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摘 要：作者采用VITEK一32自动化微生物分析仪鉴定系统、API微生物鉴定系统和手工法鉴定

年糕中的微生物。研究结果表明：引起年糕腐败的典型菌株有6株，所占比例分别为：波茨坦短芽

胞杆菌(Brevibacillus borstelensis)为1％、巨大芽孢杆茵(Bacillus megaterium)为21％、乙酰短杆

菌(Brevibacterium acetylicum)为8％、希氏短杆菌(Brevzbactertum healii)为7％、曲霉菌属(As—

pergillus)为49％、茁芽丝孢酵母(Trichosporon pullulans)为9％。在这些菌株中，曲霉茵是造成

年糕腐败的优势茵株，在生产车间、摊凉板中污染较多。而巨大芽孢杆菌主要来源于原料粳米中，

在年糕中主要以芽孢的形式存在，若控制不当，在贮藏后期很容易爆发。
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Abstract：For the purpose of controlling the putrefactive strains and improving the shelf life of the

rice cake，the test separate and identify the microorganism in putrescent rice cake with vitek一32，

API coryne and ordinary biochemistry reactions．The result demonstrates that six different

microorganism accounts for the proportion respectively：Brevibacillusborstelensis(1％)，Bacillus

megaterium(2 1％)，Brevibacterium acetylicum(8％)，Brevibacteriumhealii(7％)，Aspergillus

(49％)and Trichosporon pullulans(9％)．In those microorganisms，Aspergillus was populated

in the production workshop and cooling board and as the dominant strains inducing the decay of

rice cake．Bacillus megaterium mainly comes from the material of rice，which subsists with

gemma in the rice cake．
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年糕(rice cake)是以粳米为原料，经浸泡、水

磨、压榨、蒸煮、挤压成型等工序加工而成的一种传

统食品，具有爽滑、香糯的优良品质，深受消费者欢

迎。目前宁波年糕的消费主要作为冬季时令配餐

食品，消费渠道较窄。究其原因是，虽然年糕营养

丰富，水分含量较高，但很容易因细菌和霉菌污染

引起酸败发霉。而目前尚无文献报道年糕中腐败

菌的种类和来源，这限制了年糕保鲜技术的研究，

从而限制了年糕产业的发展。

对年糕中的腐败菌进行了分离鉴定，并对各腐

败菌的分布和来源进行分析，为进一步研究年糕保

鲜技术提供明确的思路，使得研究年糕保鲜方法和

控制微生物污染时能够有的放矢。

1材料与方法

1．1主要材料与试剂

1．1．1 实验原料年糕由宁波慈城冯恒大食品有

限公司提供。

1．1．2培养基 营养琼脂培养基、马丁氏培养基、

马铃薯一葡萄糖一琼脂培养基由杭州微生物试剂有限

公司提供。

1．2仪器与设备

超净工作台；高压蒸汽灭菌锅；SPX智能生化

培养箱；VITEK一32自动化微生物分析仪，API菌种

鉴别试纸条，法国生物梅里埃公司产品；菌落计数

器；BX50F4高级系统生物显微镜：日本奥林巴斯

公司制造；MDl30电子目镜；JEM一1011透射电子显

微镜，日本电子株式会社(JEOL LTD)制造；美国

Gatan 792．C CCD；Sony数码显微照相机。

1．3试验方法

1．3．1 腐败菌株的分离纯化 采用稀释平板分离

法和划线分离法结合，取未杀菌的腐败年糕25 g，

剪碎后用均质机均质10 min，取不同稀释倍数的菌

悬液分别在营养琼脂培养基、马丁氏培养基和马铃

薯一葡萄糖一琼脂培养基中进行稀释，平板分离、革兰

氏染色后显微观察腐败菌株种类。对不同菌落进

行平板划线，分离5代进行纯化nq]。

1．3．2茵落特征观察

1)细菌菌落特征观察：牛肉膏蛋白胨培养基中

37℃培养24 h，观察菌落形态。

2)霉菌菌落特征观察：马丁氏培养基中25℃

培养72 h，观察菌落形态。

3)酵母菌落特征观察：PDA培养基中25℃培

养72 h，观察菌落形态。

1．3．3腐败菌株的鉴定方法

1)VITEK一32自动化微生物分析仪鉴定系统：

菌株的鉴定采用VITEK一32自动化微生物分析仪，

将30个对细菌鉴定必需的生化反应培养基固定到

仪器的鉴定卡上，充填机把样本液注入鉴定卡中并

封口，读取器、恒温箱自动恒定培养温度，并每小时

读取每张卡内反应变化，电脑主机通过培养过程显

色反应与菌种数据库进行比对得到鉴定结果。

2)API微生物鉴定系统：API Coryne试验条

是由含糖发酵或酶活性测定的干燥底物的20个小

管组成。将菌株制成浓的菌悬液，并用菌悬液重新

水化酶底物。培养期间所产的代谢最终产物通过

自发颜色或加试剂后颜色变化来显示，发酵的碳水

化合物是以pH指示剂来显示。在使用时首先确定

为无孢子的革兰氏阳性杆菌，然后通过接种、反应

后将每组的阳性反应结果的相当数相加，得到一个

7位数，根据API Coryne分析图索引得到确定的菌

株。

3)霉菌的鉴定：通过制备I临时玻片法、点植培

养法和载片培养法[6]，并结合GB 4789．16—94执行。

4)菌落总数测定方法：GB／T4789．2稀释涂布

法。

2 结果与分析

2．1典型菌株的分离

实验采用稀释平板分离法和划线分离法相结

合，取10袋腐败年糕，共分离出6个典型菌株：X1、

X2、X3、X4、M1、Y1，UK为未知的菌株，在这10袋

腐败年糕中，取菌落分离明显的3次实验，分别对

各菌株进行计数，然后取平均值，得到每种年糕所

占的百分比，菌系分布见图1。

图1 未杀菌年糕腐败菌系分布

．1 Distributing of microorganisms in unsterilized rice cake

由图1可见：M1占49％、X2占21％、Y1占

9％、X3占8％、X4占7％、X1占1％、UK占5％。

2．1．1 菌落特征观察将上述细菌在牛肉膏蛋白
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胨培养基中37℃培养24 h；霉菌在马丁氏培养基 养72 h，其菌落形态见表l、图2。

中25℃培养72 h；酵母在PDA培养基中25℃培

表1 年糕腐败菌各菌株的菌落特征

Tab．1 Colony characteristic of several microorganisms in rice cake

X4 MI Yl
X4(25 ooox) MI(400×) YI(15 ooox)

图2 年糕腐败菌各菌株的西浯特征图

Fig．2 Shape of colonial morphology of several microor。

ganism in rice cake

2．1．2 细胞形态观察 将上述各细菌和Y1菌株

制成菌悬液，用无菌毛细吸管吸取菌悬液滴在铜网

膜上，用1％醋酸铀染色、洗脱后放到JEM一1011透

射电镜下观察，加速电压为60 kV，用Gatan 792．C

CCD成像，获得各菌株的超微结构。而M1培养72

h，取样涂片，显微镜观察，结果见图3。

从图3可见：X1、X3、X4菌株长度均约为1

肛m，宽为0．5“1TI。而X2明显较大，长度约为2～3

弘m，宽为1～1．5弘m。另外，革兰氏染色实验发现，

X3、X4为阳性棒状杆菌，并无芽孢存在。因此，可

以采用API Coryne鉴定系统鉴定，M1为霉菌可能

性较大，但年糕中菌系复杂，故用手工法进行初步

鉴定，其它可采用VITEK一32微生物鉴定系统鉴

定。

2．2菌株鉴定结果

2．2．1 VITEK一32微生物鉴定系统对X1、X2、Y1

图3不同倍数下年糕腐败菌各菌株细胞形态

Fig．3 Cell configuration of several microorganisms with

different magnified multiple

的鉴定结果各菌株平面培养24 h，经革兰氏染色

观察后，X1和X2使用VITEK一32 BAC卡，Y1使

用VITEK一32 YBC卡鉴定，结果见表2。

表2梅里埃菌相鉴定报告

Tab．2 Biomerieux vitec manual vitek lab report

反应X1 X2 反应 Yl

革兰氏阴性NEG 一 一 半乳糖GAI。 一

塔格糖TAG 一 一 麦芽糖MLT +

半乳糖GAI。 一 一 木糖XYL +

甘露醇MAN 一 + 松三糖MI。Z +

乙酰谷氨酸AGA 一 一 木糖醇XLT 一

麦芽糖MLT 一 十 古老糖PAL +

山梨醇SOR 一 一 赤鲜醇ERY +
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续表2

反应X1 X2 反应 Yl

氰化钾KCN 一 十 葡萄糖GLU +

竹桃霉素OLD 一一 酮基葡萄糖2KD 一

植病链菌素PAS + + 乳糖I。AC 一

嗜热菌THRM 一 一 纤维二糖CEL +

蔗糖SUC 一 + 阿拉伯糖ARA +

葡萄糖GI，U 一 + 棉子糖RAF +

阿拉伯糖ARA 一 一 卫矛醇DUL 一

棉子糖RAF 一 + 丙三醇GI。Y +

菊糖INU 一 + 蜜二糖MEI。 一

海藻糖TRE 一 + 肌醇IN0 一

N一乙臀憩簟糖胺一+ 尿素URE 一
NAG

氯化钠NCL 一 + 蔗糖SUC +

甲基葡萄糖甙
乙酸钠NAA + +

AMG

萘啶酸NAE 一一 海藻糖TRE +

N一乙酰氨基葡萄糖
红四氮坐TZR 一 一

NAG

肌醇IN0 一 一 侧金盏花醇AI)o 一

木糖XYL 一 + 山梨醇S()R +

水杨素SAL 一 一 环乙糖胺CYC +

核糖RIB 一 十 硝酸盐N1T +

苯丙是擎蟹胺酶 一+ 48H 一
PI。A

淀粉酶AMY 一 +

扁桃酸MEN 一 +

阿拉伯醇ARB 一 一

七叶灵ESC 一 +

通过上述反应，菌株鉴定结果见表3。

表3 X1、X2、Y1菌株鉴定结果

Tab．3 Results of X1、X2、YI identification

由表2～3鉴定结果可见：X1和Y1都有较高

的置信区间，分别大于95％和98％，可见X1为波

茨坦短芽胞杆菌。Y1为茁芽丝孢酵母；X2的报告

置信区间84％为巨大芽孢杆菌，13％为枯草芽孢杆

菌。进一步从细胞形态观察，X2菌体直径大多在

1．5～3“m，而枯草芽孢杆菌的菌体直径一般在0．7

～O．8灶m[7叫]。由此，进一步确定X2为巨大芽孢

杆菌。

2．2．2 API微生物鉴定系统对X3、X4的鉴定结果

将分离纯化的X3和X4菌株进行革兰氏染色，经

显微镜观察为革兰氏阳性杆菌，因此选用API

Conyne条鉴定[9]，鉴定结果见表4。

表4 API conyne条对)(3、x4鉴别反应结果

Tab．4 Results of X3、X4 identification by API Conyne

代码 秦瘩 x嚣x。x嚣xt
1 硝酸盐还原NIT + +

2 吡嗪胺酶PYZ 一 5
—

5

d
吡咯烷酮基芳胺酶 丰 牟

PvrA

1 碱性磷酸酶PAL + +

z p黼霎酶
a p微要酶

一 5 — 1

1

2

4

蔗糖SAC

肝原GI。YG

触酶CAT

——
5——4

+ +

由表4可知：X3和X4的编号分别为5552125

和5152004，对照编码字典，置信区间X3为

80．3％、X4为99．2％，因此，可以确定X3和X4分

别为乙酰短杆菌和希氏短杆菌。

2．2．3 霉菌鉴定 由于年糕中霉菌形态多样，不

同批次分离的菌株各异，作者对腐败年糕中的霉菌

进行菌落形态观察和镜检，确定该类菌株为曲霉菌
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属L4J⋯。

2．3腐败菌来源分析

年糕中的主要优势菌巨大芽孢杆菌主要存在

于土壤和粮食中，目前在年糕的生产过程中，由于

工艺需求，采购的原料粳米并未进行清洗处理，而

后期的高温蒸煮过程中虽能杀灭大多数微生物，但

对芽孢的杀灭并不彻底，这是造成年糕腐败的主要

根源。此外，乙酰短杆菌和希氏短杆菌原本是从酪

制品中分离出来的，在淀粉制品中也较为常见[9]。

而茁芽丝胞酵母和曲霉主要在年糕摊凉过程中污

染。目前国内年糕企业尚未形成工业化生产，生产

仍以手工磨坊式为主，生产环境污染较严重，未杀

菌的年糕因霉菌和酵母污染导致保质期难以超过7

d[1SJ。
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