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浓香型白酒糟醅微生物分离培养基的选择研究 <
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摘 要! 选择了多种分别针对细菌"霉菌"酵母菌等微生物的培养基!对中国浓香型白酒发酵过程中糟醅微生物区系
的消长情况进行了探讨# 实验结果表明!牛肉膏蛋白胨培养基"BCD 培养基"抗菌素淀粉培养基分别对糟醅中细菌"酵
母菌和霉菌具有较好的分离培养效果$
关键词! 微生物% 分离培养基% 选择% 浓香型白酒% 窖池
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中国浓香型白酒的生产是以泥窖窖池发酵为基础% 发酵过程
中%庞大微生物区系的演替以及在糟醅固*液*气三相界面进行的
复杂生化代谢过程% 决定了发酵糟醅的物质代谢和能量代谢的走
向%也决定了白酒各种风味物质的形成&发酵过程中产生的代谢产
物黄水%则充当了窖泥和糟醅物质交换的载体%由于发酵起落*开
窖蒸酒及封窖发酵等因素% 形成的窖内压力变化使酒糟中的养分
和曲药微生物*环境微生物及其代谢产物不断通过黄水进入窖泥%
而窖泥中的特种微生物种群及其代谢产物又不断地进入糟醅中%
既实现窖泥自身的新陈代谢% 也完成窖泥与糟醅的物质能量交换
]9^& 窖泥微生物经过长期的驯化和变异发展%微生物种类不断丰富
并逐渐趋于稳定&而同一生产环境%由于自然的驯化和生产工艺的
稳定%环境微生物*曲药微生物的种类和数量也基本上变化不大&
这样%在每一轮发酵中%由来自生产现场*曲药以及窖泥的微生物
所构成的糟醅微生物区系% 在相对一致的气候条件及生产原材料
状态下% 窖池发酵过程中糟醅微生物的消长规律及其生化代谢所
左右的物质变化%也基本趋于一致%从而体现出特定浓香型白酒的
产品风格和质量性状&
为了比较准确地把握发酵过程中糟醅微生物区系的演变规

律% 弄清发酵过程中物质变化的趋势与产品质量及成分的相关关
系%以利于更有效地指导酿酒生产%在有关研究报告 ]5_7^的工作基

础上% 我们进一步对发酵过程中糟醅微生物区系开展了动态跟踪
研究& 在对发酵糟醅微生物的分离培养中% 采用了平板稀释分离
法&由于发酵过程中同时或先后有酵母菌*霉菌和细菌等各类微生
物的存在% 我们选择了多种培养基分别对糟醅进行了分离培养和
统计%有关各种培养基的选择实验结果报道如下&

9 实验部分

9;9 实验材料
9;9;9 分离用酒糟样
四川丰谷酒厂出窖样%四川全兴酒厂出窖样&

9;9;5 抗菌素
利福平及四环素盐酸盐原料药标准品%由四川制药厂提供&

9;9;= 细菌培养基
牛肉膏蛋白胨培养基!参照文献]?^(
改进牛肉膏蛋白胨培养基!原牛肉膏蛋白胨培养基每 9666 (3

分别添加中层出窖糟浸提液 ? (3%56 (3%86 (3%566 (3(
增强梭菌培养基!参照文献]8^(
改进梭菌培养基! 原增强梭菌培养基每 9666 (3 分别添加中

层出窖糟浸提液 ? (3%56 (3%86 (3%566 (3&
9;9;7 霉菌培养基
基础淀粉培养基!参照文献]>^(
淀粉培养基!参照文献]?^(
查氏培养基!参照文献]?^(
CDF 培养基!参照文献]?^(
抗菌素淀粉培养基! 原淀粉培养基每 9666 (3 分别添加不同

浓度的利福平或四环素盐酸盐 5 (,%96 (,%?6 (,%5?6 (,%A=6
(,&
9;9;? 酵母培养基

BCD 培养基!参照文献]>^(
米曲汁培养基!参照文献]A^%加 5 ‘琼脂(
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麦氏琼脂培养基!参照文献<=>"
9;9;8 糟醅浸提液
出窖糟醅样品 96 ,#加煮沸过的蒸馏水 966 (3$摇床上振荡浸

提 9= ("+ 后过滤所得滤液%
9;5 实验方法
9;5;9 菌落分离
稀释平板菌落计数法$参照文献<=>"

9;5;5 微生物培养及观察
好氧细菌!?=@?A B$培养 5@? C$观察计数&
兼性厌氧细菌! 涂布好的双蝶保持真空度 6;6D EF)$?=@?A

B$培养 5@? C$观察计数&
芽孢杆菌!D6 B$96 ("+ 加热处理菌悬液后$涂布平板$?=@?A

B$培养 5@? C$观察计数&
酵母菌!5=@5D B$培养 5@? C$观察计数&
霉菌!?6 B$培养 =@A C$观察计数%

9;5;? 分离效果的评价
主要从菌落数量’形态类别’单离效果等指标进行判断"

5 结果及讨论

5;9 细菌用培养基的微生物分离培养
细菌在增强梭菌培养基’改进梭菌培养基’牛肉膏蛋白胨培养

基’改进牛肉膏蛋白胨培养基的分离培养情况见表 9" 所有的平板
采用同一菌悬液稀释度(96’5)及涂布量(6;5 (3)进行培养和计数$
实验中采用的是丰谷酒厂的出窖糟醅%从统计结果中可以看出$添
加浸提液对几类细菌来看$并未见在菌落数量’菌落类别上有什么
优势$虽然个别菌落生长较好$但一些菌落的较快生长$反而使单
离效果变差%另外$对厌氧菌培养效果较好的增强梭菌培养基与牛
肉膏蛋白胨培养基比较$即使在兼性厌氧细菌的统计上$也未表现
出更好的培养及分离效果& 虽然个别菌落在增强梭菌培养基上表
现出不同的菌落形态$ 但转种到牛肉膏蛋白胨培养基上也能得到
同等程度的生长$只是菌落形态上有些差异% 比较而言$牛肉膏蛋
白胨培养基与其他几种培养基相比$对好氧细菌’兼性厌氧细菌’
芽孢杆菌都能达到较理想的培养及分离效果$ 从而证实采用牛肉
膏蛋白胨培养基作为浓香型白酒糟醅一般性的细菌分离及培养用

培养基是可行的 <5@7>%
5;5 酵母菌用培养基的微生物分离培养
酵母在 GFH 培养基’米曲汁培养基’麦氏培养基的分离培养

情况见表 5% 所有的平板采用同一菌悬液稀释度(96’9)及涂布量
(6;5 (3)进行培养和计数$实验中采用的是丰谷酒厂的出窖糟醅%
由实验结果可以看出$? 种培养基在酵母形态及类别上几乎一致$
但从酵母的生长菌落数及单离效果而言$ 明显以 GFH 培养基为

好$可见采用 GFH 培养基可以对浓香型白酒糟醅中的酵母菌达到
最好的分离培养效果%

5;? 霉菌用培养基的微生物分离培养
霉菌在查氏培养基’FHI 培养基’淀粉培养基’基础淀粉培养

基的分离培养情况见表 ?% 所有的平板采用同一菌悬液稀释度
(96’9)及涂布量(6;5 (3)进行培养和计数$实验中采用的是丰谷酒
厂的出窖糟醅%由实验结果可以看出$淀粉培养基和基础淀粉培养
基对霉菌的培养及分离效果较好$ 但部分霉菌在基础淀粉培养基
上可能由于营养不充足长势较差$造成形态生长不太分明$给分类
统计增加了一定困难%从霉菌的生长菌落数’菌落类别数以及单离
效果综合而言$以淀粉培养基相对最好$且受细菌生长的干扰相对
最小$ 说明使用淀粉培养基作为从浓香型白酒糟醅中分离培养霉
菌的培养基是可行的$这在结论上与罗志腾等人 <5@7>使用 FHI 培养
基’查氏培养基等的情况有一定差异%

5;7 抗菌素淀粉培养基的微生物分离培养
考虑到酒糟在平板上的霉菌分离培养受细菌生长繁殖的干扰

较大$ 实验中选用了对细菌具有较好抑制作用的广谱抗菌素利福
平和四环素盐酸盐添加到淀粉培养基中$ 对霉菌的分离培养效果
进行了进一步的观察(见表 7)% 所有的平板采用同一菌悬液稀释
度(96’9)及涂布量(6;5 (3)进行培养和计数$实验中采用的是全兴
酒厂的出窖糟醅% 由实验结果可以看出$ 当抗菌素的加量在 =6
(, J 9666 (3 培养基以上时$利福平和四环素盐酸盐都能很好地抑
制细菌的生长$且平板培养外观清爽$霉菌的生长状况观察容易$
抗菌素的添加对霉菌的菌落数’类别数’单离效果等未见有影响%
由于四环素盐酸盐的抑制细菌效果似乎更明显一些$ 从节约和稳
妥的角度出发$ 可以把浓香型白酒糟醅中霉菌的分离培养基定为
添加四环素盐酸盐的抗菌素淀粉培养基$添加量为 =6 (, J 9666 (3
培养基%
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态发酵或固!液结合生产浓香型酒上"
酯化酶技术包括产酶菌种培养#产酶条件#酯化过程控制" 酯

化酶技术理论上是己酸乙酯的产生基本为酶在有机溶剂里反应#
将酸与醇酶促合成酸酯#该酶具有多项合成功能"若以己酸为基质
与乙醇酶促合成己酸乙酯# 若以乳酸! 乙醇为基质则合成乳酸乙
酯" 酸!醇酯化的酯香液<酯化液=生产有赖酯化酶作用"
甘肃泷西渭水酒业集团 566> 年末引进该项技术#现已经生产

出己酸乙酯生物合成酯香液# 合成酯香液的己酸乙酯含量以 366
(3 酯香液中酯含量计$ 酯化 96 ? 生酯量为 96@6 (,#>6 ? 为 5>A6
(,#86 ? 为 79@6 (,#B6 ? 达到 A5>6 (, 水平" 据该厂反映#目前生
产的酯香液已用于成品酒<中#低档酒=的勾调#认为明显好于外购
香料" 主要优点是酒体自然感强#绵甜#主体香突出" 酯香液除用
于调香外#计划在白酒生产上还将用于传统工艺白酒增香#丢糟酒
串香#固液结合配制酒加香等多种用途"

> 后记

红曲是中国古代的一项发明" 红曲早用于制酒!酿造食品!医
药等" 今天对红曲霉的应用在国际上极为重视" 近年召开过多次
国际性会议#由红曲霉生产的含 C%+).%3"+ 的降脂药物就是一例#
涉及食品安全#生态环境"在欧洲已经将天然红曲色素作为发酵香
肠的发色剂#取代其他化学色素#且有防腐作用" 作者等红曲酯化
酶的研究成果 9BB@ 年在法国图卢兹召开的 %红曲霉培养和应用&
的国际性专题讨论会上被认为对红曲霉研究填补了一项空白" 酯
化酶生物合成香酯技术# 在中国白酒走向生态化生产的今天用于
白酒生产将是必然趋势"

参考文献!

’9( 李佑红#吴衍庸;四川浓香型与酱香型酒曲细菌区系构成的比较研
究’D(;微生物学通报#9BB5#9B)7*$599’59>;

’5( 吴衍庸#王西俜;泸州大曲酒与微生物’D(;发酵学报#9B@9#创刊号#
7>’78;

’>( 李佐红#吴衍庸;地衣芽孢杆菌 DE’F !’淀粉酶的研究’D(;微生物学
报#9B@B#5B)7*$>97’>98;

!上接第 5B 页"

> 结论

对特定环境微生物区系变化的研究# 微生物的分离培养是基
础#培养基的选择是关键"能较好地满足多种类型微生物的生长和
繁殖的需要# 才能最大限度和比较客观地反映糟醅中微生物的种
类!数量及相对比例#探讨其变化规律" 因而在窖池糟醅微生物区
系的分离培养中# 不宜采用对部分微生物种类明显有利的富集培
养方式"根据实验结果#我们认为对浓香型白酒糟醅中细菌!酵母!
霉菌的分离培养#分别以牛肉膏蛋白胨培养基!GHI 培养基!抗菌
素淀粉培养基为宜#各培养基的配方及配制情况如下$
牛肉膏蛋白胨培养基)9666 (3*$牛肉膏 > ,#蛋白胨 96 ,#:)J3

F ,#琼脂 56 ,#蒸馏水 9666 (3#KL A;6MA;5#959 N灭菌 56 ("++
GHI 培养基)9666 (3*$葡萄糖 56 ,#蛋白胨 56 ,#酵母膏 96

,#琼脂 56 ,#蒸馏水 9666 (3#KL 自然#99> N灭菌 >6 ("++
抗菌素淀粉培养基)9666 (3*$蛋白胨 96 ,#牛肉膏 F ,#:)J3 F

,#可溶性淀粉 5 ,#琼脂 56 ,#蒸馏水 9666 (3#KL 自然#959 N灭菌
56 ("+)培养基灭菌后添加四环素盐酸盐 F6 (,*"
对浓香型白酒糟醅中的一些较难分离培养以及难以分离培养

的微生物类别# 我们拟采用分子生物学的方法进行专门的研究讨
论" 另外#出窖糟醅样中关于微生物菌落类别的统计#仅仅是根据
形态外观及色泽等的观察结果# 拟在进一步研究中进行准确的菌
种鉴定" 同时#我们的统计结果在微生物数量!类别上与其他研究
报告 O5M7P的不同之处#可能与窖池生产环境!浓香型白酒产品风格!
培养基及取样操作等多种因素有关#关于这方面的差异#将在今后
的工作中作进一步的探讨"
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茅台拒绝恶性竞争
本刊讯$5667 年 B 月 5> 日上午#中国贵州茅台集团党委书记$总经理兼茅台酒股份有限公司董事长袁仁国在接受媒体采访时表示#

%作为在海内外享有盛誉的中国国酒#我们必须对白酒市场的健康$良性发展负责#坚决不搞恶性竞争& 事实证明#过去几年#正是坚持了
这条诚信经营原则#茅台集团实现了连续的跨越式发展#路子越走越宽’&
袁仁国指出(白酒市场打造诚信#当务之急首先需要正本清源$去伪存真#以现代科学为武器#理直气壮地宣扬$阐释传统白酒文化中

优秀的东西&
近年来#茅台酒相继获得国家绿色食品$有机食品认证#并被列为国家原产地域保护产品#三者集于一身#在所有的中国酒类食品中

绝无仅有& 伴随着茅台集团的连续跨越式发展#茅台酒有益人体健康的理念也日益深入人心&
袁仁国同时又指出#宣传自己#绝不意味着贬低别人#这是白酒市场打造诚信的另一个重要方面&茅台集团希望中国的名优白酒能够

走出褊狭竞争局限#携起手来#在全球经济一体化和新的消费文化背景下#共同为创造中国白酒美好的明天努力& <小小=

!"


