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摘要：【目的】提高水牛奶产业的经济效益，为广西水牛奶奶酪工业化生产提供参考。【方法】采用平板筛选法

从鲜水牛奶和黄牛奶中分离出能够生产水牛奶奶酪的菌种，对筛选到的菌株进行初步的发酵性能试验，并测

定其传代稳定性、乳酸和双乙酰含量。【结果】筛选到 １ 株能在 ４．５ ｈ 内使水牛奶凝固的菌株；该菌株在最佳

发酵温度 ３７℃下，经过厌氧发酵 ４．５ ｈ 即可使水牛奶完全凝固，所获得凝乳的黏度为 １０９．２ Ｐａ·Ｓ，酸度为

４７．３°Ｔ，双乙酰含量为 ２．８２６×１０－３ ｇ／Ｌ，乳酸含量为 １１．５９％。【结论】该菌株产酸能力强、产香性能高、黏度

和酸度大、有合适的蛋白质水解特性。
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０ 引言

  【研究意义】水牛奶占全球牛奶总产量的 １２％，
其营养价值高，能提供比普通牛奶更多的单位体积
能量，且组分中含有大量的维生素 Ａ 和 Ｄ，如应用
于日常饮食中，将是解决微量元素及优质动物性蛋
白质摄入量的一条良好途径。由于具有极高的总固
体含量、脂肪、蛋白质、钙胶体及较大尺寸的酪蛋白
胶束和脂肪等特点［１-２］，水牛奶是最适合用于发酵乳



制品的牛奶。此外，水牛奶不需要浓缩或者制成奶
粉便可做为优质的乳制品。水牛奶所具有的优良理
化特点和高营养价值使得水牛奶乳制品具有广阔的

开发前景。【前人研究进展】乳制品在发酵过程中，
由于各种微生物共存，导致产品容易变质，而乳酸菌
产生的乳酸则具有良好的抗微生物作用［３］。在乳制
品中，双乙酰对于发酵乳制品的风味与香味尤为重
要［４-５］，它已被美国食品药品管理局批准为一种调味
品，并用于生产各种口味的食品［６］。刘文俊［７］测定

单菌酸奶发酵期间的发酵时间、滴定酸度、ｐＨ 值、
乳酸含量、双乙酰含量等指标，研究菌种发酵、产酸
特性和风味物质产量形成的菌株特异性，同时进行
产酸、风味物质产量特性的变化规律和相关性分析，
并提出乳酸菌发酵过程是个动态的完整过程。因此
平均产酸速率是衡量菌株发酵、产酸特性的重要指
标。【本研究切入点】广西水牛奶资源丰富，但产品
的品种单一，目前只有鲜牛奶和酸奶上市，市面上尚
无水牛奶奶酪产品。【拟解决的关键问题】从鲜水牛
奶和黄牛奶中筛选能够在短时间内促进水牛奶奶酪

凝结的菌株，对筛选到的菌株进行初步的发酵性能
试验，并测定其传代稳定性、乳酸和双乙酰含量。

１ 材料与方法

１．１ 材料

  样品：市面售买的水牛奶和黄牛奶。

  斜面培养基为 ＭＲＳ 培养基、Ｍ１７ 培养基、Ｅ 培
养基和 ＳＬ培养基，配方参照文献［８-１０］，平板培养
基在斜面培养基中分别加入 ０．２％（Ｗ／Ｖ）碳酸钙。

１．２ 方法

１．２．１ 菌种的分离与纯化

  将水牛奶和黄牛奶稀释一定倍数后，吸取 ０．１
ｍＬ分别涂布于 ＭＲＳ，Ｍ１７，Ｅ，ＳＬ 平板培养基上，
静置于 ３７℃培养箱中培养 ４８ ｈ，挑选各平板上产酸
透明圈明显的菌落划线接入新的平板中进行纯化，
对筛选到的菌株进行革兰氏染色后在显微镜下观察

其形态，并分别接入对应的 ＭＲＳ，Ｍ１７，Ｅ，ＳＬ 斜面
培养基中，３７℃静置培养 ２４ ｈ，保存备用。

１．２．２ 种子液的制备及菌种凝乳性能初测

  纯菌种分别经对应的 ＭＲＳ，Ｍ１７，Ｅ，ＳＬ斜面培
养 ２４ ｈ后，挑取一环菌体加入装有 ５ ｍＬ 水牛奶的
试管中，３７℃过夜静置培养活化，再以 ３％（Ｖ／Ｖ）的
接种量将试管中已经凝固的水牛奶转接入 ５ ｍＬ的
新鲜水牛奶试管中，３７℃静置培养，每小时观察一次
水牛奶的凝乳效果，并记录凝固时间，凝固后对其进

行感官评定。

１．２．３ 温度对凝乳的影响

  参照 １．２．２ 节制备发酵种子液，分别在 ３１℃、

３４℃、３７℃、４０℃、４３℃下进行静置发酵 ６ ｈ 后测定
凝乳黏度和酸度。其中，黏度采用 ＮＤＪ-８Ｓ 数显粘
度计测定；酸度测定：准确吸取 １０ ｍＬ 凝乳，用 ２５
ｍＬ蒸馏水稀释，加入 ０．５ ｍＬ ５ ｇ／Ｌ 的酚酞指示
剂，混匀后用 ０．１ ｍｏｌ／Ｌ 的 ＮａＯＨ 标准溶液滴定，
直至微红色在 １ ｍｉｎ之内不消失为止。把滴定时消
耗的 ＮａＯＨ 体积（ｍＬ）乘以 １０，即得凝乳酸度。

１．２．４ 菌种的稳定性

  参照 １．２．２ 节制备发酵种子液，在 ３７℃下发酵

４．５ ｈ，观察凝乳状态并测定其黏度和酸度，进行 ５
次传代。

１．２．５ 双乙酰含量的测定［１ １］

  邻苯二胺和双乙酰反应生成 ２，３-二甲基喹喔
啉，利用反应生成物的盐酸盐在紫外分光光度计

３３５ ｎｍ 波长下有最大吸收值，可对双乙酰进行定量
测定。

  取纯化后的菌种经斜面培养 ２４ ｈ 后，挑取一环
菌体加入装有 ５ ｍＬ 水牛奶的试管中，于 ３７℃静置
培养 １８ ｈ进行活化。再以 ２％（Ｖ／Ｖ）的接种量接于

１００ ｍＬ水牛奶中，于 ３７℃静置发酵 ４．５ ｈ 后，将凝
乳置于蒸馏瓶中，加入 ５０ ｍＬ蒸馏水蒸馏。当蒸馏
液为 ５０ ｍＬ时，停止蒸馏，在蒸馏液中加入 ５０ ｍＬ
蒸馏水。吸取 １０ ｍＬ于具塞比色管中，向管内加入

０．５ ｍＬ １％（Ｖ／Ｖ）邻苯二胺溶液，摇匀后于暗处放
置 ２０ ｍｉｎ，然后加入 ２ ｍＬ ４ ｍｏｌ／Ｌ 盐酸溶液，摇
匀，在 ３３５ ｎｍ 下以蒸馏水为空白对照，用紫外分光
光度计测定其吸光值。

１．２．６ 乳酸的测定

  取凝乳 １ ｇ（精密称定），加入 ５０ ｍＬ 蒸馏水和

２５ ｍＬ １ ｍｏｌ／Ｌ的 ＮａＯＨ 溶液，煮沸 ５ ｍｉｎ，加入酚
酞指示剂 ２ 滴，趁热用 ０．５ ｍｏｌ／Ｌ 硫酸标准溶液滴
定，以蒸馏水为空白对照。乳酸的实际含量 Ｗ
（ｍｇ）计算公式如下：

  Ｗ ＝９０．０８×（Ｖ ０ －Ｖ）×Ｃ× ２，
式中，Ｖ 表示滴定样品所消耗的硫酸体积（ｍＬ），Ｖ ０

为空白试样滴定所消耗的硫酸体积（ｍＬ），Ｃ 为硫
酸浓度（ｍｏｌ／Ｌ）。

  乳酸溶液的重量百分浓度为

  乳酸（％）＝ （Ｗ／Ｗ １）×１００％，
式中，Ｗ 为乳酸的实际含量（ｍｇ），Ｗ １ 为称取样品

的重量。
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２ 结果与分析

２．１ 菌落形态

  从水牛奶和黄牛奶中分离得到 ２７ 株菌株，这些
菌落在 ４ 种培养基上生长的形态主要有圆形白色表
面光滑、蘑菇状白色表面光滑、圆形透明表面光滑和
片状淡黄表面褶皱等。前 ３ 种有产酸与不产酸两
种，后者不产酸。其中 ＳＬ、ＭＲＳ培养基上的菌落产
酸透明圈较大（图 １），Ｍ１７ 培养基上的产酸菌落极
少，Ｅ培养基上的产酸菌落虽较多，但经过发酵培养

６ ｈ后，可以使牛奶凝结的却极少。

图 １ 产透明圈的菌落（ＭＲＳ培养基）

  Ｆｉｇ．１ Ｃｏｌｏｎｙ ｗｈｉｃｈ ｐｒｏｄｕｃｅｄ ｔｒａｎｓｐａｒｅｎｔ ｃｉｒｃｌｅ（ＭＲＳ

ｃｕｌｔｕｒｅ ｍｅｄｉｕｍ）

  在显微镜下观察分离得到的 ２７ 株菌株的形态，
结果如图 ２ 所示，有 ８ 株（分别为 １２～１５ 号、１７～１９
号和 ２２ 号）呈链球状排列，为革兰氏阳性；有 １２ 株
（分别为 １～２ 号、４～８ 号、１０～１１ 号、１６ 号、２０～２１
号）呈球形或近似球形，为革兰氏阳性；有 ７ 株（分别
为 ３ 号、９ 号、２３～２７ 号）一般呈杆状，也有近卵圆形
的，菌体大多平直，亦有稍弯曲的，菌体两端多钝圆，
少数是平截状或尖突状，为革兰氏阳性。

２．２ 凝乳性能

  如表 １ 所示，经初步筛选得到的 ２７ 株菌株，其
促使牛奶凝固的时间为 ４～ ６ ｈ，凝固后的 ｐＨ 值为

３．８～５．５。经过 ３ 次传代发酵培养，发现 ２２ 号菌株
的产酸能力强、产香性能高、黏度和酸度大、有适当
的蛋白质水解性能，因此，选取 ２２ 号菌株进行初步
的发酵性能研究。

图 ２ 显微镜镜检结果

Ｆｉｇ．２ Ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｉｃ ｅｘａｍｉｎａｔｉｏｎ

２．３ 温度对凝乳的影响

  如图 ３ 所示，２２ 号菌株对发酵温度的变化敏
感，发酵温度过高或者过低时其凝乳黏度和酸度均
有所下降，当发酵温度为 ３７℃时，其发酵产物的黏
度和酸度均最高，其中黏度值为 １０９．２ Ｐａ·Ｓ，酸度
值为 ４７．３°Ｔ。

２．４ 菌种的稳定性及凝乳中双乙酰和乳酸含量

  如表 ２ 所示，２２ 号株菌经过 ５ 次传代后，其理
化性质与第一代相近，表明该菌株传代的稳定性能
好。采用 ２２ 号株菌进行发酵，获得的凝乳中双乙酰
的含 量 为 ２．８２７ × １０－３ ｇ／Ｌ，乳 酸 的 含 量 为

１１·５９％。
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表 １ 菌株凝乳性能

Tａｂｌｅ １ Ｍｉｌｋ ｃｌｏttｉｎｇ ｐｒｏｐｅｒtｉｅｓ ｏｆ ｂａｃtｅｒｉａｌ ｓtｒａｉｎｓ

序号
Ｎｏ．

培养基
Ｃｕｌｔｕｒｅ
ｍｅｄｉｕｍ

凝固时间
Ｃｏａｇｕｌａｔｉｏｎ
ｔｉｍｅ（ｈ）

凝固后 ｐＨ 值
ｐＨ ｖａｌｕｅ

ａｆｔｅｒ ｃｏａｇｕｌａｔｉｏｎ

凝乳气味
Ｓｍｅｌｌ ｏｆ
ｃｏａｇｕｌａｔｉｏｎ

凝乳状态*

Ｃｏａｇｕｌａｔｉｏｎ ｓｔａｔｅ

１ ＳＬ ６．０ ３．８
酸，馊

Ｓｏｕｒ，ｓｐｏｉｌｅｄ
组织细腻，光滑，少许清液
Ｏｒｇａｎｉｚａｔｉｏｎ ｆｉｎｅ，ｓｍｏｏｔｈ，ａ ｌｉｔｔｌｅ ｌｉｑｕｉｄ

２ ＳＬ ６．０ ５．１
奶酸

Ｓｏｕｒ ｍｉｌｋ
组织细腻，光滑，无清液
Ｏｒｇａｎｉｚａｔｉｏｎ ｆｉｎｅ，ｓｍｏｏｔｈ，ｎｏ ｌｉｑｕｉｄ

３ ＳＬ ４．０ ４．２
奶酸

Ｓｏｕｒ ｍｉｌｋ
组织粗糙，少许清液
Ｔｉｓｓｕｅ ｒｏｕｇｈｎｅｓｓ，ａ ｌｉｔｔｌｅ ｌｉｑｕｉｄ

４ ＳＬ ５．０ ５．１
奶酸

Ｓｏｕｒ ｍｉｌｋ
组织粗糙，少许清液
Ｔｉｓｓｕｅ ｒｏｕｇｈｎｅｓｓ，ａ ｌｉｔｔｌｅ ｌｉｑｕｉｄ

５ ＳＬ ６．０ ４．２
奶酸

Ｓｏｕｒ ｍｉｌｋ
组织粗糙，少许清液
Ｔｉｓｓｕｅ ｒｏｕｇｈｎｅｓｓ，ａ ｌｉｔｔｌｅ ｌｉｑｕｉｄ

６ ＳＬ ４．５ ４．２
奶酸

Ｓｏｕｒ ｍｉｌｋ
组织细腻，光滑，较多清液
Ｏｒｇａｎｉｚａｔｉｏｎ ｆｉｎｅ，ｓｍｏｏｔｈ，ａ ｌｏｔ ｏｆ ｌｉｑｕｉｄ

７ ＳＬ ６．０ ４．３
奶酸

Ｓｏｕｒ ｍｉｌｋ
组织细腻，光滑，少许清液
Ｏｒｇａｎｉｚａｔｉｏｎ ｆｉｎｅ，ｓｍｏｏｔｈ，ａ ｌｉｔｔｌｅ ｌｉｑｕｉｄ

８ ＳＬ ４．０ ５．５
奶酸

Ｓｏｕｒ ｍｉｌｋ
组织细腻，光滑，少许清液
Ｏｒｇａｎｉｚａｔｉｏｎ ｆｉｎｅ，ｓｍｏｏｔｈ，ａ ｌｉｔｔｌｅ ｌｉｑｕｉｄ

９ ＳＬ ５．０ ４．２
奶酸

Ｓｏｕｒ ｍｉｌｋ
组织细腻，光滑，无清液
Ｏｒｇａｎｉｚａｔｉｏｎ ｆｉｎｅ，ｓｍｏｏｔｈ，ｎｏ ｌｉｑｕｉｄ

１０ ＳＬ ４．５ ４．２
较酸
Ｓｏｕｒ

组织细腻，光滑，少许清液
Ｏｒｇａｎｉｚａｔｉｏｎ ｆｉｎｅ，ｓｍｏｏｔｈ，ａ ｌｉｔｔｌｅ ｌｉｑｕｉｄ

１１ ＳＬ ５．０ ４．３
奶酸

Ｓｏｕｒ ｍｉｌｋ
组织细腻，光滑，少许清液
Ｏｒｇａｎｉｚａｔｉｏｎ ｆｉｎｅ，ｓｍｏｏｔｈ，ａ ｌｉｔｔｌｅ ｌｉｑｕｉｄ

１２ ＭＲＳ ６．０ ３．８
奶酸，稍甜

Ｓｏｕｒ ｍｉｌｋ，ｓｗｅｅｔ
组织细腻，光滑，无清液
Ｏｒｇａｎｉｚａｔｉｏｎ ｆｉｎｅ，ｓｍｏｏｔｈ，ａ ｌｉｔｔｌｅ ｌｉｑｕｉｄ

１３ ＭＲＳ ４．０ ４．２
奶酸

Ｓｏｕｒ ｍｉｌｋ
组织粗糙，少许清液
Ｔｉｓｓｕｅ ｒｏｕｇｈｎｅｓｓ，ａ ｌｉｔｔｌｅ ｌｉｑｕｉｄ

１４ ＭＲＳ ５．０ ４．２
酸，馊

Ｓｏｕｒ，ｓｏｕｒ
组织细腻，光滑，少许清液
Ｏｒｇａｎｉｚａｔｉｏｎ ｆｉｎｅ，ｓｍｏｏｔｈ，ａ ｌｉｔｔｌｅ ｌｉｑｕｉｄ

１５ ＭＲＳ ６．０ ４．１
奶酸

Ｓｏｕｒ ｍｉｌｋ
组织细腻，光滑，少许清液
Ｏｒｇａｎｉｚａｔｉｏｎ ｆｉｎｅ，ｓｍｏｏｔｈ，ａ ｌｉｔｔｌｅ ｌｉｑｕｉｄ

１６ ＭＲＳ ４．０ ３．９
奶酸，稍甜

Ｓｏｕｒ ｍｉｌｋ，ｓｗｅｅｔ
组织细腻，光滑，少许清液
Ｏｒｇａｎｉｚａｔｉｏｎ ｆｉｎｅ，ｓｍｏｏｔｈ，ａ ｌｉｔｔｌｅ ｌｉｑｕｉｄ

１７ ＭＲＳ ４．０ ４．０
奶酸

Ｓｏｕｒ ｍｉｌｋ
组织细腻，光滑，无清液
Ｏｒｇａｎｉｚａｔｉｏｎ ｆｉｎｅ，ｓｍｏｏｔｈ，ｎｏ ｌｉｑｕｉｄ

１８ ＭＲＳ ６．０ ４．７
奶酸

Ｓｏｕｒ ｍｉｌｋ
组织粗糙，少许清液
Ｔｉｓｓｕｅ ｒｏｕｇｈｎｅｓｓ，ａ ｌｉｔｔｌｅ ｌｉｑｕｉｄ

１９ ＭＲＳ ４．５ ３．９
奶酸

Ｓｏｕｒ ｍｉｌｋ
组织细腻，光滑，少许清液
Ｏｒｇａｎｉｚａｔｉｏｎ ｆｉｎｅ，ｓｍｏｏｔｈ，ａ ｌｉｔｔｌｅ ｌｉｑｕｉｄ

２０ ＭＲＳ ５．０ ４．２
奶酸

Ｓｏｕｒ ｍｉｌｋ
组织细腻，光滑，少许清液
Ｏｒｇａｎｉｚａｔｉｏｎ ｆｉｎｅ，ｓｍｏｏｔｈ，ａ ｌｉｔｔｌｅ ｌｉｑｕｉｄ

２１ ＭＲＳ ６．０ ４．０
奶酸

Ｓｏｕｒ ｍｉｌｋ
组织细腻，光滑，少许清液
Ｏｒｇａｎｉｚａｔｉｏｎ ｆｉｎｅ，ｓｍｏｏｔｈ，ａ ｌｉｔｔｌｅ ｌｉｑｕｉｄ

２２ ＭＲＳ ４．５ ４．１
奶酸，香甜

Ｓｏｕｒ ｍｉｌｋ，ｓｗｅｅｔ
组织细腻，光滑，少许清液
Ｏｒｇａｎｉｚａｔｉｏｎ ｆｉｎｅ，ｓｍｏｏｔｈ，ａ ｌｉｔｔｌｅ ｌｉｑｕｉｄ

２３ Ｍ１７ ５．５ ４．２
酸，馊

Ｓｏｕｒ，ｓｏｕｒ
组织粗糙，大量清液
Ｔｉｓｓｕｅ ｒｏｕｇｈｎｅｓｓ，ａ ｌｏｔ ｏｆ ｌｉｑｕｉｄ

２４ Ｍ１７ ５．０ ４．６
奶酸

Ｓｏｕｒ ｍｉｌｋ
组织细腻，光滑，少许清液
Ｏｒｇａｎｉｚａｔｉｏｎ ｆｉｎｅ，ｓｍｏｏｔｈ，ａ ｌｉｔｔｌｅ ｌｉｑｕｉｄ

２５ Ｍ１７ ６．０ ５．１
酸，馊

Ｓｏｕｒ，ｓｏｕｒ
组织粗糙，大量清液
Ｔｉｓｓｕｅ ｒｏｕｇｈｎｅｓｓ，ａ ｌｏｔ ｏｆ ｌｉｑｕｉｄ

２６ Ｍ１７ ５．０ ４．３
酸，馊

Ｓｏｕｒ，ｓｏｕｒ
组织细腻，光滑，少许清液
Ｏｒｇａｎｉｚａｔｉｏｎ ｆｉｎｅ，ｓｍｏｏｔｈ，ａ ｌｉｔｔｌｅ ｌｉｑｕｉｄ

２７ Ｅ ６．０ ４．９
奶酸，稍甜

Ｓｏｕｒ ｍｉｌｋ，ｓｗｅｅｔ
组织细腻，光滑，少许清液
Ｏｒｇａｎｉｚａｔｉｏｎ ｆｉｎｅ，ｓｍｏｏｔｈ，ａ ｌｉｔｔｌｅ ｌｉｑｕｉｄ

注：*为发酵 ６ ｈ后观察结果

Ｎｏｔｅ：*ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ６ ｈ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ
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图 ３ 温度对凝乳黏度和酸度的影响

  Ｆｉｇ．３ Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｏｎ ｔｈｅ ｖｉｓｃｏｓｉｔｙ ａｎｄ ａｃｉｄ-
ｉｔｙ ｏｆ ｍｉｌｋ ｃｌｏｔｔｉｎｇ
表 ２ 第 ２２ 株菌的凝乳理化性质

Tａｂｌｅ ２ Tｈｅ ｐｈｙｓｉｃｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒtｉｅｓ ｏｆ ２２tｈ ｓtｒａｉｎｓ ｏｆ

ｂａｃtｅｒｉａ

传代数

Ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ Ｎｏ．

凝乳状态

Ｃｏａｇｕｌａｔｉｏｎ ｓｔａｔｅ

黏度

Ｖｉｓｃｏｓｉｔｙ（Ｐａ·Ｓ）

酸度

Ａｃｉｄｉｔｙ（°Ｔ）

１ ＋＋＋ １０９．２ ４７．３
２ ＋＋＋ １０８．６ ４５．５
３ ＋＋＋ １１０．３ ４６．２
４ ＋＋＋ １０５．４ ４５．８
５ ＋＋＋ １０８．６ ４６．４

注：＋表示凝乳效果

Ｎｏｔｅ：＋ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｃｏｎｄｅｎｓｅｄ

３ 结论

  本实验从鲜水牛奶和黄牛奶中成功分离出 ２７
株菌株，其形态包括链球状、杆状和球状。其中，以

２２ 号菌株的传代稳定性最好，初步的发酵性能结果
表明，在 ３７℃下进行发酵，其发酵产物的黏度和酸
度均为最佳，分别为 １０９．２ Ｐａ·Ｓ 和 ４７．３°Ｔ，双乙
酰含量为 ２．８２６×１０－３ ｇ／Ｌ，乳酸含量为 １１．５９％。
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