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苹果梨醋发酵过程中醋酸发酵条件的优化
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摘要：以甲酚紫培养基中加入乙醇作为分离培养基，从５种水果样品中分离得到２０种醋酸菌，然后通过产酸

量的测定，筛选出了一株产醋酸度高的醋酸菌ＡＡＢ１３．探讨了乙醇浓度、菌株接种量、发酵液有效体积对醋酸

发酵的影响，并在优化的条件下制备了苹果梨醋．
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　　延边苹果梨是我国优良梨品种之一，其果肉

细脆、汁多，营养丰富［１］．研究显示，苹果梨果肉中

含蛋白质、脂肪、碳水化合物、钙、磷、铁、胡萝卜

素、硫胺素、尼克酸、抗坏血酸等营养成分［２］，并且

具有燥湿健脾、软化血管、止呕止泻、消痰止咳等

保键功能［３］．延边苹果梨资源丰富，但由于目前加

工转化能力较低，苹果梨资源没能得以充分利用．

研究［４］表明，果醋中含有丰富的有机酸、氨基酸、

维生素及矿物质，具有食疗保健、美白护肤、抗病、

抗衰老、抗疲劳等功能．目前，果醋的制备主要采

用将果汁经过酒精发酵后，再进行乙酸发酵的微

生物发酵法［５］．醋酸菌是水果醋生产过程中最重

要的因素．在２０世纪以前，醋酸菌属分为两个属：

一是可以将乙醇转化为醋酸的Ｇｌｕｃｏｎｏｂａｃｔｅｒ
［６］；

二是可以将醋酸进一步氧化成二氧化碳和水的

Ａｃｅｔｏｂａｃｔｅｒ
［７］．进入２０世纪后，通过生物基因研

究和分子生物学分类法，醋酸菌被分为 Ａｍｅｙ

ａｍａｅａ，Ａｃｅｔｏｂａｃｔｅｒ，Ｇｌｕｃｏｎｏｂａｃｔｅｒ，Ａｃｉｄｏｍｏｎａｓ，

Ｇｌｕｃｏｎａｃｅｔｏｂａｃｔｅｒ，Ａｓａｉａ，Ｋｏｚａｋｉａ，Ｓｗａｍｉｎａｔｈａｎｉａ，

Ｓａｃｃｈａｒｉｂａｃｔｅｒ，Ｎｅｏａｓａｉａ，Ｇｒａｎｕｌｉｂａｃｔｅｒ，Ｔａｎｔｉｃｈａｒｏ

ｅｎｉａ等１２个属
［８９］，其中葡萄醋杆菌属（Ｇｌｕｃｏｎａｃｅ

ｔｏｂａｃｔｅｒ）是醋酸菌科的一个重要菌属，一些葡萄醋

杆菌如Ｇａ．ｅｕｒｏｐａｅｕｓ和Ｇａ．ｅｎｔａｎｉｉ在工业醋特别

是高酸度醋的发酵中具有重要作用［１０］．本文从５
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种水果样品中分离得到葡萄醋杆菌，并探讨了乙

醇浓度、菌株接种量、发酵液有效体积对醋酸发酵

的影响．

１　实验材料与方法

１．１　实验材料

苹果梨由吉林省延吉市华龙集团提供；乙醇

为天津协和医学科技公司生产；溴甲酚紫为天津

市大茂化学试剂厂生产；氢氧化钠为大连华中试

剂厂生产，其他化学试剂均为分析纯．实验仪器有

ＨＺＱＣ型全温振荡器（中国哈尔滨东联电子技术

开发有限公司），ＬＺＤＸ３０型蒸汽灭菌锅（上海申

安医疗器械厂），ＳＰＸ２５０ＢＺ型生化培养箱和

ＢＳＣ１３００ⅡＡ／Ｂ３ 型生物安全柜（上海博迅实业

有限公司医疗设备厂）．

１．２　实验方法

１．２．１　微生物的分离　取西瓜、红葡萄、柿子、苹

果梨、草莓等５种样品，用粉碎机将各种水果样品

粉碎制浆后，１２１℃灭菌２０ｍｉｎ，然后在阴凉通风

处放置７ｄ．待样品的ｐＨ值下降后，取１ｇ的样品

溶于９ｍＬ无菌蒸馏水中，将样品从１０－１稀释到

１０－６．选取１０－３、１０－４、１０－５、１０－６的稀释液，分别

取０．１ｍＬ用无菌三角棒将溶液均匀涂布在Ｒ２Ａ、

ＭＲＳ、Ｎｕ、ＹＭ等平板培养基上，３０℃下培养７ｄ．

挑取单一菌落涂布于新鲜的培养基上培养３ｄ

后，在４℃保藏备用．

１．２．２　醋酸菌的筛选　取纯化培养的微生物转

移到ＹＥＧＡ培养基中．由于每１００ｇＹＥＧＡ培养

基中含有３０ｍｇ的溴甲酚紫（指示剂的变色范围

为ｐＨ６．８紫色—ｐＨ５．２黄色），醋酸菌将培养基

中的乙醇转化为醋酸时，醋酸菌周围的ｐＨ下降，

导致菌落周围会生成黄色条带．因此，分离菌落周

围出现黄色条带的菌株，用于下一步实验．

１．２．３　高效醋酸菌的筛选　用接种环挑取２环

醋酸菌菌体，接入１００ｍＬ液体培养基中，培养

７ｄ后得到菌悬液，在４℃条件下冷藏备用．为了

筛选出高产醋酸的高效菌株，将分离得到的醋酸

菌在不同乙醇浓度、不同接种量、不同发酵液有效

体积等３个条件下进行正交试验．通过正交试验

筛选出的高效菌株，用于下一步苹果梨汁的发酵

实验．具体条件参见表１．

表１　正交试验因素水平

因素

水平

乙醇浓度／

％

菌株接种

量／％

发酵液有效

体积／％

１ ６ １０ ４０

２ ８ ２０ ５０

３ １０ ３０ ６０

１．２．４　苹果梨醋的发酵　挑选发育成熟、果皮红

润的苹果梨，去皮、去核后放入榨汁机制备苹果梨

汁．将得到的苹果梨汁利用孔径为４μｍ的滤膜

过滤后，在紫外灯下照射１５ｍｉｎ，然后在１２１℃条

件下灭菌１５ｍｉｎ．经灭菌后的粗果汁再利用孔径

为０．６μｍ滤膜过滤，得到苹果梨汁．

首先，利用实验室保藏的酵母菌对苹果梨汁

进行酒精发酵．当苹果梨酒的酒精度达到正交试

验的最佳酒精浓度时，取２５ｍＬ 的菌悬液与

１００ｍＬ苹果梨酒混合后放入２５０ｍＬ锥形瓶中，在

８０℃灭菌１５ｍｉｎ．然后，在灭菌的苹果梨酒中接种

预先培养好的醋酸菌菌悬液，在３０℃、１２０ｒ／ｍｉｎ

的恒温摇床中发酵得到苹果梨醋．最后，利用０．１

ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ测定总酸的浓度．

１．２．５　形态学鉴定　采用三点接种法，将菌株分

别接种于ＹＥＧＡ培养基上，在３０℃培养３ｄ后，肉眼

观察菌落特征，并在显微镜下观察菌株的形态特征．

２　结果与讨论

２．１　微生物的分离筛选

在平板培养基中加入溴甲酚紫为指示剂，从

上述５种水果样品中分离得到２０种醋酸菌，其编

号为ＡＡＢ１ＡＡＢ２０．

２．２　高效醋酸菌的筛选

从分离得到的２０种醋酸菌中，筛选出一种高

产醋酸菌．在菌株的初筛工作中，利用正交分析法

在不同的乙醇浓度、菌株接种量、发酵液有效体积

等条件下测定每个菌株的产酸能力，并筛选出高

效醋酸菌ＡＡＢ１３．

图１为接种量为２０％、发酵液有效体积为

５０％时不同浓度的乙醇对产酸量的影响．结果表

明，乙醇浓度越高，产酸量达到最高值所需的时间

越短．从图１中可以看出，当乙醇浓度为８％时发

酵液中的产酸量达到最高值．因此，在苹果梨醋的

发酵过程中将发酵液的乙醇浓度定为８％．

６４２
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图１　初始乙醇浓度对醋酸发酵的影响

图２为乙醇体积浓度为８％、发酵液有效体

积为５０％时不同接种量对产酸量的影响．结果表

明，接种量对发酵速度和产酸量的影响较大．当接

种量为１０％时，最高产酸量不及接种量２０％和

３０％的产量；当接种量为３０％时，虽然发酵周期

短，但最终产酸量比接种量２０％时低，这可能是

由于过多的接种量使微生物大量繁殖，造成营养

物质和溶解氧短缺，不利于发酵后期的代谢作用，

从而影响了产物的生成量．因此，在苹果梨醋的发

酵过程中醋酸菌的接种量定为２０％．

图２　菌株接种量对醋酸发酵的影响

发酵液的有效体积直接影响发酵过程中溶解

氧的浓度．溶解氧是微生物发酵过程中一个至关

重要的参数，好氧微生物在进行深层培养时，需要

适量的溶解氧以维持呼吸代谢和代谢产物的合

成，氧的不足会造成代谢异常，降低产量，但是过

多的溶解氧会给微生物的生长带来不利影响．

图３为乙醇体积浓度为８％、接种量为２０％

时发酵液有效体积对产酸量的影响．结果表明，发

酵液有效体积为５０％时产酸效果最佳．利用正交

分析法在不同乙醇浓度、菌株接种量、发酵液有效

体积等条件下，测定每个菌株的产酸能力．在２０

种醋酸菌中，ＡＡＢ１３的产酸能力最为突出，并且

在乙醇体积浓度为８％、菌株接种量为２０％、发酵

液有效体积为５０％时其产酸量达到最高值．

图３　发酵液有效体积对醋酸发酵的影响

２．３　苹果梨醋的制备

乙醇的发酵利用本实验室保藏的酵母菌进行．

酒精发酵结束后，以乙醇体积浓度为８％的苹果梨

酒作为苹果梨醋发酵原料，利用高效菌株ＡＡＢ１３

在３０℃、１２０ｒ／ｍｉｎ的恒温摇床中进行发酵．

经过正交试验表明，在分离得到的２０种醋酸

菌中，菌株 ＡＡＢ１３在乙醇体积浓度为８％、接种

量为２０％、容器中发酵液体积为５０％的条件下其

产酸量最高，酸度达到５．３％．对发酵产物的主要

理化指标进行测定，其结果如表２所示．

表２　理化指标测定结果

理化指标 含量／％ 理化指标 含量／（ｍｇ／Ｌ）

糖度 ２．３ 钾（Ｋ） ８７．２４

酒精度 ０．４ 镁（Ｍｇ） ７３．６３

酸度 ５．３ 钙（Ｃａ） ３２．０９

钠（Ｎａ） ３．６３

２．４　犃犃犅１３菌株的鉴定

ＡＡＢ１３菌株的形态学特征：ＡＡＢ１３菌侏在

ＹＥＧＡ培养基上培养３ｄ，菌落平均直径为２２

ｍｍ，菌落中心为浅黄色，边缘为白色，细胞呈杆

状（图４）．

图４　菌株犃犃犅１３的形态特征

菌株ＡＡＢ１３的１６ＳｒＤＮＡ测序结果如下：

ＣＧＣＡＧＴＧＣＣＡＧＣＴＴＧＣＡＴＧＣＣＴＧＣＡＧ

ＧＴＣＧＡＣＧＡＴＴＴＡＣＧＧＴＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡ

ＣＴＴＣＡＣＣＣＡＧＴＣＧＣＴＧＡＣＣＣＧＡＣＣＧＴＧＧＴＣ
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ＧＧＣＴＧＣＧＣＣＣＣＴＴＧＣＧＧＧＴＴＣＧＣＴＣＡＣＣＧＧ

ＣＴＴＡＡＧＧＴＣＡＡＡＣＣＡＡＣＴＣＣＣＡＴＧＧＴＧＴＧ

ＡＴＣＡＣＣＣＡＧＴＣＧＣＴＧＡＣＣＣＧＡＣＣＧＴＧＧＴＣ

ＧＧＣＴＧＣＧＣＣＣＣＴＴＧＣＧＧＧＴＴＣＧＣＴＣＡＣＣＧＧ

ＣＴＴＡＡＧＧＴＣＡＡＡＣＣＡＡＣＴＣＣＣＡＴＧＧＴＧＴＧ

ＡＣＧＧＧＣＧＧＴＧＴＧＴＡＣＡＡＧＧＣＣＣＧＧＧＡＡＣＧ

ＴＡＴＴＣＡＣＣＧＣＧＧＣＡＴＧＣＴＧＡＴＣＣＧＣＧＡＴＴ

ＡＣＴＡＧＣＧＡＴＴＣＣＡＣＣＴＴＣＡＴＧＣＡＣＴＣＧＡＧ

ＴＴＧＣＡＧＡＧＴＧＣＡＡＴＣＣＧＡＡＣＴＧＡＧＡＣＧＧＣ

ＴＴＴＴＡＧＡＧＡＴＣＡＧＣＡＣＧＡＴＧＴＣＡＣＣＡＴＣＴ

ＡＧＣＴＴＣＣＣＡＣＴＧＴＣＡＣＣＧＣＣＡＴＴＧＴＡＧＣＡ

ＣＧＴＧＴＧＴＡＧＣＣＣＡＧＧＡＣＡＴＡＡＧＧＧＣＣＡＴＧ

ＡＧＧＡＣＴＴＧＡＣＧＴＣＡＴＣＣＣＣＡＣＣＴＴＣＣＴＣＣＧ

ＧＣＴＴＧＴＣＡＣＣＧＧＣＡＧＴＣＴＣＴＣＴＡＧＡＧＴＧＣ

ＣＣＡＣＣＣＡＡＡＣＡＴＧＣＴＧＧＣＡＡＣＴＡＡＡＧＡＴＡ

ＧＧＧＧＴＴＧＣＧＣＴＣＧＴＴＧＣＧＧＧＡＣＴＴＡＡＣＣＣ

ＡＡＣＡＴＣＴＣＡＣＧＡＣＡＣＧＡＧＣＴＧＡＣＧＡＣＡＧＣ

ＣＡＴＧＣＡＧＣＡＣＣＴＧＴＧＴＴＡＧＡＧＧＴＣＣＣＴＴＧ

ＣＧＧＧＡＡＡＴＡＴＣＣＡＴＣＴＣＴＧＡＡＴＡＣＡＧＣＣＴ

ＣＴＡＣＡＴＴＣＡＡＧＣＣＣＴＧＧＴＡＡＧＧＴＴＣＴＧＣＧ

ＣＧＣＴＧＣＴＴＣＧＡＡＴＴＡＡＡＣＣＡＣＡＴＧＣＴＣＣＡ

ＣＣＧＣＴＴＧＴＧＣＧＧＧＣＣＣＣＣＧＴＣＡＡＴＴＣＣＴＴＴ

ＧＡＧＴＴＴＣＡＡＣＣＴＴＧＣＧＧＣＣＧ．

利用菌株 ＡＡＢ１３的１６ＳｒＤＮＡ序列绘制系

统发育树（图５），从图中可以看出，菌株 ＡＡＢ１３

归属于葡糖醋杆菌属．

图５　菌株犃犃犅１３的系统发育树

３　结论

本实验从西瓜、葡萄、柿子、苹果梨、草莓等５

种水果中分离出２０种醋酸菌株 ＡＡＢ１ＡＡＢ２０，

其中菌株ＡＡＢ１３在起始乙醇体积浓度为８％、菌

株加入量为２０％、发酵液有效体积为５０％的条件

下，产酸量最高，酸度达到５．３％．通过分子生物

学鉴定得知，菌株ＡＡＢ１３归属于葡糖醋杆菌属．
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