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摘 要： 从洋河酒厂在房大曲和酒醅中分离得到根霉菌、红曲霉、酵母菌，利用这 @ 种菌株生产相应的粗酶制剂，并

按 7D7D5 比例混合，制成复合酶制剂，可增加酒醅的糖化力、发酵力和酯化力。将该复合酶应用于大曲酒生产，不改变传

统工艺，可提高出酒率 A;59 E，升级率提高 9C;88 E。
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为了进一步增强洋河大曲酒醅的糖化力、发酵力、酯化力，我

们从公司 的 在 房 大 曲 和 酒 醅 中 分 离 到 >5;G7 根 霉 菌 、>C;GA 红 曲

霉、?’!酵母菌，发现 >5;G7 根霉具有较强的糖化力、液化力、蛋

白水解力；>C;GA 红曲霉具有较强的酯化力；?’!酵母菌具有较强

的发酵力。而且发现这 @ 种菌株具有较强的耐酸、耐高温的能力，

并试验了各自相应的产酶条件，随后我们利用这 @ 株菌制作成相

应的粗酶制剂，并按一定比例混合，形成 <=—>? 复合酶制剂，应

用于生产，产质量大幅提高，取得了较好的效果。

9 <=—>? 复合酶优势根霉的选育及鉴定

9;9 优势根霉的选育

9;9;9 原始菌株的采集

选自洋河酒厂贮存 @ 个月的优质大曲。

9;9;5 选育方法

9;9;5;9 分离培养基为 B!H[ 麦芽汁琼脂培养基。

9;9;5;5 采用稀释分离法获得单菌落。

（9）取盛有无菌水试管 8 支Q每支 C (3V分别记 9，5，@，7，8 号，

用接种环取样品 5 环，投入 9 号管内，振摇，使悬浮液均匀。

（5）用 9 (3 灭菌吸管，按无菌操作法，从 9 号管中吸取 9 (3 悬

浮液注入 5 号管中，摇匀后同样由 5 号管中吸 9 (3 至 @ 号管中，

依此类推，直至 8 号管，每稀释 9 管号应换 9 支灭菌吸管。

（@）用 5 支无菌吸管分别由 7 号、8 号试管中各取 9(3 悬液，

并分别注入 5 个灭菌培养皿中，再加入融化后冷却 78 _的培养基

约 98 (3，轻轻在桌面上摇转，静止使成平板，然后置放恒温箱中约

5B _恒温培养 8‘A O 后，形成单菌落孢子。

9;9;@ 诱变处理

9;9;@;9 用上述经 5B _恒温培养 8‘A O 的斜面试管菌落配成孢子

菌悬液，用 98 I 紫外灯在 56 .( 的距离下摇荡照射 96 ("+。

9;9;@;5 取出 9 (3 放入 86 (3 基本培养基中，@6 _摇瓶培养 57 2。

9;9;@;@ 用玻璃棉滤去可形成菌体的非营养缺陷型，滤液涂布于

完全培养基中，培养后将形成的单菌落挑出，检测其糖化酶生成能

力。

9;9;@;7 根据测定的单菌落的糖化能力，再反复用紫外线、亚硝基

胍进行反复处理。

9;9;7 产酶性能的测定

将菌种转移到试管斜面上培养，将纯种以麦麸为培养基培养

A5 2，供产酶性能的测定。

液化力的测定：@6 _碘液褪色法；

糖化力的测定：费林氏法；

蛋白水解力的测定：沉淀法；

酯化力的测定：气相色谱法。

根据表 9 测定的结果，选择 >5;G7 为根霉菌的功能菌。
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蛋白水解力的测定：沉淀法。

酯化力的测定：气相色谱法。

根据表 < 测定的结果，选择编号 =>;?< 为红曲霉的功能菌。

5;5 菌种的鉴定

5;5;9 鉴定方法：常规群体形态、个体形态特征及生理生化鉴定。

5;5;5 鉴定培养基：麦芽汁培养基、马铃薯培养基、糖发酵培养基、

同化碳源培养基、同化氮源培养基。

5;5;@ 鉴定结果

5;5;@;9 形态特征：在麦芽汁培养基上，生长良好，菌落成膜状蔓

延生长物，初始菌落为白色，逐渐变色，为淡红色，表面有皱纹和气

生菌丝，培养 @ A 后，菌落直径为 9;8B5;5 .(，有辐射状纹沟，菌落

中心部分突起。菌丝有隔、分枝、多核，颗粒直径 5BC !(，分生孢子

着生于菌丝及分枝的顶端。闭束壳球形，有柄，直径 5>B@6 !(D
76B?6 !(，子囊呈球形，含 C 个子囊孢子，成熟后消失。子囊孢子

呈卵圆形、光滑、无色，@B7 !(D5B@ !(。

5;5;@;5 生理生化特征

（9）它们能在 5?B75 E生长，最适生长温度为 @5B@8 E，生长

最适 FG 值为 @;8B8;6，能耐 FG5;8，耐 96 H乙醇，因而它们均应归

属于红曲霉属。

（5）发酵糖类测定结果见表 C。

（@）同化碳源测定结果见表 >。

（7）同化氮源：同化硫酸铵、硝酸钾、硝酸铵。

5;5;@;@ 鉴定结果

根据形态特征及其利用葡萄糖、蔗糖、麦芽糖、淀粉、棉子糖、

蜜二糖、纤维二糖、乙醇、甘油、I’甘露醇等多种糖类和醇类物质

为碳源；及同化硝酸钾、硝酸铵，而以有机氮为最好氮源。故该菌在

分类学上应归属于曲霉科中的红曲霉属。

5;@ =>;?< 红曲霉产酶菌粗酶制剂的发酵生产

5;@;9 工艺流程

斜面菌种!种子培养!曲盘培养

"
麸 皮!拌 料!蒸 料!摊 凉!接 种! 厚 层 通 风 发 酵!干 燥!粉

碎!粗酶制剂

5;@;5 操作方法

5;@;5;9 斜面菌种培养

培 养 基 ：麸 皮 汁 9666 (3，葡 萄 糖 9 H，酵 母 膏 6;9 H，琼 脂 5
H，自然 FG。

>C *J) 压力灭菌 @6 ("+，接种后于 5CB@5 E培养 7B8 A，取出

备用。

5;@;5;5 种子扩大培养

将新鲜麸皮、9 H葡萄糖加水拌和后，分装于 586 (3 三角瓶，

>C *J) 压力下灭菌 78 ("+，冷却、接种 ，@5B@8 E培 养 @ A，取 出 备

用。

5;@;5;@ 曲盘培养：新鲜麸皮加水拌和后，>C *J) 压力下灭菌 78
("+，冷却后分装于曲盘，接种，@5B@8 E培养 5B@ A，备用。

5;@;5;7 厚层通风发酵：将新鲜麸皮加水拌和后，置于高压锅中 >C
*J) 压力下灭菌 78 ("+，取出冷却后接 种 ，接 种 量 为 8 H，扬 散 后

装箱，控温，通风发酵 7CB<5 2 后，出箱。

5;@;5;8 干燥、粉碎后，即为 =>;?< 产酶菌粗酶制剂。

@ KG—=L 复合酶优势酵母菌的选育

大曲中的微生物来源于自然界，未经筛选，菌种分泌的糖化酶

活性与酒精发酵力都不强，而且因大曲培养过程中的温度控制高

达 78B?8 E，其中酵母已基本死亡，故发酵力极低，使大曲出酒率

低，发酵时间长。现通过选育得到一株耐高温、耐酸、发酵力较强的

新型酵母菌，并制成粗酶制剂。

@;9 菌种的选育

@;9;9 原始菌株的采集

选自洋河酒厂酒醅，出池温度 76B75 E。

@;9;5 菌株的分离及培养操作

@;9;5;9 菌株分离及培养所用培养基的制备

菌株分离及培养均采用小米’米曲汁作培养基。

糖化酶的制备：将精选大米浸泡 ?BC 2 后，滤去余水，在常压

下蒸 76B?6 ("+，冷 却 后 接 入 @C7M 黄 曲 少 量 ，培 养 @?B76 2，外 观

呈现浅绿色绒膜即使用。

米 曲 汁 的 制 备 ：取 小 米 加 水 9N?B?;8，常 压 下 蒸 76 ("+，冷 至

?8 E，加入上述制备好的糖化酶，保温糖化 @ 2，过滤，所得滤液即

为菌株分离及培养所用培养基。

@;9;5;5 分离操作

将酒醅连续稀释制成悬浮液涂于平板，置于 @6B@5 E保温箱

中培养 C 2，挑选其优良菌落。

@;9;5;@ 培养操作

将液体试管菌种进行移种，每 57 2 移植一次，置于 76B75 E
恒温箱中培养，定期进行高温处理。

@;9;@ 菌株的筛选

@;9;@;9 筛选菌株所用培养基的制备

取玉米粉 9666 ,，加水 @666 (3，加入适量淀粉酶，在 97< *J)
压力下糊化 9;8 2，取出冷却至 ?6 E，加入糖化酶糖化 @ 2，过 滤 ，

装瓶，灭菌，备用。

@;9;@;5 选育操作

将所得菌株接入上述培养基中，观察其发酵过程中 OP5 失重
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