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摘要!为实现贵州三穗特色细菌型豆豉产品品质稳定"大规

模工艺化生产!在保留原有风味的基础上!实现纯种或混菌

发酵!强化优良菌种!从传统生产工艺中分离筛选出
'?

株

菌!接种于黄豆!以感官评定和蛋白酶活力为指标进行制曲

初筛及复筛!选出优势菌株
>

株!对其进行生理生化试验后!

最终挑选
?

株&

^

"

T

和
C

菌株'进行
'($<RBU

测序并建立系

统发育树#结果表明!

?

株菌均属于芽孢杆菌属的亚种!是

贵州三穗特色细菌型豆豉的优势菌株#

关键词!豆豉$发酵$优势菌种$筛选$鉴定
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豆豉起源于中国先秦时代(古代称为%幽菽&(以大豆为

原料(利用曲霉+毛霉或者细菌蛋白酶发酵作用(分解蛋白

质(达到一定程度时(加盐+加酒或者利用干燥等方法来抑制

蛋白酶活力(延缓发酵过程而制成,

'S%

-

)贵州三穗豆豉作为

特色食品(极具地方特色与风味(富含钙+磷+铁+钴+硒+钼+

硫胺素+核黄素及各种必需氨基酸(营养极其丰富)当地人

称其为%长寿豆&(经常吃不仅有助于开胃消食+祛风散寒(还

能预防脑血栓的发生,

?S>

-

)但也存在产品品质不稳定(生产

技术不规范等不足)

目前(贵州豆豉的工业发酵大多沿用传统自然发酵(传

统发酵豆豉中的自然菌株发酵能力差异大(存在一定安全隐

患,

(S+

-

(对人体健康构成威胁)为尽快使豆豉实现规范化+

标准化生产(需要从传统发酵豆豉中筛选出发酵能力强+品

质稳定的优良菌种(用于强化纯种发酵或进行混菌发酵(为制

备稳定的复合发酵剂打下基础)本试验在前人研究的基础

上(选用贵州三穗特色细菌型豆豉为原料(以感官评分和蛋白

酶活力为指标对分离出的菌株进行制曲初筛和复筛(再将筛

选出的菌株进行生理生化试验(最终挑选优势菌进行分子生

物学鉴定(以期为研制混菌发酵剂提供优良的菌种资源)
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材料与方法
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试验材料

细菌型豆豉半成品"贵州三穗老张家土特食品有限

公司$

柠檬酸盐试剂盒+

`#)AZ

试剂盒+丙二酸盐试剂盒+硝

酸盐还原试剂盒+

?P

过氧化氢酶试剂盒+明胶液化试剂盒+

e;L/26

氏靛基质试剂盒"青岛高科技工业园海博生物技术
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有限公司$

牛肉膏蛋白胨琼脂培养基"蛋白胨
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'>

=

+大豆木瓜蛋白酶

消化物
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主要试验设备

台式离心机"

MR\)@&̂

型(上海安亭科学仪器厂$

电子精密天平"

TU%&&@̂

型(上海越平科学仪器有限

公司$

电热鼓风恒温干燥箱"

Yjb)YT'&')?)̂$)

,

型(上海货

德实验设备有限公司$

酸度计"

Z_$)?!

型(上海理达仪器厂$

显微镜"

!b?'

型(奥林巴斯!中国#有限公司$

测序仪"

?+?&b\

型(美国
U

FF

1049 0̂;6

I

684.6

公司$

分光光度计"

CW)U)O+)O?

型(上海箐华科技有限公司$

电子恒温水浴锅"

Re)*,)''U

型(天津市泰斯特仪器有

限公司$

生化培养箱"

$Zb)%>&̂)Y

型(上海博迅实业有限公司$

手提式不锈钢蒸汽灭菌锅"

%&'%)̂@&>'

型(上海东亚压

力容器制造有限公司)
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试验方法
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优势菌株筛选工艺路线

菌种的分离和纯化
*

制曲初筛
*

制曲复筛
*

菌种形态

学观察和生理生化试验
*

分子生物学鉴定

':?:%

!

豆豉菌种的分离和纯化
!

从保鲜袋中取
%>

=

豆豉加

入装有玻璃珠的无菌生理盐水中(摇床分散
?&.05

(得到稀

释
'&

倍的菌液)同法将菌液梯度稀释为
'&

S%

"

'&

S*

(每个

梯度做
?

个平行)摇匀用移液枪取稀释倍数为
'&

S%

"

'&

S*

的菌液各
'&&

'

\

均匀涂布于胰酪胨大豆琼脂培养基平板

上)

?+f

培养
%@3

后(观察挑取有透明圈的菌落并将其反

复划线于胰酪胨大豆琼脂培养基平板上培养并镜检(直至得

到纯菌株,

,

-

(筛选出
'?

株菌(将分离成单菌落的菌种接种在

牛肉膏蛋白胨固体斜面培养基上于
@f

下保存)

':?:?

!

初筛和复筛
!

挑取具有不同菌落形态的菌株(分别在

?+f

条件下液体培养
%@3

,

*

-

)挑选颗粒饱满的黄豆清洗
?

次置于冷水中浸泡
'%3

(沥干水分装于烧杯中(先包上纱布(

再包报纸(在
''>f&:' Z̀/

下高压蒸煮
?&.05

(待冷却至

?+f

左右后在超净工作台中接入活化后的菌液(搅拌均匀)

按黄豆
#

种子原菌液!

'&

,
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#的比

例接种(

?+f

培养
@,3

)对照自然发酵豆豉(对发酵豆豉的

色泽+黏丝+口感+形态+风味(按照豆豉感官评价标准进行感

官评定(筛选出黏丝较长+咀嚼性好+形态湿润饱满+风味与

自然发酵豆豉相似或具有独特风味的菌株,

'&S''

-

)按初筛法

进行复筛(

@,3

后测定蛋白酶活力(筛选出蛋白酶活力较高

的菌株,

'%S'?

-

)参照蛋白酶活力测定法!

$̂

*

M'&?'+

'

'***

#

绘制出标准曲线见图
'

(通过测定吸光度计算出酶活性)

':?:@
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菌种形态学观察和生理生化试验
!

将经过初筛和复

筛后筛选出的待测菌株进行革兰氏染色(在显微镜下观察各

图
'

!

酪氨酸标准曲线
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菌种形态并进行生理生化试验)参照枯草芽孢杆菌(生理生

化试验主要包括糖发酵!葡萄糖+蔗糖+乳糖#产酸产气+硝酸

盐还原+过氧化氢酶+液化明胶+吲哚试验+

A)Z

试验+丙二酸

盐利用+柠檬酸盐利用+甘露醇试验+水解酪素+甲基红试验+

水解淀粉等(并分别在
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含量

条件下以及在
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温度梯度下观察

菌种的生长情况)具体培养基的配制和鉴定参照文献,
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分子生物学鉴定和建立系统发育树

!

'

#提取基因"按照生工
$e,%>>-VD

F

柱式细菌基因组

RBU

抽提试剂盒说明书进行提取)对待测菌株进行基因

RBU

的提取纯化及
'($<RBU

序列分析并建立系统发育树)
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#引物"上引物序列
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反应条件"预变性
*@ f @.05

(

?&

个循环(

+%f

修复延伸
'&.05

(

@f

终止反应)

!

>

#反应结束后(用
'P

琼脂糖凝胶电泳对
RBU

鉴定(

并纯化回收产物)

%

!

结果与分析

%:'

!

菌种的形态观察和初步鉴定

采用稀释分离+划线纯化的方法(从样品豆豉中分离获

得
'?

株细菌(其中
?

株有不良气味(舍弃)将其他菌株进一

步培养观察并镜检(各菌株的菌落和细胞形态见表
'

)

从表
'

中可以看出(这
'&

株菌的菌落形态和豆豉常用

菌株'''枯草芽孢杆菌高度相似)图
%

是
^

+

!

+

T

+

C

的革兰

氏染色结果!放大倍数为
@&i'&

倍#(为了进一步确定这
'&

株菌在制曲中气味口感和色泽(进行制曲初筛和复筛)

%:%

!

制曲初筛和复筛

将
'&

株纯菌接种于黄豆中(通过感官评分和蛋白酶活

力筛选出黏丝较长+咀嚼性好+形态湿润饱满+风味与自然发

酵豆豉相似或具有独特风味的菌株)

从表
%

可知(与自然制曲相比(感官评分较高的菌株有

@@

基础研究
!

%&',

年第
+

期



表
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细菌型豆豉菌落形态和细胞形态特征
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菌株 菌落形态 细胞形态 细胞大小*
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灰白色(圆形(半透明(湿润(凸(易挑取(光滑 杆状
!

!

?:&

"

@:&
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i':&

^

白色(不规则(不透明(较湿润(易挑取(光滑 短杆状 !

':&

"

?:&

#

i':&

!

白色(圆形(不透明(较湿润(易挑取(光滑 短杆状 !

':&

"

?:&

#

i':&

R

灰白色(圆形(透明(湿润(易挑取(光滑 短杆状 !

?:&

"

@:&

#

i':&

-

奶油色(不规则(半透明(湿润(扁平(易挑取(光滑 杆状
!

!

>:&

"

+:&

#

i':&

T

奶油色(圆形(半透明(湿润(凸起(易挑取(光滑 杆状
!

!

?:&

"

@:&

#

i':&

Y

白色(不规则(不透明(湿润(扁平( 椭圆
!

!

':&

"

':>

#

i':&

_

灰白色(圆形(半透明(凸起(湿润(易挑取(光滑 椭圆
!

!

':&

"

':>

#

i':&

"

灰白色(圆形(半透明(凸起(湿润(易挑取(光滑 椭圆
!

!

%:&

"

?:&

#

i

!

':&

"

%:&

#

C

灰白色(圆形(透明(湿润(易挑取(光滑 长杆状 !

?:&

"

@:&

#

i':&

表
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制曲初筛感官评价表
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编号 色泽 黏丝 口感 形态 气味 总分

自然制曲 黄褐色
!

黏丝长(多 酥软
!!

饱满(湿润 豉香味浓
+*:&

U

深黄褐色 黏丝长(多 酥软
!!

饱满(湿润 豉香味淡
+@:&

^

黄褐色
!

黏丝长(多 酥软
!!

饱满(湿润 豉香味淡(有淡淡酱香
+,:&

!

深黄褐色 黏丝长(多 酥软
!!

饱满(湿润 豉香味浓
+@:&

R

黄褐色
!

黏丝短(少 湿润微苦 饱满(较干 豉香味浓
(,:&

-

深黄褐色 黏丝短(少 湿润
!!

饱满(较干 豉香味淡(有轻微氨味
+&:&

T

深黄褐色 黏丝短(少 酥软
!!

饱满(湿润 豉香味浓
+?:&

Y

黄褐色
!

黏丝短(少 湿润
!!

饱满(较干 豉香味淡
+@:&

_

黄褐色
!

黏丝长(多 酥软
!!

饱满(湿润 豉香味浓(有轻微氨味
+%:>

"

深黄褐色 黏丝长(多 干硬
!!

饱满(较干 豉香味浓
(>:>

C

金黄色
!

黏丝长(多 软绵
!!

饱满(湿润 豉香味浓
,&:>

U

+

^

+

!

+

T

+

Y

+

_

+

C

(其中
_

菌株有氨味(影响豆豉风味(舍

弃)

Y

菌株制曲豆豉形态较干(豉香味淡(导致豆豉的质地

硬)细菌在制曲过程中会分泌各种蛋白酶(蛋白酶利用黄豆

中的蛋白质分解出各种氨基酸(特别是人体必需氨基酸'''

酪氨酸(并且蛋白酶对豆豉风味和色泽的形成也具有一定的

图
%

!

^

"

!

"

T

"

C

革兰氏染色结果

T0

=

D<4%

!

Y</.68/0505

=

<46D186;H@05';;DC^

!

!

!

T/59C

促进作用(所以蛋白酶活力成了评价豆豉品质的一个重要指

标,

'+S',

-

)从图
?

可知(与自然菌株相比(

U

+

^

+

!

+

T

+

Y

+

_

+

C

蛋白酶活力均比自然菌株高(但
Y

+

_

存在一定感官问题(所

以舍弃)综合感官评价和蛋白酶活力(选择
U

+

^

+

!

+

T

+

C>

株

菌进行生理生化试验)

%:?

!

生化试验

通过综合初筛+复筛结果(对
U

+

^

+

!

+

T

+

C>

株菌进行相

关生理生化特征试验(具体结果见表
?

)

图
?

!

分离菌株产蛋白酶酶活

T0

=

D<4?

!

Z<;84/64)

F

<;9D205

=

/280L08

I

;H62<44549

7/284<0/168</05

>@
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!!

从表
?

可知(

>

株菌均属于革兰氏阳性菌!

k

#(厌氧生

长(利用葡萄糖+蔗糖+乳糖且不产气(在过氧化氢酶试验+

A)Z

试验和甲基红试验中待测菌株均呈现阳性(柠檬酸盐试

验和吲哚试验均呈阴性(待测菌株均能利用淀粉+酪素+明胶

等)在测定菌株耐盐性和耐温性试验中(

B/!1

浓度为
'>P

时因渗透压过大待测菌株不能生长(低温!

>f

以下#或高温

!

(&f

以上#待测菌株无法生长)

!!

根据.伯杰氏细菌鉴定手册/和.常见细菌系统鉴定手

册/中芽孢杆菌的鉴定依据(其中
^

+

T

和
C

在
>>f

下均能生

长(超过
(&f

下不生长(所以该
?

株菌培养温度不能超过

>>f

)随着
B/!1

浓度的逐渐增加(菌种生长受到抑制(当

表
?

!

U

"

^

"

!

"

T

"

C

号菌株的生理生化特征Q

M/714?

!

Z3

I

60;1;

=

02/1/5970;234.02/123/</284<068026;H

68</056U

%

^

%

!

%

T/59C

菌株
U ^ ! T C

革兰氏染色
k k k k k

厌氧生长 ' ' ' ' '

接触酶
k k k k k

葡萄糖产气 ' ' ' ' '

乳糖产气 ' ' ' ' '

蔗糖产气 ' ' ' ' '

葡萄糖产酸
k k k k k

乳糖产酸
k k k k k

蔗糖产酸
k k k k k

A)Z

试验
k k k k k

过氧化氢酶试验
k k k k k

甲基红试验
k k k k k

硝酸盐还原试验 ' '

k k

'

吲哚试验 ' ' ' ' '

水解淀粉
k k k k k

明胶液化试验
k k k k k

水解酪素
k k k k k

丙二酸盐试验 '

k

' '

k

柠檬酸盐试验 ' ' ' ' '

B/!1

浓度

?P k k k k k

>P k k k k k

+P k k k k k

'&P k k k k k

'>P

' ' ' ' '

生长温度

>f

' ' ' ' '

'>f k k k k k

%>f k k k k k

?>f k k k k k

@>f k k k k k

>&f k k k k k

>>f

'

k

'

k k

(&f

' ' ' ' '

!

Q

!

%

k

&表示阳性$%'&表示阴性)

浓度达到
'>P

时菌种不生长(综合以上试验结果(选择
^

+

T

和
C

进行分子生物学鉴定)

%:@

!

分子生物学鉴定

对
^

+

T

和
C

菌株进行
'($<RBU

序列测定(

Z!#

电泳图

谱及系统发育树见图
@

"

+

)

!!

由图
@

可知(

^

+

T

+

C?

株菌在约
'@&&7

F

处出现明显

的荧光条带(说明
Z!#

扩增成功(序列大小分别为
'@>'

(

图
@

!

Z!#

产物电泳图谱

T0

=

D<4@

!

Z!#

F

<;9D28641428<;

F

3;<48;

=

</.

图
>

!

利用
'($<RBU

序列对
^

菌株进行构建系统发育树

T0

=

D<4>

!

Z3

I

1;

=

4548028<44H;<^68</057/649;58340<

'($<RBU64

[

D45246

图
(

!

利用
'($<RBU

序列对
T

菌株进行构建系统发育树

T0

=

D<4(

!

Z3

I

1;

=

4548028<44H;<T68</057/649;58340<

'($<RBU64

[

D45246

(@
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图
+

!

利用
'($<RBU

序列对
C

进行构建系统发育树

T0

=

D<4+

!

Z3

I

1;

=

4548028<44H;<C68</057/649;58340<

'($<RBU64

[

D45246

'@&+

(

'@%'7

F

)由图
>

"

+

可知(菌株
^

+

T

+

C

与枯草芽孢杆

菌!

@05';;DCCD)>';'C

#系统位置最近)根据
'($<RBU

序列同

源性对比和系统发育树的构建(可以得到菌株
^

+

T

+

C

属于细

菌范畴(杆菌纲芽孢杆菌目芽孢杆菌科芽孢杆菌属(为枯草

芽孢杆菌属的亚种)

?

!

结论
本试验从贵州三穗豆豉中分离纯化得到

'?

株细菌(将

分离出来的菌株以感官评定为指标进行初筛(以蛋白酶活力

为指标复筛出
>

株菌!

U

+

^

+

!

+

T

和
C

#(通过生理生化确定了

?

株!

^

+

T

和
C

#并对其进行
'($<RBU

基因的测序与分析)

结果表明(菌株
^

+

T

+

C

均为芽孢杆菌!

@05';;DC

#(根据
'($<

RBU

序列同源性对比和系统发育树的构建(可以得到
^

+

T

和
C

菌株均为芽孢杆菌属的亚种(是贵州细菌型豆豉的优势

菌株)与自然菌株蛋白酶活力相比(优势菌株
^

+

T

+

C

的蛋白

酶活力分别提高了
'&:&?

(

'':>(

(

':>+W

*

.\

(这为制备复合

发酵剂提供了优良的菌种)关于三穗地区细菌型优势菌株

的筛选与鉴定(本试验分子鉴定数量相对较少(未来可取不

同地区细菌型样品(进行生物多样性鉴定以完善对细菌型豆

豉的研究)
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据法国!费加罗报"

!

月
"#

日援引法新社报道#法国

参议院于当地时间
!

月
"#

日审查农业食品法案时# 批准

将餐饮业中有机产品的比例目标定为
"$!

$

参议院通过了由共同报告员安娜
%

卡特琳%卢瓦西耶

&

&''(!)*+,(-.'( /0.1.(-

'女士提出的一项修正案#并对其中

一些款项做出修改$ 卢瓦西耶称#法国所有部门对于满足

有机产品上升的需求信心十足#因此在修正案提出将餐饮

业中有机产品比例目标定为
"$!

修正案还确定了蛋白质多样化的最低标准#并将制定

一项多年计划$ 卢瓦西耶表示#法案的逐步实施应当与利

益相关者进行磋商#并且考虑到当地生产力的变化$

另一位共同报告员米歇尔%雷松&

2.3,(4 5*.10'

'强调#

他们将避免通过进口来提升有机产品占比#希望尽量促使

农民在餐厅周围就近生产有机食品$

法案已在国民议会获得通过$ 参议院的法案审查原本

预计从
"!

持续至
"6

日#但因为需要辩论时间#所以将持

续至
7

月
"

日$

&来源(
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