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7878â 88W

%

作者简介!刘彩琴#

!"W:

$%!女!浙江树人大学副教授!博士"

$%&'()

&

1'()<?#8J

!

!7#52<&

收稿日期!

78!"%8#%8#

!"#

&

$%&$'()*

'

+

&,--.&$%%'/)011&*%*%&%*&%%0

胡萝卜浓缩汁中耐热菌的分离及特性研究
<).##&"&

5

(&6)1(.()*#.",*"),%21#(*7.#,",*(&*,*.("&

2.%3)%&)#&*.(*#6)(..%*

A

-")#

刘彩琴!

CE"710*

K

0,

!

!

魏兴虎7

D.EL0,

?

*')

7

!

王
!

楠!

D#$%$1,

!

!

陈蔚青!

7!.$ D+0*

K

0,

?

!

陈
!

虹!

7!.$ !(,

?

!

!

吕
!

韵!

CVF),

!

!

郑
!

刚!

-!.$%%1,

?

!

#

!3

浙江树人大学生物与环境工程学院!浙江杭州
!

J!88!:

(

73

山东金得利食品有限公司!山东济宁
!

7W7788

%

#

!37(55+

?

+(

6

J0(5(

?<

1,=.,@0;(,8+,:.,

?

0,++;0,

?

!

-'+

W

01,

?

&');+,",0@+;90:

<

!

!1,

?

B'()

!

-'+

W

01,

?

J!88!:

!

7'0,1

(

73&'1,=(,

?

%(5=+,\;(

6

0:>((=7(3

!

C:=3

!

/0,0,

?

!

&'1,=(,

?

7W7788

!

7'0,1

%

摘要!对胀袋胡萝卜浓缩汁中的耐热菌进行了分离"通过
形态观察和

HIZ?M;G

基因序列分析方法鉴定耐热菌"

通过碳源利用试验考查菌株的部分生理生化特性"通过
热和酸碱处理考察菌株的热稳定性和酸碱稳定性"利用
超声波破壁技术考察细胞中多糖$还原糖和色素情况%

结果表明'胀袋胡萝卜浓缩汁中分离得到一株耐热菌
ZQ%!

"经形态学和分子生物学技术鉴定为肉色掷孢酵母"

该菌经
X8e

热处理
:

"

J8&(0

"生长良好&经
"8e

热处
理

!: &(0

仍能生长"处理
78 &(0

后不能生长&在
A

P#58

"

X58

环境中生长良好"

A

PJ58

以下不能生长%超
声波破壁后上清液还原糖含量为

#587

"

W5X#&

F

(

&Y

"多
糖含量为

J75"J

"

9!5WX&

F

(

&Y

"菌体色素在
9!9

"

:J"

"

#J90&

处有吸收峰%

关键词!胡萝卜&浓缩汁&耐热菌&肉色掷孢酵母&超声波
技术
23-45674
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果汁营养丰富!但
A

P

多为
759

"

957

*

!

+

!其常见污染
菌为耐热)耐酸的霉菌)酵母菌和细菌*

7_#

+

"耐热细菌如
酸土环脂芽孢杆菌#

#50

<

45(R14055)9140=(:+;;+9:;09

%常引
起巴氏灭菌果汁在常温条件下浊度升高!是浓缩果汁生
产中最重要的目标控制微生物*

W_X

+

(耐热霉菌如多变拟
青霉)尖孢镰刀菌)丝衣霉)篮状菌)新萨托菌和布氏正青
霉)正青霉等常引起巴氏杀菌果汁的腐败*

!

+

(鲁氏接合酵
母)酿酒酵母)出芽短梗霉等是导致果汁腐败变质的酵母
菌*

"_!8

+

"控制微生物污染一直是果汁工业努力解决的难
题!不同的原料使加工工艺)果汁的糖度和酸度等不相
同!耐热微生物种类也不尽相同"

浓缩胡萝卜汁是中国复合果汁饮料和酸奶加工中常
用的原料!经

!!:

"

!78e

杀菌处理
J81

!其
A

P

为
#58

左
右(为低酸性食品*

!!

+

!冷藏条件下极少出现腐败变质现
象"试验拟对某企业胀袋胡萝卜浓缩汁中耐热微生物进
行分离及特性研究!以期为胡萝卜浓缩汁加工)保藏和利
用提供依据"
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KLLMNOG>PH;$QR

第
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卷第
7

期总第
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期
"

7878

年
7

月
"
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!

材料与方法

!5!

!

材料
!5!5!

!

试验材料
胡萝卜浓缩汁&

_!Xe

保存!山东某果汁生产企业"

!5!57

!

试剂
@MG

培养基)各种生化管&杭州微生物试剂有限
公司(

麦芽汁琼脂#

O$G

%培养基&北京陆桥技术股份有限
公司(

其他试剂均为国产分析纯"

!5!5J

!

仪器与设备
电子分析天平&

@YJ8J

型!梅特勒$托利多仪器#上
海%有限公司(

恒温水浴锅&

PP%Z

型!金坛市江南仪器厂(

酸度计&

K$78

型!梅特勒$托利多仪器有限公司(

高压灭菌锅&

bQ#8MG

型!致微仪器有限公司(

超净工作台&

P\%SM%#:8

型!上海苏净实业有限
公司(

生化培养箱&

Z@a%7:8T%̂

型!上海博讯实业有限公
司医疗设备厂(

摇床&

ZV%>\%!>

型!上海福玛实验设备有限公司(

生物显微镜&

RZ!88

型!尼康仪器#上海%有限公司(

超声波细胞粉碎机&

\R"7%7M

型!宁波新芝生物科技
股份有限公司(

紫外分光光度计&

cS&(0(%!798

型!日本岛津公司"

!57

!

方法
!575!

!

耐热菌的分离及纯化
#

!

%耐热菌的富集培养&参照胡贻椿等*

!7

+的方法并
进行修改"吸取

:8&Y

无菌样品!加入
7:8&Y

无菌三角
烧瓶中!

X8 e

水浴
!J&(0

!然后迅速冷却至
9: e

!以
!:8?

'

&(0

摇床培养
76

"

#

7

%分离及纯化&将培养后的样品用无菌生理盐水分
别稀释至

!8

_!

!

!8

_7

!3!

!8

_X

"吸取浓度为
!8

_W

!

!8

_X

梯度的样液
788

(

Y

!涂布于
@MG

培养基平板上!

7Xe

培
养

7

"

:6

!挑取典型单菌落!保藏并备用"

!5757

!

耐热菌的形态及理化特性
#

!

%菌株形态&纯化后的菌株接种于
O$G

平板上!

7Xe

培养
J6

!观察菌落形态"

#

7

%碳源利用情况&按
Q%

葡萄糖)甘油)

Q%

木糖)侧金
盏花醇)肌醇)山梨醇)纤维二糖)

Q%

乳糖#牛源%)海藻糖)

Q%

松三糖)木糖醇)

7%

酮基
%

葡萄糖酸盐)

Q%

麦芽糖)

"

%

甲
基
%Q%

葡萄糖)

Q%

棉籽糖)

C%

阿拉伯糖)

Q%

半乳糖)

$%

乙酰
葡糖胺)

Q%

蔗糖生化鉴定管的要求接种耐热菌!考察菌株
对碳源的利用情况"

#

J

%菌株的耐热性&菌株经液体培养
W7/

后!

X8e

热

处理
!J&(0

!稀释!取适量稀释液于
X8

!

"8e

水浴锅中分
别水浴

:

!

!8

!

!:

!

78

!

7:

!

J8&(0

"分别涂布于
@MG

培养
基上!于

7Xe

恒温培养箱中培养
7

"

:6

!观察生长情况"

#

9

%菌株的耐酸特性&将液体培养
W7/

后!

X8e

热处
理

!J&(0

!稀释!分别接种于
A

P

为
758

!

J58

!

958

!

:58

!

#58

!

W58

!

X58

的
@MG

培养基上#

!&<)

'

Y

的盐酸或氢氧化钠调
节%!于

7Xe

恒温培养
7

"

:6

!观察生长情况"

!575J

!

耐热菌的鉴定
!

由中国食品发酵工业研究院中国
工业微生物菌种保藏管理中心进行分子鉴定"

!5759

!

超声波功率对耐热菌色素提取效果的影响
!

参照
叶伟庆等*

!J

+的方法并进行修改"取适量培养
9X/

的发
酵液!

:888?

'

&(0

离心
!:&(0

!沉淀经蒸馏水清洗
J

次!

得湿菌泥
!

F

!加入
J&<)

'

Y P>)

溶液
!8&Y

!于
788

!

988

!

#88

!

X88V

下超声
!/

#每超声
:1

间隔
!81

%!沸水
浴

!8&(0

!再用冰水浴速冷!

:888?

'

&(0

离心
!:&(0

!得
到上清液和红色沉淀"

#

!

%还原糖和多糖含量的测定&分别采用
M;Z

法*

!9

+

和苯酚硫酸法*

!9

+测定上清液中还原糖和多糖含量"

#

7

%吸光度值的测定&红色沉淀经蒸馏水清洗
J

次
后!加入

!8&Y

丙酮溶液浸提
!7/

!离心取红色上清液!

于
988

"

X880&

下测定吸光值"

!5J

!

数据处理
所有试验均为

J

次平行!数据经
$-2+)

软件分析(采
用

O$bG:58

软件!邻近连接法分析/

ZQ%!

0与相关种的
HIZ?M;G

序列系统发育树"

7

!

结果与分析

75!

!

耐热菌的形态及理化特性
75!5!

!

菌株形态
!

通过分离)筛选及纯化!得到
!

株经
X:e

水浴
J8&(0

后长势良好的粉红色菌株
ZQ%!

"由
图

!

可知!

ZQ%!

在
O$G

培养基上呈奶油状!粉红色!表面
反光!边缘整齐!菌落平伏!不透明"由图

7

可知!

ZQ%!

菌
株在显微镜下细胞呈肾形!芽殖!大小为

J58

"

!J58

(

&f

J58

"

:58

(

&

"综上!菌株
ZQ%!

为酵母菌!与文献*

!:_

!#

+中掷孢酵母属特征相近!孢子形状与王启明等*

!W

+报道
的肾形相似!初步判定为掷孢酵母"

图
!

!

ZQ%!

的菌落形态
K(

F

3?+!

!

I/+&<?

A

/<)<

FC

<*ZQ%!(0O$G'

F

'?

)#

"

S<)5J#

$

;<57
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图
7

!

ZQ%!

的细胞形态
K(

F

3?+7

!

>+))&<?

A

/<)<

FC

<*ZQ%!

75!57

!

碳源利用情况
!

由表
!

可知!菌株
ZQ%!

可利用单
糖如

Q%

葡萄糖!能利用二糖如海藻糖)

Q%

麦芽糖)

Q%

蔗
糖!能利用三糖如

Q%

松三糖)

Q%

棉籽糖!也能利用山梨
醇!但不能利用甘油)

Q%

木糖)侧金盏花醇)肌醇)纤维二
糖)

Q%

乳糖#牛源%)木糖醇)

7%

酮基
%

葡萄糖酸盐)

"

%

甲基
%

Q%

葡萄糖)

C%

阿拉伯糖)

Q%

半乳糖)

$%

乙酰葡糖胺!与已
报道*

!#

+的掷孢酵母对碳源的利用情况不一致!与
R'0

F

等*

!X

+的肉色掷孢酵母对
Q%

木糖)纤维二糖和侧金盏花醇
利用情况不同"

表
!

!

菌株
ZQ%!

对部分碳源的利用情况h

I'D)+!

!

c4()(.'4(<0<*1<&+2'?D<01<3?2+1<*14?'(0ZQ%!

碳源 反应特征 碳源 反应特征
Q%

葡萄糖
`

甘油
_

山梨醇
`

侧金盏花醇
_

Q%

蔗糖
` Q%

木糖
_

海藻糖
` Q%

乳糖#牛源%

_

Q%

麦芽糖
`

肌醇
_

Q%

棉籽糖
` 7%

酮基
%

葡萄糖酸盐
_

Q%

松三糖
`

"

%

甲基
%Q%

葡萄糖
_

纤维二糖
_ C%

阿拉伯糖
_

Q%

半乳糖
_ $%

乙酰葡糖胺
_

木糖醇
_

!

h

!

/

`

0代表反应阳性(/

_

0代表反应阴性"

75!5J

!

耐热耐酸特性
!

由表
7

可知!菌株
ZQ%!

经
X8e

水浴
:

!

!8

!

!:

!

78

!

7:

!

J8&(0

后均在
@MG

培养基上生长
良好(经

"8e

水浴
:&(0

后能较好生长!水浴
!8

!

!:&(0

后有生长!但长势不良!水浴
78

!

7:

!

J8&(0

后不再生长!

说明
ZQ%!

较耐热"由表
J

可知!菌株
ZQ%!

在
A

P#58

"

X58

下生长良好!在
A

P958

!

:58

下能生长!但长势不好!在
A

P

#

J58

时不能生长!表明菌株
ZQ%!

在
A

PJ58

以下的强
酸性环境中不能生长!但在

A

P958

以上均能生长!且在
中性及偏碱性环境中生长良好!与温洪宇等*

!"

+的结论
相似"

757

!

菌株
ZQ%!

的
HIZ?M;G

序列及分析
提取菌株

ZQ%!

的
M;G

!设计引物并
@>Q

扩增!得到

表
7

!

菌株
ZQ%!

的耐热特性h

I'D)+7

!

P+'4?+1(14'02+<*4/+14?'(0ZQ%!

处理时间'
&(0 X8e "8e

: ``` ``

!8 ``` `

!: ``` `

78 ``` _

7: ``` _
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0代表不生长"

表
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菌株
ZQ%!

的耐酸特性h

I'D)+J

!
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A
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生长情况
_ _ ` `` ``` ``` ```

!

h

!

/

```

0代表生长良好(/

``

0代表生长较好(/
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最终的
HIZ?M;G

序列!序列长度为
::8D

A

"由图
J

可
知!

ZQ%!

与掷孢酵母属#

&

O

(;(R(5(8

<

4+9

%中的模式菌株
&

O

(;(R(5(8

<

4+941;,04(5(; \>O JW##

I

#登录号为
GR8#"""!

%聚为一支!置信度为
!88[

!序列相似性为
!88[

!表明其亲缘关系最近"故将菌株
ZQ%!

命名为肉
色掷孢酵母#

&

O

(;(R(5(8

<

4+941;,04(5(;

%

ZQ%!

"

75J

!

超声波功率对菌株
ZQ%!

色素提取效果的影响
由图

9

可知!菌株
ZQ%!

上清液还原糖含量为
#587

"

W5X#&

F

'

&Y

!多糖含量为
J75"J

"

9!5WX&

F

'

&Y

"当超声
功率为

#88V

时!还原糖含量最高(当超声功率为
988V

时!多糖含量最高"酵母胞内还原糖主要来源于细胞质
中还原性糖类!如葡萄糖)果糖等!适度的超声处理有利
于其释放(酵母胞内多糖主要来源于细胞壁中的葡聚糖
和甘露聚糖等多糖*

78

+

!适度的破壁处理可使多糖充分释
放(与王慧等*

7!

+研究结果类似"

由图
:

可知!当超声功率为
788

!

988

!

#88V

时!菌体
的丙酮提取液在

9!958

!

:J"58

!

#J9580&

处各有
J

个吸收
峰!以

:J"0&

处吸收峰值最大(当超声功率为
X88V

时!

丙酮提取液在
9!90&

处无吸收峰!在
:J"

!

#J90&

处各
有一吸收峰!仍以

:J"0&

处吸收峰值最大"现有资料*
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显示!

$

%

胡萝卜素的吸收峰为
9J8

!

9:8

!

9W:0&

!圆酵母素
的吸收峰为

9:"

!

9X7

!

:!:0&

!红酵母红素的吸收峰为
9W8

!

9"7

!

:7!0&

!与试验结果不同"

J

!

结论
试验从产气)胀袋的胡萝卜浓缩汁中分离出一株耐

热菌
ZQ%!

!经形态学和
HIZ?M;G

基因序列分析为酵母
菌属的肉色掷孢酵母!该菌经

X8e

热处理
:

"

J8&(0

和
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图
J

!

菌株
ZQ%!

的
HIZ?M;G

基因序列分析聚类结果
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F

?+13)4<*
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d

3+02+<*HIZ?M;G<*4/+14?'(0ZQ%!

图
9

!

超声功率对菌株
ZQ%!

多糖和还原糖含量的影响
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图
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!

超声功率对菌株
ZQ%!

色素提取效果的影响
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F
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!
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A

<E+?<0

A

(

F

&+04

+-4?'24(<0<*4/+14?'(0ZQ%!

"8e

热处理
!: &(0

以下均可生长!经
"8 e

热处理
78&(0

后不能生长(在
A

P#58

"

X58

环境中生长良好!在
A

PJ58

以下不生长"以盐酸为溶剂辅以超声波破壁技
术!有利于菌株还原糖)多糖和色素的溶出!肉色掷孢酵
母

ZQ%!

丙酮提取液吸收峰为
9!9

!

:J"

!

#J90&

"掷孢酵
母

ZQ%!

对碳源的利用情况和色素吸收峰仍需进一步
研究"
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Ẑ $QOG;;

!

+4')5Q+6324(<0

<*-

<?

(9144'1;(8

<

4+9;()200

A

<

A

3)'4(<0(0 2<02+04?'4+6

F

?'

A

+

,

3(2+1D

C

4/+?&')

A

'14+3?(.'4(<0'06/

C

6?<14'4(2/(

F

/

A

?+113?+

A

?<2+11(0

F

*

\

+

5K<<6'06T(<

A

?<2+11I+2/0<)<

FC

!

78!"

!

!7

#

:

%&

WX!%WXX5

*

9

+

>GH Q3(

!

RcG; R'%/<0

F

!

VG;b /̂<3%Y(

!

+4 ')5

Q+6324(<0 <* #504

<

45(R14055)9 140=(:+;;+9:;09 1

A

<?+1 <0

'

AA

)+1D

C

2/)<?(0+6(<-(6+(02<&D(0'4(<0E(4/3)4?'1<306<?

1/'B+?

*

\

+

5K<<6'06 T(<

A

?<2+11 I+2/0<)<

FC

!

78!:

!

X

&

798"%79!W5

!下转第
!!X

页#

!$

"

S<)5J#

$

;<57

刘彩琴等!胡萝卜浓缩汁中耐热菌的分离及特性研究



导致大枣受力不均而产生的破坏(

$

推杆机构的丝杆运
动过快!导致推杆头与大枣接触时大枣被压坏"实际工
作中!可以通过单片机来控制定位机构和推杆机构的速
度以实现精准去核"

表
!

!

大枣去核试验结果
I'D)+!

!

I/+4+14?+13)41<*\3

,

3D+4<032)+'?

样本数去核数顺位率'
[

破损率'
[

生产时间'
1

生产率'
1

_!

X8 W# "W5: 75:8 !!7 85X:

X8 W: "#5J 9588 !!: 85W"

X8 WW "X5W J5W: !!8 85XJ

X8 W# "W5: !57: !8" 85W7

X8 WW "X5W 75:8 !!7 85W9

平均值
W# "W5W 75X8 !!7 85W"

,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,

:

!

结论
试验确定了一种基于单片机控制的大枣去核机的整

体设计方案"该大枣去核机结构简单)紧凑)体积精巧)

去核质量高!果肉浪费少"实现了大枣去核过程中的自
动定位)自动去核)自动出料等"但该机构目前还不能完
全应用于工业生产!要实现工业自动化生产自动上料机
构等需进一步研究"
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