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摘　要　利用酵母粉 葡萄糖琼脂培养基对 15个批次苹果原料样本中的酵母菌进行分离 ,并用 API 20C AUX菌种

鉴定系统进行鉴定 ,得到的 25株酵母菌分别属于假丝酵母菌属、酿酒酵母菌属和克勒克酵母菌属的 6个种 :克柔/

平常假丝酵母菌 ( Candida krusei) 13株 ,酿酒酵母菌 ( S accharomyces cerevisiae) 5株 ,克勒克酵母菌属酵母菌 ( Kloeck2
era spp. ) 2株 ,木蓝假丝酵母菌 ( C. m agnoliae) 2株 ,热带假丝酵母菌 ( C. t ropicalis)和乳酒假丝酵母菌 ( C. kef yr)

各 1株 ,鉴定准确率均超过 95 % ,其中模式菌酿酒酵母的鉴定准确率为 9817 % ,相似度 1100 ;鉴定评价均为“好”。

该系统能够快速、准确地鉴定苹果原料中的酵母菌。
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Isolation and identification of yea st s from apple

Wang Limin , Li J un , Hu Xiao song
(College of Food Science and Nutritional Engineering , China Agricultural University , Beijing 100083 ,China)

Abstract　A study was done to is olate and identify yeas ts from apple , which (15 s amples ) were collected from the

North Andre Apple J uice Co.Ltd. The yeasts were is olated with unp asteurized s amples in the media of glucos e2yeast

extract2tryptone media . The identification of yeas ts were done with the physiological characteris tics and the API 20C

AUX system. The Candida spp . , Kloeckere spp . and Saccharomyces spp . were found in most s amples . And high

level of Candida spp . was detected in most s amples . The 6 genera were Candida krus ei (13) , Saccharomyces cere2
visiae (5) , Kloeckera spp . (2) , C. magnoliae (2) , C. tropicalis (1) and C. kefyr (1) . The accuracy of identifica2
tion was > 95 %. The API 20C AUX system could rapidly identify the clones of yeas ts is olated from apple .
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　　酵母菌是果汁生产中常见的污染菌。某些酵母

菌 ,如酿酒酵母菌 ,会导致果汁出现混浊和沉淀 ,有

的还能产生酒精 ,释放大量二氧化碳气体。热带假

丝酵母菌为条件致病性真菌 ,会导致继发感染和人

体免疫功能下降[1 ]。在美国和加拿大等国家 ,假丝

酵母菌属病菌致病率在常见致病菌中排列第四 ,其

中克柔/平常假丝酵母菌具有一定的抗药性[2 ]。因

此 ,酵母菌已成为果汁生产主要的控制指标。自 In2
gram于 1958年首次报道了食品中酵母菌的生化特

征后[3 ] , Thomas[4 ] , Tudor [5 ]和 Deak[6 ]相继以综述

的形式报道了引起浓缩果汁腐败的酵母菌种类 , T.

Sancho [7 ]报道了菠萝浓缩汁、橙汁、桃汁和梨汁中导

致腐败的酵母菌种类 ,但对于苹果原料中酵母菌的

系统的分离与鉴定尚未见报道。

用于酵母菌鉴定的方法和系统不断推出 ,如

API 20C , A TB 32C , Auxacolor , Vitek YBC 和 API

Candid系统[8 ] ,克服了传统菌种鉴定费时、操作要

求高的缺点 ,其中 ,API菌种鉴定系统在世界范围内

应用较广 ,其鉴定结果的准确性已被微生物学界所

公认。在我国 ,该系统已广泛应用于临床医学微生
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物检验。徐红等利用 API 20C AUX 系统鉴定了

120株病原酵母菌 ,鉴定结果与常规方法相比较符

合率达 95 %[9 ]。

本实验旨在使用 API 20C AUX菌种鉴定系统

对果汁厂生产所用原料果中酵母菌进行鉴定 ,拟为

工业化生产中确定苹果汁杀菌处理工艺及有效控制

微生物种类提供依据。

1　实验材料

苹果原料取自烟台安德利果汁有限公司苹果汁

生产线 ,采样方法参照文献 [ 10 ] ,稍有修改。每 2 d

取苹果 1个批次 ,共 15个批次 ,每个批次取 18个苹

果置于灭菌袋中。按 4分法取对角 2份放入经灭菌

处理的搅拌器中 ,在无菌条件下榨汁 ,吸取 25 mL

果汁 ,于 225 mL 质量分数为 0185 %的灭菌生理盐

水中混合均匀 ,待用。

2　实验方法

1)菌落总数的测定[11 ]。

采用倾倒平板法。

2)酵母菌的分离。

参照文献 [ 12 ]稍有修改。分别取稀释度为

10 - 2 ,10 - 3 ,10 - 4的菌液 1 mL 倾注于酵母粉 葡萄

糖琼脂培养基 ,28 ℃培养 2～3 d ,观察菌落形态 ,选

定可疑菌落反复进行平板划线和镜检 ,挑取纯菌落

接种于真菌选择性培养基 (含有 2 mL 质量分数为

2 %的去氧胆酸钠溶液和 0133 mL 10 ku·mL - 1链霉

素溶液的孟加拉红)中 ,制作水浸片 ,用高倍镜观察

酵母菌细胞形态、大小及出芽生殖方式。

3)酵母菌的鉴定及其生化特征。

a.菌丝观察。用玉米粉琼脂平板法观察假菌丝

的有无及形态。

b.碳水化合物的利用。使用 API 20C AUX酵

母菌鉴定系统 (Analysis Profile Index ,BioMérieux ,

France) ,选用葡萄糖苷、甘油、2 酮基 葡萄糖酸盐

等 19种不同碳水化合物为底物进行测定。

c.酵母菌的鉴定使用 API Lab Plus V310 Ver2
sion(bioMérieux , France)菌种鉴定系统 ,酿酒酵母

菌 ( S accharom yces cerevisiae) CGMCC 21604作为模

式菌株。

3　实验结果与分析

311　苹果原料菌落总数

在 30 d内测定的 15 个批次的样品中 ,苹果原

料的菌落总数为 105～107 cfu·g - 1。菌落总数较高

且波动幅度较大的原因主要是 ,从果汁厂生产线上

采集的原料果质量不均衡 ,残次率 > 30 %。

法国、美国等果汁消费量较大的国家 ,果汁加工

厂拥有自己的原料基地 ,且规定原料果残次率 <

30 % ,表面菌落总数 < 105 cfu·g - 1。由此说明稳定

的原料来源和严格的管理能够在很大程度上减小果

汁加工中微生物污染的可能性。

312　酵母菌的鉴定

1)菌体形态。

从苹果原料中分离出 25 株酵母菌 ,28 ℃培养

48 h后 ,酵母粉 葡萄糖琼脂培养基平板上菌落呈圆

形突起 ,乳白色 ,边缘整齐 ,有光泽 ,不透明 ,湿润 ,直

径 1～2 mm ;孟加拉红琼脂平板上菌落呈圆形 ,淡粉

色 ,随着培养时间的延长 ,颜色逐渐加深。AUX21

显微镜下观察 ,菌株均为椭圆或卵圆形 ,芽殖 ,成株

状连在一起或单独存在 , AUX24 有两端出芽的

现象。

2)糖同化反应结果。

分离得到的 6个种酵母菌的糖同化反应结果和

菌丝观察结果见表 1。模式菌酿酒酵母菌不能利用

海藻糖 ,而分离到的 5株 AUX22中有 2株糖同化反

应结果与模式菌相同 ,其余 3株则能够利用海藻糖。

分离到 2株AUX24 ,其中 1株能够利用 22酮基2葡萄
糖酸盐 (22KG) ;13株 AUX23和 2株 AUX25糖同化

反应结果相同。

3)酵母菌鉴定结果。

分离到 25株菌酵母菌 ,鉴定结果见表 2。从苹

果中分离得到的酵母菌为 3个属 :酿酒酵母菌属、克

勒克酵母菌属和假丝酵母菌属 ,其中绝大部分为假

丝酵母菌属。假丝酵母菌属包括近 200 个种 ,采用

常规分类方法很难做出精确的鉴定。本实验中采用

API 20C AUX菌种鉴定系统鉴定的假丝酵母菌 ,鉴

定准确率均超过 95 % ,相似度 > 0190 ,且不需要附

加实验 ,48 h即可得出结果。由此可见 ,该系统能够

快速、准确地鉴定苹果原料中的酵母菌。
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表 1　从苹果原料中分离到的酵母菌的生化特性

Table 1　Biochemical characteristics of yeast strains isolated from apple

测定指标

菌名 (代号)

酿酒酵母菌

(AUX22)

热带假丝酵

母菌 (AUX21)

克柔/平常假丝

酵母菌 (AUX23)

克勒克酵母

菌属 (AUX24)

乳酒假丝酵

母菌 (AUX25)

木蓝假丝酵

母菌 (AUX26)

空白 - - - - - -

葡萄糖苷 + + + + + +

甘油 - - + - - +

22KG - + - - / + - -

L2阿拉伯糖 - - - - - -

D2木糖 - + - - - -

阿东醇 - + - - - -

木糖醇 - - - - - -

GAL + + - - + -

肌醇 - - - - - -

山梨醇 - + - - - -

α2甲基2D2葡萄糖 - + - - - -

N2乙酰2葡萄糖苷 - + + - - -

纤维二糖 - - - + - -

乳糖 - - - - + -

麦芽糖 + + - - - -

己糖 + + - - + -

海藻糖 - 3 + + - - -

松叁糖 - + - - - -

绵子糖 + + - - + -

HYPHE - + + - + -

　　　　注 :“+”为反应阳性 ,“ - ”为反应阴性 ,“3”为模式菌反应结果 ;“22KG”为2 酮基 葡萄糖酸盐 ,HYPHE为菌丝观察反应。

表 2　API 20C AUX菌株鉴定系统对苹果原料中酵母菌株的鉴定结果

Table 2　The identification results obtained with API 20C AUX system

代号 鉴定结果 菌株数
鉴定准

确率/ %

T相

似度

鉴定结

果评价
代号 鉴定结果 菌株数

鉴定准

确率/ %

T相

似度

鉴定结

果评价

AUX21 热带假丝酵母菌 1 9518 1100 好 AUX24 克勒克酵母菌属 1 9913 1100 很好

模式菌 酿酒酵母菌 9817 1100 极好 AUX24 克勒克酵母菌属 1 9910 1100 极好

AUX22 酿酒酵母菌 5 9915 0188 好 AUX25 乳酒假丝酵母菌 1 9918 0192 极好

AUX23 克柔/平常假丝酵母菌 13 9819 0191 好 AUX26 木蓝假丝酵母菌 2 9712 0195 好
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4　结　论

1)从苹果原料中分离到 3个属的酵母菌 25株 ,

分别为假丝酵母菌属、酿酒酵母菌属和克勒克酵母

菌属 ,其中绝大部分为 17株为假丝酵母菌属。

2) API 20C AUX菌种鉴定系统能够快速、准确

地鉴定苹果原料中的酵母菌 ,鉴定准确率 > 95 % ,且

不需要附加实验。
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