
书书书

! "##$ 年 % 月 重庆师范大学学报（自然科学版） &’() "##$
第 "" 卷 第 * 期 +,-(.’/ ,0 12,.345.3 6,(7’/ 8.59:(;5<=（6’<-(’/ >?5:.?: @A5<5,.） B,/) "" 6,) *

浓香型白酒酒糟微生物分离及发酵试验
!

郭! 霞

（重庆师范大学 生命科学学院，重庆 C###CD）

摘! 要：为了弄清浓香型白酒酒糟微生物以及发酵能力，通过平板分离得到酵母 E 株、细菌 % 株和霉菌 C 株。将各菌

株通过糖发酵试验测定，发现均有产酒精能力。分别将其制曲后测定糖化酶活力、蛋白酶活力、液化酶活力。然后

筛选出 *# 株酶活力高的菌株，接种到按比例配好的 $ 种粮食上混合发酵，以 *$ 株混合发酵为对照，混合发酵后测定

产酒率。结果表明：筛选出的 *# 株微生物混合发酵的产酒率为 *#F ，较之 *$ 株混合发酵的产酒率 *$F 低。就本实

验在浓香型白酒发酵过程中，菌株在 *$ 株以上为宜。
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! ! 随着酿酒业的发展和市场反映，浓香型白酒以

其独特的风味，深受消费者的喜爱。浓香型白酒以

五粮液、泸洲大曲酒称著，弛名中外，其质量高、价格

昂贵、经济效益好。然而酒的发酵生产与微生物密

切相关。一般说来，糖化力和液化力高的菌株分解

淀粉产葡萄糖的能力强，蛋白酶活力高的菌株产香

味物质的前体氨基酸能力强。本次实验是通过对五

粮液酒糟中微生物的分离，得到高糖化力、蛋白酶活

力强和液化力强的菌株，混和发酵后测定产酒率。

*! 材料和方法

（*）样品来源：浓香型白酒五粮液酒糟，由重庆

师范大学应用微生物研究所提供。

（"）仪器设备：VWX>H"E#NY 手提式压力蒸汽消

毒器、超净台、调温调湿箱，1ZK1 显微镜、86K1D"##
可见分光光度仪、电烘箱、阿里斯顿冰箱、[S*##CS
电子天平、\]>NK1 数字酸度计、离心机、试管振荡

器、水浴锅、酒精计、三星蒸汽发生仪。

（%）培养基［*，"］：麦芽汁培养基、土豆培养基、牛

肉膏培养基、糖发酵试验培养基。

（C）微生物分离［%］：通过稀释涂布平板法和平

板划线分离法。

（$）纯化：在培养基上选取形状不同的菌落，再

稀释划线分离，得到单个的菌落，用显微镜检查纯

化。如不纯，再挑单个菌落，进行划线培养，直到菌

株完全纯化。
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（!）菌种保存：把分离得到的微生物编号，细菌

在牛肉膏试管斜面中低温保存；酵母在麦芽汁试管

斜面中低温保存；霉菌在土豆试管斜面中低温保存。

（"）糖发酵试验［#］：初步测量微生物是否具有

产酒精的潜力。

（$）酶活力的测定：将分离到的菌株，分别制曲

后，%&’ 法测定糖化酶活力［(］，考马斯亮蓝结合法

测定蛋白酶活力［)］，碘量法测定液化酶活力［(］。

（*）混合发酵测量产酒率。

+, 结果与讨论

通过分离和纯化，得到酵母 $ 株（ 编号为 # -
$），细菌 . 株（* - ##），霉菌 ( 株（#+ - #)）。

将分离到的微生物制成 )/ 的菌悬液，接种到

糖发酵试验液体培养基中，($0 后各菌株发酵完毕，

打开塞子有浓郁的酒香味。

+1 #, 酶活力的测定

（#）糖化酶活力的测定。通过葡萄糖的减少量

来衡量葡萄糖糖化酶活力的大小。葡萄糖标准曲线

的制备（ 见表 #，图 #）。取 #23 曲加蒸馏水稀释 +)
倍后，离心得到曲液，通过 %&’ 法，用 #/ 淀粉液、缓

冲液、蒸馏水、曲液混合（见表 +），测得吸光光度值，

对照标准曲线得到总葡萄糖含量（见表 .）。由于曲

液中有葡萄糖，故测定了曲液中原葡萄糖含量。缓

冲液、蒸馏水、曲液混合（见表 (），测定吸光光度值，

对照标准曲线得到曲液中原葡萄糖含量（见表 (）。

表 #, 葡萄糖标准曲线的绘制

样, 品, 号 # + . ( ) ! "
21 #/标准葡萄糖 4 56 2 21 # 21 + 21 . 21 ( 21 ! 21 $
蒸馏水 4 56 # 21 * 21 $ 21 " 21 ! 21 ( 21 +
.，) 7 + 硝基水杨酸 4 56 ( ( ( ( ( ( (
平均吸光光度值 4 8% 21 222 21 ##+ 21 #"( 21 .+( 21 (#" 21 !"* 21 $$*

表 +, 总葡萄糖含量测定的试剂配制

试剂
#/ 淀

粉液
缓冲液 蒸馏水 曲液

.，)9+ 硝

基水杨酸

空白管 4 56 # . #2 2 (
待测液 4 56 # . 2 #2 (

表 ., 曲液中原葡萄糖含量测定的试剂配制

试剂 缓冲液 蒸馏水 曲液 .，)9+ 硝基水杨酸

空白管 4 56 . #2 2 (
待测液 4 56 . 2 #2 (

, , , , , , , , , , , , , 表 (, 总葡萄糖含量、曲液中原葡萄糖含量和实际葡萄糖生成量, , , , , !3 4（56·5:;）

编

号

总葡萄

糖含量

曲液中原葡

萄糖含量

实际葡萄

糖产量

编

号

总葡萄

糖含量

曲液中原葡

萄糖含量

实际葡萄

糖产量

编

号

总葡萄

糖含量

曲液中原葡

萄糖含量

实际葡萄

糖产量

# .)1 ! +)1 ! #21 2 ! $*1 2 +*1 2 !21 2 ## ."1 . .!1 2 ..1 "

+ (*1 2 +(1 2 +)1 2 " #2"1 ) .#1 2 "!1 ) #+ $!1 2 +*1 2 )"1 2

. )#1 . +#1 ( +*1 * $ $.1 " !*1 ! #(1 # #. #(21 2 ##*1 2 +#1 2

( !)1 2 +.1 ) (#1 ) * *21 2 (.1 ) (!1 ) #( #(.1 # $#1 2 !+1 #

) $"1 ! .21 * )!1 * #2 #$(1 ) #).1 ( .#1 # #) #))1 ) #)(1 2 #1 )

, , 从表 ( 可知在相同的条件下，各菌株糖化力有

明显差异，从高到低依次是：" < ( < ! < #+ < ) < * <
( < ## < #2 < . < + < #. < $ < # < #)。

（+）蛋白酶活力的测定。通过牛血清白蛋白的

减少量来衡量曲液中酶活力的大小。绘制牛血清白

蛋白标准曲线（见表 ) 和图 +）。通过考马斯亮蓝结

合法，测量待测管吸光光度值（见表 !），对照标准曲

线，计算结果（见表 "）。

表 ), 牛血清白蛋白标准曲线绘制

样, 品, 号
#

（空白）
+ . ( ) ! "

21 )/标准牛血清白蛋白 4 56 2 21 # 21 + 21 . 21 ( 21 ! 21 $
21 */&=>? 4 56 # 21 * 21 $ 21 " 21 ! 21 ) 21 (
考马斯亮蓝 4 56 ( ( ( ( ( ( (
平均吸光光度值 4 8% 21 222 21 2$" 21 #.+ 21 +#2 21 +)! 21 ."$ 21 (!$
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表 !" 蛋白酶活力测定的试剂配制

试剂 曲液 # $%
&’ ()标准牛

血清白蛋白 # $%
&’ *)+,-. # $%

考马斯

亮蓝 # $%
空白管 /& &’ & &’ ( 0
待测管 /& &’ ( &’ & 0

表 1" 牛血清白蛋白减少量测定结果" !2 #（$%·$34）

编号
牛血清白

蛋白减少量
编号

牛血清白

蛋白减少量
编号

牛血清白

蛋白减少量

/ /0’ 1 ! /5’ 6 // //’ 7
5 /0’ / 1 /7’ 6 /5 /’ 1
7 //’ & 6 /0’ & /7 /5’ &
0 6’ /1 * 1’ & /0 /0’ (
( /0’ 7 /& /7’ 1 /( //’ 6

由表 1 可知，在相同条件下各菌株产生的蛋白

酶的活力不同，故牛血清白蛋白的减少量也不同。

从其减少量中得到蛋白酶活力从高到低依次是：/ 8
/0 8 ( 8 5 8 6 8 1 8 /& 8 ! 8 /7 8 /( 8 // 8 7 8 0 8 * 8
/5。

（7）液化力的测定。通过碘液的褪色时间来衡

量 "9淀粉酶活力大小。取 5) 淀粉 5&$%、缓冲液

($%、曲液 /&$% 混合后，通过碘量法，于 !&: 水浴

加热，每 ($34 取一次与比色稀碘液反应，颜色直到

与比色皿中标准稀碘液与标准糊精的反应颜色一致

时为止。所需时间计为 !（见表 6）。

表 6" 比色稀碘液褪色时间 $34

试管号 ! 试管号 ! 试管号 !
/ 8 50 ! ! // /5
5 50 1 /0 /5 /*
7 /0 6 6 /7 /0
0 57 * /5 /0 8 50
( /0 /& 55 /( 50

由表 6 可知，在相同的条件下，各菌株 "9淀粉

酶活力大小，从高到低依次是：! 8 6 8 //，* 8 /7，1 8
7 8 ( 8 /5 8 /&，0 8 5，/( 8 /，/0。

5’ 5" 混合发酵

综合以上数据，筛选出了高糖化力，蛋白酶活力

强，液化力强的菌株 /& 株（/、5、(、!、1、6、*、//、/5、

/0）。取高粱、大米、糯米、小麦、玉米，按 /6：//：*：

6：0 的比例混合［!］，吸水灭菌后，将有高糖化力、蛋

白酶力、液化力的菌株 /& 株混合接种发酵，/( 株微

生物混合发酵作为对照［1］。待发酵完毕后蒸馏得到

酒，测量其产酒率，它们分别是 /&) 和 /()。

7" 结语

通过对浓香型白酒酒糟的分离，得到微生物菌

株 /( 株。通过糖发酵试验及酶活力的测定，筛选出

/& 株酶活力高的菌株混合发酵，同时以 /( 株微生

物菌株混合发酵为对照，发酵完成后测定产酒率。

结果表明：分离到的菌株均有产酒能力，筛选出的

/& 株微生物混合发酵的产酒率为 /&) ，较之 /( 株

混合发酵的产酒率 /() 低，就本实验在浓香型白酒

发酵过程中，菌株在 /( 株以上为宜。同时发酵中的

产酒率，即微生物的代谢产物与培养条件以及营养

成分都有密切关系［6］。

致谢：本文得到胡尚勤教授悉心指导和韦伟老

师以及程俊霖等大力支持，特此衷心致谢！

参考文献：

［/］沈萍’ 微生物实验［;］’ 北京：高等教育出版社，/***’
［5］胡尚勤，周开孝’ 乳酸菌稳产高产培养基的研究［ <］’ 重

庆师范学院学报，/**0，//（/）：/!9/*’
［7］钱存柔’ 微生物学实验教程［;］’ 北京：北京大学出版

社，/***’
［0］胡尚勤’ 发酵工程试用教程［=］’ 重庆师范大学生命科

学院内部教材，5&&0’
［(］陈钧辉，陶力’ 生物化学实验（ 第 7 版）［;］’ 北京：科学

出版社，5&&7’
［!］余乾伟’ 再论浓香多粮型白酒的生产［ <］’ 酿酒科技，

5&&7（0）：(79((’
［1］丁正国，浓香型白酒乳酸乙酯降低的技术措施［<］’ 酿酒

科技，/**!（!）：//’
［6］胡尚勤’ 整肠生菌发酵中杆菌肽商产的代谢调控［<］’ 重

庆师范大学学报（自然科学版），5&&0，5/（0）：0!906’

（责任编辑" 许文昌）

5( 重庆师范大学学报（自然科学版）" " " " " " " " " " " " " " " " 第 55 卷


