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高温大曲中一株高产酸细菌的筛选与生物学特性分析
蒋泽元 a，周明茂 a，李 欢 b

（茅台学院 a.酿酒工程系；b.旅游管理系，贵州 仁怀 564507）
摘 要：产酸菌是高温大曲中的一类重要细菌微生物，其主要作用是在酿酒过程中通过发酵为白酒提供香味成分和增加白酒

口感风味，目前对高温大曲中产酸菌特性的研究较少。用高温大曲通过富集培养、钙平板分离纯化获得酱香大曲细菌菌株 7
株；通过定性定量试验，发现命名为 RS-6 的菌株产酸量最高，达到 2.13 g/L；通过耐乙醇、耐乙酸、耐盐和耐高温试验进一步对

RS-6菌株进行研究，发现该菌株的最高乙醇耐受质量分数为7%，最高乙酸耐受质量分数为3%，最高盐耐受质量分数为0.8%，

最适生长温度为30 ℃。研究表明，从高温大曲中筛选到一株产酸量高、乙醇耐受性高和耐盐性高的产酸细菌。
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Screening and Biological Characteristics Analysis of a High Acid Producing 
Bacterium in High-Temperature Daqu
JIANG　Zeyuana，ZHOU　Mingmaoa，LI　Huanb

（a.Department of Brewing Engineering；b.Department of Tourism Management， Moutai Institute，
 Renhuai， Guizhou 564507， China）

Abstract:Acid producing bacteria are a kind of important bacteria and microorganisms in high-temperature Daqu. Their 
main role is to provide flavor components for liquor and increase liquor flavor through fermentation in the process of li⁃
quor brewing. However， there are few studies on the characteristics of acid producing bacteria in high-temperature Daqu. 
In this study， 7 strains were obtained by preliminary screening through enrichment culture and calcium plate from High-
temperature Daqu. Through qualitative and quantitative experiments， it was found that RS-6 strain had the highest acid 
production， reaching 2.13 g/L. The strain RS-6 was further studied by ethanol resistance， acetic acid resistance， salt re⁃
sistance and high temperature resistance experiments. It was found that the strain had the quality of 7% ethanol resis⁃
tance， 3% acetic acid resistance， 0.8% salt resistance and its optimum growth temperature was 30 ℃. The study indi⁃
cated that a strain of acid producing bacteria with high acid production， high ethanol tolerance and high salt tolerance 
was screened from high temperature Daqu.
Keywords:Daqu； acid bacteria； separation and purification； biological characteristics

0 引言

在白酒发酵过程中，大曲作为酿酒微生物菌

源，不仅提供了大量的微生物，还为发酵过程提供

了相关酶和一些风味成分的前体物质［1］。大曲中含

有的微生物种类非常复杂，主要包括 3 大类：酵母

菌、霉菌和细菌［2］。大曲中的产酸细菌主要有醋酸

菌、芽孢杆菌、乳酸杆菌等，其菌落形态一般较小、

分布较广、繁殖速度也快，在新酒曲的细菌种类中，

醋酸菌较多［3］。大曲中的醋酸菌多呈杆状，是典型

的好氧细菌，其主要作用是氧化葡萄糖生成乙酸和

少量乙醇，并抑制酵母菌的生长［4］。
目前，学者们从多方面对醋酸菌进行了研究。

李学思等［5］分析研究了浓香大曲中醋酸菌随着培养

时间的延长而变化，并从宋河大曲中分析得出大曲

中曲皮与曲心微生物的总体变化趋势一样，少部分

会因曲皮和曲心的环境不同而产生差别；候小歌

等［6］对宋河大曲中的醋酸菌进行分离鉴定并研究了
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其耐乙醇和产酸特性，一共分离得到 7株醋酸菌，并

分析得出宋河大曲中主要的醋酸菌是氧化葡萄杆

菌和醋化杆菌；孙鹏飞［7］从衡水老白干酒中筛选出

高产乙酸的巴氏醋酸杆菌，并通过单因素试验和正

交试验对产酸菌的培养条件和培养基进行了优化，

确定了产酸菌的最适产酸条件和培养基的最优成

分组成。醋酸菌作为重要的产酸细菌，本研究首次

对酱香型白酒高温大曲中产酸细菌进行分离筛选

和生物特性分析，以期为酱香型白酒生产提供理论

依据。

1 材料与方法

1.1　供试材料、主要试剂和仪器

材料：高温大曲，2021 年 9 月采自茅台镇某

酒厂。

主要试剂：（1）0.85%无菌生理盐水；（2）醋酸菌

富集培养基：葡萄糖1 g，酵母膏1 g，磷酸二氢钾0.5 g，去
离子水 97 mL，pH 5.5，121 ℃灭菌 30 ｍin，然后冷却

至 70 ℃时添加３ mL无水乙醇；（3）钙平板分离培养

基：葡萄糖 3 g，酵母浸粉 3 g，碳酸钙 3 g，琼脂 4.5 g，
去离子水 93 mL，115 ℃灭菌 30 min，然后冷却至

70 ℃，加入 9 mL无水乙醇；（4）基础培养基：葡萄糖

1 g，酵母浸粉 1 g，去离子水 97 mL，pH 5.5，115 ℃灭

菌 30 min，然后冷却至 70 ℃时，加入 3 mL无水乙醇；

（5）发酵培养基：葡萄糖 7 g，酵母浸粉 3.5 g，磷酸二

氢钾 0.42 g，硫酸镁 0.28 g，去离子水 700 mL，pH 
5.5，115 ℃灭菌30 min。

主要仪器：培养箱（SHP-250型，上海森信实验

仪器有限公司）；摇床（HZQ-C 型，常州上特仪器制

造有限公司）；离心机（TD5Z型，南北仪器公司）；水

浴锅（HH-6型，常州润华电器有限公司）。

1.2　方法

1.2.1　产酸菌富集与分离纯化

取 100 mL三角瓶一只，加入 0.85%无菌生理盐

水 90 mL，然后加入待试高温大曲 10 g，每 5 min 振

荡一次，浸泡 30 min 后，振荡均匀吸取上清液 5 mL
加入另一只 100 mL三角瓶（已装有 95 mL醋酸菌富

集培养基）中，在培养箱中 37 ℃培养 36 h。取富集

培养基溶液 1 mL 加入试管中，然后依次进行 10 倍

梯度稀释，制成 10-1、10-2、10-3、10-4、10-5、10-6和 10-7

倍数的稀释液。根据前期试验，分别取 10-5 、10-6 、
10-7倍数的稀释液 0.2 mL在钙平板分离培养基上进

行涂布，每种稀释液做 3 个平行样本，于 30 ℃恒温

倒置培养 4 d。将获得的菌株在钙平板分离培养基

上进行多代划线培养纯化。

1.2.2　产酸定性分析

将 1.2.1 分离得到的菌株接种到装有 50 mL 的

产酸定性培养基中，于摇床中 30 ℃、150 r/min 培养

3 d，将培养液转移至 50 mL 的离心管中，4 000 r/min
离心 10 min，取 5 mL 上清液至另一支离心管中，用

1 mol/L 的 NaOH 溶液中和至 pH 7，滴加 5% 的 FeCl3
溶液 5~6滴后，4 000 r/min 离心 10 min，上清液转移

至另一支试管中，于沸水中煮 5 min，形成红褐色絮

状沉淀者可判定为该菌能产酸 ［8］。
1.2.3　产酸定量分析

将 1.2.2 获得的产酸细菌用无菌水配置成细菌

浓度为 1×107个/mL的菌悬液，分别取 200 μL接种于

50 mL的基础培养基中，于摇床中 30 ℃、150 r/min培

养 3 d，将培养液 4 000 r/min 离心 10 min，取适量上

清液于干净的 100 mL三角瓶中， 用 0.1 mol/L NaOH
溶液进行滴定测定其总酸量（以乙酸计）［9］。产酸量

的计算公式如式（1）所示。

W=［（V1-V0）×CNaOH×60］/V2 （1）
式中：W 为产酸量，g/L；V1 为培养液滴定消耗的

NaOH 体积，mL；V0 为空白液滴定消耗的 NaOH 体

积，mL；CNaOH为滴定用的 NaOH 浓度，CNaOH=0.1 mol/
L；V2为样品体积， V2= 10 mL。

选取产酸量最高的菌株作为目标菌株，进行后

续分析。

1.2.4　目标菌株形态鉴定

将 1.2.3 产酸量最高的菌株（目标菌株）培养液

依次进行 10 倍梯度稀释，根据前期试验，取 10-5倍
数（较适稀释倍数）的稀释液 100 μL 涂布到固体培

养基上，在 37 ℃的恒温培养箱中培养 2 d，显微镜下

观察菌落特征，挑取产透明圈的单菌落进行革兰氏

染色，观察菌落形态特征［10］。
1.2.5　目标菌株耐乙醇性能试验

将目标菌株接种于 100 mL 液体培养基中，于摇

床上 30 ℃、120 r/min培养 2 d后，获得种子液［11］。分

别测定种子液的 pH、OD600值、产酸量作为初始值对

照。然后将种子液按 10% 接种量转接入乙醇质量

分数分别为 3%、5%、7% 的发酵培养基中，30 ℃静

置培养 5 d后测量菌液的 pH、OD600值、产酸量，试验

设 3个平行和 1个对照，取 3个平行样的平均值。以

灭菌的空白培养基做调零管，以对照组做酸碱滴定

的空白液。

1.2.6　目标菌株耐乙酸性能试验

按 1.2.5的方法将目标菌株进行种子液培养，测
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定种子液的 OD600值作为初始值对照。然后将种子

液按 10% 接种量转接入乙酸质量分数分别为 1%、

2%、3%的发酵培养基中，30 ℃静置培养 5 d后测量

菌液的OD600值，试验设 3个平行和 1个对照，取 3个

平行样的平均值［12］。
1.2.7　目标菌株耐盐性能试验

按 1.2.5的方法将目标菌株进行种子液培养，分

别测定种子液的 pH、OD600值、产酸量作为初始值作

为对照。然后将种子液按 10% 接种量转接入氯化

钠质量分数分别为 0.6%、0.8%、1% 的发酵培养基

中，30 ℃、150 r/min摇床培养 5 d后测量菌液的 pH、

OD600值、产酸量，试验设3个平行和1个对照，取3个

平行样的平均值。

1.2.8　目标菌株耐高温性能试验

按 1.2.5的方法将目标菌株进行种子液培养，测

定种子液的 pH、OD600值、产酸量作为初始值作为对

照。将种子液分别在 30、40、50、60 ℃的恒温水浴中

处理 10 min后接种于发酵培养基中，30 ℃静置培养

5 d 后测量菌液的 pH、OD600值、产酸量，试验设 3 个

平行和1个对照，取3个平行样的平均值［13］。
1.2.9　数据分析

使用 GraphPad Prism9.0 软件进行统计分析。

P < 0.05 为差异具有统计学意义。采用单配对 t 检
验（双尾）和单因素方差分析（ANOVA）。所有的数

据统计图都使用GraphPad Prism9.0软件程序生成。

2 结果与分析

2.1　分离纯化及初步筛选

经过富集培养后，部分菌落能在钙平板分离培

养基上产生透明圈（图 1a），说明该菌既能够产酸又

能降解碳酸钙，可初步判定为产酸菌。进一步纯化

得到第 2代（图 1b）、第 3代（图 1c）和第 4代（图 1d），

第 4 代获得透明圈直径较大的单菌落，从中选取 7
个单菌落（分别命名为 RS-1、RS-2、RS-3、RS-4、
RS-5、RS-6和RS-7）进行深入研究。

2.2　产酸定性分析结果

为了进一步确定上述初筛获得的 7株菌株的产

酸性，将其按 1.2.2 进行产酸定性分析，结果表明， 
RS-1、RS-2 和 RS-3 菌株没有产生明显的沉淀，说

明此 3株菌不是产酸菌； RS-4、RS-5、RS-6和RS-7
菌株都产生了明显的红褐色沉淀（图 2），可判断它

们是产酸菌，故选择RS-4、RS-5、RS-6和RS-7菌株

进行后续相关定量试验。

2.3　产酸定量分析结果

将 RS-4、RS-5、RS-6和 RS-7菌株按 1.2.3进行

产酸定量分析，结果表明，RS-6菌株的产酸量最高，

达到 2.1 g/L（图 3），故选择RS-6菌株进行后续的生

物学特性分析。

2.4　目标菌株形态鉴定结果

RS-6菌株按 1.2.4培养后的菌落表面光滑且圆

润，呈一颗一颗的乳白色圆点，菌落形态较小，能降

解碳酸钙产生透明圈（图 4a）；将 RS-6 菌株进行革

兰氏染色，其显微结构形态为短杆或椭圆状，单生

或成链生长，被革兰氏染液染成紫红色（图 4b），表

注：红色箭头指示透明圈。

图1　分离纯化过程

图2　产酸定性分析试验结果

图3　RS-4、RS-5、RS-6和RS-7菌株的产酸量
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明RS-6菌株是革兰氏阴性菌。 2.5　目标菌株耐乙醇性能测试结果

将 RS-6 菌株按 1.2.5 进行耐乙醇性能试验，结

果表明：当乙醇添加量为 3%时，RS-6菌株的 pH值、

OD600值、产酸量与对照（乙醇添加量为 0）相比，差异

均有统计学意义（P<0.05），且生长情况和产酸量都

达到最佳状态；当乙醇添加量为 5%时，各指标与对

照相比，差异无统计学意义（P>0.05），表明该乙醇质

量分数处理下菌株的生长情况和产酸量基本不受

影响；当乙醇添加量为 7%时，各指标与对照相比差

异有统计学意义（P<0.10），且菌株的生长情况和产

酸量均比对照的低（图 5），说明此时菌株生长和产

酸均受到了抑制，故该菌株的乙醇耐受范围为

5%~7%。

2.6　目标菌株耐乙酸性能试验

为了探究人为添加乙酸是否会影响 RS-6菌株

的生长及其乙酸耐受值，将 RS-6 菌株按 1.2.6 的方

法进行耐乙酸性能试验，结果表明：当乙酸添加量

为 1% 时，RS-6 菌株的 OD600值比对照（乙酸添加量

为 0）的大，且差异有统计学意义（P<0.10），说明培

养基中乙酸质量分数为 1% 时能促进 RS-6 菌株的

生长；当乙酸添加量为 2%时，菌株的OD600值与对照

相比，差异无统计学意义（P>0.05），表明在该乙酸质

量分数处理下菌株的生长并不受影响；当乙酸添加

量为 3%时，菌株的OD600值远低于对照组，且差异有

高度统计学意义（P<0.01）（图 6），说明此乙酸质量

分数处理下菌株的生长严重受到抑制。综上可知，

在一定质量分数范围内人为地添加乙酸会对目标

菌株的生长起促进作用，而乙酸质量分数太高（>
3%）又会抑制RS-6菌株的生长，故该菌株的耐乙酸

质量分数范围为2%~3%。

　　　a. 单菌落形态       　        b. 革兰氏染色后形态

注：红色箭头指示透明圈。

图4　RS-6菌株形态

                        乙醇添加量/%                                               乙醇添加量/%                                                乙醇添加量/%　

a.菌株的pH值　　　　　　　　　　　b.菌株的OD600值　　　　　　　　　　　c.菌株的产酸量

注：“*”表示两组数据间差异有统计学意义（P<0.10）；“**”表示两组数据间差异有统计学意义（P<0.05）；“***”表示两组数据间

差异有高度统计学意义（P<0.01）；“ns”表示两组数据间差异无统计学意义（P>0.05）。

图5　不同乙醇质量分数处理下RS-6菌株的pH值、OD600值和产酸量

乙酸添加量/% 
注：“*”表示两组数据间差异有统计学意义（P<0.10）；“***”
表示两组数据间差异有高度统计学意义（P<0.01）；“ns”表示

两组数据间差异无统计学意义（P>0.05）。

图6　不同乙酸质量分数处理下RS-6菌株的OD600值
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2.7　目标菌株耐盐性能试验

为了探究 RS-6 菌株的生长情况是否受盐（氯

化钠）质量分数的影响，将RS-6菌株按 1.2.7进行耐

盐性能试验，结果表明：当氯化钠添加量为 0.6%时，

菌株的 pH 值、OD600值、产酸量与对照（氯化钠添加

量为 0）相比，差异有统计学意义（P<0.05），且菌株

的生长和产酸量都达到最佳状态；当氯化钠添加量

为 0.8%时，菌株的 pH值、OD600值、产酸量与对照相

比，差异有统计学意义（P<0.10），但该菌株的生长和

产酸量均高于对照而低于氯化钠添加量为 0.6%时；

当氯化钠添加量为 1%时，菌株的 pH值、OD600值、产

酸量与对照相比，差异有统计学意义（P<0.05），且菌

株的生长和产酸量均比对照的低（图 7），说明此时

菌株的生长和产酸量已经受到抑制，故该菌株的耐

氯化钠质量分数为0.8%。

2.8　目标菌株耐高温性能试验

为了探究 RS-6 菌株的温度耐受性，按 1.2.8 的

方法进行耐高温性能试验，结果表明：当处理温度

为 30 ℃时，RS-6菌株的 pH值、OD600值、产酸量与对

照（温度为 25 ℃）相比，差异有高度统计学意义（P<
0.01），且菌株的生长情况和产酸量均达到最优状

态；当处理温度为 40 ℃时，菌株的生长和产酸量高

于对照，且差异有统计学意义（P<0.10）；处理温度为

50 ℃时，菌株的各指标与对照相比，差异有统计学

意义（P<0.10），且菌株的生长和产酸量均低于对照

（图 8），表明此时的菌株已经受到抑制。以上结果

表明，该菌株的最适温度为30 ℃ 。 

 氯化钠添加量/%                                   氯化钠添加量/%                                      氯化钠添加量/%
a.菌株的pH值　　　　　　　　　 b.菌株的OD600值　　　　　　　　　 c.菌株的产酸量

注：“*”表示两组数据间差异有统计学意义（P<0.10）；“**”表示两组数据间差异有统计学意义（P<0.05）；“***”表示两组数据间

差异有高度统计学意义（P<0.01）；“****”表示两组数据间差异有高度统计学意义（P<0.001）。

图7　不同氯化钠质量分数处理下RS-6菌株的pH值 、OD600值和产酸量

温度/℃                                                        温度/℃                                                             温度/℃
　　　　　　　a.菌株的pH值　　　　　　　　　　 b.菌株的OD600值　　　　　　　　　　 c.菌株的产酸量

注：“*”表示两组数据间差异有统计学意义（P<0.10）；“**”表示两组数据间差异有统计学意义（P<0.05）；“***”表示两组数据间

差异有高度统计学意义（P<0.01）。

图8　不同温度处理下RS-6菌株的pH值、OD600值和产酸量
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3 结论与讨论

本研究以酱香型白酒高温大曲为原料，通过富

集培养和分离纯化，在钙平板分离培养基上初筛选

出 7株产透明圈直径较大的菌株。通过产酸定性试

验，发现命名为RS-4、RS-5、RS-6和RS-7的菌株都

产生了红褐色絮状沉淀［8］，表明 RS-4、RS-5、RS-6、
RS-7菌株是产酸细菌；将这 4株菌分别进行产酸定

量试验，通过与氢氧化钠滴定反应，发现RS-6菌株

的产酸量最高，为 2.13 g/L；对RS-6菌株培养液稀释

涂布培养后进行革兰氏染色，结果显示 RS-6 为革

兰氏阴性细菌；对该菌株进行耐乙醇、耐乙酸、耐盐

和耐高温试验，结果表明该菌株对乙醇的耐受量为

5%~7%，乙酸的耐受量为 2%~3%，盐的耐受量是

0.8%，最适生长温度为30 ℃。

本研究由于未进行分子生物学鉴定，故暂不能

确定该菌的种属，后期将进行分子鉴定确定种属；

该研究设置的温度梯度间距较大，后期将精细化温

度对 RS-6 菌株影响，以期为酱香型白酒生产提供

理论依据。
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