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摘 要： 对浓香型青酒大曲、酒醅、酒窖、窖皮泥、酿造用水、晾堂等场所的微生物种类、数量、形态特征及生理活性
进行分析，初步建立形成浓香型青酒的微生态体系。分离筛选出具有优良性能的 5株曲霉菌株、4株根霉菌株和 4
株酵母菌株，对生产高品质青酒具有指导意义。
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Abstract: The species, amount, morphological characteristics, and physiological activity of microbes in Daqu, fermented grains, pits, pit mud,
brewing water, drying hall and other places of Luzhou-flavor Qing liquor were analyzed and the microecological system of Qing liquor had been
preliminarily established. Besides, 5 Aspergillus strains, 4 Rhizopus strains and 4 yeast strains with excellent performance were successfully isolat-
ed in this study, which was of guidance significance in producing high quality Qing liquor.
Key words: Luzhou-flavor liquor; microecology; functional bacteria

中国白酒风格各异， 各种白酒都具有自己独特的风
格特征。 这种独特风格的形成同参与发酵的微生物种类
和数量密切相关[1-3]。 浓香型青酒具有酒体晶莹透亮，芳
香浓郁，落口爽甜，回味绵长的特点，是贵州十大名酒 [4]。
高质量、高品质青酒的生产与环境、生产技术等有密切
关系，青酒在生产过程中逐渐形成了一个与高品质青酒
酿造环境相适应的微生物微生态环境[5-6]。浓香型青酒的
微生态环境在很大程度上决定了青酒的风格特征，对其
品质具有极大的影响。 本课题组对浓香型青酒的微生物
微生态环境进行研究，并对生产体系优势功能菌株进行
分离、筛选及鉴定，以期找到高品质青酒生产的内在机
理[7-8]。

1 材料与方法

1.1 样品材料

取样包括浓香型青酒大曲、酒醅、酒窖、窖皮泥、酿造
用水、晾堂等场所的试样，所取样品用封口胶袋密封，保
存于 4℃的冰箱中备用。
细菌培养基：牛肉膏 3 g，蛋白胨 10 g，NaCl 5 g，琼脂

15～20 g，蒸馏水 1000 mL，121℃灭菌 20 min，后调 pH
值至 7.0～7.2。
酵母菌培养基：葡萄糖 20 g，蛋白胨 20 g，酵母膏

10 g，琼脂 20 g，蒸馏水 1000 mL，121℃灭菌 20 min。 调
整 pH值至 5.0～5.8。
霉菌培养基：蛋白胨 10 g，牛肉膏 5 g，NaCl 5 g，可

溶性淀粉 2 g，琼脂 20 g，蒸馏水 1000 mL，121 ℃灭菌
20 min，自然 pH值（培养基灭菌后添加链霉素 50 mg）。
1.2 试验方法
1.2.1 菌落形态观察
霉菌菌落生长及形态观察：采用察氏培养基。菌落生
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长特征于察氏培养基上以 25～30℃培养 3～5 d 后进行
观察；个体形态特征是将霉菌的孢子混在 50～55℃的察
氏培养基上摇匀，立即吸出滴在载玻片上，加上无菌盖玻
片，观察菌落颜色，生长的好坏，表面性状、起伏、有无滴
露及菌核，背面颜色，有无褶皱等。
酵母菌落生长及形态观察：采用麦芽汁培养基。
细菌的菌落生长及形态观察： 采用牛肉膏蛋白胨培

养基。细菌的纯化是通过划线培养，得到的单个菌落用显
微镜检查，再挑单个菌落进行划线培养，直到菌株完全纯
化。 细菌特征分别以革兰氏染色反应、个体形态、芽孢观
察、平板培养菌落特征等进行观察。
1.2.2 培养条件及计数方法
细菌：35～37℃培养 2～3 d， 对兼性厌氧细菌的培

养，采取燃烧耗氧法。将培养皿置于内设明火并封口的干
燥器内，待火焰燃尽熄灭，于 36℃倒置培养 36～48 h。
酵母菌：27～28℃培养 2～3 d。
霉菌：30℃培养 5～7 d。
采用稀释涂平板计数法，观察计数。

1.2.3 指标测定
液化型淀粉酶测定： 将霉菌于麸皮∶小麦∶水为 1∶0.8∶

1.4，自然 pH值的培养基上，28℃恒温培养 5 d 后进行液
化型淀粉酶活力的测定。
糖化型淀粉酶测定：操作同上，测定其发酵糖化型淀

粉酶。
酵母发酵力测定：酵母发酵力测定是在 50 mL 高粱

粉糖化液培养基中接入 1 环供试酵母，28℃培养 3 d，以
生成 CO2的多少来衡量发酵力的强弱。

2 结果与讨论

2.1 浓香青酒大曲中微生物
2.1.1 微生物分布
实验将具有代表性浓香型青酒的伏曲、四季曲、新成

曲等 10多个样品， 采用平板分离法进行微生物分离，观
察各微生物的分布情况，并对其进行显微形态观察，所得

结果见表 1。

由表 1可知，曲中霉菌最多，分别有黄曲霉、红曲霉、
黑曲霉、根霉、毛霉等；其次是酵母，有球形、卵形、椭圆形
等几种形态菌；再次是细菌，主要是球菌和杆菌。
浓香型青酒大曲中分离到的细菌均比霉菌及酵母

少，细菌以芽孢杆菌为主，包括乳酸菌、醋酸菌、芽孢杆
菌、微球菌等。 乳酸菌是兼性细菌，能利用各种糖分解乳
酸。乳酸再与乙醇酯化生成乳酸乙酯。乳酸乙酯在青酒中
含量为 200～300 mg/100 mL， 青酒曲中乳酸菌数为 3×
105个 /g曲。 醋酸菌是一种好氧细菌，能利用糖类生成醋
酸，醋酸及酯类是大曲酒的重要香味物质之一。青酒曲中
醋酸菌比乳酸菌少，约为 7×103个 /g曲。 此外，还有少量
微球菌和较多的芽孢杆菌， 其总数为 4.2×103～12.5×103

个 /g曲。 这些枯草芽孢杆菌的淀粉酶活力不太高，有几
株的蛋白酶活力较高。 对几株芽孢杆菌和微球菌的代谢
产物进行了测定，发现有乙酸、丙酸、异丁酸、戊酸等。
2.1.2 功能微生物筛选
对分离得到的曲霉、 根霉及酵母菌株进一步进行研

究，筛选具有优良性状的优势功能菌株，并对其形态特征
和发酵生理活性进行研究， 共筛选出具有优良性能的 5
株曲霉菌株、4 株根霉菌株和 4 株酵母菌株，其形态特征
和发酵生理活性见表 2、表 3和表 4。
2.2 浓香型青酒酒醅中的微生物
对浓香型青酒酒醅中的微生物进行培养和测定，发

酵窖池中层和下层糟醅中好氧细菌数量变化及趋势见表

5。发酵前一周及至第 9天，有较明显的上升趋势，峰值出
现在第 9天，含量达峰值时数量级为 105个 /g糟醅，从入
窖时的 104个 /g糟醅数量级攀升一个数量级， 引起上述
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变化原因是糟醅入窖不久，质地蓬松，氧气含量充裕，水
分、无机盐和生长因子均丰富，车间环境中和大曲带入大
量好氧细菌及其芽孢，好氧细菌因而迅速攀升。

顶峰后，数量变化上下波动，浮动不大，一直维持在
105数量级， 表明好氧细菌各菌群的生长基本进入稳定
期； 窖池中层变化趋势与下层基本一致， 但滞后 3 d 左
右，中层数量峰值大于下层，这一阶段窖池下层环境改变
更剧烈，大量微生物代谢产物随着黄浆水逐步沉降，氧气
含量逐步降低，窖池下层环境相对于好氧细菌更加恶劣，
导致数量变化稍提前于中层。后半程数量变化平缓，降至
105数量级。
发酵窖池中层和下层糟醅中兼性厌氧细菌数量变化

及趋势见表 6。
兼性厌氧细菌数量变化趋势与好氧细菌基本一致，

数量最高时数量级达 105个 /g糟醅， 整个前半程兼性厌
氧细菌数量，不论中层还是下层数量，均少于好氧细菌，
但后半程各位置菌数交替领先， 好氧细菌数量与兼性厌
氧细菌数量基本持平。 兼性厌氧细菌窖池中央样变化依

然类似好氧细菌，中央中层数量少于中央下层，中央部分
的兼性厌氧细菌数量均少于同期边部。
发酵窖池中层和下层糟醅中酵母菌数量变化及趋势

见表 7。

入窖酵母菌数量级也为 104个 /g糟醅， 稍少于入窖
好氧细菌和兼性厌氧细菌。 但发酵前 9 d 即达 106数量

级，远高于同期好氧细菌和兼性厌氧细菌数量，说明在发
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酵初期，糟醅环境更利于酵母菌繁殖，率先占据主动成为
绝对优势菌群。在生产过程中，会在入窖糟中加入糠壳等
一定辅料，使得带入适量氧气，母糟入窖后这些氧气被酵
母菌利用。 随着糖化酶的作用， 糟醅中的淀粉被逐步糖
化，为酵母提供丰富碳源，供入窖初期酵母菌大量生长、
繁殖，以达到足够数量，满足后续酒精发酵所需。 窖池中
央糟醅，各位置酵母菌数量较同期边部少。
发酵窖池中层和下层糟醅中霉菌数量变化及趋势见

表 8。

霉菌在入窖封窖后 3 d 内有一个急剧下降过程，封
窖时数量最多：4000个 /g糟醅。 发酵 3 d后，数量变化平
缓，稍有波动，逐渐减少，但直至发酵中后期仍有霉菌检
出。 入窖后，霉菌主要作用是把淀粉变成糖，即利用霉菌
中的淀粉酶进行糖发酵， 其次是利用霉菌所产蛋白酶等
酶类，把原料中有关物质进行转化，形成脂类、氨基酸类，
醇类、羰基化合物等呈味物质，使酒的口感更丰满。
2.3 浓香型青酒窖泥中的微生物
选取青酒厂老窖、 中龄窖、 新窖的窖泥进行细菌分

离、分类计数，结果见表 9。

从表 9可知， 老窖和新窖的窖泥微生物数量和类群
有显著差异。 从数量上看，老窖窖泥细菌总数为 103×104

个 /g土，是新窖的 3.12倍及中龄窖的 2.64倍。 嫌气细菌
也是老窖明显多于新窖和中龄窖， 老窖泥嫌气细菌数为
85.6×104 个 /g 土，是新窖的 4.12 倍、中龄窖的 3.25 倍；

嫌气芽孢菌数，也是老窖多于新窖，是新窖的 2.6 倍、中
龄窖的 2.2倍；而好气细菌数量则差异不太明显。 从类群
来看，嫌气菌数量多于好气菌；在芽孢细菌中，嫌气芽孢
菌数也明显多于好气芽孢菌数。 在这 3类窖中都有相同
趋势，而且随着窖龄越老，这个趋势越明显。
上述结果表明，浓香型曲酒的老窖是嫌气细菌，特别

是嫌气芽孢杆菌的主要栖息地， 这是浓香型酒老窖泥栖
息的独特微生物。 浓香型白酒的酿制离不开老窖泥的奥
妙就在于老窖泥中存在着大量的嫌气梭状芽孢杆菌和其

他厌氧功能菌。
此外， 本实验还对封窖用窖泥皮的微生物进行了培

养和检测。窖皮泥一般用黄泥加黄水踩柔后使用，随着反
复使用次数的增多，黄泥逐渐由黄转为乌黑，而且有一种
特殊的臭味。窖皮泥直接与面糟接触，对窖内发酵有直接
影响。窖皮泥中存在着丰富的微生物，并构成特定的微生
物区系。 窖皮泥中细菌数量最多， 其次是青霉和产酒酵
母，还有少量的曲霉，产酯酵母和犁头霉，未检出根霉、毛
霉。随着季节的变化，窖泥中的这些微生物类群数量也有
不同，如 10 月产酒酵母数量最多，9 月次之，此情况与空
气中存在的情况相吻合；产酯酵母间或出现，4 月未检出
酵母菌；曲霉在 7 月最多；青霉除 6 月未检出外，其余各
月都较多，与空气中情况一致；细菌数量以 10 月最多，6
月、7 月、8 月、9 月也较多。 由于窖皮泥封窖表面接触空
气多，最易污染上青霉，而内层与酒糟接触，所以其中存
在大量细菌、酵母、曲霉菌。
2.4 浓香型青酒窖外环境空气中微生物组成与数量
以青酒厂老车间为典型代表采样，采集操作场地（晾

堂）的空气中的微生物进行培养、计数，结果见表 10。

从表 10 结果看出，空气中细菌数量最多，其次是霉
菌，酵母数量不多。 霉菌类以曲霉、青霉较多，根霉最少。
而且随着季节不同，这些微生物的数量和组成随之变化。
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产酒酵母在热季数量较少， 在气温低的 4月、9 月、10 月
较多，而生香酵母适应较高气温，5 月、6 月、7 月较多，其
他月份少；曲霉适应性较强，各月数量都较多，9 月、10 月
最多； 毛霉出现得少，7月在 2种不同的 pH值的培养基
上均未检出；根霉极少，仅 4 月在中性培养基中检出过；
青霉普遍存在，以 7月、10月数量最多。
晾堂是粮糟降温拌曲粉的场所， 场地上残留物中存

在相当多的微生物， 它们随粮糟而带入窖内参与发酵过
程，是窖内发酵微生物的又一来源。测定这些残留物中的
微生物数量和组成，有一定意义。本课题组对晾堂地面残
留物中的微生物进行测定。 晾堂地面残留物中存在最大
量的产酒酵母，远远超过空气、窖皮泥和水中的酵母数，
未发现生香酵母。此外，细菌、青霉数量也很多。细菌数量
虽大，但不及酵母，这表明晾堂地面残留物的微生物组成
仍是以酵母为主。
2.5 青酒酿造用水体中的微生物
水的质量对酿酒致关重要。 水中除含有某些化学物

质外，还存在一定种类和数量的微生物。就水中微生物而
言，细菌占绝对优势，而且气温高的 7 月，其数量比 4 月
几乎多一倍。 糖化发酵菌类不多，4 月检出有犁头霉、曲
霉、青霉和产酒酵母，7月未检出，其结果见表 11。

窖外环境的微生物分析结果表明， 窖外环境空气、
水、窖皮泥均是细菌数量最多，占主要地位，在晾堂残留
物中数量也不少。 环境中，酵母数量不少，尤其在晾堂残
留物中更为突出。 此外，空气、水、窖皮泥、残留物中均出
现较多的曲霉，这些菌类多数是酿酒不可缺少的有益菌，
这说明环境微生物与酿酒间存在密切关系。

3 结论

浓香型青酒曲中以霉菌最多， 分别有黄曲霉、 红曲
霉、黑曲霉、根霉、毛霉等；其次是酵母，有球形、卵形、椭

圆形等几种；再是细菌，主要是球菌和杆菌。
浓香型青酒老窖和新窖的窖泥微生物数量和类群有

显著差异。 嫌气菌数量多于好气菌；在芽孢细菌中，嫌气
芽孢菌数也明显多于好气芽孢菌数。 浓香型曲酒的老窖
是嫌气细菌，特别是嫌气芽孢杆菌的主要栖息地，这是浓
香型酒老窖泥的独特微生物。
浓香型青酒好氧细菌与兼性厌氧细菌数量变化趋势

基本一致，入窖菌数量级为 104个 /g 糟醅，最高时达 105

个 /g 糟醅， 好氧细菌数量与兼性厌氧细菌数量基本持
平。入窖酵母菌数量级也为 104个 /g糟醅，稍少于入窖好
氧细菌和兼性厌氧细菌。 最高时达 106数量级，远高于同
期好氧细菌和兼性厌氧细菌数量。霉菌在入窖封窖后 3 d
内有急剧下降过程，封窖时数量最多为 4000 个 /g糟醅。
发酵 3 d 之后，数量变化平缓，稍有波动，逐渐减少，但直
至发酵中后期仍有霉菌检出。
浓香型青酒窖外环境空气、水、窖皮泥中均以细菌数

量最多，占主要地位，酵母数量不少，尤其在晾堂残留物
中更为突出。 此外，空气、水、窖皮泥、残留物中均出现一
定的曲霉。
通过对青酒各酿造微生态环境的研究， 了解了环境

中各微生物分布情况， 以及浓香型青酒生产的微生态环
境， 同时分离筛选出一些功能微生物， 并用于青酒的生
产，对提高青酒的优质品率具有明显作用。
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贵阳酒博会将邀请五千多家采购商参展
本刊讯：7月 19日获悉，将于 2012年 9月 9～13日举办的第二届中国（贵州）国际酒类博览会，目前已邀请到境内外近千家酒类客

商参展，5400家采购商参会，已落实进出口贸易签约项目 5.1亿美元。截至目前，已邀请到境外（含港澳）350家酒类客商参展，国内方
面，已有 630余家国内酒类企业确定参展。采购商方面，已邀请到国外和省外采购商 2200家，省内酒类企业采购商 3200多家。(江砂 )
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