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浓香白酒生产中乳酸利用菌的分离鉴定及特性研究

镇 达，郭艺山，陈茂彬
（发酵工程省部共建教育部重点实验室，湖北工业大学生物工程学院，湖北 武汉 430068）

摘 要： 采用乳酸盐为碳源从枝江大曲窖泥、出窖糟醅、黄水及大曲中分离纯化了 16株乳酸利用菌。其中，从黄水
和大曲中分离到多种降乳菌，黄水中的 3株菌可将乳酸转化为乙醇，大曲中的多数降乳菌可转化乳酸为异丁酸、己
酸、异戊酸、乙醇等风味成分。通过模拟固体发酵证明部分菌株在厌氧固体发酵条件下显示有降乳作用。
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Separation & Identification of Lactic Acid-utilizing Bacteria in
Luzhou-flavor Liquor Production and Study of Its Properties
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Abstract: 16 lactic acid-utilizing bacteria strains were isolated from Zhijiang Daqu pit mud, fermented grains, yellow water and Daqu by using
lactate as carbon source. Among them, 3 strains isolated from yellow water could convert lactic acid into ethanol and most strains isolated from
Daqu could convert lactic acid into flavoring compositions such as ethanol, isobutyric acid, caproic acid or isovaleric acid etc. The simulated solid
fermentation proved that part of the isolated strains could decompose lactic acid under anaerobic solid fermentation conditions.
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在白酒生产中， 在入窖前后乳酸菌容易在原料中产
生大量乳酸。 乳酸的大量存在对白酒香气成分乳酸乙酯
含量有重大影响。 从枝江大曲窖池中分离利用乳酸生长
的微生物，研究其种类、分布及发酵作用等特性，有利于
分析降解乳酸类微生物的生理特性及产品独特的风格特

点。

1 材料与方法

1.1 样品及试剂
样品采自枝江酒厂 10月份生产窖池；培养基试剂为

分析纯及生化试剂，气相色谱分析用异丁酸、己酸、异戊
酸、丙酸、乙醇标样为色谱纯。
1.2 乳酸利用培养基（Lu培养基）
每升含 5 g 乳酸, 2 g 酵母膏，2 g (NH4)2SO2，14.3 g

Na2HPO4·12H2O, 3 g KH2PO4, 0.28 mg MnSO4·H2O,
0.3 mg FeSO4·7H2O，0.06 mg MgSO4·7H2O,1 mg CaCl2,
0.05 mg CuSO4, 0.05 mg ZnSO4 和 0.05 mg H3BO3。 自然
pH。 Lu-YE培养基：不含酵母膏。

1.3 降乳菌的分离
取窖泥、出窖糟醅、黄水、大曲各样品 1 g，加无菌水

10 mL，振荡 1 min，用接种环取少量液体在 Lu 平板上划
线，每样 4皿。 分别在真空条件和常压下，35 ℃培养 2～
3 d。
液体静置发酵：250 mL 三角瓶装 30 mL 培养基，接

种一环；35 ℃静止培养 6 d。
1.4 混合碳源静置液体发酵
在 Lu 培养基中加入 0.5 %葡萄糖，以未加入葡萄糖

的 Lu 培养基为对照， 在 250 mL 三角瓶装 30 mL 培养
基，同样接种，30 ℃静置培养 6 d。
1.5 模拟固体发酵
高粱、大米、糯米、小麦、玉米，粉碎度为 4、6、8 瓣

（直接从工厂取粉碎料），分别按 36 %、22 %、18 %、16 %
和8 %混合；蒸粮时先预先蒸糠 40 min；粮（糟的 25 %）、
母糟、熟糠（粮粉的 25 %）混合后蒸 30 min，晾至室温，加
大曲粉（曲粮比）20 %，根据需要加入或不加入降乳菌，
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搅匀，填满 18×180 mm 试管空间，用无菌纸及三层塑料
膜密闭，置于 30 ℃环境中发酵 30 d。
1.6 分析方法
1.6.1 乳酸及乳酸盐含量半定量测定
采用纸层析结合标准品测定。 用培养液在新华三号

层析滤纸上点样 10 μL，以正丁醇∶甲酸∶水 =80∶15∶5 溶液
层析展开 1 h,以 0.04 %溴甲酚紫乙醇液（用 NaOH 调节
至紫色），均匀喷雾使显色，在同一张层析纸上设置乳酸
标准对照和培养基对照。 采用 0.1 %～1 %梯度标准乳酸
溶液制备标准显色斑， 作为发酵液样品中乳酸含量的定
量标准量。
1.6.2 液体发酵产物分析
发酵液样品于 5000 r/min 离心 10 min 后，取上清液

1 mL，加甲酸至 3 %，直接进样法作气相色谱分析，测定
发酵液中的挥发性成分，采用保留时间定性。 气相色谱
条件为：HP5890 色谱仪，FID 检测器，HP-FFAP (30 m×
0.32 mm×0.25 μm)毛细管柱；进样口温度为 250 ℃，检测
器温度为 280 ℃ ； 柱箱升温程序为 60 ℃保持 4 min，以
40 ℃／min 升温至 120 ℃,以 15 ℃／min 升温至 200 ℃保
持 5 min；柱流量为 0.6 mL／min，分流比为 30 mL／min；
进样量 1 μL。
1.6.3 固体发酵产物分析
参照张文学等的方法 [2]。 酒糟样品 10 g 在 100 mL

煮沸过的蒸馏水中,经常温 4000 r/min 震荡离心 15 min，
10 min后，取上清液 5 mL，-20 ℃保存，待进行 GC分析。
水溶性抽提物用酸碱滴定法测总酸，以乳酸表示总酸量。
1.6.4 液体发酵的细胞量测定
采用烘干称重法， 发酵液于 5000 r/min 离心 10 min

后，取沉淀，80 ℃、24 h烘干，称量计算细胞干重[1]。

2 结果与分析

2.1 降乳菌的分离及分布
在 Lu 培养基上划线接种、培养，将陆续获得的菌株

在 Lu 平板上纯化。菌株全部改为常压下培养时，均生长
良好。 除大曲中分离到一种生长迅速的霉菌外，其他样
品均只分离到细菌，尽可能挑出所有类型，共 16 株（见
表 1）。

比较同一样品的两种分离培养条件，在降低氧浓度
时，从黄水和出窖糟醅中可分到更多菌株，而在菌体转接
后，在常压下各菌均能生长良好，这可能与耐氧菌对氧气
的承受能力有关， 纯化和转接过程中生物量的提高也有
利于菌体繁殖。
2.2 降乳菌的发酵特性
发酵采用乳酸钠作为唯一碳源，硫酸铵为氮源，在培

养基中加入酵母膏以利于部分微生物生长。 液体静止培
养条件下，不同菌株生长量和对氧的喜好不同，好氧菌主
要在液面生长，兼性菌在液面及液体中生长导致浑浊。发
酵 6 d 后比较生长量及发酵液 pH。 由于乳酸利用，发酵
液多数由弱酸（pH6.5）转为弱碱性（pH7.5），结果见表 2。

发酵液中乳酸盐残留量测定结果说明不同菌株在有

氧条件下具有不同降解效率。 采用不含酵母膏的培养基
（Lu-YE）, 在 30 ℃下静止发酵 6 d， 从外观比较生长差
异，16株中 5株基本不能生长，真菌 ZA27生长微弱。
2.3 产物鉴定
对 Lu-YE液体培养基中容易生长的 11 株发酵菌离

心，上清液用甲酸酸化后直接进样做 GC 分析，检测发酵
产物，结果如表 2。 其中，菌株 ZA8、ZA10、ZA11、ZA17、
ZA21产生乙醇，而 ZA18 则产生异丁酸、丙酸、乙醇及己
酸，ZA20 和 ZA22 产生异丁酸和异戊酸等呈味成分，同
样的现象在 Lu培养基中也同样出现（略）。 ZA17、ZA18、
ZA20 及 ZA22 均来自大曲，都能从乳酸和无机氮合成一
些香味产物，显示大曲细菌对白酒正常发酵的重要作用，
可以发挥降解乳酸和产生香味成分的作用。
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2.4 部分降乳菌的分类鉴定
在进行革兰氏染色、芽孢形态、接触酶、高温生长等

实验结果基础上，采用 VITEK鉴定系统对部分菌株进行
鉴定。 除 ZA22外，其他菌均为芽孢杆菌属细菌。 接触酶
均为阳性。

2.5 降乳菌对固体厌氧发酵乳酸残留量的影响
本研究中采用的模拟固体发酵在试管中进行， 所有

发酵都未加入己酸菌。前述能良好利用乳酸盐的 10株菌
用于固体发酵的降乳研究。 在 30 d 的恒温 30 ℃发酵过
程中， 除少数试管由于装填不匀导致部分区域大曲霉菌
的明显生长，多数试管发酵正常，发酵完成后具有与出窖
酒糟相似的香气，分析总酸及乳酸残留结果见表 4。

由于发酵条件不同， 发酵产物与真实生产过程差异
明显，产酸总量较生产过程总酸水平（3.5 %左右）明显较
低。部分菌株显示明显的降乳作用，在发酵前加入降乳菌
的样品，较（不加入降乳菌的）对照样总酸含量降低，乳酸
含量也下降。 但部分处理样品的乳酸含量占总酸比例上
升， 推测测试菌株在复杂营养条件下影响了其他酸成分

的含量，有待进一步研究。

3 结论

3.1 分离纯化了枝江大曲优质窖池的大曲、 出窖糟醅、
黄水、窖泥中的降乳菌，显示大曲和黄水中存在较多的乳
酸菌种类，从窖泥中未分离到降乳菌。使用乳酸和铵盐为
碳氮源进行有氧静止发酵。 采用纸层析法对乳酸盐利用
率进行分析，纸层析法检出限在 0.1 %左右，但大部分菌
株发酵后已不能检出乳酸盐， 说明这些菌株对乳酸盐的
分解利用效率很高，与前人报道有差异[3]，可能与不同酒
厂工艺条件有关。
3.2 部分降乳菌将乳酸转化为白酒的正常风味物质，其
中大曲中的降乳菌将乳酸转化为异丁酸、异戊酸、己酸等
特殊产物，这些有机酸沸点较高，存在于产品中，对口味
持久性影响很大， 说明大曲的使用和用量对发酵过程的
重要性。 少量文献报道了丙酸菌用于增己降乳的实践效
果，说明在糟醅中添加乳酸菌有利于降低乳酸乙酯，减少
生成周期，也说明乳酸降解菌在白酒酿造中的重要作用，
但是降乳菌的发酵产物对产品的影响及降乳菌对其他微

生物发酵的影响有待研究。 孙前聚等采用辽宁大学的降
乳菌，在河南宋河酒厂进行了成功试验，并提出在大曲中
进行生物强化，以加强大曲中降乳菌的数量[4]。
3.3 本研究的实验结果也证实，大曲中存在大量乳酸利
用菌，这对指导优化大曲生产工艺条件，控制窖池发酵的
乳酸水平具有实际意义。 同时，也发现，采用乳酸盐为唯
一碳源筛选降乳菌种类较多， 是否在实际发酵中真正能
起到降乳作用还难以确定。
3.4 本实验结果显示，多数乳酸利用菌在固体发酵中降
乳作用并不明显， 这与微生物能否在实际发酵环境下能
否生存及发挥作用有关。
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