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一种新的检测啤酒有害菌培养基的优化

袁雪萍 1，王德良 2，宋绪磊 2

（1.新疆农业大学，新疆 乌鲁木齐 830052；2.中国食品发酵工业研究院，北京 100027）

摘 要： 为研制出更适合国产啤酒有害菌检测的培养基，参考目前国内啤酒行业使用量最大的 2种进口培养基
MRS和 NBB，利用 2水平正交试验考察牛肉浸粉、酵母浸出物、葡萄糖、吐温-80、麦根浸出物、精氨酸、叶酸等因素
对菌落数的影响。主要的影响因素是：牛肉浸粉、酵母浸出物、葡萄糖和叶酸，最优的培养基配方为：牛肉浸粉 8 g/L、
酵母浸出物 6 g/L、葡萄糖 18 g/L、叶酸 0.22 g/L。并且通过反复实验，确定此配方为最佳的培养基配方。
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Optimization of a New Culture Medium for the
Detection of Harmful Bacteria in Beer
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（1. Xinjiang Agricultural University, Urumqi, Xinjiang 830052; 2. China National Research Institute
of Food Science and Fermentation Industry, Beijing 100027, China）

Abstract: In order to develop culture mediums more suitable for the detection of harmful bacteria in home-made beer, we had referred to two
kinds of imported culture mediums including MRS and NBB (most widely used in China nowadays) and carried out two-level orthogonal test to
investigate the effects of beef powder, yeast extract, glucose, Tween80, malt rootlet extract, L-arginine and folic acid on bacteria colony number.
And we believed that the main influencing factors included beef powder, yeast extract, glucose and folic acid. As a result, the best formula of the
culture medium was determined as follows: 8 g/L beef powder, 6 g/L yeast extract, 18g/L glucose, and 0.22 g/L folic acid. Such formula was
proved to be the best one through repeated verification experiments.
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随着国内啤酒生产和消费量的日益增加，啤酒有害
菌的检测技术也面临着新的挑战。 目前，国内啤酒行业
对有害菌的检测多用固体培养基， 如 MRS 琼脂培养基
和 NBB-A，而这些培养基都依赖进口，其价格较昂贵，
这无疑增加了啤酒生产在检测过程中的成本。 此外，由
于国内外啤酒特点的差异： 国外啤酒中酒花含量高，原
麦汁浓度较高，能够抑制啤酒有害菌的生长；而国内啤
酒趋于淡爽，麦汁浓度较低，对啤酒有害菌的抑制能力
较弱。 因此，开发适合国内啤酒特点的有害菌检测培养
基是有必要的。
严伟杰[1]等对进口培养基 MRS和 NBB-A进行了优

化， 优化后的培养基比进口培养基更适合检测国产啤酒
有害菌，其中针对麦根浸出物、精氨酸[2]、叶酸[3]的添加量

进行了优化。本研究基于国内啤酒的特点，以营养因子牛

肉浸粉、 酵母浸出物、 葡萄糖和叶酸添加量作为研究对
象，以进口培养基 MRS 和 NBB-A 为参考标准，经过反
复的对照和验证，确定了最佳培养基 CNFF-A 配方。 实
验证明，自行研制出的培养基 CNFF-A 更适合于检测国
产啤酒有害菌。

1 材料与方法

1.1 菌种和试剂
短乳杆菌、植物乳杆菌、污染酒样，分别由 3 家不同

的啤酒厂提供；MRS培养基，英国 OXOID 公司；NBB-A
培养基，德国 DOHLER 公司北京奥博星；麦根浸出物 [4]，
中国食品发酵工业研究院提供；葡萄糖、牛肉浸粉，北京
奥博星。
1.2 仪器和设备
厌氧罐、厌氧产气袋和厌氧指示片：英国 OXOID 公

收稿日期：2011－08－30
作者简介：袁雪萍（1982-），女，在读硕士。
通讯作者：王德良（1972-），男，博士，高级工程师。
优先数字出版时间：2011-11-11；地址：http://www.cnki.net/kcms/detail/52.1051.TS.20111111.1029.003.html。

48



司； 高温高压灭菌锅：LDZX-50KBS立式电热压力蒸汽
灭菌锅锥形瓶；pH 计：PHS-3C 精密 pH 计； 分析天平：
Libror AEL-160； 恒温培养箱：LRH-250生化培养箱；无
菌操作台：SW-CJ-2FD型双人单面净化操作台等。
1.3 实验方法
1.3.1 培养基的配制

MRS、NBB-A按照英国 OXOID 公司的培养基使用
说明配制。CNFF-A中各成分用分析天平称量，数据精确
到小数点后 2位。 各成分按配方精确称量后转移到预先
准备的三角瓶中，加入一定体积的蒸馏水，水浴加热使各
组分溶解均匀，再 121℃灭菌 10 min。
1.3.2 菌种的活化、接种和培养
将各菌种分别接入到液体培养基 NBB-B 中活化

24 h，再将活化菌液稀释至 10-1～10-5，污染酒样同样稀释
至 10-1～10-5，分别吸取 0.1 mL涂布在平板上，28℃厌氧
培养 3～4 d。

2 结果与分析

2.1 培养基 CNFF-A成分的优化
2.1.1 因素水平的确定
考虑到啤酒有害菌对营养物质的需求， 初步确定优

化的 7 种组分有：牛肉浸粉、酵母浸出物、葡萄糖、吐温
-80、麦根浸出物、精氨酸、叶酸。 利用 7因素 2水平正交
试验和极差分析法确定主要的影响因子[5] ，结果见表 1。
由极差分析结果可知， 表 1中各因子对菌落数的产

生影响的强弱顺序为： 牛肉浸粉＞酵母浸出物 / 叶酸＞
葡萄糖＞麦根浸出物＞吐温-80＞精氨酸。吐温-80在这
里作为表面活性剂，对菌落数的影响较小，用量 1 ml/L。
葡萄糖、麦根浸出物、精氨酸各自保持好的水平，麦根浸
出物 0.04 g/L、精氨酸 0.75 g/L。 通过正交分析法重点考
察牛肉浸粉、酵母浸出物、葡萄糖、叶酸。
2.1.2 正交法设计实验
首先用单因素分析法确定这 4 种成分的添加量数

据，结果见表 2。

设计 L9（34）正交试验，确定各因子的添加量，结果见
表 3。

2.2 正交实验结果
根据表 2所设计的单因素实验， 得出的菌落数结果

见表 4～表 7。

� ����������	
��
���
���� �����

	
��
�
������
	
��
�

����
	
��
�

������
	����
�

������
	
��
�

����
	
��
�

 ��
	
��
�

!"#�
	$��%&��
�

&� �%��� ’%��� (�%��� &%��� �%�’� �%)*� �%((� (&�
(� �%��� ’%��� (�%��� &%(�� �%�+� &%(*� �%(�� (+�
,� �%��� +%��� (’%��� &%��� �%�’� &%(*� �%(�� &-�
’� �%��� +%��� (’%��� &%(�� �%�+� �%)*� �%((� ��
*� &(%��� ’%��� (’%��� &%��� �%�+� �%)*� �%(�� &+�
+� &(%��� ’%��� (’%��� &%(�� �%�’� &%(*� �%((� &��
)� &(%��� +%��� (�%��� &%��� �%�+� &%(*� �%((� *�
�� &(%��� +%��� (�%��� &%(�� �%�’� �%)*� �%(�� &(�
.&� &�%(*�� &�%(*�� &+%���� &*%(*�� &*%*��� &’%(*�� &&%���� �
.(� &�%)*�� &&%���� &,%(*�� &’%���� &,%)*�� &*%���� &�%(*�� �
/0� )%)*�� )%(*�� (%)*�� &%(*�� &%)*�� �%)*�� )%(*�� �

 

� ��������	
� 
��
��

�����	�

��
��

��������

��
��

������

��
��

����

��
��

�� �� �� ��� �� ��
 � !� ��  �� ��  �
"� ��� !�  �� �� ��
�� � � � �  !� �� ��

 

� �����������	
��� 

��� �����
�	
���


�����
�	
���

����
�	
���

���
�	
���

�� �� �� ��� �����
�� �� �� ��� �����
�� ��� �� ��� �����

 

� ��������	
��
���������������� ����
��������	
��
���










�





















�
 �
 ��
 ��

����
 �
 �
 �
 �
 �

����
 ���
 ���
 ���
 ���
 ���

����
 ��
 ��
 ��
 ��
 ��

��
 �
 �
 �
 �
 �


���
��� !"#$%!&


���������	
��
����������������� ����
��������	
��
�����

�� �� �� �� ���
����� �� �� �� �� ��
����� ���� ���� ���� ���� ����
����� ��� ��� ��� ��� ���
��� �� �� �� �� ��

��������	
��
	��

袁雪萍，王德良，宋绪磊·一种新的检测啤酒有害菌培养基的优化 49



酿酒科技 2011 年第 12 期（总第 210 期）·LIQUOR－MAKING SCIENCE ＆ TECHNOLOGY 2011 No．12(Tol．210)

从表 4～表 7 可以看出， 不同稀释度的纯菌液接种
到不同添加量的牛肉浸粉、酵母浸出物、葡萄糖、叶酸的
培养基上，菌落数随添加量的变化发生变化。 表 4 表明，
随着牛肉浸粉添加量的增加， 菌落数呈现逐步增长的趋
势，但综合各个菌液稀释梯度菌落的增长状况，取牛肉浸
粉的最佳添加量为 8 g/L。 表 5 表明，随着酵母浸出物添
加量的增加，菌落数逐步增加，当添加到 8 g/L 时，菌落
数出现逐步下降的趋势，综合菌落数量，决定酵母浸出物
最佳添加量为 6 g/L。表 6显示了葡萄糖添加量与菌落数
变化的关系，其表明随着葡萄糖添加量的增加，菌落数出
现下降趋势，原因是随葡萄糖浓度增加，渗透压增大，导
致细胞壁质壁分离， 致使菌体不能正常生长或不能正常
代谢而死亡， 所以取葡萄糖的添加量为 18 g/L。 表 7 表
明，随着叶酸添加量的增加，菌落数也逐渐增加，但当叶
酸的添加量达到 0.30 g/L以上时， 菌落呈黄色且菌落大
小参差不齐，培养时间延长。
2.3 L9（34）正交实验结果分析
根据表 3 所设计的因素水平分析实验结果，利用 L9

（34） 来分析培养基 CNFF-A 中重要影响因子牛肉浸粉
（A）、酵母浸出物（B）、葡萄糖（C）、叶酸（D）。 菌落数见
表 8。
比较分析表 8 中的 R 值， 得出培养基 CNFF-A 中

A、B、C、D 4 种因子的影响显著顺序为：C （葡萄糖）＞A
（牛肉浸粉）＞D（叶酸）＞B（酵母浸出物）。从实验结果来
看， 葡萄糖和牛肉浸粉对啤酒有害菌的生长起着很关键
的作用，叶酸和酵母浸出物在培养基 CNFF-A 中的作用
相当，不可忽视。虽比前 3个因子酵母浸出物的作用相对
来说弱些，但从表 1进行的全因子分析中可以看出，酵母
浸出物对促进啤酒有害菌的生长也很重要。 通过对比
K1、K2、K3 得出 4 个因子的最佳添加水平 ， 最后得出
CNFF-A中的最佳组合为 A2B2C1D2。

2.4 验证试验
分别用短乳杆菌、植物乳杆菌、污染酒样做稀释梯度

接种在 MRS、NBB-A、CNFF-A 上做对照试验， 结果见
表 9～表 11。 28℃厌氧培养 4 d，同种菌同一稀释度下 3
种培养基上生长的菌落数对比结果显示，CNFF-A 与进
口培养基 MRS、NBB-A相比，在检出啤酒有害菌个数上
同于或优于进口培养基。 同一培养条件下 CNFF-A上的
菌落较进口培养基上的大， 这样在实际应用中就可以缩
短培养时间；CNFF-A 上培养 3 d 的菌落与进口培养基
培养 4～5 d的菌落大小相当。

3 结论

3.1 单因素多水平试验和 L9（34）正交试验结果均显示
出 CNFF-A配方确定的可靠性，通过进一步的验证试验
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证明了，在检测国产啤酒有害菌时，培养基 CNFF-A 优
于进口培养基。
3.2 对于同一菌种在同一稀释度及培养条件下，CNFF-
A在检测啤酒有害菌时， 对啤酒有害的乳酸杆菌的检测
更具选择性， 检测能力强， 更适合于对啤酒有害菌的检
测，且缩短了检测时间。
3.3 CNFF-A 与进口培养基相比，其生产成本低，大大
降低了啤酒生产检验的成本。
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选用了 38 %vol、52 %vol 成品浓香型白酒， 分别在
15℃、20℃、25℃、30℃、35℃、40℃、45℃下进行电导
率测量,结果见图 3。

从图 3可知，温度对白酒电导率产生一定的影响。随
着温度上升，2种成品酒的电导率呈现递增趋势。 电导率
容易受温度的影响， 是因为温度升高， 使得布朗运动加
剧，酒中分子、离子及其固形物运动加快，致使电导率两
极板间传导的电流加剧，电导率就会相应增加。

3 讨论

3.1 不同浓度乙醇-水溶液体系的电导率与存放时间密
切相关，并呈现先稍微增长，后小幅下降的趋势，最终趋
于稳定。 原因是配制的白酒，开始金属离子、分子比较活
跃，运动加剧，致使电导率增加；另一方面可能是当各种
有机分子溶解于水中时，原有的水结构被破坏，水分子需
重新以更有序的结构把有机分子包围起来， 非极性溶质
分子在水溶液中的异常性质是因为水分子以微观的冰山

结构紧密地堆积在溶质周围， 这一不利的熵变又使得水
分子倾向于保持原有结构。正是这些相互对抗、相互制约
使得乙醇-水溶液体系需要经过一段时间之后才能达到
基本稳定。
3.2 从基酒、新蒸出的酒、成品酒、沉淀酒样的电导率对

比来看，存在明显差异。这也表明电导率可以作为衡量白
酒质量稳定性的指标，可在企业内部推广应用，可对白酒
事故作出异常分析判断。 白酒电导率作为一个指标来衡
量白酒质量，它不是一个确切的量值，而是控制在一定范
围内，对防范白酒出现事故有一定的调控效果。因为白酒
电导率与白酒生产工艺一系列流程有一定联系， 如基酒
含金属离子过高、加浆水质量不合格，包装后白酒电导率
就会非常高。
3.3 不同溶液其电导率存在很大差异，这是由溶液的组
成、物理化学性质不同而导致的。电导率是表征液体导电
能力的参数，其值取决于溶液中所含离子的数目、种类、
电价数和移动速率。
3.4 溶液是依靠离子传导电流，因此，溶液导电性的强
弱是和溶液里自由离子的数目成正比的。 同体积溶液中
离子数目越多， 导电性越强， 导电性可由电导仪直接显
示，用电导率可以间接估量液体内离子的多少。白酒的组
成比较复杂，除了含有乙醇外，大部分是水，还有芳香烃、
酸、脂、醛等成分；无水乙醇也含少量杂质（制酒用水有可
能含有某些金属杂质、有机物质等），形成水的组成也较
为复杂[2]。 对不同白酒体系的电导率变化规律作了定性
分析， 在后续研究中有待进一步从白酒溶液内部粒子相
互作用等微观机理上对白酒电导率的变化做出更合理的

解释。
3.5 对白酒浑浊、沉淀酒样电导率的分析可知，通过间
接的方式了解白酒在货架期产生浑浊、沉淀的原因，可以
通过一定的处理方法进行前期预防白酒在货架期产生事

故。
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图 3 不同酒度下温度对白酒电导率的影响
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