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浓香型白酒窖泥厌氧细菌的分离鉴定
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55摘5要!浓香型白酒的生产依赖于窖池$窖池的好坏取决于窖泥微生物$其中厌氧微生物尤为重要&

为了认识窖泥厌氧微生物$从浓香型白酒窖泥中分离纯化得到 D 株厌氧细菌$对其进行菌落观察%镜检

和生理生化检测$参照*伯杰细菌鉴定手册+进行初步鉴定并确定其属名& D 株厌氧细菌分别为(F8L(AB8!

L655?#!乳杆菌属"%$#?O8K?P3558 !束村氏菌属"%=QAPA58L(AB8L655?#!芽孢乳杆菌属"&

关键词!浓香型白酒#窖泥#厌氧细菌

中图分类号!oJD 文献标志码!S

??好酒产于好窖#好窖依赖于好泥 %#&

' 在生产浓香

型白酒的窖池中#窖泥的好坏取决于其中微生物种

群#优质的窖泥中含有丰富的有利于酿酒的微生物

群#这一微生物生态群包括甲烷菌*厌氧异养菌*乳

酸菌*己酸菌等多种微生物 %!&

' 在酒醅入窖发酵过

程中#窖泥中的厌氧细菌对酒醅的糖化#乙醇产生等

起到了一定作用#其代谢产生的窖香香气是构成浓

香型白酒窖香浓郁的重要组成部分 %D&

' 许多高产己

酸乙酯的细菌隶属于厌氧菌#如巨大芽孢杆菌!N8!

L655?#K378(3P6?K$ *梭状芽孢杆菌!N8L655?#I?#6IAPK6#$

及地衣芽孢杆菌!N8L655?#56L>346IAPK6#$等 %%&

' 所以#

窖泥中的厌氧细菌不仅对酒醅发酵起着重要作用#

而且对浓香型白酒香味产生有重大作用'

本试验利用传统的稀释平板分离方法#结合厌氧

培养的方式#从浓香型白酒的窖泥分离得到 D 株厌氧

细菌' 经形态学*生理生化特征#参照.伯杰细菌鉴

定手册/进行初步鉴定确定其属名' 实现了对浓香

型白酒窖泥中分离的厌氧细菌的初步鉴定#丰富了

浓香型白酒窖泥微生物菌种库#同时也为对浓香型

白酒酒醅发酵过程中香味物质的产生的研究提供了

理论依据'

# 材料与方法

!6! 试验材料

窖泥样品+采自泸州鑫霸实业股份有限公司浓香型

白酒发酵窖池 ! 组 ! 号窖池!窖龄 D$ 年$#于窖底中心

取样#迅速放入厌氧气袋中置于冰盒运回#% ^保藏#尽

快分析'

!6) 主要试剂

结晶紫*番红*过氧化氢*孔雀绿*可溶性淀粉*

;+ih!分析纯$*_;i

D

!分析纯$*_

!

hEi

%

!分析纯$#刃

天青等购自成都科龙试剂公司'

培养基+Q.S培养基购自青岛海博生物试剂公司"

FE培养基+C :蛋白胨##>C :酵母膏#$>$# :@4.i

%-

"h

!

i#!$ :琼脂#溶解于 # 水̀中#Ehm">!"牛肉膏蛋白

胨培养基"改良的I.9S培养基#将土壤冷水浸出液改为

窖池底发酵水稀释液"胰胨酵母琼脂培养基!9R$'

!6$ 主要仪器与设备

生物显微成像系统!CC/kn5X.[X2##日本 ;cB

_i;公司$#影像分析菌落计数仪! .IS;#!$$ 法国$#

恒温培养箱![&X!C$#上海和羽良公司$#厌氧工作站

!nRX!C$#英国nf.公司$#@SQi高压灭菌锅!华通机



电集团有限公司$'

!6' 细菌的分离纯化

#>%># 培养基的选择

取少量样品直接放入少量生理盐水中#涂片染色直

接镜检#指导培养基的选择' 选择的结果用胰胨酵母琼

脂培养基!9R$进行纯化和保藏#筛选时可用 Q.S培养

基*FE培养基*牛肉膏蛋白胨培养基和胰胨酵母琼脂培

养基!9R$'

#>%>! 菌体富集

按改良的I.9S培养基配方#配制 %C$ K̀ 液体培养

基#分装入 D 个三角瓶中##!# ^灭菌 #C K/*#待用"在厌

氧工作站中#无菌条件取 #$ :窖泥#加入 J$ K̀ 无菌水#

充分摇匀#振荡 C ]#$ K/*#使泥样充分打散#自然沉淀

后取上清液"将准备好的液体培养基煮沸 #$ K/*#放入

厌氧工作站#冷却后#立即接种 #$ K̀ 窖泥上清液#摇

匀' D" ^厌氧培养 D ]% <'

#>%>D 菌种分离

在厌氧工作站中#取富集液 # K̀ #涂布于平板上#Q.S

培养基*FE培养基*牛肉膏蛋白胨培养基和胰胨酵母琼脂

培养基!9R$四种培养基接三个平板#D" ^培养 D ]% <#

挑单菌落#平板划线 D" ^培养 ! ]D <' 对每个平板的菌

进行菌落形态观察和镜检#对各种菌归类#接种于胰胨酵

母琼脂培养基!9R$#平板划线 D" ^培养 ! ]D <'

厌氧培养中选出的菌种进行好氧和微好氧筛选+

将选出的菌种接种到牛肉膏蛋白胨培养基和胰胨酵

母琼脂培养基!9R$平板上#分别放到普通培养箱和

带有 C\氧气的氮气袋中培养#D" ^培养 D ]" <#观

察是否生长'

#>%>% 菌种的纯化

将 #>%>D 选出的菌种#挑取单菌落#转接于胰胨酵

母琼脂培养基!9R$平板#D" ^培养 D ]% <#依照此法转

接 ! ]D 次#进行纯化#根据菌落特征及革兰氏染色镜检

确认后#挑取单菌落移入斜面#培养后备用'

!6& 生理生化鉴定

芽孢染色+采用改良的 .01+4--4),@(,6'*氏染色法%C&

'

??对分离菌种进行革兰氏染色*荚膜染色*接触酶*甲

基红*淀粉水解*反硝化*产氨*抗酸和吲哚等实验%G&

'

! 结果与分析

)6! 窖泥中细菌的分离纯化

通过对泸州鑫霸酒厂窖泥菌悬液富集#厌氧培养#

从窖泥样品中得到 ## 株形态不同的菌株#经过好氧和

微好氧筛选#发现有 % 株菌能进行好氧生长#% 株能在

C\的微量氧气生长#从而排除这 Z 株菌株#从窖泥样品

中得到 D 株厌氧细菌'

分离纯化得到的 D 株厌氧细菌#分别编号为 F&X

$#*F&X$!*F&X$D#对其个体形态*菌落形态观察!图

#$和革兰氏染色镜检!图 !$' F&X$# 在培养基上呈白

色*湿润#易于挑取#无黏性#单体呈杆状#革兰氏染色呈

阳性' F&X$! 菌落呈浅黄色*湿润#易于挑取#无黏性#

单体为球状#多个单菌粘连#革兰氏染色呈阳性' F&X

$D 在培养基上呈白色略透明*较湿润#易于挑取#无黏

性#单体呈杆状#革兰氏染色呈阳性'

图! 菌落形态特征图

图) 细菌镜检图"!*T!**#

)6) 菌种生理生化检测及菌种签定结果

试验对 D 株分离纯化好的厌氧细菌进行生理生化

检测#并检测芽孢*荚膜等检测#结果见表 #' 根据生理

生化实验结果#结合.伯杰细菌鉴定手册/

%"&对菌种进行

了初步的种类鉴定#鉴定结果分别为+F&X$# 为 F8L(AB8!

L655?#!乳杆菌属$*F&X$! 为 $#?O8K?P3558 !束村氏菌

属$*F&X$D 为 =QAPA58L(AB8L655?#!芽孢乳杆菌属$'

表! 细菌的生理生化鉴定

芽孢 荚膜 接触酶 淀粉水解 甲基红 反硝化 产氨 革兰氏 吲哚 抗酸

F&X$# k k k k X X k X X k

F&X$! X k k k k k k k k X

F&X$D k X X k X X k k X k

??注+( k)表示(有)或阳性#( X)表示(无)或阴性'

D 结束语

利用传统的分离纯化方法#结合厌氧培养方式可以

从窖泥中分离出厌氧细菌' 经对其菌落形态*单体形态

进行观察和生理生化性质检测#参照.伯杰细菌鉴定手

册/#获得分离得到的单菌株的属名或种名' 这一过程
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虽然传统简单#但工作量大' 由于实验在分离与纯化这

两个过程中利用了很多厌氧的特殊处理方法' 运用样

品直接涂布#镜检观察#可以在镜检中看到样品中许多

菌体形态及染色效果#指导培养基的选择#本实验选出

的培养基为牛肉膏蛋白胨培养基和胰胨酵母琼脂培养

基!9R$"由于厌氧菌不易培养和生长缓慢#先用添加环

境营养液的培养基进行富集"对富集的菌悬液进行分离

筛选"在筛选过程中培养基一定要新鲜#每次筛选做好

有氧检测!指示剂为刃天青$"厌氧培养中选出的菌种进

行好氧和微好氧筛选#将选出的菌种接种到牛肉膏蛋白

胨培养基和胰胨酵母琼脂培养基!9R$平板上#分别放

到普通培养箱和带有 C\氧气的氮气袋中培养"同时对

各株菌的生理生化检测需要做大量的重复试验#确保获

得该菌株准确的性质'

本次试验应用传统的细菌鉴定方法#鉴定了获得的

D 株厌氧细菌#确定了其属名#分别为 F8L(AB8L655?#!乳杆

菌属$*$#?O8K?P3558 !束村氏菌属$和 =QAPA58L(AB8L655?#

!芽孢乳杆菌属$' 表明传统的细菌鉴定方法对厌氧细

菌进行鉴定是切实可行的' 这为大批量的菌种分离纯

化鉴定给出了一个经济*可行*实用的方法' 如果为了

更加深入的获得菌种的信息#可以进行 T/',':自动微生

物鉴定%"&和分子生物学鉴定%%&等方法'

参 考 文 献!

!"#

胡 承
=

应 鸿
=

许德富
=

等
-

窖泥微生物群落的研究及其

应用
!:#-

酿酒科技
=?SSR@DBCDE

B

DG-

!?#

陶 勇
=

徐占成
=

李东讯
=

等
-

窖泥细菌群落结构演替及

其与环境因子的相关性
!:#-

酿酒科技
=?S"" @>BCE?

B

EQ-

!D#

黄治国
=

卫春会
=

边名鸿
=

等
-

浓香型白酒窖泥中两株

细菌的分离鉴定
!:#-

酿酒科技
=?S"?@""BCDQ

B

DG-

!E#

赵 辉
=

敞 颜
=

王 葳
=

等
-

浓香型白酒窖泥中高产己酸

兼性厌氧细菌的分离鉴定
!:#-

食品科学
=?S"? @RBC

"AA

B

"G?-

!R#

宋瑛琳
=

王 芳
=

田 明
-

细菌芽孢染色方法比较的研究

!:#-

实验室科学
=?S"?@?BC"??

B

"?D-

!Q#

黄秀梨
-

微生物学实验指导
!<#-

北京
C

高等教育出版

社
=?SSQ-

!A#

布坎南
L W=

吉本斯
_ W-

伯杰细菌鉴定手册
!<#-G

版
-

北京
C

科学出版社
=">GE-

=4EB8B>;9<B<?-?4<>;C;GB>;9<9CI<B489J;G UBG>48;BQ89D7;>H3?9CV3WM93%CFBN98V;X398

2G)C984$ F0C?847>?6$ F<;:?6BA

! /̀a(')[+W/*:T/',':/0+,Q401*',':78Sbb,/0+6/'* '-_47̀ +A')+6')7'-./01(+* E)'3/*04$ ./01(+* 2*/34)5/67'-

.0/4*0489*:/*44)/*:$ U/:'*:G%D$$$$ I1/*+"

IJ2>8BG>( Q14b)'<(06/'* '-F?R>A?!I58SAP,/a(')<4b4*<5'* b/65$ +*< 614a(+,/67'-b/65<4b4*<5'* b/6K(< K/0)'A45

/* N1/01 +*+4)'A/0A+064)/+/545b40/+,,7/Kb')6+*6Pc* ')<4)6')4+,/L4614b/6K(< +*+4)'A/0A+064)/+$ 61)4456)+/*5'-+*+4)'B

A/0A+064)/++)454b+)+64< -)'Kb/6K(< '-F?R>A?!I58SAP,/a(')PS-64)'A54)3/*:0','*701+)+064)/56/05$ K/0)'50'b/0b4)-')KB

+*04+*< b175/',':/0+,BA/'014K/0+,01+)+064)/56/05$ )4-4))/*:6'T4):47j5K+*(+,'-<464)K/*+6/34T+064)/',':7$ 61461)44

:4*(5+)4b)4,/K/*+)7/<4*6/-/4< +*< <464)K/*4<PQ14)45(,6551'N61+661461)4456)+/*5'-+*+4)'A/0A+064)/++)4F8L(AB8L65!

5?#$ $#?O8K?P3558$ =QAPA58L(AB8L655?#54b+)+64,7P

K4@ L98?2( F?R>A?!I58SAP,/a(')# b/6K(<# +*+4)'A/0A+064)/+

Z# 四川理工学院学报!自然科学版"????? ???????!$#% 年 ! 月




