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槟榔贮藏及加工过程中细菌群落结构变化
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摘要!目的!确保槟榔产品细菌指标合格#方法!采用
60,

0J-/7.C/:<

2

高通量测序技术对槟榔由原料到成品全过

程关键工序样品进行测序分析#结果!

1

个样品共获得

")"&*%

条有效序列!隶属于
'!)

科
1)$

属!优势菌属包括

E&<.77)@

&芽孢杆菌属'"

1@3):656/&@

&假单胞菌属'"

+

(

:>6

0

3/6

H

4&

0

&

&氢噬胞菌属'"

J3)<6/6@?6<

&明串珠菌

属'和
*4>

(

@36O&<?3>.)5

&金黄杆菌属'#槟榔原籽贮藏前

后细菌的群落结构存在显著差异!贮藏前&新籽'的物种

丰富度要高于贮藏后&老籽'的!而老籽则拥有更高的物

种多样性#槟榔加工过程中煮籽及切籽后的工序能有效

减菌!两阶段消亡细菌属数量分别为
'"%

和
''1

!煮籽到

闷香之间的工序易受到环境中细菌污染!新增细菌属数

量为
"'%

#结论!槟榔加工过程中污染细菌多样性变化的

研究指示细菌污染应重点防控发制闷香中的细菌增殖及

各工序中的环境污染!而用好煮籽工序及成品前工序是

减菌的关键#

关键词!槟榔$高通量测序$细菌$多样性$群落结构$污染
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槟榔!
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#%是棕榈科槟榔属常绿乔木%

主要分布在亚洲的热带地区,

"

-

&目前中国槟榔生产主要

集中在海南%深加工主要集中在湖南,

'

-

&槟榔被称为四

&$!
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大南药!槟榔*砂仁*益智*巴戟天#之首,

!

-

%由于咀嚼后会

产生欣快感和轻微兴奋性%颇受特定人群喜爱%已逐渐成

为第四大嗜好品&槟榔鲜果不耐贮藏,

&

-

%故需在产地经

干制加工成槟榔原籽运至湖南进行贮藏或加工&不同槟

榔厂家加工工艺略有不同,

*N%

-

%但主要工艺比较相似%一

般为"槟榔原籽
'

煮籽
'

发制
'

烤籽
'

闷香
'

压籽
'

上

胶
'

切籽!含去核*点卤#

'

晾籽
'

包装等多个工序,

1

-

&

根据这些工序的加工特点及细菌数量变化发现%原籽的

初始带菌对整个工艺过程细菌总数影响较大$煮籽是一

个降细菌数量比较有效的工序$发制
'

烤籽
'

闷香是一

个连续的过程%且对细菌数量提升有促进作用%是加工过

程中的重要风险点$压籽
'

上胶
'

切籽中的压籽和上胶

均为设备操作%而切籽!含去核*点卤#则大多为人工操

作%成为闷香后的又一个风险点$晾籽是包装前进一步降

低水含量的过程%且伴随着紫外杀菌等措施%被认为是槟

榔包装前的减菌工序,

%

-

&从上述工序分析可以发现%槟

榔原籽!含新籽和老籽%新籽为当年采摘后干制而成的原

籽%老籽为新籽贮藏
"

年及以上的原籽#*煮籽*闷香*切

籽*晾籽以及成品为槟榔加工过程中控制的关键点&

槟榔污染菌分为细菌和霉菌两大类&霉菌主要生长

在槟榔产品表面%污染后易长成肉眼可见的菌丝体%霉菌

在槟榔加工中可以从环境管控及产品水分控制两个方面

入手%目前课题组及其他研究团队针对霉菌群落结构及

其控制已经开展了较多研究,

#N)

-

&槟榔加工中的细菌相

较霉菌来说%其生长周期更短%且不易发觉%更难防控&

槟榔的污染细菌主要来源于成果时的内生菌,

1

-以及加工

污染,

"$

-

%是槟榔腐败的主要因素%能使成品槟榔表面发

黏%严重的情况下还会引起腹泻等急性症状%而且耐热的

细菌!芽胞杆菌属等#在槟榔加工中难以被杀灭%而目前

对槟榔污染细菌及细菌在槟榔贮藏和加工过程中的变化

尚未见报道&

高通量测序技术!

PKM

#因其效度快及通量高的优

势,

""N"'

-

%目前已被广泛应用于基因组学研究中%其在肠

道,

"!N"&

-

*土壤,

"*N"%

-和发酵食品,

"1N"#

-等样品的微生物多

样性研究领域具有明显的先进性和优势&蒋雪薇等,

#

-通

过高通量测序技术发现槟榔原籽贮藏前后优势真菌为散

囊菌属!

,)>6?.)5

#*曲霉属!

"@

H

3>

0

.77)@

#$张祺玲等,

)

-通

过高通量测序技术发现在食用槟榔整个加工过程中%槟

榔内生菌
"@

H

3>

0

.77)@

均为绝对优势真菌%相对丰度达

%%31$̂

%

)13%1̂

&刘媛等,

")

-通过高通量测序技术发现

在三药槟榔种子的内生细菌中%肠球菌属!

,/?3>6<6<<)@

#

占比
&'3)̂

%为第一优势菌属&文章拟利用高通量测序

技术对槟榔原籽贮藏前后及加工过程中的细菌群落结构

进行研究%获得槟榔原籽贮藏前后及加工过程中的细菌

群落结构及变化信息%为分析槟榔原籽贮藏及加工过程

中细菌的污染源提供依据%在减少污染的同时为槟榔生

产全线防控细菌污染提供依据&

"

!

材料与方法
"3"

!

材料与试剂

"3"3"

!

样品采集

槟榔样品采自湖南某槟榔公司%包括当年产的槟榔

原籽新籽!

YQ"

#*

YQ"

贮藏
"

年的原籽老籽!

YQ'

%贮藏条

件为室温避光通风干燥#*煮籽后样品!

YQ!

%原料为槟榔

原籽新籽
YQ"

#*闷香后样品!

YQ&

#*压籽后样品!

YQ*

#*切

籽样品!

YQ%

#和成品!

DO1

#%随机采集样品低温运回实验

室%编号后于
N#$i

贮藏备用&

"3"3'

!

主要试剂

平板计数琼脂!

ODT

#"杭州微生物世纪有限公司$

氯化钠"分析纯%国药集团化学试剂有限公司$

+3[3U3T3M5/0RUTe/8

试剂盒"美国
E-<

?

.

生物试

剂公司$

K.

2

RUT O50

H

-<=.:<

及
GUKO,-/L

"美国
K9<=-5

F/:9<=

科技公司$

M.7O=<

;

柱式
RUT

胶回收试剂盒"上海生工生物工

程有限公司$

琼脂糖"北京天根生化科技有限公司$

"%M=RUTX!

%

X&

区引物"上游引物为
!&"F

,

'$

-

!

*u,

DDKTD\\\T\\DT\DT\,!u

#%下游引物为
#$*V

,

'$

-

!

*u,

\TDKTDDT\\\KTKDKTTKD,!u

#%上海生工生物工程

有限公司&

"3'

!

仪器与设备

立式压力蒸汽灭菌锅"

YgC,!$V

型%上海博讯实业

有限公司医疗设备厂$

恒温培养箱"

C(,'*$

,

型%上海一恒科技有限公司$

台式离心机"

O/45,'"

型%美国
K9<=-5F/:9<=

科技

公司$

荧光定量仪"

fJI/8'3$

型%美国
Q/><

科技公司$

漩涡混合器"

\Q,##Y

型%海门市其林贝尔仪器制造

有限公司$

混匀型干式恒温器"

KUR$!,P,P

型%深圳拓能达

科技$

电泳仪电源"

RWWW,%D

型%北京市六一仪器厂$

电泳槽"

RWD[,'"

型%北京市六一仪器厂$

凝胶成像系统"

D9.-

;

\<0*$$$

型!增强型#%北京赛

智公司&

"3!

!

试验方法

"3!3"

!

细菌总数计数
!

参照
\Y&1#)3'

'

'$"%

&

"3!3'

!

含水量测定
!

选取同一工序样品
%

%

#

个%去核切

碎后混匀%准确称取
*3$$

?

于称量瓶中%

"$*i

烘干至恒

重后计算样品含水量&

"3!3!

!

总
RUT

提取及
ODV

扩增
!

采用
+3[3U3T3M5/0

RUTe/8

试剂盒提取槟榔样品中细菌总
RUT

%用
fJI/8

'$!

"

X503!1

"

U53#

阮志强等!槟榔贮藏及加工过程中细菌群落结构变化



'3$

荧光定量仪检测
RUT

浓度%

"̂

琼脂糖凝胶电泳检测

RUT

完整性%于
N'$i

贮藏备用&选用
"%M=RUTX!

%

X&

区通用引物
!&"F,#$*V

进行扩增&

!

"

#初次
ODV

扩增反应体系为
*$

&

Q

"

"$lODV

YJ>><=*

&

Q

%

GUKO

!

"$--50

(

Q<.49

#

$3*

&

Q

%

\<75-/4

RUT"$7

?

%

Y.=,ODV

;

=/-<=F

!

*$

&

-50

(

Q

#

$3*

&

Q

%

O=/-<=V

!

*$

&

-50

(

Q

#

$3*

&

Q

%

O0.78/J- K.

2

!

*`

(

&

Q

#

$3*

&

Q

%

GGP

'

E

补齐至
*$

&

Q

&

ODV

反应程序"

)*i

预变

性
!$:

$

)*i

变性
"*:

%

**i

退火
"*:

%

1'i

延伸
!$:

$

*

个循环%最终
1'i

延伸
*-/7

&

!

'

#初次
ODV

结束后进行第二轮扩增%第二轮扩增

体系为
*$

&

Q

"

"$l ODVYJ>><=*

&

Q

%

GUKO

!

"$--50

(

Q

<.49

#

$3*

&

Q

%

RUT'$7

?

%

O=/-<=F

!

*$

&

-50

(

Q

#

$3*

&

Q

%

O=/-<=V

!

*$

&

-50

(

Q

#

$3*

&

Q

%

O0.78/J- K.

2

!

*`

(

&

Q

#

$3*

&

Q

%

GGP

'

E

补齐至
*$

&

Q

&

ODV

反应程序与初次相

同&

ODV

结束后%将产物于
"̂

琼脂糖凝胶上电泳%

+Y

染

色%在凝胶成像系统下观察&

"3!3&

!

高通量测序
!

采用
RUT

回收试剂盒对
ODV

扩增

产物进行切胶回收%利用
fJI/8'3$

荧光定量仪对回收的

RUT

进行精确定量&根据获得的
RUT

浓度%将所有样

品按质量比
"b"

进行混合%混合后的样品寄往上海生工

进行测序%测序平台为
600J-/7.C/M<

2

平台&

"3!3*

!

测序结果预处理
!

通过
F0.:9

软件融合双末端序

列%使其形成一条序列%根据各样品的
I.=45G<

序列使数

据回归样品&通过
O=/7:<

2

软件对各样品序列进行质量

控制!

fD

#%去除引物序列*短片段*低复杂度序列和低质

量序列,

'"

-

&利用
4̀9/-<

和
;

=<340J:8<=

软件去除嵌合体

及靶区域外序列以获得最终可用于分析的序列,

''

-

&

"3!3%

!

生物信息分析
!

利用
J40J:8

软件!

J40J:8@"3"3*1)

#

以
)1̂

的相似性为阈值对序列进行
EK̀

聚类&根据样

品的
EK̀

及序列关系%采用
-589J=

软件,

'!

-对样品进行

T0

;

9.

多样性分析%计算各物种多样性指数%衡量样本物

种多样性&采用
VRO40.::/>/<=

软件,

'&

-将序列进行物种

分类%

VRO40.::/>/<=

参数"

,>.00=.7B,

2

/7

;

J8,

?

"%:,5=G

;

1

5J8

%分类阈值默认为
$3#

&

"3!31

!

数据分析
!

采用
+L4<0

软件对数据进行处理%

E=/

?

/7'$'"

软件绘图$所有样品均采用
!

平行样分析%测

序结果取均值用于后续绘图&

'

!

结果与讨论
'3"

!

槟榔加工过程中关键工序样品细菌总数及水分含量

变化

!!

由图
"

和图
'

可知%整个贮藏及加工过程中%槟榔样

品的细菌总数在数量级上的差异较小&槟榔原籽贮藏

"

年后%细菌总数从
"3*l"$

&

DF̀

(

?

降至
13"l"$

!

DF̀

(

?

%

水分含量从
"#3!'̂

降至
"$3*$̂

&加工过程中%槟榔原

籽经一系列工序加工后%成品样品中细菌总数为
#31l

"$

'

DF̀

(

?

%达到产品出厂前的标准要求
*3$l"$

!

DF̀

(

?

%

水分含量为
'13'!̂

&加工过程中出现细菌总数升高的

是煮籽到闷香的中间阶段%包括发制*烤籽和闷香等工

序%这是由于发制与闷香是槟榔加工中入味及定香的工

序%一般在密闭的罐内进行%此时样品的水分含量达到了

最大值%为
!$3!*̂

%较为适合微生物的生长&加工过程

中多项工序的细菌总数与出厂标准相差不大%多依赖于

晾籽工序中的食用酒精处理和紫外照射等消毒杀菌措施

使成品达到产品的出厂标准%但这两种处理方式会出现

不均匀的情况%影响成品的细菌总数稳定达标&

'3'

!

测序数据处理与分析

将待测序样品添加
I.=45G<

序列作为测序标签后进

行样品建库与测序%测序结束后%根据
I.=45G<

序列对获

得的测序序列进行区分%其中质控后
YQ"

样品获得序列

数为
%'&1$

%

YQ'

样品获得序列数为
!%%'&

%

YQ'

*

YQ!

和

YQ&

样品获得的序列数较为接近%分别为
"#)#$

%

"*)&$

%

")*""

%

YQ%

样品获得序列数为
!*)"*

%

DO1

样品获得序

图
"

!

槟榔加工过程中关键工序样品细菌总数变化

F/

?

J=<"

!

D9.7

?

<:/789<858.07J-I<=5>I.48<=/./789<

B<

H

:.-

;

0<:GJ=/7

?

I<8<07J8

;

=54<::/7

?

图
'

!

槟榔加工过程中关键工序样品水分含量变化

F/

?

J=<'

!

D9.7

?

<:5>89<-5/:8J=<4578<78/789<B<

H

:.-

;

0<:GJ=/7

?

I<8<07J8

;

=54<::/7

?
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列数为
"$&%*

&完成质控处理后%通过
4̀9/-<

和
;

=<3

40J:8<=

软件去除嵌合体及靶区域外序列%各样本处理后

统计结果如表
"

所示&其中
YQ"

%

YQ%

样品最终获得可

用于分析的序列数均在
"$$$$

以上%满足基本分析要求%

DO1

样品最终获得可用于分析的序列数为
)&&&

%序列数

较少%最终分析结果可能会有误差&经最后处理后样品

的序列分布如图
!

所示&由图
!

可知%大部分序列长度

分布在
&'"

%

&&$I

;

%符合
"%M=RUT

高通量测序
X!

%

X&

区的要求和标准&

表
"

!

各样本数据信息统计

K.I0<"

!

M8.8/:8/4:5>:.-

;

0<G.8.

样品
fD

序

列数

fD

序列

平均长度

靶区域外

序列数
嵌合体数

处理后

序列数

YQ" %'&1$ &'*3# % '"1$ %$')&

YQ' !%%'& &"#3! % '$!# !&*#$

YQ! "#)#$ &'*3' ! ')1 "#%#$

YQ& "*)&$ &'!3# $ 1$! "*'!1

YQ* ")*"" &''3# "$ &$! ")$)#

YQ% !*)"* &''3% 1 "1#* !&"'!

DO1 "$&%* &'&3' '$ "$$" )&&&

图
!

!

有效序列长度分布图

F/

?

J=<!

!

T@./0.I0<:<

2

J<74<:0<7

?

89G/:8=/IJ8/57

'3!

!

高通量测序数据统计分析

'3!3"

!

EK̀

统计分类
!

将多条序列按其序列间的距离

进行聚类%根据序列之间的相似性作为阈值分为操作分

类单元!

EK̀

#%阈值的序列相似性为
)1̂

&通过
J40J:8

软件对
1

个样品的序列进行聚类!见表
'

#%共获得

%&&1

个
EK̀

%其中获得
EK̀

数量最多的是
YQ'

样品%

为
!$'#

个%获得
EK̀

数 量 最 小 的 是
DO1

样 品%为

*$*

个&

为验证
EK̀

分类能否真实反映样品中微生物的群

落多样性%对各样品采用
D5@<=.

?

<

及丰富度指数进行评

估&由表
'

可知%

D5@<=.

?

<

值最大的是
YQ%

样品%为

$3)11"

%

D5@<=.

?

<

值最小的是
YQ&

样品%为
$3)*$!

%

1

个

样品的
D5@<=.

?

<

值均在
$3)*

以上%表明此次测序结果基

本可以代表样本中微生物的真实情况&

!!

由图
&

可知%

YQ"

*

YQ'

和
YQ%

样品的稀释性曲线均趋

于相对平稳%而
YQ!

*

YQ&

*

YQ*

和
DO1

样品的稀释性曲线

还有较大增长的可能性%表示增大测序深度可以获得更多

的
EK̀

%但是结合样品的
D5@<=.

?

<

值来看%此次测序结果

已覆盖到样本中绝大多数微生物%故
1

个样品的
EK̀

分

类基本能够真实反映样品中微生物的群落多样性&

'3!3'

!

细菌菌群
T0

;

9.

多样性分析
!

由表
'

可知%

YQ"

样品的香农指数为
'3#!"%

*辛普森指数为
$3!'*1

%

YQ'

样品的香农指数为
*3*"!%

*辛普森指数为
$3$!')

%说明

YQ"

样品的细菌群落物种多样性低于
YQ'

样品&

YQ"

样

品的
D9.5"

指数为
*#"$3$"

*

TD+

指数为
)&))3'%

%远高

于
YQ'

样品的
D9.5"

指数 !

!1!!3&1

#和
TD+

指数

!

!1&#3)*

#%说明
YQ"

样品的细菌群落物种丰富度高于

YQ'

样品&结合
'

个样品的物种多样性和丰富度来看%

YQ"

样品具有更高的物种丰富度%但是物种多样性低于

YQ'

样品%说明槟榔原籽在贮藏前后所含细菌的丰富度

逐渐降低%但是物种多样性逐渐升高&在各生产工序样

品中%

YQ!

样品的物种多样性最低%物种丰富度也处于较

低水平%说明煮籽工序具有较好的杀菌作用%能降低样品

中细菌数量$

YQ&

样品的物种多样性最高%物种丰富度也

表
'

!

样品的
EK̀

数量及
T0

;

9.

多样性

K.I0<'

!

EK̀ 7J-I<=.7G.0

;

9.G/@<=:/8

H

5>:.-

;

0<:

样品
EK̀

数
D5@<=.

?

< M9.7757

指数
TD+

指数
D9.5"

指数
M/-

;

:57

指数

YQ" '%'# $3)1!% '3#!"% )&))3'% *#"$3$" $3!'*1

YQ' !$'# $3)1!) *3*"!% !1&#3)* !1!!3&1 $3$!')

YQ! ""%1 $3)%"& '3&!1' &'$$3#! '&"&3#) $3!$'"

YQ& "'!* $3)*$! !3%$$# &*&'3&1 ')!'3%* $3"!"%

YQ* "''' $3)%!! !3&#") !%))3%1 '&&#31* $3""%#

YQ% "!1$ $3)11" !3&!"* &*)%3*) '#&#3*) $3"$)"

DO1 *$* $3)1$$ '3)1*1 "%$"3!! ""1$3$* $3"&)"

)$!

"

X503!1

"

U53#

阮志强等!槟榔贮藏及加工过程中细菌群落结构变化



图
&

!

样品丰度稀释性曲线

F/

?

J=<&

!

V/497<::=.=<>.48/575>:.-

;

0<

处于较高水平%结合细菌总数检测数据%说明在煮籽后至

闷香结束的过程中温度*水分等环境条件适宜细菌的生

长$

YQ*

*

YQ%

样品的物种多样性和物种丰富度较
YQ&

样

品均有所降低%这是由于压籽到切籽工序样品水分蒸发%

含水量下降导致部分细菌死亡$

DO1

样品的物种丰富度

降至最低%但其物种多样性仍维持在较高水平%是因为晾

籽工序进一步降低了样品水分%加上晾籽过程中采用食

用酒精消毒处理和紫外线照射%使细菌总数进一步降低%

但由于槟榔加工为固体物料的半连续化加工%所有工序

受到环境因素的影响较大%致使成品!

DO1

#的细菌多样性

在
1

个样品中依然维持较高水平&

'3&

!

槟榔贮藏前后及加工过程中细菌群落结构变化

在)科+的分类水平上%

1

个样品共获得
'!)

个细菌科%

单个样品获得的细菌科数量依次为
"%*

%

'$1

%

"&%

%

"*!

%

"!1

%

"&$

%

1*

&

1

个样品的物种丰度图如图
*

所示%其中槟榔原

籽新籽
YQ"

样品的优势细菌为芽胞杆菌科!

E&<.77&<3&3

"

#%占比
1'3)"̂

%其次是假单胞菌科!

1@3):656/&:&<3&3

#

占比
""3'#̂

%丛 毛 单 胞 菌 科 !

*65&56/&:&<3&3

#占 比

)3&!̂

%

J740.::/>/<G

细菌占
"3$"̂

%其余占比均低于
"̂

&

而槟榔原籽老籽
YQ'

样品的物种含量则更加均一%其中以

1@3):656/&:&<3&3

占 比 最 高%为
'131̂

%其 次 为
*6'

5&56/&:&<3&3

占比
"131%̂

%

J740.::/>/<G

序列占比
1̂

%其

他细菌如疣微菌科!

P3>>)<65.<>6O.&<3&3

#*紫单胞菌科

!

16>

H

4

(

>656/&:&<3&3

#*黄单胞菌科!

K&/?4656/&:&<3&3

#

等
"$

个科占比
&

"̂

&通过对比可知%两种槟榔原籽在

)科+的分类水平上存在较大差异%经贮藏后老籽细菌的相

对丰度更为均衡%所以物种的多样性明显升高&而在各加

工工序样中%

YQ!

样品的明串珠菌科!

J3)<6/6@?6<&<3&3

#和

E&<.77&<3&3"

占主要地位%占比分别为
&13$"̂

%

!!3*"̂

$

YQ&

%

DO1

样 品 中 优 势 菌 群 较 为 相 似%均 为

*65&56/&:&<3&3

和
1@3):656/&:&<3&3

%综 合 占 比 均 在

1$̂

以上&此外%黄杆菌科!

97&B6O&<?3>.&<3&3

#在加工过程

中含量逐渐递增%在
DO1

样品中占比
"&31"̂

&

图
*

!

槟榔加工过程中关键工序样品科水平物种丰度图

F/

?

J=<*

!

M

;

<4/<:=/497<::.8>.-/0

H

0<@<05>89<B<

H

:.-

;

0<:GJ=/7

?

I<8<07J8

;

=54<::/7

?

!!

在)属+的分类水平上%

1

个样品共获得
1)$

个细菌

属%单个样品获得的细菌属数量依次为
&*#

%

*1)

%

!&!

%

!*!

%

!*!

%

!&$

%

"!!

&

1

个样品的物种丰度图如图
%

所示%

YQ"

样 品 中 以 芽 胞 杆 菌 属 !

E&<.77)@

#*假 单 胞 菌 属

!

1@3):656/&@

#及氢噬胞菌属!

+

(

:>6

0

3/6

H

4&

0

&

#为主要

污染细菌%分别占比
1'3)$̂

%

""3'"̂

%

)3'!̂

&其他细菌

如嗜热厌氧杆菌属!

R43>56&/&3>6O&<?3>.)5

#*短波单胞

菌属!

E>3B)/:.56/&@

#与沙雷氏菌属!

;3>>&?.&

#等也有少

量存在%占比均
#

"̂

&

YQ'

样品中%

1@3):656/&@

与

+

(

:>6

0

3/6

H

4&

0

&

占比分别为
'13&$̂

%

"%3%"̂

%在
YQ"

样品中占比较高的
E&<.77)@

在老籽中仅占
$3*)̂

&此

外%在
YQ"

样品中含量较低的菌如艾克曼菌属!

"WW3>'

5&/@.&

#*寡养单胞菌属!

;?3/6?>6

H

4656/&@

#与
R43>56'

&/&3>6O&<?3>.)5

等%贮藏
"

年后在
YQ'

样品中占比均有

所提升%分别为
%3'&̂

%

'3'!̂

%

'3"'̂

&而在各加工工序

样中%

YQ!

样品的明串珠菌属!

J3)<6/6@?6<

#和
E&<.77)@

占主要地位%占比分别为
&13$"̂

%

!!3*̂

$

YQ&

%

DO1

样

品中均为
+

(

:>6

0

3/6

H

4&

0

&

和
1@3):656/&@

%综合占比

均在
1$̂

以上&根据污染细菌群落结构及细菌的生活习

图
%

!

槟榔加工过程中关键工序样品属水平物种丰度图

F/

?

J=<%

!

M

;

<4/<:=/497<::.8

?

<7J:0<@<05>89<B<

H

:.-

;

0<:GJ=/7

?

I<8<07J8

;

=54<::/7

?
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性分析%

1@3):656/&@

*

E&<.77)@

和
+

(

:>6

0

3/6

H

4&

0

&

应

属于槟榔内生菌,

'*

-

%对于不耐热的革兰氏阴性菌%如

+

(

:>6

0

3/6

H

4&

0

&

和
1@3):656/&@

%煮籽工序可以将其有

效杀死$而耐热的革兰氏阳性菌
E&<.77)@

则很难用单纯

的煮籽工序将其杀死%需选择其他抑菌杀菌工艺&随着

工序的进行%金黄杆菌属!

*4>

(

@36O&<?3>.)5

#逐渐增加%

在
DO1

样品中占比
"&3%&̂

&

*4>

(

@36O&<?3>.)5

为革兰

氏阴性菌%广泛存在土壤*水*植物等自然环境及医院环

境中%为条件致病菌%可能是在发制入味工序中由环境带

入%此外发制及闷香工序的环境条件有利于此菌繁殖%从

而导致其数量增殖,

'%

-

&

'3*

!

槟榔加工过程中各工序污染细菌属数量变化

槟榔加工过程中的污染细菌主要来源于两个方面%

一方面为槟榔成果时的内生菌,

'1

-

%另一方面为贮藏及加

工各工序的污染菌&在属水平对相邻工序样品共有细菌

属*消亡细菌属及新增细菌属进行分析%可以反映槟榔加

工过程中两相邻工序间细菌菌属的消长&由图
1

可知%

每两相邻工序均有新增细菌属%说明槟榔加工过程的每

个工序样品都会受到来自环境的微生物污染$除
YQ%

与

DO1

样品外%每相邻两工序中共有细菌属数量均比消亡

细菌属及新增细菌属数量多%说明槟榔加工过程中%每个

关键工序的污染细菌多数由上一工序传递而来$原籽新

籽!

YQ"

#贮藏
"

年后成为老籽!

YQ'

#是新增细菌属最多

的过程%达
''1

个属%说明在原籽贮藏过程中受到环境污

染较大%促进了新增细菌属的数量%需对贮藏环境进行消

杀%减少贮藏过程中的细菌污染$煮籽!

YQ!

#到闷香

!

YQ&

#中新增细菌属数量居次%为
"'%

个属%结合细菌总

横坐标为贮藏前后或加工过程中的两相邻工序样品$消亡细菌属

数为两相邻工序样品中下游工序样品相对上游工序样品消亡的

细菌属数量$共有细菌属数为两相邻工序样品共有的细菌属数$

新增细菌属数为两相邻工序样品中下游工序样品相对上游工序

样品新增的细菌属数量

图
1

!

槟榔测序样品相邻工序细菌属数量变化

F/

?

J=<1

!

D9.7

?

<:/789<7J-I<=5>I.48<=/.0

?

<7<=./7

.G

d

.4<78:8<

;

:5>I<8<07J8

;

=54<::/7

?

数的变化!图
"

#及样品水分含量变化!图
'

#%可以发现这

一工序样品细菌总数及样品含水量均为加工过程中的最

大%说明槟榔加工中的闷香!含前序的发制#由于温度及

水分含量适宜%成为细菌从数量到种类上的增殖阶段%为

后续工序减菌带来困难%需重点关注$切籽!

YQ%

#到成品

!

DO1

#中消亡细菌属数量最多%为
''1

个属%切籽!含去

核*点卤#后*成品包装前%槟榔企业一般会进行晾籽及一

些表面杀菌处理%随着水分含量的下降及表面杀菌处理%

成品中由上一工序带来的细菌出现较大幅度的消亡%也

是槟榔加工工序中最后一道可以进行有效减菌的工序$

新籽!

YQ"

#到煮籽!

YQ!

#工序细菌消亡属的数量位居其

次%为
'"%

个属%煮籽工序是槟榔加工中唯一的一个热加

工工序%后续工序处于对槟榔风味的保持%无法再采用热

加工工序%因此%煮籽对于细菌的防控具有一定作用&综

上%槟榔加工过程中细菌污染的防控重点应为控制好槟

榔发制闷香中的细菌增殖*各工序中的环境污染*用好煮

籽工序及成品前工序的减菌措施&

!

!

结论
采用

600J-/7.C/:<

2

高通量测序技术对槟榔原籽贮

藏和加工过程中细菌多样性和群落结构进行分析&结果

表明%槟榔原籽在贮藏过程中%新籽的物种丰富度高于老

籽%而老籽拥有更高的物种多样性&

1

个关键工序样品共

检出
'!)

个科%

1)$

个属%其中
E&<.77)@

*

1@3):656/&@

和

+

(

:>6

0

3/6

H

4&

0

&

为优势菌属&通过对关键工序样品的

细菌总数*水分含量及细菌属数量进行分析%发现槟榔成

果时带来的内生菌属于槟榔比较主要的细菌来源$加工

过程中每个工序样品都会受到环境中细菌的污染$新籽贮

藏为老籽*煮籽到闷香的工序中新增细菌属数量较多%属

于重点防控环节$切籽到成品*新籽到煮籽工序新增细菌

属数量较少%属于合适的减菌环节&槟榔鲜果成果时的内

生菌在槟榔加工过程中仍占据一定比例%这对槟榔产品的

细菌指标有较大影响%如何降低槟榔鲜果的内生菌并保持

生产环境的洁净将是今后槟榔加工细菌防控的重点&
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食品加工工业实现全自动化发展不仅是实现企业经济效

益提升的关键路径%而且也是现代食品加工工业发展的

重要趋势&基于经济全球化发展背景%人们对于食品的

需求也在不断地发生变化%所以食品加工企业只有不断

地创新与优化食品加工机械与设备%才能在保证食品安

全与质量的前提下为人们提供丰富优质的食品&因此%

结合该书中的相关论述%食品加工中常用机械设备的设

计必须满足以下要求"

"

食品生产过程中在达到最大效

率的基础上%要注重优化加工机械与设备%使之能够有效

地降低生产原材料的浪费与损耗%但是必须保证不能影

响食品成品后的化学成分以及生物学特性$

#

为了食品

加工过程中避免外界因素或者有害物质的影响%食品机

械设备在设计时要考虑其使用材料的耐磨性%进而保证

食品加工安全性的同时增加机械设备的使用寿命$

$

食

品加工中常用机械设备在日常生产加工过程中需要进行

定期的保养*清洁%在设计时要考虑机械设备维修*保养*

清洁的便捷性%所以食品机械设备往往是由单个或者简

单的连接方式的部件和组合件构成$

)

食品加工生产中%

食品的质量与安全始终是食品生产的核心%所以针对机

械设备等零件材料的选择%首先要满足其符合食品加工

生产的相关规定%避免存在对人体有害的物质$其次%要

保证食品物料与食品机械表面黏合力较小%在最后加工

环节要选择合理的工艺来满足食品机械设备的工作

要求&

!

!

逻辑严谨"内容清晰
该书在对食品加工中常用机械与设备的基本工作原

理与特性的论述基础上%不仅对相关的机械设备设计要

求与理念进行了详细论述%而且还针对当前时代发展提

出了食品加工中常用机械设备制造的优化与完善的建

议&通过前文的论述可以清晰地了解到食品加工机械设

备的制造除了要满足上述的设计与制造要求外%还应该

考虑到随着食品种类的多样化发展%导致食品加工生产

过程中的影响因素越来越多%其中主要的影响因素为湿

度*温度*酸碱腐蚀因素等方面的影响%而且还要考虑实

际生产过程中各个部件或者生产物料之间的摩擦而增加

机械设备的磨损等%这些因素必须在设计制造和选购食

品加工机械和设备时考虑%也是要必须给予特别注意的&

此外%在食品机械和设备制造时%要特别注重机械设备与

食品物料直接接触部位材料的选择%一般必须满足下面

条件"

"

材料的选择必须选择符合国家相关规定&这样

可以有效避免机械设备中的某些元素在食品生产过程中

与食品物料之间发生化学反应而产生对人体健康有害的

物质&

#

要注重考虑食品加工机械设备材料的耐腐蚀

性&耐腐蚀性是食品加工机械设备选用材料的重要标准

之一%因为在食品生产过程中如果机械设备中出现锈蚀

情况%锈蚀所产生的各种微量元素如果在食品加工过程

中与食品物料混合在一起%极容易产生物理反应与化学

反应%不仅会影响食品成品的食用口感*营养成分等%还

会导致食品质量问题%对人体健康造成损害%有的甚至还

会危及人的生命安全&所以%在食品机械设备设计以及

制造过程中%必须考虑耐腐蚀性因素%通过在设计与制造

阶段合理地选择耐腐蚀性的材料来有效提升机械设备与

食品物料接触面的耐腐性%为食品安全提供必要的基础

保障&实际食品生产过程中%由于不同食品物料中含有

的元素也会导致食品机械设备出现腐蚀的情况%而这种

情况不会引起食品物料的物理反应与化学反应%不会对

食品口感*外观*品质等造成影响%可以有效减少食品安

全问题的发生&因此%随着现代食品日益多样化*丰富化

发展%不仅要注重食品机械设备的维护与保护%而且还要

注重对机械设备的优化与完善%这样才能切实地推动食

品加工工业的稳定有序发展%在保证为社会民众提供更

加优质*安全*健康的食品供应的前提下%实现食品加工

企业生产效率与经济效益的全面提升&

综上%民以食为天%自古以来食品的生产与安全得到

了广泛的关注与重视%所以注重食品加工中常用机械设

备的基本工作原理与特性的研究%深入地探究食品机械

设备的内部构造*影响因素等%进而有针对地进行不断优

化与完善%一方面可以有效地推动食品加工工业的全面

发展%另一方面还可以为食品的质量与安全提供重要的

基础保障&.食品机械与设备/一书针对食品机械与设备

进行了详细的研究与论述%该书结构分明*逻辑性*指导

性较强%不仅可以为相关从业者提供重要的参考%对于现

代食品加工中常用机械设备的优化与完善有着重要的指

导价值%同时还可以作为高等教育特色专业教材使用&

!!
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