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生料酿酒用高糖化及酯化能力
红曲霉菌株的选择
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 摘  要:生料酿酒所用的酒曲是酶制剂、曲霉等的混合物,曲霉生

成的酯类是生料酿酒中主要香气成分的来源,其糖化能力

也对生料酿酒过程中酒精的产生有重要作用,本实验通过

两个实验筛选出了具有较高糖化、酯化能力的曲霉。
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 Abstrac:t The raw s ta rte r u sed in b rew ing w ith unc ooked m a te ria l

is an m ix tu re o f e nzym e a nd m ona scus, the es te r

p roduced by m o nascus is the p rmi a ry sou rce o f the

w ine . s fla vo r, a nd the sacc ha rif ica t io n o f the

m ona sc us a lso has mi po rtan t func tion fo r the b rew ing1
In th is expe rmi e n,t the m ona scus w h ich ha s h ig he r

ca pab ility o f sa ccha rifica tion a nd es te rif ica t io n w e re

se lec ted1
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1 材料与方法
111 材料与仪器
大米  市售; NaOH、乙酸、乙醇、硫酸镁、乙酸等

 均为分析纯。
高压蒸汽灭菌锅, 干燥灭菌箱, 恒温培养箱, 恒

温水浴锅, 分析天平, 物理天平, 冰箱, 电炉, pH计,

三角瓶,烧杯, 量筒, 大铝锅, 移液管, 试管, 培养皿,

玻璃棒,胶头吸管,漏斗。

112 实验方法
11211 红曲霉液体种子的制备  取 500mL锥形瓶,

加水 200mL,加入 3% 葡萄糖、5%甘油、2%蛋自胨、

011% M gSO4、013% NaNO3、011% KH 2 PO4、011%

K 2H PO4、012%乙酸,分装到 10个瓶中, 121e 下灭菌
30m in冷却,接入试管保藏菌种,培养 3d。

11212 红曲霉制剂的制备  大米淘洗,加 3j与大米
等重的乙酸溶液, 浸泡 40m in。将米用纱布沥干, 分

别加入大米重量 10%的麸皮和豆粕, 蒸煮。分装 10

个锥形瓶中, 在 011M Pa, 121e 下灭菌 20m in。接入

6mL的液体种子, 培养 12d, 32e 烘干磨碎,备用。

11213 较高糖化能力红曲霉菌株的选育  配制 2%

的可溶性淀粉 500m L,分装 20个锥形瓶, 每瓶 20mL。

分别在每个瓶中加入制备好的 10种红曲霉制剂 1g,

35e 水浴 1h,以改进快速滴定法测定其中还原糖含

量, 取甲乙两液各 5mL混合加入水 10mL,加热保持

沸腾状态滴定至无色。同时作空白对照, 在滴定空

白样品时,若空白样品用量过多,则过量的菲林试剂

用 1%葡萄糖标准溶液滴定至终点, 记录, 并按下式

计算还原糖含量:

空白样品用量少时糖化酶活力为:

A =
1

Y
-

1

K
* 01001* D* 200 ( 1)

空白样品用量过多时糖化酶活力为:

A =
1

Y
-

1

K
* 01001* D* 200- P* 01001 ( 2)

式中: K:空白样品用量, mL; Y: 样品反应液消耗

量, m L; P:空白样品用量超过 15mL时过量的菲林试

剂消耗葡萄糖标准溶液量, mL; D: 标定菲林试剂用

葡萄糖标准溶液量, mL。

11214 较高酯化能力红曲霉菌株的选择  分别称取
其 215g各加入到 100mL含有 1%的乙酸、10%的乙

醇酯化液中, 于 32e 恒温酯化 120h , 分别测定各试

样滤液中乙酸乙酯的含量。采用改进的电位滴定

法
[ 1~ 3]
。吸取样品 2510mL 于 150mL 锥形瓶中, 以

011m ol /L N aOH标准溶液中和至终点为 pH 8120 ,记

录消耗 NaOH 标准溶液的毫升数。再准确加入

011m ol /L NaOH 标准溶液 12150mL , 密闭封口, 在

30e 的培养箱中静止皂化 24h , 然后用 0105m o l/L

H 2 SO4标准溶液进行反滴定, 滴定至 pH 9120为终

点, 记录消耗 0105m o l/L H 2 SO4 标准溶液的体积, 并

按下式计算总酯 (以乙酸乙酯, m g /100mL ) 的

含量:
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X= ( C* 12150- 2* C1* V )* 88* 100 /25

式中: X: 100mL待测样品中总酯的含量 ( 以乙

酸乙酯计 ) , m g /100mL; C: N aOH标准溶液的摩尔浓

度, m o l/L; 1215:皂化时, 加 011m ol /L NaOH标准溶液

的体积, mL; C1: H 2 SO4标准溶液的摩尔浓度, m ol /L;

V: 测定时, 消耗 0105m o l/L H2 SO4 标准溶液的体积,

mL; 88: 与 1100m L N aOH 标准溶液 [ C ( N aOH ) =

l1000m o l/L ]相当的毫克表示的乙酸乙酯; 2510:取样
体积, m L。

2 结果与分析
几种红曲霉的糖化、酯化能力如表 1。

表 1 红曲霉的糖化、酯化能力

名称 酶活力 酯化能力

1st 407 4618
2nd 204 3819
3rd 21211 4216
4 th 405 4916
5 th 26215 5012
6 th 37112 5613
7 th 236125 50

8 th 40611 5112
FM 002 18215 5113
GM 011 125 52

  由图 1可以直观的得出样品 8st的糖化酶、酯化

酶活力都很强,故可用 8st作为生料酿酒的酶制剂。

3 讨论
由图 1可知,糖化能力高的红曲霉菌株, 其酯化

能力相对较低。浓香型白酒己酸乙酯的形成原理说

法不一, 但多数学者认为它由己酸菌群产生的己酸

图 1 红曲霉糖化、酯化能力曲线

与乙醇酯化而成。据此白酒界在分离优良的己酸菌

株, 研究己酸菌培养的配方及培养条件方面做了许

多工作, 使其多产己酸和稳定己酸产率, 并向白酒醅

中灌入己酸菌液。但采用上述提高成品酒中己酸乙

酯含量的方法,因酯化速度太慢,故在极有限的时间

内, 酯化率较低
[ 4 ]
。本文对红曲霉菌进行纯种培养,

使红曲霉菌最大限度的合成己酸乙酯合成酶, 然后

应用于酿酒上,加快窖内己酸乙酯的合成速度,提高

酯化率, 从而达到提高优质酒中乙酸产率的目的。
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(上接第 110页 )极显著 ( p< 0101)。极差分析中得

到的发酵最佳条件与实验中所得的实验结果相一

致,确定最佳发酵条件为: 嗜热链球菌 B干酪乳杆菌 =

1B2,总接种量为 0102%。

3 结论
311 在脱蛋白乳清中, 嗜热链球菌为 42e , 乳脂链

球菌为 30e ,保加利亚乳杆菌和干酪乳杆菌在不同

温度下 8h内产酸速度相接近, 但随着温度的提高保

加利亚乳杆菌在发酵初期产酸速度有一定程度的

提高。

312 在各自最适的温度下, 产酸速度依次为:嗜热链

球菌 > 乳脂链球菌 >保加利亚乳杆菌 > 干酪乳杆

菌。干酪乳杆菌产酸能力较弱, 但在发酵过程中能

够产生一种类似于干酪的风味。

313 为了在各自最适的温度下得到较快的产酸速

度,保加利亚乳杆菌与干酪乳杆菌复配的比例为 1B1,
嗜热链球菌与干酪乳杆菌复配的比例为 1B1或 2B1,

乳脂链球菌与干酪乳杆菌复配的比例为 2B1。

314 通过复配发酵正交实验得到, 发酵时间为 4h,

嗜热链球菌与干酪乳杆菌比为 1B2, 总接种量为

0102%, 接种发酵酸度上升值最大, 为 12197bT, 乳糖

降解率为 7113%。
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