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摘要:目的:提高大曲白酒的出酒率.方法:从中高温大

曲中筛选出高产糖化酶的菌株,将该菌株制作成米曲并

应用至大曲白酒的酿造中,测定出酒率.结果:分离得到

一株高产糖化酶菌株 MＧ１,鉴定结果为米根霉(Rhizopus
oryzae).用 该 菌 株 制 备 成 米 曲 的 最 优 工 艺 条 件 为

m麸皮 ∶m米粉 为２∶８、米曲含水量４５％、培养时间７２h、干

燥温度４０℃,此时米曲糖化酶活力高达８６４．５０U/g.当

MＧ１米曲添加量为粮食质量的２％时,白酒出酒率提高至

４３．１７％.结论:建立了一种将米根霉制备成米曲来提高

中高温大曲糖化酶活力的方法.

关键词:米根霉;大曲;白酒;米曲;糖化酶活力

Abstract:Objective:A microbialenhancerwithhighＧyieldgluＧ

coamylasewasdevelopedfrom mediumＧhightemperatureDaqu

andappliedtothebrewingofDaquBaijiufortheyieldincreasing．

Methods:Strainswithhighyieldofglucoamylasewasisolated

from mediumＧhightemperatureDaquandusedto make Miqu．

MiquwasemployedasanenhancedstarterinthebrewingofDaqu

Baijiu,andtheyieldofBaijiuweretested．Results:AstrainMＧ１

withhigherglucoamylaseproductionwasisolatedandidentified

asRhizopusoryzae．Theresultsoftheoptimizedconditionsfor

Miqumakingwasasfollows:branandrice (２∶８),moisture

content４５％,incubationtime７２h,dryingtemperature４０ ℃．

Underthecontroloftheseconditions,theglucoamylaseactivity

ofMiquisashighas８６４．５０U/g．WhenapplingtheMiqutothe

brewingof Daqu Baijiu,theresultsshowedthat whenthe

additionamountofby,andtheyieldincreasedto４３．１７％ with

theadditionof２％ (weightofgrain)MＧ１Miqu．Conclusion:This

studyestablishedamethodforpreparing Miqufrom Rhizopus

oryzaetoimprovetheglucoamylaseactivityofmediumＧhightemＧ

peratureDaqu．

Keywords: Rhizopus oryzae; Daqu; Baijiu; Miqu;

glucoamylaseactivity

浓香型白酒是近几个世纪以来最受欢迎的酒精饮料

之一,是采用中高温大曲作为糖化发酵剂进行泥窖固态

发酵、固态蒸馏、陈酿、勾调而成的[１－２].糖化发酵是中

高温大曲发酵生产浓香型白酒的一道重要工序,即淀粉

水解为葡萄糖.其关键为中高温大曲中丰富多样的微生

物(如霉菌、细菌等)分泌的糖化酶、淀粉酶、液化酶等各

类水解酶系的相互作用[３－４].糖化酶是发酵过程中淀粉

转化为葡萄糖的重要酶系之一,通常分布在米曲霉、根

霉、黑曲霉等霉菌微生物中[５－７].张杰等[８]从中温大曲

中筛选出一株高产糖化酶的霉菌 MxzdＧ００１并制备成霉

菌麸曲,优化麸曲工艺后麸曲糖化酶活力为１０３２U/g;
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将该麸曲应用至浓香型白酒酿造生产中,平均可提高出

酒率４．９％左右.宋克伟等[９]从清香型大曲中筛选出一

株高产糖化酶的米根霉９＃,并添加至牛栏山清香大曲白

酒的酿造环境中,提高了优质酒的出酒率.大曲白酒相

较于小曲白酒具有醇香浓郁、回味悠长的特点[１０－１１],但
也存在出酒率低、成本高的缺陷,这与大曲白酒体系中的

糖化酶活力较小曲白酒体系低下具有一定的相关性.因

此以添加高产糖化酶的微生物强化剂为试验组,探究高

产糖化酶的微生物强化剂对大曲白酒出酒率的影响,对
大曲白酒的出酒率提升具有重要意义.

研究拟从中高温大曲中分离出１０株根霉并选出产

糖化酶活力最高的一株,通过形态学鉴定方法以及分子

生物学鉴定方法确定该根霉至种水平.将该根霉制作成

米曲,从制曲原料、培养时间、加水量、干燥温度４个条件

优化根霉米曲的糖化酶活力,并将优化后的米曲作为微

生物强化剂添加至中高温大曲的酿造环境中,以期提高

大曲白酒的出酒率.

１　材料与方法

１．１　材料与试剂

中高温大曲:取自川南某浓香型酒厂,４ ℃冰箱贮藏

用于筛选根霉菌;
蛋白 酶 K、DNA 琼 脂 糖 凝 胶 回 收 试 剂 盒:日 本

Takara公司;
可溶性淀粉培养基、马铃薯葡萄糖琼脂培养基:广东

环凯微生物科技有限公司.

１．２　仪器和设备

显微镜:DM３０００型,德国Leica公司;
高速冷冻离心机:５４３０R型,德国Eppendorf公司;

PCR仪:C１０００Touch型,美国BioＧRad公司;
酒精度测试仪:SuperAlcoma型,德国Julabo公司.

１．３　菌株的筛选及鉴定

１．３．１　霉菌的分离纯化　称取１０g大曲样品,经研钵研

磨后(无 菌 条 件 下)加 ９０ mL 蒸 馏 水,１５０r/min 振 荡

３０min,取 上 清 液,得 到 １０－１ 的 稀 释 液,依 次 稀 释 至

１０－２~１０－６,使用PDA 固体培养基进行平板涂布培养,
挑取 少 量 各 霉 菌 孢 子 点 接 入 PDA 斜 面 培 养 基,低 温

保存[１２].

１．３．２　形态学鉴定　将纯化菌株点植入选择培养基,

３０℃ 恒温培养７２h后,滴入３mL碘液并使碘液均匀铺

满整个平板.检测透明圈直径D,菌落直径d,计算D/d

值,选择 D/d 值最大的菌株作为出发菌株;将纯化菌株

点植入PDA固体培养基,２８ ℃恒温培养７２h,观察菌落

形态,挑取菌丝,染色后于显微镜下观察菌株形态特征,

对菌株进行形态学鉴定[１３].

１．３．３　分子生物学鉴定　采用真菌基因组 DNA 试剂盒

提 取 MＧ１ 菌 株 的 DNA,以 ITS１:５′ＧTCCGTAGＧGTＧ
GAACCTGCGGＧ３′ 和 ITS４:５′ＧTCCTCCGCTTATTＧ
GATATGCＧ３′为引物扩增ITS序列.PCR反应体系:引
物ITS１、ITS４各１μL;模板(基因组)０．５μL;TaqPCR
MasterMix２５μL;超纯水２２．５μL;PCR反应条件:９４℃
预变性３min;９４℃变性３０s;５５℃退火３０s;７２℃延伸

４５s;循环３０次;７２℃总延伸１０min.用DNA琼脂糖凝

胶回收试剂盒回收扩增出的糖化酶基因产物并送至上海

生物工程公司测序,测序结果于 NCBI数据库比较分析,

利用 MEGA７．０软件构建发育树.

１．３．４　酒精度、糖化酶活力测定方法

(１)霉菌米曲糖化酶活力:参照 QB/T４２５７—２０１１
«酿酒大曲通用分析方法».

(２)酒精度:参照 QB/T４２５７—２０１１«酿酒大曲通用

分析方法».

１．４　米曲的制作及应用

１．４．１　米曲制作工艺

(１)纯种霉菌麸曲的制作:称取 ５０．０g麸皮加入

５０mL去离子水,充分搅拌,１２１℃灭菌２０min,冷却.向

无菌麸皮接种５×１０６的孢子悬浮液(用无菌水将试管斜

面上的霉菌孢子洗下,１５０r/min振荡１０min,２５×１６型

血球计数板计数),２８℃培养５d.控温烘干,贮藏,制得

霉菌的一级扩大培养产物———霉菌麸曲.
(２)霉菌的二级扩大培养产物———纯种霉菌米曲的

制作:工艺流程见图１[１４].以糖化酶活力为指标,考察

m麸皮 ∶m米粉 、培养时间、米曲含水量和干燥温度对米曲糖

化酶活力的影响.

１．４．２　米曲在大曲白酒酿造中的应用　将米曲应用至中

高温大曲酿造中,以添加米曲为试验组,等质量的米粉、

麸皮的混合物为对照组(见表１),探究米曲对固态酿造出

酒率的影响[１５].

　　综合考虑生产成本、出酒率来选定酿造用曲,随后扩

大酿造规模进行验证实验.如图２所示,以１００kg粳高

粱为原料,MＧ１米曲２kg,大曲２０kg,放入发酵罐中发酵

６０d,待发酵完成后取出糟醅蒸酒,测定出酒率.

图１　纯种霉菌米曲工艺流程图

Figure１　ProcessflowchartofpuremoldMiqu
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表１　酿造用曲配比表(１００g粮食计)

Table１　Quyaotableforbrewing(１００gramsofgrain)

g

试验号 大曲 MＧ１米曲 麸皮米粉混合的粮谷粉

１ ２０ １ ５

２ ２０ ２ ４

３ ２０ ３ ３

４ ２０ ４ ２

５ ２０ ５ １

６ ２０ ６ ０

对照组 ２０ ０ ６

１．５　数据处理

试验数据用“平均值±标准差”表示,运用SPSS１６．０
软件对试验结果进行多重比较和显著性分析,每组试验

重复３次.

２　结果与分析

２．１　菌株筛选及鉴定

由表１可知,从中高温大曲中共筛选出１０株根霉,

将D/d 最高的菌株 MＧ１作为米曲的出发菌株[１６].

　　将菌株 MＧ１接入PDA固体培养基中,发现菌落呈白

色,孢子多为黑色,菌丝密集,呈网状,生长迅速.镜检下

观察到菌落孢子梗不分枝,从假根处长出.由图３可知,

图２　固态发酵酿造工艺图

Figure２　Solidstatefermentationbrewingprocessdiagram

表２　高产糖化酶菌株筛选结果

Table２　Theresultsofhighyieldglycosylasestrain

霉菌编号 透明圈直径 菌落直径 D/d

MＧ１ ２１．００ １２．００ １．７５

MＧ２ ７．２０ ５．５０ １．３１

MＧ３ ９．００ ７．６０ １．１８

MＧ４ １６．５０ １２．００ １．３８

MＧ５ １４．００ ９．８０ １．４３

MＧ６ １８．００ １６．４０ １．１０

MＧ７ １４．００ １０．００ １．４０

MＧ８ ５．３０ ４．５０ １．１８

MＧ９ １９．３０ １４．００ １．３８

MＧ１０ １３．００ ８．５０ １．５３

菌株 MＧ１的rDNAＧITS序列基因片段全长约８５０bp,其
序列 与 Rhizopusoryzaestrain FSU ６１６０ 的 同 源 性 达

９９．７５％,与 米 根 霉 菌 株 (Rhizopusoryzae)(序 列 号

EU４８４２３４．１)相似度为１００％.

　　综合形态学鉴定和分子生物学结果,将 MＧ１菌株鉴

定为接合菌纲(Zygomycetes)、毛霉目(Mucorales)、毛霉

科(Mucoraceae)、根霉属(Rhizopus)、米根霉(Rhizopus
oryzae).Xiang 等[１６] 将 印 度 毛 霉 (Mucorindicus
XH０２５)与米根霉(RhizopusoryzaeXH０２８)应用至米酒

酿造中,获得的米酒相较于工业规模生产的米酒香气更

浓郁、口感更和谐[１７];米根霉能产生２Ｇ甲基Ｇ１Ｇ丁醇、３Ｇ甲

基Ｇ１Ｇ丁醇等挥发性化合物,因此也常被用于米酒及黄酒

酿造中[１８－１９].米根霉 MＧ１来源于中高温大曲,具有制备

成适于大曲白酒酿造的微生物强化剂的潜能.

图３　菌株的筛选与鉴定

Figure３　Screeningandidentificationofstrains

２．２　制曲条件优化

２．２．１　制作 MＧ１米曲条件优化　糖化酶是参与淀粉转化

为葡萄糖的关键酶系之一[２０].添加麸皮可以提高原料的

疏松度,有利于微生物的生长繁殖.但麸皮也会给酒体

带来杂味,影响酒质[２１].由图４(a)可知,随着麸皮的增
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字母不同表示差异显著(P＜０．０５)

图４　各因素对 MＧ１米曲糖化酶活力的影响

Figure４　Effectsofdifferentrawmaterialratio,incubationtime,moisturecontentanddryingtemperature
ontheactivityofMＧ１Miquglucoamylase

加,该米曲的糖化酶活力呈先增后降的趋势,当 m麸皮 ∶
m米粉 为２∶８时,糖化酶活力最高为８６１U/g.随后糖化

酶活力呈下降趋势,是因为增加麸皮的同时,米粉的含量

相应减少,供微生物利用的营养物质也相应缩减.故最

终确定m麸皮 ∶m米粉 为２∶８.

　　由图４(b)可知,随着培养时间的延长,MＧ１米曲的糖

化酶活力先迅速增加后缓慢下降.当培养时间为７２h
时,微生物的代谢活动最为活跃,糖化酶活力也达到峰

值,为８６３U/g,显著高于７２h前的(P＜０．０５),７２h后糖

化酶活力有所下降.考虑到培养时间过长容易滋生杂

菌,确定培养时间为７２h.

水分是米曲培养阶段微生物生长繁殖的基本营养物

质之一.含水量低容易引起曲药通气性差、氧气缺乏;含

水量高容易延滞菌株的生长,生成孢子[２２].由图４(c)可

知,随着米曲含水量的增加,糖化酶活力呈先上升后略微

下降的趋势.当米曲含水量为４５％时,糖化酶活力达到

峰值８５８U/g.考虑到含水量过高不仅需要更长的时间

来干燥米曲,而且染菌的风险也会增加.故确定米曲含

水量为４５％.

为使 MＧ１米曲具有较长的保质期,培育完成的米曲

需进行干燥处理.由图４(d)可知,随着干燥温度的增加,

米曲的糖化酶活力变化不明显.考虑到米曲的干燥时间

与干燥温度呈负相关,从节约能源、时间的角度出发,确
定干燥温度为４０℃.

２．２．２　成品米曲检测　综合制曲条件优化结果,最终确

定 MＧ１米曲的制作工艺条件为m麸皮 ∶m米粉 为２∶８,培养

时间７２h,米曲含水量４５％,干燥温度４０ ℃.此条件下

制作的米曲有利于米根霉 MＧ１糖化酶活力的保持.

　　由表３可知,MＧ１成品米曲的酸度、淀粉、水分处于

正常范围,糖化酶活力达８６４．５０U/g.相较于１＃米曲

(１１５０U/g)和 M１ 米 曲 (１２４６．９ U/g)的 还 存 在 差

距[２３－２４].然而米根霉 MＧ１是直接从中高温大曲中筛选

获得的,相较于原中高温大曲,MＧ１成品米曲的糖化酶活

力提升显著(P＜０．０５),应用该米曲至大曲白酒酿造中能

较好地发挥糖化性能.

２．３　MＧ１米曲的应用

２．３．１　对大曲白酒出酒率的影响　由图５可知,随着 MＧ
１米曲的增加,大曲白酒的出酒率呈先快速上升后趋于平

稳 的 趋 势.酿 造 用 曲 配 方 为 试 验 号 ２ 时,出 酒 率 达

４３．１７％,显著高于对照组(３８．１３％).随后大曲白酒的出

酒率变化不明显,说明添加该米曲能一定程度上提高大

曲白酒的出酒率.从节约成本的角度考虑,选择粮食质
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表３　成品米曲的理化检测结果†

Table３　ThephysicalandchemicaltestresultsofmanufacturedMiqu

米曲 水分/％ 酸度/(１０－２ mmol􀅰g－１) 淀粉/％ 糖化酶活力/(U􀅰g－１)

MＧ１米曲 １０．４７±０．１９ ６．１３±０．２５ ６２．７８±０．２７ ８６４．５０±１５．００a

原中高温大曲 ９．６２±０．２３ １０．３０±０．１８ ６１．５４±０．２１ １５８．９２±１２．５０b

　　　　　　　†　字母不同表示差异显著(P＜０．０５).

量的２％为该米曲的添加量.

２．３．２　验证实验　为验证实验结果,将原料由５kg扩大

至１００kg,按图２的酿造工艺,以添加２kg MＧ１米曲,

２０kg大曲为试验组;２kg麸皮米粉(m麸皮 ∶m米粉 为２∶
８)混合的粮谷粉,２０kg大曲为对照组进行验证实验.

　　由图６可知,试验组的出酒率(４４．６１％)显著高于对

照组(３８．６４％)(P＜０．０５),提高了５．９１％,与图５的结果

一致,证明了大曲白酒的出酒率与大曲体系的糖化酶活

力呈正相关[２５].

３　结论

从中高温大曲中筛选出一株产糖化酶能力较强的根

霉MＧ１,通过形态学及分子生物学方法鉴定其为米根霉.

字母不同表示差异显著(P＜０．０５)

图５　添加 MＧ１米曲对大曲白酒出酒率的影响

Figure５　TheeffectofaddingMＧ１Miquontheliquor
yieldofDaquBaijiu

字母不同表示差异显著(P＜０．０５)

图６　１００kg规模的验证实验

Figure６　Theverificationexperimentof１００kgscale

将该菌株制作成米曲,其糖化酶活力为８６４．５０U/g.添

加米曲至大曲白酒酿造中,馏出酒的出酒率提升明显,说

明出酒率与大曲体系的糖化酶活力呈正相关.米根霉

MＧ１是从大曲中筛选获得的,应用该菌株制作的米曲(微

生物强化剂)于大曲白酒的酿造中能更好的兼容,产糖化

酶能力受环境的影响较小.然而该米曲对出酒率的提升

存在限制性,其糖化酶活力尚未达到１０００U/g,从中高

温大曲中还能筛选出产糖化酶能力更强的微生物,应用

该微生物的强化剂至大曲白酒酿造中,出酒率可能进一

步提高.后续将从扩大试验规模、酒体风味等方向解决

问题,以进一步完善理论支撑数据.
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