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小曲中霉菌的分离纯化鉴定

吴雪梅

!广东九江酒厂有限公司"广东 佛山 <5=56>#

摘 要$ 小曲中的微生物主要有霉菌!酵母以及少量的细菌"在小曲上能看到的菌丝基本上都属于霉菌#以广东省九

江酒厂有限公司提供的小曲为出发菌"采用土豆汁培养基进行纯培养"选取长有 5?7 个单菌落的平板进行分离纯化"
制成纯培养菌$通过菌落特征%形态!制片标本和生理生化试验对纯培养菌进行鉴定$共分离出根霉菌株 @ 株"经鉴定"
其中根霉属 7 株"毛霉属 9 株"曲霉属 > 株"青霉属 9 株$ &小雨’
关键词$ 小曲( 霉菌( 分离( 纯化( 鉴定
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小曲白酒是我国白酒的一大类产品" 其产量约占全国白酒总

产量的六分之一\9]’ 小曲是小曲白酒的糖化发酵剂"其培养和保存

及应用方法是我国劳动人民智慧和经验的结晶" 至今仍有其理论

价值和实用价值’
小曲中的微生物主要有霉菌(酵母以及少量的细菌"在小曲上

看到的菌丝基本上都属于霉菌"霉菌可以说是小曲的大户’分离纯

化并鉴定小曲霉菌" 是了解小曲菌系及酶系的基础" 具有重要意

义’
分离是纯化的准备"而鉴定时必须以菌种纯培养为样品"才能

作菌种鉴定"因而菌种纯化很关键’现时科研单位多采用显微技术

作单细胞分离以获得纯培养" 但在企业单位并不具备这样的实验

条件’ 利用普通的实验器材"采用简单的试验方法"同样能获得所

需菌种的纯培养’

9 材料和方法

9;9 试验材料

广东省九江酒厂有限公司提供的小曲’
9;5 培养基

土豆培养基^_KC‘$土豆汁 9666 (3"葡萄糖 56 ,"琼脂 56 ,a自
然 Wb’ 土豆汁的制备$取 566 , 去皮土豆"切成小块"置于 9666 (3
自来水中煮"煮沸 6;< 2 后"以纱布过滤"用自来水补至 9666 (3’
9;> 抑菌剂

去氧胆酸钠 >66 (, c !^抑制霉菌菌丝体的蔓延d’
9;7 分离方法

从饼仓采样"用四分法取样"把样品用粉碎机粉碎"制成小曲

种粉备用’ 称取小曲种粉 9 ,"放入盛有 @@ (3 无菌水并带有玻璃

珠的三角瓶中"振摇 9?5 ("+"浸泡数分钟后再振摇 9?5 ("+"使种

粉与水充分混合"将菌分散’ 用一支 9 (3 无菌吸管从三角瓶中吸

取 9 (3 混浊液注入盛有 @ (3 无菌水的试管中"以此类推"制成 96’

5"96’>"96’7"96’< 各种稀释度的种粉溶液’ 用 9 (3 无菌吸管分别从

96’7"96’< 稀释度的试管中吸取 9 (3 放 入 无 菌 培 养 皿 中" 再 注 入

7<?<6 e适量的 _KC"摇匀(静置"使其凝固后把平板倒置于 >6 e
培养箱中培养’ 培养 95?9= 2 后" 用小刀把平板上的单个菌落挖

出"置于另一空白 _KC 平板上"继续培养’
9;< 纯化方法

待菌落在平板上生长进入旺盛期时" 用无菌接种环挑取少量

孢子作平板划线"经 5?> 次平板划线后该菌已得到初步纯化’ 从

培养十几小时的划线平板上选取单菌落" 用小刀将其挖出并移植

于空白 _KC 平板上"继续培养’ 待该菌落生长处于旺盛期时"用接

种环挑取适量气生菌丝放入盛有 966 (3 无菌水并带有玻璃珠的

三角瓶内"振摇 5 ("+"制成均匀的孢子液"采用小曲种粉稀释的方

法"进行 96 倍递增稀释"制成 96’5?96’< 稀释度的孢子液"用 无 菌

吸管分别吸取 9 (3 各稀释度的孢子液注入无菌培养皿中"再倾注

<6 e左右的适量 _KC 培养基"摇匀"静置"凝固后倒置于 >6 e下

培养’ 选取长有 5?7 个单菌落的平板"该平板上的单菌落就是该

菌的纯培养’
9;8 菌种保存及鉴定方法

9;8;9 菌种保存

经一系列的分离纯化后得到所需菌种的纯培养" 为了做好菌

种鉴定及将来作进一步的生理及产物试验" 对该菌作保存很有必
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要!从长有 5<7 个单菌落的平板上选定一个单菌落"用无菌

接种针挑取少量孢子"接种于 =>? 试管斜面上"在 @6 A培

养 76<7B 2 后"用牛皮纸#棉绳包扎好放入铝盒储存于 C D
的冰箱中! 每种菌保存 @ 支试管"每月继代一次!
9;8;5 鉴定方法

9;8;5;9 平板培养基上菌落特征的鉴定$ 用肉眼及放大镜

观察下列各项$!生长速率%"菌落颜色及变化%#菌落背

面的颜色及其变化%$培养基颜色及其变化%%表面结构%
&气味!
9;8;5;5 载玻片培养基上的形态鉴定 E5F$用低倍镜或中倍显微镜检

查下面各项$!基内菌丝的特点$颜色"是否分节"&如有’特殊构造

的特点%"发生子实结构阶段%#成熟子实器官的特性及排列%$
成熟的子实器官或子实体的颜色#大小和形状!
9;8;5;@ 制片标本鉴定$!子实器官的详细构造%"孢子颜色"形

状"分隔"表面"大小!
9;8;5;7 生理生化试验鉴定$目前霉菌鉴定以形态为主要依据"但

对少数形态十分相似而难于区分的种" 也会使用简单的生理试验

加以区分"如温度试验等!

5 结果与讨论

5;9 结果E@G

5;9;9 分离所得菌株的形态特征

经分离所得 H 株霉菌的形态特征如下$
9 号在 =>? 培养基上呈棉絮状"后变灰褐色至黑色! 孢囊梗

光滑#粗短#浅褐至黄褐色"5<C 株成束"较少单生%孢子囊黄色至

黑色"球形或近球形%假根短小#手指状#不发达%厚垣孢子较多"为

球形#椭圆形!
5 号在 =>? 培养基上呈棉絮状"菌丝稠密"起初白色"老后灰

褐色至黑色! 孢囊梗较细长#淡褐至黄褐色"多数单生"较少 5<@
株成束"有时在孢囊梗上有囊状膨大! 孢子囊球形或近球形"初为

白色"后变黑色%假根极不发达"短指状或没有假根%厚垣孢子多"
多为近球形!

@ 号在 =>? 培养基上呈稠密的棉絮状"先白色后变灰黄至褐

灰色!孢囊梗灰褐至暗褐色"光滑"5<C 株成束!孢子囊球形或椭圆

形"浅褐色%囊托楔形"大而明显%假根发达"呈根状"褐色%一般无

厚垣孢子"有时有少量!
7 号在 =>? 培养基上呈疏松至稠密的絮状"先白色后变黄白

色至灰色! 孢囊梗褐色#光滑"5<7 株成束"较少单生"有时膨大成

分枝! 孢子囊球形或近球形"初为白色"老后为褐色%囊托楔形%假

根有或无"若有假根"假根发达"根状"褐色"厚垣孢子极多"形状大

小不一致!
C 号在 =>? 培养基上呈絮状"黄色"菌丛矮! 孢囊梗呈短的稀

疏的假轴状分枝"产生 5<@ 个孢子囊! 孢子囊黄色至黄褐色"球形

或长圆形! 孢囊孢子椭圆形#拟椭圆形! 厚垣孢子数量甚多"大小

不一"黄色至褐色!
8 号在 =>? 培养基上菌落初为白色#平坦"后中心微隆#变黄

色"再变为棕黑色"菌落表面呈颗粒状"有放射 性 凹 沟#有 同 心 环

形"反面为黄至秸黄色#有放射性裂纹"表面的凹沟与反面裂纹相

对应! 菌丝有隔"足细胞膨大不明显"顶囊明显膨大#多呈球形"表

面生辐射状小梗"小梗顶端分生孢子串生!
I 号在 =>? 培养基上菌落初为白色"后变青黄色#黄色"接着

逐渐变为黄绿色#褐绿色"中心微隆"表面呈颗粒状"靠近中心处有

放射性凹沟"有同心环形"反面为黄色! 菌丝有隔"表面较粗糙"足

细胞膨胀不明显"顶囊膨大明显"呈烧瓶形"顶囊上长双层小梗"孢

子囊#梗均为褐色!
B 号在 =>? 培养基上菌落初为黄色"后变黄褐 色"分 生 孢 子

头放射形"顶囊球形或瓶形"小梗一般单层!
H 号在 =>? 培养基上菌落初为白色"后变绿色"最 后 变 为 褐

绿色"菌落表面呈粉粒状"有皱褶"反面为绿色"靠近中心处有时有

裂纹!菌丝有隔"顶囊膨大不明显"顶囊 5 J @ 生小梗"小梗顶端生分

生孢子串!
5;9;5 分离所得菌株生理#生化试验&结果见表 9’
5;9;@ 分离所得菌株鉴定结果

经过多次分离试验后" 从小曲中分纯并按照 (常见与常用真

菌)鉴定出霉菌 H 株"编号为 9<H 号"结果如下$
9 号为毛霉目毛霉科根霉属中的华根霉 &!"#$%&’( )"#*+*(#(

K)"L%’!
5 号为毛霉目毛霉科根霉属中的少根根霉 &,"#$%&’( -.."#$%(

M"K.2/&’!
@ 号为毛霉目毛霉科根霉属中的黑根霉 &,"#$%&’( *#/.#0-*(

N2&/+O/&,’!
7 号 为 毛 霉 目 毛 霉 科 根 霉 属 中 的 米 根 霉 &,"#$%&’( %.1$-+

P/+L /L =&"+K/+ Q//&3"+,K’!
C 号 为 毛 霉 目 毛 霉 科 毛 霉 属 中 的 鲁 毛 霉 R2’0%. .%’3#-*’(

&S)3(/LL/’P/2(/&G!
8 号为丛梗孢目丛梗孢科曲霉属中的黑曲霉&4567 *#/+. T)+

13/,2/(’!
I 号 为 丛 梗 孢 目 丛 梗 孢 科 曲 霉 属 中 的 黄 曲 霉 &4867 9:;<’(

!"+*’!
B 号为丛梗孢目丛梗孢科曲霉属 中 的 米 曲 霉 &4867 %.1$;+

S%2+’!
H 号为丛梗孢目丛梗孢科青霉属中的桔青霉&6+*#0#::#’= 0#>?

.#*’= 12%(’!
5;5 讨论

5;5;9 由于霉菌菌丝在 =>? 平板上生长蔓延速度快"除加入 @66
(, J ! 去氧胆酸钠作抑制剂外"还必须做到早分离! 纯化时作多次

划线#移植"并采用稀释孢子液培养法"是霉菌得到纯培养的有力

保证!
5;5;5 华根霉与少根根霉在 =>? 平板上的菌落均呈棉絮状"初为

白色"后变为灰褐至黑色"菌落形态很相似!通过载片培养"华根霉

假根呈手指状#短小"孢囊梗较短的特征与少根根霉有明显区别"
易于分辨!
5;5;@ 黑根霉和米根霉在 =>? 平板上的菌落呈絮状" 起初白色"
后变黄白色至灰黑色"载片培养及制片观察也相似!黑根霉不耐高

温"@I D便不能生长"而米根霉在 @I<76 D也能生长! 设定培养温

度为 @B D时"米根霉仍可生长"黑根霉未见生长!

@ 结论

@;9 根霉及毛霉的特点是蔓延繁殖的"不能定形菌落"常易与其

他霉菌混杂生长在一起"所以分离时应注意下列几点$
@;9;9 稀释度要大"使每一平板培养基面上只有数个菌落%
@;9;5 及早移植"一般培养 95 2 后便须注意%
@;9;@ 由于生长时菌丝蔓延连成一片"不易挑取单菌落"在培养基

中添加 @66 (, J ! 的去氧胆酸钠"可以防止蔓延!
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为获得霉菌纯培养!可用平板划线法作多次分离!再采用稀释

孢子液培养法分纯"纯培养是霉菌鉴定及菌种保存的前提条件!坚

持每月继代一次能有效维护菌种性能"
<;5 目前霉菌分类仍以形态为主要依据!因而平板培养基上的菌

落形态#载玻片培养基上的形态#制片标本等在菌株鉴定中十分重

要"菌落形态直观但只看到菌体的表面形态$制片标本制作简单快

捷但部分结构在制片中不可避免地被破坏! 使观察到的结构不完

整$载玻片培养能观察到从孢子萌芽至菌体成熟的全过程!但由于

种种因素的影响!培养效果有时欠佳!不一定每次培养均能达到预

期效果!因而 < 种形态鉴定方法相辅相成#缺一不可" 对少数形态

十分形似而难于区分的种!采用简单的生理试验便可区分!如前述

的黑根霉和米根霉作生长温度试验来区分"
<;< 供试小曲的霉菌以根霉为主!除黑根霉%不耐高温!小曲中难

以生长繁殖&外!其余各种根霉均占一定比例!毛霉量较少!曲霉及

青霉只是偶尔出现!数量极少"
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观上观察!而受到忽视!这就是生产实际中!有时候认为是好的成

曲!其出酒不好的道理"
5;5 棒曲霉与酵母

棒曲霉与酵母是一个 单 边 依 存 的 关 系" 制 曲 原 料 中 营 养 成

分!酵母可直接利用的很少!酵母在曲中单独存在时!其繁殖的数

量很有限" 当棒曲霉或根霉将原料中的成分分解后!为酵母繁殖

提供了源源不断的养分!使酵母能够大量繁殖" 通过一个水’米粉

系统!可以说明这个问题" 将干米粉灭菌后!加入无菌水制成 D E
的米粉悬液 566 (3" 即 为 米 粉’’水 系 统!分 别 接 种 棒 曲 霉%FG’
99&#酵母#棒曲霉和酵母!并以不接种的米 粉’水 系 统 为 对 照!<6
H保温静置培养!95 2 后开始取样!以后每 57 2 取样一次!统计各

系统中酵母数量!含糖量!以及糖化酶活性!终了时间测定系统中

的棒曲霉菌丝体重量%干重&" 从试验结果可以看到A酵母可以在米

粉’水系统中增殖!但增长缓慢!数量有限" 棒曲霉单独存在于该

系统时!95 2 以后含糖量发生明显变化!系统中可见菌丝体" 当酵

母和棒曲霉共处同一系统时!酵母增长比 单 独 时 增 长 快!系 统 含

糖量 86 2 后增加显著$ 棒曲霉增长比单独培养增长慢!<8 2 后才

可以见到少量菌丝体!收获时!干重明显 低 于 棒 曲 霉 单 独 存 在 于

系统中的干重" 棒曲霉的存在可以促进酵母生长!而酵母的生长

对棒曲霉有一定的抑制作用"
棒曲霉分解的营养为酵母所利用!实际上这些营养也是棒曲

霉生长所需的!因此!棒曲霉与酵母的关系第一层是单边依存!第

二层是竞争关系!主要是营养竞争" 相对而言!酵母有更快的繁殖

速度!当酵母数量繁殖较大时!反过来会抑制棒曲霉生长" 但两者

的相互关系!总体上棒曲霉是起主导作用的"
5;< 棒曲霉与细菌

由于曲的营养状况和水分状况不利于细菌的生长繁殖!细菌

存在的数量较低!也比较稳定!两者存在较弱的相互关系" 关系的

类型与酵母类似!只是强度较弱"
5;7 根霉与酵母

根霉与酵母的关系如棒曲霉与酵母的关系!但根霉对酵母繁

殖的刺激作用比棒曲霉更加强烈" 反过来!酵母对根霉也有较强

的反作用" 表 7 可说明这种现象"
由表 <!表 7 可知!加入 9 I 7666 硫酸铜即可抑制 6;6D E的酵

母生长!加入硫酸铜后!种曲的糖化率明显提高!对发酵率没有影

响!而加入土曲中的效果不明显" 只要母曲中酵母被抑制!土曲中

酵母数也会降低!所以只在母曲中加入硫酸铜即可"
纯种根霉添加不同酵母量对糖化#发酵也有影响!当酵母添加

到一定量时!糖化#出酒都受到不利影响" 结果见表 <"
5;D 根霉与细菌

根霉与细菌的关系同于棒曲霉与细菌的关系" 微生物种群存

在人为的干预" 自然制曲微生物种群或多或少总是偏离我们所理

想的平衡状态"给予一些人为干扰!可以使这种平衡向我们需要的

方向发展"
5;D;9 温度调节 在较低温度下%5DJ5K H&!根 霉 生 长 受 影 响 较

小! 而棒曲霉等受影响相对较大! 因此可通过温度控制来调节根

霉#棒曲霉生长比例"
5;D;5 生长抑制剂 添加特意性抑制剂! 可分别抑制酵母菌和细

菌生长!如添加抗生素可抑制细菌生长!硫酸铜可抑制酵母生长!
从而可抑制酵母#细菌的数量"
5;D;< 添加人工培养的纯种 纯种培养的棒曲霉#根霉或酵母!按

合适的比例添加到引曲或土曲中! 可以增加相应微生物种群的数

量"

< 讨论

曲中微生物种群相互关系见图 9"
根霉

弱相互关系
细菌 强相互关系

弱相互关系 弱相互关系

酵母 棒曲霉
强相互关系

图 9 曲中微生物种群的相互关系
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