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摘 要： 采用常规和燃烧厌氧法分离大曲和窖池中的丙酸产生菌。结果表明，两种方法均能分离到产丙酸的细菌；
上层糟醅中丙酸乙酯的含量较中下层要高。从上层糟醅及大曲中分离得到的产丙酸细菌较为理想，产丙酸比较集
中，其中产丙酸量最高的菌株为 2号，产量为 0.063 g/L。
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Separation of Propionic Acid-producing Bacteria from
Site Fermented Grains and Daqu

WU Sheng-wen, ZENGWei, HUANG Xiao-hui, ZENG Ting-ting and XIAO Mei-lan
(Site Liquor Co. Ltd., Zhangshu, Jiangxi 331200, China)

Abstract：Propionic acid-producing bacteria was separated from Site Daqu and pits by combustion anaerobic method and conventional method.
The results indicated that propionic acid-producing bacteria could be separated by both the two methods. The content of ethyl propionate in upper
layer fermented grains was higher than that in medium and low layer feremnted grains. Accordingly, propionic acid-producing bacteria was easily
separated from upper layer fermented grains and Daqu because it mainly concentrated in upper layer. Among all the separated bacteria strains, No.
2 strain had the highest propionic acid yield (0.063 g/L).
Key words：microbe; Site liquor; propionic acid; fermented grains; Daqu

特香型酒酿造的关键就在于酿造过程中相关微生物

的种类和数量，随着人们对酿酒微生物研究的深入，酿造
过程中的主要微生物正在逐步被人们揭示[1-4]。 产丙酸菌
代谢产生的丙酸与乙醇酯化合成的丙酸乙酯对特香型酒

风格风味有着非常重要的作用[5]。 因此，加大对特香型酒
酿酒过程中丙酸菌的筛选， 提高丙酸乙酯的含量对提高
特香型酒的质量有着非常重要的影响。
本文从大曲及窖池中分别取样， 采用常规平板分离

及燃烧法耗氧形成的厌氧平板法，3 种不同的培养基来
分离相关微生物， 并进行相关产物分析， 供后续研究使
用。

1 材料与方法

1.1 材料
大曲：取储存 3 个月、曲香浓郁、断层整齐的曲块粉

碎后过筛，备用。
糟醅：采用 4 点法取样，分别取发酵时间为 2 d、5 d、

9 d、14 d和 20 d的糟醅各 1份，然后等份混合，备用。
分离培养基：MRS培养基、牛肉膏蛋白胨培养基、丙

酸菌合成培养基。
种子培养基：乳酸钠 2 %，酵母膏 0.5 %，磷酸氢二钠

0.1 %，葡萄糖 2 %，硫酸镁 0.04 %，甘油 0.1 %，琼脂为
1.5 %～2 %，pH6.8～7，于 121℃灭菌 20 min。
发酵培养基：乳酸钠 2 %，酵母膏 0.5 %，磷酸氢二钠

0.1 %，葡萄糖 1 %，硫酸镁 0.04 %，甘油 0.1 %，琼脂为
1.5 %～2 %，pH6.8～7，于 121℃灭菌 20 min。
1.2 方法
1.2.1 丙酸菌分离
1.2.1.1 分离方法[6]

采用平板稀释分离法,即将被检测样品分别称取 1 g,
在无菌条件下转移到 99 mL 带玻璃珠的无菌水中浸泡
20 min 后于 200 r/min 转速下振荡 30 min,然后无菌条件
下取上清液 1 mL，注入装有 9 mL无菌水的试管中,用上
述方法稀释直到 10-6。 再将所需浓度的样品涂布于备用
平板上。 每个稀释梯度做 6个重复,每个样品做 3个稀释
梯度。
1.2.1.2 培养方法
将上述涂布好的平板， 于以下 2种培养条件下进行
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倒置培养。
常规培养：将平板于 35℃培养 48 h。
厌氧培养法：采用蜡烛燃烧法好氧，用凡士林将表面

密封，即先将酒精灯置于干燥器底部，中间放一层隔板，
然后将平板放于隔板上，再将酒精灯点燃，加上涂有凡士
林的盖子，待酒精灯熄灭后，即形成无氧环境，最后将干
燥器放置于培养箱即可。
1.2.1.3 纯化方法
把分离的细菌经镜检后用划线法，进一步纯化。

1.2.1.4 发酵方法
先将菌种活化备用， 取 1环培养物于种子培养基中

于 30℃、150 r/min培养 20 h， 再按 3 %的接种量接种到
发酵培养基中，于 30℃、150 r/min培养 6 d。
1.2.2 样品分析
样品前处理：将培养液于 10000 r/min 的转速下离心

20 min， 再用 0.22 μm 孔径的水相微孔滤膜进行真空抽
滤，备用。
样品测定：采用气相色谱（HP5890）程序升温，CP-

WAX57CB(0.32 mm×0.25 mm×50 m)柱方法分析。

2 结果与分析

2.1 稀释浓度的确定
在大曲和发酵糟醅中的细菌数量不一， 为了得到更

好的分离效果， 在分离前有必要对 2个样品中的细菌数
量做一个定性分析。 该实验中使用的分离培养基为丙酸
菌合成培养基，结果见表 1。
由表 1 可看出，在该培养条件下，大曲中细菌的数

量大致在 105 cfu/g 左右， 而糟醅中相对较多一些，为
106 cfu/g。 因此，以下实验中大曲细菌的分离采用稀释度
为 10-4、10-5 和 10-6， 糟醅中细菌的分离稀释度为采用
10-5、10-6和 10-7。
2.2 取样的范围确定
由于窖池的上部、中部和下部在氧气、酸度等环境上

有很大差别， 丙酸菌在各部分的分布可能也有很大的差
异。现从试验窖池的不同部分取样，测定其中丙酸乙酯的
含量，以推测其中丙酸菌的分布，结果见表 2。

表 2结果显示， 上层糟醅中丙酸乙酯的含量较中下
层要高得多， 可能是生成丙酸乙酯的相关微生物在上层
糟醅中更为活跃。因此，下面实验将选择上层糟醅并同大
曲作为微生物样本来源。
2.3 丙酸菌的分离
丙酸菌发酵是一个古老的工艺， 它起始于奶酪和干

酪的制作过程，在发酵过程中，丙酸菌起到产酸和生香的
作用；丙酸菌还可以用来生产 VB12、细菌素、益生素等，
因此在饲料行业中很早就有研究，且形态多样。但在白酒
中对丙酸菌的研究很少，且多为黄色、有皱褶，产膜或不
产膜，较为单一，为了尽可能少遗漏其他产丙酸的菌株，
本次试验采用 3 种不同的培养基，2 种不同的培养方法。
培养结果见表 3。

从表 3 中的每个形态各异的菌类中选取若干株菌
种， 总共选出 71株菌种， 斜面转接并用甘油管保藏，备
用。
2.4 菌种发酵产物测定
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将上述菌种培养过夜活化， 然后取 1环培养物接种
液体种子培养基，16 h 后，按 3 %的接种量接到发酵培养
基中，7 d后测定发酵产物中的主要酸， 先将部分结果列
于表 4中。
由表 4的测定结果可知，各菌株的产酸情况不一，多

数均产乙酸和己酸，产丙酸和丁酸的也较多，但产量不一
样。 其中，产丙酸最高的为 2 号菌株，含量为 0.063 g/L；
产丁酸最高的为 49 号菌株，含量为 1.561 g/L；产己酸量
最高的为 36 号菌株，含量为 0.0844 g/L。 2 号、36 号、49
号菌株及对照的产酸色谱图见图 1。

3 讨论

3.1 产丙酸的菌株有严格厌氧的， 也有兼性厌氧的，以
丙酸乙酯为特征成分的特香型酒生产中丙酸菌究竟是严

格厌氧还是兼性厌氧，一直是个未解之谜。从实验结果可

知，采用常规及厌氧方法均能筛选出产丙酸的菌株，推测
特香型酒生产过程中产丙酸的菌应为兼性厌氧菌。
3.2 测定窖池中不同部分糟醅中丙酸乙酯的含量来推
测丙酸菌的分布，结果显示，上层糟醅中的丙酸乙酯的含
量较其他部分要高出很多， 说明上层糟醅中生成的丙酸
乙酯含量更多或其他的作用中下层糟醅中的转移到上层

中，如果前者成立，则说明生成丙酸乙酯的相关微生物在
上层糟醅中更为活跃。因此，从上层糟醅中分离丙酸菌成
功的可能性较大。
3.3 采用气相色谱法测定样品中各物质的含量是根据
各物质的不同保留时间， 有时因基线漂移或其他因素的
影响在丙酸乙酯的保留时间附近出现波峰时， 对于其定
性有较大的难度，因此为了不遗漏有价值的菌株，应将疑
是菌株同时作为后续实验材料。
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图 1 2号、36号、49号菌株的产酸色谱图
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泸州老窖高管到湖北枝江酒业参观交流

本刊讯：2009年 11月 22日，泸州老窖股份有限公司党委书记王吉蓉带领该公司高管一行 20多人莅临湖北枝江酒业股份有
限公司参观交流。泸州老窖同行们了解了湖北枝江酒业的历史文化，在湖北枝江酒业党委书张华、总经理办公室主任蔡兵、工会主
席杨家法的陪同下，参观了湖北枝江酒业现代化的灌装包装中心、勾储车间、酿造车间、制曲车间。湖北枝江酒业的曲香、糟香、酒香
给他们留下了美好的印象，湖北枝江酒业现代化的高速生产运行、高标准的质量安全控制，以及规范的、人性化的管理及设施，赢得
了泸州酒业同仁们的由衷赞誉。
座谈会上，泸州老窖的王书记说，枝江与泸州共饮一江之水，同样拥有悠久的历史文化，在历史的发展过程中也有很多惊人的

相似之处。多年来，两家企业如兄弟一般，一直保持着友好的交流。湖北枝江酒业的高速稳健成长，我们非常高兴，希望枝江与泸州
携起手来，共同担起历史赋予大企业的社会责任，同心协力，为打造人们的美好生活，推动民族传统工业的快速发展做出更多的贡

献。
据悉，早在 20世纪 70年代初，枝江就开始派技术人员赴泸州学习；80年代初，泸州老窖技师张树清、赵云清受聘来湖北枝江

酒业历时数年跟班传艺。原泸州老窖总工程师、国际酿酒大师赖高怀多次亲临枝江指导，湖北枝江酒业经营者集团蒋红星、谭崇尧
及国家级白酒评委时卫平等技术精英都曾受到赖大师的点拨教诲，枝江大曲曾受到赖大师的精心培育。（杨至爱）

3.4 白酒中丙酸乙酯的合成途径一直是一个较为模糊
的理论。由于白酒生产发酵是一个多菌种、多酶系的复杂
体系，因此对其中的机制的研究显得较为困难，从菌种入
手，同时测定发酵产物来反推其代谢途径不失为一捷径。
丙酸乙酯是否和己酸乙酯有相似的合成途径， 是由丙酸
和乙醇酯化后生成丙酸乙酯，随着后续实验的不断深入，
相信将会有一个越来越清晰的认识。
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