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摘 要: 对酒类酒球菌 SD- 2a液体培养条件和半连续高密度培养进行了研究, 研究结果表明,

酒类酒球菌 SD- 2a的适宜培养条件为:培养温度 25℃,接种量 5 %, pH值 4.8。在培养过程中,每

4 h添加一次 CaCO3溶液,调整 pH值至最适值。并结合优化培养条件,对酒类酒球菌 SD- 2a进行

半连续法高密度培养,使其菌体密度达到了 6.5×1010 cfu/mL,比二次培养前提高了近 10倍。
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Research on High- cell- density Cultivation of Oenococcus oeni SD- 2a
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Abstract: The high-cell-density cultivation of Oenococcus oeni SD-2a and semi-continuous way was researched. The re-

sults showed that the optimal culturing conditions were as follows: culture temperature 25℃,pH4.8,inoculation size 5 %.

Adjusting the pH value by using CaCO3 during culturing to obtain the optimal pH value . With using semi-continuous way,

based on the optimal conditions, the cell population could obtain over 6.5×1010 cfu/mL, as almost 10 times as before.
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苹果酸-乳酸发酵(MLF)是在葡萄酒酒精发酵结束

之后在乳酸菌(主导菌为酒类酒球菌)的作用下,将苹果

酸分解为乳酸和 CO2的过程[1]。葡萄酒经过 MLF后,总

酸含量显著下降 , 新葡萄酒的酸涩粗糙感消失 , 变得柔

软。同时 MLF还增加了微生物的稳定性,并可以形成复

杂风味[1]。

但由于葡萄酒较高的酒精含量、较低的 pH值,使得

直接接种乳酸菌进行MLF存在较多困难[2]。在葡萄酒酿

造发达国家,大都是从葡萄酒中分离自然优良酒类酒球

菌,生产商业冷冻干燥发酵剂进行 MLF[3]。而冷冻干燥

发酵剂制备的关键技术之一就是实现菌体的高密度培

养[4]。高密度培养技术能提高发酵液中的菌体密度,目前

实现高密度培养的方法有: 固定化、补料分批培养、沉

降、离心和微孔膜使细胞截流形成细胞循环等[5]。

本实验所选菌种酒类酒球菌 SD- 2a 为本院自行选

育、保藏,具有更强的酿酒适应性[6]。本文从酒类酒球菌

SD- 2a 的培养条件(温度、接种量、pH 值、pH 值调整方

式)和半连续高密度培养等几个方面对酒类酒球菌 SD-

2a 的高密度培养作试验 , 初步确定酒类酒球菌 SD- 2a

高密度培养的条件,以期对冷冻干燥发酵剂的制备提供

理论和实践指导。

1 试验材料与方法

1.1 材料

1.1.1 试验菌种

酒类酒球菌 SD- 2a:西北农林科技大学葡萄酒学院

选育并保藏。

1.1.2 培养基

番茄汁培养基 ( ATB)为 : 酵母浸粉 0.5 %, 蛋白胨

1 %, 葡萄糖 1 %, MgSO4·7H2O 0.02 %, MnSO4·4H2O

0.005 %,盐酸半胱氨酸 0.05 %,番茄汁 25 %( v/v) , 蒸馏

水配制 , 115℃灭菌 20 min。在配制固体培养基时添加

1.5 %的琼脂。

1.2 实验仪器与设备

pHS- 3B 型精密 pH 计、MJX 型霉菌培养箱、TGL.

16G冷冻离心机、贝朗 2.0 全自动发酵罐、752 紫外分光

光度计、HS型超净工作台等。

1.3 实验方法

基金项目:科技部科技成果重点推广项目( 2004EC000317) 。
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1.3.1 种子的制备[7]

将斜面保存菌种接种活化于液体 ATB 培养基中 ,

于 25℃培养 4 d。

1.3.2 培养温度对酒类酒球菌 SD- 2a生长的影响

将培养温度设置为 18 ℃、22 ℃、25 ℃、28 ℃、

31℃, 通过实验选择酒类酒球菌 SD- 2a 生长的最适温

度范围。

1.3.3 接种量对酒类酒球菌 SD- 2培养的影响

将处于生长对数期的酒类酒球菌 SD- 2a 种子液

以 1 %、3 %、5 %、7 %的接种量接入 pH 值为 4.8 的

ATB培养基中。通过对吸光度的测量,确定 SD- 2a最佳

接种量。

1.3.4 酒类酒球菌 SD- 2a最适 pH值的选择

培养过程中将 pH值设定为 4.2、4.5、4.8、5.1、5.3,在

生长过程中保持 pH值为初始值。通过生长曲线来确定

SD- 2a的最适生长 pH值。

1.3.5 培养过程中 pH值的调节方式的选择

为了消除培养过程中 pH值降低对菌体生长的抑制

作用,在培养过程中添加碱溶液以中和产生的酸。选用

的碱液为 : 20 %的 Na2CO3、CaCO3。按以下两种方式进

行添加:

1.3.5.1 每 4 h测定一次 pH值,添加碱液,将发酵液 pH

值调整至初始值。

1.3.5.2 培养过程中流加碱液,始终保持 pH值恒定。

培养过程中, 每隔 4 h测定一次 OD值, 作生长曲

线,观察菌体生长在 pH值影响下的变化趋势,以确定最

佳 pH调整方法。

1.3.6 正交试验

在前单因素实验的基础上进行温度、接种量、pH

值、pH值调整方式的 4 因素 3 水平正交试验 ,以确定酒

类酒球菌 SD- 2a的最佳培养条件。

1.3.7 SD- 2a的半连续培养。

在菌体培养至对数期时 , 将菌液无菌低温离心 ,

8000 r/min, 5 min, 再加入等量新鲜培养基继续培养 , 以

生长曲线确定培养时间。在培养后 12 h、30 h、48 h、66 h

测活菌数。

1.4 检测项目

1.4.1 吸光度的测定:紫外分光光度计法[8]。

1.4.2 菌数测定:平板梯度稀释法[9]。

1.4.3 pH值测定:精密 pH计[9]。

2 结果与分析

2.1 温度选择( 图 1)

由图 1 可以看出 , 培养温度对酒类酒球菌 SD- 2a

的生长有较大影响。18℃、22℃时酒类酒球菌 SD- 2a

生长迟缓 , 延滞期较长 , 并且生长的全过程中一直保持

较缓的生长状态。随着培养温度的升高 , 酒类酒球菌

SD- 2a 生长延滞期逐渐减短 , 很快达到对数生长期。

25℃、28℃培养时对数生长期较长。当培养温度提高至

31℃时,酒类酒球菌 SD- 2a生长迟缓。由此可确定酒类

酒球菌 SD- 2a最适生长温度范围在 25～28℃。

2.2 接种量对 SD- 2a生长的影响( 图 2)

由图 2 可以看出 ,接种量为 1 %的菌液生长延滞期

较长 ;接种量为 3 %、5 %的菌液生长延滞期短 , 对数期

长,最后达到更高的吸光度值。接种量为 7 %时,菌体很

快开始对数期的生长 , 但对数期持续时间短 , 可能是由

于前期生长过快, 产生的有机酸类代谢物质过快积累,

抑制了菌体自身的生长。因此 ,选择 5 %左右的接种量

进行正交试验。

2.3 培养过程中 pH值对生长的影响( 图 3)

图 2 接种量对 SD- 2a 生长的影响

图 1 温度对 SD- 2a 生长的影响

图 3 pH 值对 SD- 2a 生长的影响
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图 4 pH 值调节对 SD- 2a 生长的影响

培养环境的 pH 值是影响酒类酒球菌 SD- 2a 生长

的重要因素之一。pH值的变化会影响菌的生长速度、代

谢活动及生存[8]。由图 3可以看出,当 pH值为 4.2时,较

明显地抑制了酒类酒球菌 SD- 2a 的生长 , 延滞期长达

33 h,并且生长缓慢,对数生长期并不明显。培养 pH值

提高至 4.8 时 , 延滞期缩短至 22 h, 出现了明显的对数

生长期。但 SD- 2a的生长并不是随着 pH值的上升而呈

上升趋势, 当 pH值升高到 5.3 时, 菌体的长势略有下

降。因此可确定酒类酒球菌适合生长 pH 值范围为

4.5～5.3。

2.4 pH值的调整( 图 4)

由图 4 可以看出 , 在酒类酒球菌 SD- 2a 生长过程

中 ,用碱液调节培养环境的 pH 值 ,会促进菌体的生长。

在添加碱液的方式上, 间断添加碱液比流加效果好,且

添加 CaCO3比添加 Na2CO3更能促进菌体生长 , 这是由

于 Ca2+对乳酸脱氢酶具有激活作用[10]。

2.5 正交试验

在前面的单因素实验基础上通过正交试验优化培

养条件,结果见表 1～表 4。

由极差分析结果可以看出, R值 A> C> D> B, 4 个

因素对酒类酒球菌 SD- 2a 的影响大小依次为 : 培养温

度> pH值> pH值改变方式> 接种量 ,即酒类酒球菌最

佳培养条件为 :培养温度 25℃、接种量 5 %、pH 值 4.8。

pH值调节方式为间断添加 CaCO3。

2.6 酒类酒球菌 SD- 2a 的高密度半连续培养( 图 5、图

6)

由图 5 中可以看出,第一次将种子液在对数期无菌

低温离心后添加新鲜培养基继续培养,促进了菌体的进

一步生长。最大活菌数达到 6.5×1010 cfu/mL,是最初活菌

数( 7.8×109 cfu/mL)的近 10倍。二次离心添加培养基后

菌液的吸光度也有了一定幅度的增加,最大活菌数达到
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图 6 培养过程中活菌数变化情况

图 5 半连续培养过程中菌体 OD 值的变化

王 华 ,罗 华 ,黄 科·酒类酒球菌 SD-2a 高密度培养的研究

! "##$%$&’()*+,-./#
012345 67 8  

!"! "! #! $! %!
!!! "#$"%$! "#$%&&! "#$’(&! "#$%"%!
)&! &#*(*+! "#$’&$! "#$’*,! "#$’&,!
)%! "#-+(,! "#$,,$! "#$",%! "#$,’&!
.! *#"+(&! *#*%*+! *#*(*$! *#*%""!

 
! "#$%$&’()*+,-./01#

2345 ’67 !
!

"#$%&’()!
*+! ,! -! .! /!
01! 2134! 5632! 7738! 7639!
09! 19139! 7937! 7935! 763:!
06! 2137! 5238! 2635! 223:!
;! <439! 739! 9834! 1834!

 

! "# $%$&’()*+,-./01! 2!!"!!"

!"! "# $!
%&’ (!

"# )!
%*+,-(!

"# .!
%/0 1(!

"# 2!
%/0 13456(!

7! 88! 9! :;<! => .?.@!!
"! "#! #! #$%! &’() *+*,!!
"! #$! %! &’"! ()*+ ,-!!"!!

 

71



酿酒科技 2007 年第 4 期(总第 154 期)·LIQUOR- MAKING SCIENCE & TECHNOLOGY 2007 No.4(Tol.154)

6.44×1010 cfu/mL,与第一次添加菌液培养后最高活菌数

( 6.5×1010 cfu/mL)基本持平,没有多大增幅 ,并且随着吸

光度的增加,活菌数呈快速下降趋势。这说明,二次离心

后,菌体在新鲜培养液中也有生长,但此时,菌体已呈现

衰亡趋势,菌悬液中已经存在大量的死亡菌体及菌体生

长的代谢产物,这都成为菌体正常生长的阻碍因素。因

此 , 考虑到生产操作过程及成本问题 , 选择菌体生长至

对数期进行一次离心后添加菌液的操作。

3 结论

3.1 酒类酒球菌 SD- 2a 培养的最适条件为 : ATB 培养

基,培养温度为 25℃,接种量为 5 %,最适 pH值为 4.8。

3.2 在酒类酒球菌 SD- 2a 的培养过程中 , 每间隔 4 h

用 CaCO3溶液调节 pH 值 , 使菌体始终生长在最适 pH

值环境下,可延长对数生长期。

3.3 采用半连续高密度培养方式 , 在菌体生长至对数

末期时无菌低温离心, 添加等量新鲜培养基继续培养,

可使菌体密度达到 6.5×1010 cfu/mL, 是离心前菌体密度

的近 10倍。达到了较好的高密度培养效果。
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秦含章铜像揭幕仪式

中国酿酒工业协会王延才理事长致祝寿辞

秦含章百岁铜像在稻花香隆重揭幕
本刊讯: 中国酒界泰斗秦含章先生百岁寿辰庆典暨铜像揭幕仪式于 2007 年 3 月 26

日在湖北稻花香集团隆重举行。秦含章先生携夫人索颖亲自出席庆典揭幕仪式 ,中国食品

协会副会长潘裕仁 ,中国酿酒工业协会理事长王延才 ,中国著名白酒专家沈怡方、高景炎、

陶家驰、金佩章等 , 四川剑南春集团总工程师徐占成、江苏今世缘酒业公司总工程师吴建

峰、湖北白云边酒业股份有限公司总工程师熊小毛、湖北黄鹤楼酒业股份有限公司总经理

陈佳 ,宜昌市人大、夷陵区政府和稻花香集团的领导及全国新闻媒体的记者共 200 余人出
席这一盛典。中国食品协会副会长潘裕仁、中国酿酒工业协会理事长王延才、宜昌市人大

副主任谭春玉、稻花香集团董事长蔡宏柱共同为秦含章铜像揭幕。揭幕仪式热烈而庄重。

秦含章是中国著名的科学家和工程技术专家、中国食品科学技术、工业发酵与酿造技

术的开拓者和学术带头人、当代中国酒业的“ 活化石”。他致力于酒业科研与实践 70 余年 ,
在科研、生产、发展各个方面做出的重大贡献 ,深刻影响着中国酒业几代人。他以 80 岁高
龄完成的 85 万字巨著《 新编酒经》成为中国酒业发展的里程碑。从 20 世纪 90 年代开始 ,
秦老对稻花香集团的发展给予极大关注和亲切关怀 ,亲自为该集团文化广场题写“ 华夏第

一爵”碑名 , 并以 99 岁高龄亲自出席稻花香“ 151”惠民工程竣工庆典且即兴赋诗一首 :“ 三
江峡谷好风光 ,万户英雄皆宜昌 ;地面小康欢饮日 ,天边大醉稻花香! ”

为彰显秦含章先生的馨香高德与精神 , 在秦老百岁华诞之际 , 湖北稻花香集团特为秦

老立了一尊高 4.26 米的半身铜像 ,并在该集团文化广场隆重举行庆典揭幕仪式。庆典揭幕
仪式上 , 蔡宏柱代表集团董事会和全体干职员工向秦老祝寿 , 深情表达敬爱之情与美好祝

福 ;潘裕仁、王延才、陶家驰分别发表了热情洋溢的祝寿辞。秦含章先生精神饱满、中气十

足地发表了致谢感言 , 对稻花香集团寄予厚望 , 殷切地期望稻花香“ 建成百亿元企业”的宏

伟目标早日实现。并题赠稻花香集团《 桃花情》一首 :“ 三月桃花满天开 , 四方仙客接地来 ;

浓香美酒人爱醉 ,长寿健康宜昌魁”。

庆典揭幕仪式结束后 , 秦老夫妇还兴致勃勃地与中国食品协会副会长潘裕仁、中国酿

酒工业协会理事长王延才、中国著名白酒专家沈怡方、高景炎、陶家驰、金佩章等贵宾参观

了稻花香集团的生产车间 , 对稻花香集团的现代化设备和控制系统赞不绝口 , 并即兴赋诗

留念。( 小雨)
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