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浓香型大曲发酵过程中细菌消长情况初探

潘 明１，侯 华２，谢仁有１，洪玉程１

（１．四川理工学院生物工程学院，四川 自贡 ６４３０００；２．四川江口醇酒业（集团）有限公司，四川 巴中 ６３６４００）

　　摘　要：试验研究了浓香型大曲发酵过程中细菌的消长情况，并从大曲及其生产环境中分离纯化鉴

定出２１株细菌。在大曲培养各阶段中细菌理化指标的变化呈一定规律性。乳酸菌的消长和其酸度呈

显著相关。芽孢杆菌的消长与淀粉含量的变化呈显著相关。同时温度和水分含量变化对好氧细菌有显

著影响，温度对芽孢杆菌和乳酸菌菌落的消长无显著相关。湿度对好氧细菌、芽孢杆菌和乳酸菌菌落的

消长没有显著影响。
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引 言

大曲白酒是我国白酒的一大类产品［１］，大曲是大

曲白酒的糖化剂和发酵剂［２］，其培养、保存及应用方法

是我国劳动人民智慧和经验的结晶，至今仍有其理论

价值和实用价值。大曲是大曲酒酿造生产中的重要物

质，是酿酒生产的糖化、发酵、酒化和生香剂，含有多种

微生物及其产生的多种酶类，其品质对曲酒的出酒率

和酒质都有极大的影响，常有“曲是酒之骨”之称［３］。

大曲中的微生物主要有霉菌、酵母及细菌。分离纯化

并鉴定大曲细菌是了解大曲菌系及酶系的基础，具有

重要意义。

１ 实验材料与方法

１．１ 实验材料

１．１．１ 样品来源和处理
“久香”牌包包曲，由泸州老窖生物工程有限责任公

司提供。

１．１．２ 空气微生物的采样
曲厂之外，分为四个方向，每个方向布３个点，每隔

５００ｍ布两个点，每个方向整体呈Ｓ型随机布点；厂区之
内随机布点：制曲车间和曲房布点时采取对角线布点，

每条对角线取五点布点。采用平皿落菌法：取不同的培

养基制成平板，在测定环境中选择具有代表性的 ５个
点，揭开皿盖，分别暴露于待测空气中５ｍｉｎ。
１．１．３ 实验试剂和设备

Ｂｉｏｌｏｇ微生物自动鉴定仪（美国 Ｂｉｏｌｏｇ公司），显微
成像系统（日本 ＮＩＫＯＮ公司），ＫＤ２３ＢＤＥ电子恒温水
浴锅（北京中兴伟业仪器有限公司），ＢＣＭ１０００Ａ生物
洁净工作台（苏州安泰空气技术有限公司），ＹＸ２８０Ｂ手
提式灭菌锅（江阴滨江医疗设备厂），ＪＡ２００３电子天平
（上海衡平仪器仪表厂），ＭＪ培养箱（上海和羽电子科技
有限公司）。

１．１．４ 细菌分离培养基
好氧细菌培养基：牛肉膏３ｇ，蛋白胨１０ｇ，ＮａＣｌ５ｇ，

琼脂１５～２０ｇ蒸馏水１０００ｍＬ，ｐＨ７０～７２。
芽孢杆菌的培养基：牛肉膏６ｇ，蛋白胨２０ｇ，ＮａＣｌ

１０ｇ，琼脂１５～２０ｇ蒸馏水１０００ｍＬ，ｐＨ７０～７２。
乳酸菌的培养基：蛋白胨１ｇ，牛肉膏１ｇ，酵母浸膏

０５ｇ，葡萄糖２ｇ，Ｔｗｅｅｎ８００１ｍＬ，Ｋ２ＨＰＯ４０２ｇ，醋酸



钠０５ｇ，柠檬酸铵０２ｇ，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ００２ｇ，ＭｎＳＯ４·

４Ｈ２Ｏ００２ｇ，琼脂 １８ｇ，１６％溴甲酚绿酒精溶液

０００７ｍＬ，蒸馏水１００ｍＬ，ｐＨ６２～６６。

水琼脂平板：琼脂粉２ｇ，蒸馏水１００ｍＬ，灭菌０１０

Ｍｐａ１５ｍｉｎ。

１１５ 细菌Ｂｉｏｌｏｇ鉴定培养基

ＢＵＧ＋Ｂ培养基，ＢＵＧ＋Ｍ ＋Ｔ［４］。

１２ 实验方法

１２１ 细菌培养基的筛选

通过不同的乳酸菌培养基，芽孢杆菌培养基分离微

生物数量和种类的多少以及单离效果的比较，筛选出最

佳各类细菌的培养基。

１２２ 分离计数效果分析

主要从菌落数量、形态类别、单离效果等指标进行

判断。

１２３ 细菌鉴定

细菌先以革兰氏染色做初步的形态鉴定，再根据生

理生化测定结果对照中国科学院《常见细菌鉴定手册》

鉴定，最后用Ｂｉｏｌｏｇ微生物自动鉴定仪鉴定［４］。

１２４ 理化测定

对分离细菌理化指标检测参照文献［５］。

１２５ 数据分析

利用ＳＰＳＳ软件分析试验数据的相关性［６］。利用

Ｍｉｎｔａｂ１５分析回归方程［７］。

２ 结果与分析

２１ 空气和原料中的细菌种类分布

如表１所示，空气中的细菌数量以制曲车间最多，

厂区的为最少，这与空气的流动和潮湿的车间有关。空

气和原料中的细菌种类较为广泛：葡萄球菌属、杆菌属、

芽孢菌属。杆菌分别属于醋酸杆菌属、乳酸杆菌属和芽

孢杆菌属。

表１ 空气中细菌的数量和种类

厂区 制曲车间 曲房

数量（ｃｆｕ／ｍ３） １３３３ ３５７６ ２６６６
主要种类 乳酸菌居多 芽孢杆菌居多 芽孢杆菌居多

　　注：空气细菌菌落总数（ｃｆｕ／ｍ３）＝５００００Ｎ／ＡＴ，Ａ代表平板面积
（ｃｍ２），Ｔ代表平板暴露时间（ｍｉｎ），Ｎ代表平均菌落数（ｃｆｕ／平板）。

２２ 细菌的初步鉴定

通过细菌形态的镜检和初步的生理生化试验，把细

菌初步分类为革兰氏阴性和革兰氏阳性两大类［８］，分别

为阳性：Ｘ２，Ｘ３，Ｘ４，Ｘ６，Ｘ７，Ｘ８，Ｘ９，Ｘ２１；阴性：Ｘ

１，Ｘ５，Ｘ１０，Ｘ１１，Ｘ１２，Ｘ１３，Ｘ１４，Ｘ１５，Ｘ１６，Ｘ１７，

Ｘ１８，Ｘ１９，Ｘ２０。

２３ 细菌的Ｂｉｏｌｏｇ微生物自动鉴定系统鉴定结果及分析

２３１ Ｂｉｏｌｏｇ微生物自动鉴定系统对细菌的鉴定

本试验从大曲及其生产环境中分离纯化鉴定出２１

株细菌［９］：Ｘ１、Ｘ５、Ｘ１０、Ｘ１１、Ｘ１２、Ｘ１３、Ｘ１４、Ｘ１５、

Ｘ１６、Ｘ１７、Ｘ１８、Ｘ１９、Ｘ２０分别为阪崎肠杆菌（Ｅｎｔｅｒ

ｏｂａｃｔｅｒｓａｋａｚａｋｉｉ），深红沙雷氏菌（Ｓｅｒｒａｔｉａｒｕｂｉｄａｅａ），阪

多杀巴斯德氏菌（Ｐａｓｔｅｕｒｅｌｌａｍｕｌｔｏｃｉｄａｓｓｍｕｌｔｏｃｉｄａ），鸟

博德特菌（Ｂｏｒｄｅｔｅｌｌａａｖｉｕｍ），栖冷克吕沃尔氏（Ｋｌｕｙｖｅｒａ

ｃｒｙｏｃｒｅｓｃｅｎｓ），维罗纳气单胞菌（Ａｅｒｏｍｏｎａｓｅｎｃｈｅｌｅｉａ），鳗

鱼气单孢菌（ＡｅｒｏｍｏｎａｓｖｅｒｏｎｉｉＤＮＡｇｒｏｕｐ１０），丁香假单

胞菌向日葵致病变种（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｓｙｒｉｎｇａｅｐｖｈｅｌｉａｎ

ｔｈｉ），亨氏普罗威登斯菌（Ｐａｓｔｅｕｒｅｌｌａｐｎｅｕｍｏｔｒｏｐｉｃａ），达

可马巴斯德氏菌（Ｐａｓｔｅｕｒｅｌｌａｄａｇｍａｔｉｓ），荚壳伯克霍尔德

氏菌（Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａｇｌｕｍａｅ），侵肺巴斯德氏菌（Ｐｒｏｖｉｄｅｎ

ｃｉａｈｅｉｍｂａｃｈａｅ），乙酸钙不动杆菌（Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒｃａｌｃｏａｃｅ

ｔｉｃｕｓ／ｇｅｎｏｓｐｅｃｉｅｓ１）。Ｘ２、Ｘ３、Ｘ４、Ｘ６、Ｘ７、Ｘ８、Ｘ９、

Ｘ２１分别为藤黄微球菌（Ｍｉｃｒｏｃｏｃｃｕｓｌｕｔｅｕｓ），玫瑰红（紫

红）红球菌（Ｒｈｏｄｏｃｏｃｃｕｓｒｈｏｄｏｃｈｒｏｕｓ），松鼠葡萄球菌

（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓｓｃｉｕｒｉ），耳炎短杆菌（Ｂｒｅｖｉｂａｃｔｅｒｉｕｍｏｔｉｔｉ

ｄｉｓ），巨大芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｍｅｇａｔｅｒｉｕｍ），枯草芽孢杆菌

（Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ），短芽孢杆菌（Ｂｒｅｖｉｂａｃｉｌｌｕｓｂｒｅｖｉｓ），乳酸

片球菌（Ｐｅｄｉｏｃｏｃｃｕｓａｃｉｄｉｌａｃｔｉｃｉ／ｐａｒｖｕｌｕｓ）。

２３２ 培养期的细菌种类的分布

（１）乳酸菌的变化和分析

乳酸菌在大曲中生长繁殖，分解碳水化合物，在代

谢过程中不断的生成乳酸及其转化而成的乳酸乙酯［１０］。

从图１中可以看出，发酵期间的酸度值和乳酸菌菌落的

走势基本一致，而微生物新陈代谢产生的有机酸被消耗

或转化成了别的物质，参与其它化学反应，故而开始走

势偏缓，到七天后乳酸菌的数量下降很快，酸度下降也

很快，到成熟期乳酸菌和酸度比较平稳。

图１ 酸度和乳酸菌变化趋势图

发酵过程中，大曲的酸度和乳酸菌菌落数呈强正相

关性，相关系数为０９４１（Ｐ＜００５）（表２）。同时还有
短杆菌、链球菌和白地霉等具有一定的产酸能力［１１］，还

需要进一步的探明它们的数量变化是否对产酸、产酸物
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质的影响，对各种酯类的形成的研究提供科学依据和来

源。通过Ｍｉｎｉｔａｂ１５对乳酸菌回归拟合得到拟合方程：

Ｙ＝２１１０－８２７６Ｘ＋０８４６６Ｘ２。
表２ 酸度与乳酸菌菌落数相关性

菌落数Ｘ 酸度值Ｙ

菌落数Ｘ：ｐｅａｒｓｏｎｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ
Ｓｉｇ（２－ｔａｉｌｅｄ）

Ｎ

１
０
７

０９４１
００２
７

酸度值Ｙ：ｐｅａｒｓｏｎｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ
Ｓｉｇ（２－ｔａｉｌｅｄ）

Ｎ

０９４１
００２
７

１
０
７

　　注： ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔａｔｔｈｅ００１ｌｅｖｅｌ

（２）培养期芽孢杆菌变化图

在大曲的发酵过程中，芽孢杆菌的存在主要产淀粉

酶、蛋白酶和己酸乙酯［１１］，其数量的多少将直接影响淀

粉的分解、小麦中蛋白质的分解和己酸乙酯的产生。如

图２所示，该三种芽孢杆菌在培养前期均是缓慢的上

升，枯草芽孢杆菌在堆积转化期有一个较大的上升，在

储藏期开始下降，短小芽孢杆菌在储藏期开始下降，而

巨大芽孢杆菌在堆积转化期以前增加缓慢，在堆积转化

期增长开始加快。

图２ 培养期芽孢杆菌变化

２３３ 温度变化与细菌菌落消长规律

从温度与细菌的相关性角度分析可知（表３）：ｓｉｇ＝

００３６，温度与好氧细菌菌落数的相关性非常显著，也说明

了温度对好氧细菌的消长影响显著，但是温度对芽孢杆菌

和乳酸菌菌落的消长并不显著。通过Ｍｉｎｉｔａｂ１５温度对好

氧细菌回归拟合得到拟合方程：Ｙ＝６４７＋２１５Ｘ。
表３ 温度与细菌菌落数的相关性

好氧细菌Ｙ 芽孢杆菌 乳酸菌

温度Ｘ：Ｐｅａｒｓｏｎｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ
Ｓｉｇ（２－ｔａｉｌｅｄ）

Ｎ

０７８５
００３６
７

－０４５６
０３０４
７

００６２
０８９５
７

　　注： ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔａｔｔｈｅ００１ｌｅｖｅｌ，ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｓｉｇｎｉｆｉ
ｃａｎｔａｔｔｈｅ００５ｌｅｖｅｌ（２－ｔａｉｌｅｄ）

２３４ 湿度变化与细菌菌落消长规律

从湿度与细菌的相关性角度分析可知（表４）：ｓｉｇ＝

０３１２，湿度与好氧细菌菌落数之间没有非常显著的关

系，也不和芽孢杆菌和乳酸菌构有显著的相关性。

表４ 湿度与细菌菌落消长的相关性

好氧细菌 芽孢杆菌 乳酸菌

湿度ｐｅａｒｓｏｎｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ
Ｓｉｇ（２－ｔａｉｌｅｄ）

Ｎ

－０４４９
０３１２
７

－０４４８
０３１４
７

－００４０
－０９３３
７

　　注： ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔａｔｔｈｅ００１ｌｅｖｅｌ，ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｓｉｇｎｉｆｉ
ｃａｎｔａｔｔｈｅ００５ｌｅｖｅｌ（２－ｔａｉｌｅｄ）

２３５ 水分变化与好氧细菌消长规律

如图３所示，随着水分含量的减少，好氧细菌的数

量逐渐上升，在堆积转化期的水分变化较大，细菌的数

量在该阶段有一个较大幅度的上升。

图３ 细菌数量和水分趋势

从表５可以得知，大曲水分含量与乳酸菌的消长变

化呈现正相关性，和好氧细菌和芽孢杆菌呈现强的负相

关性，且显著性很强。水是生命活动的重要成分，微生

物的生长离不开水分，在制曲的不同阶段，对水分的要

求亦不同，制曲用水一个重要作用就是调节品温［１０］。通

过Ｍｉｎｉｔａｂ１５对水分回归拟合得到拟合方程：

乳酸菌与水分含量的拟合方程：

Ｙ１ ＝０７６７＋０４１７４Ｘ＋０００８４１２Ｘ
２

好氧细菌与水分含量的拟合方程：

Ｙ２ ＝６２１１－８８９９Ｘ＋０４３７９Ｘ
２－０００６８０８Ｘ３

芽孢杆菌与水分的拟合方程：

Ｙ３ ＝９０９２－５４７２Ｘ＋０８４７８Ｘ
２

表５ 水分含量与细菌消长的相关性分析

乳酸菌Ｙ１ 好氧细菌Ｙ２ 芽孢杆菌Ｙ３

Ｐｅａｒｓｏｎｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ
Ｓｉｇ（２－ｔａｉｌｅｄ）

Ｎ

０７６２
００４６
７

－０４９４
０００１
７

－０９７３
００００
７

　　注： ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔａｔｔｈｅ００１ｌｅｖｅｌ，ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｓｉｇｎｉｆｉ
ｃａｎｔａｔｔｈｅ００５ｌｅｖｅｌ（２－ｔａｉｌｅｄ）

２３６ 芽孢杆菌菌落消长与淀粉含量变化

芽孢杆菌在发酵过程中的作用及产物主要是产生α
淀粉酶，蛋白质和己酸乙酯，期间α－淀粉酶会对小麦的

淀粉充分的分解如图４所示［１１－１２］，随着芽孢杆菌菌落

数的上升，淀粉含量逐渐下降，在堆积转化期芽孢杆菌

急剧上升，但是淀粉含量变化较小，需进一步研究其中

的原因。

如表６相关性表所示，ｓｉｇ＝００４５，芽孢杆菌菌落

的消长对淀粉有非常显著的相关性。通过 Ｍｉｎｉｔａｂ１５对
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图４ 芽孢杆菌菌落的消长对淀粉的影响

水分回归拟合得到芽孢杆菌与淀粉含量的拟合方程：Ｙ

＝７３６５－００８Ｘ＋００００１７Ｘ２。
表６ 芽孢杆菌与淀粉含量的相关分析

芽孢杆菌Ｘ

淀粉Ｙ：ｐｅａｒｓｏｎｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ
Ｓｉｇ（２－ｔａｉｌｅｄ）

Ｎ

－０７６５
００４５
７

　　注：Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｉｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔａｔｔｈｅ００５ｌｅｖｅｌ（２－ｔａｉｌｅｄ）

３ 结束语

经过最佳培养基培养出２１株优势菌株，革兰氏阴

性菌分别为阪崎肠杆菌，深红沙雷氏菌，阪多杀巴斯德

氏菌，鸟博德特菌，栖冷克吕沃尔氏，维罗纳气单胞菌，

鳗鱼气单孢菌，丁香假单胞菌向日葵致病变种，亨氏普

罗威登斯菌，达可马巴斯德氏菌，荚壳伯克霍尔德氏菌，

侵肺巴斯德氏菌，乙酸钙不动杆菌；革兰氏阳性菌分别

为藤黄微球菌，玫瑰红（紫红）红球菌，松鼠葡萄球菌，耳

炎短杆菌，巨大芽孢杆菌，枯草芽孢杆菌，短芽孢杆菌，

乳酸片球菌。

乳酸菌在前七天缓慢的增加，其每一个测定阶段增

幅不一，一直到储藏期之前一直处于下降，相应的酸度

也开始下降，到储藏期又开始上升，其酸度和乳酸菌菌

落的消长的相关性是非常显著的。芽孢杆菌在培养前

期增加缓慢，到堆积转化期有较大的增幅，枯草和短小芽

孢杆菌在储藏期开始下降，其消长对淀粉含量的变化构

有显著的相关性。同时温度和水分含量变化对好氧细

菌有显著的影响，但是温度对芽孢杆菌和乳酸菌菌落的

消长没有显著的相关性，水分含量变化则有。湿度均对

好氧细菌、芽孢杆菌和乳酸菌菌落的消长没有显著的影

响。
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