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摘 要： 对分离自窖房空气中的 104 株霉菌产糖化酶能力进行检测，发现其中有 14 株具备产糖化酶能力。结合形

态、特征和基于 ITS nu-rDNA 的系统发育分析，此 14 株菌分属于 Aspergillus (6 株)、Mucor (3 株)、Penicillium (2
株)、Rhizopus (1 株)、Gibberella(1 株)、Cladosporium (1 株) 6 个属，Aspergillus 为优势属，显示浓香型白酒窖房中空

气存在多样性较为明显的产糖化酶霉菌。
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Abstract: 104 mold strains were isolated in the air of fermentation workshop of multi-grains Luzhou-flavor liquor. Among them, 14 mold strains
were capable of producing glucoamylase. According to the morphological features and ITS nu-rDNA analysis, 14 mold strains belonged to As-
pergillus(6 strains), Penicillium(2 strains), Mucor(3 strains), Rhizopus(1 strain), Gibberella(1 strain), and Cladosporium(1 strain). Aspergillus was
the dominant genera. The research results revealed that there existed diverse glucoamylase-producing mold strains in the air of fermentation work-
shop of Luzhou-flavor liquor.
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浓香型白酒的酿造是一种固态、 厌氧的半自然发酵

过程，依赖于生产环境内众多微生物的协同参与，其代谢

机理复杂[1]。 在浓香型白酒酿造工艺中，发酵原料在窖房

中混入曲粉后再入窖发酵， 此过程中窖房空气里的部分

微生物会接种至发酵原料并参与白酒酿造。 在窖内发酵

过程中， 酿酒原料所含淀粉在糖化酶的催化下水解生成

葡萄糖后， 才能被用于微生物增殖及各种代谢产物的合

成[2]。 因此，糖化酶在浓香型白酒酿造过程中扮演着重要

的角色，而且目前行业内普遍认为，淀粉质原料糖化发酵

的不完全是浓香型白酒产酒率偏低的主要原因[3]。
对浓香型白酒窖房空气中具有产糖化酶能力的霉菌

开展研究， 有利于认识浓香型白酒不同酿造环节的微生

物在酿造过程中所起的作用， 进而为生产环境中微生物

区系的调控及改进生产提供基础数据。同时，这些霉菌也

是一类重要的生物资源，具有潜在应用前景。

1 材料与方法

1.1 材料、仪器

供试菌株： 分离自川南多家规模以上多粮浓香型白

酒企业窖房空气，经过菌落和孢子（菌丝）特征去除冗余

的 104 株霉菌。
仪器试剂：PCR 仪为 Bio-Rad 公司产品；菌株 DNA

提取、ITS 片段扩增所用的各种酶、Marker、dNTPs、Buffer
等 试 剂 为 上 海 生 物 工 程 技 术 服 务 有 限 公 司 产 品 （San-
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gon）；其余试剂均为国产分析纯。
1.2 实验方法

1.2.1 产糖化酶能力检测

参照文献[4]配制产糖化酶检测平板。 保存菌株活化

后，制备孢子悬液，调整浓度至 107 /mL，点接 10 μL 于检

测平板，36℃培养 4～6 d，检测菌落（d）及其周围透明圈

（D）的直径，计算 D/d 值。
1.2.2 产糖化酶霉菌的形态特征和 pH 值耐受检测

纯化培养 7～10 d 后，制片观察菌丝形态、孢子梗形

态、孢子形态以及孢子与营养菌丝之间的着生关系，同时

结合菌落特征， 对照有关资料初步确定其真菌分类学地

位[5]。 采用混合有机酸（等体积比的乙酸、乳酸、己酸）调

节液体 PDA 培养基 pH 值（5.0、4.5、4.0、3.5、3.0、2.5），装

液量（200 mL/500 mL）,10 %接种量（孢子悬液），28℃下

以 120 r/min 培养 3 d，过滤，烘干，称重。
1.2.3 产糖化酶霉菌的系统发育分析

根据文献[6]提供的方法适当修改。 提取霉菌基因组

DNA 后 ， 使 用 引 物 ITS 1：5′-TCCGTAGGTGAACCT-
GCGG-3′ 和 ITS 4：5′-TCCTCCGCTTATTGATATGC-
3′ 扩 增 出 ITS 片 段 。 PCR 反 应 体 系 和 反 应 条 件 参 照

White 等的方法进行[6]。 扩增的 PCR 产物送上海生物工

程技术服务有限公司 （Sangon） 纯化并测序， 测序长度

500～700 bp， 所 得 序 列 上 传 至 GenBank， 序 列 号 在

JN226906～JN226988 之间。
所得序列用 Blast 在线进行相似性分析，用 ClustalX

按照最大同源性的原则进行比对，采用 Kimura-2[7]计算

序列相似值； 采用 ClustalX 进行系统进化树的构建并用

Mega 4.0 进行系统进化树的构建、编辑与保存。

2 结果与分析

2.1 产糖化酶霉菌及其 pH 值耐受

104 株供试霉菌中，14 株具备产生糖化酶的能力(占

供试菌株总数的 13.79 %)， 其水解圈直径与菌落直径之

比(D/d)在 1.01～1.74 之间（见表 1）。 其中，产酶强度最高

的 J8M-53 的 D/d 值达到了 1.74，远高于其他菌株。 其他

13 株菌 D/d 值均在 1.10 以下， 其中仅 4 株 （Z8M-58、
W8M-30、W8M-33 和 J8M-57）的 D/d 值超过了 1.05。从

这些霉菌的 pH 值耐受情况来看， 耐 pH4.0 和 pH5.0 的

各有 7 株。 耐 pH4.0 的 7 株菌中， 产酶强度较高的只有

Z8M-58 (D/d＝1.09)， 而 其 余 产 酶 能 力 较 强 的 4 株 菌

（D/d＞1.05）均只能耐受 pH 5.0 的酸性环境。

2.2 产糖化酶霉菌的系统发育分析

14 株 产 糖 化 酶 霉 菌 的 ITS nu-rDNA 序 列 与 Gen-
Bank 中对应菌株的相似度在 99 %～100 %之间，其中有

5 株的 Max ident 达到 100 %（表 2）。 结合序列比对和系

统发育分析结果（图 1），发现 14 株分属于 Aspergillus (6
株) 、Penicillium (2 株)、 Mucor (3 株) 、Rhizopus (1 株) 、
Gibberella(1 株)、 Cladosporium (1 株)6 个属。 这表明尽管
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(自展数 1000，各分支上的数值表示聚类概率，比例尺显示水平线

长度)
图 1 酿造环境产糖化酶霉菌基于 ITS nu-rDNA 系统发育分析

窖房空气中糖化酶产生菌总数相对较少， 宜宾多粮浓香

型白酒酿造环节窖房空气中产糖化酶的霉菌种属分布和

系统发育却呈现出丰富的多样性。
在系统发育树（图 1）上聚在 1 条直线上，属于 As-

pergillus 的 J8M-53、G8M-18、Z8M-16 的 3 株菌， 其序

列虽然 100 %相似， 但在同样培养条件下 J8M-53 菌的

菌落表面比后两者的更加致密， 且菌丝和孢子均存在较

大的差异；同 样，同 属 于 Aspergillus 的 W8M-30、Z8M-
12、J8M-393 的序列虽然完全一样， 但在同样培养条件

下，前者 W8M-30 的菌落颜色为绿色，而后两者为黄色。
这些均表明，14 株霉菌在属一级以下的分类单位中，可

能呈现出更加复杂的多样性。
从产酶能力来看，D/d 值大于 1.05 的 5 株菌分别属

于 Aspergillus（2 株）、Mucor（2 株）、Penicillium（1 株），其

中 产 酶 能 力 最 强 的 J8M-53 (D/d 为 1.74) 属 于 As-
pergillus。 这说明无论从产酶强度和产酶数量来讲，As-
pergillus 的优势都比较明显。

3 讨论

在供试的 104 株霉菌中，产糖化酶的菌株达到了 14
株，占供试菌株的 13.46 %，这表明具备产糖化酶能力的

菌株在川南浓香型白酒窖房空气霉菌区系中占了一定的

比例。由于糖化酶在浓香型白酒酿造中扮演着重要角色，
窖房空气中相当数量的产糖化酶菌株的存在， 间接表明

窖房空气中微生物区系在浓香型白酒酿造中扮演着重要

的角色。 同时也在一定程度上表明大曲可能并不是浓香

型白酒酿造的唯一糖化酶来源。通过多年的选择富集，存

在能分解淀粉， 耐酸耐乙醇且可产孢子的霉菌在窖房内

稳定存活下来，并以“空气中孢子接种至入窖糟醅-发酵

早期霉菌生长产酶-发酵后期霉菌产孢-出窖时孢子逸

散到空气中” 的循环形式参与到各轮次窖内发酵过程中

去，窖房空气作为这些霉菌孢子的暂居地，一是为霉菌孢

子提供暂时的容留空间， 二是其流动可带动这些霉菌进

入到生产车间的每个角落， 很大程度上造就并影响着窖

房微生物生态系统。 且尽管利用 ITS nu-rDNA 对真菌的

系统发育分析不能完全确定其分类地位 [8]，但据现有研

究积累的信息，其能够区分霉菌属间关系[8-9]。 通过对窖

房空气中能够产生糖化酶菌株的 ITS nu-rDNA 的系统

发育分析，发现其具一定的多样性。 目前，已有广泛分布

于各种环境中的 23 个属 35 个种的霉菌被报道具有产生

产糖化酶的能力[10]。 本研究中检测到的 6 个属，均被报道

具有产生糖化酶的能力[10-11]。 此外，对酿酒环境空气中糖

化菌的报道很少，仅见于张良 [12]等对泸州古酿酒作坊空

气曲霉菌的研究，检测到窖房空气中的 5 种主要曲霉，仅

米曲霉具有较高糖化能力， 其曲霉种的分布也与本研究

有一定区别，本研究发现除米曲霉之外，烟曲霉也具有较

好的糖化能力。 这在很大程度上说明宜宾浓香型白酒酿

造环境窖房空气中相对独特的生态环境造成其产糖化酶

霉菌种属、数量分布的特异性。
已有较多研究报道表明， 淀粉水解圈大小与菌落直

径之比(D/d)和产糖化酶酶活密切相关[4，13]。本研究仅采用

观测淀粉水解圈的方法对霉菌产糖化酶能力进行初步评

价， 而这些菌株产酶能力和条件则有待于进一步深入研

究。 糖化酶活力最适 pH 值为 4.5～5.0[14]，这与糟醅出窖

的 pH 值很接近 [15]。 本研究中产糖化酶的霉菌都能耐受

pH4.0 或 5.0。 表明这些菌株可能在窖内发酵初期促进了

酿酒原料的糖化。
本研究发现， 多粮浓香型白酒窖房空气中存在多样

性较为丰富的产糖化酶霉菌，为浓香型白酒行业控制（改

良）生产环境，提高白酒出酒率和品质有重要意义。而且，
通过对这些菌产酶条件、 酶活系统研究使得这些菌在白

酒和其他领域上具有应用潜力。
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图 9 动力学方程图

图 10 糖化酶对酿酒原料的液化能力

其中，玉米粉、高粱粉、小麦粉的液化能力比小米粉、苦荞

粉、木薯粉的强。 云南玉米、高粱产量高，原料来源方便，
该酶具较强现实应用价值。

3 结论

从样品中分离出 6 株酶活较高的菌株，选取酶活最

高的菌株 K-1 作为出发菌株，初步鉴定为根霉，酶最适

作用温度为 55℃，而且随着温度的升高，酶活的变化较

大。酶活在 pH5.5～6 之间较高。该菌株对传统酿酒原料

液玉米粉、小麦粉、木薯粉、苦荞粉、黄豆粉具有较强的

液 化 能 力 ， 酶 的 动 力 学 实 验 测 得 Km=1.446 mg/mL，
Vm=0.269 mg/mL·min。 将进一步对该菌株进行鉴定，研

究酶的形成条件以及对其固体发酵产酶条件进行优化，
提高产酶率，最终应用于酿酒生产。
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