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摘 要： 不同地区的绿衣观音土曲和母曲中微生物均表现出较高的一致性，酵母菌和霉菌数量

的分布情况因曲而异。微生物类群主要为霉菌、棒曲霉、酵母、放线菌和细菌。绿衣观音土曲中根

霉是主要的糖化菌；酵母菌主要代谢生产酒精；细菌可增加酒中风味物质，但若含量过大会影响

酒风味的协调；棒曲霉在发酵中产风味物质，酯化生成乳酸乙酯。（丹妮）
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& 微生物分离

&)& 培养基Z&[

&)&)& 土豆培养基：土豆 !"" ;，去皮，切片煮沸 ’" <=8，

纱布过滤，加 !" ; 蔗糖，琼脂 &*\!" ;，水 &""" <?，YL
自然。用于分离霉菌和酵母。

&)&)! 麦芽汁培养基：麦芽]水为 &]#，在 .* ^水浴锅中

糖化 ’\# 6，糖化程度可用碘液滴定。糖化液用 #\. 层纱

布过滤，稀释到 *\. 波美度，YL.)#，加琼脂 ! _，&!& ^
灭菌 !" <=8。用于分离霉菌和酵母。

&)&)’ 牛肉膏蛋白胨培养基：牛肉膏 * ;，蛋白胨 &" ;，

氯化钠 &* ;，琼脂 &*\!" ;，水 &""" <?，YL()"\()!，&!&
^灭菌 ’" <=8。用于分离细菌。

&)&)# 查氏培养基：硝酸钠 ! ;，磷酸氢二钾 & ;，氯化钾

")* ;，硫酸铁 ")"& ;，硫酸镁 ")* ;，蔗糖 ’" ;，琼脂 &*\!"
;，YL 自然，&!& ^灭菌 ’" <=8。用于分离霉菌。

&)! 微生物及分离培养Z![

黄豆芽$蔗糖$链霉素平板，马丁$孟加拉红$链霉素

平板。

&)!)& 分离方法：取优质成曲 ! 个，在无菌乳钵中研碎，

取 &" ; 置于装有 &"" <? 无菌水并带玻珠的三角瓶中，

摇动 !" <=8，作 &" 倍稀释系列，取 ")& <? 涂皿，分离，

计数。

&)!)! 菌种鉴定 Z&\’[：酵母鉴定按 F)?I>>CH 的方法，霉菌

鉴定依魏景超及 ‘)G)a:YCH 等的方法。

&)!)’ 发酵生理测定：糖化型与液化型淀粉酶活性测

定，按常规法制三角瓶麸曲（麸皮]水b&]&)!）和 * _麸皮

浸出汁。糖化酶活力测定参照轻工业部部颁标准，但以

J3- 法定糖。液化酶活力测定参照《生化技术导论》。

! 微生物区系分析Z.[

!)& 母曲、土曲中的霉菌、酵母和细菌量分析

对劲牌有限公司土曲和母曲的微生物进行 ’ 次重

复测数，结果见表 &。
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由表 % 可知，在麦芽汁培养基上，母曲的酵母数为

%./%"0 个 1 2，较土曲中酵母高 ! 倍左右。母曲中的霉菌

数较土曲中霉菌数高 %% 倍左右。在牛肉膏蛋白胨培养

基上，母曲中细菌数为土曲中的 ! 倍左右。

在查氏培养基上，母曲中霉菌数比土曲中霉菌数低

0 倍左右。与麦芽汁上得到的结果不一致，可能是查氏

培养基的营养比麦芽汁培养基贫乏，有些霉菌生长速度

受到限制，被生长快的棒曲霉所覆盖，不能准确计数。

总的看来，母曲中微生物数量比土曲中高，并且通

过平板分离发现母曲中霉菌、酵母和细菌种类也比土曲

中丰富。

!)! 不同来源母曲、土曲微生物区系分析

将几种母曲和土曲进行微生物区系分析，计数结果

见表 !。

从表 ! 可看出，劲牌有限公司的酵母和霉菌的数量

比另两种母曲的酵母和霉菌数要多，而在土曲中，岳阳

土曲中的酵母和霉菌数量最多。大冶土曲中的各种微生

物数量居中。$ 种母曲中细菌数量最多，酵母次之，霉菌

更少。0 种土曲中也是细菌最多，酵母次之，霉菌更少。

大冶和园林清的母曲中各类微生物数量比土曲多。总的

来说，几种曲样中，酵母、霉菌和细菌的分布呈现出较高

的一致性。

!)$ 曲样表层和中心部分微生物区系比较

比较几种曲样表层和中心部分的霉菌和酵母菌的

数量，结果见表 $。

从表 $ 可知，大冶和园林清的母曲和土曲表层的酵

母菌、霉菌都较中心的多，土曲表层的酵母菌、霉菌比母

曲的多，而土曲中心的酵母菌、霉菌却比母曲少。

$ 微生物类群及其特征描述34567

经多次重复分离，共得到霉菌 #% 株，酵母菌 $" 株。

经鉴定归类345#7：霉菌中 894% 等 %" 株为棒曲霉；89%$ 等

. 株为黄曲霉；89%& 等 . 株为构巢曲霉；89%6 等 %$ 株

为毛霉；89%4 等 # 株为白地霉。此外还有根霉 % 株，青

霉 ! 株，瓶梗青霉 % 株和镰刀霉 ! 株。酵母菌中：:9#%
等 %" 株为克鲁斯假丝酵母；:9#$ 等 %$ 株为啤酒酵母；

:9#4 等 $ 株为克鲁维酵母；:9%%6 等 $ 株为异常汉逊

酵 母 异 常 变 种 ， 还 有 % 株 粉 状 毕 赤 氏 酵 母 ， 编 号 为

:9#.。

此外，还分离到放线菌和较多的细菌。细菌以芽孢

菌占优势。

对上述已鉴定微生物类群，仅选取其中数量上占优

势和具优良生产性能的霉菌和酵母菌进行形态和生理

特征的描述。

$)% 棒曲霉)894%
在察氏培养基中于 !6 ;下培养 %" <，菌落直径为

!)#5$)! =>，表面淡灰绿色，由基质内长出相当丰富的分

生孢子头。菌落边缘有一薄层白色菌丝紧贴基质生长，

宽 !5$ =>。菌落反面暗黄色，有近同心环状和少量近放

射状深波皱，有渗出物。分生孢子头幼时呈棒状，老后裂

开成几个短柱。分生孢子柄光滑无色，%.5!&/0#"5%40"
!>。顶囊呈棒状，!&56#/%$"5!#4 !>。小梗单层密集，全

面着生，生于基部者 !).5$)#/!).5$)& !>，生于上部者

!).5$)./&)$5%$ !>。分生孢子呈卵形，$).5#)4/4)45#).
!> 和近圆形（$)&54)4 !>），表面光滑。

糖发酵：仅发酵葡萄糖

碳源利用：

葡萄糖 ? 乙 醇 ? 菊 糖 @
半乳糖 @ 甘 油 ? 可溶性淀粉 @
A@山梨糖 @ 赤藓糖醇 @ B@木糖 @
蔗 糖 @ 半乳糖醇 @ A@阿拉伯糖 @
麦芽糖 @ B@甘露醇 @ B@阿拉伯糖 @
纤维二糖 @ "@甲基@B@葡萄糖苷 @ B@核糖 @
海藻糖 @ 水杨苷 @ 琥珀糖 ?
乳 糖 @ 乳 酸 ? 柠檬酸 ?
密二糖 @ 棉子糖 @ 肌 醇 @
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%&! ’(! ’)! ’*! ’&! *(!
+,’-! .! /! 0! ! ! !
+,-%! ..! ..! .! 0! ! !
+,-1! ..! ..! ..! ..! .! 0!
+,-2! ..! ..! ..! ..! .! 0!
+,-’! .! 0! 0! ! ! !
3,*-! ..! ..! .! /! 0! !
3,*%! ..! ..! /! 0! ! !
3,*’! ..! ..! ..! ..! .! 0!
3,--2! .! 0! 0! ! ! !
3,*4! ..! ..! .! /! 0! !
!"!!"#$%&’!#$(’)*+#$’,-#$.""!

鼠李糖 ! 松三糖 !
裂解杨梅苷 ! 硝酸钾利用 !
无维生素生长 " 耐 #$%& 浓度 ’ (
)*+ 克鲁斯假丝酵母

,-./ 在麦芽汁平板上菌落扩展，无光泽，边缘不整

齐。在麦芽汁液体培养基中形成白色璞及沉淀，璞沿管

壁向上蔓延。细胞呈卵圆形，+*010201/3 !4。此外，还有

少量柱状体，)*.10*.2/01+5 !4。多边芽殖，在玉米粉培

养基上形成丰富的假菌丝。

)*) 啤酒酵母

,-.) 在麦芽汁平板上菌落呈圆形，边缘整齐，乳白

色，表面光滑有光泽。液体培养形成沉淀，数日后，先形

成环，后向中心扩展形成薄膜。细胞呈卵形，)*.1.*+2
.*+16*’ !4 和近圆形，)*716*’ !4，多边芽殖，无假菌丝。

子囊圆形，内有 /10 个子囊孢子，孢子表面光滑。

糖发酵：

葡萄糖 " 棉子糖 " 海藻糖 !
蔗糖 " 菊 糖 ! 可溶性淀粉 !
半乳糖 " 松三糖 ! 乳糖 !
麦芽糖 " 纤维二糖 ! "!甲基!8 葡萄糖苷 "
密二糖 !

碳源利用：

葡萄糖 " 松三糖 " 赤藓糖醇 !
半乳糖 " 菊 糖 ! 8!甘露醇 !
9!山梨糖 ! 可溶性淀粉 ! 甜 酵 !
蔗 糖 " 8!木糖 ! "!甲基!8!葡萄糖苷 "
麦芽糖 " 9!阿拉伯糖 ! 水杨苷 !
纤维二糖 ! 8!阿拉伯糖 ! 乳酸 "
乳糖 ! 9!鼠李糖 ! 柠檬酸 !
密二糖 ! 乙醇 ! 肌醇 !
棉子糖 " 甘油 !
裂解杨梅苷 ! 同化硝酸钾 !
无维生素生长 " 耐 #$%& 浓度 6 (

0 霉菌及酵母菌的数量分布

在霉菌中，以棒曲霉为主，数量居首位，稀释皿中平

均菌落数为 /33 个（/2/35 个 : ; 曲）；黄曲霉、构巢曲霉、

毛霉、白地霉等次之，/3!0 次级出现菌落数为 /1+ 个；青

霉、根霉、瓶梗青霉和镰刀菌等为数很少，多次分离中偶

有出现。酵母菌以克鲁斯酵母和啤酒酵母为主，在 /3!.

稀释皿中出现菌落数分别为 63 个（62/35 个 : ; 曲）和 /+
个（/*+2/35 个 : ; 曲）；异常汉逊酵母异常变种和克鲁维

酵母次之，在 /3!. 稀释皿中出现的菌落数为 /1+ 个。粉

状毕赤氏酵母偶有出现。

对于不同来源的土曲，酵母和霉菌的数量比例不

同，这种数量上的差异对成曲质量和酒的风味有影响。

. 发酵生理测定

对霉菌作糖化型、液化型淀粉活性测定，对酵母菌

进行了发酵力、酒精忍耐力及产酯等项测定，并比较了

几种菌的最高生长温度，结果列于表 0，表 .，表 6。结果

表明，糖化型、液化型淀粉酶活力均以棒曲霉最强，该菌

+71)+ <生长良好，)5 <以上生长显著受抑制。酵母菌

在豆芽汁葡萄糖液体培养基中生长，除粉状毕赤氏酵母

外，均有较浓的酯香。其中异常汉逊氏酵母异常变种虽

发酵力较低，但产酯能力强。发酵力、耐酒精力均以啤酒

酵母 ,-.) 最强，它是该曲的主要乙醇产生菌。此菌 03
<生长时尚好，当温度为 0+ <时，生长微弱。克鲁维酵

母在 05 <下仍能生长。

表 0 中各菌液化型淀粉酶活力均较低，故以淀粉液

化的相对快慢表示。

6 各种微生物的功能=016>

6*/ 绿衣观音土曲中根霉的功能

绿衣观音土曲中的根霉是主要的糖化菌，它可以产

生糖化酶及液化酶，可将原料中的淀粉转化成微生物可

以利用的糖类物质，这是发酵过程最基本的条件。另外，

根霉还有一定的产酒精的作用，在发酵过程中，还可产

生一些风味物质，如乙醛、乙酸乙酯、异丁醇、异戊醇、乳

冯 春，汪光明，杨 强，孙细珍，梁运祥，田焕章，殷 翱，王丽新·绿衣观音土曲中微生物种群区系分析及其功能研究
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酸乙酯、乙酸、苯乙醇。

.)! 绿衣观音土曲中酵母的功能

酵母菌是发酵过程中主要的产酒精菌，一般耐高

温，酵母的发酵率直接影响到生产中的出酒率。这些酵

母还可产生一些风味物质，也可产生一些影响酒质的物

质，如正丙醇等。另外，还有一些产香酵母，可以增加酒

体中的风味成分，使基酒具有比较完全的风味体系。

.)$ 绿衣观音土曲中细菌的功能

经过对绿衣观音土曲中微生物种群的分析，可知绿

衣观音土曲中含有大量的细菌，在车间进行小试，分别

采用本厂的土曲，本厂土曲中加 ." /0 1 20 的青霉素，本

厂土曲加 %"" /0 1 20 的青霉素 $ 个样，每个样用 %$ 20
粮，装小袋，糖化 !3 4 后拌糟，入池发酵 5 6，用小甑蒸

酒，计算出酒率并进行色谱分析，了解细菌在发酵过程

中的功能。色谱分析见表 5。

从表 5 可以看出，降低发酵过程中细菌的量，可以

减少一些风味物质的量，如仲丁醇、正丙醇、乳酸乙酯、

戊酸乙酯、丙酸、辛酸等物质，细菌主要产酸和酯类物

质，特别是乳酸乙酯。总的说来，细菌可以增加酒中的风

味物质，但细菌的量越大，产的乳酸乙酯越多，从而影响

酒中风味物质的协调。而且，细菌产正丙醇、仲丁醇等物

质，这些都是构成杂醇油的主要物质，从而使基酒中杂

醇油过高。

.)3 绿衣观音土曲中棒曲霉的功能738.9

绿衣观音土曲中含有大量的棒曲霉，但对其在发酵

过程中的功能却不清楚。我们对棒曲霉的功能进行了具

体的研究。首先，分离出两株棒曲霉，从其在糖化过程中

的作用进行了研究，纯种的棒曲霉几乎没有糖化率，也

无液化作用（见表 :）。

从表 : 可知，棒曲霉的糖化能力和发酵能力相当

弱。再对棒曲霉在发酵过程中的作用进行研究。在车间

小试中，以本厂土曲作对照，用不加棒曲霉和加棒曲霉

的曲进行小试，蒸酒后做色谱分析，分析棒曲霉的功能。

具体结果见表 &。

从表 & 可看出，棒曲霉主要是在发酵过程中产生一

些风味物质，如仲丁醇、正丙醇、乳酸乙酯、丙酸、正庚

醇、乙酸等，但其中仲丁醇和正丙醇构成杂醇油影响酒

质。棒曲霉主要产生乳酸乙酯，造成酒中乳酸乙酯高于

乙酸乙酯，使酒中风味成分比例不协调。
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