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摘 要: 以 4 月份入池酒醅为例 ,监测衡水老白干酒老五甑工艺发酵过程中主要酶系、微生物

的动态变化。初步弄清了老白干香型白酒酒醅发酵过程中主要微生物和酶活力的变化趋势。这将

为发酵过程的人工模拟及老白干香型白酒资源库的建立提供可靠的理论依据。
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Changes of Enzyme and Biology in the Fermented Grains
for Hengshui Laobaigan- flavor Liquor
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Abstract: The changes of enzyme and microbe in the fermented grains were detected continually and analysed dynamically

during multiple feeding solid fermentation technology of Laobaigan Liquor in April . The change trend of enzyme and mi-

crobe in the fermented grains during the fermentation was made clear. It could offer the artificial simulation of the micro-

bial ecosystems in the fermentation pits and construct the resource database of the Laobaigan-flavor Liquor.
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衡水老白干酒的生产历经了 2000 多年的发展积

累,已经形成了自己独特而完善的生产工艺。其主要特

点有:纯小麦中温大曲;采用续茬混蒸混烧老五甑工艺;

地缸发酵。现已成为中国名优白酒之一,是老白干香型

白酒的代表[1]。

白酒发酵是化学物质、生化代谢、微生物之间的协

调作用的过程 , 发酵酒醅在窖池环境中充当着物质循

环、能量流动和信息传递的载体[2]。白酒固态发酵过程中

的生物学系统是由多种微生物和多酶体系组成,但由于

检测困难,目前对白酒发酵生物学特征深入研究较少[3]。

本文结合现代生物学技术,通过测定老白干酒发酵过程

中酸度、主要酶系的活性、微生物数量变化,来揭示老白

干酒发酵过程中的生物学特性及其作用机制,试图通过

改变生产工艺条件 , 提高酶活力和协同作用效率、微生

物的活力,提高出酒率及品质。

1 实验

1.1 实验仪器

分析天平(上海海康电子仪器厂) 、电子天平(上海

海康电子仪器厂)、pH- 29A型酸度计(上海雷磁仪器厂)、

721 分光光度计(上海精密仪器科学公司)、SHZ- A 水浴

恒温振荡器(上海精密仪器仪表有限公司)、显微镜(重庆

仪器厂)、恒温培养箱(哈尔滨市东明医疗仪器厂)、蒸馏

装置。

1.2 样品来源及采样方法

样品来自衡水老白干酒厂,每次取样时分别是发酵

缸的上、中、下 3 层,每层取 3 个点并将其混匀作为一个

样品,进行平行实验。发酵过程按入池 0 d、2 d、4 d、6 d、

8 d、11 d、14 d、17 d、20 d、25 d和 28 d分别采样。

1.3 检测方法

pH值:酒醅压制成汁,用酸度计测量;

酸度:酸碱滴定法[4];

糖化酶酶活:硫代硫酸钠滴定法[4];

酸性蛋白酶酶活:福林-酚法[4];

酵母菌对数值:活菌计数法[5];

细菌对数值:活菌计数法[5];
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霉菌对数值:活菌计数法[5]。

2 结果与讨论

2.1 酸度变化( 图 1和图 2)

发酵过程中的酒醅是作为一个缓冲体系存在 , pH
值的变化是微生物在特定环境下代谢活动的综合指标。

测定酒醅发酵过程中 pH值和总酸, 能够快速监测微生

物的消长和酒醅中的酶活力的变化,对指导白酒生产具

有积极意义。如图 2 所示,入池酒醅 pH 3.89,发酵前期

pH变化曲线呈波浪式上升,发酵 10 d以后趋于平稳,出

池时 pH3.9。这是因为酒醅发酵的前期发酵微生物处于

微氧状态,快速繁殖,导致 pH快速下降,酸度增加。在中

后期因为微生物代谢趋缓和数量递减,酒醅发酵过程中

pH和酸度曲线的整体变化趋势平稳。出现 pH曲线变化

趋势与酸度变化曲线趋势不相同,这是由于酒醅中缓冲

物质积累所导致。

2.2 主要酶活力的变化

2.2.1 糖化酶活力变化(图 3)

在发酵过程中 , 糖化酶主要来自于曲霉分泌 , 老白

干酒发酵中的糖化酶是耐酸型。如图 3 所示,糖化酶活

力在酒醅发酵过程中呈下降趋势 , 在 2 d 和 8 d 出现 2
个峰值,分别是 19.32 u/g和 10.92 u/g。这是因为入池后

大曲中的糖化酶分解淀粉 , 而发酵开始时 , 酵母数量较

少 , 还原糖被积累 , 酒醅糖浓度增加对糖化酶活力产生

抑制作用, 5 d 后糖化酶活力降至最低点;随着酵母菌数

量的不断增加 , 对糖的利用也逐渐提高 , 酒醅中的糖浓

度降低,对糖化酶的抑制减弱。此时,糖化酶活力升高,

对淀粉的分解能力加强,糖化酶活力在发酵过程中呈现

振荡状态,随微生物代谢的减弱而降低。

2.2.2 酸性蛋白酶活力变化(图 4)

酸性蛋白酶水解蛋白质和多肽,产生的氨基酸是微

生物生长的营养成分 , 也是产生高级醇、有机酸的前体

物质。如图 4所示,发酵前 10 d中酸性蛋白酶活力呈波

动升高, 酒醅中酸性蛋白酶活力高峰出现在第 8 天,为

10.27 u/g, 随后逐渐降低 ;在 10～20 d 酸性蛋白酶酶活

变化平稳。在发酵前期,因为氧气充足,温度适宜,使酒

醅中微生物迅速生长 , 分泌大量的酸性蛋白酶 ;在发酵

中后期 , 酒醅中的微生物处于厌氧状态 , 造成了后期微

生物产酶能力下降,导致酒醅中酸性蛋白酶活力降低。

2.2.3 纤维素酶活力变化(图 5)

纤维素酶能使纤维素分解成为纤维二糖和葡萄糖。

如图 5 所示 , 酒醅入池时纤维素酶活力最高 , 然后迅速

下降 , 在 6 d 时酶活力降至最低点 , 为 0.45 u/g, 之后酶

活力迅速上升;在第 8 天时出现峰值,为 1.27 u/g。之后

逐渐下降,在第 17天降为 0.27 u/g。在 17～28 d酶活力

变化趋于稳定。在发酵的前 6 d,酒醅中产纤维素酶微生

物繁殖缓慢 , 造成了酶活力下降 ;入池酒醅含有大量氧

气,这也抑制了产酶微生物的活力。随着纤维素酶活力

图 2 酒醅发酵过程中 pH 随时间的变化趋势

图 1 酒醅发酵过程中酸度随时间的变化趋势

图 3 酒醅发酵过程中糖化酶活力随时间的变化趋势

图 4 酒醅发酵过程中蛋白酶活力随时间的变化趋势

图 5 酒醅发酵过程中蛋白酶活力随时间的变化趋势
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降至最低,氧气消耗殆尽,还原糖含量也在不断降低,这

一切有利于微生物分泌大量纤维素酶,提高了纤维素酶

活力。

2.3 微生物生长的变化

2.3.1 酵母细胞数变化(图 6)

发酵过程中酵母菌的动态变化如图 6所示。在 0～

6 d 酵母菌数量急剧增加, 酵母细胞数目的对数最高可

达 7.04(1.1×107个 /g) ,由于淀粉质原料的糖化作用,还原

糖含量达到最大值。品温度 4 d达到最高点 22℃,说明

在 4 d 后, 就基本上完成了酵母菌从菌体增殖向酒精发

酵方向的角色转换, 在 4～14 d 是酒精发酵的最旺盛期

间,14 d 后酒精发酵趋于减弱。在发酵后期酵母菌基本

上一直处于厌氧和酸性的环境,一些有机酸代谢产物的

积累不利于酵母菌的大量增殖。

2.3.2 细菌细胞数变化(图 7)

发酵过程中细菌的动态变化如图 7 所示。 在 0～

4 d, 细菌的含量迅速降低,最低时的细胞数的对数值可

达 4.21( 1.62×104 个 / g) , 之后又逐渐升高 , 14 d 细菌数

达到最大对数值 5.45( 3×105 个 / g) , 14 d 后 , 细菌数不

断下降。产生这种现象的原因是酒醅发酵细菌分为兼性

厌氧细菌和兼性好氧菌 , 在发酵前期 , 酒醅中氧气不断

减少,使兼性好氧菌数量下降;因氧气消耗殆尽,使兼性

厌氧细菌迅速繁殖,产生了波动上升的曲线。在发酵后

期,主要的细菌是能产生乳酸的乳酸菌。

2.3.3 霉菌细胞数变化(图 8)

发酵过程中霉菌的动态变化情况如图 8 所示。在

0～4 d,霉菌含量稳中有降,维持在一个较高的范围对数

4.34～4.03 (2.17×104～1.08×104个 / g), 4～11 d 是个相

对平稳的过程,在 11 d 以后,霉菌迅速减少,到 17 d 后,

霉菌数几乎为零。原因是霉菌主要是来源于曲,且好氧,

因而在发酵前期霉菌的数量较多,并主要参与完成淀粉

质原料的糖化过程。发酵后期,由于氧气的缺失严重,霉

菌数量急剧减少,在发酵后期基本消失。

3 结论

通过对发酵过程中酶活力变化进行的动态检测和

分析 , 4 月份入池酒醅在发酵过程中酶活力变化存在一

定的变化趋势。

3.1 酒醅的酶活变化 :糖化酶在前 2 d 迅速增加 , 之后

开始下降,在 8 d有小幅回升,然后变化趋于平稳。酸性

蛋白酶在在发酵前 8 d呈波动上升,然后迅速回落。

3.2 酒醅中微生物变化: 酵母数量在发酵前期不断增

加 , 在发酵 6 d 数量为最大 , 然后进入一个相对平稳阶

段 , 14 d 后酵母数量开始减少。细菌数在前 2 d 迅速减

少 , 4～14 d 时开始波动增加 , 之后开始不断减少 , 出池

时为 5000个 /g。霉菌总数在 0～14 d不断减少, 17 d之

后已经无法检测到霉菌数。

对于衡水老白干酒发酵过程中酶系和微生物的分

析,有助于对老白干酒的生产工艺调节控制。
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图 6 酒醅发酵过程中酵母菌对数曲线

图 7 酒醅发酵过程中细菌对数曲线

图 8 酒醅发酵过程中霉菌对数曲线
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