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摘 要： 从贵州某知名白酒企业浓香大曲中分离筛选得到 1株产己酸乙酯的菌株 IS518。根据其形态特征、培养
特征、18S rDNA分子克隆测定及系统发育分析，鉴定菌株 IS518为红曲属的紫色红曲霉(Monascus purpureus )。对该
菌株进行生理生化试验测定，结果表明，IS518菌株己酸乙酯酯化力较高，在实验室条件下可达 62.79 mg/g。
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Abstract: A ethyl-caproate-producing strain IS518 was isolated successfully from Luzhou-flavor Daqu made in Guizhou. It was identified as
Monascus purpureus by the analysis of its morphology, its culture characteristics, and by cloning measurement of its 18S rRNA. Physiological and
biochemical test indicated that strain IS518 had strong ethyl caproate-producing capcity (up to 62.79 mg/g in the Lab).(Tran. by YUE Yang)
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己酸乙酯是一种广泛用作食品调香的酯类香料，主要
用于白酒、香烟和糖果的调香，它是浓香型白酒的主体香
味成分，其含量高低直接影响白酒的品质。 与目前生产中
所用的化学法相比， 酶法合成己酸乙酯具有反应条件温
和、转化率高、副产物少等优点，并且用生物方法生产的酯
在美国联邦法规( US code of federal regulation)中被认定为
天然香料[1-2]，1991年荷兰 Uno Chema International公司推
出“Bioester0”系列生物酯商品[3]已有上吨的规模。
目前脂肪酶的逆反应酯化的研究已显示出巨大的应

用潜力，它不但可催化合成甘油脂肪酸酯，而且还能合成
其他酯类[4]。 据报道，细菌、霉菌、酵母的许多种属均能分
泌催化合成己酸乙酯的胞外脂肪酶 [5]，应用微生物酯酶
催化合成的香酯液可用于浓香型白酒缩短发酵周期, 提

高酒质, 为浓香型白酒优质高产提供了一条有效途径 [6]。
本研究报道了一株从贵州某知名酒厂筛选到的产己酸乙

酯香酯液相对较高菌株， 并对其进行了鉴定和生理生化
研究。

1 材料与方法

1.1 材料
1.1.1 菌种、试剂及仪器
菌株：从贵州某知名酒厂浓香大曲中分离得到，编号

为 IS518，接种于麸皮浸出液斜面培养基，在 30～32 ℃
培养 3～4 d后保存菌株。
仪器及试剂：高速离心机,上海安亭科学仪器厂；水

浴恒温振荡器， 上海博迅医疗设备厂；DF-700智能型数

46



字温度控制器，浙江省余姚市东方电工仪器厂；UV-2550
紫外分光光度计，日本岛津公司；JJ-CJ 超净工作台,苏州
金净净化设备科技有限公司；BMJ-250C 恒温恒湿培养
箱,上海博迅实业有限公司医疗设备厂；YS100 光学显微
镜,日本尼康；麸皮，河南省台前县兴隆面粉有限公司提
供。 其他常规试剂均为国产或进口分析纯。
1.1.2 培养基及培养条件
保藏培养基：麸皮浸出液培养基，麸皮 250 g/L，葡萄

糖 20 g/L，酵母粉 5 g/L，琼脂 15 g/L，自然 pH值。
固体发酵培养基：麸皮培养基。
鉴定培养基：查氏培养基（CA），马铃薯葡萄糖琼脂

培养基（PDA），麦芽汁琼脂培养基（MEA），麸皮浸出液
培养基。
以上均为 31℃培养。

1.2 试验方法
1.2.1 菌种鉴定
菌种的形态特征观察： 将纯化的菌株分别在查氏培

养基（CA），马铃薯葡萄糖琼脂培养基（PDA），麦芽汁琼
脂培养基（MEA），麸皮浸出液培养基 4 种培养基上培养
7 d。 观察其菌落外观形态，菌丝生长情况，显微镜观察菌
丝体大小、形状、分生孢子等。
菌株的分子鉴定： 菌株 IS518 取菌丝体接种于麸皮

浸出液培养基中，培养 3 d，收集菌丝体，按照文献[7]提取

基因组 DNA，以提取的真菌 DNA作为模板，用真菌通用
引物扩增 18S rDNA 序列 。 NS1 （5'-GTAGTCATAT-
GCTTGTCTC -3'）及 NS6 （5' -GCATCACAGACCTGT-
TATTGCCTC-3' ）扩增供试菌的片段。 反应条件： 94℃
维持 5 mim；94 ℃保持 30 s，55 ℃保持 35 s，72 ℃下
1 min，35个循环，延伸 8 min。 PCR产物测序经上海生工
生物工程有限公司完成。
系统发育分析： 根据测序结果， 在 NCBI 上使用

BLAST 程序从 GenBank 数据库中搜索有关种的公认
18S rRNA标准序列数据， 用 ClustalX 1.8进行多序列对
比分析，利用 MEGA 4.0构建系统发育树[8]。
1.2.2 菌株生理生化特性研究
麸曲制作方法：将活化好的菌种转接入装有 40 g麸

皮的麸皮培养基中，31℃堆积培养 24 h， 待布满菌丝后
打散， 之后每隔 8～12 h 扣瓶 1 次，72～84 h 培养结束
后，40℃通风干燥。
1.2.3 液化型淀粉酶活力测定
粗酶液制备： 准确称取 10 g麸曲于烧杯中， 用 50mL

预热至 40℃的磷酸缓冲液研碎，混合均匀，并置于 40℃
的水浴中浸提，每 5 min 搅拌 1 次，保温 60 min 后取出，
并用滤纸过滤，滤液即为粗酶液。

测定：采用 Young J .Yoo改良法[9]，反应体系为 5 mL
0.5 %可溶性淀粉溶液，在 40 ℃水浴中预热 10 min，然
后加适当稀释的酶液 0.5 mL，反应 5 min 后，用 5 mL
0.1 mol/L H2SO4终止反应。 取 0. 5 mL反应液与 5 mL工
作碘液显色， 在 620 nm 处测光密度。 以 0.5 mL水代替
0.5 mL反应液，为空白，以不加酶液(加相同的水)为对照
酶活力，根据下式计算：酶活力(U/ mL)= ( R0-R) / R0×50×
D， 式中 R0，R 分别表示对照和反应液的光密度，D 为酶
的稀释倍数。 调整 D使( R0-R) /R0在 0. 2～0. 7之间。
酶活力单位定义： 在 40℃，5 min 内水解 1mg 淀粉

(0. 5 %淀粉)的酶量为 1个活力单位。
1.2.4 糖化酶活力测定[10]

粗酶液制备：取 2.000 g 麸曲，先用少量乙酸缓冲液
研碎，再加入一定量的缓冲溶液，稀释至固定倍数，充分
搅拌、摇匀。 通过 4层纱布过滤，滤液供测定用。
测定：于甲、乙 2 支 50 mL比色管中，分别加入可溶

性淀粉溶液 25.0 mL及缓冲溶液 5.00 mL，摇匀，于 40℃
恒温水浴中预热 5 min。 在甲管（样品）中加入待测酶液
2.00 mL，立刻摇匀，在此温度下准确反应 30 min，立即各
加氢氧化钠溶液 0.20 mL，摇匀，立即将两管取出迅速冷
却，并于乙管中（空白）补加待测酶液 2.00 mL。 吸取上述
反应液与空白液 5.00 mL分别置于碘量瓶中， 准确加入
碘溶液 10 mL，再加氢氧化钠溶液 15 mL，摇匀，密塞，于
暗处反应 15 min。 取出，加硫酸溶液 2.0 mL，立即用硫代
硫酸钠标准溶液滴定，直至蓝色刚好消失为其终点，并根
据下式计算：

X=(A-B)c×90.05×32.2/5×1/2×n×2
=579.9×（A-B）c×n

式中：X———样品的酶活力(U/mL)，
A———空白标准硫代硫酸钠消耗量，mL；
B———样品标准硫代硫酸钠消耗量，mL；
c———硫代硫酸钠标准溶液浓度，mol/L；
n———稀释倍数。

酶活力单位定义：1 g 固体酶 （或 1 mL 液体酶）于
40℃、pH4.6条件下，1 h分解可溶性淀粉产生 1 mg葡萄
糖，即为 1个酶活力单位，以 U/g（U/mL）表示。
1.2.5 蛋白酶活力测定
粗酶液制备：称取 10.00 g麸曲，加入 200 mL，pH7.5

的磷酸缓冲溶液（40℃水浴锅预热 20 min），在 40℃水
浴中浸出 30 min，根据酶活高低可再用缓冲溶液稀释一
定倍数，以使吸光度的测定值在 0.2～0.4范围内，用干燥
滤纸过滤（弃去最初几毫升），即为酶浸液。
标准曲线绘制及酶活测定参考 《酿酒分析与检

测》 [10]。
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酶活力单位定义：1 g固体酶粉 （或 1 mL 液体酶），
在一定温度和 pH 值条件下，1 min 水解酪素产生 1 μg
酪氨酸为一个酶活力单位，以 U/g（U/mL）表示。
1.2.6 酯化力测定[11]

酯化液制备：取 100 mL 己酸乙醇(吸取 1 mL 己酸
于 100 mL容量瓶中， 用体积分数 20 %的乙醇稀释至刻
度)溶液于 250 mL 蒸馏烧瓶中，加入相当于 5 g 麸曲的
曲量，在 30～32℃保温酯化 100 h。 然后加水 50 mL，加
热蒸馏，接收蒸出液 100 mL。 用化学分析法测定馏出液
中己酸乙酯含量。
酯含量测定：吸取 50 mL馏出液，加 2 滴 5 g/L酚酞

指示剂，用 0.1 mol/L NaOH 标准溶液滴定至微红。 再准
确加入 0.1 mol/L NaOH 标准溶液 25 mL，于沸水浴中回
流皂化 30 min，冷却后用 0.1 mol/L硫酸（1/2 H2SO4）标准
溶液滴定到酚酞粉红色消失为终点。 根据下式计算：
酯化力（mg/g）=（c1V1- c2V2）×144×100/50×1/m

式中：c1，V1———NaOH 标准溶液浓度与加入体积；
c2，V2———硫酸（1/2H2SO4）标准溶液的浓度与消耗体积；

144———消耗 1mL1mol/LNaOH 标准溶液相当于己酸乙酯的
质量，mg/mmol；

50———吸取馏出液体积；

100———馏出液体积；

5———麸曲质量，g。

酯化力： 以 1 g干曲在 30～32℃反应 100 h 所产生
的己酸乙酯的毫克(mg)数表示。

2 结果与分析

2.1 菌株 IS518的鉴定
2.1.1 菌株形态结构观察

IS518 在 4 种不同的平板培养基中培养 7 d 的菌落
形态见表 1。
形态特征分析：菌株 IS518 在 MEA 平板上，31℃下

培养 7 d，菌落直径 67～70 mm，菌落平坦，稀疏至中度
密集，有时具有少量而且短的气生菌丝，然而通常为丛卷
毛状， 菌丝体初为白色， 随菌落成熟而变成橙色 （见图
1）；而在 CA 培养基平板上，菌落直径 27～30 mm，菌落

隆起，稀疏，表面质地呈丛毛状，菌丝体白色，背面呈淡色
或橙红色（见图 2）。 在 PDA培养基和麸皮浸出液培养基
上的菌落形态见图 3和图 4。
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A：正面；B：反面

图 1 IS518菌株在MEA培养基上的菌落形态

 

A：正面；B：反面
图 4 IS518菌株在麸皮浸出液培养基上的菌落形态

A：正面；B：反面
图 2 IS518菌株在 CA培养基上的菌落形态

 

A：正面；B：反面
图 3 IS518菌株在 PDA培养基上的菌落形态
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镜检特征见图 5，菌丝有隔膜，分生孢子单生，呈倒
梨型 8～12 μm×8～11 μm； 闭囊壳单身在似柄的菌丝
上，直径（25～）45～60（～70）μm，成熟子囊果直径在
60 μm左右，发育中的闭囊壳和分生孢子极多。根据真菌
鉴定手册描述 [12]， 初步判断该菌株属于红曲属
(Monascus)。

2.1.2 分子生物学鉴定
为了进一步确定该菌的分类地位， 在形态学的基础

上又进行了分子生物学鉴定。 用所设计的引物扩增并进
行 18S RNA 序列分析 ， 将测序结果与 NCBI 数据库
BLAST 进行比对， 选取同源性较高的模式菌株进行系
统发育分析，结果见图 6。
由图 6 分析， 菌株 IS518 与 10 株菌株的同一性（I-

dentity） 均在 99 %以上， 菌株 IS518 与 Monascus pur-
pureus 在构建的进化树的同一分枝上， 结合菌株的形态
鉴定 [13]， 判定菌株 IS518 为红曲霉属的紫色红曲霉
(Monascus purpureus )。
2.2 菌株的生理生化研究
根据 1.2 方法， 分别对菌株 IS518 的液化力、 糖化

力、蛋白酶活力（酪氨酸标准曲线见图 7）、酯化力进行了
测定，测定结果见表 2。

跟据生理生化测定值分析，菌株 IS518 在液化力、糖
化力及蛋白酶活力方面表现普通，并无突出，但该菌株对
己酸乙酯的酯化力达 62.79 mg/g， 作为己酸乙酯脂肪酶
产生菌有着较大的应用潜力。

3 结论

从浓香大曲中得到一株产己酸乙酯脂肪酶的菌株

IS518，综合形态特征及 18r RNA 系统发育分析，将菌株
IS518 鉴定为红曲霉属的紫色红曲霉 (Monascus pur-
pureus )。 并且对该菌株进行了生理生化能力的研究，经
测定，该菌的液化型淀粉酶、糖化酶及蛋白酶的活力并无

菌株 IS518 子囊果形态图（×400）
图 5 菌株 IS518形态图

菌株 IS518 分生孢子形态图（×1000）

菌株 IS518 闭囊壳形态图（×400）

图 6 菌株 IS518与相关菌株的系统发育树
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图 7 酪氨酸标准曲线
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贵州黔酒酒业股份有限公司新品专家品鉴会在筑举行
本刊讯：2012年 8月 20日，贵州黔酒酒业股份有限公司新产品专家品鉴会在贵阳市花溪区花溪迎宾馆举行。本次会议是由贵州省轻
工业科学研究所与贵州黔酒酒业股份有限公司主办，贵州省轻工业科学研究所所长、贵州省白酒专家黄平主持。此次品鉴会邀请到的专家
有中国资深白酒专家沈怡方、高景炎、陶家驰等 7人，另有相关部门领导及各界来宾、新闻媒体等共计 150余人参加会议。
品鉴会上，贵州黔酒酒业股份有限公司董事长张方利致词，并向与会专家及来宾简要介绍贵州黔酒酒业股份有限公司的发展历史和

公司概况。专家组对贵州黔酒酒业股份有限公司所提供的系列酱香型白酒新品———黔酒一号礼宾酒、大师级年份酒、台乡酱酒进行了认真
细致的品评，并针对 3款酒的品质、市场定位及公司管理、发展等方面进行了讨论，综合品评意见为:
黔酒一号礼宾酒：微黄、清澈透明、酱香突出、醇厚丰满、幽雅细腻、回味悠长、空杯留香持久、酱香风格典型。大师级年份酒：微黄、清澈

透明、酱香突出、酒体醇厚、较丰满细腻、回味悠长、空杯留香持久、酱香风格典型。台乡酱酒：微黄、清澈透明、酱香较突出、醇和幽雅、回味
长、空杯留香久、酱香风格典型。
贵州黔酒酒业股份有限公司下辖茅台镇等 3个酿酒基地，拥有贵州省仁怀市茅台镇乡巴佬酒厂等 3个全资子公司。至此，该公司资产
突破 5亿元，年产大曲酱香 2500余吨，浓香、兼香白酒 8000余吨；拥有注册商标 120个，拥有一个贵州省著名商标和一个贵州名牌产品。
（萤子、晓文）
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明显突出之处， 但该菌的己酸乙酯酯化力在以往报道中
处于较高水平 [11]，可作为己酸乙酯香酯液产生菌用于工
业生产，同时，有关该菌株脂肪酶的纯化、酶的性质及其
对醇、酸的酯化，有待进一步研究。
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《酿酒科技》获“双核心”期刊专家座谈会在筑举行
本刊讯：2012年 8月 20日上午，《酿酒科技》获“双核心”（“中国科技核心”与“全国中文核心”）期刊专家座谈会在贵阳市金阳新区举

行。本次会议由酿酒科技杂志社主办，邀请到的嘉宾有中国资深白酒专家沈怡方、高景炎、陶家驰等，另酿酒科技杂志社全体同仁参加了此
次专家座谈会。会议由酿酒科技杂志社总编黄平主持。
座谈会上，黄平总编就《酿酒科技》杂志的发展历程、办刊思路、目前状况等方面向与会专家作了细致介绍。到会各位专家在听取黄总

编的汇报后，针对期刊的发展、办刊思路及栏目的设定等方面提出了宝贵意见。我刊全体同仁认真听取了各位专家的意见，并与在场专家
进行了交流。
《酿酒科技》自 1980年创刊，已有 32个年头，附有英文目次、英文摘要。先后被《中国科技期刊数据库》、《中国农林文献数据库》、《中国
学术期刊综合评价数据库》、IFIS等列为期刊源。在发展过程中，我刊荣获“国家期刊奖百种重点期刊”、“中国期刊方阵双效期刊”、“《CAJ-
CD规范》执行优秀期刊”、“第一届贵州省优秀期刊”，2010年和 2011年均获“贵州省报刊出版质量综合评估一级报刊”荣誉，是全面报道
中国酿酒工业科学技术的专业杂志，被誉为中国酿酒工业科技进步的向导，2011年，《酿酒科技》再度荣获“中国科技核心期刊”及“全国中
文核心期刊”。
本刊坚持科技面向经济建设，为生产、科研、教学服务的方向，坚持“双百”方针，内容丰富，信息量大。全面报道中国白酒、啤酒、葡萄

酒、黄酒、酒精、果露酒等行业的研究报告和取得的科技进步、科技创新、科技开发和科技应用成果及行业动态，具有行业指导性、科技推广
性、生产适用性及科研教学学术参考性。辟有 20余个栏目，及时报道海内外技经动态，并向酿酒行业提供相关商品信息和技术服务信息。
此次座谈会上，专家们针对办刊方面所提出的宝贵意见对推动《酿酒科技》的发展具有指导性的重要意义。《酿酒科技》将以严谨的办
刊态度继续为中国酿酒行业服务，为行业发展作出应有的贡献。（萤子、晓文）
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