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摘 要： 采用稀释涂布法从浓香型白酒生产中分离得到 204株细菌，经初筛、复筛、产酸实验得到产酸较强的 4株
细菌 Pe-B36、SW-B158、T-B14和 Q1XX-B254，经放大产酸实验得 pH值及总酸分别为：4.63、0.73度，4.47、0.82
度，4.63、0.86度，4.69、0.81度。通过 16S rDNA序列分析，对这 4株细菌进行了分子鉴定，研究结果表明，Pe-B36和
Bacillus cereus、SW-B158和 Bacillus amyloliquefaciens、T-B14和 Bacillus sp.、Q1XX-B254和 Bacillus cereus分别具
有较高的相似性。产酸细菌的筛选和精确鉴定对浓香型白酒酿造环境的产酸分析及提高白酒品质具有重要的意义。
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Abstract：With plate dilution method, 204 bacteria strains were isolated from the production of Luzhou-flavor liquor. Through primary screening
and secondary screening and acid-producing experiments, 4 high-acid-yield bacteria strains including Pe-B36, SW-B158, T-B14 and Q1XX-B254
were obtained. By amplified acid-producing experiments, pH value and total acid content were 4.63 and 0.73degree, 4.47 and 0.82 degree, 4.63
and 0.86 degree, and 4.69 and 0.81degree respectively. Molecular identification of the four bacteria strains was conducted by 16S rDNA se-
quences analysis and the results suggested that Pe-B36 and Bacillus cereus, SW-B158 and Bacillus amyloliquefaciens, T-B14 and Bacillus sp., and
Q1XX-B254 and Bacillus cereus had high similarities respectively. The separation and accurate identification of acidogenic bacteria is of great sig-
nificance in the analysis of acid production in liquor-making environment of Luzhou-flavor liquor and in the improvement of liquor quality.
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酸是浓香型白酒生产过程中的重要物质， 其对生产
过程的设备、窖泥、用曲、微生物生长、酶及生化反应等均
有影响，并且酸类物质是形成酯（香）的主要前驱物质，白
酒生产中产生的酸是形成酒中芳香组分的基础物质 [1]。
不同的酸与醇在酶的作用下，生成不同的酯，同时酸本身
在酒中还起重要的调味作用，可消除酒的苦味，是新酒老
熟的有效催化剂。 浓香型白酒中酸的含量与酒质密切相
关，酸类是白酒中重要的呈味物质，占浓香型白酒微量芳
香成分的第二位，占成分总量的 14 %～16 %[2]。
白酒中的酸类物质主要由有机酸组成，其是赋予酒

体香气的重要成分。 同酒中的四大酯相对应， 己酸、乙
酸、乳酸与丁酸的生成尤为重要，它们主要是由相应的
细菌产生的，研究已表明，己酸菌与丁酸菌同属梭状芽
孢杆菌[2-3]。 随着酿酒向高效高品质趋势发展，高产酸优
质细菌的选育和应用及其分类鉴定具有重要意义。 高产
酸菌的筛选对发酵剂的研究具有指导作用。目前，国内外

对酿酒环境产酸菌菌株的选育和产酸机理、 产酸优良菌
种的应用、 产酸菌的分类鉴定及性能等方面已经做了大
量的研究工作，但大部分都是针对己酸菌，对产酸细菌的
筛选研究报道较少。

1 材料与方法

1.1 样品
本公司夏季生产中的大曲、酒醅、窖泥和环境。
对照菌株为实验室保藏的高产酸菌株醋酸菌 A-S1，

于试管斜面冷藏保存。
1.2 试剂与设备

1.6 %溴甲酚紫乙醇溶液，20 %的葡萄糖溶液；U-
NIQ-10 柱式细菌基因组 DNA 抽提试剂盒，购自上海生
工生物工程技术服务有限公司；2×Taq PCR MasterMix，
购自北京天根生化科技有限公司；PCR 扩增引物， 购自
上海生工生物工程技术服务有限公司。
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超净工作台，电热恒温培养箱，显微镜，压力灭菌锅
等。
1.3 培养基
1.3.1 葡萄糖胰胨琼脂培养基
葡萄糖 5 g，胰蛋白胨 10 g，牛肉膏 5 g，NaCl 5 g，琼

脂 20 g，pH 7.2～7.4，自来水 1000 mL，121℃灭菌 20 min。
1.3.2 牛肉膏蛋白胨培养基
牛肉膏 3 g， 蛋白胨 10 g，NaCl 5 g， 琼脂 20 g，pH

7.0～7.2，水 1000 mL，121℃灭菌 20 min。
1.3.3 蛋白胨水培养基
蛋白胨 10 g，NaCl 5 g，水 1000mL，121℃灭菌 20min。

1.3.4 葡萄糖蛋白胨水培养基
蛋白胨 5 g，NaCl 5 g， 葡萄糖 5 g， 水 1000 mL，pH

7.0～7.2，121℃灭菌 20 min。
1.4 方法
1.4.1 细菌的分离
采用稀释涂布法分离菌株[4]。 37℃培养 1～2 d，以菌

落外观形态为主，配合菌体形态，观察计数，2～3 次纯化
后接入斜面（牛肉膏蛋白胨培养基），置于冰箱 4℃保存。
1.4.2 产酸细菌的筛选
1.4.2.1 细菌糖发酵产酸初筛[5]

采用蛋白胨水培养基 1000 mL，加入 1.6 %溴甲酚紫
乙醇溶液 2 mL，调 pH 7.6，121℃灭菌 20 min。另配 20 %
的葡萄糖溶液，121℃灭菌 30 min。 灭菌后，每管以无菌
操作分别加入 20 %的葡萄糖溶液 0.5 mL （按每 10 mL
培养基中加入 20 %的葡萄糖溶液 0.5 mL，则成 1 %的浓
度）。 有些细菌能分解某种糖产生有机酸（如乳酸、醋酸、
丙酸等）， 当发酵产酸时， 溴甲酚紫指示剂可由紫色
（pH6.8）变为黄色（pH5.2）。
接种完的试管和不接种的空白试管均置于 37℃培

养 24～48 h，观察各试管颜色变化。根据颜色的变化程度
进行初筛， 将试管中颜色较黄的菌株作为产酸较好的初
筛菌株，用 pH 计测定其发酵产物 pH 值，并进行下一步
的复筛实验。
1.4.2.2 细菌发酵产酸复筛
将上述初筛菌株于液体试管培养基中富集后， 分别

接种于葡萄糖蛋白胨水培养基中，接种量为 106 cells/mL，
每瓶培养基 100 mL，每株菌设 3 个重复，置 37 ℃培养
4 d，用滴定法测定其总酸。 本实验采用实验室保藏菌种
醋酸菌 AS-1作为对照。
产酸量的测定：按照国标 GB/T 10345—2007《白酒

分析方法》7.1 指示剂法 [6]，采用氢氧化钠标准溶液滴定
法进行总酸测定。 具体方法为： 吸取三角瓶中培养液
20 mL，滴加 2 滴酚酞指示剂，用 0.1 mol/LNaOH 标准溶

液滴定至微红色且 10 s 不褪色，记录消耗的 NaOH 标准
溶液量。由此来计算培养液中细菌产生的总酸含量。总酸
定义为：100 mL 液体样品滴定消耗氢氧化钠的毫摩尔
数，以度表示。
1.4.3 产酸细菌的分子鉴定[7]

1.4.3.1 总基因组 DNA提取
收集过夜培养的细胞，用裂解液（100 mmol/L Tris-

CI，5mmol/L EDTA, 500 mmol/L NaCl, 1 %SDS, pH 7.5）
重悬， 在-20℃反复冻融 3 次后，65℃处理样品 30 min
再 4℃下以 12000 r/min离心 10 min，收集上清液即得到
释放的 DNA。 利用试剂盒中的 DNA特异性吸附柱对基
因组进行漂洗、洗脱、收集。 DNA置于-20℃保存。
1.4.3.2 16S rDNA片段扩增及测序
用上游引物 27f （5'-AGAGTTTGATCCTGGCT -

CAG-3'） 和下游引物 1492r （5'-GGTTACCTTGTTAC-
GACTT-3'）进行 16S rDNA全长扩增。反应体系（25 μL）
为 ：模板 DNA 2 μL，引物 27f （20 μmol/L）和 1492r
（20 μmol/L） 各 0.5 μL，2×Taq PCR MasterMix 12.5 μL，
ddH2O 补足 25 μL。 PCR 程序如下：94℃预变性 5 min；
94℃变性 1 min，55℃退火 1 min，72℃延伸 2 min，共循
环 30次；最后 72℃延伸 10 min，4℃保存。 PCR 产物纯
化后测序， 测序由上海生工生物工程技术服务有限公司
完成。
1.4.3.3 系统发育分析
用 16S rDNA序列的测序结果在 GenBank数据库中

进行同源性序列搜索， 以比较分离菌株与已知细菌相应
序列的相似性，获得产酸细菌的分子鉴定结果。

2 结果与讨论

2.1 细菌纯菌株分离结果
从夏季样品（大曲、酒醅、窖泥和环境）中分离得到优

势和特征细菌 204株， 作为筛选菌种。 由于菌株数量较
大， 接下来则根据产酸细菌的特征对分离得到的菌株进
行逐步筛选。
2.2 细菌糖发酵产酸初筛
根据试管中指示剂颜色变化程度，将颜色较黄、产酸

较强的 21株菌作为目标菌株，并用 pH计测定其 pH值，
结果见表 1。
从表 1可以看出，大部分产酸菌发酵产物 pH值在 5

以下， 产酸较好， 选取产酸能力较强的 4株细菌：LDB-
B28J、Q-B36、Q1XX-B254、Q-B64，将其作为复筛菌株。
2.3 细菌发酵产酸复筛
产酸细菌菌株经液体扩大培养后， 其产酸结果见表

2（平行样品结果取平均值）。
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图 1 4株细菌的 16S rDNA电泳图
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从表 2 可看出， 筛选出的 4 株产酸细菌总酸度在
0.73～0.86 之间，其中来自土壤中的细菌 T-B14 和来自
大曲中的细菌 Q1XX-B254 的产酸能力较强， 两者的酸
度和 pH值分别达 0.86、4.60 和 0.81、4.45，但与对照菌株
醋酸菌 A-S1相比，产酸能力还不是很高。
2.4 分子鉴定结果
2.4.1 DNA提取和 PCR扩增
以 EF4 和 EF3 为引物通过酵母菌特异性 PCR 反应

扩增得到 18S rDNA序列，扩增产生的 DNA片段为单一
条带，大小长度约为 1500 bp，产物经纯化后送上海生工
测序，结果见图 1。

2.4.2 16S rDNA序列相似性
测定 4 株浓香型白酒细菌 16S rDNA 的序列约

1500 bp，测得序列向日本 DDBJ 数据库提交，将测序结
果在 GenBank 核酸序列数据库中进行同源性序列搜索，
检索结果见表 3。 结果表明，4株浓香型白酒产酸细菌与

GenBank 数据库中已知细菌的 16S rDNA 序列具有较高
的相似性（≥98 %），可以判断为同种。

由分子鉴定结果可以看出，4 株产酸细菌均为芽孢
杆菌属；并从中可知，浓香型白酒酿造环境的主要产酸来
源为芽孢杆菌，与其他酒厂情况一致。

3 结论

通过对浓香型白酒酿造环境中产酸细菌的分离可

知，浓香型白酒酿造环境中的产酸细菌分布范围较广，
数量较多， 可见酿造环境对白酒质量有着不容忽视的
影响。 结合分子生物学的方法对较强产酸细菌进行分
类鉴定， 研究发现：Pe-B36 与 Bacillus cereus 的相似性
为 99 %，SW-B158 与 Bacillus amyloliquefaciens 的相似
性为 99 %，T-B14 与 Bacillus sp. 的相似性为 98 % ，
Q1XX-B254与 Bacillus cereus 的相似性为 100 %。表明，
芽孢杆菌属在产酸细菌中占有主导地位， 此研究结果
可为浓香型白酒产酸细菌的进一步研究提供依据，对
浓香型白酒酿造环境中优质产酸细菌的选育具有重要

的指导意义。
根据发酵产酸实验可以得出， 浓香型白酒酿造环境

中，产酸细菌种类和数量均较为丰富，约 10 %的细菌具
有较好的产酸能力。 其中，LDB-B28J、Q-B36、Q1XX-
B254 和 Q-B64 具有比较强的产酸能力，T-B14 的酸度
最高，为 0.86。 Q1XX-B254的 pH值最低，为 4.45。
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