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糯米炸糕中发酵细菌鉴定与优势菌株筛选
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摘要!为筛选制作糯米炸糕的优势乳酸菌#从传统生产工艺

的沥水米浆和发酵湿米粉中分离出
$

株细菌#经形态学观

察%革兰氏染色反应%过氧化氢酶试验#以及葡萄糖发酵试验

等生理生化特征考察#并分析菌株的
!8[@N=>

序列$结果

表明'菌株
A!

%

A#&6

%

A$

%

AT

为植物乳杆菌!

!%E=1;%E+::$I

L

:%&=%<$-

"#

A6

为蜡状芽孢杆菌!

M%E+::$IE3<3$I

"#

A#&!

%

A8

为印度尼西亚醋酸杆菌!

KE3=1;%E=3<+&A1&3I+3&I+I

"$通过测

定
;

株乳酸菌的产酸能力和生长速度#发现菌株
A#&6

的生

长速度和产酸能力较强$

关键词!炸糕&发酵&分离鉴定&优势菌&筛选
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糯米炸糕是利用微生物发酵制作的天津传统风味食品#

该产品以糯米为原料#经过磨浆,沥水,发酵,加馅包制,油炸

等工序加工而成$在沥水环节#米浆中水分含量急剧下降#

同时伴随以乳酸发酵为主的有机酸发酵#形成了糯米炸糕特

有的品质和风味*

!

+

$

植物乳杆菌%

!%E=1;%E+::$I

L

:%&=%<$-

'属于同型发酵乳

酸菌*

6

+

#产酸能力强*

:

+

#是沥水环节中使米浆
?

_

快速下降

的最主要的菌株#能够有效抑制有害菌及非优势菌株的生

长$另外#植物乳杆菌的发酵可赋予食品独特的乳香气味和

酸味*

;

+

$可见#植物乳杆菌是乳酸发酵过程中的优势菌种$

但由于参与发酵的微生物主要来源于原料米和周围环境#其

种类构成易受外界环境条件的影响而发生变化#难以保证产

品品质的稳定性$因此#利用优势乳酸菌进行纯种或混种发

酵成为解决传统糯米炸糕品质不稳定的关键措施$

目前#纯种或混种乳酸菌发酵主要应用于乳制品*

#

+

,泡

菜*

8

+及肉制品*

$

+的制作#关于发酵米制品的研究较少$杨

韵*

T

+研究了发酵米糕的加工过程及贮藏方式对成品品质的

影响#采用市售发酵剂研究其发酵性能-姚国强等*

"

+研究了

乳酸菌对发酵食品风味,营养及保质期等方面的影响-易翠

平等*

!7

+在对米粉发酵工艺的研究中发现#纯种发酵能够利

用优势菌控制发酵工艺#缩短发酵时间#抑制腐败菌和致病

菌生长$发酵米制品的主要生产菌株是乳酸菌#筛选米粉发

酵专用的纯种发酵剂在食品安全性和稳定产品质量等方面

可发挥关键的作用*

!!

+

$

本试验拟采用米浆培养基和
UN[

培养基对沥水米浆和

发酵湿米粉中的细菌进行分离纯化#并根据形态学特征,生

理生化指标以及测定
!8[@N=>

序列进行比对分析确认属

种#最后根据生长速度和产酸能力筛选出适合于米粉发酵的

::



优势乳酸菌菌株#旨为研制纯种或混种发酵菌剂提供优良的

种质资源#为糯米炸糕由作坊式生产向工业化生产的转型提

供依据$

!

!

材料与方法
!2!

!

材料与试剂

试验原料(不同生产时间的沥水米浆或发酵湿米粉#取

自糯米炸糕生产车间-

米浆培养基(沥水米浆
!77

1

#琼脂
!#

1

#加蒸馏水至

!777'R

#于
!6!\

高压蒸汽灭菌
!#')0

-

UN[

培养基*

!6

+

(蛋白胨
!7

1

#牛肉粉
#

1

#酵母粉
;

1

#

葡萄糖
67

1

#吐温
&T7!'R

#磷酸氢二钾
#

1

#乙酸钠
#

1

#柠

檬酸三铵
6

1

#硫酸镁
7276

1

#硫酸锰
727#

1

#琼脂粉
!#

1

#加

入
!777'R

蒸馏水#调
?

_

值为
826

#于
!6!\

高压蒸汽灭

菌
!#')0

$

!26

!

仪器与设备

高压蒸汽灭菌器(

UR[&:$T7

型#日本
[>=fX

电器

集团-

数显高速分散均质机(

Va677&[_

型#上海标本模型厂-

紫外可见分光光度计(

$#;

型#上海舜宇恒平仪器有限

公司-

台式高速冷冻离心机(

=3-I.

1

3!TN

型#力康发展有限

公司-

YQN

扩增仪(

)5

H

5*3@

型#美国
A)-&N(4

公司-

高速台式冷冻离心机(

OBR&!8A

型#湖南湘仪离心机-

电泳仪电源(

Zff&!6

型#北京市六一仪器厂-

电泳槽(

ZfQY&:!Z

型#北京市六一仪器厂-

紫外投射分析仪(

h<&!

型#珠海黑马医学仪器有限公司-

凝胶成像分析系统(

Q_%UEZXQjN[

型#美国
A)-&N(4

公司-

科研显微镜(

%QREY[%Q)&R

型#尼康映像仪器销售有限

公司$

!2:

!

方法

!2:2!

!

菌株的分离,纯化
!

在无菌条件下#称取沥水米浆

!727

1

置于盛有
"7'R

无菌生理盐水的锥形瓶中#用均质机

充分混匀后静置$取上层菌悬液
!'R

做梯度稀释#得到

!7

96和
!7

9:两个稀释度$取
!

&

R

菌悬液均匀涂布于米浆培

养基#于
6T\

%传统发酵环境温度'条件下培养
;

$

#4

以最

大限度将细菌进行分离$

挑取形态不同的单菌落#划线接种于
UN[

固体培养基

中培养$对其反复纯化并镜检#直至得到纯菌落*

!:

+

$

!2:26

!

菌种的鉴定

%

!

'形态学 鉴 定 和 革 兰 氏 染 色(通 过 革 兰 氏 染 色

法*

!;

+

6T"96"6观察细菌的菌落和菌体形态#并用显微镜观察细

胞形态$

%

6

'生理生化鉴定(对细菌进行过氧化氢酶试验,运动

性观察,硫化氢试验,

R&

酪氨酸水解试验,蛋白质结晶毒素试

验和糖发酵试验#试验方法参考文献*

!;

+

6T"96"6

$

%

:

'

!8[@N=>

基因序列测定和比对分析(采用
QO>A

法提取细菌的基因组
Z=>

*

!#

+

#并进行
YQN

扩增$

YQN

反应

体系为
#7

&

R

#包含
6]Y@3')L6#

&

R

#模板
Z=>6

&

R

#正向

引物%

V

'

6

&

R

#反向引物%

N

'

6

&

R

#

44_

6

X!"

&

R

$选用

!8[@N=>

通 用 扩 增 引 物#序 列 如 下(

V

(

#

/

&>OOB&

B>BBBQ>>BOQOBBOB&:

/-

N

(

#

/

&QQB>OQQQO>BOQB&

BQ>O>B&:

/$引物由上海生工生物工程技术服务有限公司

合成$

YQN

反应程序(

"# \ ; ')0

-

"# \ ! ')0

#

## \

!')0

#

$6\!')0

#

:7

个循环-

$6\!7')0

-

;\

保存$

扩增片段经琼脂糖凝胶电泳%浓度为
!S

'检测后#利用

纯化回收试剂盒进行
YQN

产物的回收与纯化#由上海生工

生物有限公司测定
!8[@N=>

序列$所得序列与
B30A(0P

中的标准序列进行比对和同源性分析#并通过
U%B>827

软件构建邻接树$

!2:2:

!

乳酸菌优势菌种的筛选

%

!

'一级筛选(将
;

株乳酸菌进行革兰氏染色,过氧化氢

酶试验和葡萄糖产酸,产气试验*

!8

+

$

%

6

'二级筛选(取
)J

8770'

为
72#

%

7̂27#

'的各菌株菌悬

液分别接种到
UN[

液体培养基中进行培养#温度为
:7\

#

定时取样并测定发酵液
?

_

值和波长为
8770'

处的光密度

%

)J

'值#并分别绘制曲线#筛选出产酸能力强,生长速率快

的菌株*

!$9!T

+

$

6

!

结果与分析
62!

!

细菌的形态观察及初步鉴定

采用稀释分离,划线纯化的方法#从米浆中分离获得

$

株细菌#各菌株的菌落和细胞形态见表
!

$经革兰氏染色

反应后用油镜观察#部分菌株的观察结果见图
!

$

$

株细菌

均为杆菌#呈短杆或长杆状#单生或成对出现#形成链状或

环形$

表
!

!

细菌菌落形态和细胞形态

O(M*3!

!

O+35-*-0

H

(0453**'-@

?

+-*-

1H

-IM(5F3@)(

菌株 菌落形态 细胞形态 是否有芽孢 细胞大小)
&

'

A!

白色#圆形#不透明#较湿润#凸#光滑 圆端直杆 否 %

72T

$

!27

'

]

%

!2T

$

627

'

A6

白色#较湿润#不透明#低凸起#光滑 杆状 是 %

!27

$

!2#

'

]

%

:27

$

#27

'

A#&!

黄色#不透明#扁平#湿润#光滑 短杆 否 %

728

$

72T

'

]!27

A#&6

白色#半球形#不透明#湿润#凸#光滑 圆端直杆 否 %

72T

$

!27

'

]

%

!2#

$

627

'

A8

黄色#不透明#圆形#凸#光滑 短杆 否 %

728

$

72T

'

]!27

A$

白色#不透明#圆形#较湿润#凸#光滑 圆端直杆 否 %

72T

$

!27

'

]

%

!2#

$

!2T

'

AT

白色#不透明#圆形#湿润#凸#光滑 圆端直杆 否 %

72T

$

!27

'

]

%

!2T

$

627

'

;:
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!
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;
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!!

在基本形态观察的基础上#根据文献*

!"

+

!#$9T6"

#对其它

相关特征进行了测定#结果见表
6

$

!!

综合表
!

和表
6

的形态观察和试验结果#可以初步判定

A!

,

A#&6

,

A$

,

AT

为乳杆菌属细菌#

A6

为芽孢杆菌属细菌#

A#&!

和
A8

未获得初步鉴定结论$乳杆菌属细胞不运动#非

丝状#不以二分裂法进行繁殖#有僵硬界限#且不形成芽孢$

芽孢杆菌属细胞不形成丝状体#形成内生孢子$

图
!

!

部分细菌菌体形态图

V)

1

.@3!

!

>

?

(@F-IF+3M(5F3@)(*

)

G53**'-@

?

+-*-

1H

表
6

!

细菌鉴定相关指标的测定结果`

O(M*36

!

U-@

?

+-*-

1

)5(*)430F)I)5(F)-0-IM(5F3@)(

菌株 细胞滑动 细胞丝状 二分裂法繁殖 僵硬界限 芽孢

A! 9 9 9 i 9

A6 9 9 9 i i

A#&! 9 9 9 i 9

A#&6 9 9 9 i 9

A8 9 9 9 i 9

A$ 9 9 9 i 9

AT 9 9 9 i 9

!

`

!

!

i

"表示阳性反应#!

9

"表示阴性反应$

626

!

菌株生理生化试验结果及鉴定

对
$

株细菌分别进行革兰氏染色,过氧化氢酶试验,葡

萄糖产酸和产气试验#结果见表
:

$

表
:

!

细菌生理生化特征测定`

O(M*3:

!

O+343F3@')0(F)-0-I

?

+

H

G)-*-

1

)5(*(04M)-5+3')5(*

5+(@(5F3@)GF)5G-IM(5F3@)(

菌株 革兰氏染色 过氧化氢酶 葡萄糖产酸 葡萄糖产气

A! i 9 iiiii 9

A6 i i iii 9

A#&! i i i 9

A#&6 i 9 iiiii 9

A8 9 i i 9

A$ i 9 iiiii 9

AT i 9 iiiii 9

!!

`

!

!

i

"表示阳性反应#!

9

"表示阴性反应-!

iii

"或!

iii

ii

"表示产酸量较多或很多$

!!

由表
:

进一步确定
A!

,

A#&6

,

A$

,

AT

菌株为乳杆菌属细

菌#

A6

菌株为芽孢杆菌属细菌$

A#&!

和
A8

菌株仍未能判断

其属种$乳杆菌属细菌革兰氏染色阳性,过氧化氢酶阴性#

葡萄糖产酸强烈且不产气$芽孢杆菌属细菌革兰氏染色阳

性,过氧化氢酶阳性#葡萄糖发酵产酸不产气$

对
;

株乳杆菌属细菌进行糖发酵等生理生化试验#结果

见表
;

$由表
;

可知#

;

个菌株均为植物乳杆菌%

!%E=1;%E+:,

:$I

L

:%&=%<$-

'$乳杆菌属细菌能在
!# \

生长#能利用蔗

糖,乳糖,麦芽糖和葡萄糖酸钠等产酸#但不产气$

对
A6

进行相应的生理生化试验#结果见表
#

$由表
#

可

知#

A6

为蜡状芽孢杆菌%

M%E+::$IE3<3$I

'$蜡状芽孢杆菌为

兼性厌氧型细菌#不发酵木糖和甘露醇#接触酶阳性$

62:

!

细菌
!8[@N=>

序列的比对分析

分别提取
$

株细菌的基因组
Z=>

#用
!8[@N=>

通用引

物对其进行
YQN

特异性扩增#将扩增产物测序#并将测得的

序列在
B30M(0P

中与已知序列进行比对#建立邻接树#结果

见图
6

$

表
;

!

;

株乳酸菌的生理生化特征`

O(M*3;

!

O+3

?

+

H

G)-*-

1

)5(*(04M)-5+3')5(*5+(@(5F3@)GF)5G-I;GF@()0G-I*(5F)5(5)4M(5F3@)(

菌株 葡萄糖产酸 葡萄糖产气
糖发酵

木糖 葡萄糖酸盐 半乳糖 乳糖 麦芽糖 蔗糖 棉子糖 鼠李糖
!#\

生长

A! i 9 9 i i i i i i 9 i

A#&6 i 9 i i i i i i i 9 i

A$ i 9 i i i i i i i 9 i

AT i 9 i i i i i i i 9 i

!!!!!

`

!

!

i

"表示阳性反应#!

9

"表示阴性反应$

表
#

!

菌株
A6

生理生化特征`

O(M*3#

!

Y+

H

G)-*-

1

)5(*(04M)-5+3')5(*5+(@(5F3@)GF)5G-IGF@()0A6

葡萄糖产酸 葡萄糖产气 木糖产酸 甘露醇产酸 接触酶试验 好氧型 分解酪氨酸 细胞内蛋白晶体

i 9 9 9 i

兼性厌氧
i 9

!!!!!!!

`

!

!

i

"表示阳性反应#!

9

"表示阴性反应$

#:

第
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图
6

!

基于
!8[@N=>

基因序列构建邻接树

V)

1

.@36

!

O+303)

1

+M-@&

/

-)0)0

1

F@33-I!8[@N=>

1

303G3

e

.3053G

!!

由图
6

可知#

A!

,

A#&6

,

A$

,

AT

菌株与
!%E=1;%E+::$I

L

:%&=%<$-

%

=N!!$T!:2!

'位于同一主枝#

A6

菌株与
M%E+::$I

E3<3$I

%

=N!!;#T62!

'位于同一主枝#

A#&!

,

A8

菌株与
KE3=1,

;%E=3<+&A1&3I+3&I+I

%

>A7:6:#82!

'位于同一主枝#菌株间的

相似性均达到
""S

以上#发育关系密切#且
A--FGF@(

?

检验支

持率达
!77S

$因此#确定菌株
A!

,

A#&6

,

A$

,

AT

为植物乳杆

菌%

!%E=1;%E+::$I

L

:%&=%<$-

'#菌株
A6

为蜡状芽孢杆菌%

M%,

E+::$IE3<3$I

'#菌株
A#&!

,

A8

为印度尼西亚醋酸杆菌 %

KE3=1,

;%E=3<+&A1&3I+3&I+I

'$

62;

!

优势乳酸菌株的筛选

对一级筛选的
;

株乳酸菌进行产酸能力和生长速率比

较#并绘制曲线#结果见图
:

$

!!

乳酸菌发酵产生的乳酸含量与发酵液
?

_

值下降呈正

相关#因此菌株的产酸能力用
?

_

值的变化表示$由图
:

可

知#

;

株乳酸菌产酸能力基本无差异#在
7

$

6T+

内#

?

_

值下

降速率较快#而在
6T+

后趋于平缓$但发酵初期#

A#&6

菌株

发酵液
?

_

值低于其它菌株#表明其产酸能力强#迅速降低

了体系的
?

_

值#防止被杂菌污染#发酵效果显著#有利于形

图
:

!

乳酸菌产酸能力和生长曲线

V)

1

.@3:

!

>5)4

?

@-4.5F)-05(

?

(5)F

H

(04

1

@-JF+

5.@K3-I*(5F)5(5)4M(5F3@)(

成风味物质*

67

+

$

同样#

;

株菌株的生长速率也无显著差异#均在
#+

后进

入生长对数期#

6;+

后进入生长稳定期#

)J

8770'

基本保持恒

定%

628;̂ 727#

'$但发酵初期#

A#&6

菌株生长速度略快于其

它菌株$因此根据对菌株的产酸和生长能力的测定#选取

A#&6

为糯米面团发酵过程中的优势乳酸菌$

:

!

结论
糯米炸糕作为天津的著名小吃#极具地方特色与风味#

但其相关研究较为缺乏$本试验从炸糕生产过程中的沥水

米浆和发酵湿米粉中分离得到
$

株细菌#经革兰氏染色后的

形态学观察#结合文献*

!"

+

!#$&T6"以及过氧化氢试验和糖发酵

试验等生理生化试验,各菌株
!8[@N=>

基因的测序与分

析#确定菌株
A!

,

A#&6

,

A$

,

AT

均为植物乳杆菌%

!%E=1;%E+::$I

L

:%&=%<$-

'#

A6

为蜡状芽孢杆菌%

M%E+::$IE3<3$I

'#

A#&!

,

A8

为印度尼西亚醋酸杆菌 %

KE3=1;%E=3<+&A1&3I+3&I+I

'#证明乳

酸菌是天津名吃糯米炸糕在沥水和发酵环节的主要菌株$

乳酸菌发酵产生的酸性环境#不仅赋予产品独特的风味和口

感#而且有效抑制了其他杂菌及有害菌的生长#保证了食品

的质量与安全$通过对
;

株乳酸菌进行产酸和生长能力测

定#最终确定
A#&6

为炸糕糯米面团发酵过程中的优势乳酸

菌株$试验中虽然筛选得到优势乳酸菌株#但未对炸糕的生

产工艺条件进行优化#也没有考察纯种发酵剂对产品品质的

影响$因此#后续试验还需要进行纯种发酵剂生产的关键控

制点分析及实际应用方面的研究$
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B(M@)3*<

#

R3I3MK@3Z

#

3F(*2[F.4

H

-IF+3M3+(K)-.@

-IR(5F-M(5)**.G

?

*(0F(@.' (04R3.5-0-GF-5GF(@F3@G4.@)0

1

(

5-'
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*3F3J+3(FG-.@4-.
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*
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+

R.5PJO

#

Z3*(+.0F

H

Q2b+)5+

/
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2
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GF.4

H

-I
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+
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量在
!28T

$

!2T:

1

)

!77

1

#平均含量为
!2$!

$

!2$$

1

)

!77

1

#

相对标准偏差在
!2:8S

$

;27TS

#说明该方法的重复性和精

密度较好#符合
_W

胶囊生产过程中用于质量控制的检测方

法对重复性和精密度的要求$

6262#

!

回收率
!

称取质量如表
$

所列的
_W

胶囊样品和对

应的芦丁标准品#采用上述改进后的方法进行加标回收率试

验#结果见表
$

$改进后的方法芦丁回收率在
";27#S

$

!772;;S

#平均回收率为
"$28"S

#相对标准偏差为
:2TT

#结

果表明改进后的方法符合
_W

胶囊生产过程中用于质量控

制的检测方法要求$

表
$

!

回收率试验

O(M*3$

!

O+3@35-K3@

H

F3GF

"

&k#

#

样品

序号

_W

原粉

质量)
1

_W

原粉中黄酮含量)

%

!7

96

1

.

1

9!

'

芦丁添加量)

'

1

吸光值
测定黄酮含量)

%

!7

96

1

.

1

9!

'

回收率)

S

平均回

收率)
S

N[Z

)

S

! 726#:; !2$: :2# 72:$; 62"T ";27#

6 726#7; !2$! :2; 72:$# :27: !772;;

: 726#!7 !2$! :26 72:## 62T8 ":2!" "$28" :2TT

; 726#!: !2$! :27 72:#T 62T" !7!2:;

# 726#76 !2$6 :26 72:8# 62"8 ""2;;

:

!

结论
%

!

'本试验考察了银杏叶提取物中
8

种主要黄酮化合物

对亚硝酸钠&硝酸铝&氢氧化钠紫外分光光度法测定总黄

酮含量时对总黄酮含量的贡献#各黄酮单体在该方法中对总

黄酮含量的贡献值不同#槲皮苷是贡献最大的黄酮组分$利

用该方法测定胶囊产品中总黄酮含量具有较大的局限性#不

能应用于银杏叶提取物原料的筛选#可用于银杏叶提取物原

料确定后#产品的质量控制$

%

6

'取样量,洗脱液乙醇浓度和超声时间对亚硝酸钠&

硝酸铝&氢氧化钠紫外分光光度法测定胶囊中总黄酮含量

具有重要影响#改进后的测定条件为取样量
72#

1

,洗脱液乙

醇浓度
$7S

,超声时间
87')0

#上述条件下#方法的重复性和

精密度良好#加标回收率平均为
"$28"S

#因此#改进后的测

定方法符合含银杏叶提取物胶囊产品生产过程的质量控制$

本研究针对该测定方法进行了优化#可进一步对该方法

的测量不确定度进行深入研究$
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