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摘要：在白酒的酿造生产过程中，酸度是一项重要的酿造指标。酸胁迫对白酒生产有着重要的影响，主要体现在随着发酵的进

行对曲药中的微生物群落结构进行重塑等方面。该研究在实验室构建白酒固态发酵模型，分别设置低、中、高三种酸度条件，探究白

酒酿造过程中的酸胁迫对糟醅微生物群落结构的影响。结果表明：在酸度的影响下，产酸细菌和耐酸性强的芽孢杆菌相对丰度增加，

耐酸性差的细菌相对丰度降低；真菌门中子囊菌门占绝对优势，窖内溶氧的降低和发酵起始酸度的增加使得真菌属都呈先增后降的趋

势。通过分析不同糟醅中各类微生物的数量发现细菌和乳酸菌随酸度的增加而下降；己酸菌在酸度为 15 mmol/100 g 时数目最多；酵

母数量随酸度增加而下降。对糟醅进行理化性质分析，结果显示随着酸度的增加，糟醅中淀粉含量越多；在高酸度下，糟醅中乙醇含

量低。该研究分析了酸度对糟醅微生物群落结构的重塑过程，分析了酿造有益菌在不同酸度下的生长情况，能保证有益微生物在良好

的条件下生长繁殖，为白酒酿造提供了科学理论指导。 
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Abstract: Acidity is an important parameter in the brewing of Daqu baijiu. Acid stress plays a key role in the production of baijiu, as it 

reshapes the microbial community structure of the fermentation starter during the brewing process. To study the impact of acid stress on 

microbial community structure in fermenting grains during baijiu brewing, a solid-state model of baijiu brewing was constructed with three 

different acidity levels (low, medium, and high). The results showed that increasing acidity increased the relative abundance of acidogenic 

bacteria and acid-tolerant Bacillus bacteria, and decreased the relative abundance of acid-intolerant microbes. The dominant microbes were 

members of the Ascomycota fungal phylum, and their numbers initially increased with decreases in dissolved oxygen and increases in acidity in 

the mash before decreasing. According to the microbe numbers in the fermenting grains, increasing acidity decreased the number of aerobic 

bacteria and lactic acid bacteria. Caproic acid-producing bacteria were the most abundant when the acidity level was 15 mmol/100 g. 

Furthermore, the yeast population decreased with increasing acidity. The physicochemical analysis of fermenting grains showed that increasing  
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acidity increased starch content in the grains and that high acidity resulted in low ethanol content. Overall, by analyzing how acidity reshapes the 

microbial bacterial structure of fermenting grains and the growth of desirable microbes under different levels of acidity, this study has identified 

the optimal conditions for the proliferation of desirable microbes and thereby provides scientific guidelines for the brewing of baijiu. 

Key words: acidity; baijiu brewing; community structure 

 
大曲，被誉为“酒之骨”[1]，它是一种同时含有微

生物菌系、酶系和物系的微生态制品，在大曲酒酿造

过程中承担着产酒和生香的重要任务[2]。从大曲的制

作到成曲的贮存管理，都是一个敞口作业的过程，所

以其微生物来源丰富，菌落结构复杂。采用不同的生

产原料和工艺，大曲的微生物群落结构会发生变化，

如Wang 等[3]利用 PCR-DGGE 技术对比分析了来自四

川、湖北、陕西、江苏等地的 10 个低温、中高温和高

温大曲微生物群落组成，结果表明，在不同地理气候

以及不同工艺的大曲中，其微生物群落结构存在较大

差异；Wang[4]和 Chen 等[5]发现，微生物的群落组成与

分布与制曲温度有关；Du 等[6]对河北某酒厂生产的中

高温大曲微生物群落组成及其来源进行了研究，研究

表明，大曲中的真菌大部分来源于制作环境中；Chen
等[7]发现生产特型酒的大曲表层和中部微生物群落组

成及分布存在显著差异。由此可见，大曲微生物群落

结构复杂，制作工艺、温度、环境和地理位置的差异

对群落构成有着很大的影响。 
在没有续糟的前提下，糟醅中的微生物来源于大

曲。糟醅中微生物的组成、分布和重塑过程的变化规律

对白酒的产量和质量有重要影响。研究表明，随着发酵

进程的进行，糟醅中微生物群落的时空分布具有显著差

异；不同香型白酒由于生产工艺不同，微生物群落的分

布和变化规律也各有不同。在大曲酒的酿造过程中，控

制糟醅合适的入窖酸度，给有益微生物的生长、繁殖、

发酵创造良好条件，有助于提高大曲酒的产量和质量。

因此，本研究从大曲酒酿造指标酸度的角度出发，探索

起始酸度对糟醅微生物群落结构的影响。 

1  材料与方法 

1.1  原料 

大曲，取自川南某酒厂。 

1.2  主要仪器设备 

JJ-CJ-2FD-超净工作台，苏州市华宇净化设备有

限公司；GI54DS-立式自动蒸汽灭菌器，厦门致微有

限公司；DH4000BII-电热恒温培养箱，天津泰斯特仪

器有限公司；LS-I201-微生物培养箱，上海一恒科学

仪器有限公司；HYC-260-医用冷藏箱，青岛海尔特种

电器有限公司；5430R-高速冷冻离心机，北京世贸远

东科学仪器有限公司；Driect-Q3-超纯水仪，美国密理

博；CP214-电子天平，常州奥豪斯仪器有限公司。 

1.3  实验材料与试剂 

材料：厌氧发酵罐、蒸馏设备等；试剂：硫酸铜、

甲基蓝、蛋白胨-生理盐水、酒石酸钾钠、亚铁氰化钾

（黄血盐）、18 mg/mL 的氯霉素溶液、吐温 80、无水

乙酸钠、孟加拉红试剂、30 mg/mL 制霉菌素溶液、食

用乳酸等。 

1.4  试验方法 

本研究以清香型发酵工艺为基础参照，模拟白酒

窖内发酵。实验过程中，设置糟醅初始水分含量为

60%，糟醅的入窖酸度调节采用混合酸（m 乳酸:m 乙酸

=1:4），酸度分别设置为 0、15、30 mmol/100 g（编号

为 A0、A15、A30），发酵周期为 15 d（在前期预实验

中，发酵 15 d 后糟醅乙醇含量降低，因此选择发酵周

期为 15 d）。在不同入窖酸度的调控下，结合传统可培

养技术和高通量测序技术，对不同酸度条件下的糟醅

微生物群落结构进行对比研究。 
1.4.1  培养基的配制 

MRS 培养基：蛋白胨 10.0 g；牛肉膏 5.0 g；酵母

膏 4.0 g；柠檬酸氢二铵 2.0 g；葡萄糖 20.0 g；吐温 80 
1.0 mL；乙酸钠 5.0 g；磷酸氢二钾 2.0 g；硫酸镁 0.2 g；
硫酸锰0.05 g；琼脂15.0 g；水1 000 mL；pH值6.2~6.6，
121 ℃下灭菌 20 min。 

孟加拉红培养基：蛋白胨 5.0 g；葡萄糖 10.0 g；
磷酸二氢钾 1.0 g；硫酸镁 0.5 g；琼脂 20 g；水 1 000 mL；
加入 1/3 000（m/V）的孟加拉红溶液 100 mL；在 121 ℃
下灭菌 20 min。 

巴氏培养基：乙酸钠 5.0 g；硫酸铵 0.5 g；硫酸镁

0.2 g；磷酸氢二钾 0.5 g；酵母膏 1.0 g；水 1 000 mL；
121 ℃下灭菌 20 min。灭菌完加入：碳酸钙 10.0 g；
无水乙醇 20 mL。 

牛肉膏蛋白胨培养基：牛肉膏 3.0 g；蛋白胨   
10.0 g；NaCl 5.0 g；琼脂粉 15~25 g；pH 值 7.4~7.6；
水 1 000 mL；121 ℃下灭菌 20 min。 
1.4.2  糟醅理化特性测定方法 

糟醅淀粉含量参照国家标准GB 5009.9-2016中酸
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水解法[8]；糟醅还原糖含量参照国家标准 GB 5009.7- 
2016 中直接滴定法[9]；糟醅乙醇含量测定参照国家标

准 GB 5009.225-2016 中密度瓶法[10]；糟醅水分测定参

照 GB 5009.3-2016 [11]。 
1.4.3  涂布平板法计数 

分别取各样（大曲、发酵前糟醅、发酵后糟醅）

10 g 于 250 mL 三角瓶中，加入 90 mL 蛋白胨-生理盐

水溶液，在 150 r/min 摇床上摇匀 30 min，过滤，取    
1 mL 菌液于 9 mL 无菌水中做进一步稀释（10-2、10-3、

10-4、10-5），分别接种于各个培养基中进行培养。 

1.4.4  细胞的显微形态观察 
细胞形态采用光学显微镜进行观察[12]。 

2  结果与讨论 

2.1  菌落形态和显微形态 

大曲中的微生物主要为霉菌、酵母菌和细菌，它

们在白酒发酵过程中各司其职，扮演着不同的角色[13]，

从大曲及发酵前后的糟醅中取样进行稀释涂布，分离

出大致四种菌，结果如表 1 所示。 
表1 微生物菌落和显微形态 

Table 1 Microbial colonies and microscopic morphology 

菌种  菌落形态  显微形态  菌落形态特征描述 

酵母菌 

 

菌落中等大小，呈亮白色，湿润，光滑， 
中央凸起，边缘规则，不透明，有明显香味。 

显微结构呈球状，有出芽。 

细菌 

 

菌落呈现白色斑状，微微隆起其表面湿润， 
光滑，边缘参差不齐，整个菌落呈中等大小。 

显微结构呈细长条状，较小，有鞭毛。 

乳酸菌 

 

菌落呈点状和圆斑状，乳白色表面湿润 
且比较光滑，易于挑取，菌落背面颜色微微泛黄。 
显微结构呈短杆状有的呈棒状，多个菌链成短链。 

经过革兰氏染色呈现阳性。 

己酸菌 

 

菌落呈乳白色小圆点边缘整齐且光滑湿润， 
四周向中间微微凸起，子细胞群体易被挑取。 

显微结构呈梭，杆状。 

2.2  理化性质及其菌落数 

2.2.1  各个酸度下糟醅的理化性质 
在不同酸度条件下，混合菌群的代谢及演替的差

异性会使得整个发酵过程呈现不同的规律，从而表现

为糟醅理化指标的变化，故糟醅理化指标的检测有助

于监控发酵过程是否正常和解释发酵微生物菌群的动

态变化，为窖内的物质转化提供科学依据。所以有必

要对各个酸度梯度下糟醅理化进行检测，结果如图 1。 
水分的变化速度反应发酵过程中微生物生长代谢

活动的能力，水分变化越快，表明微生物生长代谢越

旺盛，反之微生物的代谢活动可能受到抑制。由图 1

可知，随着酸度的增加，水分相比发酵前增加，分析

其原因是由于微生物对于淀粉等原料的消耗，代谢产

生了更多的水分，所以整个发酵周期的水分呈增加的

趋势[14]。 
糟醅中的淀粉降解成还原糖，并被微生物生长代

谢所利用，糟醅的还原糖和淀粉含量的变化可以体现

微生物发酵代谢的变化趋势。由图 1 可知，发酵后的

淀粉含量相比发酵前都降低，在人为控酸的条件下，

淀粉含量随着酸度的增加而增加，分析其原因可能是

酸度上升时，其中利用糖和淀粉的微生物会随着酸度

增加其代谢活动受到抑制，使得微生物糖化能力下降，

利用粮食中淀粉的能力降低，淀粉的含量升高。由   
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图 1 可知，发酵后糟醅中的还原糖含量相比发酵前减

少，实验组中糟醅中还原糖含量随着酸度的增加而减

少，当酸度达到 15 mmol/100 g 时，还原糖趋于稳定

的状态，分析其原因可能是当发酵过程酸度上升时，

利用糖类的微生物会被抑制，而部分微生物会继续生

长，利用糟醅中的糖类，当糟醅的糖被利用完后，会

有一部分菌继续分解淀粉使得糟醅中的糖类处于动态

平衡状态，所以发酵完后的糟醅还原糖基本保持不变。 

 
图1 糟醅理化测定 

Fig.1 Physicochemical determination of fermented grains 

白酒固态发酵主要是淀粉质原料在微生物和酶作

用下，转变为还原性糖类，再被微生物利用生成大量

乙醇的物质代谢，因此糟醅乙醇含量是衡量发酵是否

正常的重要指标。本试验研究了不同起始酸度对发酵

过程中糟醅乙醇含量变化的影响。由图 1 可知，在发

酵过程中，随着酸度的增加，糟醅中乙醇含量降低，

分析其原因可能是酸对有益菌（主要是酵母菌）产生

抑制作用，影响了正常的发酵，导致糟醅中乙醇含量

降低。 
2.2.2  酸度对 4 类微生物菌数的影响 

为考察酸度对酵母、己酸菌、乳酸菌和细菌（好

氧）菌数的影响，采用平板菌落计数法对低、中、高

三种起始酸度的糟醅进行计数，以发酵前糟醅中的各

类菌数为对照，结果如图 2 所示。 
酵母菌是白酒发酵的极其重要微生物之一[15]，起

着产酒生酯的关键作用[16]。由图 2 可知：发酵后糟醅

中的酵母菌数高于发酵前，表明酵母在糟醅中得到了

增殖，一般来说，酵母属于耐酸微生物，据相关文献

报道，其最适生长 pH 值为 4.5~5.5[17]，且酵母为兼性

微生物，在厌氧条件下能通过发酵产能，如酿酒酵母

在厌氧条件下通过发酵产生乙醇产能，因此酵母能适

应厌氧和酸性条件；酸度对酵母数量影响整体呈现抑

制的趋势，随着起始酸度的增加，发酵后糟醅中的酵

母菌数逐步降低，表明酸度对酵母菌依然具有毒害作

用，当酵母数降到一定水平将影响产酒，如高酸度条

件下，糟醅中的酒精体积分数仅为 4.50%，结果表明

酸度可通过影响酵母的数量影响产酒，与前面糟醅理

化中的糟醅乙醇含量实验结果相对应。 

 
图2 稀释涂布菌落数 

Fig.2 Diluted coating colony count 

栖息在窖泥或曲药中的梭状芽孢杆菌能代谢生成

己酸，己酸与酵母代谢生成的乙醇反应生成己酸乙  
酯[18]，己酸乙酯又是浓香白酒的特征香气物质[19]。因

此在研究酸度对大曲微生物群落结构的影响中，考查

酸度对己酸菌生长的影响是必不可少的。由图 2 可知：

发酵后糟醅中的己酸菌数高于发酵前，表明随着发酵

的进行，窖内溶氧的降低使得己酸菌在糟醅中得到了

增值。己酸菌作为耐酸微生物的代表，且适宜生长的

pH 值为 5.8~6.8[20]，与在A15 酸度梯度下己酸菌数目最

多的实验结果相对应；当酸度过高时，酸会对己酸菌的

生长代谢环境造成影响，抑制己酸菌的生长代谢，与在

A30 酸度梯度下己酸菌数目最少的实验结果相对应。 
乳酸菌代谢生成的乳酸[21]是酵母菌生成乳酸乙

酯的重要前体物质[22]，还是一些窖泥中的细菌代谢生

成己酸的营养物质[23]，因此有必要对发酵前后糟醅中

的乳酸菌计数，研究酸胁迫对乳酸菌生长的影响。由

图 2 可知：发酵后糟醅中的乳酸菌数相比发酵前都减

少，表明随着发酵的进行，乳酸菌的生长在糟醅中受

到了抑制。换言之，在产酒期，随着起始酸度的增加，

糟醅的可培养乳酸菌的活菌数量呈下降趋势，且入窖

酸度越高，抑制现象越严重。 
白酒酿造中，当杂菌含量过高时，会大量产酸，

适宜的酸度可抑制酿造中不需要的杂菌，防止大量产

酸，即起到“以酸治酸”的目的，所以我们有必要对发

酵前后糟醅中的细菌进行涂布计数。由图 2 可知：在

不同酸度发酵后，细菌数目一直呈下降趋势。随着发

酵过程的进行，窖内溶氧的降低和酸度的增加，因大

部分细菌属于好氧菌，且细菌的最适 pH 值是微碱性，

所以在厌氧和酸度增加时大部分的细菌都会被抑制无

法生长，细菌数目减少。 
目前对于酒质好坏的判断主要是通过酒内脂类化

合物、醇类化合物和酸类化合物的多少来决定，而酵
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母菌、己酸菌和乳酸菌这三种微生物作为产酸产脂的

代表，它们的生长状态会影响代谢物质的生成，进一

步影响酒质。由图 2 可知：在高酸度条件下（A30），
酵母菌、己酸菌和乳酸菌的生长都被抑制得较严重，

即起始酸度的增加可能会抑制风味物质的生成，高酸

发酵条件可能会使得酯和醇含量降低。 

2.3  发酵前后糟醅的菌落结构 

白酒酿造的本质是混合菌群和生物酶共同作   
用[24]，协同发酵产生乙醇和多种风味物质的过程。糟

醅作为固态发酵体系的微生物菌群代谢与演替的培养

基，包含了复杂的发酵功能菌群，其间微生物的多样

性都受到糟醅入窖条件的影响[25]。不同酸度条件下，

混合菌群的生长与消亡会直接影响到白酒酿造的发酵

过程。本研究通过可培养方法和高通量测序技术对不

同入窖酸度的发酵糟醅微生物群落进行分析[26]，探索

酸度对微生物群落的影响。 
2.3.1  糟醅中细菌的菌落结构 
2.3.1.1  测序结果的有效性分析 

稀释曲线可以用来比较测序量不同的样本中生物

类群的丰富度及反映微生物的物种信息。如图 3 所示，

随着测序样品丰度足够多，随稀释曲线变得平缓，表

明测序的生物量已经足够丰富，已经能够反映样本中

大多数的微生物的物种信息。 
2.3.1.2  糟醅细菌菌落组成 

本研究通过高通量测序技术获得微生物群落的物

种信息，选择其中丰度大于 0.01 的分类作图，其余丰

度小于 0.01 的归为 other。由图 4 可知，共有 6 个细

菌门，包括厚壁菌门、变形菌门、放线菌门、蓝细菌

门、拟杆菌门和异常球菌门，其中占优势的菌群是厚

壁菌门和变形菌门。随着发酵的进行，厚壁菌门在糟

醅中的相对含量增加，而随着起始酸度的增加，其丰

度降低；蓝细菌门丰度在发酵后随着起始酸度增加而

增加，在 A30 酸度条件下生长受到抑制，逐渐被淘汰。 

 
图3 发酵前后糟醅中细菌的稀释曲线 

Fig.3 Dilution curves of bacteria in fermented grains before and 

after fermentation 

  
图4 基于门水平的糟醅细菌菌群分布 

Fig.4 Bacterial flora distribution of fermented grains based on 

phylum level 

 
图5 基于属水平的糟醅细菌菌群分布 

Fig.5 Bacterial flora distribution of fermented grains based on genus level 

由图 5 可知，丰度较高的 6 个菌群是魏斯氏菌属、

葡糖杆菌属、乳杆菌属、假单胞菌属、明串珠菌属和

丛毛单胞菌属，是发酵过程的优势菌群。发酵后，魏

斯氏菌属相比发酵前增加，而随着起始酸度增加，魏

斯氏菌属的生长受到抑制，相对丰度明显下降，因魏

斯氏菌属本身耐酸性不强，在高酸度环境的选择下，

会从优势菌属到逐渐淘汰。葡糖杆菌属和乳杆菌属随

着起始酸度的增加先增殖，酸度升高后丰度降低，葡

糖杆菌属是醋酸菌科比较重要的属，与食醋等酸性发

酵食品的生产密切相关[27]，其本身具有一定的耐酸
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性，可能是发酵中糖类物质的减少和高乳酸的胁迫使

得其丰度呈先增后降的动态变化趋势。芽孢杆菌属和

醋杆菌属在低起始酸度糟醅的发酵过程中变化不明

显，而在高起始酸度入窖的糟醅中生物量逐渐累积。

由此可见，在酸度的影响下，产酸菌和耐酸性特别强

的芽孢杆菌等依旧能够生长积累，大部分耐酸性差的

微生物被淘汰，起到了抑制杂菌的效果。 
2.3.2  糟醅中真菌的菌落结构 
2.3.2.1  测序结果的有效性分析 

如图 6 所示，随着测序样品丰度足够多，随稀释

曲线变得平缓，表明测序的生物量已经足够丰富，已

经能够反映样本中大多数的微生物的物种信息。 

 
图6 发酵前后糟醅中真菌的稀释曲线 

Fig.6 Dilution curves of fungi in fermented grains before and 

after fermentation 

2.3.2.2  糟醅真菌菌落组成 
由图 7 可知，发酵前后共三个真菌门：子囊菌门、

毛霉菌门和担子菌门，其中子囊菌门占绝对优势，是

白酒酿造中的主要优势菌群。由图 8 可知，在属水平

上，随着发酵进行，酿酒酵母属、曲霉科属、威克汉

逊酵母属、伊萨酵母属等 7 个属在发酵过程占优势地

位。起始酸度 A0 的糟醅在发酵过程中，酿酒酵母迅

速增值，从相对丰度＜0.01 的情况下，变为菌群的优

势菌，而随着起始酸度增加，酿酒酵母的生长繁殖受

到抑制，起始酸度为 A30 的酿酒酵母属在发酵 15 d
时相对丰度才上升到 34.03%。威克汉逊酵母属和伊萨

酵母属随着发酵的进行，因厌氧和酸性环境的双重选

择，逐渐变为劣势菌属。曲霉科属和假丝酵母属等在

糟醅中呈动态变化，且曲霉科属、曲霉属在高酸入窖

的糟醅中丰度相对较高。在整个发酵期中，随着发酵

时间的延长，因产酸菌的生长和酿酒酵母产酒导致糟

醅变成高酸、高酒的生长环境，导致发酵结束后大部

分真菌属都成先增后降的趋势，表明窖内溶氧的降低

和发酵的酸度对真菌属的群落演替具有推动作用。 

  
图7 基于门水平的糟醅真菌菌群分布 

Fig.7 Fungal flora distribution of fermented grains based on 

phylumlevel 

 

 
图8 基于属水平的酒醅真菌菌群分布 

Fig.8 The distribution of the fungal flora of fermented grains based on the genuslevel 

3  结论 

本研究通过人为控酸的方法，探索了酸度对糟醅

微生物群落结构的影响。结果显示：随着酸度的升高，

糟醅中淀粉含量越高；当酸度为 30 mmol/100 g 时糟

醅中乙醇含量最低。群落结构方面：细菌群落组成上，

魏斯氏菌属在发酵过程属于优势菌群，随着入窖酸度

的增加，细菌多样性降低；真菌群落组成上，以酿酒

酵母为核心的酵母菌群发生差异性演替，随着起始酸

度的增加，酵母菌群多样性降低，酿酒酵母属、威克

汉逊酵母属、伊萨酵母属和毕赤酵母属等的相对丰度

降低，而曲霉属、青霉菌属、季也蒙毕赤酵母的相对
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丰度上升。结果表明：酸度是微生物群落演替的关键

环境推动力。对酿造生产有益的微生物如酵母菌群、

乳酸杆菌属等在高酸度条件下生长繁殖会被抑制，这

样的情况可能会影响白酒产量和造成酒体风味物质的

缺失。其次，酸度会影响微生物群落结构的重塑过程，

对微生物群落结构的生长繁殖具有选择性，因微生物

生长特性不同，酸度和窖内溶氧量的双重选择使得不

同酸度下的群落结构具有差异性，因菌属本身耐酸性

的强弱导致在不同起始酸度发酵下，各个酸度梯度下

的优势菌属各有不同，进一步导致白酒产量和风味物

质的差异性。 
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