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己酸菌筛选新途径及工艺参数正交试验

李 泉，徐开成，胡学玲

（山东兰陵美酒股份有限公司，山东 苍山 5<<<>8）

摘 要： 采用加大琼脂用量制成固体斜面培养基，以稀释分离、真空培养的方法进行己酸菌分离纯化，并采用正交试

验法对己酸菌的生长繁殖条件进行了探讨，其影响因素依次为酒度、?@值、培养时间、培养温度及热处理温度，优化因

子为?@7，酒度5 A，热处理温度B6 C，培养温度>6 C，培养时间7 D。
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己酸菌的分离，应用通常的方法似乎难以达到理想的效果，经

过5Y>次的筛选仍无法获得性征相同的菌株，需经许多次的纯化

才能达到纯种效果。己酸菌的纯化多采用液体培养方式，因此分离

出的菌株难以固体保存，只好液态培养后再用砂土管保藏。本试验

采用固体斜面培养基的方式，克服了上述缺陷，开辟了厌氧菌分离

的一条实用途径。

8 培养基的制作

8;8 乙酸钠改良培养基

乙酸钠Z ,，酵母膏8 ,，5 A硫酸镁’Z A硫酸铵86 (3，9 A磷酸

氢二钾86 (3，6;Z [硫酸钙56 (3，Z (, \ !（Z ??(）生物素8 (3，自来

水8666 (3，?@7;6Y7;Z，于6;8 K])灭菌>6 ("+，接种前加乙醇56 (3。
8;5 固体乙酸钠改良培养基

配制液体培养基，添加5 A琼脂于沸腾的培养液中，融化后过

滤分装于小三角瓶中，于6;8 K])灭菌>6 ("+，使用前加乙醇5 A。

8;> 固体斜面试管制作

配制液体培养基，加琼脂9 A，加热融化后过滤分装至小试管

各86 (3，包扎后于6;8 K])灭菌>6 ("+，放无菌室冷却至76 C左右

时加入5 A酒精，趁热摆放斜面，待凝固后置真空干燥器中抽真空

至6;6B K])以上，于>> C恒温培养> D，取出观察斜面染菌状况，如

有染菌加以剔除。

5 己酸菌分离纯化

5;8 富集培养

用无菌吸管吸取己酸菌种子液Z (3加入细颈试管中，用乙酸

钠改良培养基填充至细颈处，B6 C热水浴处理Z ("+，迅速冷却后

于>> C培养箱中培养Z D。

5;5 平板分离

在无菌室中用无菌吸管吸取己酸菌液8;6 (3，放入盛有= (3无
菌水的试管中，依次用86倍法稀释至86’<，取86’ZY86’<稀释度各8 (3
加入无菌空皿中，倒入融化保温的固体培养基，待凝固后放入真空

干燥器中，抽真空至6;6B K])于>> C培养> D。

5;> 斜面转接

在无菌室中挑取培养皿内形态规则的菌落，在酒精灯火焰附

近转接于斜面，从试管底部划直线，抽出接种环于火焰灭菌，填好

编号，将试管置真空干燥器中，抽真空于>> C培养>YZ D。

5;9 初筛

斜面试管真空培养几天后，菌落呈乳黄或乳白色，凝脂状，平

薄地铺在斜面培养基表面，用灭菌的接种针挑取菌落少许，置于滴

有无菌水的载玻片上，置显微镜下观察，从中选择游动活泼、长杆

状或缺杆状、最好带有鼓棰状芽孢的菌管作为初筛菌株。

5;Z 复筛

在无菌细颈试管内充满乙酸钠改良培养液至细颈处，用接种

环挑取菌落一环于培养液中，于>> C培养Z D，采用血球计数板及

制倒平板法两种方式测定己酸菌细胞数。继续培养至<Y86 D，用

^^M显色法测定己酸含量，从中挑选细胞数在8亿个 \ (3以上、己酸
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含量在<666 (, = !以上的菌株为复筛菌株>8?。

5;7 @@A显色法

先将己酸发酵液用5 :硫酸调BC至5DE，取稀释86倍

后的该酸化液5 (3置于分液漏斗中，再加入铜试剂E (3，
然后加入氯仿F (3，抽提5 ("+，静置分层，接着用水洗氯

仿层，待分层后倾去水，用9666 & = ("+离心F ("+，取离心

后的氯仿层F (3，加@@A溶液6;F (3，混匀后于9F6 +(波

长下比色，由工作曲线计算己酸钠含量。

5;G 工作曲线的绘制

取6;8666 ,己酸，用氯仿溶解定容至866 (3，吸取该

标准己酸氯仿液6;5 (3，6;9 (3，6;7 (3，6;< (3，8;6 (3分别

加入铜试剂E (3 （同上述操作），补足氯仿F (3，抽提5
("+，静置分层后水洗，分层后倾去水，离心F ("+，取离心

后的氯仿层F (3，加@@A溶液6;F (3，混匀后于9F6 +(下

比色，将所得数据绘制成标准曲线 >5?。

5;< 计算公式

己酸量（(, = 8666 (3）H所得毫克数I866 = 5I86
H所得毫克数IF66

E 正交法选择工艺参数

E;8 正交表的选择

为探讨己酸菌的最适培养条件，利用正交试验是一

条捷径，从方便操作和多选择参数两方面考虑，选用!87（9F）正交

表。

E;5 因素水平选择

选择因素有培养基BC值、酒度、热处理温度、培养温度及时间

F个因素，因素水平对照如表8。

E;E 正交试验操作

配制乙酸钠改良培养液，取9瓶分别用7 :硫酸调节BC9，BCF，

BC7，BCG，于6;8 JK)压力下灭菌E6 ("+。将E支细颈试管己酸菌液

倒入无菌三角瓶中，混合均匀，各吸取F (3菌液加入细颈试管中，

共87支，分别编号。按各自对应BC值倒入大半培养基，按试管容积

的5 L，9 L，7 L加入所需酒精，稍加振荡，继续用培养液加满。将

细颈试管按编号分组于866 M，N6 M，<6 M处理5 ("+，到时后迅速

投入凉水中冷却，分别放置于5< M，E6 M，EE M，EF M的恒温培养

箱中，培养至9O，F O，7 O，G O时分别进行己酸菌计数。

E;9 正交试验结果（见表5）

E;F 结果分析

己酸菌生长繁殖的影响因素依次为酒度、BC值、培养时间、培

养温度及热处理温度，其中酒度和BC值影响最大。较理想的试验

号 为8P，89P，最 优 量 化 因 子 为QE（BC7），R5（5 L），AE（<6 M热 处

理），@5（E6 M）和SE（7 O）。

9 问题与讨论

9;8 己酸菌斜面试管因采用真空培养，如采用5 L琼脂，会出现松

散、剥离现象，故琼脂使用量加大一倍。

9;5 己酸菌短时间热处理由于传热慢，不能完全杀死营养细胞，

意在激活己酸菌，促其生长，对低温保存菌种尤为适用。

9;E 己酸菌计数可采用血球计数板与制倒平板法。相对误差基本

一致，其中血球计数板法测定数据稍高，其操作简便，测定及时，可

优先采用。
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贵州鸭溪酒业公司举行新产品品评会

本刊讯：贵州鸭溪酒业公司于 5665 年 N 月 8E 日在遵义市举行了新产品发布暨品评会，省市县有关部门 8E6 个单位的领导、专

家及各界人士 E66 余人参加了品评会。此次推出的新品为 97 度铁盒精装鸭溪酒王和 97 度精品鸭溪窖酒，与会人士认为，此两款新

品酒质纯净，包装新颖，市场前景看好。

省市县有关领导在会上做了热情洋溢的讲话，指出鸭溪酒有着悠久的历史，素有“二茅台”、“酒中美人”之称，有着得天独厚的

自然条件，为贵州酒业曾经创造过辉煌。新品的推出，是新的领导班子依靠广大科技人员，根据市场需求，结合自身优势，瞄准市场

热点所采取的重大举措，将成为鸭溪酒业的新亮点。并希望鸭溪酒业带着新的闪光开拓新的市场，再铸辉煌，为贵州酒业的发展做

出新的贡献。（单雨）
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