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发酵型核桃乳生产专用链球菌的选育
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摘要!从发酵面包!白芥丝!泡菜!酱黄瓜中$分离到
"%

株链

球菌$经过产酸特性测试$菌株
U<[&

!

U<[0

!

U<[W

!

U<[)

适

合核桃乳发酵"通过菌落形态!菌体形态!生化特性和

"0[JYDZ

基因序列分析$确定
%

株链球菌均为嗜热链球菌"

采用菌株
U<[&

!

U<[0

!

U<[W

!

U<[)

分别与实验室保存的嗜

酸乳杆菌
bZ

共同发酵$发酵型核桃乳感官评价分别为
)0

$

)"

$

)!

$

W0

分'且
%

个发酵核桃乳中
)

种氨基酸都有不同程度

的提高$其中
U<[&

氨基酸含量增幅最大$由
#>0*e

增加到

">*&e

"综上所述$菌株
U<[&

适宜核桃乳的发酵生产"

关键词!发酵核桃乳'链球菌'分离'鉴定
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核桃营养价值丰富(其中含有大量蛋白质(较高的不饱

和脂肪酸(丰富的维生素
^

和
1

及钙+磷+铁等多种人体需

要的微量元素(常食用对动脉硬化+高血压+抗衰老有良好的

保健作用%

"T$

&

)发酵型核桃乳是以核桃乳为原料(经保加利

亚乳杆菌和嗜热链球菌发酵来提高食品的营养价值(改善风

味(提高食品的保藏性和适口性)发酵过程中(核桃乳中的

蛋白质被分解成肽+氨基酸(矿物质+

^

族维生素等物质(赋

予食品特殊的香气和风味(并增加了产品的肠道保健

功能%

!T&

&

)

目前关于发酵的核桃乳产品(主要是以牛乳或其他为主

要原料(添加一定比例的核桃乳发酵制成发酵核桃酸奶)真

正用纯核桃乳发酵的很少(仅局限在配方上(且没有研究纯

核桃乳的发酵生产工艺(主要是由于缺少专门发酵纯核桃乳

的商品发酵剂)

本研究拟从不同来源的材料中分离链球菌(并通过形态

特征+生理生化和
"0[JEDZ

序列分析(确定其分类地位(将

鉴定后的菌株进行产酸特性和核桃乳发酵试验(从而确定适

合核桃乳发酵的链球菌菌株%

0

&

(旨在为发酵核桃乳产品开发

提供理论依据和技术支持)

"

!

材料与方法
">"

!

样品采集

发酵面包+白芥丝+泡菜+酱黄瓜"市售)

">$

!

培养基

(+

培养基"酵母粉
!>#

9

*

b

(牛肉粉
!>#

9

*

b

(葡萄糖

$#>#

9

*

b

(大豆蛋白胨
&>#

9

*

b

(乳糖
$#>#

9

*

b

(碳酸钙

"#>#

9

*

b

(

"e

中性红溶液
&>#

9

*

b

(加入
"###3b

蒸馏水中(

加热溶解(调节
L

U

至
0>#

(加入中性红溶液)分装后
"$"a

高压灭菌
"&

#

$#358

)固体培养基需加入琼脂
">!e

#

">&e

$

X-

培养基"蛋白胨
&>#

9

*

b

(胰酶水解酪蛋白
&>#

9

*

b

(

酵母膏
"#>#

9

*

b

(盐溶液
%#>#

9

*

b

(无水
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$

#>$
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(

(
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)分装后
"$"a

高压灭菌
$#358

$

碳水化合物发酵培养基"蛋白胨
"#>#

9

*

b

(吐温
W#

#>"

9

*

b

(酵母膏
$>&

9

*

b

(

">0e

的溴甲酚紫液
">#

9

*

b

(分别

按表
"

加入不同碳源(调
L

Uc0>W

(分装试管后按其相应的

时间在
""%a

高压蒸气灭菌)

#0



表
"

!

碳水化合物发酵培养基

G4P6?"

!

+4JPC;

M

@J4I?H?J3?8I4I5C83?@5=3

碳源
添加量*

!

"#

T$

9

.

3b

T"

#

灭菌后的

L

U

值

灭菌时间*

358

阿拉伯糖
#>& 0>) "$

纤维二糖
"># 0>) "&

半乳糖
!

"># 0>) "&

葡萄糖
!

"># 0>) "&

乳糖
!!

"># 0>) "&

麦芽糖
!

"># 0>) "&

甘露醇
!

"># 0>) "&

松三糖
!

#>& 0>) "&

棉子糖
!

"># 0>) "&

蜜二糖
!

#>& 0>) "&

鼠李糖
!

"># 0>) "&

核糖
!!

#>& 0>* "$

山梨醇
!

"># 0>) "&

蔗糖
!!

"># 0>) "&

海藻糖
!

#>& 0>) "&

木糖
!!

"># 0>* "$

七叶灵
!

#>& 0>) "&

甘露糖
!

"># 0>) "&

">!
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仪器与设备

X+Y

扩增仪"

G4Q4J4G;?J346+

M

A6?JE5A?GX0##

型(日

本
G4/4Y4

公司$

电泳仪"

(=

L

5@

型(美国
(4

i

CJ[A5?8A?

公司$

电泳成像装置"

S34

9

?(4<I?JBE[

型(安发玛西亚生物

技术公司$

EDZ

测序仪"

Ẑ SXYS[(!*!#,bEDZ[?

7

=?8A?J

型(

美国应用生物系统公司$

L

U

计"

(X20"##

型(盐城澳鼎仪器制造有限公司)

">%

!

试验方法

">%>"

!

链球菌的分离纯化
!

上述的植物源产品过滤后吸取

"3b

!面包为
"

9

#(用无菌生理盐水按
"#

倍稀释至
"#

T&

(

"#

T0

(

"#

T*

)取
#>"3b

稀释液涂布在
(+

培养基上(

!*a

倒

置培养
%W;

(划线分离纯化获得菌株(经镜检为纯培养物后

转入固体斜面上(一部分于甘油保存(一部分在
%a

冰箱中

保存)

">%>$

!

菌种的染色和形态观察
!

将菌种接种于
(+

培养基

上(观察菌落的形态)用无菌接种环取一环菌染色后用油镜

进行观察(观察菌株的形态)

">%>!

!

链球菌代谢特性

!

"

#过氧化氢酶试验"在
(+

培养基的菌落上滴加
!e

的
U

$

\

$

(观察有无气泡产生)

!

$

#精氨酸水解试验"将
"

#

$@(+

液体培养物接种于

精氨酸水解的培养基(用无菌的石蜡矿物油密封(倒置
!*a

下培养
*$;

后(观察结果)

!

!

#七叶苷水解试验"

X-

培养基中加入终浓度
&

9

*

b

的

七叶苷(灭菌)将活化好的培养液接种于试管(

!* a

培养

$%

#

*$;

后)取少量七叶苷培养液于比色盘内(以未接种培

养基作为对照(滴加少量柠檬酸铁溶液(显示黑色为阳性反

应(不显色则为阴性反应)

!

%

#碳水化合物发酵试验"按
"e

接种量(将活化好的培

养液接种于不同碳水化合物的培养基中(

!* a

培养
$%

#

*$;

)培养液变黄为阳性反应(反之为阴性反应%

*TW

&

)

">%>%

!

链球菌的
"0[JYDZ

基因序列测序

!

"

#变性"从培养基中挑取菌体于
&#

"

bG4/4Y4b

M

<5<

=̂HH?JHCJ(5AJCCJ

9

485<3ICE5J?AIX+Y

!

+C@?DC>)"0%

#中变

性后离心取上清作为模板)反应条件为
W#a

(

"&358

)

!

$

#

X+Y

扩增"使用
G4/4Y4"0[JEDZ 4̂AI?J546S@?82

I5H5A4I5C8X+Y/5I

!

+C@?DC>YY"*0

#(进行
X+Y

扩增)

!

!

#测序"使用
G4Q4J4 (585̂1[G Z

9

4JC<?.?6EDZ

1NIJ4AI5C8/5IB?J>!>#

!

+C@?DC>)*0$

#切胶回收片段进行

测序)

+G.%)*2[&

以
[1] RCJK4J@

+

[1] S8I?J846

和
"0[

[1]R"

为 引 物 进 行
EDZ

测 序$其 余 样 品 均 以
[1]

RCJK4J@

+

[1]S8I?J846

和
[1] Y?O?J<?

为引物进行
EDZ

测序)

">%>&

!

核桃乳的发酵试验及质量评定

!

"

#酸度测定"取乳样
"#3b

(加入
$#3b

蒸馏水和
$

#

!

滴酚酞试剂(用标定过的
#>"##%3C6

*

bD4\U

溶液进行

滴定(酸度以吉尔涅尔度!

"

G

#表示)

!

$

#感官评定"以色泽+香气+滋味以及形态作为核桃乳

感官评分指标(邀请
"#

人进行试饮评判)评分结果取其平

均值计算)具体评定细则见表
$

)

表
$

!

口感外观评分的标准

G4P6?$

!

G4<I?48@4

LL

?4J48A?CHI;?<ACJ58

9

AJ5I?J54

级别 色泽!

$#

分# 香气!

$#

分# 滋味!

!#

分# 形态!

!#

分# 总分!

"##

分#

一级
白色微显灰色

!

"W

#

$#

分#

具有核桃香气

!

"W

#

$#

分#

酸甜适口(乳酸味浓

厚且柔软!

$*

#

!#

分#

均匀一致

!

$*

#

!#

分#

)#

分以上

二级
灰白色

!

"&

#

"*

分#

核桃香气较明显

!

"&

#

"*

分#

酸甜适口乳酸味

较浓!

$%

#

$0

分#

基本均匀

!

$%

#

$0

分#

W#

#

W)

分

三级
灰色

!

"#

#

"%

分#

核桃香气平淡

!

"#

#

"%

分#

酸甜较适口乳酸

味淡!

$#

#

$!

分#

略有分层

!

$#

#

$!

分#

0#

#

*)

分

四级
青灰色

!

$

"#

分#

核桃香气微弱

!

$

"#

分#

酸甜不协调(风

味平淡!

$

$#

分#

明显分层

!

$

$#

分#

$

0#

分

"0

基础研究
!

$#"0

年第
"$

期
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!

#氨基酸的评定"采用分离获得的链球菌与实验室保

存的嗜酸乳杆菌
bZ

(进行核桃乳发酵试验(对发酵后氨基酸

含量进行测定(并与未发酵核桃乳的营养质量进行比对

评价)

$

!

结果与分析
$>"

!

链球菌的分离

由表
!

可知(共分离到乳酸菌
"%

株(其中来自市售泡菜

的
%

株(占总分离菌株的
$)e

$来自市售发酵面包的
!

株(占

总数的
$"e

$来自市售酱黄瓜的
$

株(占总数的
"%e

$来自

市售白芥丝的
&

株(占总数的
!0e

)链球菌形态(主要以卵

圆形(细胞的排列呈对状+短链+中等长链+长链等不同的排

列方式)

$>$

!

链球菌的初步筛选

将菌株为
U<["

#

U<["%

分别与实验室保存的嗜酸乳杆

菌
bZ

进行核桃乳发酵试验(发酵产品酸度结果见表
%

)

!!

由表
%

可知(经过菌株
U<[&

+

U<[0

+

U<[W

+

U<[)

分别和

嗜酸乳杆菌
bZ

共同发酵后(产品酸度分别为
%$

(

%"

(

%!

(

%&

"

G

(经过感官评分(认为酸度在
%#

#

%&

"

G

的样品(酸甜可

口(组织状态均一(故可作为后续研究用菌株)

表
!

!

链球菌形态特征

G4P6?!

!

(CJ

L

;C6C

9

5A46A;4J4AI?J5<I5A<[IJ?

L

ICACAA=<

来源 形态 菌株数

泡菜
!!

细胞卵圆形(由
$

#

%

细胞形成短链(蝌

蚪状
%

发酵面包 细胞卵圆形(呈对状
!

酱黄瓜
!

细胞卵圆形(由
0

#

W

个细胞形成中等

长链
$

白芥丝
!

细胞卵圆形(

W

个以上长链且排列呈念

珠状
&

表
%

!

核桃乳样品酸度测定结果

G4P6?%

!

_468=I356Q4A5@5I

M

J?<=6I<

样品
U<[" U<[$ U<[! U<[% U<[& U<[0 U<[*

酸度*
"

G !# $0 !& !) %$ %" %0

样品
U<[W U<[) U<["#U<[""U<["$U<["!U<["%

酸度*
"

G %! %& !$ !0 !* %W &#

$>!

!

链球菌的鉴定

$>!>"

!

链球菌的形态特征
!

由图
"

#

%

可知(从发酵面包+白

芥丝+泡菜+酱黄瓜等分离得到的链球菌株(细胞为球形或卵

圆形(直径
#>*

#

#>)

"

3

(在显微油镜下细胞的排列呈对状+

短链+中等长链+长链等不同的排列方式)圆形菌落(深红

色(表面光滑(边缘整齐(直径约
"33

(革兰氏阳性)

$>!>$

!

代谢特性试验结果
!

将链球菌
U<[&

+

U<[0

+

U<[W

+

U<[)

按照文献%

)

&

0**T0*)进行代谢特性的测定(结果见表
&

)

!!

由表
&

可知(

%

株菌的过氧化氢酶试验+精氨酸和七叶苷

水解试验阴性(淀粉试验阳性$碳水化合物发酵试验中葡萄

图
"

!

U<[&

的菌体和菌落形态

R5

9

=J?"

!

+C6C8

M

3CJ

L

;C6C

9M

48@A?663CJ

L

;C6C

9M

CH<IJ458U<[&

图
$

!

U<[0

的菌体和菌落形态

R5

9

=J?$

!

+C6C8

M

3CJ

L

;C6C

9M

48@A?663CJ

L

;C6C

9M

CH<IJ458U<[0

图
!

!

U<[W

的菌体和菌落形态

R5

9

=J?!

!

+C6C8

M

3CJ

L

;C6C

9M

48@A?663CJ

L

;C6C

9M

CH<IJ458U<[W

图
%

!

U<[)

的菌体和菌落形态

R5

9

=J?%

!

+C6C8

M

3CJ

L

;C6C

9M

48@A?663CJ

L

;C6C

9M

CH<IJ458U<[)

糖+乳糖和蔗糖能被链球菌利用)以上的代谢特性与文献

%

)

&

0)%所描述的嗜热链球菌特征一致(因此初步鉴定
%

株链

球菌为嗜热链球菌)

$>!>!

!

"0[JYDZ

基因特异性扩增结果
!

将
%

个菌株的

"0[JEDZ

序列提交到
.?8̂48Q

数据库!

;II

L

<

"**

KKK>8AP5>

863>85;>

9

CO

*#(结果见图
&

)

!!

基因序列比对和分析结果为"菌株
U<[&

与嗜热链球菌

!

RYW*&"*W>"

#的片段相似性达到
"##e

(菌株
U<[0

与嗜热

链球菌!

U(#&)##&>"

#的片段相似性达到
))e

(菌株
U<[W

与嗜热链球菌!

U(#&W$*!>"

#的片段相似性达到
"##e

(菌株

$0

第
!$

卷第
"$

期 赵娟娟等"发酵型核桃乳生产专用链球菌的选育
!



表
&

!

链球菌的代谢特性f

G4P6?&

!

(?I4PC65AA;4J4AI?J5<I5A<CH<IJ?

L

ICACAA=<

特征
U<[& U<[0 U<[W U<[)

精氨酸水解
T T T T

过氧化氢酶
T T T T

七叶苷水解
T T T T

淀粉水解
!

d d d d

阿拉伯糖
!

T T T T

纤维二糖
!

T T T T

半乳糖
!!

T T T T

葡萄糖
!!

d d d d

乳糖
!!!

d d d d

麦芽糖
!!

T T T T

甘露醇
!!

T T T T

松三糖
!!

T T T T

棉子糖
!!

T T T T

密二糖
!!

T T T T

鼠李糖
!!

T T T T

核糖
!!!

T T T T

山梨醇
!!

T T T T

蔗糖
!!!

d d d d

海藻糖
!!

T T T T

木糖
!!!

T T T T

七叶灵
!!

T T T T

甘露糖
!!

T T T T

菊粉
!!!

T T T T

!

f

!

d

表示阳性$

T

表示阴性)

(>EDZ (4JQ?JEb$###

!

">U<[&

的
"0[JYDZ

基因
!

$>U<[0

的
"0[JYDZ

基因
!

!>U<[W

的
"0[JYDZ

基因
!

%>U<[)

的

"0[JYDZ

基因
!

d>

阳性对照
!

T>

阴性对照

图
&

!

链球菌的
"0[JYDZ

基因

R5

9

=J?&

!

"0[JYDZCH<IJ?

L

ICACAA=<

U<[)

与嗜热链球菌!

+X##$!%#>"

#在
00W%&

#

0W$W)P

L

的

片段的相似性达到
"##e

)结合菌株形态及代谢特性结果(

确定
U<[&

+

U<[0

+

U<[W

+

U<[)

均为嗜热链球菌)

$>%

!

链球菌的核桃乳发酵试验

$>%>"

!

发酵核桃乳的感官评定结果
!

将菌株
U<[&

+

U<[0

+

U<[W

和
U<[)

与实验室保存的嗜酸乳杆菌
bZ

进行核桃乳

发酵试验(发酵后核桃乳样品分别标记为样品
&

+

0

+

W

+

)

(感官

评价结果见表
0

)

!!

由表
0

可知(菌株
U<[&

与实验室保存的嗜酸乳杆菌

表
0

!

感官评分结果

G4P6?0

!

[?8<CJ

M

?O46=4I5C8J?<=6I<

样品 色泽 香气 滋味 形态 总分

样品
& ") ") $) $) )0

样品
0 ") ") $* $0 )"

样品
W $" ") $0 $* )!

样品
) "* "W $& $0 W0

bZ

共同发酵的样品
&

(具有核桃香气(滋味酸甜适口+乳酸

味浓且柔和(色泽略显灰色(所形成的形态均匀一致)感官

评定结果为
)0

分(相比其它菌株的感官评分结果高)

$>%>$

!

发酵核桃乳的氨基酸测定结果
!

将菌株
U<[&

+

U<[0

+

U<[W

和
U<[)

与实验室保存的嗜酸乳杆菌
bZ

进行

核桃乳发酵试验(不同菌株发酵的核桃乳样品的分别标记为

样品
&

+

0

+

W

+

)

(氨基酸测定结果见表
*

)

表
*

!

氨基酸测定结果

G4P6?*

!

Z358C4A5@AC8I?8IJ?<=6I< e

氨基酸 样品
&

样品
0

样品
W

样品
)

对照

赖氨酸
!

#>!& #>!$ #>!0 #>$0 #>#&

色氨酸
!

#>#0 #>#! #>#% #>#& #>#"

苯丙氨酸
#>"! #>"W #>"* #>"& #>"$

蛋氨酸
!

#>"# #>#0 #>#W #>#) #>#%

苏氨酸
!

#>"0 #>"W #>$# #>"& #>#*

异亮氨酸
#>"& #>$" #>"0 #>"! #>#*

亮氨酸
!

#>&$ #>%& #>!) #>%# #>"*

缬氨酸
!

#>"W #>"0 #>$# #>$! #>#)

组氨酸
!

#>"# #>#0 #>#) #>#W #>#&

总计
!!

">*& ">0& ">0) ">&% #>0*

'''''''''''''''''''''''

!!

由表
*

可知(经过发酵后的核桃乳的
)

种氨基酸含量均

有不同程度的提高)其中经菌株
U<[&

搭配嗜酸乳杆菌
bZ

发酵后赖氨酸的含量高达
#>!&e

(是未发酵前赖氨酸含量

!

#>#&e

#的
*

倍$亮氨酸的含量(由原来的
#>"*e

提高到了

#>&$e

(是未发酵核桃乳的
!

倍$因此(菌株
U<[&

更适宜用

在核桃乳发酵中)赖氨酸是核桃的第一限制性氨基酸(亮氨

酸有助于血糖控制(重点考虑了这两种(综合感官评价分数(

选择了
U<[&

)

!

!

结论
本研究从特定植物来源的材料中(采用选择性分离培养

基(获得了
U<[&

+

U<[0

+

U<[W

+

U<[)%

株链球菌菌株)通过

生理生化特性和
"0[JYDZ

基因序列分析(上述菌株均为嗜

热链球菌)对鉴定后的菌株进行发酵研究(结果表明(采用

菌株
U<[&

与实验室保存的嗜酸乳杆菌
bZ

发酵得到的纯核

桃发酵乳(感官评价最高(且具有较高的营养价值)后续将

进一步分析纯核桃发酵乳其它营养成分的指标(促进该菌株

的广泛应用)

%下转第
*%

页&

!0

基础研究
!

$#"0

年第
"$

期



特征方案二的(基于全光谱的)结果显示基于
E4<4J4I;

M

0

<

分类模型利用
X+Z

对特征集进行分析(无论是方案一还是

方案二对特征进行整合(熟牛肉
GB̂2D

含量预测模型的性

能指标参数
ZXZ

均有一定程度的提升)而根据方案一所建

立的
[BY

模型在
ZXZ

这一模型性能指标上(其值从

W$>$%e

增加到
W&>"!e

$方案二所建立的
[BY

模型在
ZXZ

这一模型性能指标上(其值从
W$>$%e

增加到
W!>**e

)采用

图像纹理特征信息对肉品品质进行分析与评价的研究早有

报道(

U=48

9

等%

!

&利用纹理特征对猪肉的新鲜度进行预测(

其预测模型相关系数达到
W!>$&e

(而本试验中基于纹理特

征的
[BY

预测模型性能与其相比(预测模型性能偏低)其

原因可能是试验研究所选用的样品是熟肉(在储存期间(肉

质腐败过程中(其纹理变化不是很明显(而生肉在腐败过程

中(肉质会糜烂(纹理变化更为突出)

!

!

结论
本试验表明(通过整合

U[S

系统的光谱图像信息(熟牛

肉中
GB̂2D

含量预测模型在
ZXZ

这一性能指标下从

W$>!&e

增加到
W&>$We

(同时也能得出数据融合技术在无损

检测中不应被低估)两种基于
X+Z

的融合方案对比显示"对

单一特征集分别进行
X+Z

分析再进行融合比对特征融合后

再进行
X+Z

分析所建模型性能更优)整合
U[S

系统的图谱

信息并结合信息融合技术能够进一步提升所建模型的准确

性)在今后的试验工作中(对
E4<4J4I;

M

0

<

分类模型的中间分

析步骤进行其他相关分析(最终确定最优的特征分析算法)
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