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　　白酒的产量与品质主要取决于大曲中微生物
的协同参与作用［１－２］，而在大曲的真菌群落中，霉菌

是很重要的一类微生物［３］。一方面，霉菌为其他微

生物提供生长因子；另一方面，霉菌产生的淀粉酶

对白酒酿造有至关重要的作用［４－５］。淀粉酶主要包

括液化酶和糖化酶，对淀粉的水解能力极强［６－８］。

在制曲过程中，中高温大曲温度达到６０℃以上
时，将大量耐热性差的微生物淘汰，相当于一个富

集嗜热菌的过程［９］。而嗜热功能霉菌对白酒的风

味起着重要的作用，具有重要的研究价值［１０］。目前

关于白酒大曲中耐高温细菌的研究较多，如葛媛媛

等从高温大曲中筛选出８５株可以耐受５５℃温度的
嗜热细菌［１１］，周瑞平等从偏高温大曲中筛选出可耐

受７２℃高温的嗜热细菌［１２］；而对浓香型白酒中高

温大曲中耐高温霉菌的研究较少。因此，本研究以

赊店老酒的中高温大曲为试验材料筛选得到耐高

温霉菌，并对其产酶条件进行研究，以期揭示制曲

过程和酿酒规律，为后期运用优势菌优化白酒生产

工艺、提高白酒出酒率提供理论基础。

１　材料与方法

１．１　仪器与试剂
１．１．１　材料和试剂　试验材料：赊店老酒股份有限
公司的中高温大曲。

培养基：ＰＤＡ（马铃薯琼脂培养基）；孟加拉红
培养基；麸皮培养基。

０．２ｍｏｌ／Ｌ醋酸缓冲液：称取乙酸钠１３．４ｇ，以
蒸馏水溶解，加入冰醋酸５．２ｍＬ，定容于１０００ｍＬ
容量瓶中，摇匀，ｐＨ值４．６。
２％可溶性淀粉：称取２ｇ淀粉，加入少量煮沸

后的蒸馏水调成糊状，再加入约５０ｍＬ煮沸的蒸馏
水，搅拌均匀，再煮沸 １ｍｉｎ，冷却，加入 １０ｍＬ
０．２ｍｏｌ／Ｌ乙酸缓冲液，于容量瓶中定容至１００ｍＬ。

ＤＮＳ试剂：称取３，５－二硝基水杨酸１０ｇ，置于
约６００ｍＬ水中，逐渐加入ＮａＯＨ１０ｇ，在５０℃水浴
锅中搅拌溶解，再依次加入酒石酸钾钠２００ｇ、苯酚
２ｇ、无水亚硫酸钠５ｇ，待全部溶解并澄清后，冷却
至室温，用水定容至１０００ｍＬ，过滤。贮存于棕色试
剂瓶中，于暗处放置７ｄ后使用。

工作碘液：５００ｍｇＩ２和５ｇＫＩ溶于１００ｍＬ水
中，即为贮藏碘液，取１ｍＬ贮藏碘液稀释至１００ｍＬ
即为工作碘液。

１．１．２　仪器和设备　ＳＷ－ＣＪ－２Ｆ型双人双面净
化工作台（苏州净化设备有限公司）；７５２型紫外可
见分光光度计（上海菁华科技仪器有限公司）；水浴
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锅（山东方科仪器有限公司）；振荡培养箱（上海知

楚仪器有限公司）；ＧＨ－５００ＡＳＢ型隔水式培养箱
（北京科伟永兴仪器有限公司）；ＬＤＺＸ－５０ＫＢＳ型
高压灭菌器（上海申安医疗器械厂）。

１．２　试验方法
１．２．１　霉菌的分离纯化　称取１０ｇ大曲研磨，在
无菌条件下加入到９０ｍＬ无菌水中，１５０ｒ／ｍｉｎ充分
振荡３０ｍｉｎ。取上清液１ｍＬ即为１０－１稀释度，加
入９ｍＬ的无菌水中制成１０－２稀释度，重复此步骤，
直到稀释度为１０－７。吸取各稀释度１００μＬ涂布于
已经凝固的 ＰＤＡ培养基上，１个梯度做３个平行。
３０℃条件下培养３～５ｄ，完成初步分离。将得到的
菌株用平板划线法进行纯化，纯化２～３次即可得到
纯菌落。镜检［１３］，于孟加拉红斜面培养基试管中

４℃ 保藏。
１．２．２　耐高温霉菌的筛选　将保藏的霉菌分别接
种到平板上，置于２８℃条件下培养４８ｈ后，缓慢将
培养温度升高并将菌株继续转接，分别于 ４０、４５、
５０、５５、５７、６０℃温度下培养３～５ｄ，直到获得最耐
高温的菌株［１４］。每株菌做３个平行。
１．２．３　菌株１８ＳｒＤＮＡ分析［１５］　用Ｅｚｕｐ柱式基因
组ＤＮＡ提取试剂盒提取基因组 ＤＮＡ，真菌核糖体
ｒＲＮＡ区通用引物ＩＴＳ１（５′－ＴＣＣＧＴＡＧＧＴＧＡＡＣＣＴＧ
ＣＧＧ－３′）和ＩＴＳ４（５′－ＴＣＣＴＣＣＧＣＴＴＡＴＴＧＡＴＡＴＧ
Ｃ－３′）由生工生物工程（上海）股份有限公司合成。

ＰＣＲ反应试剂：ＳａｎＴａｑＰＣＲ Ｍｉｘ预混液、
ｄｄＨ２Ｏ、ｍａｒｋｅｒ，生工生物工程（上海）股份有限公
司。真菌核糖体扩增引物为通用引物对ＩＴＳ１（５′－Ｔ
ＣＣＧＴＡＧＧＴＧＡＡＣＣＴＧＣＧＧ－３′）和ＩＴＳ４（５′－ＴＣＣＴＣ
ＣＧＣＴＴＡＴＴＧＡＴＡＴＧＣ－３′）。反应体系为 ５０μＬ
（ＳａｎＴａｑＰＣＲＭｉｘ预混液２５μＬ，引物各 ２μＬ，ＤＮＡ
模板２μＬ，ｄｄＨ２Ｏ１９μＬ）。

ＰＣＲ扩增条件：９４℃ ６ｍｉｎ；９４℃ ４５ｓ，５３℃
４５ｓ，７２℃１２０ｓ，３０个循环；最后７２℃延伸１０ｍｉｎ。
取３μＬＰＣＲ产物经１％琼脂糖凝胶电泳检测产量
和特异性，ＰＣＲ产物由生工生物工程（上海）股份有
限公司进行测序，然后在 ＮＣＢＩ上通过 ＢＬＡＳＴ程序
进行同源性比较与分析。采用ＭＥＧＡ６．０软件作系
统发育树。

１．２．４　酶活的测定方法
１．２．４．１　液化酶活力：ＹＯＯ改良法［１６］　酶活力定
义：于 ４０℃下，５ｍｉｎ内水解 １ｍｇ淀粉（０．５％淀
粉）的酶量为１个活力单位，以“Ｕ／ｇ”表示。

１．２．４．２　糖化酶活力：ＤＮＳ法［１７］　葡萄糖标准曲
线如图１所示。

　　酶活力定义：于４０℃下、ｐＨ值为４．６的条件
下，每１ｈ水解淀粉产生１ｍｇ葡萄糖作为１个酶活
力单位，以“Ｕ／ｇ”表示。
１．２．５　耐高温霉菌的产酶条件优化
１．２．５．１　不同料水比对菌株酶活的影响　以麸皮
和不同水分混合制成麸曲，为菌株生长提供物质基

础，菌株在不同料水比麸曲中培养其产酶活力也不

同。选取分离得到的耐高温菌株，设置料水比为

５ｇ∶１ｍＬ、５ｇ∶２ｍＬ、５ｇ∶３ｍＬ、５ｇ∶４ｍＬ、
５ｇ∶５ｍＬ，将料水混合均匀［１８］，配制好麸皮培养基

以相同的量分装到三角瓶中，０．１ＭＰａ灭菌２０ｍｉｎ，
冷却后接种，每隔１２ｈ进行１次摇瓶，置于４５℃恒
温培养箱中培养４ｄ。干燥１０ｈ后以 ｐＨ值为７．５
的磷酸缓冲溶液浸提１ｈ配制成粗酶液［１９］，对其进

行液化酶活力和糖化酶活力的测定。

１．２．５．２　不同氮源添加量对菌株酶活力的影响　
在麸曲中加入（ＮＨ４）２ＳＯ４不仅为菌株生长提供氮
源，且对菌株生长环境中 ｐＨ值也有一定的影响。
因此本试验选取（ＮＨ４）２ＳＯ４作为氮源，分别以
０１％、０．４％、０．７％、１．０％、１．３％进行试验［２０］，以

最适料水比配制麸皮培养基，并以相同的量分装到

三角瓶中，０．１ＭＰａ灭菌２０ｍｉｎ，冷却后接种，每隔
１２ｈ进行１次摇瓶，置于４５℃恒温培养箱中培养
４ｄ，干燥１０ｈ后以ｐＨ值为７．５的磷酸缓冲溶液浸
提１ｈ配制成粗酶液，对其进行液化酶活力和糖化
酶活力的测定。

１．２．５．３　不同培养时间对菌株酶活的影响　以最
适料水比和最适氮源添加量配制麸皮培养基，并以

相同的量分装到三角瓶中，０．１ＭＰａ灭菌２０ｍｉｎ，冷
却后接种，每隔１２ｈ进行１次摇瓶，置于４５℃恒温
培养箱中培养。培养后３ｄ开始取样测酶活，直到
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培养后７ｄ。
１．２．６　响应面试验 　在前期单因素试验的基础上
选取 ３个影响因素，以酶活力为因变量，利用
ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ８．０．６软件设计 Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ试验，
分别确定产糖化酶和液化酶的最佳发酵工艺参数

组合并进行试验验证［２１］。利用 Ｄｅｓｉｇｎ－Ｅｘｐｅｒｔ
８０６软件对二次响应面回归模型作出相应的响应
曲面［２２－２３］。

２　结果与分析

２．１　 耐高温菌株筛选结果
从赊店老酒大曲中分离筛选得到霉菌２００株，

通过耐高温试验最终获得１株霉菌 Ｂ８。Ｂ８菌株在
６０℃ 时仍能生长，且最适生长温度为４５℃。Ｂ８菌
株菌落形态如图２所示。
　　由图２可知，Ｂ８菌株的菌落培养特征为：蔓延
迅速，初为白色，后逐渐变为黑褐色，透明性差。菌

丝无隔膜，假根发达，分枝呈指状，孢子囊呈球形或

近球形。

２．２　分子生物学鉴定结果
利用特异性引物对 Ｂ８的１８ＳｒＤＮＡ片段进行

扩增，然后进行凝胶电泳。由图３可以看出，扩增所
得ＩＴＳ序列长度约为５７４ｂｐ，特异性好，与预期结果
相符。

　　将所得 Ｂ８菌株５７４ｂｐＩＴＳ序列在 ＮＣＢＩ网站
上通过ＢＬＡＳＴ程序进行同源性比较与分析。取与
Ｂ８菌ＩＴＳ序列一致性在９９％以上的序列，用ＭＥＧＡ
６．０进行多序列比对并构建进化树，结果见图４。结
合生理生化试验表明 菌 株 Ｂ８属 于 根 霉 属
（Ｒｈｉｚｏｐｕｓ）。

２．３　单因素条件优化结果
２．３．１　不同料水比对菌株酶活的影响　由图５可
知，Ｂ８产液化酶和糖化酶活力的能力具有同步性，
都是随着水分的增多酶活力先慢慢升高再降低，即

当水分含量过低或过高时，２种酶活力都比较低，而
当料水比为５ｇ∶３ｍＬ时，２种酶活力最高，此时液
化酶活力达到 ３０．５５Ｕ／ｇ，糖化酶活力达到
１６３．６６Ｕ／ｇ。在制作麸曲中，水分是很重要的因素，
过多或过少都会抑制菌株活力。因此，选择最佳料

水比５ｇ∶３ｍＬ做后续试验。
２．３．２　不同氮源添加量对菌株酶活的影响　由图
６可知，液化酶活力和糖化酶活力随着添加量的增
多而升高，当氮源添加量达０．４％时２种酶活都达
到最大值，此时液化酶活力为２９．８８Ｕ／ｇ，糖化酶活

力为１４２．３４Ｕ／ｇ。之后随着添加量的增多，２种酶
活力都呈下降趋势，过量的氮源添加量会使 ｐＨ值
超过菌株的正常生长范围。因此，选择０．４％氮源
为最佳添加量做后续试验。
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２．３．３　不同培养时间对菌株酶活的影响　以料水
比为５ｇ∶３ｍＬ，氮源添加量为０．４％制作麸曲培养
基，灭菌冷却后接种，从培养后３ｄ开始测酶活。由
图７可知，液化酶活力在培养后３～５ｄ呈上升趋
势，培养后５ｄ达到酶活最大值，为３３．１４Ｕ／ｇ；之后
随着培养时间的增加、培养基内营养物质的消耗以

及水分的减少，酶活力下降。糖化酶活力也是在培

养后３～５ｄ逐渐上升，培养后４～６ｄ的酶活力相差
甚小，分别是１７２．２３、１７５．５１Ｕ／ｇ，培养后５ｄ酶活
达到最大值；之后呈下降趋势。因此，最佳培养时

间选择 ５ｄ做后续试验。

２．４　糖化酶活力响应面试验结果
２．４．１　Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ设计与结果　根据 Ｂｏｘ－
Ｂｅｈｎｋｅｎ试验设计原理［２４］，设计１７个试验点的响应
面分析试验，以菌株的糖化酶活力作为响应值，选取

Ａ含水量（为了便于响应面分析数据的处理，料水比
以下均采用水的百分含量表示，料水比 ５ｇ∶２ｍＬ、
５ｇ∶３ｍＬ、５ｇ∶４ｍＬ分别对应含水量２９％、３８％、
４４％）、Ｂ氮源添加量、Ｃ培养时间３个具有显著影
响的因素作为自变量，试验因素的水平选取：含水

量２９％、３８％、４４％，氮源添加量 ０．１％、０．４％、
０７％，培养时间 ４、５、６ｄ，试验设计与结果如表 １
所示。　

表１　Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ试验设计与结果

试验号
Ａ：含水量
（％）

Ｂ：氮源添加量
（％）

Ｃ：培养时间
（ｄ）

糖化酶活力

（Ｕ／ｇ）

１ ４４ ０．４ ４ ６０．６９
２ ２９ ０．４ ４ ４１．５５
３ ３８ ０．１ ４ ７５．４５
４ ２９ ０．４ ６ ６９．９８
５ ３８ ０．４ ５ １６２．９３
６ ３８ ０．１ ６ ７２．７２
７ ３８ ０．４ ５ １７５．５１
８ ２９ ０．１ ５ ６７．２５
９ ３８ ０．４ ５ １７６．６０
１０ ３８ ０．４ ５ １５９．６５
１１ ４４ ０．１ ５ ７５．４５
１２ ３８ ０．４ ５ １６８．９４
１３ ４４ ０．４ ６ ８０．３７
１４ ３８ ０．７ ６ ６７．２５
１５ ２９ ０．７ ５ ７４．９０
１６ ３８ ０．７ ４ ５９．６０
１７ ４４ ０．７ ５ ８０．９２

　　从方差分析结果（表２）可以看出，回归模型 Ｆ
值为４３８９００，且显著性检验为极显著，失拟项不显
著（Ｐ＝０．１８２３＞０．０５），说明该模型可靠。

利用Ｄｅｓｉｇｎ－Ｅｘｐｅｒｔ８．０．５软件对表２数据进
行回归拟合，得到糖比酶活力ｙ对自变量Ａ含水量、
Ｂ氮源添加量、Ｃ培养时间的多元回归方程为：ｙ＝
１６９．３３＋５．４７Ａ－１．０７Ｂ＋６．５７Ｃ－０．２５ＡＢ－１．８２ＡＣ＋
２．６０ＢＣ－５０．４５Ａ２－４４．２６Ｂ２－５５．７４Ｃ２。
　　回归方程Ｒ２＝９８．２６％，说明响应值糖化酶活
力的变化有９８．２６％来源于所选变量，即含水量、氮
源添加量、培养时间。因此，回归方程能够较好地

描述各因素与响应值之间的真实关系，可以利用该

回归方程确定最佳培养条件。

２．４．２　各因素交互作用的响应面图　由回归模型
绘制的响应面图见图８至图１０。
　　为求得糖化酶活力最佳发酵条件，对得到的回
归拟合方程中的３个变量分别求一阶偏导数，组成
方程组求解。所得结果即为最大酶活力时菌株 Ｂ８
所需最佳发酵条件，即 Ａ＝３６．９％，Ｂ＝０．４０％，Ｃ＝
５０６。为了便于操作，选择糖化酶活力最佳发酵条
件为含水量３８％（即料水比５ｇ∶３ｍＬ）、氮源添加
量０．４％、培养时间５ｄ。在此条件下理论预测最大
酶 活 力 为 １６９．６７４ Ｕ／ｇ，试 验 的 实 际 值 为
１６２．３８Ｕ／ｇ，与预测值基本接近，说明所建模型拟合
良好且可靠。
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表２　响应面回归方程的方差分析结果

方差来源 平方和 自由度 均值 Ｆ值 Ｐ值 显著性

模型 ３６１１５．７３ ９ ４０１２．８６ ４３．８９００ ＜０．０００１ 
Ａ（含水量） ２３９．２６ １ ２３９．２６ ２．６２００ ０．１４９８

Ｂ（氮源添加量） ９．１６ １ ９．１６ ０．１０００ ０．７６０９
Ｃ（培养时间） ３４４．３４ １ ３４４．３４ ３．７７００ ０．０９３４

ＡＢ ０．２６ １ ０．２６ ０．００２９ ０．９５８９
ＡＣ １３．３３ １ １３．３３ ０．１５００ ０．７１３９
ＢＣ ２６．９４ １ ２６．９４ ０．２９００ ０．６０４１
Ａ２ １０５９６．３９ １ １０５９６．３９ １１５．９０００ ＜０．０００１ 
Ｂ２ ８２４４．４８ １ ８２４４．４８ ９０．１８００ ＜０．０００１ 
Ｃ２ １３０７９．６４ １ １３０７９．６４ １４３．０６００ ＜０．０００１ 
残差 ６３９．９９ ７ ９１．４３
失拟项 ５１８．９２ ４ １２９．７３ ３．２１００ ０．１８２３
误差项 １２１．０７ ３ ４０．３６
总和 ３６７５５．７３ １６

　　注：、分别表示差异显著（Ｐ＜０．０５）、极显著（Ｐ＜０．０１）。表４同。

２．５　液化酶活力响应面试验结果
２．５．１　Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ设计与结果　根据 Ｂｏｘ－
Ｂｅｈｎｋｅｎ试验设计原理，设计１７个试验点的响应面
分析试验，以菌株的液化酶活力作为响应值，选取 Ａ

含水量、Ｂ氮源添加量、Ｃ培养时间３个具有显著影
响的因素作为自变量，试验因素的水平选取：含水

量 ２９％、３８％、４４％，氮源添加量 ０．１％、０４％、
０７％，培养时间４、５、６ｄ，试验设计与结果见表３。
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表３　Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ试验设计与结果

试验号
Ａ：含水量
（％）

Ｂ：氮源添加量
（％）

Ｃ：培养时间
（ｄ）

液化酶活力

（Ｕ／ｇ）

１ ４４ ０．４ ４ ２５．５６
２ ２９ ０．４ ４ ２０．３３
３ ３８ ０．１ ４ ２５．７９
４ ２９ ０．４ ６ ２１．１０
５ ３８ ０．４ ５ ４６．４８
６ ３８ ０．１ ６ ２６．３８
７ ３８ ０．４ ５ ４０．４４
８ ２９ ０．１ ５ ２２．３６
９ ３８ ０．４ ５ ４３．７３
１０ ３８ ０．４ ５ ４１．５８
１１ ４４ ０．１ ５ ３１．０２
１２ ３８ ０．４ ５ ４４．７７
１３ ４４ ０．４ ６ ３３．５４
１４ ３８ ０．７ ６ ３０．７０
１５ ２９ ０．７ ５ ３１．０２
１６ ３８ ０．７ ４ １９．９７
１７ ４４ ０．７ ５ ３３．１８

　　从方差分析结果（表４）可以看出，回归模型 Ｆ
值为１８．８４，且显著性检验为极显著（Ｐ＝０．０００４），
失拟项不显著（Ｐ＝０．３３３２＞０．０５），说明该模型可
靠。利用 ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ８．０．５软件对表４数据进行
回归拟合，得到液化酶活力 ｙ对自变量 Ａ含水量、Ｂ
氮源添加量、Ｃ培养时间的多元回归方程为：ｙ＝
４３６７＋３．５６Ａ＋１．１１Ｂ＋２．５７Ｃ－１．５２ＡＢ＋１．７８ＡＣ＋
２５４ＢＣ－７．５６Ａ２－６．７１Ｂ２－１０．９８Ｃ２。

回归方程 Ｒ２＝９６．０４％，说明响应值糖化酶活
力的变化有９６．０４％来源于所选变量，即含水量、氮
源添加量、培养时间。因此，回归方程能够较好地

描述各因素与响应值之间的真实关系，可以利用该

回归方程确定最佳培养条件。

２．５．２　各因素交互作用的响应面图　由回归模型
绘制的响应面图见图１１至图１３。

表４　响应面回归方程的方差分析

方差来源 平方和 自由度 均值 Ｆ值 Ｐ值 显著性

模型 １２３１．９８ ９ １３６．８９ １８．８４ ０．０００４ 
Ａ：含水量 １０１．４６ １ １０１．４６ １３．９６ ０．００７３ 
Ｂ：含氮量 ９．９１ １ ９．９１ １．３６ ０．２８１０
Ｃ：培养时间 ５２．６４ １ ５２．６４ ７．２５ ０．０３１０

ＡＢ ９．２５ １ ９．２５ １．２７ ０．２９６４
ＡＣ １２．６６ １ １２．６６ １．７４ ０．２２８３
ＢＣ ２５．７０ １ ２５．７０ ３．５４ ０．１０２０
Ａ２ ２３８．１０ １ ２３８．１０ ３２．７７ ０．０００７ 
Ｂ２ １８９．７９ １ １８９．７９ ２６．１２ ０．００１４ 
Ｃ２ ５０７．２８ １ ５０７．２８ ６９．８２ ＜０．０００１ 
残差 ５０．８６ ７ ７．２７
失拟项 ２７．３１ ３ ９．１０ １．５５ ０．３３３２
误差项 ２３．５５ ４ ５．８９
总和 １２８２．８４ １６

　　为求得液化酶活力最佳发酵条件，对获得的回
归拟合方程中的３个变量分别求一阶偏导数，组成

方程组求解。所得结果即为最大酶活力时菌株 Ｂ８
所需最佳发酵条件，即Ａ＝３８．３３％，Ｂ＝０．４２％，Ｃ＝
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５１５。为便于操作，选择液化酶活力最佳发酵条件
为：含水量３８％（即料水比５ｇ∶３ｍＬ）、氮源添加量
０．４％、培养时间５ｄ。在此条件下理论预测液化酶

最大酶活力为 ４４．３４０２Ｕ／ｇ，试验的实际值
４１．５７Ｕ／ｇ，与预测值基本接近，说明所建模型拟合
良好且可靠。

３　讨论与结论

　　本研究从赊店老酒大曲中得到１株在６０℃仍
生长的霉菌Ｂ８，最适培养温度为４５℃。通过单因
素试验结合响应面分析法优化其发酵条件，测得其

糖化酶活力在料水比为５ｇ∶３ｍＬ、氮源添加量为
０４％、培养时间为５ｄ时最高，达到１６２．３８Ｕ／ｇ；液
化酶活力在料水比为 ５ｇ∶３ｍＬ、氮源添加量为
０４％、培养时间为５ｄ时最高，达到４１．５７Ｕ／ｇ。

目前中高温大曲中关于耐高温细菌的研究报
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道较多，研究数据也比较全面。如余婷婷等对高温

大曲中产酱香、耐高温细菌进行了筛选与鉴定，得

到１株产酱香功能细菌，其能够耐受 ９５℃ 的高
温［２５］。周平等从中高温大曲中筛选出１株耐热能
力较好的细菌 ＮＲ２，鉴定为地衣芽孢杆菌，其能够
耐受８０℃的温度［２６］。汪江波等从白云边高温大曲

中分离筛选得到１０株耐高温细菌，皆可耐受５０℃
高温［２７］。而关于耐高温霉菌的研究相对较少，如武

晋海等从茅台酒大曲中筛选得到３株在５０℃ 以上
旺盛生长的霉菌，分别为孔球孢属（Ｇｉｌｍａｎｉｅｌｌａ）、孔
球孢属（Ｇｉｌｍａｎｉｅｌｌａ）和犁头霉属（Ａｂｓｉｄｉａ）。最适生
长温度分别为５０、５０、４５℃，热致死温度分别为７０、
７０、６５℃［２８］。王忠彦等从中温大曲中分离了１株
能在６０～６２℃ 生长良好的耐高温霉菌，鉴定为假
华根霉［２９］。寇运同等从中温大曲中筛选得到１株
耐高温霉菌，其最高生长温度为５８～６０℃［３０］。

本研究分离得到的耐高温霉菌鉴定为根霉菌，

在６０℃ 时依然生长。与其他文献筛选出的耐高温
菌株相比处于较高水平，且本研究还利用响应面法

对其产酶条件进行优化。在单因素试验的基础上，

结合响应面法分别优化耐高温霉菌产糖化酶和液

化酶的能力，使耐高温霉菌的酶活力数据更加全

面，提升了淀粉质酿酒原料的利用率，也为提高白

酒出酒率提供了理论依据。
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Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍ ｏｘａｌｉｃｕｍ［Ｊ］． Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ｆｏｒＢｉｏｆｕｅｌｓ，２０１６，９

（１）：２１６．

［７］张秀媛，袁永俊，何　扩．糖化酶的研究概况［Ｊ］．食品研究与开

发，２００６（９）：１６３－１６６．

［８］ＴｅｓｔｅｒＲＦ，ＱｉＸ，ＫａｒｋａｌａｓＪ．Ｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓｏｆｎａｔｉｖｅｓｔａｒｃｈｅｓｗｉｔｈ

ａｍｙｌａｓｅｓ［Ｊ］．ＡｎｉｍａｌＦｅｅｄＳｃｉｅｎｃｅａｎｄＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，２００６，１３０（１／

２）：３９－５４．

［９］赵金松，郑　佳，吴重德，等．基于磷脂脂肪酸技术研究酱香大曲微

生物群落结构［Ｊ］．应用与环境生物学报，２０１４，２０（４）：５５８－５６３．

［１０］ＹａｎｇＪＧ，ＤｏｕＸ，ＨａｎＰＪ，ｅｔａｌ．ＭｉｃｒｏｂｉａｌｄｉｖｅｒｓｉｔｙｉｎＤａｑｕｄｕｒｉｎｇ

ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｏｆｌｕｚｈｏｕｆｌａｖｏｒｅｄｌｉｑｕｏｒ［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆｔｈｅＡｍｅｒｉｃａｎ

ＳｏｃｉｅｔｙｏｆＢｒｅｗｉｎｇＣｈｅｍｉｓｔｓ，２０１７，７５（２）：１３６－１４４．

［１１］葛媛媛，姚　粟，刘　洋，等．芝麻香型白酒高温大曲嗜热细菌

群落研究［Ｊ］．食品与发酵工业，２０１２，３８（１１）：１６－１９．

［１２］周瑞平，陈云宗，唐代云，等．偏高温大曲中一株嗜热细菌的分

离与鉴定［Ｊ］．酿酒科技，２０１０（１）：３６－３８．

［１３］朱晓玲，章炉军，张俊玲，等．香菇工厂化栽培中常见霉菌的分

离鉴 定 及 抑 菌 剂 筛 选 ［Ｊ］．上 海 农 业 学 报，２０１６，３２

（３）：８３－９０．

［１４］王鑫昕，杨军山，郭军英，等．丛台酒大曲中霉菌的初步分类及

研究［Ｊ］．酿酒科技，２０１５（５）：３４－３６．

［１５］李　良，郑桂朋，吴　昊，等．浓香型白酒夏冬两季生产车间及

大曲中霉菌与放线菌的分离纯化［Ｊ］．中国酿造，２０１７，３６

（１１）：５４－５８．

［１６］姜涌明，史永昶，隋德新．枯草芽孢杆菌８６３１５α－淀粉酶的研
究．Ⅱ．分离提纯、性质及动力学［Ｊ］．江苏农学院学报，１９９２
（２）：４７－５６．

［１７］班世栋，王晓丹，陈孟强，等．酱香型大曲中具产酶功能霉菌的
分离筛选［Ｊ］．酿酒，２０１４，４１（４）：３１－３６．

［１８］谢玉球，时　晓，周二干，等．洋河大曲中糖化酶高产霉菌的筛
选鉴定及固态发酵条件优化［Ｊ］．酿酒科技，２０１６（４）：３９－４２．

［１９］龙茜萍，王晓丹，谭　静，等．一株高产糖化酶菌株的筛选与鉴
定［Ｊ］．酿酒科技，２０１３（８）：７－９．

［２０］刘　磊，吴　晖，刘冬梅，等．黄酒生产用纯种根霉的筛选及其
产酶条件的优化［Ｊ］．中国酿造，２０１３，３２（３）：２５－２８．

［２１］黄红霞，刘彩香，康　旭，等．传统甜面酱中米曲霉的分离与培
养条件优化［Ｊ］．湖北农业科学，２０１３，５２（２）：４０８－４１１，４２７．

［２２］ＬｕＹ，ＺｈｕＪ，ＳｈｉＪ，ｅｔａｌ．ＩｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄｅｎｚｙｍｅｓｆｒｏｍＧｅｏｔｒｉｃｈｕｍ
ｓｐｐ． ｉｍｐｒｏｖｅ ｗｉｎｅ ｑｕａｌｉｔｙ［Ｊ］． Ａｐｐｌｉｅｄ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ ａｎｄ
Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，２０１７，１０１（１７）：６６３７－６６４９．

［２３］ＺｈａｎｇＴ，ＭａｏＣ，ＺｈａｉＮ，ｅｔａｌ．ＩｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆｉｎｉｔｉａｌｐＨ ｏｎ
ｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｉｃａｎａｅｒｏｂｉｃｃｏ－ｄｉｇｅｓｔｉｏｎｏｆｓｗｉｎｅｍａｎｕｒｅａｎｄｍａｉｚｅ
ｓｔａｌｋ［Ｊ］．ＷａｓｔｅＭａｎａｇｅｍｅｎｔ，２０１５，３５：１１９－１２６．

［２４］藏金萍，韩志校，姜军坡．响应面法优化产纤维素酶菌株深层液
体发酵的条件［Ｊ］．江苏农业科学，２０１６，４４（２）：３６８－
３７０，３７４．

［２５］余婷婷，赖世强，曹文涛，等．高温大曲中产酱香耐高温细菌的
筛选及鉴定［Ｊ］．贵州农业科学，２０１３，４１（１１）：１０９－１１２．

［２６］周　平，罗惠波，黄　丹，等．中高温大曲中一株耐热细菌的分
离鉴定及其风味代谢产物分析［Ｊ］．食品工业科技，２０１６，３７
（２４）：２１５－２２０．

［２７］汪江波，沈玉洁，张明春，等．白云边高温大曲中嗜热功能菌的
分离筛选［Ｊ］．酿酒，２０１０，３７（５）：２８－３１．

［２８］武晋海，于　亮，王昌禄，等．茅台酒大曲中３株耐高温霉菌的
分离纯化及鉴定［Ｊ］．酿酒科技，２００７（３）：１７－１９．

［２９］王忠彦，寇运同，胡永松，等．中温大曲中一株高温霉菌的分离
与鉴定［Ｊ］．酿酒科技，１９９５（２）：６９－７０．

［３０］寇运同，王忠彦，胡永松，等．中温大曲中一株高温霉菌的特性
及功能的研究［Ｊ］．酿酒科技，１９９５（２）：７１．
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