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摘要：目的 优化用醋酸菌生产菌膜的最适培养条件和方法，以期获得天然、安全的食品包装用膜的生

产工艺。方法 以涩柿醋为原料，分离筛选出高产菌膜的优良醋酸菌种，通过单因素和 Plackett−Burman 
等试验设计优化醋酸菌菌膜最适培养方法和工艺条件。结果 从涩柿醋中分离纯化获得产膜醋酸菌，经

鉴定为葡糖醋杆菌。用醋酸菌生产醋酸菌菌膜最优培养条件：蔗糖质量分数为 5%、蛋白胨质量分数为

0.7%、酵母提取物质量分数为 1.2%、柠檬酸钠质量分数为 0.15%、K2HPO4 质量分数为 0.16%、乙酸体

积分数为 1%、无水乙醇体积分数为 2%，种龄为 32 h，接种量为 9%；培养 5 d 后，醋酸菌菌膜的平均

产率为 364.65 g/L，是优化前的（246.03 g/L）的 1.48 倍。湿膜平均含水率为 99.38%，复水率为 71.09%～

83.39%，菌膜干膜复水率高且复水速度快，复水 1 min 其含水率便可达到 70%以上。结论 醋酸菌用经

过优化选择的培养液和方法，可生产出高质量的菌膜。 
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ABSTRACT: The work aims to optimize the optimum culture conditions and methods for production of bacterial pellicle 
with acetic acid bacteria to obtain a natural and safe production process of pellicle for food packaging. Astringent per-
simmon vinegar was used as raw material, and excellent acetic acid bacteria with high yield membrane were isolated and 
screened. The optimum culture method and technological conditions of acetic acid pellicle were optimized by single factor 
and Plackett−Burman experimental design. The pellicle producing acetic acid bacteria was isolated and purified from as-
tringent persimmon vinegar and identified as gluconacetobacter xylinum. The optimum conditions for culture of pellicle 
with acetic acid bacteria were as follows: sucrose 5% (mass fraction), peptone 0.7% (mass fraction), yeast extract 1.2% 
(mass fraction), sodium citrate 0.15% (mass fraction), K2HPO4 0.16% (mass fraction), acetic acid 1% (v/v), absolute eth-
anol 2% (v/v), seed age 32 h, inoculation amount 9%, cultured for 5 days. The average yield of pellicle was 364.65 g/L, 
which was 1.48 times as high as that before optimization (246.03 g/L). The average moisture content of wet pellicle was 
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99.38%, and the rehydration rate was 71.09%-83.39%. The rehydration rate of dry membrane was high and the rehydra-
tion speed was fast. The water content can reach more than 70% after one minute of rehydration. With the optimized cul-
ture medium and method, high-quality pellicle can be produced with acetic acid bacteria. 
KEY WORDS: acetic acid bacteria; pellicle; packaging; condition optimization 

细菌纤维素（Bacterial cellulose）与一般的植物

纤维素相比，具有纯度高（由一个单糖单位组成的同

聚多糖）、细腻、持水性高、复水性高以及湿态柔韧

性强等优良特性[1]。目前，细菌纤维素已在多个领域

获得商业化的应用，如食品工业中用作增稠剂、成

型剂、结合剂等 [2]；在医学上常用作伤口敷料，如

作为人工皮肤治疗烧伤；在其他方面，如声音震动

薄膜、化妆品和生物材料方面也得到了较好的应用。

Jipa 等[3]报道，使用含乳酸链球菌素的细菌纤维素来

包装 frankfurter 香肠，有效地控制了李斯特杆菌并

减少了香肠表面的好氧型细菌总数。Xiao 等[4]发现

细菌纤维素与多聚乳酸的复合物具有更好的细菌纤

维素透明度和生物适应性，并且力学性能变得更好，

该复合物更加适用于食品包装。Hsiao 等[5]发明了管

状细菌纤维素可直接应用于素食食品包装。虽然，

细 菌 纤 维 素的 理 化 性 质和 柔 韧 性 均优 于 植 物 纤维

素，在工业生产中有很广泛的应用前景，但由于细

菌纤维素的合成过程非常复杂，产量不高，使它在

工业中的应用受到限制[6]。 
醋酸菌菌膜（Acetic Acid Bacteria Pellicle，AP）

是食醋生产过程或贮存中在醋液表面形成的一层凝

胶状薄膜，是醋酸菌发酵食醋时代谢的副产物，随着

醋液发酵或贮存时间的延长而慢慢变厚增多[7-8]，该

层薄膜实际就是由食醋中含有的醋杆菌属微生物发

酵形成的一种细菌纤维素薄膜。醋酸菌膜在陕西、山

西等地常加工成“醋粉”，视其为地方名食。笔者发现，

用涩柿和杏等水果生产食醋时，在醋液表面极易产生

大量的菌膜。 
用醋酸菌加工的食品包装膜天然、安全、环保，

生产这种包装膜是食品包装材料的发展趋势，迄今未

见更多的研究报道。文中以试验室自酿的涩柿醋为材

料，从中分离筛选出产菌膜的优势菌株，通过试验对

醋酸菌高产菌膜的工艺条件进行优化，以期通过微生

物发酵，获得可用于食品包装的醋酸菌膜的生产技术

和工艺参数，为包装材料的生产和发展提供理论依据

和实践指导。 

1  试验 

1.1  材料与仪器 

主要材料：涩柿醋、杏醋，食品发酵试验室酿制，

2 种醋液表面都长有 1 cm 厚的菌膜；葡萄糖、酵母

提取物、蛋白胨、琼脂、无水乙醇、冰乙酸、Na2HPO4、

柠檬酸钠、K2HPO4、CaCO3。 
AE 培养基[9]（醋酸乙醇培养基）组成：质量分

数为 0.5%的葡萄糖，质量分数为 0.3%的酵母提取

物，质量分数为 0.4%的蛋白胨，质量分数为 1.5%的

琼脂，体积分数为 3%的无水乙醇，体积分数为 3%
的冰乙酸。 

RAE 培养基（强化 AE）组成：质量分数为 4%
的葡萄糖，质量分数为 1%的酵母提取物，质量分数

为 1%的蛋白胨，质量分数为 0.338%的 Na2HPO4，质

量分数为 0.15%的柠檬酸钠，体积分数为 2%的无水

乙醇，体积分数为 1%的冰乙酸，质量分数为 1.5%的

琼脂。 
增殖培养基组成：质量分数为 4%的葡萄糖，

质量分数为 1%的酵母提取物，质量分数为 1%的

蛋白胨，质量分数为 0.338%的 Na2HPO4，质量分

数为 0.15%的柠檬酸钠，体积分数为 2%的无水乙

醇，体积分数为 1%的冰乙酸。  
分离培养基组成：质量分数为 10%的葡萄糖，质

量 分 数 为 1% 的 酵 母 提 取 物 ， 质 量 分 数 为 2% 的

CaCO3，质量分数为 1.5%的琼脂。 
斜面保藏培养基组成：质量分数为 0.8%的酵母

提取物，质量分数为 2%的葡萄糖，质量分数为 0.03%
的 CaCO3，质量分数为 0.03%的琼脂，质量分数为

0.5%的蛋白胨，体积分数为 0.5%的无水乙醇。 
主要仪器设备：立式高压灭菌器，上海佳腾试验

设备有限公司；恒温振荡器，跃进医疗机械厂；净化

工作台，新苗医疗机械制造有限公司；电热恒温水槽，

跃进医疗机械厂；智能恒温恒湿培养箱，宁波江南仪

器厂；鼓风干燥箱，北京科伟永兴仪器有限公司；

Motic（BA200、BA300），光学显微镜。 

1.2  醋酸菌培养 

1.2.1  种子液制备 

用无菌接种针分别从长有 AP 薄膜的杏醋、涩柿

醋中挑取适量的菌膜至无菌研钵中，并在无菌条件下

进行研磨后分别吸取 10 mL 至装有 90 mL 已灭过菌

的液体 RAE 培养基的三角瓶中，置于摇床（120 r/min、

30 ℃）培养 24 h。 

1.2.2  接种培养 

分别制备 RAE 培养基、AE 培养基各 500 mL，
在 121 ℃高压下灭菌 20 min，冷却至 50～60 ℃后加
入无水乙醇和冰乙酸混匀，倒入平板；每平板接种子
液 0.2 mL，涂布，30 ℃倒置培养，每天观察生长情况。 
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1.3  产膜菌种筛选分离 

1.3.1  菌种分离 

增殖培养：将菌膜与醋醪用无菌研钵在无菌条件

下研磨后，吸取 10 mL 的菌悬液于装有 90 mL 增殖

培养基的三角瓶中，用摇床（120 r/min，30 ℃）培

养 24 h 制成种子液。 
稀释涂布：吸取种子液用无菌水依次稀释制成不

同浓度梯度的菌悬液，选取 3 个较小浓度的菌悬液，

分别吸取 0.2 mL 于平板中均匀涂布，每个浓度梯度

做 3 组平行，置于 30 ℃恒温箱中培养 3～4 d 后，观

察菌体的生长情况。查看是否生出小型菌落，菌落周

围出现透明圈的是醋酸杆菌，挑选透明圈较大的单菌

落[10]进行革兰氏染色后在显微镜下观察菌体形态，观

察结果如果显示为革兰氏阴性、短杆菌，则挑选其中

分布均匀、透明圈大的单菌落移植于斜面培养基中，

在 30 ℃条件下恒温培养 24～48 h。 
划线分离：待斜面长出丰厚的菌苔后，挑取斜面

菌种进行划线分离，30 ℃恒温培养 3 d 后镜检，若为

纯培养物，则转入斜面保存培养基，在 4 ℃下保藏。 

1.3.2  菌种鉴定 

菌落形态观察：观察记录培养 3～5 d 的平板培

养基中菌落的形态。 
生理生化试验[11-16]：根据细菌常规生理生化试验

方法，对初步筛选菌种进行鉴定。 

1.4  醋酸菌产膜生产条件优化 

1.4.1  种龄和接种量选择 

1）种龄选择。挑取适量斜面保藏菌种于增殖
培养基中，振荡混匀后用 8 层纱布封口，置于摇床
（120 r/min、30 ℃）依次振荡培养 16、18、20、22、
24、26、28、30、32、34、36、38 h 后，测定菌液光
密度（OD 值）[17]（600 nm），并以 5%的接种量接入
装有 100 mL 基础培养基的三角瓶（量程为 250 mL）
中，振荡混匀后用 8 层纱布封口，30 ℃静置培养 5 d，
测定 AP 的产率。 

2）接种量选择。接种量是指移入种子液的体积

和接种后培养液体积的比。挑取斜面菌种于装有增殖

培养基的三角瓶中，振荡混匀后用 8 层纱布封口，并

以得出的 适种龄为培养时间，分别以 1%、3%、

5%、7%、9%、11%、13%的接种量接入装有 100 mL

基础培养基的三角瓶（量程为 250 mL）中，振荡混

匀后用 8 层纱布封口，30 ℃静置培养 5 d，测定 AP
的产率。 

1.4.2  培养基成分优化 

1）碳源选择及用量确定。以质量分数为 4%的不

同单一碳源（葡萄糖、麦芽糖、蔗糖、乳糖、甘露醇），

分别替代原基础培养基中的葡萄糖，同时设定空白对

照（即在基础培养基中不添加葡萄糖），分别接入体积

分数为 5%的种子液，30 ℃静置培养 5 d 后测定 AP 的

产率，选出 AP 产率高的碳源并确定其 适添加量[14]。

质量分数水平为 1%、2%、3%、4%、5%、6%、7%。 
2）氮源用量确定。通过查阅相关文献并综合经

济考虑，试验选用有机氮源酵母提取物和蛋白胨，分

别确定 适质量分数，分别将质量分数为 0.3%、

0.6%、0.9%、1.2%、1.5%的酵母提取物，质量分数

为 0.1%、0.4%、0.7%、1.0%、1.3%的蛋白胨添加到

基础培养基中，在 30 ℃下静置培养 5 d 后，分别测

定 AP 的产率。 
3）无机盐选择及用量确定。以质量分数为 3%的

不同无机盐（Na2HPO4、柠檬酸钠、K2HPO4、MgSO4）

代替原基础培养基中的 Na2HPO4 和柠檬酸钠，30 ℃
静置培养 5 d 后测定 AP 的产率，选出 AP 产率高的

无机盐并确定其 适用量。 
4）有机酸选择及用量确定。以体积分数为 1%的

不同有机酸（柠檬酸、酒石酸、苹果酸、富马酸、冰

乙酸）代替原基础培养基中的冰乙酸，并设定空白对

照，30 ℃静置培养 5 d 后测定 AP 的产率，选出 AP
产率高的有机酸并确定其 适用量。体积分数水平为

0%、1%、2%、3%、4%。 
5）无水乙醇用量确定。在基础培养基中分别添

加体积分数为 0%、1%、2%、3%、4%、5%、6%的

无水乙醇，在 30 ℃下静置培养 5 d 后测定 AP 的产率。 
以上每组试验均设 3 组平行。 

1.4.3  Plackett−Burman 试验设计 

根据葡糖醋杆菌代谢产细菌纤维素的一般影响

因素以及前期的单因素试验，设计 Plackett−Burman
试验[18]，选取蔗糖、酵母提取物、K2HPO4、柠檬酸

钠、蛋白胨、冰乙酸、无水乙醇为试验因素，以 AP
湿膜质量为评价指标，利用 Minitab 16 统计软件对试

验所得数据进行分析，因素及编码水平见表 1。 
 

表 1  Plackett−Burman 试验因素及编码水平 
Tab.1 Experimental factors and coding level of Plackett−Burman 

编码

水平 

蔗糖/
（g·L−1） 

酵母提取物/
（g·L−1） 

蛋白胨/
（g·L−1） 

K2HPO4/
（g·L−1） 

柠檬酸钠/
（g·L−1） 

无水乙醇体

积分数/% 
乙酸体积

分数/% 

X1 X2 X3 X4 X5 X6 X7 

1 40 9 6 1 1 10 8 
−1 60 13 10 3 2 30 12 
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1.4.4  响应曲面（RSM）试验设计 

结合 Plackett–Burman 试验的结果来确定影响 AP
产 率 的 主 要 因 素 及 其 水 平 范 围 ， 再 采 用

Box–Benhnken 试验设计方法对细菌纤维素培养条件

进行响应曲面分析试验，从而获得培养 AP 的 适培

养基 [19-20]。因素水平及编码见表 2。 
 

表 2  Box−Behnken 试验因素及编码水平 
Tab.2 Experimental factors and coding level of 

Box-Behnken 

编码

水平 

蔗糖/
（g·L−1） 

K2HPO4/
（g·L−1） 

无水乙醇/
（g·L−1） 

x1 x2 x3 
−1 40 1 10 
0 50 2 20 
1 60 3 30 

 

1.4.5  醋酸菌菌膜参数测定 

1）菌膜的处理及 AP 产率。将培养好的膜从三

角瓶中取出，用蒸馏水冲洗数次，浸泡一夜（除去膜

中的培养基和表面的杂质），再用浓度为 0.1 mol/L 的

NaOH 溶液 90 ℃浸泡处理 2 h，直到膜呈乳白色，半

透明状；将膜取出用水清洗数次，用体积分数为 0.5%
的乙酸溶液浸泡 5 min，再用蒸馏水冲洗数次，直至

用 pH 试纸测其表面水分为中性时，除去 AP 湿膜表

面的多余水分，即为细菌纤维素湿膜；将细菌纤维素

湿膜置于干燥箱中（90±3）℃下烘至完全干燥，即为

细菌纤维素干膜[21-22]。AP 产率计算方法为： 
AP 产率=湿膜质量/培养液体积 
2）AP 湿膜含水率与干膜复水率计算。 
AP 湿膜的含水率计算式为： 

AP 100%


湿膜质量 干膜质量
湿膜含水率=

湿膜质量
 

AP 的干膜称完质量后，放入培养皿中并向其中加

入蒸馏水，浸泡 24 h 后，取出用滤纸吸干表面水分，

称量其吸水后的质量，计算醋酸菌菌膜干膜的复水率： 
APAP 100%

AP



吸水后的 膜质量 干膜质量

干膜复水率=
吸水后的 膜质量

 

2  结果与分析 

2.1  产膜醋酸菌的形态和生化鉴定 

将产膜醋酸菌接种于柿醋中，培养 5 d。发现 2
种果醋所制种子液在 RAE、AE 培养基上均能产膜，

但在 RAE 培养基上的生长速度均比在 AE 培养基上

要快。杏醋醋酸菌所产膜易碎不易揭起，柿醋醋酸菌

所产膜韧性较强，不易碎且易揭起。故选择 RAE 培

养基作为产膜醋酸菌的基础培养基，选择长有 AP 膜

的涩柿醋作为分离产膜菌种的原材料。用 RAE 培养

培养从涩柿醋中分离的产膜醋酸菌，进行了菌落形态

观察和生理生化特征测定。 
菌体形态结果见图 1—2，分离的醋酸菌菌落表面

光滑乳白色，菌体呈短杆状，单个或成对出现，革兰氏

染色呈阴性。生理生化特征试验结果见表 3。依据菌体

形态观察及生理生化试验结果，初步确定筛选分离所得

菌种为葡糖醋杆菌（Gluconacetobacter xylinum）。 
 

 
 

图 1  醋酸菌菌落形态 
Fig.1 Colony morphology of acetic 

acid bacteria 
 

 
 

图 2  醋酸菌显微观察 
Fig.2 Microscopic observation of 

acetic acid bacteria 
 

 

表 3  菌种生理生化特征鉴定 
Tab.3 Biochemical and physiologica characteristics of bacteria 

生理试验 结果 
37 ℃生长情况 − 

接触酶 + 
甘油生酮 + 
淀粉水解 − 
乙酸氧化 − 
乙醇利用 + 

甘露醇利用 + 
pH=4.5 时生长情况 + 

氧化酶 − 
吲哚试验 − 
明胶水解 − 

乳酸盐氧化 − 
产纤维素 + 

D–葡萄糖利用 + 
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2.2  培养基琼脂对醋酸菌产膜的影响 

在培养过程中发现，培养基中琼脂含量越低，其

膜生长速度越快越容易揭起，并分别以琼脂质量分数

为 0%、0.5%、0.9%、1%、1.2%、1.5%进行验证。

结果表明培养 1 d，液体培养基表面便覆盖一层薄膜，

可揭起，而添加琼脂的量越大，其醋酸菌产菌膜的速

率越慢，约 2 d 培养基表面才长出膜，培养 5 d 膜仍

不易揭起，且液体培养不易被杂菌污染，故选择液体

培养基作为 AP 生产培养基。 

2.3  种龄对菌膜产率的影响 

种龄即“种子”的群体生长年龄，种龄的长短都会

影响 AP 的产率，种龄不够或种龄过长都会使 AP 的

产率下降，因此，选择合适的种龄对提高 AP 产率有

着重要作用。由图 3 可知，种龄在 32 h 时，菌液 OD
值 高，说明此时菌液密度 高，种子活力 高。同

时以培养 32 h 的种子培养液接种培养 5 d 后所得 AP
湿膜产率也均高于其他培养时间，见图 4，说明种龄

为 32 h 时 适合发酵生产 AP。 
 

 
 

图 3  种龄对醋酸菌生长影响 
Fig.3 Effects of seed age on growth of 

acetic acid bacteria 

 

 
 

图 4  种龄对 AP 产率的影响 
Fig.4 Effects of seed age on yield of AP 

 

2.4  接种量对 AP 产率的影响 

接种量过多或过少均不利于 AP 生产，接种量过

多会导致培养底物前期消耗过快，同时菌体浓度过大

会导致培养基中的溶氧量过少，致使大量菌体死亡，

从而影响 AP 产率；接种量过少，AP 的合成速度变

慢，致使 AP 产率下降。由图 5 可知，当接种量在 9%
以下时，AP 产率随接种量的增加产率不断增加，但

当接种量高于 9%时 AP 产率反而下降，因此确定 9%
为 佳接种量，AP 湿膜产率为 260 g/L。 

 

 
 

图 5  接种量对 AP 产率的影响 
Fig.5 Effects of inoculum amount on yield of AP 

 

2.5  碳源对 AP 产率的影响 

每种微生物的生理特性不同，所能利用的碳源种类

也不一样，培养基中添加不同的碳源，葡糖醋杆菌的利

用程度不一样，则醋酸菌菌膜的产率就有差异[18]。该

试验在基础培养基的上添加质量分数为 4%的不同单

一碳源，以不含碳源的培养基作为空白对照，在 30 ℃
下静置培养 5 d 后，结果见图 6。 

 

 
 

图 6  不同碳源对 AP 产率的影响 
Fig.6 Effects of different carbon sources on yield of AP 

 
碳源种类不同，发酵所获得的 AP 产率不同，葡

萄糖、蔗糖和甘露醇作为碳源，产率较高，其中蔗糖

产率高于甘露醇和葡萄糖，蔗糖作为碳源更有利于葡

糖醋杆菌代谢产生 AP，故选择蔗糖为碳源，并确定

其 适用量。由图 7 可知，蔗糖质量分数为 4%时，

AP 产率 高。 

2.6  氮源用量对醋酸菌菌膜产率的影响 

氮源是微生物发酵的主要原料之一，有无机氮源和

有机氮源之分，通过查阅文献并从经济角度考虑[19]，

试验选择蛋白胨、酵母提取物作为氮源发酵生产 AP。

AP 产率随蛋白胨和酵母提取物质量分数的变化趋势

分别见图 8—9。 
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图 7  蔗糖质量分数对 AP 产率的影响 
Fig.7 Effects of sucrose concentration on yield of AP 

 
 

 
 

图 8  蛋白胨质量分数对 AP 产率的影响 
Fig.8 Effects of peptone concentration on yield of AP 

 
 

 
 

图 9  酵母提取物质量分数对 AP 产率的影响 
Fig.9 Effects of yeast extract concentration on yield of AP 

 
 

结果 显示 AP 产率 在 酵 母提 取 物质 量分 数为

1.2%，蛋白胨质量分数为 0.7%时 高。 

2.7  无机盐对醋酸菌菌膜产率的影响 

无机盐是微生物生命过程中不可缺少的营养物

质，不同的无机盐对不同微生物的生长繁殖所起到的

作用也不一样。不同无机盐对 AP 产率的影响图 10，

其中 K2HPO4 和柠檬酸钠对 AP 产率影响较为明显，

因此试验选择 K2HPO4 和柠檬酸钠作为生产 AP 的无

机盐。 
通过设定不同的质量分数梯度确定 K2HPO4 和柠

檬酸钠 适质量分数以获得较高产率的 AP。从图 11
和图 12 所示结果可以看出，当 K2HPO4 质量分数为

0.3%，柠檬酸钠质量分数为 0.15%时 AP 产率 高。 

 
 

图 10  不同无机盐对 AP 产率的影响 
Fig.10 Effects of different mineral salts on yield of AP 

 

 
 

图 11  K2HPO4 质量分数对 AP 产率的影响 
Fig.11 Effects of K2HPO4 concentration on 

yield of AP 
 

 
 

图 12  柠檬酸钠质量分数对 AP 产率的影响 
Fig.12 Effect of Na-Citrate concentration on 

yield of AP  
 

2.8  有机酸对醋酸菌菌膜产率的影响 

在增殖培养基的基础上添加体积分数为 1%的不

同有机酸代替乙酸，在 30 ℃下静置培养 5 d 后结果

见图 13。乙酸对 AP 产率影响较为明显，苹果酸与柠

檬酸对其产率影响不大，而富马酸与酒石酸对 AP 产

率不仅没有促进作用，而且抑制了菌体生长，降低

了 AP 产率，故而选择乙酸作为进一步优化的有机

酸。AP 产率随乙酸浓度变化趋势见图 14，当乙酸体

积分数为 0.1%时，菌体能产生 大量的 AP。当乙

酸的体积分数过大时，抑制了菌体生长反而降低了

AP 的产率。 
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图 13  不同有机酸对 AP 产率的影响 
Fig.13 Effects of different organic acids on 

yield of AP 

 

 
 

图 14 乙酸体积分数对 AP 产率的影响 
Fig.14 Effects of acetic acid concentration 

on yield of AP 
 

2.9  无水乙醇用量确定 

葡糖醋杆菌能够将较低体积分数的无水乙醇转

化成生命活动所需要的高能化合物，因此较低体积分

数的无水乙醇可以促进葡糖醋杆菌发酵产生醋酸菌

菌膜[20]。如图 15 所示，当无水乙醇体积分数低于 2%
时，菌体细胞代谢所需要的能量能够得到满足，促进

AP 的生成，AP 产率增加。当无水乙醇体积分数大于

2%时，随着其体积分数的增加，菌体生长受到抑制，

AP 产率降低。综上，无水乙醇体积分数为 2%时，促

进作用 为明显，AP 产率 大。 
 

 
 

图 15 乙醇体积分数对 AP 产率的影响 
Fig.15 Effects of ethanol concentration on 

yield of AP 
 

2.10  AP 培养基优化 

在前期单因素试验的基础上，以蔗糖、蛋白胨、

酵母提取物、K2HPO4、柠檬酸钠、乙酸、无水乙醇

为考察因素，利用 Plackett–Burman 试验设计，进行

12 组试验，数据分析结果见表 4。由表 4 可知，主效

应中影响 AP 产率的主要因素为蔗糖（P=0.002）、无

水乙醇（P=0.003）、K2HPO4（P=0.009），主要因素

的 P 值均小于 0.050，可以作为进一步优化的关键因

素。其他因素对 AP 产率影响不大（P>0.05），在进

一步研究中作为条件因素考虑。 

2.11  培养基组成与醋酸菌菌膜产率关系的

二次方程的建立 

参照前期的单因素试验及 Plackett–Burman 试

验，对影响菌体代谢合成 AP 的主要因素蔗糖、

K2HPO4、无水乙醇按 Box–Behnken 试验设计进行 17
组试验（培养基其他成分按单因素试验结果配制：蛋

白胨质量分数为 0.7%、酵母提取物质量分数为 1.2%、

柠檬酸钠质量分数为 0.15%、乙酸质量分数为 1%），

结果见表 5。 
 

表 4  Plackett−Burman 试验主效应分析 
Tab.4 Analysis of main effects for Plackett−Burman experiment 

培养基成分 自由度 平方和 均方 F 值 P 值 排序 

主效应 7 236.306 33.758 18.75 0.007 — 

蔗糖 1 86.602 86.602 48.10 0.002 1 

酵母膏  1 8.012 8.012 4.45 0.103 4 

蛋白胨 1 3.724 3.724 2.07 0.224 5 

K2HPO4 1 40.808 40.808 22.67 0.009 3 

柠檬酸钠 1 1.255 1.255 0.70 0.451 6 

无水乙醇 1 94.770 94.770 52.64 0.003 2 

乙酸 1 1.135 1.135 0.63 0.472 7 
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表 5  Box–Behnken 试验设计结果 
Tab.5 Results of Box - Behnken experiment design 

序号 蔗糖 K2HPO4 乙醇 
AP 产率/（g·L−1） 

实测值 预测值 

1 0 −1 1 315.55 314.23 

2 −1 0 −1 173.05 173.61 
3 0 0 0 360.61 359.18 
4 0 0 0 351.19 359.17 
5 −1 0 1 297.86 295.97 
6 0 0 0 363.41 359.24 
7 1 −1 0 299.09 300.09 
8 0 −1 −1 315.6 311.83 
9 1 0 −1 248.66 250.63 

10 1 1 0 287.17 283.91 

11 0 1 −1 236.37 237.82 

12 0 0 0 358.97 359.23 

13 −1 1 0 271.96 270.0 

14 1 0 1 232.87 232.34 

15 0 1 1 335.7 339.49 

16 −1 −1 0 298.25 301.51 

17 0 0 0 361.72 359.23 

 
利用 design expert 软件对表 5 中的试验数据进行

分析，得到 AP 产率（Y）对自变量蔗糖（x1）、K2HPO4

（x2）、乙醇（x3）的多元回归方程为： 
Y=35.92+0.33x1−1.22x2+2.6x3+0.36x1x2−3.52x1x3+

2.48x2x3−6.64x1
2−0.37x2

2−5.47x3
2 

由方差分析可知（表 6），此模型极显著（P<0.000 1），

失拟项不显著（P=0.467 6），预测值与真实值间有高度

相关性（R2=0.996 6），说明模型与实际拟合良好，可应

用于 AP 生产产率的分析与预测。 
从表 7 培养基成分的回归方程系数显著性检验

结果可以看出，在模型参数中 x1 与 x3、x2 与 x3 之间

的交互作用对 AP 产率的影响极显著，x1 与 x2 的交互

作用对 AP 产率的影响不显著。 

2.12  AP 表观形态观察 

静态培养条件下，AP 膜浮于液体培养基表面。

AP 膜经水处理后呈现乳黄色不透明状，经碱液处理

后呈白色或乳白色半透明状，外表光滑细腻，类似冻

状，有弹性，经（90±3）℃处理后，结构致密，韧性

强[21-22]。未处理的 AP 湿膜、经水处理后的 AP 湿膜、

经碱液处理后的 AP 湿膜、干膜表观形态对照见图 16。 

2.13  AP 湿膜含水率与干膜复水率 

由表 8 可得，醋酸菌菌膜膜具有很强的持水性，

醋酸菌菌膜湿膜平均含水率为 99.38%， 低含水率

也 可 达 到 99.22% ， 高 可 达 99.53% ， 复 水 率

为 71.09%～83.39%，AP 干膜不仅复水率高且复水速

度快，复水 1 min 其含水率便可达到 70%以上。 
 

表 6  AP 发酵培养基多元二次方程方差分析 
Tab.6 Anova for multivariate quadratic equation of AP fermentation medium 

变异来源 平方和 自由度 均方 F 值 P 值 

模型 474.64 9 52.74 230.35 <0.000 1 

失拟项 0.7 3 0.23 1.03 0.4676 

纯误差 0.9 4 0.23   

总变异 476.24 16    

 
表 7  培养基成分回归方程系数显著性检验 

Tab.7 Regression equation coefficient significance test of medium components 

变量 系数估计 标准误差  t 值 P 值 显著性 

截距 35.92 0.21 171.048 < 0.000 1 ** 

x1 0.33 0.17 1.941 0.0894  

x2 −1.22 0.17 −7.176 0.000 2 ** 

x3 2.6 0.17 15.294 < 0.000 1 ** 

x1x2 0.36 0.24 1.500 0.176 9  

x1x3 −3.52 0.24 −14.667 < 0.000 1 ** 

x2x3 2.48 0.24 10.333 < 0.000 1 ** 

x1
2 −6.64 0.23 −28.870 < 0.000 1 ** 

x2
2 −0.37 0.23 −1.609 0.158 2  

x3
2 −5.47 0.23 −23.783 < 0.000 1 ** 

注：**表示在 0.01 水平上的显著性。 
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图 16  AP 形态 
Fig.16 Morphology of AP 

 
 

表 8  AP 湿膜含水率和干膜复水率 
Tab.8 AP wet membrane water content and dry film 

rehydration rate 

序号 含水率/% 复水率/% 

1 99.41 71.09 

2 99.36 75.02 

3 99.25 73.54 

4 99.46 78.87 

5 99.31 75.30 

6 99.46 71.76 

7 99.36 81.40 

8 99.22 79.26 

9 99.39 82.03 

10 99.46 75.48 

11 99.31 79.29 

12 99.51 83.07 

13 99.26 80.48 

14 99.48 83.39 

15 99.53 81.83 

平均值 99.38 78.12 

3  结语 

以柿醋菌膜为材料，从中筛选分离出高产醋酸菌

菌膜的菌种，运用单因素试验获得各因素水平范围，

再通过响应曲面（RSM）试验设计对醋酸菌菌膜培养

基进行优化，以获得 佳生产条件。同时，对醋酸菌

菌膜膜的基本性质做了研究，得到结论如下。 
1）分离的产菌膜菌株经形态观察及生理生化鉴

定后得出，该菌种为葡糖醋杆菌（Gluconacetobacter 
xylinum）。 

2）通过单因素试验，确定了 佳培养条件（接

种量为 9%，种龄为 32 h，培养时间为 5 d）和各因素

用量水平范围。 
3）通过 Plackett–Burman 试验选出影响细菌纤

维产率的主要因素为蔗糖、无水乙醇、K2HPO4 。 
4）利用响应曲面优化试验，并综合各试验设计

结果得出 优生产培养基成分组成：蔗糖质量分数为

5%、蛋白胨质量分数为 0.7%、酵母提取物质量分数

为 1.2%、柠檬酸钠质量分数为 0.15%、K2HPO4 质量

分数为 0.16%、冰乙酸体积分数为 1%、无水乙醇体

积分数为 2%，在此条件下得到的实际 AP 的平均产

率为 364.65 g/L，是优化前的（246.03 g/L）的 1.48
倍；醋酸菌菌膜湿膜平均含水率为 99.38%，复水率

为 71.09%～83.39%，AP 干膜不仅复水率高且复水速

度快，复水 1 min 其含水率便可达到 70%以上。 
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