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摘要!为筛选得到适合嫩化牛肉的优良菌株#从贵州传统豆

豉和甜酒曲分离得到产蛋白酶的细菌
""

株&以酶活值为主

要指标#牛肉的质构特性为参考指标#对菌株进行复筛#最终

确定
8.

为最优菌株#酶活达
.#)%,[

%

K

$结合
#%7=8*3

序

列鉴定及系统发育树分析#对目的菌株进行分子生物学鉴

定$结果表明'

8.

与解淀粉芽孢杆菌!

*̀.$$#"!)#

"最为接

近#相似度达
//1

#该菌株鉴定为解淀粉芽孢杆菌$

关键词!蛋白酶&酶活&解淀粉芽孢杆菌&质地剖面分析

!

V93

"&

#%7=8*3

23-45674

'

6J'=N<=>'';>@CJGCH=';C@(B>=@CJBAC>@;(<P'=>I<><JN<=CF

c@>C'J'P;<<P

#

@>'>@('P"";@H><=C@'P

Q

='NAHCJ

KQ

='><CJ@B<S<=<CB'F

(@><NP='G>=@NC>C'J@((';B><=B@AH<@JNSCJ<B'J

K

CJ5ACcI'A)WC>I

>I<BH=<<JCJ

K

;

L

ABCJ

K

GCH='BH'

QL

#

@J@(

L

B<B'P<Jc

L

G<@H>C+C>C<B

#

@JNV93+@(A<'P;<<PSC>ICJ>=<@>G<J>'PP<=G<J><N;='>I

#

@;@H><F

=C@N<PCJ<N@B8. S@BP'AJN>I<'

Q

>CG@(B>=@CJ

#

@JNC>B<Jc

L

G<

@H>C+C>

L

S@B.#)%,[

%

K

)VI<G'(<HA(@=;C'('

K

CH@(CN<J>CPCH@>C'J=<BA(>B

BI'S<N>I@>C> S@B+<=

L

BCGC(@=>' ?4G'HH9K4J

3

H.H'

=

9&

E

4G'&/K

!

*̀.$$#"!)#

"#

@JN>I<BCGC(@=C>

L

S@B//1

#

'J>I< ;@BCB'P

G'(<HA(@=;C'('

KL

CN<J>CPCH@>C'J

#

ABCJ

K

#%7=8*3B<

M

A<JH<BCN<J>CPCF

H@>C'J@JN

Q

I

L

('

K

<J<>CH@J@(

L

B<B)VIAB>ICBB>=@CJS@BCN<J>CPC<N@B

?4G'HH9K4J

3

H.H'

=

9&

E

4G'&/K)

89

:

;<5=-

'

Q

='><@B<

&

<Jc

L

G<@H>C+C>

L

&

?4G'HH9K4J

3

H.H'

=

9&

E

4G'&/K

&

><X>A=<

Q

='PC(<@J@(

L

BCB

!

V93

"&

#%7=8*3

随着人们肉食结构的改变和生活水平的不断提高!牛肉

越来越受到消费者的青睐!而牛肉的嫩度是影响消费者评定

牛肉质量最重要的一个因素.

#

/

!所以肉类嫩化的相关研究逐

渐成为人们关注的热点之一"在中国部分役用牛#水牛和山

区放养的老龄黄牛也被适时地作为肉用!这类牛肉的质构特

性相对较差!但对中国肉食结构的改善是重要的补充"特别

是在欠发达地区和中档以下的餐厅具有较大的市场!采取科

学#有效#安全的技术措施!改善这类牛肉的品质!具有重要的

现实意义"牛肉嫩化的方法主要包括电刺激法.

"

/

#机械嫩化

法.

!

/

#高压嫩化法.

0

/

#超声波嫩化法.

-

/

#外源酶嫩化法.

%

/等!从

目前效果来看!外源性蛋白酶技术可使牛肉柔软且易于咀嚼!

能很好地提高牛肉的品质"但是目前市场上!嫩肉粉鱼龙混

杂!产品质量不一!组成成分各异!存在一定的安全隐患!动植

物来源的蛋白酶由于受到原料的限制!实际应用因成本问题

而有一定的困难"微生物源的单一蛋白酶对于肉品的嫩化效

果不一!难以实现标准化控制"而随着肉品加工业的不断发

展!特别是肉类中式菜肴的工业化生产!希望有安全#高效#可

控的优质肉类嫩化剂来保障菜肴工业化生产过程中的标准

化"生物型嫩化剂是通过筛选特定的微生物!采用现代发酵

工程技术手段!获得由多种蛋白酶组成的复合型酶制剂!在理

论上可以对牛肉中的不同蛋白质进行可控的降解!从而提高

牛肉的嫩度!改善牛肉的风味及加工品质!目前还鲜见文献

报道"

本试验拟从贵州传统豆豉和甜酒曲中分离筛选出产蛋白

酶的细菌菌株!在特定条件下培养后!用发酵液处理黄牛肉

后!经质构特性分析!筛选出适合嫩化牛肉的优良菌株!为开

发生物型牛肉
!

化剂提供优质的具有自主知识产权的微生物

资源"

#

!

材料与方法

#)#

!

材料与试剂

#)#)#

!

样品来源

豆豉'产自贵州省镇远县&

甜酒曲'贵州省玉屏县城关酒曲厂"

.#



#)#)"

!

培养基

分离培养基'蛋白胨
#$

K

#葡萄糖
#

K

#氯化钠
-

K

#氯化

钙
$)#

K

#

AF

酪氨酸
$)#

K

#琼脂
#-

K

#酪素
-

K

#蒸馏水

#$$$GO

#

Q

T

值
.)"

!

.)0

!

##"\

灭菌
!$GCJ

&

发酵培养基'葡萄糖
#$

K

#酵母膏
"

K

#蛋白胨
$)"

K

#氯化

钠
"

K

#氯化钙
"

K

#磷酸氢二钾
-

K

#磷酸二氢钾
#)"-

K

#硫酸

镁
$)$#

K

#硫酸铁
$)$$#

K

#蒸馏水
#$$$ GO

#

Q

T

值
.)$

!

#"#\

下灭菌
"$GCJ

&

酪蛋白琼脂培养基'酪蛋白
#$

K

#氯化钠
-

K

#磷酸氢二

钠
"

K

#琼脂
#-

K

#牛肉膏
!

K

#蒸馏水
#$$$GO

#

$)01

溴麝香

草酚蓝溶液
#")-GO

#

Q

T.)0

#

#"#\

灭菌
"$GCJ

"

#)#)!

!

试剂药品

8*3 U@=R<=

#细菌提取试剂盒'北京鼎国昌盛生物技术

有限公司&

9D:

相关试剂'美国
5<J+C<S

公司&

其他试剂为国产分析纯"

#)#)0

!

设备与仪器

恒温培养箱'

79hF"-$?-F66

型!上海新苗医疗器械制造

有限公司&

摇床'

7Y]F"#$"D

型!上海百典仪器设备有限公司&

显微镜'

ZO]U9[7

型!北京瑞科中仪科技有限公司&

冷冻离心机'

V5OF"$U

型!长沙英泰仪器有限公司&

无菌操作台'

7WFD̀F#a8

型!苏州江东精密仪器有限

公司&

紫外分光光度计'

?(A<7>@=

型!北京莱伯泰科仪器有限

公司&

9D:

仪'

?6ZF:38

型!深圳市宇德立生物科技有限

公司&

电泳仪'

8]D9F!!?

型!北京六一仪器厂&

质构仪'

V3FhV)9(AB

型!北京微讯超技仪器技术有限

公司"

#)"

!

试验方法

#)")#

!

目的菌株的初筛
!

准确称取待分离食品样品各
#$

K

!

放入盛有
/$GO

无菌生理盐水并带玻璃珠的
"-$GO

三角

瓶中!振摇约
"$GCJ

!使微生物细胞分散!静置
"$

!

!$B

!即

成
#$

2#稀释液"取上述稀释液用无菌生理盐水梯度稀释成

#$

2"

!

#$

2.

%

个梯度!豆豉取
#$

2-

!

#$

2.

!甜酒曲取
#$

2!

!

#$

2-进行平板涂布分离!每个梯度
!

个平行&涂布量
$)#GO

!

所得样品于
!.\

恒温培养
"0

!

0,I

"

#)")"

!

目的菌株的复筛
!

取初筛得到的菌株接种至
-GO

液体发酵培养基中!

!. \

下
""$=

-

GCJ

摇床培养
0$I

!

#$$$$=

-

GCJ

离心
#$GCJ

!取上清液!以
$)-HG

直径圆形滤

纸片蘸上清液贴于酪蛋白平板中!于
!.\

恒温培养
"0I

后!

用量尺测量透明圈的直径与菌落的直径!根据平板上透明圈

直径和菌落直径比值(

"

-

1

)的大小!筛选出产生较大水解圈

的菌株"

#)")!

!

产蛋白酶菌株发酵试验
!

将筛选菌株接种至
-GO

的牛肉膏蛋白胨液体培养基中!

!.\

下
""$=

-

GCJ

摇床培养

#"

!

#%I

!按
-1

接种量接种至
-$GO

的液体发酵培养基中!

!.\

下
""$=

-

GCJ

摇床培养
0,I

!

#$$$$=

-

GCJ

离心
#$GCJ

!

取上清液测蛋白酶活力"

酶活力测定按
5?

-

V"!-".

*

"$$/

+蛋白酶制剂,的福林

法执行"

#)")0

!

牛肉
V93

质构特性的测定
!

将酶活力较大的菌株活

化!以
-1

的量接种于
-$GO

灭菌发酵培养基中!

!. \

下

""$=

-

GCJ

摇床培养
0,I

!

-$$$=

-

GCJ

离心
!GCJ

!则上清液

为粗酶液"取牛肩胛肉!切成
"HG

的正方体!分装到蒸煮袋

中!在
"-\

的水浴锅中将酶液倒入蒸煮袋对牛肉进行浸渍!

-$GCJ

后将样品置于
,$\

水浴锅中加热!待中心温度达到

.$\

后取出!冷却样品至
0\

后!采用物性测试仪测定酶液

浸渍后牛肉的质构特性.

.

/

!测定样品的硬度#弹性#凝聚性#

胶着性#咀嚼性和回复性!测试完成后!采用
B

Q

BB#,)$

分析结

果"参数.

,

/设 定 有 一 定 调 整!如 下'探 头
9

-

!%:

&测 前

")$$GG

-

B

!测中
#)$$GG

-

B

!测后
")$$GG

-

B

!压缩比
-$1

!

每组
%

个平行"

#)")-

!

菌株的鉴定

(

#

)形态学观察'观察菌株在平板和斜面上的培养特

征!同时进行革兰氏染色.

/

/

!光学显微镜放大
#$$$

倍观察个

体形态!进行初步鉴定"

(

"

)总
8*3

的提取'采用溶菌酶破壁.

#$

/和细菌
8*3

提取试剂盒结合的方法提取目的菌株总
8*3

"具体如下'

取菌液
$)%

!

!)$GO

!

#"$$$=

-

GCJ

离心
#GCJ

弃上清!加入

#

!

"GO

的浓度为
-G

K

-

GO

的溶菌酶溶液!

!.\

的水浴锅

酶解破壁!酶解
"I

左右!离心弃上清&加入
%$$

#

OO

L

BCB

?APP<=3

!漩涡重悬!加入
"$

#

O9='><CJ@B<Y%$\

水浴
0-

!

%$GCJ

!其间颠倒混匀数次&加入
0$$

#

OO

L

BCB?APP<=?

充分

混匀&

#$$$$=

-

GCJ

离心
#$GCJ

!将上清液倒入离心柱中!

#"$$$=

-

GCJ

离心
#GCJ

!弃废液&加入
.$$

#

O W@BI;APP<=

3

(使用前检查是否已加入无水乙醇)!

#"$$$=

-

GCJ

离心

#GCJ

!弃废液&加入
.$$

#

O W@BI;APP<=?

!

#"$$$=

-

GCJ

离

心
#GCJ

!弃废液&加入
-$$

#

O W@BI;APP<=?

!

#"$$$=

-

GCJ

离心
#GCJ

!弃废液&再次
#"$$$=

-

GCJ

离心
"GCJ

!将离心柱

置于新的离心管中!并打开离心柱盖!于室温或
!.\

恒温箱

放置
-

!

#$GCJ

!直至无明显乙醇味&在硅基质膜中加入
-$

!

"$$

#

OVE;APP<=

(事先预热在
--

!

%-\

水浴锅中)!置于室

温
"GCJ

!

#"$$$=

-

GCJ

离心
"GCJ

!管底即为基因组"

(

!

)

9D:

扩增及序列测定'反应体系(

"-

#

O

)'

#$̂ 9D:

;APP<=

(含
"- GG'(

-

O U

K

"4

)

")-

#

O

!

N*V9B

(

#$

#

G'(

-

O

)

$)-

#

O

!引物(

"$

#

G'(

-

O

)各
#

#

O

!

V@

M

(

"[

-

#

O

)

$)-

#

O

!

8*3

模板
$)-

#

O

!

NNT

"

Z#/

#

O

"反应参数'

/- \

预变性

!GCJ

&

/0\

变性
-$B

&

-!)-\

退火
#GCJ

&

."\

延伸
/$B

&体

系运行
!$

个循环后
."\

延伸
-GCJ!$B

"将
9D:

产物用

#)$1

琼脂糖凝胶电泳检测后送至上海生工生物技术有限公

司测序"

(

0

)序列分析'将测序获得的序列于
*D?6

中利用
?(@B>

软件进行比对分析后!利用
O@B<=

K

<J<

软件构建目的菌株的

系统发育树"

,#

基础研究
!

"$#%

年第
##

期



"

!

结果与分析

")#

!

菌种的分离&纯化与筛选

挑取出能产生水解圈的菌株!经分离和纯化共得到豆豉

#"

株#甜酒曲
#$

株!将这
""

株菌接种于酪蛋白平板中!其水

解圈的比值见表
#

"将水解圈直径和菌落直径比值大于
!

的

菌株进行蛋白酶活力的测定!由表
#

可知!分别选出豆豉

(

8-

#

8.

#

8/

#

8##

#

8#"

)和甜酒曲(

#̀

#

!̀

#

-̀

#

%̀

#

/̀

)进行下一

级筛选"

")"

!

蛋白酶活力的测定

")")#

!

酪氨酸标准曲线图(图
#

)

!

根据标准曲线的各点!添

加趋势线后得出回归方程
3

b$)$#$,Q2$)$.%,

!利用回归

方程!计算出当吸光度为
#

时的酪氨酸的量(

#

K

)!即吸光常

数
@

值为
//).

!利用
@

值!计算出酶活力值"

表
#

!

透明圈与菌落直径比值"

"

%

1

#表

V@;(<#

!

VI<=@>C''PI

L

N='(

L

>CHc'J<@JNH'('J

L

@=<@

"

"

%

1

#

菌株
"

-

1

菌株
"

-

1

8# #)%_$)- 8#" !)$_$)#

8" ")#_$)# #̀ !)#_$)#

8! ")/_$)" "̀ ")0_$)#

80 ")0_$)# !̀ !)#_$)#

8- !)#_$)# 0̀ ")0_$)#
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蛋白酶活力值
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不同菌株产蛋白酶对牛肉的质构特性

经试验得出!

0

种菌均能使牛肉的质构特性得以改善!

见表
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"其中菌
8##

处理组的硬度#胶着性和咀嚼性相对于

空白组分别降低了
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株菌处理后的牛肉在硬

度#胶着性和咀嚼性中相对于空白组
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显著下降!变化均差
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)!这就表明酶液对牛肉的质构特性有一定

的影响!但是在弹性#凝聚性和回复性中无明显变化"通过
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株菌处理后的牛肉硬度值从大到小的顺序是
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"综合以上分析!菌
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对牛肉

的嫩化效果最为突出!则确定
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为最佳的对牛肉嫩化的菌

株!并进行分子学鉴定"
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8.

的鉴定结果与分析
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形态学观察结果与分析
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观察
8.

在平板和斜面上的

培养特征!菌株在分离培养基平板上
!.\

培养(

"0_"

)

I

呈

白色!光滑湿润菌落!稍隆起!菌落中间有褶皱!在分离培养

基斜面上呈薄膜状!表面白色!见图
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氏染色!光学显微镜放大
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倍观察个体形态!为革兰氏阳

性#有芽孢的杆状菌!见图
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的种属信
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细菌
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平板和斜面培养特征
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革兰氏染色图
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分子生物学鉴定结果与分析
!

以溶菌酶破壁和细菌

提取试剂盒相结合的方法提取细菌
8.

基因组
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为引物扩增细菌
8.

的
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区!扩增产物用琼脂糖电泳

检测!条带清晰(见图
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)!扩增的片段长度在
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将回收好的细菌
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*D?6

上进

行
?O37V
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软件构建目的菌株
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的系统发育树!见图
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结论
本试验对产蛋白酶菌株的来源进行了一个比较全面#细

致的筛选!分离鉴定出能嫩化牛肉的优势菌株
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"该菌的

酶活力值#对牛肉嫩化的效果相对于空白组都较好"经
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该产品将具有广泛的应用前景"
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