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摘要!采用
QX>&

碳酸钙培养基从清香酒醅中筛选出具有
明显溶钙圈的

8$

株细菌!通过生理生化特征及
!7>

L?:A

序列比对分析鉴定!

8$

株乳酸菌中有
45

株短乳杆
菌#

!3@(5J3@&;;2DJB<C&D

$!

!7

株植物乳杆菌#

!:

S

;3)(3'

B2-

$!

$

株布氏乳杆菌#

!:J2@A)<B&

$和
8

株戊糖乳杆菌
#

!:

S

<)(5D2D

$%利用比浊法对
8$

株乳酸菌自溶度进行测
定!其自溶度为

#15!9

"

4"14$9

!自溶度大小与菌种没有
明显相关性!表现出自溶度菌株特异性%进一步考察了
自溶度较高的

"

株乳酸菌的自溶特性!发现大多数菌株
的自溶度随环境温度和

=

<

的升高而增大%

关键词!白酒'清香型'乳酸菌'分离鉴定'自溶度
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大曲是白酒酿造的糖化发酵生香剂!除含有产生淀
粉酶的霉菌+合成酒精的酵母菌外!还含有大量的细菌!

如芽孢杆菌和乳酸菌等"酒醅发酵过程中!除兼性厌氧
的酵母菌能快速生长繁殖将还原糖转化为酒精外!厌氧
环境还促进了耐氧乳酸菌的大量生长"不同香型酒醅中
均检测出含有大量的乳酸菌!陈申习等)

!

*从清香型小曲
酒机械化酿造车间发酵过程中的酒醅中分离得到

#!

株
乳酸菌!经形态观察和

!7>L?:A

鉴定为
#

株干酪乳杆菌
#

!3@(5J3@&;;2D@3D<&

%+
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株短乳杆菌#
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株希式乳杆菌#
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株瑞
士乳杆菌#
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%"杜海等)
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*从芝麻香
型白酒酒醅中分离筛选出

64

株乳酸菌!经
!7>L?:A

鉴
定为

$

个种!分别为副干酪乳杆菌#

!3@(5J3@&;;2D

S

3B3@3'

D<&

%+玉米乳杆菌#

!3@(5J3@&;;2DE<3<

%+嗜酸乳杆菌#

!3@'

(5J3@&;;2D3@&>&

S

&D@&D

%+布氏乳杆菌#

!3@(5J3@&;;2DJ2@A'

)<B&

%+发酵乳杆菌#

!3@(5J3@&;;2D

=

<B-<)(2-

%+乳酸片球
菌#

G<>&5@5@@2D3@&>&;3@(&

%和戊糖片球菌#

G<>&5@5@@2

D

S
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%"乳酸菌在白酒酿造过程中起重要作用!一
方面是乳酸菌代谢产生的乳酸是白酒主要的风味物质!

在白酒微量成分中占有很大比例!乳酸能起到调和酒味
的作用!掩盖酒精的刺激性!还能与多种成分相互亲合!

使酒体协调柔和!包括乳酸在内的有机酸含量直接影响
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白酒的品质)
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*

(另一方面是乳酸与乙醇酯化合成乳酸乙
酯!与乙酸乙酯共同组成清香白酒的主体香气成分)

8

*

"

但是!随着气温的回升!酒醅乳酸菌过量生长!酒醅酸度
过高!产酒量降低!同时乳酸乙酯随之升高!影响了基酒
质量)

#

*

"目前!酒醅乳酸菌的生长控制仍缺乏有效手段"

乳酸菌在一定条件下能释放自溶酶水解细胞壁的主
要成分肽聚糖!导致细胞裂解自溶"不同乳酸菌菌株自
溶度不同!影响自溶度的因素也较多)

7

*

"关于乳酸菌自
溶度的研究主要集中于发酵乳制品发酵剂乳酸菌的研
究)

$TD

*

"长期厌氧高酸+高醇酿酒环境对酒醅乳酸菌自
溶度的研究尚未见报道"试验拟从清香酒醅中分离乳酸
菌!考察其自溶特性!为白酒发酵过程中乳酸菌的控制提
供依据"

!

!

材料与方法

!1!

!

材料与仪器
!1!1!

!

材料与试剂
清香型酒醅&某清香型白酒企业(

QX>

培养基&蛋白胨
!5

-

+牛肉膏
!5

-

+磷酸氢二钾
4

-

+酵母粉
#

-

+柠檬酸氢二铵
4

-

+葡萄糖
45

-

+乙酸钠
#

-

+吐温
D5! '\

+

Q

-

>;

8

2

$<

4

;51#D

-

+

Q,>;

8

2

8<

4

;514#

-

+蒸馏水
!555'\

!固体培养基加琼脂
!#

"

45

-

!碳酸钙
!#

-

!

!4!C

灭菌
45'),

!青岛海博生物技术
有限公司(

蛋白胨+牛肉膏+酵母粉+麦芽浸粉&生物试剂!青岛
海博生物技术有限公司(

其他试剂&分析纯!国药集团化学试剂有限公司(

@WX

反应试剂+

?:A Q(LE2L

&北京全式金生物技术
有限公司"

!1!14

!

主要仪器设备
台式高速冷冻离心机&

#D!5X

型!德国
%

==

2,3KLJ

公司(

双光速紫外$可见分光光度计&

A#75

型!翱艺仪器
#上海%有限公司(

@WX

仪&

@LKU*2O

PQ

S(.2

型!赛默飞科技有限公司(

=

<

计&

U%45

型!梅特勒$托利多仪器有限公司(

立式压力蒸汽灭菌锅&

Y]k&\>&#5>FF

型!上海博讯
实业有限公司(

电子分析天平&

UA4558:

型!梅特勒$托利多仪器有
限公司(

隔水式恒温培养箱&

Y<i&"DAS

型!上海森信实验仪
器有限公司(

凝胶成像仪&

,̂)R2L.(*<KK3FF

型!美国
S)K&X(3

公司"

!14

!

方法
!141!

!

清香酒醅乳酸菌的分离纯化
!

取酸度分别为

!1#8

!

!14#

!

!1!7

!

51"5''K*

'

!5

-

的酒醅各
4#

-

溶解于
44#'\

无菌生理盐水中!充分混匀!两层无菌纱布过滤"

无菌条件下用无菌生理盐水稀释成浓度为
!5

T!

"

!5

T$

$

个梯度的样液!每个梯度
6

个平行!选取
!5

T#

!

!5

T7

!

!5

T$稀释度的稀释液
!'\

于无菌培养皿中!用
QX>&

碳
酸钙培养基浇注!凝固后!置于

6$C

恒温培养箱中培养
8DH

"挑取平板上有明显溶钙圈的单菌落进行多次划线+

分离纯化"并将得到的单菌落进行革兰氏染色+镜检和
过氧化氢试验!选择革兰氏染色阳性且过氧化氢酶阴性
的菌株初步判断为乳酸菌)

"T!4

*

"并用甘油管冷冻保藏法
TD5C

保藏备用"

!1414

!

清香酒醅乳酸菌的分子生物学鉴定
!

使用十六烷
基三甲基溴化铵#

WPAS

%法对菌株基因组
?:A

进行提
取)

!6T!8

*

"

!7>L?:A

扩增引物采用细菌通用引物&正向
引物为

#f&ABABPPPBAPWWPBBWPWAB&6f

!反向引物
为

#f&WPAWBBWPAWWPPBPPAWBA&6f

"

@WX

扩增体
系为&

4cP(

j

@WX Q(.G2LQ)O4#

#

\

!正向引物
!

#

\

!反
向引物

!

#

\

!模板
!

#

\

!补充去离子水至
#5

#

\

"

@WX

反
应程序为&

"8C

预变性
#'),

!

"8C

变性
!'),

!

#DC

退
火

!'),

!

$4C

延伸
4'),

!

65

个循环!

$4C

延伸
!5'),

!

!7C

保温"扩增反应完毕后!取
@WX

产物与
7c\K(3),

-

S0JJ2L

混合!加样于
!159

的琼脂糖凝胶点样孔中!上机电
泳!电泳液为

!cPS%

!溴化乙锭#

%S

%染色
65'),

!电泳
结束后将胶板置于凝胶成像系统中观察"若

@WX

扩增
成功!则会在

!#55M

=

处见到条带并拍照!送至上海生物
工程有限责任公司进行测序"

乳酸菌
!7>L?:A

序列分析&将测序得到的乳酸菌
!7>L?:A

序列在
:WSF

上递交
S*(.G

进行同源性分析!

并从
B2,S(,E

数据库中下载与待分析序列相近的公开发
表菌株的

!7>L?:A

序列)

!#T!7

*

"

!1416

!

乳酸菌自溶度检测
#

!

%菌体培养及处理&活化后菌株培养至对数生长期
#

/I

7#5,'

为
51"

"

!15

%后!以
89

的接种量接种于
QX>

液
体培养基!

6$C

培养至目标菌体浓度!于
8C

!

#555L

'

'),

离心
!5'),

!收集菌体"无菌水洗涤两次菌体!然后用
@S>

#

#5''K*

'

\

!

=

<71#

%缓冲液重悬!备用"调整菌液
吸光值

/I

7#5,'

为
!15

左右"

#

4

%自溶度检测方法&将收集的待测菌体细胞悬浮!

收集菌体于
@S>

#

#5''K*

'

\

!

=

<71#

%缓冲液中!调整菌
液吸光值

/I

7#5,'

为
!15

左右"测定初始
/I

7#5,'

"其余
上述菌悬液置于培养箱温育

48H

!测定
/I

7#5,'

"按
式#

!

%计算菌株自溶度)

!$

*

"

Hh

,

5

T,

G

,

5

c!559

! #

!

%

式中&

H

$$$自溶度!

9

(

%!

#

_K*167

#

:K16

李智琪等!清香型白酒酒醅乳酸菌分离鉴定及其自溶特性研究
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5

$$$初始
/I

7#5,'

值(

,

G

$$$

48H

后测定的
/I

7#5,'

值"

!1418

!

温度对菌株自溶度的影响
!

取对数生长期的菌体
细胞!重悬于

=

<71#

的
@S>

缓冲液#

#5''K*

'

\

%中!分别
置于

!#

!

45

!

4#

!

#5C

下温育
48H

!测定其自溶度"

!141#

!=

<

对菌株自溶度的影响
!

洗涤菌体分别重悬于
=

<

为
61#

!

815

!

81#

!

#15

的
@S>

缓冲液#

#5''K*

'

\

%中!于
6$C

温育
48H

!测定其自溶度"

!1417

!

数据处理
!

各项指标重复测定
6

次!运用
%O/2*

进
行数据处理和分析"

4

!

结果与分析

41!

!

清香型白酒酒醅乳酸菌的分离"纯化
用

QX>&

碳酸钙培养基从清香酒醅中分离纯化出
8$

个单菌株!菌落呈圆形!直径为
51#

"

615''

!米黄色
或白色!不透明或半透明!表面湿润光滑!凸起!革兰氏染
色阳性!不运动+不产生孢子!过氧化氢酶阴性!可初步确
定为乳酸菌"部分菌株的菌落特征及显微特征见图

!

+

4

"

图
!

!

部分乳酸菌菌株的菌落特征
U)

-

0L2!

!

WK*K,

I

/H(L(/G2L).G)/.KJ.2R2L(**(/G)/

(/)3M(/G2L)(.GL(),.

图
4

!

部分乳酸菌菌株显微特征
U)

-

0L24

!

Q)/LK./K

=

)//H(L(/G2L).G)/.KJ.2R2L(**(/G)/

(/)3M(/G2L)(.GL(),.

#

!5c!55

$

414

!

清香型白酒酒醅乳酸菌菌株的
!7>L?:A

鉴定
由表

!

可知!与短乳杆菌属#

!:JB<C&D

%亲缘关系最近
表

!

!

8$

株乳酸菌
!7>L?:A

序列
S*(.G

比对结果
P(M*2!

!

!7>L?:A.2

j

02,/2S*(.G(*)

-

,'2,GL2.0*G.KJ8$.GL(),.KJ*(/G)/(/)3M(/G2L)(

菌株编号 最相似菌株#

:WSF

登录号% 相似性'
9

菌株编号 最相似菌株#

:WSF

登录号% 相似性'
9

>\7!&! !:JB<C&D

#

B̂ !4###D

%

"" >\88&! !:

S

<)(5D2D

#

QZ48#""D

%

""

>\8# !:J2@A)<B&

#

QZ8"!7!7

%

"" \QQ46 !:

S

;3)(3B2-

#

U["5#6!!

%

""

>\7! !:JB<C&D

#

ZY84#$$6

%

"D \S4$ !:

S

<)(5D2D

#

Z]5#$##8

%

""

>\4! !:JB<C&D

#

Z@$"6!$!

%

"" QW65&4 !:

S

;3)(3B2-

#

B̂ !6D#D"

%

""

>\#D !:J2@A)<B&

#

\W5"884"

%

"D >\4#&! !:

S

;3)(3B2-

#

QZ75!7"6

%

""

Y@8"&! !:JB<C&D

#

QZD6#$84

%

"D QW#5&! !:

S

;3)(3B2-

#

B̂ !6D#D"

%

""

Y@74 !:JB<C&D

#

QZD6#$84

%

"" Y@D4&6 !:

S

;3)(3B2-

#

U["5#6!!

%

""

>\76&4 !:J2@A)<B&

#

QZ8"!7!7

%

"" >\#D&! !:

S

;3)(3B2-

#

B̂ !6D#7$

%

""

>\4D !:J2@A)<B&

#

QZ8!D7!!

%

"D >\76&! !:

S

;3)(3B2-

#

U["5#6!!

%

""

QW#5 !:JB<C&D

#

Z]5#$7!$

%

"" \S67 !:

S

;3)(3B2-

#

B̂ !6D#D"

%

""

Y@!#&4 !:J2@A)<B&

#

Q<"674"7

%

"D >\66 !:

S

<)(5D2D

#

Z]5#$##8

%

""

>\6! !:JB<C&D

#

QB77"7#8

%

"D \QQ6&6 !:

S

;3)(3B2-

#

U["5#6!!

%

""

Y@6$&! !:JB<C&D

#

QZD6#$84

%

"D \S75 !:

S

;3)(3B2-

#

U["5#6!D

%

""

>\76 !:JB<C&D

#

ZQ8"#"5!

%

"" \S!&! !:

S

;3)(3B2-

#

B̂ !6D#D"

%

""

\QQ85 !:JB<C&D

#

Z@$"6!$!

%

"" QW4" !:

S

;3)(3B2-

#

Q<77#D44

%

""

\QQD$&! !:JB<C&D

#

Q<7D!754

%

"" \QQ6&# !:

S

;3)(3B2-

#

QZD6#$6D

%

""

Y@D !:J2@A)<B&

#

\W5"884"

%

"D QW##&! !:JB<C&D

#

QZ#65464

%

""

Y@6D&! !:JB<C&D

#

U[8$7!4!

%

"D >\66&! !:JB<C&D

#

\W8685!7

%

"D

QW"5 !:JB<C&D

#

QZ7!!88#

%

"D Y@8" !:JB<C&D

#

\W8685!7

%

"D

Y@!#&! !:

S

;3)(3B2-

#

QZ4856$4

%

"" >\!D !:

S

;3)(3B2-

#

U["5#6!D

%

""

>\$&! !:J2@A)<B&

#

QZ8"!7!7

%

"D Y@6$&4 !:JB<C&D

#

QZD6#$84

%

"D

Y@6!&! !:JB<C&D

#

Q<D88D"!

%

"" QW87 !:JB<C&D

#

\W8685!7

%

"D

Y@48 !:

S

<)(5D2D

#

Z]5#$7$6

%

"" QW87&4 !:JB<C&D

#

\W8685!7

%

""

Y@6$ !:

S

;3)(3B2-

#

U["5#6!!

%

""

&!

基础研究
Û :?AQ%:PA\X%>%AXW<

总第
44!

期
#

4545

年
6

月
#



的菌株有
>\7!&!

+

>\7!

+

>\4!

+

Y@8"&!

+

Y@74

+

QW#5

+

>\6!

+

Y@6$&!

+

>\76

+

\QQ85

+

\QQD$&!

+

Y@6D&!

+

QW"5

+

Y@6!&!

+

QW##&!

+

>\66&!

+

Y@8"

+

Y@6$&4

+

QW87

+

QW87&4

(

与布氏乳杆菌属#

!:J2@A)<B&

%亲缘关系最近的菌株有
>\8#

+

>\#D

+

>\76&4

+

>\4D

+

Y@!#&4

+

>\$&!

+

Y@D

(与植物
乳杆菌属#

!:

S

;3)(3B2-

%亲缘关系最近的菌株为
Y@!#&!

+

>\!D

+

Y@6$

+

>\!D

+

Y@6$

+

\QQ46

+

QW65&4

+

>\4#&!

+

QW#5&!

+

Y@D4&6

+

>\#D&!

+

>\76&!

+

\S67

+

\QQ6&6

+

\S75

+

\S!&!

+

QW4"

+

\QQ6&#

(与戊糖乳杆菌属#

!:

S

<)(5D2D

%亲
缘关系最近的菌株有

Y@48

+

\S4$

+

>\66

+

>\88&!

"

416

!

清香型白酒酒醅乳酸菌的自溶度
张玉玉等)

!D

*研究发现对数生长期菌体的自溶度最高!

因此试验选取对数生长中期的菌体测定自溶度"由表
4

可知!

QW87

株+

QW65&4

株的自溶度最高!分别达
4"14$9

!

471749

(

>\#D

株+

\QQ85

株+

Y@D4&6

株+

Y@74

株的自溶
度最低"

!:JB<C&D

中!除自溶度最高的
!:JB<C&DQW87

外!

!:JB<C&D\QQ85

的自溶度仅为
#1569

(

!:J2@A)<B&>\$&!

的自溶度达
!$14"9

!

!:J2@A)<B&Y@!#&4

和
!:J2@A)<B&

>\8#

的自溶度分别为
!51$D9

!

!51#!9

!

!:J2@A)<B&>\#D

的自溶度为
#15!9

!与张玉玉等)

!D

*的结果类似"

表
4

!

对数生长中期菌株的自溶度
P(M*24

!

A0GK.K*0M)*)G

I

KJ3)JJ2L2,G.GL(),.),*K

-

(L)GH')/

-

LKNGH

菌株名称 自溶度'
9

菌株名称 自溶度'
9

菌株名称 自溶度'
9

!:JB<C&DQW87 4"14$e51D8 !:

S

;3)(3B2- \QQ6&6 !614#e515" !:J2@A)<B&Y@D D1"5e51#D

!:

S

;3)(3B2- QW65&4 47174e51!$ !:

S

;3)(3B2- \S!&! !61!!e51$" !:

S

;3)(3B2- Y@6$ D1D6e5185

!:

S

<)(5D2D\S4$ 481#5e5146 !:

S

;3)(3B2- \QQ6&# !416De5174 !:JB<C&D>\4! D1#5e51!7

!:

S

;3)(3B2- Y@!#&! 461"6e51#5 !:JB<C&DY@6!&! !415$e51$6 !:J2@A)<B&>\4D D18!e515$

!:

S

;3)(3B2->\4#&! 441#"e51D6 !:JB<C&D>\76 !415!e51#$ !:JB<C&D>\7! D14$e51#!

!:

S

<)(5D2D>\66 4416"e51"6 !:JB<C&D>\7!&! !!1"5e518$ !:JB<C&DY@6D&! $1$"e5188

!:JB<C&DQW87&4 4!1"5e517! !:

S

<)(5D2D>\88&! !!17De518# !:JB<C&DY@6$&4 $1$5e51"6

!:JB<C&DY@8"&! 4!18#e5154 !:JB<C&D\QQD$&! !!17$e517# !:

S

;3)(3B2- \S67 71D5e51D#

!:

S

;3)(3B2- \S75 451"$e51#5 !:JB<C&DY@6$&! !51D8e51#5 !:J2@A)<B&>\76&4 717$e51#5

!:

S

;3)(3B2->\#D&! !"15!e517$ !:J2@A)<B&Y@!#&4 !51$De51$D !:

S

;3)(3B2- QW#5&! 7166e51#$

!:J2@A)<B&>\$&! !$14"e51"# !:J2@A)<B&>\8# !51$#e517D !:JB<C&D>\66&! 71!#e51!!

!:JB<C&D>\6! !71#De51$5 !:JB<C&DQW#5 !51#!e51#D !:JB<C&DY@74 7154e51$$

!:

S

;3)(3B2- QW4" !71!!e5148 !:JB<C&DQW##&! !516$e51$7 !:

S

;3)(3B2- Y@D4&6 #1!4e5147

!:

S

;3)(3B2->\!D !#15De51$# !:

S

<)(5D2DY@48 !514!e5144 !:JB<C&D\QQ85 #156e5164

!:JB<C&DQW"5 !8145e51D7 !:

S

;3)(3B2- \QQ46 "1D!e5177 !:J2@A)<B&>\#D #15!e518#

!:

S

;3)(3B2->\76&! !8164e5156 !:JB<C&DY@8" "1#5e51"5

418

!

温度对清香型白酒酒醅乳酸菌自溶度的影响
由图

6

可知!大部分菌株
!#C

时的自溶度最低!随
温度的升高自溶度增大!当温度为

6$C

时!自溶度达到
最高"而菌株

!:JB<C&D QW87&4

在
65C

时的自溶度最
大!达

4"1!D9

(菌株
!:

S

;3)(3B2-QW65&4

在低温环境

图
6

!

温度对乳酸菌自溶度的影响
U)

-

0L26

!

%JJ2/G.KJ),/0M(G)K,G2'

=

2L(G0L2K,GH2

(0GK*

I

.).KJ\AS

图
8

!=

<

对乳酸菌自溶度的影响
U)

-

0L28

!

%JJ2/G.KJ),/0M(G)K,

=

<K,GH2(0GK*

I

.).KJ\AS

下也表现出较高的自溶度!从
4#C

升温至
6$C

时!自溶
度增幅仅为

!1779

"

41#

!=

<

对清香型白酒酒醅乳酸菌自溶度的影响
由图

8

可知!菌体自溶与环境
=

<

值密切相关"当
=

<

为
61#

时!各菌株自溶度仅为
417#9

"

71"79

(当
=

<

为
61#

"

71#

时!菌株的自溶度随
=

<

的增大而增大(当

'!

#

_K*167

#

:K16

李智琪等!清香型白酒酒醅乳酸菌分离鉴定及其自溶特性研究



=

<

为
71#

时!各菌株的自溶度增加到
451"$9

"

4"14$9

"

而菌株
!:JB<C&DY@8"&!

在较低的
=

<

下表现出活跃的
自溶状态!与

X)2

=

2

等)

!"

*的研究结果一致"

6

!

结论
试验表明!从清香型白酒$$$汾酒酒醅中筛选出的

8$

株乳酸菌经形态及
!7>L?:A

分子生物学鉴定为
45

株
短乳杆菌#

!:JB<C&D

%+

$

株布氏乳杆菌#

!:J2@A)<B&

%+

!7

株植物乳杆菌株#

!:

S

;3)(3B2-

%和
8

株戊糖乳杆菌
#

!:

S

<)(5D2D

%"采用比浊法对
8

个属的乳酸菌菌株自溶
能力进行检测发现!菌株自溶度与菌种没有明显的相关
性!表现出菌株特异性"在白酒酿造的温度范围内#约
!#

"

6#C

%!大多数菌株的自溶度随温度的升高而增加(

在酒醅发酵的
=

<

范围内#

61#

"

71#

%!大多数菌株的自溶
度随

=

<

的升高而增大"试验初步了解了清香型白酒酒
醅乳酸菌的自溶特性!但自溶过程中起主要作用的关键
自溶酶和其自溶机理还有待进一步研究"
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信 息 窗

韩国民间组织提出强化饮用水的安全及
食品标签管理

!!

6

月
47

日!据韩媒报道!在
8

月
!#

日第
4!

届国会
议员选举之前!韩国民间组织

Ŵ W>

于
47

日发表了消
费者权利+税收+安全#环境%+通讯+汽车+食品+文化等
$

大领域
!#

个政策建议!包括加强饮用泉水的安全性+

采用转基因食品完全标示制度+加强食品标签制度管
理等"

韩国民间组织
Ŵ W>

主张&转基因食品对消费者
健康的长期影响尚未得到充分审查!应采用基于原料
的转基因完全标示制度!以保障消费者的知情权和选
择权"

另外!该组织还主张&修改标签制度!百货商店+大
型超市和普通卖场销售的糖果+面包+冷冻饮品等即食
销售生产加工品上标示净含量+配料+生产日期+保质
期等信息!为让消费者准确了解酸分解酱油!至少要指
明酸分解酱油比例以便消费者作出判断"

对于饮用泉水!该组织强调确保原水数量及水质
安全是最重要的!应把握与饮用泉水相关的所用问题
并制定对策"
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