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一株酯化酶细菌的分离、鉴定及代谢产物特征

黄 丹, 方春玉, 储玉龙, 尚志超, 杨 伟

(四川理工学院生物工程学院 , 四川 自贡 643000)

� � 摘 � 要:研究不同培养条件下酯化酶细菌的代谢产物特征。从浓香型大曲中分离得到一株产酯

化酶细菌,用 B io log微生物自动分析系统进行鉴定,改变发酵时间、发酵初始 pH值和培养温度等培养

条件,用乙醇对发酵液进行萃取,并用气相色谱 -质谱联用法 ( GC-M S) 对其进行鉴定分析。结果表

明:该菌株为嗜热葡糖苷酶芽孢杆菌 (Geobacillus thermoglucosidasius)。随着培养时间的延长,甲醇及

各种高级醇逐渐减少甚至消失,而酯类物质则逐渐增加; 随发酵初始 pH值的增加,酸类物质有所减

少,在 pH为 7�5时,产生了较多的酯类物质,但乙酸 、3-羟基 - 2-丁酮 、乙醛和 3-甲基 -丁醇等

代谢产物不会随发酵初始 pH值变化而变化;随着培养温度的升高,酸类物质和醇类物质的种类有所

增加,当培养温度为 35� 时,产生更多的酯类物质。
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� � 白酒的主要成分是酒精和水 (占总量的 98% -

99% ),但决定白酒质量和风格的却是众多微量 (占总量

的 1% - 2% ) 的呈香呈味有机化合物。白酒中香气成

分除来自于粮食、糟醅和窖香外,还有一个重要来源就

是大曲。在大曲的生产过程中,微生物群落发生了复杂

的演替和变化,这些微生物除了分泌各种各样的酶系以

催化窖内的多种反应外,还直接产生许多芳香性物质,

这些芳香性物质对酒的香气成分必然有所贡献
[1]
。可

见大曲微生物复杂的代谢产物构成了曲香,并经蒸馏进

入酒体,从而影响白酒品质。

大曲微生物种类繁多,其中酯化酶产生菌对浓香型

大曲而言是一类重要的功能菌,所产生的酯化酶能将己

酸 (窖泥功能菌代谢 )与乙醇 (糟醅体系代谢 )缩合生成

己酸乙酯 (泸型大曲酒主体香味物质 ),同时它还直接产

生一些复杂的代谢产物经蒸馏进入酒体,影响白酒风味

及品质。因此研究酯化酶产生菌不同培养条件下的代

谢产物特征,有助于了解其各种有益成分和有害成分的

产生条件和机制,有利于进一步提高白酒品质。而目前

对泸型大曲酯化酶产生菌的研究主要局限在其种群以

及产酶条件的了解,所以,对其代谢产物进行研究,具有

重要的意义。

1 材料与方法

1�1 材料
1�1�1 大曲
浓香型大曲,由四川某浓香型酒厂提供。

1�1�2 培养基
分离培养基

[ 2]
:牛肉膏 3g,蛋白胨 10g, NaC l5g,琼脂

条 20g,水 1000mL,三丁酸甘油酯 0�4% , pH 7�4- 7�6。

发酵培养基:葡萄糖 1 g,蛋白胨 1 g, K2HPO4 0�1 g,

MgSO40�05 g, F eSO4 0�001 g, KC l 0�05 g, M nSO40�03 g,

pH7�4- 7�6。
1�2 方法
1�2�1 菌种分离
将大曲研细成粉,称取 25g于 225mL无菌生理盐水

中,用玻璃珠打散,浸泡 30m in。取 1mL上清液加入 9mL

无菌生理盐水中,配制成 10
- 2
菌悬液。依次类推, 配制

成 10
- 3
、10

- 4�� 10
- 7
菌悬液。分别吸取 0�2mL10

- 3
-

10
- 7
稀释度菌悬液,均匀涂布于已冷却至室温的分离培

养基平板上,将接种好的平板置于 37� 恒温培养箱中培

养 48h。观察菌落周围出现的透明圈大小, 并测量透明

圈直径 (D )与菌落直径 ( d )之比。选择其比值大且菌落



直径也比较大的细菌菌落进行菌株纯化,于筛选平板上

划线分离至纯种。

1�2�2 粗酶液的制备
将经摇床发酵培养 48h( 37� , 150r /m in)的发酵培

养基取出,经 6000r/m in离心 20m in去沉淀, 上清液即为

粗酶液,置于 4�冰箱中保存。

1�2�3 酯化酶活力测定 [ 3]

取 10mL环己烷、3�65mL乙醇、6�25mL己酸 (所有

试剂每 500mL加入 30g无水硫酸钠 )以及 0�2mL酶液,

酯化反应在密闭 100mL锥形瓶中进行, 反应温度为

36� , 24h后,取上清液 0�5mL于 50mL锥形瓶中, 加入

5mL水, 2滴酚酞, 用 0�05mol /LNaOH滴定至终点,测定

己酸的消耗量。同时采用质谱仪确定所合成的酯类物

质。

酶活力单位定义
[ 4]
: 在测定条件下每分钟消耗

1�m ol己酸所需要的酶量为 1个酶活力单位。

1�2�4 菌种分离鉴定:

1�2�4�1 形态鉴定
用放大镜观察菌落的生长、颜色、表面形态、质地和

边缘形状等,并对其进行革兰氏染色及芽孢染色。

1�2�4�2 触酶试验
取洁净的载玻片 1张, 用接种环挑取供试细菌,加

3% H2O2 1- 2滴, 立即观察结果,若立即出现大量气泡

为阳性 (好氧或兼性厌氧菌 ),无气泡为阴性 (厌氧菌 )。

1�2�4�3 用 B iolog微生物自动分析系统进行鉴定
[ 5]

根据革兰氏染色、芽孢染色及触酶试验选择合适的

培养基及培养条件进行试验。

B io log软件将读取的 96孔微平板反应结果按照与

数据库的匹配程度列出 10个结果,如果鉴定结果与数

据库匹配良好,将显示鉴定的结果在绿色状态栏上;如

果鉴定结果不可靠, 结果栏为黄色, 显示 � NO ID�,但仍

列出最可能的 10个结果。每个结果均显示 3种重要的

参数,即可能性 ( PROB ), 相似性 ( SIM )和位距 ( D IS)。

DIS和 SIM是最重要的 2个值, D IS值表示测试结果与

数据库相应数据条的位距, SIM值表示测试结果与数据

库相应数据条的相似程度。 B io log系统规定: 细菌培养

4h- 6 h,其 SIM 值� 0�75,培养 16h- 24h时, SIM 值�

0�50,系统自动给出的鉴定结果为种名, SIM 值越接近

1�00,鉴定结果的可靠性越高;当 SIM 值小于 0�5,但鉴
定结果中属名相同的结果的 SIM 值之和大于 0�5时,自

动给出的鉴定结果为属名。

1�2�5 不同培养条件下分离菌株的代谢产物特征
研究不同培养条件下分离菌株的代谢产物特征。

发酵时间为 3d,以培养温度为 36� ,研究不同发酵初始

pH值 ( 5�5, 7�5, 9�5)下分离菌株的代谢产物;发酵初始

pH值为 7�5,培养温度为 36� ,研究分离菌株在不同发

酵时间 ( 3d, 6d, 9d)的代谢产物;发酵时间为 3d,发酵初

始 pH值为 7�5,研究不同培养温度 ( 25� , 35� , 45� )

下分离菌株的代谢产物。

1�2�5�1 代谢产物样品制备
将菌株活化后接种于液体发酵培养基 ( 30mL )中,

150r/m in恒温振荡培养 24h后, 待发酵结束后向发酵液

中加入为发酵液 2倍的 95%乙醇溶液,在 60� 的条件下

蒸馏,流出液供 GC-M S分析。

1�2�5�2 样品的 GC- MS分析

美国 Ag ilentGC6890气相色谱 � 质谱联用仪, 色谱

柱: J&W 122- 7062, 60�0m � 0�25mm � 0�25�m。色谱
条件: 进样口温度 180� , 起始温度 60� ,保留 1�0m in,

以 5� /m in升温至 180� , 保留 5m in,载气 H e; 分流比

50�1。质谱条件: 电离方式 E I, 电离电压 70eV, 恒压

10Pa,连接杆温度 230� 。

2 结果与分析

2�1 菌种分离
通过分离培养基稀释涂布培养,得到了 5株透明圈

较大的不同的细菌菌株,其中透明圈最大的一株其 D /d

可达 2�33,对该菌株进行进一步研究。
2�2 酯化酶测定

经测定,该菌株的酯化酶活力为 11�46U /mL,可见,

该菌株为酯化酶产生菌。

2�3 菌种鉴定

2�3�1 菌株形态学特征
通过革兰氏染色,确定该菌株为革兰氏阳性芽孢杆

菌,呈连杆状排列, 培养 2d后菌落初呈乳白色,菌落表

面折皱,显粘稠状, 并有一层菌膜。培养 3d后,开始产

生淡红色色素,菌落较大。培养 5d后, 菌落周围产生大

量的红色色素,菌落显扁平状。

2�3�2 触酶试验

载玻片液体表面出现大量的气泡, 可知该菌株能产

生 H2O2酶。故可以初步断定该菌株属于好氧菌或兼性

厌氧菌。

2�3�3 B iolog微生物自动分析系统鉴定结果

根据革兰氏染色、芽孢染色及触酶试验, 确定分离

菌株为革兰氏阳性芽孢杆菌,为好氧菌或兼性厌氧菌。

故选用 BUG+ M + T培养基 (M 为 0�25%麦芽糖, T为

7�66%巯基乙酸钠溶液 )对其进行富集培养, 培养时间

为 12h- 24h,培养温度为 30� 或 35� 。培养 24h后,用

GN /GP- IF接种液,制备菌悬液, 并用 28% T /GP- ROD

SB浊度标准品调节菌悬液的浊度为 28% ,将其接种于

GP微平板的 96孔中,接种量为 150�L /孔。再将接种好

了的 GP微平板放于 30� 或 55� 的培养箱中培养,培养

16h- 24h后,其 SIM 值 = 0�505, PROB= 88% ,则 SIM�
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0�505。故系统自动给出的鉴定结果的种名为: Geobacil�
lus therm oglucosidasius嗜热葡糖苷酶芽孢杆菌。

2�4 不同培养条件下分离菌株代谢产物特征
2�4�1 不同发酵时间对分离菌株代谢产物的影响

初始 pH值为 7�5,于 36� , 150 r/m in恒温培养,蒸

馏发酵液, 并用气质联用色谱仪测定其代谢产物, 其结

果见表 1。

表 1 不同发酵时间对菌株代谢产物的影响

代谢

产物
3( d) 6 ( d ) 9( d)

醇类 3-甲基丁醇
1�2�4-三羟基
丁三醇 甲醇

酸类 乙酸 2-甲基丙酸
2-甲基丙酸

3-甲基戊酸

酯类 乙酸乙酯
4�6-二甲基庚酸甲酯
2�4-二甲基戊酸甲酯

醛类 乙醛

酮类 3-羟基 - 2-丁酮

� � 由表 1可看出, 培养过程中, 该菌株除产生酯类物

质外,还会产生甲醇以及 3-甲基丁醇、1�2�4-三羟基
丁三醇等高级醇,但随着培养时间的延长,甲醇以及 3-

甲基丁醇、1�2�4-三羟基丁三醇等高级醇消失,同时出

现较复杂的酸和酯。高级醇的含量过高会使白酒带有

较重的苦涩味,如果缺少高级醇, 则使酒的味道淡薄。

故了解白酒生产过程中高级醇的生成途径和变迁对控

制白酒品质具有重要意义。

2�4�2 不同发酵初始 pH值对分离菌株代谢产物的影

响

改变发酵的初始 pH 值, 分别调节初始 pH值为

5�5、7�5和 9�5,于 36� , 150 r/m in恒温培养 3天,蒸馏

发酵液,并用气质连用色谱仪测定其代谢产物,其结果

见表 2。

表 2 不同发酵初始 pH值对菌株代谢产物的影响

代谢

产物

发酵初始 pH值

5�5 7�5 9�5

醇类 3-甲基丁醇
3-甲基丁醇

丙醇

3-甲基丁醇

丙醇

酸类

乙酸

2-甲基丙酸

3-甲基丁酸

乙酸 乙酸

酯类 乙酸乙酯
乙酸乙酯
戊酸甲酯

甲酸乙酯

1-羟基 - 2- 甲基 -

丙酸甲酯

醛类 乙醛 乙醛 乙醛

酮类
3- 羟基 - 2

-丁酮
3-羟基 - 2-丁酮 3-羟基 - 2-丁酮

� � 由表 2可看出,随 pH值的增加, 酸类物质有所减

少,在 pH在为 7�5时,产生了较多的酯类物质,但乙酸、

3-羟基 - 2-丁酮 、乙醛、3-甲基丁醇等代谢产物不会

随 pH的值变化而变化。同时也可初步判断 pH为 7�5
时,该菌株产酯化酶能力较强。所以, 在发酵过程中,可

控制 pH为 7�5来增加酯化酶的合成。
2�4�3 不同培养温度对分离菌株代谢产物的影响

发酵初始 pH值为 7�5,分别于 25� , 35� , 45� 下,

150 r/m in恒温培养 3天,蒸馏发酵液,并用气质连用色

谱仪测定其代谢产物,其结果见表 3。

表 3 温度对菌株代谢产物的影响

代谢

产物
25( � ) 35 ( � ) 45( � )

醇类

丙醇 丙醇

3-甲基丁醇

丙醇

3- 甲基丁醇

庚醇

酸类 乙酸 乙酸
乙酸

2- 甲基 -丙酸

酯类
乙酸乙酯
甲酸乙酯

2�4- 二甲基戊酸
甲酯

醛类 乙醛

酮类 3-羟基 - 2-丁酮 3-羟基 - 2-丁酮 3-羟基 - 2-丁酮

� � 由表 3可以看出,随着培养温度的升高, 酸类物质

和醇类物质的种类有所增加,但是丙醇、乙酸和 3-羟基

- 2-丁酮则不会随培养温度的变化而变化。另外,当

培养温度为 35� 时,所产生的酯类物质更多,故可初步

判断 35� 是该菌株产酯化酶的较适温度。

3 结 论

( 1 )从泸型大曲中,分离得到了 5株透明圈较大的

不同的细菌菌株, 其中透明圈最大的一株其 D /d可达

2�33,经过酯化酶酶活力的测定,得出其酶活力为 11�46
IU。并对其进行鉴定,经镜检鉴定出该菌为好氧型 G

+

芽孢杆菌,经微生物鉴定出其种名为: Geobacillus therm o�

glucosidasius嗜热葡糖苷酶芽孢杆菌。

( 2 )通过对不同培养条件下分离菌株的代谢产物进

行研究,可知该菌株的主要代谢产物包括醇类、酸类、酯

类、醛类和酮类等物质在内的如:乙酸、3-甲基丁酸、2

-甲基丙酸、丙醇、庚醇、3-甲基丁醇、乙酸乙酯 、甲酸

乙酯、戊酸甲酯、2�4-二甲基戊酸甲酯、乙醛和 3-羟基

- 2-丁酮等。不同的培养时间、不同的 pH值和不同的

培养温度下其代谢产物有所不同。随着培养时间的延

长, 甲醇及各种高级醇逐渐减少甚至消失, 而酯类物质

则逐渐增加;随 pH值的增加,酸类物质有所减少,在 pH

在为 7�5时,产生了较多的酯类物质,但乙酸 、3-羟基

- 2-丁酮 、乙醛和 3-甲基 -丁醇等代谢产物不会随

pH的值变化而变化;随着培养温度的升高,酸类物质和

醇类物质的种类有所增加, 当培养温度为 35� 时, 产生

更多的酯类物质。

(下转第 327页 )
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Research on Capro ic Acid Bacteria Iso la tion from Fermentation P itM ud and Its

InducedMutation Breeding

X IONG Li, H U Yang, LIU Jun, YUAN J ie, GAO J iao

( School of B iotechnology Engineering, S ichuan Univers ity of Sc ience& Eng ineering, Z igong 643000, China)

Abstrac:t Caproic acid is one of thema jor arom atic com ponent precursor of Luzhou� flavor liquor. A h igh capro ic acid�
producing stra in GS5 was screened from the old cellar mud bym eans of isolation and purification. Then, GS5was used as the

initial strain, bym eans ofmutation under the ultraviolet radiation treatm ent w ith the power o f ultrav iolet lam p being 15W,

exposure distance being 30cm and exposure tmi e being 3m in. A m utant strain GSUT3w as screened w ith the yeild being 12%

h igher than that of the orig inal one. T he higher caproic acid�produc ing ab ility of themutantwas inherited after several subcul�
tures. And the grow th principles of strains and the change rules of acid�produc ing w ere detected to be co incident between the

mutant stra in GSUT3 and the orig inal one, as well as betw een the first generat ion and the eighth one of GSUT3.

Key words: capro ic acid bacteria; ferm entation p it mud; isolat ion and purification; ultrav io let radiat ion mutation;

grow th characterization
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Iso la tion and Characteriza tion ofBacteria P roduc ing Esterify ing Enzyme

HUANG Dan, FANG Chun�yu, CH U Yu �long, SHANG Zhi�chao, YANG W ei

( Schoo l of B iotechno logy Engineering, Sichuan University of Science& Eng ineering, Z igong 643000, China)

Abstrac:t The characterizat ion of bacterial producing esterifying enzyme of different culture condit ionsw ere stud ied. A

bacterial stra in producing esterifying enzym ew as isolated from Luzhou�flavor Daqu and it w as identified by BiologM icrobes

autom ated identificat ion System. Culture cond itions such as ferm entation tmi e, in itial pH o f ferm entat ion and culture tempera�
turew ere changed. The ferm entatiom broth were extracted by ethanol and analyzed byGC�MS. The results show that the strain

isGeobacillus therm og lucosidasius. When incubation tmi e was prolonged, m ethanol and various h igher alcoho lswere gradually

decreased and even disappeared, but the ester w ere gradually increased. W hen the init ia l pH of ferm entat ion w as increased,

the acid were decreased. W hen pH was 7. 5, m ore ester were produced, but them etabolitesw ere not changed w ith the in itial

pH of fermentation such as acetic acid, 3�H ydroxy�2�butanone, aceta ldehyde and 3�M ethylbutyl alcohol etc. When the culture

temperature increased, the kinds of the acid and a lcohol slightly increased. When the culture temperaturew as 35� , them ore

ester w re produced.

Key words: Luzhou�flavor Daqu; esterifying enzym e; bacteria;l identification; m etabo lite
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