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摘 要： 从内蒙古锡林郭勒牧区自然富集菌种发酵的新鲜奶酒发酵醪中分离到乳酸菌 20 株，以生产性能为指标，

经过 8 次筛得到两株试验菌株。通过乳酸发酵试验，蛋白质凝固能力明显提高，产酸能力达到二次发酵要求，蛋白质

与乳清分离效果良好，乳清的风味及口感均优；中试生产结果表明,奶酒质量得到明显的提高，菌种的性能达到了预

期效果。（孙悟）
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Abstract: 20 lactic acid bacteria strains were isolated from the fermented mash of fresh milk wine (produced by naturally accumulated bacteria
fermentation in Xilin Guole pastoral area in inner Mongolia). Then 2 experimental strains were obained through screening for 8 times with pro-
duction performance as the index. Lactic acid fermentation test indicated that the protein coagulation capability of the two strains improved evi-
dently, their acid-producing capability could meet the requirements of secondary fermentation, the separation effects of protein and whey were sat-
isfactory, and whey taste was excellent. Medium-size production results indicated that the quality of milk wine produced by the two strains im-
proved evidently and the performance of the two strains had achieved the expected effects.(Tran. by YUE Yang)
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奶酒(Kumiss)是以鲜马奶为原料，加入含有乳酸菌、
酵母菌等菌种的发酵剂， 经科学方法酿制而成的活性乳

饮料，马奶酒有多种具有生物活性的营养成分，在医疗保

健作用方面，马奶酒具有驱寒、活血、舒筋、消食、健胃等

功能[1]。
奶酒生产中，要进行两次发酵，第一次是乳酸发酵，

在乳酸发酵中要达到两个目的，一是要凝固蛋白质，二是

要产酸及形成一定的香味物质。 而蛋白质凝固的紧密程

度、产酸量的多少及香味物质形成的程度，都与乳酸菌关

系密切。 所以， 乳酸菌的选择在奶酒生产中显得非常重

要。本实验通过对奶酒发酵醪中乳酸菌进行分离，筛选出

能够明显提高奶酒质量的两株乳酸菌。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 实验菌株

采用收集到的锡林浩特牧民家中以自然富集菌种

发酵的新鲜奶酒发酵醪，采用无菌包装，并贮存于 4 ℃

冰箱中。
1.1.2 培养基

MRS 培养基 [2]； 蛋白胨水培养基 [3]（含 0.1 %硝酸

钾）； 脱脂乳培养基（含石蕊）：脱脂乳，10 g；石蕊，5 mL；
蒸馏水，100 mL 。 pH 6.8～7.0，于 110℃，10 min 灭菌。
1.1.3 仪器与设备

UV-9200 紫外可见分光光度计：北京瑞利分析仪器

公司。
1.2 分析测定方法

1.2.1 乳酸菌的分离

1.2.1.1 乳酸菌分离源的采集

本次实验采用随机取样原则，共收集 10 个新鲜奶酒

发酵醪样品，贮存于 4℃冰箱中备用[4]。
1.2.1.2 菌种分离方法

将采集到的样品混匀后， 用无菌接种环挑取少量样

品，接入灭菌后的 MRS 液体培养基中，在 37℃恒温培

养 24 h。 然后采用平板划线法进行菌种的分离。 挑取
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MRS 液体培养基中的菌群在 MRS 固体培养基中进行划

线，于37℃恒温箱中培养 48 h。 观察菌落形态，挑选形态

不同的菌落进行编号， 然后将各个菌落分别再进行进一

步的平板划线，于 37℃恒温培养。 经过 3 代的划线纯化

分离，镜检为纯种后，将纯种接入 MRS 斜面培养基中于

37℃培养 24 h 后，移入 4℃冰箱保存备用[5]。
1.2.2 乳酸菌的筛选

1.2.2.1 革兰氏染色

1.2.2.2 过氧化氢酶试验

将筛选出来的革兰氏阳性菌在 MRS 液体培养基中

进行增殖培养，步骤如下所示。选择过氧化氢酶实验结果

为阴性的菌株进行下一步的筛选。
菌株培养液→离心分离（3500 r/min, 15 min）→收集菌体→灭

菌生理盐水洗涤菌体→取供试菌液→在菌体上滴加 1 mL 3 %过氧

化氢（观察 2～3 min ）→没有气泡产生→过氧化氢酶阴性菌株

1.2.2.3 硝酸还原试验

从生长良好的乳酸菌菌株培养液中吸取 3 滴培养液

接种到蛋白胨水培养基中，于 37℃恒温培养 5 d，往培养

好的试验培养基中添加检测试剂， 室温下放置 30 min，
观察颜色的变化。 选择试验结果为阴性的菌株进行下一

步试验。
1.2.2.4 石蕊牛乳试验

将生长良好的乳酸菌菌株接入含有石蕊的牛乳培养

基中，于 37℃恒温培养 5～7 d，培养结束，观察培养基的

变化。 选择试验结果为使牛乳凝固并变成粉红色的菌株

进行下一步筛选。
1.2.2.5 生长温度试验

将 保 存 备 用 的 实 验 菌 株 接 种 在 MRS 液 体 培 养 基

中，于 37℃恒温培养，传代 2～3 次，使实验菌株恢复到

良好的生长状态，然后经 3500 r/min，离心 15 min，弃 掉

上 清 液，收 集 菌 体，用 灭 菌 的 生 理 盐 水 洗 涤 菌 体，之 后

用灭菌吸管取少量菌体接入 MRS 培养基中，分别置于

25℃、30℃、35℃和 40℃条件下恒温培养，培养时间为

5 d，观察菌株在各个培养温度下的生长情况。 选择能够

在 30℃生长良好的菌株和能够在 40℃时生长良好的菌

株进行试验。
1.2.2.6 pH 初始发酵试验

以 MRS 液体培养基为基础，调节其 pH 为 3.5、4.0、
5.0、6.0 和 6.5，制成 pH 初始发酵实验培养基。 将保存备

用的实验菌株接种在 MRS 液体培养基中，于 37℃恒温

培养， 传代 2～3 次， 使实验菌株生长良好， 然后经过

3500 r/min 离心 15 min，弃掉上清液，收集菌体，用灭菌

的生理盐水洗涤菌体， 之后用灭菌吸管取少量菌体接入

实验培养基中， 于 37℃恒温培养 3 d， 观察菌体生长状

况。 选择在 pH 为 3.5～6.0 的范围内能够良好生长的菌

株进行下一步的试验。
1.2.2.7 发酵类型试验

乳酸菌发酵葡萄糖的形式有两种类型即同型发酵与

异型发酵。因此，在鉴定上必须明确属于哪种类型的发酵

形式， 为确定发酵类型必须测定被消耗的葡萄糖量和培

养液中蓄积的产物（乳酸、乙醇、醋酸）量而查清消耗物和

产生的收支程度。 鉴定试验按照文献[6]进行。
1.2.2.8 糖发酵试验

配制含蔗糖、葡萄糖、乳糖、麦芽糖的糖类发酵试验

培养基， 将生长良好的试验菌株在无菌状态下接入上述

培养基中，于 37℃恒温培养，3 d 后观察试验结果。

2 结果与分析

2.1 乳酸菌分离

按照 1.2.1 的方法，从收集的新鲜奶酒发酵醪中分离

出纯的乳酸菌 20 株，为了满足实际生产中对乳酸菌的要

求，对这些纯的乳酸菌进行筛选试验。
2.2 乳酸菌筛选

2.2.1 革兰氏染色镜检

分离出的 20 株试验菌株革兰氏染色均呈阳性，所以

对这些菌进行下一步试验。
2.2.2 过氧化氢酶试验

7 号、10 号菌株试验结果为阳性，因此选择其他试验

结果为阴性的菌株进行下一步的筛选试验。
2.2.3 硝酸还原试验

11 号、13 号、14 号、17 号菌株试验结果呈弱阳性，弃

去这 4 株菌，对其他菌株进行下一步的筛选。
2.2.4 石蕊牛乳试验结果

按照 1.2.2.4 的方法做石蕊牛乳试验，结果见表 1。
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从表 1 中可以看出，满足本试验条件的菌株为 1 号、
2 号、3 号、5 号、12 号、16 号、19 号、20 号菌株，对这些菌

株进行下一步的筛选试验。
2.2.5 生长温度试验

按照 1.2.2.5 的方法做生长温度试验，结果见表 2。

从表 2 结果可以看出，1 号、5 号、12 号、19 号、20 号

菌株在 30℃条件下生长较好，2 号、3 号、5 号、16 号、19
号、20 号菌株在 40℃条件下生长良好，其中 5 号、19 号、
20 号菌株在 30℃、40℃两个温度下均能生长旺盛。 因

此，选择以上菌株进行下一步的筛选试验。
2.2.6 pH 初发酵试验结果

按照 1.2.2.5 的方法做 pH 初发酵试验，结果见表 3。

从表 3 结果可以看出，1 号、12 号、16 号、20 号菌株

在 pH 值为 3.5～6.0 的范围内生长良好， 所以选择这 4
株菌进行下一步的筛选试验。
2.2.7 发酵类型试验

按照 1.2.2.6 的方法做发酵形式试验，结果见表 4。
从表 4 结果可以看出，符合试验要求的菌株为 1 号、

20 号菌株，对这两株菌进行下一步的筛选试验。
2.2.8 糖发酵试验

按照 1.2.2.7 的方法做糖发酵试验，结果见表 5。

从表 5 可以看出，1 号、20 号菌均能发酵蔗糖和乳

糖，所以选择这两株作为发酵奶酒的试验菌株。

3 结论

从自然富集菌种发酵的新鲜奶酒发酵醪中分离到乳

酸菌 20 株，以生产需要的实际性能为指标，经过 8 次筛

选试验，最终筛选出 2 株作为第一次发酵的试验菌株。通

过乳酸发酵试验，蛋白质凝固能力明显提高，产酸能力也

达到了二次发酵的要求，蛋白质与乳清分离效果良好，乳

清的风味及口感均优。 说明所选菌种性能达到了预期效

果。 通过中试生产，生产结果显示，奶酒质量得到了明显

的提高。
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