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酵素中一株高产酸醋酸菌的鉴定及其产酸特性
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摘要!以
"#

种酵素样品为菌源$经分离纯化!产酸定性和定

量试验$获得
"

株高产酸量醋酸菌
b(-2"

$对其形态学!生

理生化指标测定及
"0[JEDZ

鉴定$确定其为芝庇侬醋酸杆

菌%

#;3?8F+;?3>;'F'(8(

)

3(@'@

&'以苹果!梨!黄瓜作为果蔬培

养基$研究菌株
b(-2"

的产酸特性"结果表明$菌株
b(-2"

的最适产酸温度为
!# a

'菌株
b(-2"

在乙醇含量为

%3b

(

"##3b

时$产酸量最高%

$$>*$

9

(

b

&$比对照菌株
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(

b

&产酸量高'在底酸浓度为
"

#

&3b

(

"##3b

时$

菌株
b(-2"

和菌株
+S++*#"&

的产酸量随发酵时间的变化

趋势均先减少后增加再减少'相同条件下$菌株
b(-2"

产酸

速率优于菌株
+S++*#"&

'两菌株均产
$

种有机酸$分别是乙

酸和草酸$且乙酸量远高于草酸量"菌株
b(-2"

更适宜于

果蔬酵素的酿造"

关键词!酵素'醋酸菌'鉴定'产酸
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酵素即指以一种或多种新鲜蔬菜+水果+菌菇+中草药等

作为原料(经多种有益菌发酵(得到的具有丰富维生素+酶+

矿物质和次生代谢产物等营养成分的功能性发酵产品%

"

&

)

一般为高酸性或酸性食品(既能提高发酵底物自身的营养价

值(也能作为食品添加剂和功能成分应用于食品加工生

产%

$

&

)酵素有改善肠胃功能%

!

&

+抗氧化%

%

&

+消炎+抗菌+促进

细胞新生%

&T0

&

+降血压+降血脂%

*TW

&等功效)

有益菌的种类及其特性对酵素的发酵过程至关重要%

)

&

)

有益菌通过自身的中间代谢(使发酵基质产生一系列复杂的

生物化学变化(从而实现三大物质!糖类+脂质+蛋白质#之间

的相互转化(或为产生新的生理物质!活性维生素和活性酶

等#提供前体物质%

"#

&

)

目前(已从酵素产品中分离出多种有益菌(如醋酸

菌%

""

&

+酵母菌%

"$T"!

&

+乳酸菌%

"%

&等(而对有益菌在酵素中的特

性等的进一步研究基本上都是针对酵母菌的"赵光远等%

"&

&

+

%0



江忠丽等%

"0

&分别以红枣+大米为主要原料(均研究了酵母菌

的接种量+时间和温度
!

个因素对相应酵素饮料生产的影

响)对在酵素中主导产酸的醋酸菌的相关报道却很少(醋酸

菌是酵素发酵过程中的一大类产酸细菌(清楚醋酸菌的种类

及发酵特性有助于合理控制酵素发酵进程(有效提高酵素的

风味品质(因此研究酵素中醋酸菌及其产酸特性十分必要)

本试验旨在从酵素样品中分离出具有高产酸能力的醋

酸菌(研究其在果蔬培养基中的产酸特性(为酵素生产提供

菌种资源和依据)

"

!

材料与方法
">"

!

菌源

本试验选用了不同蔬菜+水果及中草药等
"#

种酵素样

品作为菌种来源(具体见表
"

(样品
"

#

%

号来自四川省泸州

市古蔺县的某公司(

&

#

"#

号来自四川省绵阳市的某公司)

表
"

!

"#

种不同原料的酵素样品f
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样品编号 样品种类 样品编号 样品种类
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木瓜
d

牡丹花

!

"

(

"

#

0

黄瓜
d

西胡瓜
d

莴笋

!

"

(

$

(

"

#

$

木瓜
*

茄子
d

南瓜!

"

(

"

#

!

牡丹根
W

西兰花

%

赶黄草
)

莴笋

&

茄子
d

松茸!

"

(

"

#

"#

梨子
d

秋葵!

"

(

"

#

!

f

!

样品种类一列括号中的数据为质量比)
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菌种

植物乳杆菌!
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"由四川农

业大学食品微生物实验室分离鉴定并保藏$

巴氏醋杆菌巴氏亚种!
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"中国工业微生物菌种保藏中心)
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培养基

基础培养基!用于醋酸菌的分离纯化及保藏#"酵母膏
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(葡萄糖
"#

9

(水
"###3b

(自然
L

U

(使用前加入无水乙

醇
!3b

*

"##3b

$其固体培养基添加
+4+\

!

$

9

*

"##3b

(琼

脂粉
$

9

*

"##3b

(

"$"a

灭菌
$#358

$

产酸培养基"同基础培养基(但使用前改为加无水乙醇

&3b

*

"##3b

(

"$"a

灭菌
$#358

$

UC

M

?J2RJ4I?=J

培养基"无水乙醇
!3b

*

"##3b

(!

DU

%

#

[\

%

#>"

9

*

"## 3b

(

/

$

UX\

%

#>"

9

*

"## 3b

(

/U

$

X\

%

#>#"

9

*

"##3b

(

(

9

[\

%

.

*U

$

\ #>#$&

9

*

"##3b

(

R?+6

!

#>###&

9

*

"##3b

(

"$"a

灭菌
"&358

$

生酮 试 验 培 养 基"甘 油
! 3b

*

"## 3b

(酵 母 膏

!

9

*

"##3b

(琼脂粉
$

9

*

"##3b

(

"$"a

灭菌
"&358

$

产
&2

酮基葡萄糖酸盐培养基"葡萄糖
!

9

*

"##3b

(碳酸

钙
$

9

*

"##3b

(酵母膏
"

9

*

"##3b

(琼脂粉
$

9

*

"##3b

(

"$"a

灭菌
"&358

$

硝 酸 盐 培 养 基"

/D\

!

#>#$

9

*

"## 3b

(蛋 白 胨

#>&

9

*

"##3b

(

L

U*>%

(

"$"a

灭菌
"&358
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主要试剂

无水乙醇+

R?+6

!

.

0U

$

\

+

D4\U

+酚酞"分析纯(成都市

科龙化工试剂厂$

邻苯二甲酸氢钾"分析纯(成都金山化学试剂有限公司$

过氧化氢+盐酸二甲基对苯二胺+甲萘胺"分析纯(天津

市福晨化学试剂厂$

对氨基苯磺酸+乙酸+

#

2

萘酚"分析纯(天津市光复精细

化工研究所$

乙酸+乳酸+草酸+柠檬酸+酒石酸+丙酮酸+苹果酸+琥珀

酸"色谱纯(

[5

9

342Z6@J5A;

!上海#贸易有限公司$

$jXJ?35NG4

7

G(

+

EDZ (4JQ?JEb$###

+琼脂糖"宝生

物工程!大连#有限公司$

GSZD43

L

4̂AI?J54EDZ/5I

试剂盒"天根生化科技!北

京#有限公司$

.C6@O5?K

G(

EDZ

染料"上海赛百盛基因技术有限公司)

">&

!

仪器

液相色谱仪"

b+2$#"#+UG

型(配可变波长紫外检测器

!

B̀

#(

b+2[C6=I5C8

工作站(日本
[;534:=

公司$

X+Y

仪"

G"##

G(

G;?J346+

M

A6?J

型(美国
5̂C2Y4@

公司$

凝胶成像系统"

.?6ECA,Y

型(美国
5̂C2Y4@

公司$

酸度计"

XU[2%+

d型(成都世纪方舟科技有限公司$

高速台式冷冻离心机"

G.b2"0.

型(上海菲恰尔分析仪

器有限公司$

超纯水系统"

(56652].J4@5?8I

型(美国
(5665

L

CJ?

公司)

">0

!

试验方法

">0>"

!

高产酸醋酸菌的分离
!

!

"

#醋酸菌的分离纯化"分别取表
"

中不同种类的样品

"#

9

于液体基础培养基中(分装
"##3b

*

&##3b

锥形瓶(振

荡培养
%W;

富集$梯度稀释后涂布(

!#a

培养
*$;

$选出溶

钙圈明显且菌落形态不同的优势菌落(多次划线以纯化$再

以植物乳杆菌
X"&W

和醋酸菌
+S++*#"&

分别作为阳性和阴

性对照菌株(进行革兰氏染色反应并镜检(选出符合醋酸菌

菌落特征的革兰氏阴性菌株(

T$#a

甘油保藏)除特别说

明(试验中振荡培养的条件均为
!#a

+

"%#J

*

358

)

!

$

#菌种活化及种子液的制备"取上述保藏菌株划线于

基础培养基斜面(

!#a

培养
%W;

$用
&3b

无菌生理盐水将

斜面上的菌苔洗下(调整细胞浓度至
"#

W

+R̀

*

3b

(作为种

子液)

!

!

#产酸定性试验"将种子液按
"#3b

*

"##3b

接种于

产酸培养基(分装
!#3b

*

$&#3b

锥形瓶(振荡培养
*$;

$取

&3b

培养液离心!

W###J

*

358

(

&358

#(以
">#3C6

*

bD4\U

溶液调
L

U

至
*>#

(滴加
&

#

0

滴
&

9

*

"##3bR?+"

!

溶液并摇

匀(观察溶液是否变成黄褐色$再置于酒精灯火焰上加热至

沸腾(若形成红褐色沉淀(即判定为产酸菌)

!

%

#产酸定量试验"同上述
">0>"

!

!

#步骤接种!无水乙醇

调整为
&e

#并分装(振荡培养
*$;

后测定产酸量(确定产酸

量高的菌株)向
&#3b

蒸馏水中加入
$3b

发酵液(以
!

#

&

滴酚酞为指示剂(用标定的
#>"3C6

*

bD4\U

溶液滴定溶

液至呈浅粉色并记录数据)按式!

"

#计算产酸量
N

!即净增

&0

基础研究
!

$#"0

年第
"$

期



酸(以醋酸计#"

N

J

W

O

W

#

! #

K

E

D4\U

K

0#

W

样

( !

"

#

式中"

N

'''产酸量(

9

*

b

$

W

'''发酵液样品滴定消耗的
D4\U

量(

3b

$

W

#

'''以空 白 培 养 基 为 对 照 滴 定 消 耗 的
D4\U

量(

3b

$

E

D4\U

'''

D4\U

标准溶液浓度(

3C6

*

b

$

0#

'''乙酸的相对分子质量(

9

*

3C6

$

W

样'''样品的取样量(

3b

)

">0>$

!

菌株鉴定
!

!

"

#形态学指标"将供试菌株于醋酸菌平板上划线(于

!#a

培养箱培养
%W;

后(观察并记录其菌落特征$挑取平板

上的单菌落!

!#a

(

%W;

#进行革兰氏染色(在显微镜下观察

并记录颜色+形状+大小+排列等特征)

!

$

#生理生化指标"以菌株
+S++*#"&

作为对照(对菌株

b(-2"

进行鉴定%

"*

&

)

!

!

#

"0[JEDZ

的扩增和系统发育树的构建"细菌基因

组
EDZ

的提取"挑取供试菌株单菌落于
$#3b

基础培养基

中(振荡培养
$#;

(离心!

"####J

*

358

(

"358

#收集菌体$按

GSZD43

L

4̂AI?J54EDZ /5I

试剂盒进行提取)

"0[JEDZ

基因的
X+Y

扩增"以菌株基因组
EDZ

为模板(选择细菌通

用引物!

$*R

"

&F2Z.Z.GGG.ZG++G..+G+Z.2!F

$

"%)$Y

"

&F2GZ+..+GZ++GG.GGZ+.Z+GG2!F

#扩增
"0[JEDZ

基

因)

$&

"

bX+Y

反应体系"模板
EDZ">#

"

b

(上下游引物

!

"#

"

3C6

*

b

#各
"

"

b

(

$jXJ?35NG4

7

G(

!

G4/4Y4G4

7

G(

B?J2

<5C8$>#

#

"$>&

"

b

(超纯水
)>&

"

b

)同时进行有模板
EDZ

不

加引物和有引物不加模板
EDZ

的处理作为对照)设置

X+Y

反应条件为"

)% a

预变性
& 358

(然后经
!#

个循环

!

)%a

变性
%&<

(

&0a

退火
%&<

(

*$a

延伸
)#<

#(最后
*$a

延伸
"#358

(

%a

保存)琼脂糖凝胶电泳"

X+Y

产物经
"e

!

"jGZ1

#琼脂糖凝胶电泳检测后(观察并成像)扩增产物

测序及分析"将
X+Y

产物送成都擎科梓熙生物技术有限公

司测序(在
.?8P48Q

上提交结果(

b̂Z[G

进行同源性比对(

运用
(1.Z&>$

构建系统发育树)

">0>!

!

菌株的产酸特性
!

!

"

#果蔬培养基的制备"取苹果+梨+黄瓜
!

种材料洗净

去杂(榨取汁液(称重后分别取等质量汁液混合(加水稀释至

葡萄糖含量约为
"

9

*

"##3b

(经
""&a

高压灭菌
$#358

(作

为发酵培养基(使用前添加
!3b

*

"##3b

无水乙醇)

!

$

#接种+分装"将目标菌株种子液按
"#3b

*

"##3b

的接种量接入果蔬培养基(除特别说明(按
"##3b

*

!##3b

分装于锥形瓶)

!

!

#菌株的适应性"主要对温度+乙醇浓度和底酸浓度

!

个因素对菌株在果蔬培养基中产酸量的影响进行试验)

$

菌株对不同温度的适应性"接种(分装(分别于
$W

(

!#

(

!&

(

!*

(

%#a

(置于振荡培养箱(

"%#J

*

358

培养
*$;

(按
">0>"

!

%

#

测定产酸量)

%

菌株对不同浓度乙醇的适应性"接种(分

装(无水乙醇含量分别调整为
"

(

$

(

!

(

%

(

&3b

*

"##3b

(置于

振荡培养箱(振荡培养
*$;

(按
">0>"

!

%

#测定产酸量)

&

菌

株对不同浓度底酸的适应性"接种(分装(底酸!乙酸
(

乳酸

质量比
"

(

"

#总量分别为
"

(

$

(

!

(

%

(

&3b

*

"##3b

(振荡培养

*$;

(按
">0>"

!

%

#测定产酸量)

菌株生长曲线的测定"接种(分装(振荡培养
*$;

(于

0##83

波长下测定
\E

值(前
$%;

每
$;

测定一次(之后每

%;

测定一次)

!

%

#菌株的产酸特性"产酸曲线"接种(分装(振荡培养

*@

(间隔
$%;

测定产酸量(以发酵时间+产酸量分别作为横+

纵坐标绘制产酸曲线)产有机酸特性"接种(分装(振荡培养

*@

后将发酵液离心!

"$###J

*

358

(

"#358

#(取上清液通过

#>%&

"

3

水相滤膜(弃去初滤液(取续滤液供高效液相色谱

!

UXb+

#检测用%

"WT")

&

)按
"3b

溶液中分别含
$>&3

9

草酸+

$&3

9

乳酸+

"& 3

9

柠檬酸+

!# 3

9

乙酸+

"& 3

9

苹果酸+

"&3

9

琥珀酸和
$&3

9

酒石酸(配制有机酸标准品混合溶

液(分别取标准混合液
"#

(

$#

(

&#

(

*&

(

"##

"

b

(定容至
"3b

(

配制成不同浓度的混合标液(

UXb+

分析获得各有机酸的线

性方程)色谱条件"色谱柱为
[?

L

4NUX2+

"W

柱!

%>033j

$&#33

(

&

"

3

#$流 动 相 为 体 积 比 为
&

(

)&

的 乙 腈'

#>#&3C6

*

b/U

$

X\

%

溶液!磷酸调节
L

U

至
$>&

#$流速

#>03b

*

358

$检测波长
$"#83

$柱温
$&a

$进样体积
"#

"

b

)

$

!

结果与分析
$>"

!

高产酸醋酸菌的分离

$>">"

!

醋酸菌的分离纯化
!

从
"#

种不同原料的酵素样品中

稀释分离与纯化后获得了
"#

株优势菌(其中有革兰氏阴性

菌
)

株)

$>">$

!

产醋酸定性试验
!

经产酸定性试验(确定
)

株革兰氏

阴性菌中有
&

株菌可以产生明显的红褐色沉淀(判定为产醋

酸菌株)

$>">!

!

产酸定量试验
!

从不同原料自然发酵的酵素中分离

纯化得到
&

株产酸菌株(其产酸量分别为"!

#>*##g#>"&&

#(

!

">%##g#>#0$

#(!

">#!#g#>#)!

#(!

"0>&)#g#>"$%

#(!

#>")#g

#>###

#

9

*

b

)其中源于梨
d

秋葵酵素中的菌株编号为

b(-2"

(产酸量为!

"0>&)#g#>"$%

#

9

*

b

(具有较高产酸能力(

因此选择该菌株作为后续试验的研究对象)

$>$

!

菌株鉴定

$>$>"

!

菌株
b(-2"

的形态学特征
!

菌株
b(-2"

在醋酸菌

碳酸钙平板上的菌落形态及镜检的个体形态!

j"###

#见

图
"

)菌落呈米白色(较小(圆形+光滑+中间隆起+边缘整齐$

经革兰氏染色镜检观察(其个体形态呈短杆状+链状排列(呈

革兰氏阴性)

$>$>$

!

菌株的生理生化特性
!

以菌株
+S++*#"&

作为对照(

对菌株
b(-2"

进行了生理生化指标测定(由表
$

可知(菌株

b(-2"

和
+S++*#"&

均不能在
UC

M

?J2RJ4I?=J

培养基上生

长(接触酶阳性(氧化酶阴性)能利用正丙醇+正丁醇+

M2

葡

萄糖产酸)均不能产
&2

酮基葡萄糖酸盐和纤维素(但可以产

醋酸和
$2

酮基葡萄糖酸盐)

00

第
!$

卷第
"$

期 卢梦瑶等"酵素中一株高产酸醋酸菌的鉴定及其产酸特性
!



图
"

!

菌株的菌落及个体形态特征

R5

9

=J?"

!

G;?AC6C8

M

48@58@5O5@=46A;4J4AI?J5<I5A<

CH<IJ458<

表
$

!

两株醋酸菌的生理生化特性f

G4P6?$

!

X;

M

<5C6C

9

5A4648@P5CA;?35A46A;4J4AI?J5<I5A<CHIKC

<IJ458<CH4A?I5A4A5@P4AI?J54

指标 菌株
b(-2"

菌株
+S++*#"&

UC

M

?J2RJ4I?=J

培养基上生长
T T

接触酶试验
d d

甘油生酮
d O

产
&2

酮基葡萄糖酸盐
T T

产
$2

酮基葡萄糖酸盐
d O

产
$

(

&2

二酮基葡萄糖酸盐
T d

氧化酶试验
T T

利用正丙醇产酸
d d

产醋酸定性试验
d d

硝酸盐还原
T T

在以麦芽糖为唯一碳源的培养基上生长
T O

产纤维素
T T

!#e

酵母抽提物上生长
d O

利用
M2

葡萄糖产酸
d d

利用正丁醇产酸
d d

!

f

!

,

d

-为阳性$,

T

-为阴性(,

O

-为多变的)

$>$>!

!

"0[JEDZ

鉴 定
!

由 图
$

可 知(

b(-2"

菌 株

"0[JEDZ

的
X+Y

扩增产物测得的片段大小在
"&##P

L

左

右(其在
.?8̂48Q

上的登录号为
/,$"%0#*

)采用
b̂Z[G

软

件在
.?8P48Q

数据库中进行序列比对(并对菌株
b(-2"

构建

系统发育树!见图
!

#(分析表明(菌株
b(-2"

的
"0[JEDZ

(>(4JQ?J

!

">

有模板(无引物
!

$

+

!>

单侧引物(无模板
!

%>b(-2"

的
X+Y

产物

图
$

!

菌株
b(-2"

的
"0[JEDZ

的
X+Y

产物的

琼脂糖凝胶电泳图

R5

9

=J?$

!

Z

9

4JC<?

9

?6?6?AIJC

L

;CJ?<5<CH"0[JEDZ

9

?8?

X+Y

L

JC@=AI<CH<IJ458b(-2"

图
!

!

菌株
b(-2"

的系统发育树

R5

9

=J?!

!

X;

M

6C

9

?8I5AIJ??CH<IJ458b(-2"

基 因 序 列 与 登 录 号 为
Ẑ #&$*"#>"

的
#;3?8F+;?3>

;'F'(8(

)

3(@'@%U2"

高度同源(相似度达
))e

(与其他芝庇侬

醋酸杆菌亦具有相似的系统发育关系%

$#

&

)根据形态学+生

理生化指标及
"0[JEDZ

序列分析可判定菌株
b(-2"

为芝

庇侬醋酸杆菌!

#;3?8F+;?3>;'F'(8(

)

3(@'@

#)

$>!

!

菌株
b(-2"

的产酸特性

$>!>"

!

菌株的适应性

!

"

#菌株对不同温度的适应性"由图
%

可知(在
$W

#

%#a

时(菌株
+S++*#"&

+

b(-2"

的产酸量均呈现先增加后

减少的趋势(并在
!#a

达到最高值(与
+;?8-48

9

等%

$"

&对

醋酸菌可耐受温度的研究结果基本一致(菌株
b(-2"

的产

酸量高于菌株
+S++*#"&

的产酸量(同时两菌株的产酸量在

$W

#

%#a

时波动较大(对温度的适应范围窄)

!!

!

$

#菌株对不同乙醇浓度的适应性"由图
&

可知(随着乙

醇浓度的升高(菌株的产酸量均呈先增后减的趋势)其中(菌

株
b(-2"

对乙醇的耐受性较好(在乙醇含量
%e

时(产酸量最

高!

$$>*$

9

*

b

#(其比对照菌株
+S++*#"&

!

%e

(

")>#&

9

*

b

#产酸

量大(且略优于菌株
+S++*#"&

!

!e

(

$">W&

9

*

b

#(可能与菌株

本身氧化乙醇的性能有关$产酸量随乙醇含量的进一步增大

逐渐降低(说明菌株的产酸性能受较高含量乙醇的抑制%

$$

&

)

!!

!

!

#菌株对不同浓度底酸的适应性"为排除在同一总底

酸浓度因素下(乙酸和乳酸质量不同产生影响(因此试验保

证二者质量比为
"

(

"

(底酸除选用乙酸外还选用了乳酸(原

因是"

$

酵素中存在乳酸发酵$

%

底酸的促进作用来源于醋

酸根(而不是
L

U

的降低(一定量的乙酸对醋酸菌的氧化产

酸能力有促进作用(而乳酸则抑制醋酸菌产酸%

$!

&

)如图
0

所示(

$

株菌均能耐受
&3b

*

"##3b

底酸$在底酸浓度为

"3b

*

"##3b

时(产酸量最高(且菌株
b(-2"

的产酸量略

高于 菌 株
+S++*#"&

)因 此 可 解 释"底 酸 浓 度 为
"

#

$3b

*

"##3b

时(菌株
b(-2"

的产酸量大幅度减少(可能

是乙酸对醋酸菌氧化产酸能力的促进作用小于乳酸对醋酸

菌的抑制作用$底酸浓度为
!

#

%3b

*

"##3b

时(产酸量略

升高(可能是此时乙酸的促进作用大于乳酸的抑制作用$在

底酸浓度大于
%3b

*

"##3b

时(因底酸浓度过高反馈抑制

醋酸菌的产酸量%

$%

&

)两菌株的产酸趋势接近(说明两种菌

对底酸浓度的适应性规律相似(此结果表明(在果蔬酵素生

产时(可排除底酸浓度对选择不同菌种的限制)

*0

基础研究
!

$#"0

年第
"$

期



图
%

!

两株醋酸菌对不同温度的适应性

R5

9

=J?%

!

Z@4

L

I4P565I

M

CHIKC<IJ458<CH4A?I5A4A5@P4AI?J54

IC@5HH?J?8II?3

L

?J4I=J?<

图
&

!

两株醋酸菌对不同乙醇浓度的适应性

R5

9

=J?&

!

Z@4

L

I4P565I

M

CHIKC<IJ458<CH4A?I5A4A5@P4AI?J54

IC@5HH?J?8I?I;48C6AC8A?8IJ4I5C8<

图
0

!

两株醋酸菌对不同浓度底酸的适应性

R5

9

=J?0

!

Z@4

L

I4P565I

M

CHIKC<IJ458<CH4A?I5A4A5@P4AI?J54

IC@5HH?J?8IPCIIC34A5@AC8A?8IJ4I5C8<

!!

!

%

#菌株的生长曲线"由图
*

可知(菌株
b(-2"

的
\E

值在
#

#

$;

基本不变(

$

#

%W;

快速上升(

%W

#

*$;

基本不

变(其 对 数 生 长 期 为
$

#

%W ;

)菌 株
b(-2"

比 菌 株

+S++*#"&

的生长速率和生长量均大(说明菌株
b(-2"

更适

宜于该条件)

$>!>$

!

产酸特性
!

!

"

#菌株的产酸曲线"由图
W

可知(菌株
b(-2"

的产酸

量在
#

#

0@

迅速增加(

0

#

"#@

缓慢增加(

"#

#

"!@

缓慢减

少趋势(

"!

#

"%@

缓慢增加)对照菌株
+S++*#"&

在
#

#

*@

迅速增加(

*

#

"$@

呈缓慢减少趋势(

"$

#

"%@

迅速减少)在

#

#

*@

内(菌株
+S++*#"&

产酸速率略优于菌株
b(-2"

(但

图
*

!

两株醋酸菌的生长曲线

R5

9

=J?*

!

.JCKI;A=JO?CHIKC<IJ458<CH4A?I5A

4A5@P4AI?J54

图
W

!

两株醋酸菌的产酸曲线

R5

9

=J?W

!

ZA5@

L

JC@=A58

9

A=JO?CHIKC<IJ458<CH

4A?I5A4A5@P4AI?J54

此后(菌株
b(-2"

产酸速率处于稳中有升趋势(而菌株

+S++*#"&

产酸速率开始不断下降(表明菌株
b(-2"

的产酸

速率及对环境的适应性优于菌株
+S++*#"&

)

!

$

#菌株产有机酸特性"由表
!

可知(

*

种有机酸标准品

能够达到较好的分离效果(且其标准曲线相关系数均在

#>)))#g#>##!#

范围内(表明
*

种有机酸的峰面积和浓度

有较好的线性相关性(此条件下可以确保菌株发酵液中有机

酸检测的可靠性)

菌株
b(-2"

被检出产
$

种有机酸(即乙酸和草酸(其中

产乙酸量最高)与空白相比(发酵液中的酒石酸+苹果酸+柠

檬酸含量均降低(可能是醋酸菌在醋酸发酵过程中利用消耗

酒石酸+苹果酸+柠檬酸较多(而产生和积累草酸%

$&

&

)与朱

其瀚等%

$0

&从镇江恒顺醋厂的醋醅中分离出
"

株巴氏醋杆菌

能产生乳酸+乙酸+酒石酸
!

种有机酸不同(可能与培养基成

分+醋酸菌种+发酵方法+生产工艺等因素有关%

$*

&

)

!

!

结论
本研究从多种酵素中分离出一株较高产醋酸菌株

b(-2"

(确定为芝庇侬醋酸杆菌!

#;3?8F+;?3>;'F'(8(

)

3(@'@

#)

^U4

9

;<;?84<

等%

$W

&对从豆腐中分离出的芝庇侬醋酸杆菌进

行了益生菌评估(证实了其可以作为益生菌用于食品工业)

本试验结果表明(相同条件下(菌株
b(-2"

在基础培养基中

产酸量!

$!>$"

9

*

b

#小于菌株
+S++*#"&

在其中的产酸量

!

$&>)0

9

*

b

#(但是(在果蔬培养基中(菌株
b(-2"

的产酸量
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表
!

!

*

种有机酸标准曲线线性相关性及菌株发酵液中产有机酸的含量f
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H?J3?8I4I5C8PJCI;CH<IJ458

有机酸
线性范围*

!

9

.

b

T"

#

线性方程
相关系数

!

P

$

#

发酵液中有机酸含量*!

9

.

b

T"

#

菌株
*#"&

菌株
b(-T"

草酸
!

#>#$&

#
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D

c">!j"#

*

Ad0%)#) #>)))* #>#%#g#>##" #>#)#g#>##$

酒石酸
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#

$>&##

D

c">Wj"#

0

Ad!"#)W #>)))%

!

T

" !

T

"

苹果酸
#>"&#

#

">&##

D

c)>$j"#

&

Ad$"W$W #>))*W

!

T

" !

T

"

乳酸
!

#>$&#

#

$>&##

D

c0>&j"#

&

Ad"&W0W #>))0# T T

乙酸
!

#>!##

#

!>###

D

c&>%j"#

&

Ad"$"0) #>)))% $!>W!#g#>!%$ $0>0%#g#>0#%

柠檬酸
#>"&#

#

">&##

D

c">$j"#

0

Ad"%&#% #>)))$

!

T

" !

T

"

琥珀酸
#>"&#

#

">&##

D

c0>*j"#

&

Ad!&)W>" #>))W* T T

!!!!!!!!!

f

!

,

T

"

-表示发酵液减去空白值后对应有机酸为负值$,

T

-表示未检出)

要高于菌株
+S++*#"&

的产酸量(因此(在同等条件下菌株

b(-2"

更适合于果蔬酵素的酿造)

目前(国内外关于芝庇侬醋酸杆菌的专门报道甚少(仅

见针对分离出的醋酸菌进行多相分类学研究%

$)

&的同时(提

到了芝庇侬醋酸杆菌的生化特性%

!#T!"

&

)菌株
b(-2"

在模

拟酵素中的产酸特性研究(为其实际应用提供了数据参考)

本试验仅对温度+乙醇浓度和底酸浓度
!

个因素进行了

研究(具有一定局限性(进一步可对醋酸菌的接种量+模拟酵

素基质成分等其他因素进行试验)
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枇杷果酒的陈化后熟(经后熟后的枇杷果酒色泽加深(总酸

略降(外观色泽金黄澄清透明(酒香浓郁)与枇杷果酒原酒

相比(经过一定条件的超声+微波和冷热处理(枇杷果酒的品

质有所改善)能在短时间内(提高枇杷果酒品质(对实际生

产具有指导意义)

!

$

#本试验研究显示冷热催陈优于超声催陈和微波催

陈)在未来的研究中(将综合评分相对较高的冷热交替和微

波催陈方式复合使用(可能会取得更佳的催陈效果)

!

!

#本研究对枇杷果酒挥发性风味物质进行了主成分

分析(分析结果与感官评价有差异(表明影响果酒品质因素

的多样性(不能用主成分分析代表枇杷果酒催陈效果)同

时(由于冷热交替催陈和超声催陈未检出挥发性成分占比相

对较高(这些未检出成分同样参与并影响酒体风味)因此(

对枇杷果酒挥发性风味物质研究的前处理方法还有待更深

入的研究)
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