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人工贵腐葡萄酒的研制 ( 工
.

)
,

一一灰葡萄抱的分离方法

金其荣 张继民 朱宝墉
(发醉工程系 )

摘要 本文详细 地介绍 了人工贵腐发 酵菌一一灰葡萄抱 的分离和保藏方法
,

对该菌
、

l’.

的培养方法
、 ’

王哀称态私部分生理自七特征作了详细描述
。

主题词 葡萄酒 ; 简萄抱 ; 分离/ 贵腐葡萄酒
、

‘ 、

一

0 前 言

贵腐葡萄酒是世界上档次最高的一类葡萄酒 [‘3,

它是 由发生贵腐作用后的葡萄为原料生

产的
。

这种贵腐作用是申
一

于葡萄在接近成熟期感染了真菌灰葡萄抱 ( B ot yt i s o in e r ea ) 所致
。

灰葡萄稗是属于丛梗抱目
、

丛梗抱科 的一种不完全菌 ‘, ’
。

这种真菌在适宜条件下可以由葡萄

果皮侵入
, :

并生长繁殖
。

结果
,

果皮上的蜡质被分解
,

果内的水分蒸发而果汁浓缩
。

由于菌

丝的代谢作用
,
果汁的成分发生了一系列变化

,

其中包括甘油
、

葡搪酸
、

半乳糖醛酸等物质

的含量增加
,

酒石酸含量降低和贵腐香味的形成 [”,41
。

·

贵腐现象最早于 16世纪发现于匈牙利的托卡伊 ( T o k a
y) 地区

,

然后于 17 世纪发现于德国

莱因
几 ( R h “in : a

时 地区及法国的所丹 ( 5 au t “r “ “ )
一

地区[5 ’
。

后来
,

在奥地利 ”’
、

美 国[el 和日

本 [71 也相继发现了贵腐现象
。

·

灰葡萄抱感染葡萄需 要适宣的气候条件
,

即
、

温度“o℃左右
,

相对湿度7 “
衫以上

。

这种气

候条件出现在5月末至6月的葡萄开花结果期 (长江流域的梅雨期 )和 g 月至 10 月初的葡萄成熟

期 (秋雨期 )
。

灰葡菊抱感染对于葡萄来说
,

_

一般 是有害的
,

称为
“灰 霉菌

” 。

但是灰葡萄抱用

于葡萄酒酿造可 以产生高雅的贵腐香味
。

本文介绍了灰葡萄抱的高效分离方法
,

培养保藏方

法及生长形态和部分生理生化特征
。

1 材料与方法

1
.

1 汾离源
二

‘
_

‘
_

“
一

’ _
‘

.
,

葡萄园土壤
,

有病害的葡萄果
、

花穗
、

枝和叶
,

天竺葵花和叶等样品数十份
。

1
.

2 培养基
.

‘
4

r
‘ -

1
。

2. 1
‘

’

马铃薯葡萄糖琼脂 ( PD A ) 培养基 常法制备
。

-
·

.

2
。

2 麦芽 汁琼脂 (M E A )培养基 常法制备
。

幻 、
.

J

本文 18 8于年
.

10 月 4 日收 到
。
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1
.

2
.

3 改进的C z e p e x ·
D o x

培养基 田 , ,

即 :

N a N O s 3 9 K H ZPO 4 一g

K C I 0
.

5 9 M g SO ; · 7H ZO 0
.

5 9

F e S O ; · 7H ZO
.

o
.

plg
_

、

M n C 12
·

4H ZO 0
.

0 8 9

葡萄糖 20 9
、

一 去离子水 11

琼 脂 2 09 H CI 调至 pH 4

1
。

2
.

4 酒石酸为唯一碳源的培养基
‘

1
.

2
.

3的培养基中的葡萄糖改用8
.

59 酒石酸钾钠 (C ‘H 魂

0 6K N a
·

4 H : O )
。

“
、

1
.

2
.

5 天竺葵叶浸汁琼脂 取 209 天竿葵鲜叶加自来水3 00 m l
,

60 ℃ 浸1h
,

滤去叶渣后加酒

石酸调至 p H 4
,

再加入琼脂6 9 。

1
.

2
.

6 葡萄汁琼脂 取巨峰葡萄原汁3 0 o m l
,

加N a O H 调至 pH 4
,

再加琼脂 5 9
。

1
。

2
。

7 B C培养基 1
.

2
.

1和1
。

2
.

2培养基等混合
, p H 如

上述培养基均在 1 21 ℃下灭菌 20 m in
。

1
.
a 分离方法

稀释分离法
,

划线分离法
。

1
。

令
’ ,

培养条件

平皿培养在15 ~ 34 CC’
, 3 ~ 10 d等不同条件下进行

,

(见讨论部分 )
。

1. 扮 生理生化试验
二

、 ·

,

考察各种碳源和氮源利用情况时
,

在 1
.

2
.

3 的培养基中不加葡萄糖或硝酸钠
,

分别制成

无碳源或无氮源基础培养基平板
,

涂上抱子悬浮液
,

再用纸片法加入各种碳 源 或 氮 源
,

在

20 ℃培养 10 d
,

观察其生长和利用情况
。

t
.

6 形态观察与初步鉴定

先将袍子悬浮液涂在 B C培养基平板上
,

在20 ℃培养 1d 后
,

将平板上长 出的微小菌落移

接到BC培养基平板中央
,

继续在 20 ℃培养g d
,

同时用载片法培养
,

观察菌落的生长 速 度及

各菌落
、 、

菌丝
、

抱子头
、

抱子梗等形态
、

大小和颜色等特征
。

1
.

了 菌种保藏

B C培养基制成斜面
,

接种后于 2 0℃下培养7 d
,

转入4℃冰箱中保藏
。

」

1
2 结果与讨论

一

‘

.

1 关干灰葡萄抱的分离方法

灰葡萄抱 虽然是灰霉病的病原菌
,

能够感染多种植物
,

如葡萄
、

天竺葵
、

紫露草
、

西红

柿和草薄等
。

但是
,

灰葡萄抱感染植物组织之后
,

常伴随其它霉菌
、

细菌和酵母等腐生茵的感

染
。

由于灰葡萄抱在一般条件下的生长速度要比仙霉
、

青霉和根霉等腐生真菌要慢得多
,

一 .

并

且受这些真菌的抑制
。

这就给分离工作带来了很大困难
,

因此必须找出有效的分离方法
。 -

2
。

1
。

1 分离源和分离方法

如果采用土壤等混杂性分离源
,

由于灰葡萄抱比许多腐生菌生长慢而受抑制
,

会严重千

扰分离工作
,

而用灰葡萄抱抱子已生
一

长成熟但未腐烂 (即未感染杂菌 )的植物材料作分离源
,

配合显微分离法
,

就可以进行单纯分禽
,

因为这些材料表面着生的灰葡萄抱抱子头在显微镜
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下清楚可见 (图 1 )
。

这种抱子头有0
.

1 2 m m 大小
,

月]肉眼也可见
,

因此更简单的方法 是
,

用 接 种
厂

环蘸湿后小心地在泡子头处挑取抱子
,

再划线分

离
,

这样也可以达到显微分离的效果
,

可以你为

亚显微分离法
。

2
.

1
.

2 温度 分离时的培养温度是分离成 功 的

又一重要因索
。

灰葡萄抱在30 ℃ 以上不 但 生 长

慢
,

而且不产饱子
。

分离时采用20 ℃ 的温度培养

最好
,

这与灰霉病在白然界的发生温度及文献报

道的最适生长温度相符 I9j
。

2
.

1
.

3 培养基 分离时用的培养基对灰葡 萄 抱 图 1 葡萄粒表面的灰葡萄抱

的快速分离有着关键性的 影 响
。

培养基 1
.

2
.

1 ~ 孑包子 头 (80 X )

1
.

2
.

4都 是 国 外 研究者 用过的培养基
,

而 1
.

2
.

5和 1
.

2
.

6 是作者设计 的培养基
,

但在这些培

养基上
,

灰葡萄抱生长并不快
,

一

也伐有选择 性
。

而 在 B C培养基 (1
.

2
.

7 )
、

20 ℃ 温度时
,

灰

葡萄泡的生长速度比黑曲霉还要快
,

产袍子多
,

是所试培养基中效果最好的一种
。

从这个结

果看
,

灰葡萄抱需要马铃薯汁和麦芽汁两者中的营养因子
。

2
.

1
.

4 p H 值 pH 值对灰葡萄抱的生长有很大影响
,

从而也影响分离效果
。

从文献 [ 1 0」和笔者

的后续实验看
,

灰葡萄饱的最适生长 p H 为 3
.

0一3
。

5 。

但在这样高的酸度下
,

灭菌时琼脂易

于水解
。

从本试验看
,

分离培养时
, p H 4左右效果也很好

。

利用上述方法
,

笔者分离出了 3 株灰葡萄袍
,

其来源与编号如表 1所示
。

表 l 灰萄葡抱的编号与来源

分 离 源

B C I

B C Z

B C 3

天竺葵叶

葡 萄 粒

葡 萄 粒

{-
- - -

二
_ _

{ 浙江农业大学花卉园

} 河“匕葡萄园

} 山东酿酒葡萄园
走_ _

一_

_
2

.

2 关于灰葡萄抱的生理生化试验与初步鉴定

2
.

2
.

1 碳源利用情况 3 株灰葡萄袍利用碳源 的情况有较大差别
,

其中 B CZ 能够利用的碳

源较多
。

从表 2 可知
,

这 3 株菌都能很好地利用葡萄糖
、

果糖
、

酒石酸
、

柠檬酸和苹果酸
.

这几种碳源的优劣次序大致为
: 酒石酸> 苹果酸> 柠檬酸> 葡萄糖 > 果糖

。

灰葡萄泡利用这

几种有机酸的能力大于利用糖类
,

这在葡萄酒酿造中有很重要的意义闭
。

2
.

2
.

2 氮源利用情况 3 株灰葡萄抱利用氮源的情况 如 表 3 所示
。

实验表明
,

灰葡萄抱不

能利用亚硝酸钠
,

而且培养一定时间后
,

由其它氮源处长出的菌落受亚硝酸的抑制
,

可以见

到明显的抑菌圈
,

这表明亚硝酸钠对灰葡萄抱有明显毒性
。 :

从生长情况看
,

以硝酸钠
、

尿素
、

明胶
、

干酪素和磷酸氢二钱为氮源时
,

菌体 形 态 正

常
。

而用按盐为氮源时
,

会显著改变灰葡萄抱 的生长形态
,

使菌落小而板结
,

培养 lo d 后的菌

落直径也只有 6 ~ 10 m m
,

呈青霉似的深灰绿色
,

最后发黑
,

产抱子极少或不产抱子
。

但是用

磷酸氢二饺时
,

菌落与正常情况相比虽然颜 色偏绿
,

但生 沃旺盛
,

可以正常地产生抱子
。
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表 2 灰葡萄袍 的碳源利用情况

B C I B C Z BC 3

5 8

什-H-++ ++十++

++十十

D 一葡萄糖

D 一果糖

可溶淀粉
.

乳 糖

L 一鼠李糖

L 一山梨糖

D 一甘露糖

D 一半乳糖

刀一棉子糖

D 一木糖

纤维二糖

酒 石 酸

柠
‘

檬 酸

苹 果
“

酸

升 0

+十0

+

升十¹

十 e

+

份O

柑0

牛什0

拼0
+ 0
+ ¹

+ 0
+ 0

++ O

++¹

+

+ 0

舟论

拼 ¹

拼 0

+

十

H+ e
-

拼 ¹

升于¹

+ 0
+ 申

+ ¹

+ ¹

柑 ¹

十 ¹

拼 ¹

+十

+
、

传十¹

杆 ¹
·

H- ¹

++十+++十+什+++

+份价拼

++十什

注 : + 稍有生长 , 什 生长一般 ; 十生长 良好 ; 一 未见生长 ; 由产生抱子

表 3 灰葡萄抱的氮源利用情况

2勺JtCB诀态
\

_

酬
-

B C I B C 3

硫 酸 钱

硝 酸 按

硝 酸 钠
‘

亚硝酸钠

磷酸氢二按

尿
、

素

氯 化 按
-

明 胶

干 酪 素

注 : + 稍有生长; 什 生长万般 ; 份生长良好 ; 丹什 生长旺盛 ; ( + )生长很微弱 ;

、
一 未见生长

‘
、

* 菌落呈深灰绿 色变态
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2
.

2
.

3 生长形态 对于表1中所述的 3 株灰葡萄抱
,

虽然在碳源利用和生长速度方面有所差

别
,

但菌体生长形态上却未见不同
,

所以形态描述以及 Bc Z菌株为例
: 一

_

; _

菌落 抱子s d开始发芽
,

菌丝发达密集
,

分泌 出无色液体聚集在菌丝上呈水珠状 (图
_

2 )}o

钊后
,

由于产抱子菌落转淡灰绿色
,

并逐渐加深
,

7 d后转灰褐色
。

抱子头密布
,

边缘处密度

更大
。

图 2 菌丝 分泌 出的 液体 (80 又 ) 图 3 老熟后 的菌丝 (20 o X )
.

菌丝 有隔分枝
,

开始粗细均匀 (图 2 ) ,
老熟后呈粗细节相间的状态 (图 3 )

,

粗部直径

10 一 15 协m
。

图 4 新生的抱子头 (2 0 0 火 ) 图 5 老熟的袍子头 (20 O x )

图 6 长期培养后形成的成 串抱子头 (80 X )
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抱子头 由气生菌丝尖端不对称分枝形成
,

在两分叉的顶端着生膨大的顶囊
,

顶囊上遍生

抱子 (图4)
,

灰绿至灰褐色
,

老熟后的状态如图 5 所示
,

类似成串的葡萄
。

菌丝可 以自抱 子头

处延续生长
,

长期培养可以形成成串的抱子头 (图 6 )o

抱子 椭圆形或卵形
,

5 x s卜m
,

稍如刺状突起
,

色如菌落
。

在薄层培养基上的变态 本实验中分离的灰葡萄抱还有一个显著特征
,

即如果培养基很

薄 (< Z m m ) 时
,

培养基内会出现集结成团的菌丝体
,

图 7 清楚地显示了这种生长过程
。

基

丙菌丝先增租
,

分枝增多
,

先呈图右上角所示的形态
,

再逐步发育成图左方和右 下 方 的 形

态
。

在这种情况下
,

气生菌丝也不能发育成正常的抱子头和抱子
,

而是长出如图 8 所示的菊

花状菌丝体
,

呈墨绿色
。

图 7 培养基很薄时
,

基 内菌丝 图 8 培养基很薄时
,

气生菌

的聚结 (2 0 0 又 ) 丝发育状态(8 0 x )

综上所述
,

本实验分离出的霉菌符合文献〔2」和 〔10 ]的描述
,

可初步鉴定为灰葡萄抱
。

: 结论

能导致贵腐作用的灰葡萄泡是多种植物灰霉菌的病原菌
,

它的有效分离方法是
:

以长有

成熟抱子的植物材料为分离源
,

采用亚显微分离法划线分离
,

用 B C 培养基在2。℃培养
,

挑

取有该菌特征的菌落
。

灰 葡萄抱的保藏也用B C培养基为好
。

灰葡萄袍能够利用多种碳源和氮源
。

其中利用酒石酸
、

苹果酸和柠檬酸的能力较强
,

这

对于葡萄酒酿造具有重要意义
。

用按盐为氮源时
,

灰葡萄袍生长形态异常
。

培养基很薄时
,

灰葡萄抱的基内菌丝和气生茵丝均出现变态
。

〔本文 (11) 将于 19 9 0年第 2 期 发表〕
。
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