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摘要：将通过平板分离、筛选和紫外诱变得到的毛霉菌株 A2（含高活力中性蛋白酶）和根霉菌株 C4（含高活力的α-淀粉酶）

按 7:3 的比例混合接种生产腊八豆，产品的游离氨基酸、氨基态氮和可溶性无盐固型物的含量分别提高了 6%、31%和 10%，产品的

感官品质有显著的提高。 
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Abstract: By flat separation, screening and mutation with ultraviolet radiation, Mucor strain A2 (containing neutral protease of high 

acitivity) and Rhizopus strain C4 (containing α-amylase of high activity) were screened. The results showed that, when the mixture of A2 and 

C4( the ratio of A2 to C4= 7:3) were inoculated to produce laba beans, the contents of free amino, nitrogen of amino acid and soluble substance 

of the final product were improved 6%, 31% and 10%, respectively, and the sensatory quality of product were also greatly enhanced. 
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目前，在腊八豆工业化生产中，普遍采用单一纯

毛霉菌种接种制曲，由于该霉菌的生长温度较低，且

酶系单一，产品经短期后发酵，成品的酯香味、氨基

态氮的含量远不及自然发酵的腊八豆。研究[1]表明根

霉的生长温度较宽，糖化力高，并有一定的酒化力和

酯化能力，能提高发酵豆制品的风味，并具有较好的

共生性，但该菌的蛋白酶活力较毛霉低。本试验通过

选育根霉和毛霉，并采用两菌株共生发酵来生产腊八

豆，促进酯类物质的形成，改善产品的风味和品质。 

1  试验材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  原辅材料 

大豆、广合腐乳、浏阳豆豉、邵阳大曲酒、生姜、

麸皮和土豆，全部市售。 
1.1.2  供试微生物 

A 菌株：毛霉菌(Mucor sp.)，湖南农业大学微生

物教研室提供。 
B 菌株：根霉菌(Rhizopus sp.)，湖南农业大学微

生物教研室提供。 
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C 菌株：根霉菌(Rhizopus sp.)，浏阳豆豉中分离

筛选所得。 
D 菌株：毛霉菌(Mucor sp.)，浏阳豆豉中分离筛

选所得。 
E 菌株：米根霉菌（Rhipus oryzae），购买于中国

科学院微生物研究所。 
F 菌株：毛霉菌(Mucor sp.)，广合腐乳中分离得到。 

1.1.3  培养基[2] 
PDA 培养基：用于菌种的培养。 
马丁氏琼脂培养基：用于分离霉菌。 
酪蛋白培养基：用于毛霉菌株的选育。 
淀粉琼脂培养基：用于根霉菌株的选育。 
察氏培养基：用于菌种的保藏。 
m(粗麸皮):m(豆饼粉):m(水)=9.5:1:10，用于制作

种曲。 
1.2  试验方法 
1.2.1  腊八豆制曲菌株的分离选育 
1.2.1.1  霉菌分离选育的流程 
   采样(菌种的收集,引进)→增殖培养→平板分离纯化→菌种

的形态观察和镜检→斜面保藏→菌株的筛选→UV诱变(被选菌

株)→初筛→复筛→产酶稳定性能的测定→斜面保藏 

1.2.1.2  毛霉和根霉的分离纯化[2,3] 
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分别称取浏阳豆豉和广合腐乳各 10 g，研磨成浆，

分别放入盛 90 ml 无菌水并带有玻璃珠的三角烧瓶

中，振摇 30 min，使样品与水充分混匀，将细胞分散，

稀释后涂布于马丁氏琼脂培养基平板上进行分离培

养。25 ℃下培养 2~3 d。分别挑取单个霉菌菌落少许，

接种到 PDA 平板上，培养至产生孢子。挑选生长速

度快，菌丝健壮，大而饱满的菌落进行稀释平板划线

分离纯化，得到表面色泽一致、个体形态无异的纯菌

落。肉眼观察纯化霉菌菌落的特征，并用显微镜观察

孢囊梗的形状，着生位置及分枝情况，假根的有无来

鉴别毛霉和根霉。将分离纯化得到的菌株接种到察氏

斜面培养基进行保藏。 
1.2.1.3  供试菌株适宜生长温度的确定 

将收集的 A、B、C、D、E、F 六个菌株活化，在

无菌条件下分别接少许于 PDA 固体斜面上，15 ℃、

20 ℃、25 ℃、30 ℃、35 ℃、40 ℃下恒温培养 2 d，
取出观察菌丝生长情况，确定六个菌株适宜生长温度。 
1.2.1.4  供试菌株的产酶特性 

根据试验 1.2.1.3 可知，菌株 B 出现明显退化，淘

汰菌株 B，将 A、C、D、E、F 五个菌株的孢子悬浮

液分别接种到麸曲培养基中于 25 ℃下恒温培养，2 d
后，测定各培养麸曲的蛋白酶活力、α–淀粉酶的活力

和纤维素酶的活力，选出产酶活力高的毛霉菌株和根

霉菌株进行 UV 诱变。 
1.2.1.5  被选菌株的 UV 诱变[4,5] 

选 A 菌株和 C 菌株制成孢子悬浮液，调整孢子浓

度至 103~104 个/ml 左右，各取 0.1 ml 孢子液涂布于

PDA 平板表面，置 20 W 紫外灯进行照射诱变（距离

为 30 cm）30 min，照射死亡率控制在 70%~80%为宜。

照射后，于 25 ℃恒温培养厢中暗培养 2 d。挑选生长

速度快，菌丝健壮、致密，菌落大而饱满，外观色泽

一致的单菌落，进行初筛。 
A 菌株诱变后获得的菌株分别接种于酪蛋白琼脂

平板培养基上进行初筛，观察菌落直径、菌丝高度和

透明圈的大小，以透明圈直径与菌落直径的比值(HE
值)作初筛指标，选 3个HE值大的毛霉菌落进行复筛。 

C 菌株诱变后获得的菌株分别接种在淀粉琼脂平

板上培养 2 d，涂布碘液与其上，以透明圈直径与菌落

直径的比值（HE 值）作为初筛指标，将三个 HE 值大

的根霉菌落挑接在斜面上培养基保藏，进行复筛。将

初筛菌株制成孢子悬浮液，分别接种到麸曲培养基中

于 25 ℃下恒温培养，2 d 后，测定各培养麸曲的蛋白

酶活力、α–淀粉酶的活力和纤维素酶的活力，并与原

始菌株进行比较。 

1.2.1.6  诱变菌株的产酶稳定性 
将 UV 诱变得到的 A2 和 C4 菌株连续传代 8 次，

分别制曲，培养 2 d，分别测定中性蛋白酶和 α–淀粉

酶的活力，确定诱变菌株的遗传稳定性。 
1.2.2  毛霉和根霉共生制曲生产腊八豆 

黄豆浸泡熟化后按 V(A2):V(C4)为 7:3 和 3:7 两个

水平接种生产腊八豆，25 ℃长霉 40~45 h 后添加适当

食盐、生姜和白酒，40 ℃后发酵 4 d。同时与接种纯

毛霉 A2 和纯根霉 C4 生产的产品进行比较，测产品的

理化指标和游离氨基酸含量，并对产品进行感官评价。 
1.3  检测项目及方法 
1.3.1  纤维素酶活力的测定（Q32021.JW007-1999） 

采用 3,5—二硝基水杨酸法(DNS 法)。酶活定义：

1 g 麸曲于 50 ℃、pH 5.0 的条件下，每小时由底物生

成μmol 葡萄糖所需的酶量，即为 1 个酶活力单位，以

u/g 干基表示。 
1.3.2  蛋白酶活力的测定  

采用福林试剂法[7]。酶活定义：1 g 物质在一定

的温度和 pH 值条件下，1 min 水解干酪素产生 1 μg
酪氨酸为一个酶活单位，以 U/g 表示。 

1.3.3  а–淀粉酶活力的测定 
采用测分光光度法[7]。酶活定义：1 g 物质于

60 ℃、pH 6.0 的条件下，1 h 液化 1 g 可溶性淀粉，

即为 1 个酶活力单位，以 U/g 干基表示。 
1.3.4  理化指标的测定 

水分含量的测定：采用常压干燥法[6]。 
蛋白质含量的测定：采用凯氏定氮法[6]。 
总酸含量的测定：采用中和法[6]。 
食盐的测定：采用莫尔法[6]。 
水溶性无盐固型物：按文献测定[6]。 
游离氨基酸的测定：由中国科学院农业现代化研

究所中心实验室分析检测。 

2  试验结果与分析 

2.1  菌株的分离选育 
2.1.1  菌株的分离 

从浏阳豆豉中分离纯化得到 C、D 两个菌株，C
菌株为根霉属，营养菌丝有明显的假根，其生长速度

快，菌丛高 28 mm，菌丝呈灰白色，老后褐色，孢子

多。D 菌株为毛霉属，营养菌丝中无假根，生长速度

快，菌丛高 17 mm，菌丝呈白色，老后稍褐。两者的

菌丝和孢子囊梗的形态见图 1 和图 2。从广合腐乳中

分离得到 F 菌株，为毛霉属，菌丛高 15 mm，菌丝呈

白色，老后稍褐，菌丝生长快，其菌丝和孢子囊梗的



《现代食品科技》 Modern Food Science and Technology Vol.23 No.2(总 92) 

18 

形态见图 3。 

   
图1 C菌株的菌体形态         图 2 D菌株的菌体形态 

 
图3 F菌株的菌体形态 

2.1.2  菌株适宜生长温度的确定 
A、B、C、D、E、F 六个菌株在不同温度下生长

情况见表 1。从表 1 可知菌株 B 生长迟缓，不产生孢

子，出现明显退化现象；菌株 A、D、E、F 适宜生长

于 20~25 ℃，在 30 ℃以上生长受到抑制，不耐高温；

菌株 C 有较宽的温度范围，在 20~35 ℃菌丝生长致

密，产生孢子多，其耐高温的特性，适合夏季生产腊

八豆。 
表1 各菌株不同温度的生长情况 

菌株 15℃ 20℃ 25℃ 30℃ 35℃ 40℃

A ++ +++ ++++ ++ - - 

B - + ++ ++ - - 

C ++ +++ ++++ ++++ ++++ + 

D ++ +++ +++ ++ - - 

E ++ +++ ++++ ++ - - 
F ++ ++ +++ ++ - - 

注：-菌丝不生长；+菌丝稀而短；++  菌丝较长，产生少量

孢子； +++ 菌丝长而密，孢子较多；++++菌丝长，浓密，孢

子特多。 

2.1.3  菌株的产酶特性 
A、C、D、E、F 五个菌株经麸曲培养后，其产

酶情况见表 2。 
表2 各菌株的主要酶系及酶活力（单位：u/g干基） 

菌株 
酸性蛋 

白酶 

中性蛋 

白酶 

碱性蛋 

白酶 

纤维 

素酶 

α-淀粉

酶 

A 105.5 332.2 156.1 92.5 62.3 

C 92.3 241.8 167.2 257.8 112.9 

D 121.1 265.8 135.8 89.3 23.1 
E 68.2 89.1 40.3 36.6 38.6 
F 98.7 197.5 172.2 127.3 58.6 

表 2 知菌株 A 产蛋白酶活力远高于其他菌株，而

其产纤维素酶和α-淀粉酶能力弱。菌株 C 的纤维素酶

活力和α-淀粉酶均高于其他菌株，但产蛋白酶活力

低。根据生产要求故选菌株A和菌株C进行UV诱变。 
2.1.4  菌株的 UV 诱变 

被选菌株 A 和菌株 C 经 UV 诱变试验后，各挑选

生长速度快、菌丝健壮的 8 株诱变菌株进行酪蛋白平

板和淀粉平板初筛，试验结果见表 3。 
表3 初筛结果 

菌株编号 A1 A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8

HE 值 1.10 1.13 1.08 1.18 1.17 1.11 1.02 1.04

菌株编号 C1 C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8
HE 值 1.51 1.31 1.22 1.74 1.43 1.33 1.41 1.61

根据初筛结果，选取 HE 值大且生长速度快的菌

株 A2、A4、A5、C1、C4 和 C8 进行复筛，分别接入

三角瓶麸曲培养基中，培养后提取酶液，测定酶活力，

试验结果见表 4。 
表4 复筛菌株的酶活力（单位：u/g干基） 

菌株 A A2 A4 A5 C C1 C4 C8

中性蛋白酶 351.2 421.5 374.2 378.1 239.5 225.6 221.9 237.5

纤维素酶 82.8 71.1 121.9 111.3 236.2 215.5 295.3 219.2
α-淀粉酶 67.3 66.2 82.1 62.3 126.6 163.5 180.8 152.3

结果表明，菌株 A2 的蛋白酶活力最高，显著高

于原始菌株 A，蛋白酶活力提高 20%，但纤维素酶和

α–淀粉酶弱有下降，菌株 C4 的纤维素酶和 α-淀粉酶

最高，与原始菌株相比，两种酶活分别提高了 25%和

42%，但蛋白酶活力有些下降。 
经 UV 诱变后的毛霉菌株 A2 和根霉菌株 C4 在

25 ℃下生长良好，菌丝致密，色泽一致、无怪味，具

有较高的酶活，因而选择 A2 和 C4 进行双菌种制曲生

产腊八豆的研究，两菌株的基本性状见表 5。 
表5 菌株A2和菌株C4的性状（25℃，2d） 

菌株 A2 C4 
菌落直径(mm) 17 24 
菌丛高度(mm) 18 31 

菌落色泽 白色 灰色 
生长速度 快，18～36h 特快，12～26h 
菌落表面 稠密状 致密状 
孢子状况 多，灰色 稠密，褐色 

2.1.5  诱变菌株的产酶稳定性试验 
表6 菌株的产酶稳定性  单位：U/g干基 

项目
传接代数（代） 

1 2 3 4 5 6 7 8 

A 428.9 400.3 372.1 386.0 412.5 419.4 395.2 416.5
B 279.3 288.4 286.5 269.9 282.1 285.5 271.2 277.3

注：A 为 A2 的中性蛋白酶活力; B 为 C4 的α-淀粉酶活力 
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将 UV 诱变得到的 A2 和 C4 菌株连续传代 8 次，

分别制曲 2d，其产酶活力变化不大，说明 A2 和 C4
菌株的遗传性比较稳定，适宜生产应用，结果如表 6。 
2.2  毛霉和根霉共生制曲生产腊八豆 

按照试验 1.2.2 进行腊八豆的生产，后发酵 4d，
取样测定腊八豆的游离氨基酸含量和常规理化指标，

试验结果见表 7 和表 8。将四个产品分别编号为 H、I、
J 和 K，H 为按 V(A2):V(C4)=3:7 接种制曲生产的腊八

豆产品；I 为纯毛霉 A2 制曲生产的腊八豆产品；J 为
按 V(A2):V(C4)=7:3 接种制曲生产的腊八豆产品；K
为纯根霉 C4 制曲生产的腊八豆产品。 
2.2.1  产品游离氨基酸的变化 

表7 不同制曲腊八豆游离氨基酸的含量 单位:mg/g鲜重 

氨基酸的名称 I  K J 
天冬氨酸(Asn) 0.002 0.037 0.024 
丝氨酸(Ser) 0.176 0.332 0.291 
谷氨酸(Glu) 0.254 0.230 0.301 
甘氨酸(Gly) 0.276 0.283 0.296 
组氨酸(His) 0.320 0.303 0.323 
精氨酸(Arg) 0.014 0.007 0.016 
苏氨酸(Thr)﹡ 0.375 0.241 0.377 
丙氨酸(Ala) 0.207 0.125 0.214 
脯氨酸(Pro) 0.174 0.145 0.134 
胱氨酸(Cys) 0.035 0.025 0.052 
酪氨酸(Tyr) 0.085 0.065 0.087 
缬氨酸(Val)﹡ 0.178 0.179 0.196 
蛋氨酸(Met)﹡ 0.114 0.110 0.119 
赖氨酸(Lys)﹡ 0.095 0.054 0.103 
异亮氨酸(Ile)﹡ 0.163 0.146 0.172 
亮氨酸(Leu)﹡ 0.278 0.248 0.282 
苯丙氨酸(Phe)﹡  0.392 0.426 0.412 

氨基酸总量 3.138 2.956 3.318 

﹡注： 表示必需氨基酸; H产品没有进行氨基酸的测定，主要因

为H产品的外观和口感不好。 

表7知3种产品中，按V(A2):V(C4)=7:3制曲的腊八

豆游离氨基酸的含量最高，其次为纯毛霉A2接种产品，

纯根霉C4接种产品游离氨基酸的含量最低。混合接种

的产品与纯毛霉接种的产品相比，除脯氨酸有所下降

外，其余游离氨基酸都有所增加，游离氨基酸的总量

增加了6%。这是由于按V(A2):V(C4)=7:3制曲时，更有

利蛋白酶等酶系的形成，后发酵过程中促进了蛋白质

分解成氨基酸，增加了产品的风味。从营养角度而言，

按V(A2):V(C4)=7:3混合制曲有利于营养价值的提高。 
2.2.2  产品理化指标的变化 

由表 8 来看，以 V(A2):V(C4)=7:3 接种制曲的产

品的氨基态氮和水溶性无盐固型物的含量最高，总酸

的含量较低，符合发酵豆制品的质量要求，与纯毛霉

A2 制曲的产品相比，氨基态氮和水溶性无盐固型物的

含量分别提高了 31%和 10%。同时发现根霉 C4 的接

种比例增大，总酸和还原糖的含量也随之增加，这是

由于根霉 C4 能分泌较高的淀粉酶，利于产品中还原

糖的形成，进一步促进了乳酸菌的生长。 
表8 不同制曲腊八豆的理化指标  单位:% 

产品 水分
水溶性无盐

固型物 总酸 氨基态 
氮 

NaCl 还原

糖

蛋白

质 

I 48 6.72 0.57 0.42 5.55 0.43 32.45
K 52 6.23 0.78 0.32 5.74 0.58 32.65
H 51 6.73 0.82 0.38 5.33 0.53 33.26
J 48 7.41 0.63 0.55 5.51 0.46 32.45

2.2.3  产品的感官评价 
腊八豆后发酵 4 d，按工艺要求油炸制成熟食产

品，瓶装灭菌后于室温放至 10 d，取样进行描述性评

价。如表 9，J 产品（即 V(A2):V(C4)=7:3）接种制曲，

生产的腊八豆产品的感官评价更优于其他三个产品。 
表9 不同制曲腊八豆的描述性评价 

产品 感观评价 

I 色泽金黄,有特有的腊八豆香味,酯香弱,滋味鲜美,后
味短,粒形好,质地稍硬。 

K 色泽暗黑,酯香浓,酸涩味明显,质地硬,口感粗糙。 
H 色暗,香气浓,滋味鲜美,后味酸涩,质地稍硬。 
J 色泽金黄,香气浓郁,滋味鲜美,后味绵长,质地松软。 

3  小结 

通过分离选育，得到了毛霉菌株A2和根霉菌株C4，
其产酶稳定性好，菌丝生长快，色白，适合于腊八豆

的生产。两菌株按V(A2):V(C4)=7:3接种生产腊八豆，

提高了产品氨基态氮和游离氨基酸的含量，同时产品

的风味、滋味和质地也明显好于纯菌种生产的腊八豆。 
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