C*+

,

3T7?2'8*/= 8

C

9

*

L+!!

蜡样芽孢杆菌

!

-7?*;;/1?'8'/1

#*

L+!%R'63T7?2'81/L3+'+1*1

和
L+!&

9';

4

2*78

C

9

%其菌落图及菌落形态特征分别见图
!

和

表
!

%革兰氏染色结果见图
%

&

%9%

!

细菌鉴定

%9%9!

!

@GV

扩增
!

通过手提法提取菌株基因组
R:O

%采

用核酸蛋白微量检测仪检测
R:OO9

%"#2,

'

O9

%(#2,

为

!9)#

"

!9'#

%表明
R:O

质量较好%可用于
@GV

扩增&由

图
&

可知%

!N##A

C

处出现清晰可见的荧光条带%表明产

物可用于分析和测序&

%9%9%

!

菌株的系统发育树
!

纯化的
@GV

产物经测序后%

将其
!"L<R:O

序列在
[52+X-2H

核酸序列数据库中进行

同源性比较%结果表明其与
[52X-2H

数据库中已知菌的

!"L<R:O

序列具有
!##P

相似性%结合形态学特征可以

判断为同种&将相似性较高的
!&

株菌构建系统发育树%

结果如图
$

所示%其中芽孢杆菌属最多%与何明国

等+

!)]!'

,的研究结果一致%这是由于空气中缺乏水分和营

图
!

!

曲房空气中细菌群落形态图

>.

3

1<5!

!

K05

C

.7;1<58=DA-7;5<.-/7=/=2

6

.8=/-;5FD<=,;05-.<=DR-

\

1D5<,52;-;.=2<==,

'!

"

_=/9&)

$

:=9N

黄治国等!高温大曲曲房空气中可培养细菌的分离鉴定及产酶特性



表
!

!

曲房空气中细菌的菌落形态特征

K-A/5!

!

T=<

C

0=/=

3

.7-/70-<-7;5<.8;.78=DA-7;5<.-/7=/=2

6

.2;05-.<=DR-

\

1D5<,52;-;.=2<==,

编号 形态

L+!

单菌落直径大小为
%

"

&,,

%淡黄色%菌落边缘整齐%正反面颜色一样%较光滑湿润%不易挑取

L+&

单菌落直径大小为
%

"

&,,

%菌落表面粗糙不透明%污白色%在液体培养基中常形成褶皱%易于挑取

L+N

单菌落直径大小为
!

"

%,,

%浅白色%菌落大%扁平%圆形%边缘整齐%易于挑取

L+)

单菌落直径大小为
!

"

%,,

%白色或浊白色%扁平%干燥%无光泽%表面的层膜状物形成褶皱%易挑取

L+(

单菌落直径大小为
%

"

&,,

%乳白色%扁平%湿润%菌落表面光滑%易挑取

L+!!

单菌落直径大小为
%

"

&,,

%菌落呈圆形或近似圆形%质地软%稍有光泽的白色菌落%易挑取

L+!%

单菌落直径大小为
%

"

&,,

%菌落呈红色%菌落表面湿润%易挑取

L+!&

单菌落直径大小为
%

"

&,,

%灰白色%菌落中间颜色较浅%边缘颜色较白%较光滑湿润%不易于挑取

图
%

!

曲房空气中细菌革兰氏染色镜检图

>.

3

1<5%

!

K05A-7;5<.-/[<-,8;-.2.2

3

,.7<=87=

C6

70-<;D<=,;05-.<=DR-

\

1D5<,52;-;.=2<==,

"

!##e

#

图
&

!

菌株
@GV

扩增产物电泳图

>.

3

1<5&

!

*/57;<=

C

0=<58.8=D@GV-,

C

/.D.7-;.=2

C

<=F17;8=D8;<-.28

养物质因而不利于微生物生长%芽孢杆菌属的菌株可以

产生芽孢%具有极强的抗逆性%对恶劣的环境有较强的适

应性&此外%张明春等+

%#]%!

,对大曲微生物进行了分析%

发现芽孢杆菌属在大曲中为绝对优势属%其优势细菌主

要为枯草芽孢杆菌*地衣芽孢杆菌和蜡样芽孢杆菌等%其

在酿酒环境中普遍存在%对白酒发酵及风味形成都具有

重要影响&另一方面%在曲房空气中分离出大量具有良

好酿造性能的细菌%也表明经过长期的生产%曲房空气中

细菌群落与大曲生产密切相关+

%%

,

&

图
$

!

高温大曲曲房空气中细菌
!"L<R:O

系统发育树

>.

3

1<5$

!

@0

6

/=

3

525;.7;<55=DA-7;5<.-/!"L<R:O85+

\

15275-2F=;05<<5/-;.Y58

C

57.58D<=,;05-.<

=DR-

\

1D5<,52;-;.=2<==,

!!

高温大曲曲房空气中分离出的
(

种菌株%其中%

L+!&

9';

4

2*71

<

P

能够利用
J+

苯丙氨酸*乳糖*葡萄糖*蔗糖

等+

%&

,

%其在增塑剂和除草剂等的生物降解方面也有重要

(!

基础研究
>Z:ROT*:KOQV*L*OVGJ

总第
%&N

期
"

%#%!

年
N

月
"



作用+

%$

,

/

L+!!

蜡样芽孢杆菌能分解碳水化合物且不产

气%在葡萄糖肉汤中厌氧培养产酸+

%N

,

/

L+)

解淀粉芽孢杆

菌会影响酱香型白酒风味物质的生产%可以通过发酵代

谢产生四甲基吡嗪*

%+

戊基呋喃和庚醇等多种香味物质

成分+

%"

,

&

%9&

!

细菌特性分析

%9&9!

!

耐受性能
!

前期试验发现%高温大曲曲房空气中

分离得到的细菌在
C

J

$

$9#

时均能很好地生长%且其最

大耐乙醇浓度为
)P

%故根据细菌的生长繁殖情况%选取

C

J$9#

*

)P

乙醇浓度条件下对比研究
(

种菌的耐酸性和

耐乙醇能力%其结果见图
N

&

!!

由图
N

可知%高温大曲曲房空气中分离的
(

种细菌

在
C

J$9#

条件下%其耐受性能均较差%

L+!&

的耐受能力

最低%但
L+!!

的耐酸能力显著高于其他菌株!

@

%

#9#N

#&

)P

乙醇浓度下%

(

株菌的耐受性能均较差%但
L+)

耐受能

力显著高于其他菌株!

@

%

#9#N

#%且其他菌株均有一定的

耐受能力&

%9&9%

!

产酶特性
!

分离纯化后的细菌分别接种至产纤维

素酶*产淀粉酶和产蛋白酶的培养基中%其产酶菌落图见

图
"

&

!!

由图
)

可知%同时具有纤维素分解能力*淀粉和蛋白

水解能力的菌株为
L+&

!枯草芽孢杆菌#*

L+)

!解淀粉芽孢

杆菌#*

L+!!

!蜡样芽孢杆菌#/具有纤维素分解能力和淀粉

水解能力的菌株为
L+N

!

>711*;*78

C

9

#/仅具有淀粉水解能

力的菌株为
L+!&

!

9';

4

2*78

C

9

#&这些菌株有待进一步研

字母不同表示差异显著!

@

%

#9#N

#

图
N

!

高温大曲曲房空气中细菌的耐受性

>.

3

1<5N

!

K05A-7;5<.-;=/5<-275<585-<70.2;05-.<=D

0.

3

0;5,

C

5<-;1<5R-

\

1D5<,52;-;.=2<==,

究以探讨其在制曲及酿酒中应用的可能性%与王涛等+

!(

,

的研究结果相似&产纤维素的
$

株菌不仅形成菌落%而

且还有明显的透明圈%表明其产纤维素酶能力较强%可对

其进行进一步研究/产淀粉酶的
N

株菌中有
$

株的透明

圈与菌落面积的比值为
!9#

"

%9#

%且
L+!&

菌的比值达

N9!

%说明这株菌高产淀粉酶%有进一步研究的价值/产蛋

白酶的
&

株菌透明圈与菌落面积的比值为
!9N

"

&9#

%其中

L+)

菌的比值最大为
%9))

%表明
L+)

菌对蛋白质的水解能

力显著强于其他细菌!

@

%

#9#N

#&

!!

颜林春+

%)

,通过高温大曲中微生物产淀粉酶*蛋白酶*

纤维素酶等特性%以透明圈法从分离到的芽孢杆菌中筛

图
"

!

产酶菌落图

>.

3

1<5"

!

*24

6

,5+

C

<=F17.2

3

7=/=2

6

F.-

3

<-,

)!

"

_=/9&)
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黄治国等!高温大曲曲房空气中可培养细菌的分离鉴定及产酶特性



字母不同表示差异显著!

@

%

#9#N

#

图
)

!

高温大曲曲房空气细菌的产酶特性

>.

3

1<5)

!

K05 A-7;5<.- 524

6

,5

C

<=F17;.=2 D5-;1<58

<585-<70.2;05-.<=D0.

3

0;5,

C

5<-;1<5R-

\

1

D5<,52;-;.=2<==,

选出产特定酶类!纤维素酶*蛋白酶和淀粉酶等#酶活性

!

的芽孢杆菌&通过耐热性*抑制性和拮抗性试验表明%

产特定酶类且酶活性高的芽孢杆菌菌株均能应用于强化

高温大曲制作&产酶试验发现%从酱香型大曲曲房空气

微生物中分离得到的芽孢杆菌大多能分泌高活性的胞外

产物酶%如蛋白酶*淀粉酶*纤维素酶&此外%通过菌株部

分酿造性能分析发现%有些菌株具备
%

种以上的酿造特

性%如
L+&

菌株同时具备纤维素利用*淀粉水解和
C

J$9#

耐受能力较好/

L+!!

菌株同时具备蛋白质分解*纤维素分

解*淀粉水解且
)P

乙醇耐受能力较好&

%9$

!

优势菌株发酵产物分析

根据产酶特性筛选出
&

株优势菌株%分别为
L+&

!枯

草芽孢杆菌#*

L+)

!解淀粉芽孢杆菌#*

L+!!

!蜡样芽孢杆

菌#%其生长曲线见图
(

%发酵产物分析结果见表
%

&由

图
(

可知%

&

株菌均能在牛肉膏蛋白胨培养基上良好生

长%前期生长速率快%

$0

后进入对数生长期%培养
%#0

时

的
?R

值达最大%随后进入平缓期&

由表
%

可知%

&+

羟基
+%+

丁酮是这些菌的优势产物%且

均会产生一些吡嗪类物质%如
%+

甲基吡嗪*

%

%

&

%

N

%

"+

四甲

基吡嗪%还含有少量酚类*酯类等芳香类物质&菌株
L+&

共产生
)

种风味产物%其中
&+

羟基
+%+

丁酮*

%+

甲基吡嗪*

%

%

&

%

N

%

"+

四甲基吡嗪含量较高%其他醇类*酚类物质含量

较少/菌株
L+)

共有
!#

种代谢产物%其主要代谢产物除
&+

羟基
+%+

丁酮*

%+

甲基吡嗪和
%

%

&

%

N

%

"+

四甲基吡嗪外%还含

有大量的
%

%

&+

丁二醇%其他酚类物质含量较少/菌株
L+!!

产生的风味物质种类较多!共
!&

种#%

&+

羟基
+%+

丁酮含

量
$

$9###

#

3

'

,Q

%并产生大量己酸%其他酚类种类较多&

&+

羟基
+%+

丁酮又名乙偶姻%具有甜香*奶制品香%并带有

脂肪风味/

&+

羟基
+%+

丁酮*

%

%

&+

丁二醇是产生香味物质四

甲基吡嗪的前体物质+

%(

,

%四甲基吡嗪又名川穹嗪%是许多

食品的风味物质%同时也是其他香味物质的前体%具有焙

图
(

!

L+&

!

L+)

!

L+!!

生长曲线

>.

3

1<5(

!

L+&

$

L+)

$

L+!![<=E;071<Y5

表
%

!

优势菌株发酵产物分析j

K-A/5%

!

O2-/

6

8.8=DD5<,52;-;.=2

C

<=F17;8=D

F=,.2-2;8;<-.28

#

3

(

,Q

名称
L+& L+) L+!!

乙酸乙酯
$9#### $9#### $9####

%+

甲基吡嗪
#9%&"' #9!!%' #9&#&%

&+

羟基
+%+

丁酮
%9&)'# !9$)%# $9&$!#

乙酸
] ] #9%$$(

%

%

&

%

N

%

"+

四甲基吡嗪
#9%NNN #9!#$& #9!'$"

癸醛
] ] #9!#(%

%+

乙酰基呋喃
] ] #9#NN&

%

%

&+

丁二醇
] !9&#N# #9#"$%

!+

辛醇
] ] #9#(((

糠醇
#9$$$$ #9%#() #9"!%%

己酸
] ] #9#)&(

甲基儿茶酚
#9&#') #9!!N& #9$$($

苯乙醇
#9#''' #9#("& #9!N)#

正己酸乙酯
] #9#"$N ]

辛酸乙酯
] #9#$%N ]

!

j

!

-

]

.表示没有%

L+&

为枯草芽孢杆菌%

L+)

为解淀粉孢杆菌

菌株%

L+!!

为蜡状芽孢杆菌菌株&

烤香%是中国白酒特有的功能性成分&黄永光等+

%'

,从酱

香型大曲中筛选出枯草芽孢杆菌*地衣芽孢杆菌及解淀

粉酶芽孢杆菌%其代谢产物有乙偶姻*吡嗪等物质&

&

!

结论
!

!

#以川北某酱香型酒厂高温大曲曲房空气微生物

为原料%经分离*纯化培养得
!&

株菌%通过形态观察*分

子生物 学 鉴 定 出
(

种 菌%分 别 为 解 淀 粉 芽 孢 杆 菌

!

-7?*;;/17=

)

;3;*

S

/'

4

7?*'+1

#*枯草芽孢杆菌!

-7?*;;/1

1/T2*;*1

#*蜡样芽孢杆菌!

-7?*;;/1?'8'/1

#*

R'63T7?2'81/(

L3+'+1*1

*血红鞘氨醇单孢菌!

Q

<

C*+

,

3=3+7117+

,

/*+*1

#*

>711*;*78

C

9

*

9';

4

2*78

C

9

和
Q

<

C*+

,

3T7?2'8*/=8

C

9

&

!

%

#对
(

株菌进行产酶特性试验%发现芽孢杆菌的耐

受性较强%并且芽孢杆菌大多能分泌高活性的胞外产物

*"

基础研究
>Z:ROT*:KOQV*L*OVGJ

总第
%&N

期
"

%#%!

年
N

月
"



酶%如枯草芽孢杆菌*解淀粉芽孢杆菌*蜡样芽孢杆菌均
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