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摘　要　对国内采集的 18种腐乳样品中的芽孢杆菌进行了分离和鉴定。总芽孢杆菌和蜡状芽孢杆菌分别以

选择性培养基 PCA 和M YP 进行分离,并根据其生理特性和对A P I系统中碳水化合物的利用进行鉴定。结果

显示,腐乳中的芽孢杆菌主要是枯草芽孢杆菌,而且多数产品中的数量已达到 105 cfuõg- 1;个别产品中蜡状芽

孢杆菌的数量超过 105 cfuõg- 1,对消费者会有一定的危害。某些腐乳产品中枯草芽孢杆菌和蜡状芽孢杆菌的

数量较低,说明改善卫生条件和改进生产工艺,可以生产出优质、安全的腐乳产品。
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Abstract　A study w as done to iso la te and iden t ify spo re2fo rm ing bacilli f rom sufu, w h ich

(18 samp les) w ere p roduced and pu rchased in Ch ina. B acillus spp. and B acillus cereus w ere

iso la ted w ith pasteu rized samp les in the select ive m edia of PCA and M YP, respect ively. T he

iden t if ica t ion of B acillus spp. and B acillus cereus w ere done w ith the physio logica l

characterist ics and the A P I system. H igh levels (> 105 cfuög) of B acillus spp. w ere found in

mo st of samp les, and B acillus spp. w ere iden t if ied as mo st p robab ly B acillus subtilis.

B acillus cereus (> 105 cfuög) w ere detected in som e of samp les, w h ich cou ld be harm fu l to

the con sum ers. Som e of sufu has the low er levels of B acillus spp. and B acillus cereus, w h ich

indica ted the h igh quality and safety sufu can be p roduced by imp roving san ita t ion and

p rocessing techno logy.
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腐乳是我国传统的大豆发酵食品,它风味独特、营养丰富、价格低廉,已受到国内外食品和

营养学者的广泛关注[1 ]。因各地环境、条件、生活习性不同,产品类型各异。生产过程主要包括:

豆腐坯制作、毛坯制作 (前期培菌)、盐制、后期发酵 (成熟阶段)。尽管前期培菌选用了纯种培

养,但是整个生产过程仍沿用开放式传统工艺,杂菌 (尤其是芽孢菌)的污染很难避免。据报

道[2 ] ,豆腐 (腐乳的前体物)中查出有大肠菌群、蜡状芽孢杆菌和金黄色葡萄球菌等病原菌。虽



然大多数腐乳中都加有一定量的具有抑菌作用的食盐 (5◊～ 15◊ )和酒精 (1◊～ 7◊ ) ,但是芽

孢菌有较强的耐盐和耐酒精能力,芽孢杆菌必然存在于成品腐乳中。

腐乳生产已有一千多年的历史,国内外均有关于其生产工艺和营养价值的报道,却很少有

关于微生物学方面的研究,本实验旨在对商品腐乳中芽孢杆菌的数量和种类做初步检测,结果

将有助于分析后期发酵过程中风味的形成,并对产品卫生指标的制订有一定的指导意义。

1　材料与方法

111　样品的采集和处理

本实验共采集了 18种腐乳样品,其中有红方 8种、白方 6种和青方 4种。样品分别产于北

京、黑龙江、山西、江苏、福建、广东、广西、四川、台湾和香港。在无菌条件下,称取 25 g 腐乳样

品,置于 225 mL 灭菌生理盐水中混合均匀,待用。

112　化学组分测定[3 ]

干物质、pH 值和食盐含量分别以烘干法 (110℃, 4 h)、酸度计和滴定法测定。

113　芽孢杆菌的计数和分离

总芽孢杆菌[4 ]: 样品悬浮液在 80℃下保持 10 m in,冷却后将稀释液混入平板计数 (PCA )

培养基 (P la te Coun t A gar, CM 325, O xo id, England)中,在 30 ℃条件下培养 2～ 3 d 后,染色

镜检并对杆菌菌落计数。挑取单个菌落划线培养,连续划线培养至纯。

蜡状芽孢杆菌[5 ]: 取 011 mL 一定浓度的稀释液涂布于选择性培养基——甘露醇蛋黄多

粘菌素 (M YP)琼脂培养基 (M ann ito l Yo lk Po lym yx in, cereu s select ive agar, N o11. 05267,

M erck, Germ any)上,在 30℃条件下培养 24 h 后选择适当菌落做进一步证实试验并计数。蜡

状芽孢杆菌在此培养基上的菌落为粉红色 (表示不发酵甘露醇) ,周围有粉红的晕 (表示产生卵

磷脂酶)。从培养皿中挑取 5 个粉红色菌落, 转入加有新鲜羊血的BH I培养基 (B rain H eart

Infu sion, N o12337500, D IFCO , F rance)上培养 24 h (30℃) ,若菌落周围有透明圈,可以证实

其为蜡状芽孢杆菌。

114　芽孢杆菌的鉴定及其生化特性

革兰氏染色、芽孢形态、鞭毛染色、ON PG、H 2S、V 2P 反应、明胶液化、氧化酶和过氧化氢酶

试验参照《食品微生物检验手册》[6 ]方法进行。

碳水化合物的利用:以A P I(A nalysis P rofile Index)系统方法,选用 50种不同的碳水化合

物为底物进行测定。分离的菌种经纯种扩大培养,制成一定浓度的菌悬液,取该菌悬液 012mL

混入 10 mL 的A P I 50 CHB 培养基 (N o. 50 430 b ioMérieux, F rance)中,再分别接种到 50种

不同的碳水化合物底物上,在 30℃条件下培养 48 h,并分别在 24 h 和 48 h 时记录结果。结果

通过制造商提供的软件 (A P ILAB sofew are V ersion 3. 3. 3, b ioMérieux, F rance)进行分析[7 ] ,

并与Bergey’s M anual[8 ]中相应模式菌株比较。

2　结　果

211　腐乳的化学组分和芽孢杆菌数

表 1中列出了所测腐乳的干物质量, pH 值、食盐含量、总芽孢杆菌和蜡状芽孢杆菌数,其

化学组分和芽孢杆菌数之间无相关性。总芽孢杆菌数和蜡状芽孢杆菌数分别在 103～ 107 cfuõ
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g- 1和 10～ 105 cfuõg - 1之间,差异非常大。

表 1　腐乳的化学组分和芽孢杆菌数 (以湿基计)

样品编号
水含量

ö[gõ (100 g) - 1 ]
pH

食盐含量

ö[gõ (100 g) - 1 ]

总芽孢杆菌

ö[ ( lg N )õg- 1 ]3

蜡状芽孢杆菌

ö[ ( lg N )õg- 1 ]3

红方

1 6614 6164 913 416 215

2 6516 6159 812 419 217

3 6718 6123 1015 512 212

4 6910 6101 917 517 316

5 5814 6135 1216 618 312

6 5913 6121 1417 515 217

7 5511 5162 1416 710 513

8 5713 5148 1311 617 416

白方

1 7012 6136 919 611 316

2 7213 6180 715 513 217

3 5812 5145 1312 716 511

4 6316 5125 1013 417 313

5 6710 5168 611 315 214

6 7011 6112 814 311 212

青方

1 7018 7143 1118 612 312

2 7311 7146 1013 518 316

3 6912 7115 1415 312 118

4 6718 7121 1319 315 217

　　　注: N 为杆菌总数

212　腐乳中所分离芽孢杆菌的鉴定

腐乳中所分离菌株的生理特性与模式菌株的比较见表 2。由 PCA 培养基所分离的芽孢杆

菌,其中有 85◊ 的菌株其生理特性与模式菌株 (枯草芽孢杆菌)基本一致;由M YP 培养基所分

离的粉红色菌落,经BH I培养基证实,其中的 90◊ 初步确认为蜡状芽孢杆菌,而且它们与模式

菌株的生理特性完全一致。

表 2　分离菌株的生化特性与模式菌株的比较

生化特性 枯草芽孢杆菌m 芽孢杆菌 蜡状芽孢杆菌m 蜡状芽孢杆菌

革兰氏染色 + + + +

芽孢形态 椭圆 椭圆 椭圆 椭圆

鞭毛染色 + + + +

ON PG + d - -

H 2S - - - -

V 2P 反应 + + + +

明胶液化 + + + +

氧化酶 + d + +

过氧化氢酶 + + + +

　　　注: + 为阳性反应, - 为阴性反应, d为菌株间有差异,m 为模式菌株。
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表 3示出分离菌株与模式菌株对A P I系统中 50种碳水化合物的利用情况。其中由 PCA

培养基分离的芽孢杆菌可以利用甘油等 25～ 27种碳水化合物,由M YP 培养基分离的已初步

确认的蜡状芽孢杆菌可以利用甘油等 13～ 16种碳水化合物。经计算机软件分析,上述芽孢杆

菌可鉴定为枯草芽孢杆菌,初步确认的蜡状芽孢杆菌可鉴定为蜡状芽孢杆菌。

表 3　分离菌株对碳水化合物的利用与模式菌株的比较

碳水化合物 枯草芽孢杆菌m 芽孢杆菌 蜡状芽孢杆菌m 蜡状芽孢杆菌

甘油 (1) 3 + + + +

L 2阿拉伯糖 (4) + + - -

核糖 (5) + + + +

D 2木糖 (6) + + - -

半乳糖 (10) d - - -

D 2葡萄糖 (11) + + + +

D 2果糖 (12) + + + +

D 2甘露糖 (13) + + + +

肌醇 (17) + + - -

甘露醇 (18) + + - -

山梨醇 (19) + + - -

Α2甲基2D 2葡萄糖苷 (21) + d - -

N 2乙酰葡萄糖胺 (22) - + + +

苦杏仁苷 (23) + + - -

熊果苷 (24) + + + +

七叶灵 (25) + + + +

水杨酸 (26) + + d +

纤维二糖 (27) + + + d

麦芽糖 (28) + + + +

乳糖 (29) d - - -

蜜二糖 (30) + d - -

蔗糖 (31) + + d d

海藻糖 (32) + + + +

菊粉 (33) + d - -

D 2棉籽糖 (35) + + - -

淀粉 (36) + + + +

糖原 (37) + + + +

Β2龙胆二糖 (39) + + - d

D 2松二糖 (40) + + - -

　　注: + 为可以利用, - 为不可以利用, d为菌株间有差异,m 为模式菌株, 3 括号中数字为碳水化合物在A P I系

统中的序号。

3　讨　论

由于腐乳生产无一定的标准,所以不同产品或同一产品不同批次中的化学组成有较大的

差异。腐乳生产过程仍沿用开放式的传统工艺,多数产品中总芽孢杆菌数高于 105 cfuõg - 1,其
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中某些产品中的蜡状芽孢菌数也高于 105 cfuõg - 1。A ndersson 等人曾指出[9 ]:当食品中蜡状芽

孢杆菌数高于 103 cfuõg - 1时,对消费者将有潜在的危害。生产部门、特别是卫生管理部门对此

应有一定的重视。另一方面,有些产品 (产于管理水平较高,卫生条件较好的企业)中总芽孢杆

菌数低于 105 cfuõg- 1,蜡状芽孢杆菌数也低于 103 cfuõg- 1,由此说明,只要企业加强科学管理,

完全能够生产出优质、安全的腐乳产品。

本研究得到了荷兰W agen ingen 大学研究生院 (Graduate Schoo l of VLA G)的资助,谨致

谢意。
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