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柠檬酸及其盐类中嗜酸耐热菌的检测 

刘加兰*, 安丰民, 王玮玮, 陈淑春 
(山东日照鲁信金禾生化有限公司, 日照  276800) 

摘  要: 目的  对柠檬酸及其盐类中嗜酸耐热菌进行培养, 研究最佳检测方法。方法  通过改变培养基种类、

pH 值和热休克方式三个因素, 以菌落数多少进行综合评价, 优选最佳检测方法。结果  检测嗜酸耐热菌的最

佳条件: 70 ℃热处理 20 min, 室温水冷却, 用滤膜抽滤后接种于 pH值为 3.5~4.0的 YSG培养基上, 置 45 ℃培

养 5 d。结论  该方法对柠檬酸及其盐类中嗜酸耐热菌的检测有较强的实用性。 
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Determination of thermo-acidophilic bacteria in citric acid and citrate 
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ABSTRACT: Objective  To determine the best method to detect thermo-acidophilic bacteria in citric acid 
and citrate. Methods  Three factors (culture medium, pH value and ways of heat shock) were changed, The 
results were compositive scored according to the number of colonies. Results  A better method was as follows: 
the citric acid solution was heated at 70  for 20℃  min, cooled by water of room temperature, filtrated, and then 
spread on YSG culture medium with a pH value of 3.5~4.0. Sample was incubated at 45  for 5 days.℃  Conclu-
sion  This method was a practical method of detecting thermo-acidophilic bacteria in citric acid and citrate. 
KEY WORDS: thermo-acidophilic bacteria; detecting methods; citric acid; citrate 
 
 

 
 

1  引  言 

我国是柠檬酸及其盐类生产和出口大国, 柠檬
酸及其盐类中微生物的检测也越来越受到客户的关

注。因为柠檬酸具有较低的 pH 值, 而且加工过程中
要经过加热处理, 柠檬酸盐类都是柠檬酸与碱中和
反应后的产物, 因此绝大多数的微生物都无法生存, 
只有很少的细菌、真菌有可能存活, 嗜酸耐热菌就是
这少数细菌中的一类。 

一般细菌适宜的生长温度为 20~30 ℃, pH 为
6.5~7.5。嗜酸耐热菌可以在 26~55 ℃温度范围
pH2.6~6.0 的条件下生长, 它的孢子具有极强的抗热

性, 在较低的 pH 值时, 工业巴氏杀菌后依然可以存
活[1]。嗜酸耐热菌广泛分布于世界各地, 在多种酸性
食品中都有存在[2]。嗜酸耐热菌的芽孢以休眠的形式

存活于浓缩果汁中, 当果汁复水后, 适宜的条件会使
芽孢萌发、生长, 从而导致果汁产品香气损失、口感
变差、浊度升高、形成沉淀[3]。柠檬酸及其盐类是食

品饮料行业常用的原材料之一, 其嗜酸耐热菌的检
测越来越受到关注, 国外有些企业已经把嗜酸耐热
菌列为必检指标。 

目前, 日本和美国的饮料公司各自制定了果汁
中嗜酸耐热菌的检测方法。检测嗜酸耐热菌常用的培

养基有 YSG培养基、BSSA培养基、PCA培养基等。
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但对于柠檬酸及其盐类中嗜酸耐热菌的检测, 国内
外均没有相应的检测方法。本实验确定了柠檬酸及其

盐类中嗜酸耐热菌的最佳检测条件, 为柠檬酸行业
制订合理、实用的检测方法提供依据。 

2  材料与方法 

2.1  材  料 

2.1.1  实验试剂及用品 
BSSA培养基、PCA培养基、YSG培养基 青岛

高科园海博生物技术有限公司, 0.5 mol/L 的无菌硫
酸、75%的酒精、灭菌蒸馏水、0.45 µm水系滤膜 日
照市蓝天化玻有限公司。 
2.1.2  实验仪器 

MJPS-150 型恒温培养箱, 上海精宏实验设备有
限公司; YXQG02型高压灭菌锅, 山东新华安得医疗
用品有限公司; HH-6 型恒温水浴锅, 上海精风仪器
有限公司; XSP-4C 型显微镜, 上海浦东物理光学仪
器厂; 津隆微孔过滤器。  

2.2  方  法 

2.2.1  样品处理 
无菌操作称取柠檬酸及其盐类实验样品 10 g, 

在无菌容器中加入 50 mL 灭菌蒸馏水溶解, 再称取
实验样品 10 g在另一相同容器中加入 50 mL灭菌蒸
馏水溶解并且插入温度计控温。 
2.2.2  加热除杂菌 

将溶解后的样品及对比控温样品置于水浴锅中, 
待控温样品溶液升至要求温度时开始计时, 保持实
验要求的时间, 取出用室温水降温至 50 ℃。 
2.2.3  膜过滤富集 

在洁净实验台上安装好过滤装置 , 用直径 50 
mm, 孔径 0.45 µm 水系滤膜真空抽滤, 然后用与样
品液相同体积的灭菌蒸馏水冲洗样品容器和过滤器。 
2.2.4  培养及计数 

取下滤膜, 附在预先准备好的培养基表面, 保
证滤膜与培养基间接触不留气泡。将培养皿反转, 置
温度 45 ℃, 湿度 50%~53%培养箱内培养 5 d。5 d后
目测法观察, 记录滤膜上的菌落数。 
2.2.5  菌种分离 

取柠檬酸或盐类样品 10 g, 按上述方法处理后, 
在 YSG 培养基上培养, 培养基上长出明显菌落后, 
挑取单菌落, 按常规方法进行纯化, 获得嗜酸耐热
菌菌株。分离出的嗜酸耐热菌不是单一的一种菌 , 

而表现为多形态 [4-7]。分离纯化得到的菌株作为对

照菌株。 

3  结  果 

3.1  不同 pH 值对嗜酸耐热菌检测结果的影响 

分别调整 YSG培养基的 pH值为 2~2.5, 3.0~3.5, 
3.5~4.0, 4.5~5.5, 6.5~7.0, 以相同的方法处理样品 , 
分别在不同 pH 值的培养基上培养, 结果见表 1。由
表 1可知, pH值为 3.5~4.0时, 培养的嗜酸耐热菌菌
落数最多。 

表 1  不同 pH 值对嗜酸耐热菌检测结果的影响 
Table 1  The effects of different pH value on the ther-

mo-acidophilic bacteria test results 

pH值 菌落数(CFU/10 g) 备注 

2.0~2.5 0 无可见菌落 

3.0~3.5 4 黄白色圆形菌落不透明 

3.5~4.0 10 黄白色圆形菌落不透明 

4.5~5.5 3 黄白色圆形菌落不透明 

6.5~7.0 2 其他杂形菌落 

 

3.2  不同培养基对嗜酸耐热菌检测结果的影响 

将按相同方法处理的样品分别在 PCA、BSSA、
YSG 培养基上培养, 5 d后观察结果, 结果见表 2。由
表 2可知, YSG培养基上的嗜酸耐热菌菌落数最多。 

表 2  不同培养基对嗜酸耐热菌检测结果的影响 
Table 2  The effects of different culture medium on the 

thermo-acidophilic bacteria test results 

培养基 菌落数(CFU/10 g) 备注 

PCA 0 无可见菌落 

BSSA 5 黄白色圆形菌落不透明

YSG 8 黄白色圆形菌落不透明

 
3.3  不同加热条件对嗜酸耐热菌检测结果的影响 

按相同的方法分别制备三份样品, 分别以 60  ℃

20 min, 70  20 min℃ , 80  15 min℃ 加热处理后, 过滤, 
培养, 5 d后观察结果, 结果见表 3。由表 3可知, 60  ℃

20 min加热条件下, 培养的菌落数虽然最多, 但是有
杂菌, 说明 60 ℃加热温度太低。所以, 选择 70  20 ℃

min的加热条件。 
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表 3  不同加热条件对嗜酸耐热菌检测结果的影响 
Table 3  The effects of different heating conditions on the 

thermo-acidophilic bacteria test results 

加热条件 菌落数(CFU/10 g) 备注 

60 ℃ 20 min 10 有杂菌落 

70 ℃ 20 min 8 黄白色圆形菌落不透明

80 ℃ 15 min 4 黄白色圆形菌落不透明

 

3.4  菌落形态 

嗜酸耐热菌的菌落是不透明的、奶油(或黄白)
色、微凸 , 在显微镜下 , 中间成杆状 , 末端有芽孢
[8-9]。菌落形态见图 1, 镜检图片见图 2。 

 

图 1  YSG培养基上菌落形态 
Fig. 1  Colony morphology on the YSG medium 

 

图 2  镜检图片 10×100 
Fig. 2  Microscopy images 10×100 

 

4  结  论 

本次实验通过改变培养基的 pH值、培养基的种
类及加热条件, 对柠檬酸及其盐类中嗜酸耐热菌的
培养及检测条件进行了初步研究后发现, 柠檬酸及
其盐类样品经 1:5稀释, 70  ℃ 加热 20 min, 冷却过

滤后接种于 pH值 3.5~4.0的YSG培养基上, 置 45 ℃
培养 5 d, 最适合柠檬酸及其盐类中嗜酸耐热菌的检
测。另外, 检测结果的准确性还与操作有关, 保证培
养基及容器灭菌彻底, 是实验成功的关键。 

本实验实验材料及试剂易于获得, 实验条件易
于控制, 实验可操作性较强, 对柠檬酸及其盐类中嗜
酸耐热菌的检测具有较高的实用性。对柠檬酸及其盐

类企业产品控制, 是一种即经济又有效的检测方法。
本实验的测试样品仅为柠檬酸及其盐类产品, 应用
于其他样品的检测时, 检测方法还需进一步实验确
认。而且由于实验条件的限制, 无法对培养得到的嗜
酸耐热菌做进一步的种属鉴定。 
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会副理事长、GCIRC、FAO/WHO食品添加剂与污染物联合专家委员会委员。长期从事粮油食品质量安全检

测研究与风险评估工作。本专题主要围绕粮油产品质量安全，紧紧围绕粮油产品质量安全关键安全因子与质

量指标检测，快速检测与设备研制，食用油保真与掺伪技术，质量安全风险评估，粮油食品管理法律法规、

监管现状及问题等或本领域其它有意义的问题进行论述， 计划在 2014年 7月出版。 
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