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啤酒有害菌检测培养基优化研究

严伟杰 1，王德良 2，曹 健 1，江 伟 2

（1.河南工业大学，河南 郑州 450051；2.中国食品发酵工业研究院，北京 100027）

摘 要： 采用麦根浸出物、精氨酸和叶酸优化改良了 2种啤酒有害菌检测培养基MRS和 NBB。分别采用单因素
试验和正交试验，优化 2种培养基的组分。确定MRS培养基中 3种营养因子最佳添加量为麦根浸出物 20 mg/L、精
氨酸 0.75 g/L、叶酸 220 mg/L。NBB培养基的最佳添加量为麦根浸出物 50 mg/L、精氨酸 0.75 g/L、叶酸 140 mg/L。优
化的MRS培养基形成的菌落明显比对照的大，具有显著的增菌效果；观察到优化后的 NBB培养基变色时间比对
照提前了 12 h，具有显著的增菌效果。
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Study on the Optimization of Dectection Culture
Medium of Beer Spoilage Bacteria
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Abstract: MRS and NBB, detection culture mediums of beer spoilage bacteria, were optimized by use of malt rootlet extract, arginine and folic
acid. The compositions of the two culture mediums were optimized by single factor test and orthogonal experiments respectively. The best addi-
tion quantity of three nutritional factors in MRS culture medium was determined as malt rootlet extract 20 mg/L, arginine 0.75 g/L, and folic acid
220 mg/L. Their best addition quantity in NBB culture medium was determined as malt rootlet extract 50 mg/L, arginine 0.75 g/L and folic acid
140 mg/L. The diameter of colonies incubated with the optimized MRS culture media were bigger, and the number of colonies of beer spoilage
bacteria increased obviously than before. The allochroism time of the optimized NBB culture medium was approximately 12 h shorter before and
the number of beer spoilage bacteria also increased obviously.
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啤酒厂十分重视对啤酒有害菌的检测， 普遍采用培
养基检测技术，其优点是简单易行，便于观察和计数，投
资较少，对仪器设备的要求较少等，尽管目前国外已有很
多的快速检测方法，例如 ATP生物发光法、PCR 法、免疫
学方法、FISH 技术等[1-4]的报道，但由于这些方法在灵敏
度及特异性方面的不足或设备及试剂耗材昂贵等原因而

未能在啤酒厂广泛推广使用。
目前，啤酒行业检测啤酒有害菌的培养基，如 NBB、

MRS等都是依靠进口，对于我国作为世界上连续 7 年为
世界啤酒生产第一的地位不对称， 由于国内啤酒的特点
与国外啤酒不一样，如国外啤酒的苦味值比较高，而苦味
值高能够抑制啤酒有害菌的生长， 同时又由于国内啤酒
趋向于淡爽，且啤酒麦汁浓度较低，我国当前啤酒原麦汁
浓度主要以 7～8 Brix 为主， 而国外原麦汁浓度基本在
11 Brix 以上，啤酒浓度越高，意味着酒精度越高，其对啤
酒有害菌的抑制能力越高。 由于国内啤酒的特点致使生

产的啤酒有害菌的种类和数量与国外啤酒可能存在一定

程度的差异， 因此开发适合国内啤酒特点的有害菌培养
基是必要的。
基于目前国内啤酒有害菌常用 MRS和 NBB 2 种培

养基，本研究采用麦根浸出物、精氨酸、叶酸 3 种生长因
子来优化组合 NBB和 MRS培养基的配方。 由于麦芽根
营养丰富[5]，蛋白质含量占麦芽根干重的 30 %左右，矿物
质含量也很高，而且氨基酸组成非常合乎 FAO推荐的必
需氨基酸模式，还含有大量的维生素、碱基等物质，可作
为微生物培养剂。 Rudi F. Vogel[6]发现精氨酸和乙偶姻代
谢路径的启动可以调节 pH 值梯度差并降低未离解的酒
花酸的含量，增强细菌对酒花的耐受力，含精氨酸高的啤
酒可以作为有效的啤酒有害菌培养基来使用。 叶酸是微
生物菌体生长的一种重要的辅酶， 它能够对磺酰胺和甲
氧苄氨嘧啶家族（抗菌增效剂）起作用，有助于细菌的生
长[7]。
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1 材料与方法

1.1 主要材料
某厂污染啤酒，MRS 培养基 （英国 OXOID 公司），

NBB-P(德国 DOHLER 公司), 麦根浸出物由中国食品发
酵工业研究院提供， 精氨酸和叶酸购自北京索莱宝科技
有限公司。
1.2 仪器和设备
厌氧罐，厌氧产气袋（英国 OXOID 公司），厌氧指示

片 （英国 OXOID公司）， 显微镜 （奥林巴斯 BX41），pH
计，生化培养箱。
1.3 试验方法
1.3.1 培养基配制

MRS、NBB按照英国 OXOID公司的说明配制。
1.3.2 菌种分离、接种及培养
取某厂受污染的酒样涂布到 MRS 培养基上， 挑取

单菌落，划线分离纯化得到 2株乳酸杆菌。将污染的酒样
稀释至 10-3、10-4， 吸取 0.1 mL涂布于平板培养基上，放
入厌氧罐中 28℃厌氧培养 5 d。
1.3.3 培养基成分的优化
分别采用单因素试验优化麦根浸出物（A）、精氨酸

（B）、叶酸（C）为因素水平，其添加量水平见表 1。

1.3.4 培养基成分用量的优化
采用正交设计 L9(34)优化 1.3.3选出的生长因子麦根

浸出物 （A）、精氨酸 （B）、叶酸 （C）的添加量 ，MRS 和
NBB的生长因子的最佳添加量因素水平见表 2和表 3。

1.4 检出方法[8]

1.4.1 Gram染色
涂片→固定（火焰）→结晶紫染色（45～60 s）→水洗→革兰氏

碘液 1 min→水洗→95 %vol 乙醇脱色 30 s→复红 20 s→水洗→待
干→镜检

结果：紫色为革兰氏阳性菌，红色为革兰氏阴性菌。
1.4.2 过氧化氢酶试验
取一干净载玻片，滴 1 滴 3 %～5 % H2O2溶液，用接

种环刮取一定量的菌体与 H2O2溶液混合均匀，观察产气
泡的情况，如无气泡产生，则判断为过氧化氢酶阴性菌，
有气泡为过氧化氢酶阳性。
1.4.3 显微镜观察
取一干净盖玻片，盖在菌体与蒸馏水的混合液上，在

显微镜下观察（放大倍数应在 400倍以上）。 依据观察到
的菌体形态， 结合以上试验结果， 确定啤酒有害菌的种
类。

2 结果与分析

2.1 MRS培养基成分优化
按表 1 设计的因素水平， 对 MRS 培养基进行单因

素试验，厌氧培养 5 d后菌落计数，结果见表 4～表 6。

3 种生长因子分别优化培养基时，在第 2 天就可见
培养基上开始形成极微小的菌落，并且菌落成长较快。
5 d后形成的菌落较大，发现培养基上形成了 2 种不同的
菌落，二者均较大，圆滑。 一种淡黄色，中央凸起，不规则
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圆形，边缘无色；另一种菌落呈乳白色，凸起，规则圆形。
挑取单菌落对它们进行革兰氏染色、过氧化氢酶试验，并
利用显微镜观察菌体形态，2 种菌均为革兰氏阳性，过氧
化氢酶为阴性菌，显微镜下菌落为规则圆形的菌体杆状，
短而直，成对时有八字形；不规则圆形菌体杆状，有些菌
体有弯曲， 可以确定二者均对啤酒产生危害， 为乳酸杆
菌。
由表 4 可以看出， 在添加不同量的麦根浸出物时

均产生 2 种菌落，在麦根浸出物的添加量为 30 mg/L 时
乳酸杆菌的生长最好、形成的菌落数最多；在添加量为
10 mg/L时形成的菌落数最少。 如表 5所示，在精氨酸的
添加量为 0.75 g/L时，形成的菌落数最多。
由表 6 可知，叶酸在 20 mg/L和 140 mg/L时仅观察

到 1种菌落， 而在其他的几个添加量时都观察到了 2 种
菌落，并且添加量超过 100 mg/L 时菌落呈黄色，但以添
加量为 180 mg/L时的效果最好，菌落数最多。比较后，确
定麦根浸出物 30 mg/L、精氨酸 0.75 g/L、叶酸 180 mg/L
为最佳的添加量。
2.2 NBB培养基成分优化
按表 1 单因素水平设计，对 NBB 培养基进行优化，

结果见表 7～表 9。

NBB 培养基中含有氯苯酚红，会随着啤酒有害菌产
酸而变黄，培养 3 d时发现培养基开始变黄。 由表 7～表
9 可以看出，NBB 仅长出 1 种菌， 菌落都相同， 菌落较
MRS 5 d后的结果要小，乳白色，规则圆形，边缘无色，革

兰氏阳性， 过氧化氢酶阴性细菌。 显微镜下菌体呈短杆
状，短而直，大多单个存在，成对时呈典型的八字形，也有
特长的杆菌，可以鉴定为乳酸杆菌。
由表 7可以知道，麦根浸出物试验，未添加和麦根浸

出物浓度在 20 mg/L时形成的菌落数最少， 在添加量为
50 mg/L 和 10 mg/L 时形成的菌落数和 30 mg/L 时差别
较小，啤酒有害菌在麦根浸出物添加量 30 mg/L时，形成
的菌落数最多，结果最好，这和优化 MRS 的结果一致。
由表 8 可以看出， 当精氨酸添加量为 1.25 g/L时形成的
菌落数最少，为 0.75 g/L 时形成的菌落数最多，与 MRS
优化结果相同。 表 9 表明，叶酸添加量为 100 mg/L时产
生的效果最好，并且出现与 MRS 优化时的结果，当添加
量达到 100 mg/L时菌落开始带有黄色。 比较结果后，确
定 3 种生长因子的最佳添加量分别为麦根浸出物 30
mg/L、精氨酸 0.75 g/L、叶酸 100 mg/L。
2.3 MRS培养基成分用量优化
按表 2 的因素水平设计，采用正交设计 L9(34)优化

MRS培养基中生长因子麦根浸出物（A）、精氨酸（B）、叶
酸（C）的用量，菌落计数结果见表 10。

比较表 10 中 R 值得出，MRS 培养基中影响结果的
显著因素顺序为：B(精氨酸)＞C(叶酸)＞A(麦根浸出物)。
由此说明， 精氨酸比叶酸和麦根浸出物更能促进啤酒有
害菌的生长，当精氨酸取 2水平时，效果最好。 麦根浸出
物和叶酸对啤酒有害菌的生长具有一定的促进作用。 麦
根浸出物虽然各种营养丰富， 但不如精氨酸和叶酸作用
大。 麦根浸出物的 K1最大，所以麦根浸出物的最适浓度
为 20 mg/L。 同理，精氨酸的最适浓度为 0.75 g/L，叶酸的
最适浓度为 220 mg/L。 添加到 MRS 中的最佳组合为
A1B2C3。
2.4 培养基成分用量优化
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江苏洋河酒厂招股
本刊讯：江苏洋河酒厂股份有限公司发布首次公开发行股票招股意向书。此次洋河股份拟公开发行 4500万股，占发行后总股本的

10.00 %。根据安排，10月 20日至 10月 22日为询价推介日。10月 27日为网下申购缴款日和网上发行申购日。公司此次募集资金将用于名
优酒酿造技改项目、名优酒陈化老熟和包装技改项目、白酒酿造副产物循环再利用项目和营销网络建设项目。(江源)

按表 3 的因素水平设计，采用正交设计 L9(34)优化
NBB 培养基中生长因子麦根浸出物、精氨酸、叶酸的用
量，试验结果见表 11。

根据表 11 可知，对 NBB 培养基影响最显著的因素
是精氨酸，这和 MRS 相同，再次证明了精氨酸对啤酒有
害菌的生长具有很大的促进作用， 对研究啤酒有害菌提
供了新的信息。 叶酸和麦根浸出物在 NBB 培养基中对
啤酒有害菌的影响大致相同，都起到了一定的促进作用。
麦根浸出物的 3水平优于 1水平和 2水平， 确定其最终
浓度为 50 mg/L； 精氨酸的 K2 最大， 确定最终浓度为
0.75 g/L； 同理， 叶酸的最终浓度为 140 mg/L， 添加到
NBB培养基中的 3种营养因子的最佳组合为 A3B2C3。
2.5 验证试验
根据添加到 MRS 和 NBB 培养基中的 3 种营养因

子的最佳组合， 分别以各自未添加任何物质的培养基为
对照，28℃厌氧培养 5 d， 菌落总数为指标做验证试验。
MRS 培养基：A1B2C3 组合的培养基中形成的菌落数为

1.71×103 cfu/mL， 而在 MRS 培养基中的菌落数仅为
1.43×103 cfu/mL， 并且可以明显地观察到优化后的培养
基上形成的菌落要大于对照。 所以，确定优化 MRS培养
基为 A1B2C3，即麦根浸出物 20 mg/L、精氨酸 0.75 g/L、叶
酸 220 mg/L。 NBB培养基：A3B2C3组合的培养基中啤酒

有害菌的菌落数为 5.9×102 cfu/mL，对照培养基中的菌落
数仅为 4.3×102 cfu/mL， 并且优化的培养基在 36 h 就可
以观察到培养基的变色现象，而对照需要 48 h，可见优化

后的 NBB 培养基上细菌的生长速度加快，确定 NBB 培
养基的优化组合为 A3B2C3，即麦根浸出物 50 mg/L、精氨
酸 0.75 g/L、叶酸 140 mg/L。

3 结论

3.1 在单独添加麦根浸出物、 精氨酸和叶酸到 MRS 中
时，最佳添加量为麦根浸出物 30 mg/L、精氨酸 0.75 g/L、
叶酸 180 mg/L。 3种营养因子单独添加到 NBB 中时，最
佳添加量为麦根浸出物 30 mg/L、精氨酸 0.75 g/L、叶酸
100 mg/L。
3.2 确定 3 种营养因子优化 MRS 培养基最佳配比为：
麦根浸出物 20 mg/L、精氨酸 0.75g/L、叶酸 220 mg/L。 优
化 NBB 培养基的最佳配比为： 麦根浸出物 50 mg/L、精
氨酸 0.75 g/L、叶酸 140 mg/L。
3.3 MRS 培养基比 NBB 培养基在对啤酒有害乳酸杆
菌的检测上更具选择性，检测能力强，更适合于对啤酒有
害菌的检测。
3.4 精氨酸对啤酒有害菌尤其是乳酸杆菌有巨大的促
进作用，能够增强啤酒有害菌的成长，为进一步研究啤酒
有害菌奠定基础。
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