
泸型梭菌己酸发酵应用的理论与实践

吴衍庸

( 中国科学院成都生物研究所, 四川 成都 610041)

摘 要: 总结浓香型曲酒生产中, 泸型梭状己酸菌与己酸发酵从理论到实践的专题研究过程,

对泸型己酸菌的分离、生态学意义、窖内发酵机理以及生产上的创新应用的经验作了初步的介

绍。
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己酸发酵在浓香型白酒中具有十分重要的意义 , 泸型

己酸菌早已应用于浓香型曲酒生产 , 对浓香型酒在全国得

到推广作出了巨大贡献 , 而对泸型己酸菌发酵理论与实

践, 创新经验尚未作出专题报道。

1 浓香型曲酒己酸菌与己酸发酵

1.1 己酸菌的研究历史

通过微生物作用产生己酸的最早记载是 1868 年贝强

普氏( Bechamp) 发现土壤细菌能够产生己酸 ; 1937 年美国

巴克( Ba ker) 研究奥氏甲烷杆菌中, 发现该菌在以乙醇、碳

酸为基质的培养基中仅生成少量乙酸 , 而主要生成的是己

酸和丁酸 , 因而偶然发现了产己酸的细菌 , 它们能与奥氏

甲烷菌共栖生长, 1942 年这种产己酸的菌被正式命名为克

拉瓦氏梭菌 ( Clostridium ktwyveri) ; 1948～1951 年间 , 日本

北原觉雄等先后以“关于己酸发酵”为题发表过一些研究

报告 , 但因为发酵周期长、产酸量低没有工业生产前途而

停 止 了 研 究 , 北 原 觉 雄 分 离 的 产 己 酸 菌 称 为 巴 氏 梭 菌

( Clostridium Barkeri) 。

在国内, 1986 年方心芳先生在为吴洐庸编著的 “浓香

型曲酒微生物技术”一书所作的序言中提到伯杰手册虽是

权威著作只记录了克氏梭菌 ( Clostridium ktwyveri) 和臭气

梭 菌 ( Clostridium scatologenes) 2 种 , 对 巴 氏 梭 菌

( Clostridium Barkeri) 也未列入其中 , 认为吴衍庸研究的泸

型梭状己酸菌与日本北原觉雄研究的己酸菌相似 , 泸型梭

状菌已用于浓香型白酒的生产 , 泸型梭状菌 ( Clostridium

Lushun) 的命名得到了方心芳先生的认可[1]。日本酒协前会

长秋山裕一曾来信索取 1986 年出版的 “浓香型曲酒微生

物技术”一书 , 来信中称老窖为生态窖 , 对泸型梭状菌应用

于中国酒颇感兴趣。

1.2 泸型梭状菌分离源及特性

产己酸的泸型梭状菌分离源均来自泸州老窖泥底 , 泸

型梭状菌为梭状芽孢杆菌属 , 笔者及共同工作者共分 3 次

从老窖底泥中分离到该菌, 1964 年从泸州曲酒厂 ( 现泸型

老窖酒厂 ) 营汫车间的 400 年以上老窖泥中分离 , 通过纸

上层析、薄层层析技术筛选出 10 余株产己酸的菌 ; 并应用

于窖泥培养, 新近窖和旧窖的改造列题“新窖老熟”试验首

次获得成功, 新窖出酒即达到优质曲酒水平。

1984 年以后, 再次从泸型老窖酒厂营汫车间国窖窖泥

中分离出泸型梭状高产菌株。产酸量高达 20 g/L。“泸酒老

窖己酸菌分离特性及产酸条件的研究”的论文发表在 1986

《食品与发酵工业》第 5 期[2]首页上。同时, 又从五粮液酒厂

城区车间老窖泥中分离筛选到己酸菌 w- 1, 论文“己酸菌

w- 1 的分离特性及产酸条件的研究”发表在 1988 年《食品

与发酵工业》第 4 期[3]首页上, 该研究与五粮液酒厂科研所
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合作得到国家自然科学基金支助。以上 3 次分离菌株经细

菌学鉴定均与克氏梭菌 ( Clostridium ktwyveri) 的生理生化

特性很不相同 , 均表现为泸型梭菌 ( Clostridium Lushun) 特

性。

1.3 分离菌株己酸发酵机制

分离菌株代谢过程推测为分解淀粉得到葡萄糖。通过

糖的 EMP 途径再进行丁酸发酵。产生丁酸和醋酸, 进一步

代谢产生己酸、醋酸、二氧化碳和氢 , 考察这些菌株的生长

需要利用淀粉、嫌气培养 , 最适温度为 30～40 ℃。确证窖

内存在着己酸发酵 , 产己酸菌存在于老窖泥中 , 分离具有

高产特性的己酸菌, 老窖泥成为最佳分离源。

2 己酸菌与丁酸菌在浓香型曲酒中所起的作用[4]

2.1 对己酸菌与丁酸菌的识别

己酸菌与丁酸菌同属于厌氧梭状芽孢杆菌 , 它们在显

微镜下观察形态完全相同 , 无法区别 , 因此得从微生物生

态、生理代谢上去加以区别。

2.1.1 从微生物生态学上区别

己酸菌具有其特异性 , 老窖泥是己酸菌特殊的栖息

地 , 其窖龄愈老己酸菌数量愈多 , 而丁酸菌在自然界到处

可以找到, 在新窖泥中极易分离。

己酸菌对浓香型曲酒具有特别的生态性能 , 成为极具

重要的功能菌 , 丁酸菌是筑窖新土的土著菌类 , 对酒窖产

优质酒的生产性能不具特殊意义 , 由于己酸菌发酵除产己

酸外也产丁酸 , 在老窖中丁酸菌产酸功能可为己酸菌代

替, 这一论点对指导人工培养优质窖泥方面有实际意义。

2.1.2 从微生物生理代谢上区别

分离己酸菌、丁酸菌可选择专性培养基 , 己酸菌培养

基乙酸钠为重要成分, 丁酸菌用一般豆芽汁培养基即可分

离到 , 己酸菌还需要依靠对代谢产物的检测 , 己酸菌主要

产己酸, 丁酸菌主要产丁酸, 过去用纸谱层析方法 , 薄层层

析方法 , 现今用色谱分析方法检测 , 一般实验室常用简易

化学方法, 以硫酸铜溶液呈色反应生成蓝色来识别。

2.2 利用己酸菌培养优质窖泥

培养优质窖泥应用己酸菌应有生态学观点 , 即不能

脱离老窖生态环境来考虑 , 培养新窖泥的配方而言 , 就是

要 就 地 取 材 , 选 活 性 黄 泥 , 加 入 一 定 量 耕 作 土 、酒 尾 、黄

水、酒糟、酒曲等 , 达到 富集己酸菌的目的。窖泥配方不

当 , 若在培养新泥上添加其他更多外源物质 , 如添加过多

的塘泥、污泥、屠宰场的肠衣水、烂苹果等 , 这样达不到富

集己酸菌。

控制丁酸菌的过程不严格 , 而将更多地引起其他杂

菌繁殖、非功能菌的侵入 , 使窖泥发臭 , 用 这种窖泥建成

的新窖将达不到生产优质酒的水平要求 , 拖延 “新窖老

熟”时日。

若考虑甲烷菌与己酸菌共栖生长有利己酸发酵 , 培养

优质窖泥时, 可少量加进塘泥、沼气池底渣等。总之 , 培养

新泥其成熟窖泥要带有酯香味 , 我们称它为“香泥”。若发

臭的窖泥用于改窖、逾窖 , 不利于优质酒生产 , 得待新窖向

老窖转变后方能生产优质酒。

3 己酸菌与其他功能菌的相互关系

己酸菌与甲烷菌的二元发酵能提高己酸产量 , 也能提

高甲烷产量 , 己酸菌与乳酸菌的混合培养 , 己酸产量明显

增加, 乳酸明显下降, 己酸菌与硫酸盐还原菌的混合培养 ,

己酸产量有所提高。己酸菌与其他功能菌的互营培养效应

结果见表 2。

生产上总结出的“增己降乳”, 提高优质酒措施十分重

要 , 我们认为重要的还在己酸菌的功能发挥上 , 降乳问题

将不存在, 这样“增己降乳”的其他措施将会变为次要[5]。

4 窖内己酸发酵及己酸乙酯的合成

己酸乙酯的生物合成理论与实践是浓香型曲酒一项

重要成果 , 它是将酶学研究引入到白酒发酵 , 提升白酒发

酵理论的认识 , 揭示了己酸与乙醇生物的合成机理 , 这在

20 世纪 80 年代后期, 经过对酯化菌的分离和对酯化反应

的研究 , 己酸和乙醇酶催化生物合成己酸乙酯这一奥密才

被揭示 , 理论上的创新最早的论文“浓香型己酸乙酯合成

的生物学研究”发表在 1990 年《食品与发酵工业》第 5 期[6]

首页上 , 开创了浓香型酒研究的新领域 , 学科上使发酵工

程进入到酶学工程的研究, 由于理论上创新到技术上的创

新 , 进而进入实用阶段 , 实现了脱离窖内发酵己酸乙酯的

生物合成, 20 世纪 90 年代末, 中科院成都生物研究所与山

东兰陵酒厂的合作 , 酯化酶生产工艺已达到工业化生产水

平[7]。

5 结束语

己酸菌、甲烷菌、酯化酶 3 项微生物技术已进入实用

阶段 , 本报告主要针对己酸菌及相关应用问题 , 提出一些

原则和经验方面的介绍 , 在今天虽然己酸菌、己酸发酵早

已应用于生产 , 但为适应当今市场变化 , 众多酒厂都瞄准

创品牌上, 在高档酒上求发展, 重视生产高档基础酒 , 为适

应市场发展的需要 , 己酸菌、己酸发酵的应用仍显得十分

重要。
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准, 这就大大降低了该污泥直接施用或制成商品有机肥

后施用的风险。再从各国农用污泥标准看, 我国农用污

泥标准重金属较其他国家严格, 且划分的标准更细, 考

虑到了土壤酸碱性对重金属有效性的影响。

迄今为止, 制定非农用地污泥标准的国家很少, 我

国亦尚未制定非农用地污泥标准。若城市绿地施用啤酒

污泥时参考美国非农用地污泥标准, 则样品污泥中重金

属元素的含量显著低于该标准相应指标值。因此可以认

为 , 啤酒污泥用于城市绿地 , 其重金属元素的含量相对

来说是安全的。因此, 为了防止重金属的污染, 在将污泥

作为肥料施用时, 应该作一些具体的规定。如规定土壤

的 pH 值, 规定污泥中的重金属允许含量及每年施肥次

数。这样在一定程度上可以减少重金属的污染。

2.2 污染评价

为了深入了解污泥重金属污染状况, 需要判定重金

属元素的污染指数。根据单项污染指数评价结果可以确

定主要的污染重金属元素, 样品单因子污染指数及综合

污染指数见表 3。

从表 3 可知, 以国家土壤环境质量二级标准为评价

标准, 镉、汞和铜 3 种重金属的单项污染指数都大于 1,

污染等级为重污染; 从污染指数来看, 镉> 汞> 铜, 其指

数分别为 9.87、3.90 和 2.55。而铬、锌和铅 3 种重金属的

污染指数均小于 1, 处于未污染等级 , 其中铅的单因子

污染指数最低, 只有 0.07。上述可以说明啤酒污泥中主

要污染元素是镉、汞和铜, 严重超过国家的二级标准。

单项污染指数只能反映污泥中某一重金属元素的

污染状况 , 而污泥是一个十分复杂的体系 , 只有通过综

合污染指数才能较具体地评判和表明其重金属的污染

情况, 突出高浓度重金属元素对环境质量的影响。从表

3 中通过内梅罗污染指数法计算可知 , 6 种重金属的综

合污染指数为 7.29, 达到重污染水平 ; 结果还显示啤酒

污泥污染是由镉等 3 种以上重金属元素的复合型污染。

由此可见 , 啤酒污泥、废水等复合型重金属污染源的控

制已十分必要。

3 结论

从以上分析结果可以看出, 虽然啤酒污泥中的重金

属含量均在国家有关控制标准以内, 表明污泥作农肥施

用, 安全系数较大。但从其污染指数看, 镉、汞和铜 3 种

元素属于重污染 , 是啤酒污泥中的主要污染元素 , 应该

加以密切注意。因此, 要实现啤酒污泥安全有效的利用,

需要在施用于土壤前去除污泥中重金属或降低其含量,

如进行堆肥化处理 , 不仅能改变重金属的形态 , 降低重

金属的生物有效性 , 而且还能杀死污泥中其他的致病

菌、虫卵等有害物质。对于其他的环境问题, 建议在严格

控制施用量的同时优先考虑施用于园林绿地、高速公路

绿化带等与食物链不直接相连的地方。

但是, 到目前为止, 啤酒污泥中重金属的形态、农业

利用后重金属对作物的生物有效性及其在土壤中的富

集情况等科学问题均需要开展更加系统、深入的田间试

验研究, 同时进行生态风险评价。
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