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窖泥中己酸菌的分离纯化及产酸的初步研究

曹文涛, 廖忠明
(贵州工业大学轻工系, 贵州 贵阳 550003)

摘 要: 从湄潭酒厂老窖泥中分离出一株己酸菌, 经初步鉴定与克鲁氏梭壮芽孢杆菌 ( Clostridium kluyverii)的特性

有所不同, 暂将其定为MD菌。经对 MD菌株产酸条件的初步研究, 证实该菌属于兼气性厌氧菌, 有较好的产酸能

力。
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Abstract: New hexanoate bacterial strain, separated from aged pit mud in Meitan Distillery, the properties of which are different from that of

Clostridium kluyverii by preliminary identification, it was named MD strain temporarily. And the study on acid- production conditions of MD strain

has proved that it belongs to anaerobe species and it has good acid- production power. ( Tran. by YUE Yang)
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0 前言

己酸菌是白酒生产中非常重要的产酸微生物, 由它代谢产生

的己酸与发酵产生的酒精生成己酸乙酯, 是浓香型大曲酒的主要

香气成分。己酸菌还可应用于液态发酵法白酒,培养人工老窖,淋

窖或灌窖以提高酒质 [ 1 ]。现从微生物学方面, 对己酸菌的形态特

征和生理特征做初步的研究, 以期对生产上有一定的参考指导作

用。

1 实验材料和方法

1. 1 实验材料

1. 1. 1 样品采集自贵州湄潭酒厂车间老窖泥。

1. 1. 2 集富培养基 [ 1 ]: 乙醇 20ml(灭菌后, 接种前添加) , 乙酸钠

5g, 硫酸铵 0. 5g, 磷酸氢二钾 0. 4g, 硫酸镁 0. 2g, 酵母膏 1. 0g, 碳

酸钙 10. 0g(灭菌后,接种前加) , 水 1000ml,调节 pH值 7. 2左右。

1. 1. 3 分离培养基: 在富集培养基中增加 2%的琼脂作固体培

养基进行分离培养。

1. 2 实验仪器

电热恒温培育箱; 恒温水浴锅; 洁净工作台; 电冰箱; 高压蒸

汽灭菌锅 (用于培养基的灭菌) ; 气相色谱仪 (测定己酸) ; 酸度计

(测定氧化还原电位和 pH值)。

1. 3 实验方法

首先将样品进行集富培养, 获得一定数量的优势菌株, 80 e、

30min加热处理淘汰非芽孢菌及营养体细胞; 用厌氧培养平板和

涂布法进行纯种分离, 再结合划线法进行多次反复的分离纯化。

菌株的纯化与发酵产物己酸的测定同时进行。最后, 菌株经过多

次平板分离得到单个纯种菌落, 在光学显微镜下作形态观察。采

用革兰氏染色法检查为 G- 菌后,再作鉴定。

2 结果分析

2. 1 MD菌株的形态特征

2. 1. 1 形态特征: 细胞呈杆壮, 大小( 0. 57~ 0. 92) Lm @ 4. 8Lm @

7. 3Lm; 芽孢椭圆形,大小 1. 4Lm @ 1. 6Lm, 顶端生,使芽孢囊膨大

成鼓槌状。革兰氏染色为阴性,淀粉粒阳性,周生鞭毛。

2. 1. 2 菌落特征: 菌落圆形或椭圆形, 乳白色、光滑粘稠、平坦、

不透明, 边缘较整齐。在固体培养基上培养 48h, 菌落直径达

1. 5~ 2. 0mm。

2. 2 生理生化特征

兼性厌氧菌, 能发酵酒精和乙酸盐, 产生己酸。不利用果糖、

核糖及纤维二糖, 不能分解碳水化合物及氨基酸。不水解明胶, 不

能凝固和胨化牛奶, VP及甲基红试验呈阴性, 不产生吲哚, 硫化

氢生成试验为阳性, 硝酸盐还原试验为阴性。

2. 3 MD菌株产酸条件的研究

2. 3. 1 己酸菌MD的生长和己酸发酵试验

将MD菌株分别进行深层液态培养和抽真空培养, 都能满足

其生长,经定性测定其结果, 能较好地产己酸。

以接种量分别为 10%、5%的 10L血清瓶和 100 ml厌氧瓶进

行己酸发酵。产酸曲线以 A、B分别代表,结果如表 1和图 1。从图

1的产酸曲线分析来看, 接种量为 5%的 B曲线, 由于接种量少,

己酸量出现的最高峰比 A曲线晚了 3天, 并且产己酸的量也有所

降低。接种量为 10%的 A曲线产己酸的最高峰在第 12天, 且产

己酸量比接种量为 5%的 B曲线高。由此说明在MD菌株的己酸

发酵中接种量大, 有利于提前产酸, 并且产酸量也大。
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 表 1 MD菌株不同接种量的己酸发酵结果 ( @ 10- 6)

发酵时间

(天)

接种量

A( 10% ) B( 5% )

发酵时间

(天)

接种量

A( 10% ) B( 5% )

1 631 397 9 8993 3514
2 1841 525 10 9286 4260

3 4735 690 11 9611 4927

4 6955 1004 12 9842 5581

5 7274 1240 13 7562 6323

6 7837 1395 14 5337 6924

7 8100 1883 15 4680 7198

8 8651 2750 16 4139 6413

图 1 MD菌株己酸发酵曲线

图 2 氧化还原电位的测定

图 3 pH值的测定

图 4 温度对菌株产己酸的影响

图 5 pH对 MD菌株产己酸的影响

 表 2 乙醇、乙酸钠对 MD菌株产酸的影响

主要基质
乙酸量( @ 10- 6)

1 2

乙  醇
乙酸钠

有

无
1187. 0 1603. 0

乙  醇
乙酸钠

无
有

995. 0 1224. 0

乙  醇
乙酸钠

有

有
9834. 0 9512. 0

2. 3. 2 对MD菌株发酵过程中氧化还原电位及 pH值的测定

在 10L血清瓶的连续发酵过程中, 每天测定一次发酵液的

氧化还原电位和 pH值,结果见图 2和图 3。

从图 2看出, MD菌株发酵到第 5天时氧化还原电位最低,

为- 5. 3 @ 100mv。从图 3看出, 发酵到第 8天时, pH值最低为

5. 63,以后不再下降。

2. 3. 3 温度及 pH值对产酸情况的影响

本试验采用 17 @ 170mm的厌氧管进行, 温度控制在 20~

50 e 之间, 间隔单位 5 e , 进行恒温培养, 结果如图 4。从图 4看

出, MD菌株在 20~ 50 e 范围内都可产酸, 而产酸差异大, 最适

温度为 30~ 35 e 。再控制温度在 30~ 35e , 间隔单位为 1 e 进行

恒温培养, 结果表明, 最适产酸温度为 32 e 。

pH值试验范围 4. 5~ 8. 5, 间隔 0. 5个单位, 结果如图 5, 可

知MD菌株最适产酸值 7. 2左右。

2. 4 MD菌株对基质的利用情况

2. 4. 1 主要基质乙醇、乙酸钠对菌株产酸的影响

通过单加乙醇, 单加乙酸钠, 乙醇和乙酸钠都加 3组产酸情

况的结果得表 2。

从表 2看出, MD的生产和产酸离不开乙醇和乙酸钠 , 两者

缺一不可。

2. 4. 2 乙醇、乙酸钠的不同用量对菌株产己酸的影响

本试验采用 1. 0%、2. 0%、3. 0%的乙醇和 1. 0%、2. 0%、

3. 0%的乙酸钠,结果见表 3。

从表 3看出, 当乙醇和乙酸钠的浓度都为 2. 0%时, 产己酸

情况最好。

3 讨论



酿酒科技2001年第 4期(总第 106期)

No. 4 2001 Tol. 106 41Liquor- making Science & Technology

 表 5 不同活性炭加量对酒体冷冻实验结果

温度

( e )

活性炭加量( j )

0. 1 0. 2 0. 4 0. 6 0. 8 1. 0 0

5 清亮透明 清亮透明 清亮透明 清亮透明 清亮透明 清亮透明 清亮透明

0 清亮透明 清亮透明 清亮透明 清亮透明 清亮透明 清亮透明 清亮透明

- 5 清亮透明 清亮透明 清亮透明 清亮透明 清亮透明 清亮透明 清亮透明
- 10 清亮透明 清亮透明 清亮透明 清亮透明 清亮透明 清亮透明 清亮透明

- 15 清亮透明 清亮透明 清亮透明 清亮透明 清亮透明 清亮透明 清亮透明

- 20 清亮透明 清亮透明 清亮透明 清亮透明 清亮透明 清亮透明 清亮透明
- 22 清亮透明 清亮透明 清亮透明 清亮透明 清亮透明 清亮透明 清亮透明

- 25 清亮透明 清亮透明 清亮透明 清亮透明 清亮透明 清亮透明 稍微失光

- 27 清亮透明 清亮透明 清亮透明 清亮透明 清亮透明 清亮透明 失光

- 30 清亮透明 清亮透明 清亮透明 清亮透明 清亮透明 清亮透明 失光

 表 3 植酸添加量处理的不同酒度西凤酒色谱分析结果 ( mg/ 100ml)

酒样
植酸添加量

( j )
乙醛 甲醇

乙酸

乙酯
正丙醇 仲丁醇 乙缩醛 异丁醇 正丁醇

丁酸

乙酯
异戊醇

乳酸

乙酯

己酸

乙酯
正己醇

1# 样

空白 35. 2 / 116. 1 28. 3 5. 1 / 24. 8 21. 6 3. 2 33. 4 144. 2 48. 2 3. 6

0. 10 34. 4 / 115. 6 28. 6 4. 9 / 25. 7 23. 0 4. 0 36. 5 161. 2 43. 5 1. 9

0. 15 30. 1 / 121. 3 30. 1 5. 2 / 25. 5 22. 2 3. 3 35. 4 154. 1 43. 5 2. 2

0. 20 32. 8 / 107. 1 25. 8 4. 4 / 23. 1 20. 5 3. 2 31. 5 133. 1 36. 5 1. 9

0. 25 34. 2 / 115. 3 27. 0 4. 3 / 23. 9 21. 0 3. 3 33. 0 138. 8 47. 1 3. 2

0. 30 34. 1 / 110. 5 27. 1 4. 4 / 23. 4 20. 4 3. 4 32. 4 140. 4 46. 0 1. 7

2# 样

空白 26. 1 / 130. 8 27. 8 4. 1 / 10. 2 11. 9 8. 7 31. 9 148. 6 130. 8 0. 9

0. 10 33. 3 / 161. 1 36. 2 5. 7 / 22. 3 14. 6 10. 1 38. 3 176. 3 155. 8 1. 2
0. 15 29. 1 / 135. 9 29. 9 4. 1 / 18. 0 10. 9 8. 3 28. 5 157. 4 146. 3 1. 4

0. 20 24. 8 / 131. 5 24. 8 3. 6 / 14. 9 9. 5 7. 0 22. 8 135. 2 120. 5 1. 3

0. 25 28. 2 / 135. 9 30. 5 4. 8 / 11. 4 13. 3 7. 3 29. 0 156. 5 129. 5 1. 0

0. 30 20. 0 / 125. 6 27. 6 4. 4 / 18. 0 12. 6 9. 0 30. 2 196. 3 139. 2 2. 9

 表 4  不同植酸添加量西凤酒的总酯和总酸测定结果 ( g/ L)

植酸加量

( j )

1# 样

总酸 总酯

2# 样

总酸 总酯

空白 0. 4752 2. 3577 0. 6508 3. 2818
0. 10 0. 6198 2. 3349 0. 7902 3. 2098

0. 15 0. 6740 2. 3501 0. 8522 3. 2250

0. 20 0. 7541 2. 3539 0. 8935 3. 2253

0. 25 0. 7850 2. 3577 0. 9529 3. 2629

0. 30 0. 8315 2. 3614 1. 0226 3. 2364

在植酸添加量为 0. 25j时, 1
#
和 2

#
酒中固形物含量

均降低至最低点。用 1j活性炭处理的 2#酒, 固形物含量

由 0. 564g/ L降至 0. 250g/ L, 降幅为 55. 7%; 而未用活性

炭处理的 1
#
酒, 固形物含量由 0. 568g/ L降至 0. 295g/ L,

降幅为 48. 1%。这说明用活性炭处理有利于提高酒中固

形物含量的降低幅度。另外,植酸添加量为 0. 20j时, 1#

和 2
#
酒中固形物含量分别为 0. 302g/ L和 0. 294g/ L,相差

不大。从大生产中植酸添加量应尽量少用这一原则,可以

考虑不用活性炭处理而直接用植酸处理, 但还需对酒体

稳定性作进一步实验。

1. 1. 3 取 55度西凤酒 ( 1# ) 和 45度西凤酒 ( 2# ) 做植酸添加实

验。对酒体进行理化分析,结果分别见表 3和表 4。

由上述分析结果看, 添加植酸对白酒的总酯含量没有影响,

总酯及四大酯含量相对较稳定。而总酸则随植酸添加量的增大而

增大。通过对添加植酸后的白酒感官品评发现, 添加植酸后, 酒体

相对柔和、平顺,香味谐调,余味长。

1. 1. 4 冷冻实验: 取未用植酸处理的 45度西凤酒, 加入不同量

的活性炭摇匀, 放置两天后过滤, 作冷冻实验, 结果见表 5。

通过冷冻实验可以看出, 对于中低度西凤酒来说, 仅用植酸

进行除浊处理还不够, 它不能彻底除浊, 保证酒体稳定, 应与 0. 1

j的活性炭同时使用。

2 讨论

通过以上实验分析,可得出以下结论:

2. 1 植酸在西凤白酒中的添加量应小于或等于 0. 4j , 超过这

个量会直接影响酒体外观。

2. 2 要使白酒中固形物降至最低点, 固形物含量不同, 植酸添

加量也不同, 且植酸添加量随酒中固形物含量增大而增大。

2. 3 植酸对白酒来说, 其本身就是一种固形物, 其添加量过量

时, 植酸就会留在酒中,给白酒带入新的固形物, 使酒内固形物含

量增大, 因而在使用植酸时应采用尽量少用的原则。

2. 4 添加植酸对白酒总酯含量无较大影响, 但可以增大总酸含

量, 使酒体口感相对柔和、平顺,香味谐调,余味延长。

2. 5 对中低度白酒来说, 只用植酸进行除浊和降低固形物还是

有一些问题, 应用少量活性炭同植酸混合使用为宜。 p

 表 3 不同基质用量的己酸产量 ( @ 10- 6)

乙醇

( % )

乙酸钠

( % )
产己酸量

乙醇

( % )

乙酸钠

( % )
产己酸量

1 1 5861 2 3 7014
1 2 7439 3 1 6725

1 3 7106 3 2 7291

2 1 8033 3 3 5417

2 2 9727
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3. 1 由于时间有限没能进行大型发酵罐试验和生产性能的测

定,可能存在实际的不稳定性, 有待今后进一步试验确定。

3. 2 重要基质对 MD菌株产酸影响的试验不够, 如对氮源的要

求,酵母膏及无机盐的影响等, 仍需再试验测定。

3. 3 从MD菌株产己酸情况看,效果并不理想,还应对不同酒厂

的窖泥再进行分离、纯化、测试, 有必要可对产己酸菌株进行诱变

选育,从中获取高产稳定的生产菌株。
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