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摘 　 要:目的 　 比较快速霉菌酵母测试片(RYM)法和 GB
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霉菌和酵母计数》方法(以下简称国标法)测定 3 种类型食品样品中霉菌计数的一致性。 方法 　 选取 90 份糕点、面

包、饼干样品,30 份含乳饮料、植物蛋白饮料、固体饮料样品,30 份保健食品样品并对 3 种类型食品样品进行人工

污染得到的人工污染样品,利用 RYM 法和国标法进行霉菌计数的测定,检测结果通过配对资料 t 检验以及对数值

差值绝对值( | dlog | )汇总分析进行统计。 结果 　 两种方法对 3 种类型食品样品以及人工污染样品检测结果在统计

学意义上无显著性差异(P>0. 05); | dlog | ≤0. 50 占比均为 100. 0%,表明两种方法的检测结果一致性较好。 结论 　

RYM 法和国标法对 3 种类型的食品样品及其人工污染样品中霉菌计数的检测结果一致性较好。
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Abstract:
  

Objective　 The
 

rapid
 

yeast
 

and
 

mold
 

count
 

plate
 

( RYM)
 

method
  

and
 

the
 

national
 

standard
 

( GB
 

4789. 15-
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2016)
 

method
  

were
 

compared
 

for
 

the
 

consistency
 

in
 

three
 

types
 

of
 

food
 

detection.
 

Methods　 90
 

pastry,
 

bread
 

and
 

biscuits
 

samples,
 

30
 

milk
 

beverage,
 

vegetable
 

protein
 

beverage
 

and
 

solid
 

drink
 

samples,
 

30
 

health
 

foods
 

samples,
 

three
 

types
 

of
 

artificially
 

contaminated
 

food
 

samples
 

were
 

detected
 

by
 

the
 

RYM
 

method
  

and
 

the
 

GB
 

method,
 

then
 

the
 

data
 

of
 

the
 

two
 

method
  

were
 

analyzed
 

by
 

the
 

paired
 

t
 

test
 

and
 

the
 

log
 

difference
 

( | dlog | ) .
 

Results 　 The
 

statistics
 

were
 

made
 

for
 

the
 

data
 

of
 

three
 

types
 

of
 

food
 

samples
 

and
 

three
 

types
 

of
 

artificially
 

contaminated
 

food
 

samples.
 

The
 

paired
 

t
 

test
 

gave
 

P>0. 05,
 

and
 

the
 

ratio
 

of
 

| dlog | ≤0. 50
 

were
 

100. 0% .
 

There
 

was
 

no
 

significant
 

difference
 

between
 

the
 

result
  

of
 

the
 

two
 

method.
 

Conclusion　 There
 

is
 

no
 

significant
 

difference
 

between
 

the
 

results
  

of
 

the
 

RYM
 

method
  

and
 

the
 

GB
 

method
  

in
 

detecting
 

three
 

types
 

of
 

food
 

samples
 

and
 

three
 

types
 

of
 

artificially
 

contaminated
 

food
 

samples.
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　 　 霉菌广泛分布于自然界,是一种常见的真核微

生物, 可 以 形 成 各 种 微 小 的 孢 子, 极 易 污 染 食

物 [ 1-2] 。 霉菌的污染会导致食品营养价值下降、腐

败变质,有些霉菌能够合成霉菌毒素,是一种有毒

的代谢产物,会引起人体各种急性和慢性中毒,有

些甚至具有强烈的致癌性 [ 3-5] ,因此,对食品中霉菌

的检测与控制是十分必要的。
糕点、面包、饼干、含乳饮料、植物蛋白饮料和

固体饮料及功能食品 3 种类型食品是现代人们日常

生活需求日益增长的消费品,均含有碳水化合物和

蛋白质等丰富的营养物质,非常利于霉菌的生长繁

殖,因 此 在 流 通 和 储 存 过 程 中 也 极 易 变 质。 GB
 

7099—2015《食品安全国家标准
 

糕点、面包》 [ 6] 、GB
 

7101—2015《食品安全国家标准
 

饮料》 [ 7] 中明确规

定了霉菌的限量指标,GB
 

16740—2014 《 食品安全

国家标准
 

保健食品》 [ 8] 中明确规定了霉菌和酵母菌

的限量指标。 目前国内外对霉菌的检查方法主要

有平板计数法、显色培养基计数法、WKJ-Ⅱ型微生

物快速 检 测 系 统、 流 式 细 胞 仪 计 数 法 和 测 试 片

法 [ 9] 。 其中,测试片法是一项微生物快速的检测方

法,该方法操作简便,检测周期短,极大地提高了检

测效率。
对于酵母菌的检测使用国标方法和测试片法

培养时间区别较小,测试片法对霉菌的检测效率有

明显提升,国内外因食品中霉菌污染而产生的安全

问题较为多发 [ 10] ,本试验主要对快速霉菌酵母测试

片法(以下简称 RYM 法) 和 GB
 

4789. 15—2016《食

品安全国家标准
 

食品微生物学检验
 

霉菌和酵母计

数》 [ 11] (以下简称国标法) 中平板计数法测定糕点、
面包、饼干、含乳饮料、植物蛋白饮料和固体饮料及

功能食品中霉菌计数进行一致性分析。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 样品来源

选取不同品牌和口味的糕点、面包、饼干样品

各 30 份,共计 90 份,均购自超市;含乳饮料、植物

蛋白饮料、固体饮料样品各 10 份,共计 30 份,均

购自超市;保健食品样品 30 份,其中 26 份样品由

保健食品厂家提供,2 份样品购自超市,2 份样品

购自网上商城。
1. 1. 2　 标准菌株

多种测试食品样品在制作过程中会使用酵母,
GB

 

7099—2015[ 6] 中只规定了霉菌限量,因此本试

验仅选取霉菌标准菌株进行人工污染,根据王伟

等 [ 12] 对于 RYM 法和国标法测定 93 株霉菌和酵母

菌标准菌株及野生菌株计数结果的一致性分析,选
取其中 8 株对 RYM 法和国标法霉菌和酵母菌计数

结果无显著性差异的霉菌标准菌株用于制备人工

污染样品,具体信息见表 1。

表 1　 霉菌标准菌株信息

Table
 

1　 Basic
 

information
 

of
 

mold
 

strains
菌株编号 菌株名称 拉丁文名称 菌株来源

CICC
 

4034 岛青霉 Penicillium
 

islandicum 中国工业微生物菌种保藏管理中心

CGMCC
 

3. 4598 禾谷镰孢菌 Fusarium
 

graminearum 中国普通微生物菌种保藏管理中心

ATCC
 

37119 茄镰孢菌 Fusarium
 

solani 中国农业微生物菌种保藏管理中心

ATCC
 

16888 黑曲霉 Aspergillus
 

niger 美国菌种保藏中心

CGMCC
 

3. 4600 雪腐镰刀菌 Fusarium
 

nivale 中国普通微生物菌种保藏管理中心

ATCC
 

30469 构巢曲霉 Aspergillus
 

nidulans 中国农业微生物菌种保藏管理中心

CGMCC
 

3. 4759 串珠镰刀菌 Fusarium
 

moniliforme 中国普通微生物菌种保藏管理中心

ATCC
 

32409 荨麻青霉 Penicillium
 

urticae 中国农业微生物菌种保藏管理中心

1. 1. 3　 主要仪器与试剂

生物安全柜、恒温生化培养箱、混匀仪、电子分

析天平。 PetrifilmTM
 

RYM(3M 中国有限公司) 、孟加

拉红培养基(北京陆桥技术有限公司) 。
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1. 2　 方法

1. 2. 1　 样品的制备

自然 样 品: 称 取 25
 

g ( mL ) 样 品 放 入 盛 有

225
 

mL 稀释液的无菌三角烧瓶内,混匀 2
 

min,制成

1 ∶10 的样品匀液(自然样品编号:1-1 ~ 150-1) 。
人工污染样品:用接种针挑取一定量的霉菌标

准菌株于稀释液中,充分混匀,配置成一定浓度的

菌悬液,向样品匀液中添加菌悬液,混匀 2
 

min,制成

最终浓度为 102 ~ 105
 

CFU / mL 的人工污染样品(人

工污染样品编号:1-2 ~ 150-2) 。
1. 2. 2　 霉菌计数

1. 2. 2. 1　 国标法的操作步骤 [ 12]

稀释与接种:取 1. 2. 1 中制备的样品匀液,严格

按照 1 ∶10 倍比稀释,根据对样品污染状况的估计,
选择适宜的 2 ~ 3 个连续稀释度的样品匀液,在进行

倍比稀释的同时,每个稀释度分别取 1
 

mL 样品匀液

于 2 个无菌平皿内。 将 20 ~ 25
 

mL 冷却至 46
 

℃ 的

孟加拉红琼脂倾注平皿,并转动平皿使其混合均

匀,置水平台面待培养基完全凝固。
培养:琼脂凝固后,正置平板,置( 28 ± 1)

 

℃ 培

养箱中培养,观察并记录培养至第 5 天的结果。
判读与计数:计算同一稀释度的两个平板菌落

数的平均值,再将平均值乘以相应稀释倍数。 平板

菌落数的选取依据国标法第一法执行。
1. 2. 2. 2　 RYM 法的操作步骤 [ 13]

稀释与接种:取 1. 2. 1 中制备的样品匀液,严格

按照 1 ∶10 倍比稀释,根据对样品污染状况的估计,
选择适宜的 2 ~ 3 个连续稀释度,每个稀释度接种 2
张 RYM 测试片,将测试片置于平坦试验台面,揭开

层膜,使用移液器将 1
 

mL 样品匀液垂直滴在测试片

的中央,允许上层膜直接落下,但切勿上下滚动上

层膜。 手拿压板横杆,将压板放置在上层膜中央

处,平稳地压下,使样品匀液覆盖于圆形的培养面

积上,切勿扭转压板。 拿起压板,静置至少 1
 

min 以

使培养基凝固。
培养:将测试片的透明面朝上置于培养箱内,

堆叠片数不超过 20 片。 培养温度为 28
 

℃ ,培养时

间(48±2)
 

h。
判读与计数:选取菌落数在 15 ~ 150

 

CFU 之间

的测试片计数,将颜色随着时间的延长为蓝绿色不

等、中心深暗、边缘扩散的大型扁平菌落计为霉菌。
每个稀释度的菌落数应采用 2 张测试片的平均数。
1. 2. 3　 数据分析

在统计分析之前,将检测结果进行对数值转

换,对检测结果的 dlog 值进行正态检验。 采用 2 种

统计 方 式: 配 对 资 料 t 检 验 以 及 | dlog | 汇 总 分

析 [ 14-15] ,通过配对资料 t 检验来评价两种方法检测

结果之间是否有显著性差异;通过对 | dlog | 的分析,
采用国际通用的经验值 0. 25,分别计数 | dlog | ≤
0. 25、0. 25< | dlog | ≤0. 50、 | dlog | >0. 50 的结果个数

占所有结果个数的百分比,评价两种方法检测结果

的一致性。

2　 结果

2. 1　 面包、糕点、饼干样品霉菌计数检测结果

采用国标法和 RYM 法检测 90 份面包、糕点、饼
干样品,90 份样品中有 87 份样品的霉菌计数结果

均为<10
 

CFU / g( 见表 2) ,对检测结果的 dlog 值进

行正态检验,结果表明 dlog 值服从正态分布,检测

结果在统计学意义上无显著性差异( t = 1. 219
 

7,P>
0. 05) ;90 组检测结果中 | dlog | ≤0. 25 的结果占比

为 98. 9% ( 89 / 90 ) , 0. 25 < | dlog | ≤ 0. 50 占 比 为

1. 1%(1 / 90) , | dlog | >0. 50 占比为 0. 0%(0 / 90) 。

表 2　 糕点、面包、饼干样品的霉菌计数检测结果(n = 90)

Table
 

2　 Enumeration
 

results
 

of
 

moulds
 

for
 

pastry,
 

bread
 

and
 

biscuits
 

samples

样品编号
计数结果 / ( CFU / g)
RYM 法 国标法

结果数
占比
/ %

1-1 ~ 20-1,23-1 ~ 42-1,
44-1 ~ 90-1

<10∗ <10 87 96. 7

21-1 1
 

500 1
 

400 1 1. 1
22-1 25 35 1 1. 1
43-1 <10 25 1 1. 1
注:∗ 代表计数结果<10 的数据,在进行统计检验时,统一按数值 10
取对数进行统计

2. 2　 含乳饮料、植物蛋白饮料、固体饮料样品霉菌

计数检测结果

采用国标法和 RYM 法检测 30 份含乳饮料、植
物蛋 白 饮 料、 固 体 饮 料 样 品, 检 测 结 果 均 小 于

10
 

CFU / g 或 10
 

CFU / mL, | dlog | ≤ 0. 25 占 比 为

100. 0%(30 / 30) 。
2. 3　 保健食品样品霉菌计数检测结果

采用国标法和 RYM 法检测 30 份保健食品样品

的霉菌计数检测结果均小于 10
 

CFU / g, | dlog | ≤
0. 25 占比为 100. 0%(30 / 30) 。
2. 4　 人工污染面包、糕点、饼干样品霉菌计数检测

结果

采用国标法和 RYM 法检测 90 份人工污染面

包、糕点、饼干样品,对检测结果的 dlog 值进行正态

检验,结果表明 dlog 值服从正态分布;dlog 值的平

均值为 0. 020
 

0,配对 t 检验 P 值为 0. 186
 

4,说明两

种方法检测结果在统计学意义上无显著性差异( t =
1. 342

 

5,P > 0. 05) ;90 组检测结果中 | dlog | ≤0. 25
占比为 91. 1%( 82 / 90) ,0. 25< | dlog | ≤0. 50 占比为
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8. 9%(8 / 90) , | dlog | >0. 50 占比为 0. 0%(0 / 90) 。
2. 5　 人工污染含乳饮料、植物蛋白饮料、固体饮料

样品霉菌计数检测结果

采用国标法和 RYM 法检测 30 份人工污染含乳

饮料、植物蛋白饮料、固体饮料样品,对检测结果的

dlog 值进行正态检验,结果表明 dlog 值服从正态分

布;dlog 值的平均值为 0. 009
 

9,配对 t 检验 P 值为

0. 310
 

0,说明两种方法检测结果在统计学意义上无

显著性差异( t = 1. 050
 

9,P>0. 05) ; | dlog | ≤0. 25 占

比为 100. 0%(30 / 30) 。
2. 6　 人工污染保健食品样品霉菌计数检测结果

采用国标法和 RYM 法检测 30 份人工污染保健

食品样品,对检测结果的 dlog 值进行正态检验,结
果表明 dlog 值服从正态分布, dlog 值的平均值为

-0. 029
 

5,配对 t 检验 P 值为 0. 216
 

3,说明两种方

法检测结果在统计学意义上无显著性差异 ( t =
1. 285

 

6,P > 0. 05) ;30 组检测结果中 | dlog | ≤0. 25
占比为 96. 7%( 29 / 30) ,0. 25< | dlog | ≤0. 50 占比为

3. 3%(1 / 30) , | dlog | >0. 50 占比为 0. 0%(0 / 30) 。

3　 讨论

两种方法对于面包、糕点、饼干样品的霉菌检

测结果在统计学意义上无显著性差异(P>0. 05) ;两
种方法对于这 3 种类型食品人工污染样品的检测结

果在 统 计 学 意 义 上 无 显 著 性 差 异 ( P > 0. 05 ) ,
| dlog | ≤0. 50 占比均为 100. 0%,说明两种方法对这

3 种类型食品的霉菌计数检测结果的一致性较好。
本试验采用配对资料 t 检验和 | dlog | 汇总分析

对样品进行分析。 配对资料 t 检验适用于对同一样

品接受不同处理后的比较,能够尽可能消除其他干

扰因素,体现出两种方法对于样品总体霉菌计数检

测结果的影响。 | dlog | 汇总分析体现两种方法对每

个样品检测的差异大小 [ 14-15] 。 通过两种统计方式,
可以判断两种方法检测结果的差异是否具有统计

学意义以及两种方法的一致性。
本试验选取的面包、糕点、饼干样品、含乳饮

料、植物蛋白饮料、固体饮料样品以及保健食品样

品成分更为复杂,同时面包、糕点、饼干和保健食品

等样品检验液中具有较多不溶样品基质颗粒,有较

强的代表性。 RYM 测试片应用 5-溴-4-氯-3 吲哚基-
磷酸盐作为指示剂与霉菌发生特异性显色反应,通
常呈蓝绿色放射性菌落 [ 16] ,在计数过程中发现霉菌

菌落易于区分不溶颗粒,计数清晰,同时与国标法

比较,RYM 法培养时间为 48
 

h,检测周期缩短,极大

地提高了检测效率。
综上,在检测面包、 糕点、 饼干 样 品、 含 乳 饮

料、植物蛋白饮料、固体饮料样品以及保健食品样

品 3 种类型食品人工污染样品时,RYM 法与国标

法检测结果的一致性较好。 RYM 法可满足 3 种类

型食品样品和人工污染样品中霉菌计数的快速检

测需求。
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