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(54)发明名称

一株乳酸片球菌及其应用

(57)摘要

本发明涉及一株乳酸片球菌及其应用，属于

微生物发酵技术领域。本发明所提供的乳酸片球

菌SP136保藏于中国微生物菌种保藏管理委员会

普通微生物中心，保藏编号为CGMCC  No.27527，

保藏日期为2023年06月02日，保藏地址为中国北

京，分类命名为乳酸片球菌P ed i o c o c c u s 

acidilactici。本发明所提供的乳酸片球菌

SP136具有耐盐性高、谷氨酸脱羧酶酶活高、γ ‑
氨基丁酸合成量高的优点；将该乳酸片球菌应用

于豆酱及酱油的发酵过程，既能显著提高豆酱、

酱油产品中的 γ ‑氨基丁酸含量，还能克服目前

大多数产GABA乳酸菌食盐耐受性弱的问题，应用

价值更高。
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1.一株乳酸片球菌（Pediococcus  acidilactici）SP136，其特征在于，

所述乳酸片球菌保藏于中国微生物菌种保藏管理委员会普通微生物中心，保藏编号为

CGMCC  No.  27527，保藏日期为2023年06月02日，保藏地址为中国北京。

2.含有权利要求1所述乳酸片球菌的酱醪。

3.含有权利要求1所述乳酸片球菌或权利要求2所述酱醪的产品，所述产品为微生物菌

剂、发酵制剂。

4.权利要求1所述的乳酸片球菌、或权利要求2所述的酱醪、或权利要求3所述的产品在

制备豆酱或酱油中的应用。

5.一种豆酱的制备方法，其特征在于，所述制备方法包括：在发酵过程中接种权利要求

1所述的乳酸片球菌。

6.一种酱油的制备方法，其特征在于，所述制备方法包括：在发酵过程中接种权利要求

1所述的乳酸片球菌。
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一株乳酸片球菌及其应用

技术领域

[0001] 本发明涉及微生物发酵技术领域，具体为一株乳酸片球菌及其应用。

背景技术

[0002] γ ‑氨基丁酸（GABA）又叫4‑氨基丁酸，是一种四碳非蛋白质氨基酸，主要以兼性离

子存在于水溶液中。GABA作为一种神经递质，有众多生理功能，如降低血压、调节激素分泌、

促进生殖、镇定安神等，对多种疾病具有辅助治疗和预防效果，在食品、医药、化工、农业等

行业均有应用案例。

[0003] GABA的制备方法主要有化学合成法和生物合成法（植物富集法、微生物转化法、酶

法），植物富集法是将富含谷氨酸脱羧酶（GAD,  EC  4.1.1.15）的植物组织作为酶原直接催

化谷氨酸（Glu）生成GABA。微生物转化法是制备GABA最主要的方法，即利用大肠杆菌和乳酸

菌等耐酸细菌发酵制备GABA。酶法是利用GAD直接催化Glu制备GABA。谷氨酸脱羧酶能专一

性地催化谷氨酸脱羧生成GABA和CO2，大多数GAD在pH4.0~6.0范围内起催化作用，催化过程

不断消耗H+，导致反应过程的pH不断升高，当pH>6时，GAD催化活力显著下降，甚至完全丧失

活性。

[0004] 现在食品行业中的GABA通常作为食品添加剂人为添加，其食用安全性需要严格把

控，相较于外源添加，微生物转化法具有条件温和、安全、耗能低、成本低、技术含量高等优

点。乳酸菌是利用微生物发酵法制备GABA的优势微生物，近年来国内外均有报道乳酸菌具

有合成GABA的能力，其中包括短乳杆菌、乳酸链球菌、嗜热链球菌、植物乳杆菌、瑞士乳杆

菌、副干酪乳杆菌等。利用食品级安全乳酸菌发酵制备GABA，并不断优化发酵条件以提高其

产量，为功能性调味品的开发提供了思路，具有安全、产量高、成本低等优点，是调味品行业

的发展趋势。

[0005] 目前，乳酸菌最高可在8‑12%的食盐条件下生产 γ ‑氨基丁酸。但目前除极少数减

盐酱油的盐浓度在12%及以下，大部分酱油的盐浓度均在15‑18  g/100mL，如果结合传统调

味品中豆瓣酱和酱油生产的发酵工艺，筛选出自然界天然存在的、高产GABA、且耐受豆瓣酱

（10‑12  g/100  g）和酱油（15‑18  g/100  mL）生产高盐环境的乳酸菌，对于制备发酵类GABA

调味品如豆瓣酱、酱油等具有不可替代的优势。

发明内容

[0006] 本发明的目的在于提供一株能够高产 γ ‑氨基丁酸的乳酸片球菌。

[0007] 为实现上述目的，本发明提供如下技术方案：一株乳酸片球菌，所述乳酸片球菌保

藏于中国微生物菌种保藏管理委员会普通微生物中心，保藏地址为中国北京，保藏编号为

C G M C C  N o .  2 7 5 2 7，保 藏 日 期 为 2 0 2 3年 0 6月 0 2日 ，分 类 命 名 为 乳 酸 片 球 菌

Pediococcusacidilactici。

[0008] 本发明还提供一种含有所述乳酸片球菌的酱醪。

[0009] 作为优选方案，所述酱醪中，乳酸片球菌的接种比例为0.1%‑5%。

说　明　书 1/6 页

3

CN 117965397 B

3



[0010] 本发明还提供一种含有所述乳酸片球菌或所述酱醪的产品。

[0011] 作为优选方案，所述产品包括微生物菌剂、发酵制剂。

[0012] 本发明还提供所述乳酸片球菌、或所述酱醪、或所述产品在制备豆酱、酱油中的应

用。

[0013] 本发明还提供一种高 γ ‑氨基丁酸含量豆酱的制备方法，所述制备方法包括：在发

酵过程中接种所述乳酸片球菌。

[0014] 本发明还提供一种高 γ ‑氨基丁酸含量酱油的制备方法，所述制备方法包括：在发

酵过程中接种所述乳酸片球菌。

[0015] 本发明还提供一种提高产品中 γ ‑氨基丁酸含量的方法，将所述乳酸片球菌接种

于产品原料中，并进行发酵。

[0016] 与现有技术相比，本发明的有益效果是：本发明从酱油酱醪中分离出一株乳酸片

球菌，该菌株具有耐盐性高、谷氨酸脱羧酶酶活高、γ ‑氨基丁酸合成量高的优点；将该乳酸

片球菌应用于豆酱及酱油的发酵过程，既能显著提高豆酱、酱油产品中的 γ ‑氨基丁酸含

量，还能克服目前大多数产GABA乳酸菌食盐耐受性弱的问题，应用价值更高。

附图说明

[0017] 图1为实施例1中筛选菌株薄层层析法谱图；

[0018] 图2为实施例5中乳酸菌菌落形态图。

具体实施方式

[0019] 下面将结合附图，对本发明的技术方案进行清楚、完整地描述，显然，所描述的实

施例仅仅是本发明一部分实施例，而不是全部的实施例。基于本发明中的实施例，本领域普

通技术人员在没有做出创造性劳动前提下所获得的所有其他实施例，都属于本发明保护的

范围。

[0020] 下述实施例中，涉及的相关名词、实验方法及标准介绍如下：

[0021] 菌株分离源：豆瓣酱酱醪、酱油酱醪。

[0022] 筛选培养基：

[0023] 改良MRS培养基：添加5%谷氨酸钠、10%氯化钠的MRS培养基（pH5.5）。

[0024] 原汁筛选培养基：添加50%原汁酱油，并调整NaCl终浓度为10%、谷氨酸钠终浓度为

2%的液体培养基（pH5.0）。

[0025] 薄层层析法：用铅笔在离薄层硅胶板底部1cm处画一条直线，点样点间距1cm，样品

8000rpm离心10min，取0.5‑1μL上清液分三次点样于薄层硅胶板上，展开剂是体积比为4:1:

3的正丁醇、冰醋酸和水，加入0.4%的茚三酮作为显色剂，当层析到硅胶板上端2  cm左右停

止层析，然后放在60℃烘箱中显色30min。以1  g/L的GABA、1  g/L的谷氨酸钠作为对照，观察

是否存在GABA相应斑点。

[0026] 高效液相色谱法：取离心处理后的发酵液和GABA标准品各250  μL，加入250  μL碳
酸氢钠‑碳酸钠缓冲液（pH11 .2）和500  μL  9  g/L丹磺酰氯溶液，充分混匀，30℃反应30 

min，过0.22  μm滤膜；高效液相色谱条件为C18色谱柱（250  mm×4.6  mm，5μm），流动相A为

0.3%甲酸水，流动相B为甲醇，流速为0.8mL/min，梯度洗脱，柱温30℃，进样量20  μL，检测波

说　明　书 2/6 页

4

CN 117965397 B

4



长331  nm。

[0027] GAD粗酶液提取：在改良MRS培养基中活化乳酸片球菌24  h，然后以1%的接种量再

次接入200  mL原汁筛选培养基中放大培养，起始pH为5.0，36℃静置培养5  d，发酵结束后

8000rpm离心收集菌体，置于4℃冷藏备用。将收集的细胞先用20  mM磷酸盐缓冲液（pH7.2）

洗涤两次，再用含1  mM巯基乙醇和0.2  mg/mL溶菌酶的20  mM磷酸盐缓冲液（pH7.2）复溶，37

℃水浴孵育1  h，反应结束后置于冰浴中，冰浴超声破碎40  min，4℃下，10000  r/min离心30 

min，取上清，即得粗酶液。

[0028] GAD酶活测定：200μL底物溶液（0.1M谷氨酸钠，pH5.0、0.1  mol/L磷酸盐缓冲液）和

100μL酶液在37℃反应1h后，迅速放入沸水浴10  min终止反应，然后离心取上清液，采用高

效液相色谱法测定生成的GABA含量。一个酶活力单位定义为：在测定条件下，每分钟产生1μ
mol  GABA所需的酶量。

[0029] 酱油中全氮利用率=(酱油全氮含量*酱油产量)/(脱脂大豆全氮含量*脱脂大豆重

量+小麦全氮含量*小麦重量)

[0030] 酱中全氮利用率=(酱全氮含量*酱产量)/(大豆全氮含量*大豆重量+小麦粉全氮

含量*小麦粉重量)

[0031] 其中，全氮检测方法参考《GB  5009.5‑2016  食品安全国家标准  食品中蛋白质的

测定》。

[0032] 氨基酸态氮检测方法参考《GB  5009.235‑2016  食品安全国家标准  食品中氨基酸

态氮的测定》。

[0033] 实施例1  高产谷氨酸脱羧酶乳酸菌菌株初筛

[0034] 梯度稀释酱醪（10‑1、10‑2、10‑3、10‑4、10‑5）样品，倾注法倒入改良MRS培养基，36℃

厌氧条件下培养5d。

[0035] 从平板上挑选不同形态的菌株至改良MRS液体试管中活化2‑3d，以1%接种量接入

加有杜氏导管的原汁筛选培养基，观察菌株产气情况，若菌株产气且pH＞5.0，则初步证明

该菌株能产生谷氨酸脱羧酶，利用谷氨酸产生 γ ‑氨基丁酸和CO2，此过程利用H+，pH升高。将

筛选出的乳酸菌在改良MRS试管中活化，利用薄层层析法定性测定所筛菌株是否高产 γ ‑氨
基丁酸。本实施例初筛筛选出6株高产GABA的菌株，层析法检测结果如图1所示。

[0036] 实施例2  高产谷氨酸脱羧酶乳酸菌菌株复筛

[0037] 将初筛得到的6株菌株进行复筛，分别接种至原汁筛选培养基，30℃活化培养3d，

8000rpm离心10min后取上清，检测谷氨酸脱羧酶活性高、谷氨酸转化率高、GABA产量多的菌

株，复筛检测结果如表1所示，经检测SP136在原汁筛选培养基中GAD酶活为0.36  U/mL、谷氨

酸转化率为85.36%、GABA产量为10.41  g/L，且菌落数在原汁培养基中可达108CFU/mL以上，

整体表现较好。

[0038] 表1高产GABA菌株复筛结果
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[0039]

[0040] 实施例3  用于酱油发酵的小试实验

[0041] 将脱脂大豆、小麦按照1:1 .5的比例混合，加水，调整水分在22％，分装到500mL三

角瓶中115℃  15min灭菌，冷却后，以重量份数计，按照0.5%的接种比例接种米曲霉进行制

曲小试实验；制曲结束后，按照重量比1:1的比例混合加入20°Bé的食盐水，以体积份数计，

按照1%的比例添加初筛得到的6株菌，进行发酵实验；对照组不添加上述菌株。发酵结束后，

检测发酵原油的GABA、氨基酸态氮、全氮利用率提高比例，结果见表2，SP136在酱油发酵小

试中，GABA产量达到10.11g/L，氨基酸态氮达到1.24  g/100mL，全氮利用比例相比对照提高

25%，综合复筛和小试结果，后续选用SP136作为GABA发酵菌株。

[0042] 表2  高产GABA菌株小试结果

[0043]

[0044] 实施例4  高产GABA菌株性质研究

[0045] 菌株活化：将SP136单菌落接种至改良MRS试管中，一次活化5d左右，培养至菌含量

为108CFU/mL以上；从一次活化试管中按1%接种量加菌液至200mL改良MRS液体培养基二次

活化5d，同样培养至菌含量达108CFU/mL以上。

[0046] 菌株二次活化后，以改良MRS为基础培养基，探究氯化钠含量为4%、8%、12%、16%、

20%的条件下，接种量1%、发酵温度36℃、发酵时间5d的发酵条件下，SP136对氯化钠的耐受
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情况，结果见表3，SP136能耐受16%的氯化钠，证明其可以在豆酱、酱油发酵的高盐环境下生

长。

[0047] 表3  SP136对不同NaCl含量的耐受情况

[0048]

[0049] 备注：+表示能够在培养基中生长，‑表示不能在培养基中生长。

[0050] 实施例5  SP136的鉴定

[0051] 该菌株在改良MRS固体培养基中进行分离纯化，菌落形态呈乳白色、菌落较小、圆

形、表面光滑湿润、边缘整齐，易挑起，如图2所示，兼性厌氧，厌氧条件下长势更好。

[0052] 16S  rDNA分子生物学鉴定：将上述菌株活化后使用细菌基因组  DNA  提取试剂盒

提取 D N A，以 通 用引物 2 4 F（5’‑ A G A G T T T G A T C C T G G C T C A G ‑ 3’）和 1 4 9 2 R（5’‑

TACGACTTAACCCCAATCGC‑3’）进行PCR扩增。PCR反应体系为：10μmol/L上下游引物各2μL，1μ
LDNA模板，25μL  Taq酶，加ddH2O补足至50  μL。反应条件：94℃预变性3  min，94℃变性30s，

55℃退火30s，72℃延伸40s，共30个循环，72℃终止延伸10  min。通过琼脂糖核酸电泳对PCR

产物进行验证后将PCR产物测序，测序结果与NCBI数据库比对，鉴定菌种为乳酸片球菌。

[0053] 实施例6  乳酸片球菌用于酱油发酵的中试实验

[0054] 将脱脂大豆进行蒸煮预处理，压力控制于0.15MPa，温度为120℃，保持时间为8分

钟；将小麦进行烘焙，压力控制于0.05MPa，温度控制在300℃，然后粉碎，颗粒大小为80目左

右，得到炒麦粉。将预处理完毕的脱脂大豆、炒麦粉按照重量比1:1混合后，待温度降低到28

℃时，按照0.1%的比例接入米曲霉进行制曲；制曲温度30℃，制曲时间38h。制曲结束后，将

制好的曲料与23°Bé食盐水按重量比1:2混合，混匀后，将最终筛选获得的SP136菌株，以体

积份数计，按照0.1%的接种量接种到发酵过程中，对照组不添加SP136菌株，待发酵结束后，

检测发酵原油的GABA、氨基酸态氮、全氮利用率相当于对照比例，检测结果见表4，通过检测

结果可以看出SP136能显著提高发酵酱油中的GABA含量，以及提高整体的全氮利用率。

[0055] 表4  发酵原油的指标检测结果
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[0056]

[0057] 实施例7  乳酸片球菌用于豆酱发酵的中试实验

[0058] 大豆清洗后，在温度100℃下，蒸煮10分钟；小麦粉在温度100℃下，蒸煮30s，水分

控制在22％，将预处理后大豆与小麦按照重量比1:1.5的比例混合，待温度降低到28℃时，

按照0.1%的比例接入米曲霉进行制曲；制曲温度40℃，制曲时间48h。制曲结束后，将制好的

曲料与20°Bé食盐水按重量比1:1.5混合，混匀后，将最终筛选获得的SP136菌株，以体积份

数计，按照5%的接种量接种到发酵过程中，对照组不添加SP136菌株，待发酵结束后，检测发

酵原酱的GABA、氨基酸态氮、全氮利用率相当于对照比例，检测结果见表5，通过检测结果可

以看出SP136能显著提高发酵酱中的GABA含量，以及提高整体的全氮利用率。

[0059] 表5  发酵原酱的指标检测结果

[0060]

[0061] 综合上述各实施例可知，本发明所提供的乳酸片球菌SP136能显著提高发酵酱或

发酵酱油中的GABA含量以及整体的全氮利用率，另一方面，该菌株耐盐性高，还能克服目前

大多数产GABA乳酸菌食盐耐受性弱的问题。

[0062] 以上显示和描述了本发明的基本原理、主要特征和本发明的优点。本行业的技术

人员应该了解，本发明不受上述实施例的限制，上述实施例和说明书中描述的仅为本发明

的优选例，并不用来限制本发明，在不脱离本发明精神和范围的前提下，本发明还会有各种

变化和改进，这些变化和改进都落入要求保护的范围内。本发明保护范围由所附权利要求

书及其等效物界定。
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