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高产香乳酸菌菌株的选育

杜　磊，杨利玲，孔雪丽
（安阳工学院生物与食品工程学院，河南安阳４５５０００）

　　摘要：以从市售酸奶花花牛中分离出的１０株保加利亚乳杆菌和１０株嗜热链球菌为研究对象，通过紫外诱变后，
采用碘滴定法和邻苯二胺比色法，筛选出高产乙醛和高产双乙酰的菌株，最终确定最佳诱变参数为紫外照射波长

３６５ｎｍ、垂直照射距离１５ｃｍ、照射时间为１２０ｓ。筛选出的高产乙醛菌株为Ｌ－２．２、Ｌ－２ａ、Ｌ－２Ｄ菌株，产乙醛量分别
为１３．５１、１６．５２、１４．４６μｇ／ｍＬ，相比出发菌株（１２．６５μｇ／ｍＬ）分别增加了６．８％、３０．６％、１４．３％。筛选出的高产双乙
酰菌株为Ｓ－１．４、Ｓ－１ｄ菌株，产双乙酰量分别为３．３６、４．１６μｇ／ｍＬ，相比出发菌株（２．９６μｇ／ｍＬ）分别增加了１３．５％、
４０．５％。通过对酸奶中保加利亚乳杆菌和嗜热链球菌这２株主要产香菌株产香特性的研究，为高产香酸奶的生产提
供了理论依据。
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　　近年来，随着科学技术和人民生活水平的提高，人们对酸
奶营养成分的关注意识逐步增强，对酸奶的外观特性（风味、

口感、品质）也是越来越重视。但是酸奶具有良好的风味和

营养价值，这无疑使其在快节奏的生活中占据了越来越重要

的地位。各种各样的添加剂赋予了酸奶良好的风味，但是人

们更为担心的是这些添加剂会给人带来的负面影响，于是对

乳酸菌的品质提出了更高要求。菌株的发酵性能直接影响到

酸奶的发酵质量，对酸奶的产香也有很大的影响。应用于乳

制品加工的发酵微生物主要是乳酸菌，构成牛乳主体香味的

物质主要是双乙酰、乙醛、二甲硫醇、脂肪酸、酮类、内酯等。

其中，对乳制品香味起到主要调节作用的是双乙酰和乙醛。

嗜热链球菌和保加利亚乳杆菌分别为双乙酰和乙醛的主要产

生菌种［１－２］。本研究选取从市售酸奶中分离筛选出的产香性

能较好的保加利亚乳杆菌和嗜热链球菌作为出发菌株，通过

紫外诱变，筛选出高产香菌株，并将其应用于酸奶发酵中，提

高酸奶的品质。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂
菌株：从市售花花牛酸奶中分离得到保加利亚乳杆菌和

嗜热链球菌。主要试剂：脱脂乳粉，食品级，内蒙古伊利实业

集团股份有限公司；花花牛酸奶，食品级，河南花花牛乳业有

—５８２—江苏农业科学　２０１７年第４５卷第２１期



限公司；葡萄糖，分析纯，天津北辰方正试剂厂；吐温 ８０、胰蛋
白胨、牛肉膏、酵母浸膏，生物试剂，北京奥博星生物技术有限

责任公司；磷酸氢二钾、硫代硫酸钠，分析纯，天津市北方化玻

购销中心；乙酸钠，分析纯，北京北化化学品有限责任公司；硫

酸镁，分析纯，北京５７６０１化工厂；硫酸锰，分析纯，河南焦作
市化工三厂；邻苯二胺，分析纯，三远化工有限公司。

１．２　 仪器与设备
ＤＺＫＷ－Ｓ电热恒温水浴锅，上海新苗医疗器械制造有限

公司；ＬＤＺＨ－１００ＫＢＳ立式压力蒸汽灭菌器，上海申安医疗器
械厂；ＸＳＰ－１Ｃ电子显微镜，浙江宁波市镇海中华电子仪表
厂；ＺＸＧＰ－Ａ２１６０电热恒温培养箱，上海智城分析仪器制造
有限公司；ＴＵ－１８１０ＤＡＳＰＣ分光光度计，上海精密科学仪器
有限公司；２２３３１超高速冷冻离心机，德国艾本德股份公司；
ＳＷ－ＣＪ－２ＦＤ垂直流双人单面超净工作台，上海新苗医疗器
械制造有限公司；ＣＢＩＯ－ＵＶ８Ｃ紫外线诱变箱，北京赛百奥科
技有限公司。

１．３　试验方法
该试验的具体技术路线如下：从酸奶中分离出保加利亚

乳杆菌和嗜热链球菌［３－５］，从中选出产双乙酰和乙醛较好的

菌株，经过增菌培养富集菌体，再离心获得菌体［６］，通过不同

条件的紫外线诱变［７－１４］得到诱变菌株，并对其产香性能进行

测定［１５－２０］，选出优良产香菌株。

１．３．１　主要培养基
１．３．１．１　脱脂乳培养基配制方法　按１ｇ∶１０ｍＬ的比例将
适量的脱脂乳粉加蒸馏水溶解，密封置于灭菌锅中１１５℃蒸
汽灭菌１０～１５ｍｉｎ，经高压灭菌后置于冰箱中备用。
１．３．１．２　ＭＲＳ培养基　固体ＭＲＳ培养基：胰蛋白胨１０ｇ，酵
母浸膏５ｇ，牛肉膏１０ｇ，琼脂２０ｇ，磷酸氢二钾２ｇ，乙酸钠
５ｇ，葡萄糖 ２０ｇ，吐温 ８０１ｍＬ，硫酸镁 ０．５８ｇ，硫酸锰
０．２５ｇ，蒸馏水１Ｌ，１２１℃高压灭菌２０ｍｉｎ。液体 ＭＲＳ培养
基的配制参照固体培养基，将上述固体ＭＲＳ培养基中的琼脂
去掉。

１．３．１．３　Ｍ１７培养基　固体 Ｍ１７培养基：胰蛋白胨５ｇ，牛
肉膏５ｇ，酵母浸膏５ｇ，硫酸镁０．２５ｇ，甘油１０ｇ，乳糖３ｇ，磷
酸氢二钾５ｇ，琼脂２０ｇ，蒸馏水１Ｌ。液体Ｍ１７培养基只需将
上述固体Ｍ１７培养基中的琼脂去掉。
１．３．２　菌种分离　将菌种稀释成不同稀释梯度的菌悬液。
用移液枪分别吸取 １０－４、１０－５、１０－６３个试管中的菌悬液
０１ｍＬ滴在 ＭＲＳ、Ｍ１７２种固体培养基表面中央位置，用无
菌玻璃涂布棒将菌液均匀涂开，静置数分钟，使菌液浸入培养

基。将平板倒置，放入恒温培养箱中３７℃培养２ｄ。
１．３．３　保加利亚乳杆菌的诱变前准备　用上步中得到的保
加利亚乳杆菌菌株制作发酵剂，并活化３代，以２％接种量将
菌种接入灭菌脱脂乳中，３７℃培养１６ｈ［２０］，通过检测脱脂乳
的酸度、产乙醛的量，确定产香性能好的菌株作为出发菌株。

将纯化的出发保加利亚乳杆菌菌种接种至配制的 ＭＲＳ液体
培养基。３７℃培养２４ｈ后每隔４ｈ取出２个试管作为平行
组，滴定检测其酸度，绘制保加利亚乳杆菌的生长曲线。根据

上述绘制的生长曲线，选取对数生长之后的保加利亚乳杆菌

培养液，在４℃下４０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，弃去上清液，用无
菌水洗涤菌体，收集菌体并倒入平板，为诱变做准备。

１．３．４　保加利亚乳杆菌的紫外诱变　（１）将倒入平板的菌
液于垂直距离紫外灯２０ｃｍ处下开盖照射１２０ｓ，紫外线波长
分别为２５４、３６５ｎｍ。（２）将倒入平板的菌液在波长为３６５ｎｍ
的情况下，竖直距离紫外灯 １５、２０ｃｍ处照射 １２０ｓ诱变。
（３）将倒入平板的菌液于波长为３６５ｎｍ，距离紫外灯２０ｃｍ
处，分别照射６０、１２０、１８０ｓ。将未经照射的和经过紫外照射
的菌液分别计数，计算致死率。致死率＝［（未照射菌数 －照
射后菌数）／未照射菌数］×１００％。从致死率９０％左右的平
板中，挑选５个单菌落，接种至脱脂乳中培养至凝乳，测定产
乙醛性能。

１．３．５　嗜热链球菌的产香性能测定　将分离纯化得到的嗜
热链球菌疑似菌株，活化３代后，接种至脱脂乳，４２℃培养
１４ｈ后［１］，检测产双乙酰的量，确定产双乙酰量最多的作为

出发菌株。

１．３．６　嗜热链球菌的诱变前准备及诱变　嗜热链球菌的诱
变前准备方法与保加利亚乳杆菌相同，只是将ＭＲＳ培养基改
为Ｍ１７培养基。嗜热链球菌接下来的操作参照保加利亚乳
杆菌的处理。

１．４　评价指标测定方法
保加利亚乳杆菌乙醛产量的检测参照刘鹏等的检测方

法［２０］。嗜热链球菌双乙酰产量的检测参照王丹等的检测方

法［１７］。用吉尔涅尔度（°Ｔ）来表示滴定酸度。采用ＭＲＳ培养
基、Ｍ１７培养基测定酸奶中乳酸菌总菌数。吸光度的测量采
用分光光度计，波长３３５ｎｍ。

２　结果与分析

２．１　菌种分离
通过菌种分离，得到了保加利亚乳杆菌和嗜热链球菌。

分离效果见图１、图２。

２．２　保加利亚乳杆菌的诱变与检测
２．２．１　保加利亚乳杆菌产香菌株的初步筛选　从纯化后的
平板上取１０个疑似目标菌落，活化３代以后，分别接种至脱
脂乳培养基中，３７℃培养１６ｈ，检测其产乙醛的情况（表１）。
从表１可以看出，２号菌株的产乙醛量明显优于其他菌株，为
（１２．６５±０．１７）μｇ／ｍＬ，确定２号菌株为出发菌株。
２．２．２　保加利亚乳杆菌和嗜热链球菌生长曲线的绘制　保
加利亚乳杆菌的生长曲线见图３。从图３可以看出，单个菌
种的生长曲线都呈现先增加后平缓的趋势，并且２个菌种都
是在３２ｈ左右滴定酸度的变化不再明显，可以确定３２ｈ为菌

—６８２— 江苏农业科学　２０１７年第４５卷第２１期



表１　不同保加利亚乳杆菌的产乙醛情况

菌株编号 产乙醛量（μｇ／ｍＬ）
Ｌ－１ ４．５０±０．１６
Ｌ－２ １２．６５±０．１７
Ｌ－３ ８．８０±０．１０
Ｌ－４ ４．４０±０．１４
Ｌ－５ ７．９０±０．１０
Ｌ－６ １０．１０±０．１２
Ｌ－７ ４．４０±０．０４
Ｌ－８ ６．４２±０．１７
Ｌ－９ ７．１０±０．１４
Ｌ－１０ ９．８２±０．１４

种繁殖量最大的时间点。选取３２ｈ作为制备菌悬液的最佳
时间。

２．２．３　保加利亚乳杆菌的紫外诱变　按照前述的诱变方法，
保加利亚乳杆菌的诱变结果见表２。随着紫外波长的增大，
致死率逐渐增大，因此选择致死率最大的３６５ｎｍ为最佳诱变
剂量；垂直诱变距离为 １５ｃｍ时的致死率相对较高，为
９３５％，因此选择１５ｃｍ为最佳诱变剂量；诱变时间为１２０ｓ
时致死率相对较高，为９８．４％，而且菌株生长更好，因此选择
１２０ｓ为最佳诱变剂量。综上所述，保加利亚乳杆菌的最佳诱
变参数为紫外波长３６５ｎｍ、垂直诱变距离 １５ｃｍ、诱变时间
１２０ｓ。
２．２．４　诱变之后保加利亚乳杆菌的产香检测　从诱变后筛
选出的高死亡率的平板中分别挑出５个保加利亚乳杆菌菌
株，接种至脱脂乳中活化３代，然后按２％的剂量接种到脱脂
乳培养基，３７℃下培养１６ｈ，菌株的产香情况见表３。从表３
可以看出，诱变波长为３６５ｎｍ时，菌株的产乙醛量有升高也

表２　紫外诱变对保加利亚乳杆菌的影响

紫外诱变条件

波长（ｎｍ）距离（ｃｍ） 时间（ｓ）
诱变后菌落数

（ＣＦＵ／ｍＬ）
致死率

（％）

２５４ ２０ １２０ ８．２×１０７ ８０．９
３６５ ２０ １２０ ３．８×１０６ ９９．１
３６５ １５ １２０ ２．８×１０７ ９３．５
３６５ ２０ １２０ ８．５×１０７ ８０．２
３６５ ２０ ６０ １．４×１０８ ６７．４
３６５ ２０ １２０ ６．８×１０６ ９８．４
３６５ ２０ １８０ ７．９×１０７ ８１．６

　　注：初始菌落数为４．３×１０８ＣＦＵ／ｍＬ。

表３　不同诱变条件下保加利亚乳杆菌产乙醛量比较

紫外波长３６５ｎｍ 诱变距离１５ｃｍ 诱变时间１２０ｓ

菌株号
产乙醛量

（μｇ／ｍＬ） 菌株号
产乙醛量

（μｇ／ｍＬ） 菌株号
产乙醛量

（μｇ／ｍＬ）

Ｌ－２．１ ８．９０±０．１６ Ｌ－２ａ １６．５２±０．１２ Ｌ－２Ａ １２．５６±０．１８
Ｌ－２．２ １３．５１±０．１０ Ｌ－２ｂ １５．２５±０．０６ Ｌ－２Ｂ １４．２５±０．０２
Ｌ－２．３ １１．４０±０．１４ Ｌ－２ｃ １３．５０±０．１０ Ｌ－２Ｃ １１．８０±０．１４
Ｌ－２．４ ６．４０±０．１０ Ｌ－２ｄ １４．３１±０．０６ Ｌ－２Ｄ １４．４６±０．０８
Ｌ－２．５ １２．３５±０．１２ Ｌ－２ｅ １６．４５±０．０８ Ｌ－２Ｅ １３．３２±０．０６

有降低，其中Ｌ－２．１、Ｌ－２．４的产乙醛量较出发菌株均下
降；菌株Ｌ－２．２的产乙醛量相对较高，为最佳菌株。诱变距
离为１５ｃｍ时，保加利亚乳杆菌的产乙醛量均有上升，其中菌
株Ｌ－２ａ的产乙醛量最高，确定为最佳菌株。诱变时间为
１２０ｓ时，保加利亚乳杆菌的产乙醛量有升高也有降低，其中
菌株Ｌ－２Ｄ的产乙醛量最高，菌株 Ｌ－２Ｃ的产乙醛量下降，
确定Ｌ－２Ｄ为最佳菌株。
２．３　嗜热链球菌的诱变与检测
２．３．１　嗜热链球菌产香菌株的初步筛选　从纯化的平板上
挑取１０个嗜热链球菌疑似菌株，活化３代后，按２％的接种
量接种至脱脂乳中４２℃培养１４ｈ，检测其产双乙酰的情况
（表４）。

表４　不同嗜热链球菌的产双乙酰量比较

菌株编号 产双乙酰量（μｇ／ｍＬ）
Ｓ－１ ２．９６±０．１６
Ｓ－２ ２．４３±０．０８
Ｓ－３ ２．１３±０．１０
Ｓ－４ ２．０５±０．０６
Ｓ－５ １．８２±０．０２
Ｓ－６ １．８９±０．０８
Ｓ－７ ２．７６±０．０５
Ｓ－８ ２．７２±０．０２
Ｓ－９ ２．１５±０．１２
Ｓ－１０ ２．６５±０．０６

　　从表４可以看出，１号菌株的产双乙酰量相对较高，为
（２９６±０．１６）μｇ／ｍＬ，因此确定Ｓ－１为出发菌株。
２．３．２　嗜热链球菌的紫外诱变　参照保加利亚乳杆菌的紫
外诱变方法，嗜热链球菌的诱变情况见表５。
　　从表５可以看出，紫外波长为３６５ｎｍ的时候，菌株的致
死率相对较高，为９５．５％，因此确定波长３６５ｎｍ为最佳诱变
剂量。当垂直照射距离为１５ｃｍ时，紫外诱变的致死率相对
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表５　紫外诱变对嗜热链球菌的影响

紫外诱变条件

波长（ｎｍ）距离（ｃｍ） 时间（ｓ）
诱变后菌落数

（ＣＦＵ／ｍＬ）
致死率

（％）

２５４ ２０ １２０ ２．３×１０７ ９３．９
３６５ ２０ １２０ １．７×１０７ ９５．５
３６５ １５ １２０ １．８×１０７ ９５．３
３６５ ２０ １２０ ０．６×１０８ ８４．２
３６５ ２０ ６０ １．９×１０７ ９５．０
３６５ ２０ １２０ １．５×１０７ ９６．１
３６５ ２０ １８０ ４．６×１０７ ８７．９

　　注：初始菌落数为３．８×１０８ＣＦＵ／ｍＬ。

较高，为９５．３％，因此选取垂直照射距离１５ｃｍ为最佳诱变
剂量。诱变时间为１２０ｓ时，紫外诱变致死率高，为９６．１％，
因为选取１２０ｓ为最佳诱变剂量。综上所述，嗜热链球菌的
最佳诱变参数为紫外波长３６５ｎｍ、垂直照射距离１５ｃｍ、诱变
时间１２０ｓ。
２．３．３　诱变之后嗜热链球菌的产香检测　从诱变后致死率
高的平板中分别挑出５个疑似嗜热链球菌菌株，接种至脱脂
乳中活化３代，然后按２％的剂量接种到脱脂乳培养基，４２℃
下培养１４ｈ，菌株的产香情况见表６。

表６　不同诱变条件时嗜热链球菌产双乙酰情况表

紫外波长３６５ｎｍ 诱变距离１５ｃｍ 诱变时间１２０ｓ

菌株号
产双乙酰量

（μｇ／ｍＬ） 菌株号
产双乙酰量

（μｇ／ｍＬ） 菌株号
产双乙酰量

（μｇ／ｍＬ）

Ｓ－１．１ ２．９８±０．１０ Ｓ－１ａ ３．２６±０．０２ Ｓ－１Ａ ２．５６±０．０１
Ｓ－１．２ ３．０１±０．０２ Ｓ－１ｂ ３．２８±０．０４ Ｓ－１Ｂ ２．２７±０．１２
Ｓ－１．３ ２．９８±０．１８ Ｓ－１ｃ ２．９８±０．１０ Ｓ－１Ｃ １．８８±０．０１
Ｓ－１．４ ３．３６±０．０４ Ｓ－１ｄ ４．１６±０．１２ Ｓ－１Ｄ １．９８±０．０８
Ｓ－１．５ ３．２０±０．０６ Ｓ－１ｅ ３．３６±０．０８ Ｓ－１Ｅ ２．２４±０．０６

　　从表６可以看出，紫外诱变波长为３６５ｎｍ时，各个菌株
的产双乙酰量均有所增加，其中 Ｓ－１．４的产双乙酰量最高，
所以选取Ｓ－１．４作为最佳菌株。垂直照射距离为１５ｃｍ时，
各个菌株的产双乙酰量均有所增加，其中菌株 Ｓ－１ｄ的产双
乙酰量明显最高，所以选取 Ｓ－１ｄ为最佳菌株。诱变时间为
１２０ｓ时，各个菌株的产双乙酰量均有所下降，特别是 Ｓ－１Ｃ
菌株，产双乙酰量最少。

３　结论

（１）从市售花花牛酸奶中通过菌种分离和产香检测，筛
选出高产乙醛的Ｌ－２菌株和高产双乙酰的Ｓ－１菌株作为出
发菌株，其中Ｌ－２的产乙醛量为１２．６５μｇ／ｍＬ，Ｓ－１的产双
乙酰量为２．９６μｇ／ｍＬ。（２）通过确定最佳诱变参数（紫外照
射波长３６５ｎｍ、垂直照射距离１５ｃｍ、紫外照射时间１２０ｓ），
筛选出了保加利亚乳杆菌Ｌ－２．２、Ｌ－２ａ、Ｌ－２Ｄ为３个诱变
情况下产乙醛量最高的菌株，产量分别为 １３．５１、１６．５２、
１４．４６μｇ／ｍＬ，相比出发菌株 Ｌ－２，分别增加了 ６．８％、
３０６％、１４．３％。（３）与保加利亚乳杆菌同样的诱变剂量，筛
选出了嗜热链球菌 Ｓ－１．４、Ｓ－１ｄ的产双乙酰量分别为
３３６、４．１６μｇ／ｍＬ，较出发菌株分别增加了１３．５％、４０．５％。
在产量出现降低的菌株中，Ｓ－１Ｃ的产双乙酰量最少，为
１．８８μｇ／ｍＬ，相比出发菌株降低了３６．５％，表明紫外诱变存

在不定向性，有些菌株经过紫外诱变后，会出现产香性能下降

的现象。（４）本试验通过对分离得到的保加利亚乳杆菌和嗜
热链球菌进行诱变和产香检测，并与出发菌株进行比较，得到

了产香增加的菌株，为生产更具优良风味和营养价值的酸奶

提供了依据。（５）本试验采用碘滴定法和邻苯二胺比色法检
测乙醛和双乙酰，避免了制作标准曲线的繁琐，通过前后量的

对比，使结果更直观明了。

参考文献：

［１］李　勇，董翠芳，欧国兵．乳酸菌产香机理和特性的研究［Ｊ］．新
疆畜牧业，２００８（４）：５５－６１．

［２］魏小雁，冀林立，刘建军，等．酸奶发酵剂菌种的产香物质及发酵
特性研究［Ｊ］．乳业科学与技术，２００８，３１（１）：２１－２３，３１．

［３］侯小歌，郭翠红，金　刚，等．酸奶中传统发酵乳酸菌的分离筛选
及增菌研究 ［Ｊ］．安徽农业科学，２００９，３７（１３）：５８５４－
５８５６，５９３０．

［４］汪　川，张朝武，余　倩．酸奶中保加利亚乳杆菌分离条件的优
化［Ｊ］．中国微生态学杂志，２００１，１３（２）：７３－７４，８０．

［５］彭　磊，司红丽．酸奶中嗜热链球菌初步分离与鉴定［Ｊ］．现代
农业科技，２０１１（１５）：３５９－３６０．

［６］霍艳荣．高产胞外多糖乳酸菌菌株的选育及其在酸奶生产中的
应用［Ｄ］．哈尔滨：东北农业大学，２００３．

［７］梁金钟，李　雯，王风青．产 γ－氨基丁酸乳酸菌的筛选及诱变
育种［Ｊ］．食品科学，２０１３，３４（２３）：２２８－２３２．

［８］赵士豪，马同锁，路新利，等．酸奶生产菌株的诱变选育［Ｊ］．生
物技术，２００５，１５（５）：２２－２４．

［９］朱朝阳．Ｌ－乳酸高产菌株的诱变选育［Ｄ］．洛阳：河南科技大
学，２０１１．

［１０］帖金鑫，霍乃蕊．嗜酸乳杆菌乳酸高产菌株的紫外诱变选育
［Ｊ］．食品工程，２０１２，２２（２）：３８－４０．

［１１］韩　雪，张兰威，张　爽，等．弱后酸化酸奶发酵菌株的紫外诱
变选育［Ｊ］．中国酿造，２０１１，１０（１）：１２７－１３０．

［１２］李小平，魏玲玲，张慧发，等．保加利亚乳杆菌乳酸高产菌株的
紫外诱变选育［Ｊ］．山西农业大学学报（自然科学版），２０１０，３０
（１）：８８－９０．

［１３］ＭｕｒａｏＫ，ＫａｎｅｋｏＳ，ＳｕｚｕｋｉＴ．Ａ ｃｏｌｄ－ｓｅｎｓｉｔｉｖｅｍｕｔａｎｔｏｆ
Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓｄｅｌｂｒｕｅｃｋｉｉｓｕｂｓｐ．ｂｕｌｇａｒｉｅｕｓａｎｄｉｔｓａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｔｏ
ｙｏｇｈｕｒｔｍａｎｕｆａｃｔｕｒｉｎｇｉｎｔｅｒｄａｉｒｙ［Ｊ］．Ｃｏｎｇｒｅｓｓ，１９９０（１７）：１８０－
１８４．　

［１４］车黎猛，任发政，陈尚武．抗后酸化保加利亚乳杆菌的紫外诱变
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