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摘要!以巴氏醋杆菌
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(为麸曲发酵菌株"应用响应面法优化了醋酸菌麸曲的

制备工艺条件#结果表明"其最佳制备条件为%乙酸添加量

"58! *B

)

"88

2

$乙 醇 添 加 量
458& *B

)

"88

2

$接 种 量

958&*B

)

"88

2

"该条件下醋酸菌菌落总数达到
"5!%]

"8

%

D[d

)

2

#应用该条件"在食醋企业对醋酸菌麸曲进行逐

级扩大 培 养"扩 培 过 程 中 麸 曲 醋 酸 菌 总 数 均 能 达 到

"8

%

D[d

)

2

以上#

关键词!巴氏醋杆菌&麸曲&固态发酵

23-45674
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四川麸醋以麸皮为主要原料$通过传统固态发酵工艺精

酿而成)

"

*

$尤以保宁醋最为有名$为中国传统的四大名醋之

一%麸醋发酵醅内含较多疏松料$可容纳一定的空气和水$

固(液(气三相共存$适合多种微生物生长繁殖%麸曲常用人

工培养曲霉菌制得$作为食醋发酵过程中的糖化剂)

4

*

%食醋

酿造过程中曲的种类与质量影响食醋生产周期(成品醋的品

质及出醋率的高低%四川麸醋现在大多是生料固态开放性

多种微生物共同发酵$醋酸菌作为发酵的主要微生物之一$

主要来源于回糟(生产原料及环境$其丰度较低使醋酸发酵

相对较弱$导致食醋的产率较低)

!W'

*

+同时$食醋中乙酸含量

在有机酸组分中相对较低$保宁醋中乙酸的含量仅占总酸含

量的
4$58&C

)

$

*

$可能一定程度影响了主体风味形成%因此$

为了利于生产实施$非常有必要在四川麸醋传统固态发酵中

强化优良醋酸菌$而食醋发酵过程中麸曲的制备和醋酸菌的

应用也被越来越多学者关注%

实际生产中$受到生产成本(原料选择(酿造工艺等因素

限制$菌种种子液的生物量难以达到最适的接种浓度%郭明

烨等)

%

*通过对醋酸菌培养条件(米酒培养基酒精质量分数(

接种量进行优化$醋酸菌种子液的最大生物量仅达到

"8

$

D[d

'

*B

$种子液的生物量较低%同时$醋醅中含水量

多$会导致实际生产中食醋成熟期延长$对企业的经济效益

产生影响%李玉斌等)

&

*以四川保宁醋为研究对象$在其发酵

过程中添加醋酸菌二级种子液作为生物强化剂$但是液体种

子液的添加影响食醋风味物质产生和食醋成熟期的延长%

因此$这些研究所采用的方法仍未达到较佳的工业利用

价值%

为进一步提高醋酸菌种子的生物量(严格把控食醋品

'84



质(控制食醋发酵周期$本研究以前期筛选出的优良巴氏醋

杆菌!

,I7=$/0I=7:

V

03=7.:)0%.;

#

D&)9

)

"8

*作为固态醋醅发酵

的生物强化菌株$拟采用响应面法对醋酸菌制备成麸曲种子

进行工艺优化$为解决上述问题和进一步在四川麸醋固态发

酵中实现醋酸菌麸曲强化接种提供参考依据%

"

!

材料与方法
"5"

!

材料

巴氏醋杆菌!

,I7=$/0I=7:

V

03=7.:)0%.3

#

D&)9

"从四川保

宁醋醋醅中分离$保存于本实验室+

麸皮"市售+

醋酸 菌 液 体 培 养 基"酵 母 膏
"

2

'

"88 *B

$葡 萄 糖

"

2

'

"88*B

$

"4"X

灭菌
48*,1

$使用前加入
!*B

'

"88*B

无水乙醇+

醋酸菌平板及斜面保藏培养基"醋酸菌液体培养基添加

琼脂粉
"5%

2

'

"88*B

$

D+D<

!

"5#

2

'

"88*B

+

麸皮培养基"准确称取麸皮
"8

2

于
4#8*B

三角瓶中$

按麸皮质量的
&8*B

'

"88

2

加入蒸馏水$拌和均匀$蒸料灭

菌!

"4"X

#

48*,1

$灭菌后趁热摇动三角瓶使料块分散(冷却

备用%

"54

!

仪器与设备

精密电子天平"

R(9"4)B

型$北京赛多利斯仪器系统有

限公司+

立式自动电热压力蒸汽灭菌锅"

BVgf)98UP

型$上海三

电医疗核子仪器厂+

电热恒温培养箱"

V?A)&"'4

型$上海一恒科技有限

公司+

电热恒温水浴锅"

?OE49

型$上海一恒科技有限公司%

"5!

!

方法

"5!5"

!

菌种活化及种子液的制备
!

取菌株
D&)9

划线于醋酸

菌斜面$

!8X

培养
49/

$活化
4

次%取菌株斜面物用
#*B

无菌生理盐水洗下菌体并调整醋酸菌浓度至
"8

%

D[d

'

*B

$

制成一级醋酸菌种子%

将一级醋酸菌种子液按
#*B

'

"88

2

接种至麸皮培养基

中$

!8X

(

"%8G

'

*,1

振荡培养
49/

$制成二级醋酸菌种子%

"5!54

!

三角瓶曲的制作及生长曲线测定
!

在三角瓶麸皮培

养基中加入乙醇
! *B

'

"88

2

$乙酸
4 *B

'

"88

2

$接种

#*B

'

"88

2

的二级醋酸菌种子%置于
!8X

条件下培养$每

'/

取样一次测定醋酸菌菌落总数$

$4/

后完成生长曲线测

定$确定三角瓶曲的最适培养时间%

"5!5!

!

单因素试验设计
!

参照
"5!54

制曲方法$根据文献)

&

*

固定麸皮
"8

2

$选择乙酸含量(乙醇含量(水分(醋酸菌接种

量(氧含量作为影响麸曲醋酸菌菌落总数的主要因素$通过

单因素试验结果选取响应面的因素和水平%

!

"

#水分对麸曲醋酸菌菌落总数的影响"乙醇
!*B

'

"88

2

$

乙酸
4*B

'

"88

2

$接种量
#*B

'

"88

2

$胶塞$麸皮培养基中

水分含量分别设为
""8

2

'

"88

2

,麸皮$

"88

2

'

"88

2

,麸皮$

&8

2

'

"88

2

,麸皮$

%8

2

'

"88

2

,麸皮$

$8

2

'

"88

2

,麸皮$

!8X

发酵
9%/

结束后取样并测定醋酸菌菌落总数%

!

4

#乙酸含量对麸曲醋酸菌菌落总数的影响"水分按麸

皮质量的
&8

2

'

"88

2

,麸皮$乙醇
! *B

'

"88

2

$接种量

#*B

'

"88

2

$胶塞$麸皮培养基中乙酸含量分别设为
85#

$

"58

$

458

$

!58

$

958*B

'

"88

2

$

!8X

发酵
9%/

结束后取样并测

定醋酸菌菌落总数%

!

!

#乙醇含量对麸曲醋酸菌菌落总数的影响"水分按麸

皮质量的
&8

2

'

"88

2

,麸皮$乙酸
4 *B

'

"88

2

$接种量

#*B

'

"88

2

$胶塞$麸皮培养基中乙醇添加量分别设为
"

$

4

$

!

$

9

$

#*B

'

"88

2

$

!8X

发酵
9%/

结束后取样并测定醋酸菌

菌落总数%

!

9

#接种量对麸曲醋酸菌菌落总数的影响"水分按麸皮

质量 的
&8

2

'

"88

2

, 麸 皮$乙 醇
! *B

'

"88

2

$乙 酸

4*B

'

"88

2

$胶塞$麸皮培养基中醋酸菌接种量分别设为
4

$

9

$

'

$

%

$

"8*B

'

"88

2

$

!8X

发酵
9%/

结束后取样并测定醋酸

菌菌落总数%

!

#

#氧含量对麸曲醋酸菌菌落总数的影响"水分按麸皮

质量 的
&8

2

'

"88

2

, 麸 皮$乙 醇
! *B

'

"88

2

$乙 酸

4*B

'

"88

2

$接种量
#*B

'

"88

2

$麸皮培养基分别用
9

层纱

布(棉塞(硅胶塞控制氧含量$

!8X

发酵
9%/

结束后取样并

测定醋酸菌菌落总数%

通过
EFEE44

显著性分析确定显著影响因素%

"5!59

!

响应面
Y7N)YH/1SH1

设计
!

根据单因素试验结果$选

择显著影响的
!

个因素$用
VH.,

2

1)(N

>

HG=%58

软件进行
Y7N)

YH/1SH1

中心组合设计$以醋酸菌菌落总数为响应值$建立预

测模型并进行验证实验$最终确定三角瓶曲最优制备条件%

"5!5#

!

麸曲制备工艺的应用
!

应用上述优化的工艺参数$在

某食醋生产企业进行麸曲的生产$通过三角瓶(曲盘(种子

罐(曲床对醋酸菌进行逐级扩培制备麸曲%

!

"

#三角瓶及曲盘的醋酸菌麸曲制备同文中确定的三

角瓶麸曲制备工艺%

!

4

#醋酸菌种子罐培养条件"采用霉菌种曲机进行制

备%

'8S

2

粗麸皮(水分按麸皮质量的
&8

2

'

"88

2

,麸皮(接

种量
#*B

'

"88

2

$

!8X

下持续通风补湿培养
9%/

%

!

!

#醋酸菌厚层通风制曲条件"采用厚层通风曲床制

备%

%88S

2

粗麸皮(水分按麸皮质量的
"88

2

'

"88

2

,麸皮(

接种量
!*B

'

"88

2

$风机作用湿度
!4 X

$持续补湿培养

9%/

%在麸曲扩培过程中取样测定醋酸菌的菌落总数%

"59

!

醋酸菌菌落计数

将样品进行
"8

倍梯度稀释$选取适宜稀释度
4

#

!

个$

每个稀释液吸取
"*B

加入平皿中$每个稀释液重复
4

个平

皿$倾注法添加醋酸菌固体培养基$混匀(凝固(倒置于培养

箱中$

!8X

培养
9%/

后计数%

4

!

结果与分析

45"

!

醋酸菌在三角瓶麸皮培养基的生长曲线

将巴氏醋杆菌
D&)9

接种至三角瓶麸皮培养基中$测定

生长曲线如图
"

所示%由图
"

可知$前
49/

内醋酸菌处于迟

缓期$

49

#

9%/

为对数生长期$

9%/

后进入稳定期$确定醋酸

菌的培养时间为
9%/

%

$84

开发应用
!

48"%

年第
"8

期



图
"

!

巴氏醋杆菌
D&)9

在麸皮培养基中的生长曲线

[,

2

0GH"

!

R/H

2

G7I=/60G3H7M,P

V

03=7.:)0%.; D&)9,1

KG+1*HJ,0*

'

% !̀

(

454

!

单因素试验

4545"

!

乙酸添加量对醋酸菌生长的影响
!

三角瓶麸曲培养

基中醋酸菌初始浓度为
"5"#]"8

'

D[d

'

2

%由图
4

可知$经

过单因素方差分析后显示不同浓度底酸添加量差异显著

!

F

$

858#

#$随着底酸浓度的增加$醋酸菌数量先增加后减

少$底酸添加量
$

4*B

'

"88

2

时醋酸菌数量级
"

"8

$

$而添

加量为
9*B

'

"88

2

时数量级仅为
"8

#

$说明低浓度的底酸

有利于醋酸菌的生长繁殖$而较高浓度的底酸能明显抑制

醋酸菌的生长甚至导致部分醋酸菌细胞死亡$与文献)

""

*

所得结果一致%因此$底酸添加量控制在
"*B

'

"88

2

左右

为宜%

不同字母表示差异显著!

F

$

858#

#

图
4

!

乙酸添加量对巴氏醋杆菌
D&)9

生长的影响

[,

2

0GH4

!

R/H,1M-0H16H7M=/H+*701=7M+6,J71=/H

2

G7I=/7M,P

V

03=7.:)0%.; D&)9

'

% !̀

(

45454

!

乙醇添加量对醋酸菌生长的影响
!

三角瓶麸曲培养

基中醋酸菌初始浓度为
"5'9]"8

'

D[d

'

2

%由图
!

可知$经

过单因素方差分析后
4*B

'

"88

2

梯度与其他组醋酸菌总数

差异显著$但多重比较时仅
#*B

'

"88

2

梯度与其他组差异

极显著!

F

$

858"

#$

"

#

9*B

'

"88

2

的乙醇添加量对醋酸菌生

长影响不大$都能达到
"8

$数量级$其中
4*B

'

"88

2

乙醇添

加量可使醋酸菌数量达到较大值$可能是在底酸的作用下$

醋酸菌可利用适量乙醇产酸后受到一定抑制%因此$乙醇添

加量控制在
4*B

'

"88

2

左右为宜%

不同字母表示差异显著!

F

$

858#

#

图
!

!

乙醇添加量对巴氏醋杆菌
D&)9

生长的影响

[,

2

0GH!

!

R/H,1M-0H16H7MH=/+17-71=/H

2

G7I=/7M

,P

V

03=7.:)0%.; D&)9

'

% !̀

(

4545!

!

水分添加量对醋酸菌生长的影响
!

三角瓶麸曲培养

基中醋酸菌初始浓度为
"5"']"8

'

D[d

'

2

%由图
9

可知$经

过单因素方差分析后
&8

2

'

"88

2

,麸皮梯度与其他组差异

显著$醋酸菌在水分含量
"

%8

2

'

"88

2

,麸皮时生长较为旺

盛$数量级均可以达到
"8

$

$在水分添加量为
&8

2

'

"88

2

,麸

皮时达到最大值$因此选用此条件为后续优化条件%因此$

水分添加量控制在
&8

2

'

"88

2

,麸皮为宜%

不同字母表示差异显著!

F

$

858#

#

图
9

!

水分添加量对巴氏醋杆菌
D&)9

生长的影响

[,

2

0GH9

!

R/H,1M-0H16H7MI+=HG71=/H

2

G7I=/7M

,P

V

03=7.:)0%.; D&)9

'

% !̀

(

45459

!

接种量对醋酸菌生长的影响
!

三角瓶麸曲培养基中

醋酸菌初始浓度为
"5'']"8

'

D[d

'

2

%由图
#

可知$随着接

种量的增加醋酸菌生长呈现先增长后降低的趋势$经过单因

素方差分析
9*B

'

"88

2

梯度与其他组差异显著$但
#

组数

据生长均达到
"8

$

$多重比较时
9*B

'

"88

2

与
'*B

'

"88

2

4

个梯度与其他组差异极显著!

F

$

858"

#$因此响应面选取

4

$

9

$

'*B

'

"88

2

!

个梯度%

4545#

!

氧含量对醋酸菌生长的影响
!

三角瓶麸曲培养基中

醋酸菌初始浓度为
"5"%]"8

'

D[d

'

2

%醋酸菌属于好氧菌$

但是由于培养时间只有
9%/

$三角瓶中有足够的氧气供醋

酸菌生长繁殖$因此三角瓶不同的封口方式对其生长繁殖

产生影响不明显$见图
'

%因此$三角瓶应选取
!

种塞子

均可%

%84
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不同字母表示差异显著!

F

$

858#

#

图
#

!

接种量对巴氏醋杆菌
D&)9

生长的影响

[,

2

0GH#

!

R/H,1M-0H16H7M=/H+*701=7M,1760-+=,7171=/H

2

G7I=/7M,P

V

03=7.:)0%.; D&)9

'

% !̀

(

不同字母表示差异显著!

F

$

858#

#

图
'

!

氧含量对巴氏醋杆菌
D&)9

生长的影响

[,

2

0GH'

!

R/H,1M-0H16H7M=/H+*701=7M7N

L2

H167*

>

71H1=

71=/H

2

G7I=/7M,P

V

03=7.:)0%.; D&)9

'

% !̀

(

45!

!

回归模型的建立与检验

45!5"

!

因素与水平的选择
!

根据单因素试验结果$选择变量

中对醋酸菌菌落总数影响显著的乙酸(乙醇(接种量作为影

响因子$以醋酸菌菌落总数为响应值$设计三因素三水平的

响应面试验$因素编码及水平见表
"

%

45!54

!

回归模型的建立与检验
!

响应面设计方案及结果见

表
4

$每个试验做
!

组平行$取其平均值%采用
VH.,

2

15

(N

>

HG=%58

软件对表
4

中的数据进行多元回归拟合$分析结

果见表
!

$得到醋酸菌菌落总数对乙酸(乙醇(接种量的二元

多项式回归模型为"

# ` !59"$ !! a "5%%4 %!*

"

a "5#$8 '$*

4

a

"58'#8%*

!

W85884#*

"

*

4

W858"'4#8*

"

*

!

W858##'4#*

4

*

!

W85%$#"$*

4

"

W85!48$&*

4

4

W85""!%4*

4

!

% !

"

#

表
"

!

响应面因素水平表

R+K-H"

!

R/H=+K-H7MM+6=7G.+1J-H3H-.M7GGH.

>

71.H

.0GM+6H*H=/7J7-7

2L

*B

$

"88

2

水平
f

"

乙酸
f

4

乙醇
f

!

接种量

W" 85# " 4

8 "58 4 9

" "5# ! '

!!

图
$

(

%

分别为多因素之间的交互作用对醋酸菌菌落总

数影响的响应面图与等高线图%当响应面分析图为山谷曲

面$并且特征值均为正值$该响应面有极小值存在+当响应面

分析图为山丘曲面$并且特征值为负值$该响应面有极大值

存在+当响应面分析图为马鞍曲面$并且特征值有正有负$无

极值存在)

"4W"#

*

%

!!

由回归模型方差分析的结果可知$模型
F`85888&

!显

著 #$失拟项
F̀ 85'##8

!不显著#$模型的校正系数
G

4为

表
4

!

Y7N)YH/1SH1

试验设计结果

R+K-H4

!

TH.0-=.7MY7N)YH/1SH1HN

>

HG,*H1=+-JH.,

2

1

试验组

序号
f

"

f

4

f

!

醋酸菌菌落总数'

-

2

!

D[d

,

2

W"

#

" W" W" 8 $5##"

4 W" " 8 $5''8

! " W" 8 $5'$%

9 " " 8 $5$%4

# 8 W" W" $54"$

' 8 W" " $5#84

$ 8 " W" $5#%!

% 8 " " $594!

& W" 8 W" $5998

"8 " 8 W" $59$!

"" W" 8 " $5'4'

"4 " 8 " $5#&9

"! 8 8 8 %5""$

"9 8 8 8 %54!9

"# 8 8 8 %54$"

表
!

!

回归模型方差分析j

R+K-H!

!

U1+-

L

.,.7M3+G,+16H71GH

2

GH..,71*7JH-

系数项 平方和 自由度 均方
M

值
FG

"

[

显著性

模型
"54%8 & 85"98 4$5&%8 85888&

&&

f

"

8588$ " 8588% "5#98 854$8!

f

4

858!" " 858!" '5"98 858#'8

f

!

8584! " 8584! 95#&8 858%#4

f

"

f

4

85888 " 85888 8588" 85&$!9

f

"

f

!

8588" " 8588" 854"8 85''$$

f

4

f

!

858#8 " 858#8 &5$!8 8584'!

&

f

4

"

85"%8 " 85"%8 !95$98 858848

&&

f

4

4

85!%8 " 85!%8 $95'&8 85888!

&&

f

4

!

85$$8 " 85$$8 "#85998

$

85888"

&&

残差项
8584# # 8588#

%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%

失拟项
858"! ! 85889 85'#8 85'##8

纯误项
858"! 4 8588'

总和
"5!"8 "9

!

j

!&&

"

F

$

858"

+

&

"

F

$

858#

+

G

4

&̀%58#C

+校正
G

4

&̀95##C

%

&84

开发应用
!

48"%

年第
"8

期



图
$

!

交互作用对醋酸菌菌落总数影响的响应面图

[,

2

0GH$

!

R/H,1M-0H16H 7M H=/+17-

"

+6H=,6 +6,J +1J

,1760-+=,71J7.H6716H1=G+=,7171=/H10*KHG

7M+6H=,6+6,JK+6=HG7MGH.

>

71.H.0GM+6H

&95##C

$说明模型拟合有效$可用来对醋酸菌麸曲制备工艺

进行分析和预测$说明模型准确度和精密度都较高$用该模

型进行分析和预测是合理的%该回归方差中二次项
f

4

f

!

的

F

值
$

858#

$对醋酸菌菌落总数的影响均达到显著水平$二次

项
f

4

"

(

f

4

4

(

f

4

!

的
F

值
$

858"

对醋酸菌菌落总数的影响均达到

极显著水平$其他各项差异不显著%表明试验因素与响应值

不是简单的线性关系%对醋酸菌菌落总数影响较大的因素

依次为乙醇添加量
"

接种量
"

乙酸添加量$乙醇添加量和接

种量的交互作用显著!

F̀ 8584'!

#%三因素对醋酸菌菌落总

数交互作用影响不显著%

45!5!

!

醋酸菌麸曲制备工艺条件的确定及验证
!

根据
Y7N)

YH/1SH1

试验所得的结果和二次多项回归方程$利用
VH.,

2

1)

(N

>

HG=%58

软件获得了醋酸菌麸曲制备最佳工艺条件为"乙

酸添加量
"58!*B

'

"88

2

(乙醇添加量
458&*B

'

"88

2

(醋酸

菌接种量
958&*B

'

"88

2

$此条件下醋酸菌菌落总数的预测

图
%

!

交互作用对醋酸菌菌落总数影响的等高线图

[,

2

0GH%

!

R/H,1M-0H16H 7M H=/+17-

"

+6H=,6 +6,J +1J

,1760-+=,71J7.H6716H1=G+=,7171=/H10*KHG

7M+6H=,6+6,JK+6=HG7M671=70G

>

-7=.

值为
"5'4]"8

%

D[d

'

2

!

-

2

值
%54"

#%在以上优化条件进行验

证实验$以
45#&]"8

$

D[d

'

2

醋酸菌菌落总数为初始接种

量$所得醋酸菌总数可达
"5!%]"8

%

D[d

'

2

!

-

2

值
%5"9

#$与预

测值较为接近%

459

!

醋酸菌麸曲逐级扩培结果

采用响应面优化的结果对醋酸菌麸曲进行逐级扩大培

养$通过三角瓶(曲盘(种子罐(曲床培养出的麸曲$醋酸菌总

数分别为
"5%!]"8

%

$

"5'']"8

%

$

45'8]"8

%

$

'5!#]"8

%

D[d

'

2

%

醋酸菌在扩培过程中菌落总数均能达到
"8

%

D[d

'

2

$证明本

试验优化的醋酸菌麸曲制备条件可用于实际生产$所得醋酸

菌麸曲比液态醋酸菌种子含水量低$醋酸菌数高$可望解决

液态发酵剂会增大醋醅含水量和延长醋醅成熟期的问题%

8"4

第
!9

卷第
"8

期 潘婉舒等"醋酸菌麸曲制备工艺的优化
!



!

!

结论
!

"

#本试验将巴氏醋杆菌!

,I7=$/0I=7:

V

03=7.:)0%.;

#

D&)9

作为麸曲发酵菌株$在单因素试验基础上$运用
Y7N)

YH/1SH1

响应面设计$建立了醋酸菌麸曲制备工艺参数的二

次多项式数学模型$并得出醋酸菌麸曲制备的最佳工艺条件

为乙酸添加量
"58!*B

'

"88

2

(乙醇添加量
458&*B

'

"88

2

(

醋酸菌接种量
958& *B

'

"88

2

$麸曲醋酸菌菌含量达到

"8

%

D[d

'

2

以上$满足醋酸菌接种要求%

!

4

#将优化的醋酸菌麸曲的最佳制备条件应用于实际

生产中$通过三角瓶(曲盘(种子罐及曲床逐级扩大培养制备

麸曲$扩培过程中醋酸菌总数均能达到
"8

%

D[d

'

2

$满足实

际应用醋酸菌菌种数量级要求%研究结果对醋酸菌麸曲制

备及强化醋酸菌接种发酵(提高四川麸醋的出醋率(增加乙

酸含量和改良麸醋主体风味物质具有参考价值%由于大生

产试验过程中生产环境不可控因素较多$在后续的研究中$

还应该加强试验环境条件等方面的控制%
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