
第28卷第4期

2009年7月

食品与生物技术学报
Journal of Food Science and Biotechnology

V01．28 No．4

Jul． 2009

文章编号：1673—1689(2009)04。0525—07

FD蔬菜块中大肠杆菌的分离及其失活条件
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摘 要：通过选择性培养基将大肠杆菌从FD蔬菜块中分离出来并进行茵种保存，对保存的菌种

分别采用臭氧、紫外辐照、微波等杀菌手段处理，并确定最优杀茵工艺条件，以期对FD蔬菜块的微

生物控制起作用。
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Study on the Sterilization Condition of the E．coli Separated from

Freeze-Drying Vegetable Block
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Abstract：In this manuscript，E．coli from freeze-drying vegetable block was isolated and stored

by using selectivity substrate．with the isolated E．coli，the different sterilization methods，such

as ozone，ultraviolet radiation and microwave was applied to develop an efficient process for

controlling microorganism on the freeze-drying vegetable block．
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FD蔬菜块一般由4种以上的蔬菜经过调味混

合后进行真空冷冻干燥加工而成，其原材料主要是

新鲜蔬菜，而加工过程中由于温度和水分的控制，

使得产品很容易发生微生物超标的现象。而对其

进行微生物控制的过程中发现其细菌总数一般都

在安全标准以内，而不合格的产品的主要问题是大

肠杆菌超标。

大肠杆菌在湿热灭菌的过程中很容易死亡，但

是对于FD产品，由于其产品的特殊性，一般采用的

冷杀菌手段很难实现高效的杀菌。因此进行菌种

的分离培养以及敏感性试验，主要是通过将FD蔬

菜块中的大肠杆菌分离出来，进行纯化培养并保

存，进而可以采用各种杀菌手段有针对性地对其进

行杀菌处理，从而挑选出较有效的杀菌方法，以期

应用于FD蔬菜块中的大肠杆菌的控制。

主要采用的杀菌方法有臭氧气体杀菌[1．2]，紫

外线辐照杀菌口叫]，微波杀菌¨叫3等，而选择这几种

杀菌方法主要是由于它们对大肠杆菌都比较有效，
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使用安全，无污染残留，操作方便，价格低廉。

1材料与方法

1．1材料与设备

1．1．1原材料某公司生产的FD蔬菜块。

1．1．2 主要试剂 琼脂粉、蛋白胨、牛肉浸膏、猪

胆盐、乳糖、溴甲酚紫、NaOH、NaCl、磷酸氢二钾、

磷酸二氢钾、质量分数l％或0．5％的中性红水溶

液、KI、H：SO。、Na2S：O。·5H20、淀粉、结晶紫、碘

片、乙醇、沙黄等。

1．1．3主要设备 臭氧发生器，济南楼方实业有

限公司制；SW—CJ一10型洁净工作台，苏州净化设备

厂制；FAll04型分析天平，上海天平仪器厂制；电

热恒温水浴锅，上海医疗器械五厂制；2DX一35BI型

座式自动电热压力蒸汽灭菌锅，上海申安医疗器械

厂制；101—2一BS型电热恒温鼓风干燥箱，上海跃进

医疗器械厂制；SPX型智能生化培养箱，南京实验

仪器厂制；BCD-228w冰箱，美菱电器公司制；

w7001型微波炉，小天鹅电器公司制。

1．2工艺流程及工艺要点

1．2．1 茵种的分离流程

供试品一供试液一BL增菌液((36土1)℃，18

～24 h)一麦康凯培养基((36±1)℃，18～24 h)一

疑似菌落生长一营养琼脂斜面培养基((36土1)℃，

18～24 h)一革兰氏染色镜检一乳糖发酵管((36±

1)℃，24～48 h)一验证疑似菌落后进行菌种保存。

1．2．2 菌种敏感性实验流程 制备好的菌种接种

于0．5 mL生理盐水中一放入37℃的烘箱中烘若

干分钟一进行一定条件的杀菌处理(不同的杀菌手

段条件不一样)一杀菌处理后的菌样用1 mL生理

盐水冲洗一倒入培养皿内进行培养((36士1)℃，

24～48 h)一计数报告。

1．2．3工艺要点

1)增菌培养：取1 mL供试液加入lO mL胆盐

乳糖增菌液中进行增菌培养，置于(36士1)℃，培养

18～24 h，有菌种繁殖的现像是增菌液呈现混浊，液

面可见或未见气泡，如未见明显混浊，可延长增菌

培养时间至48 h。

2)疑似菌落生长：将增菌培养后混浊管内的菌

液轻微摇动，以接种环沾取1～2环，划线接种于麦

康凯琼脂培养基上，置(36±1)℃培养18～24 h(必

要时延长培养时间)；大肠杆菌在麦康凯琼脂平板

上的典型菌落呈桃红色或中心桃红，圆形，扁平，光

滑湿润。由于药物影响或非典型菌的存在，大肠杆

菌可出现非典型形态，在麦康凯琼脂平板上呈现微

红色或粉色，菌落形态、质地也有改变。以上形态

均应作为疑似菌落进行鉴定。

3)革兰氏染色镜检与生化反应：将分离培养后

的菌落进行革兰氏染色镜检，大肠杆菌为革兰氏阴

性菌；将该疑似菌落接种于营养琼脂斜面培养基，

培养24 h后进行菌种保存并进行生化反应，即接种

于乳糖胆盐发酵液中，置于(36±1)℃，培养发酵

24～48 h；大肠杆菌应发酵乳糖并产酸产气，或产酸

不产气。为避免迟缓发酵乳糖造成假阴性，可选用

5％乳糖发酵管，绝大多数迟缓发酵乳糖的细菌可

于24 h内出现阳性反应。

4)菌液制备：在无菌干燥的小盒子内加入

0．5 mL生理盐水，并以接种环接种1～2环保存的

菌种于其中；用保鲜膜将其覆盖包裹，置于37℃恒

温箱中烘干若分钟，备用；烘干的程度视实验要求

而定。

5)杀菌处理：不同的杀菌手段有不同的杀菌条

件，需要调节的杀菌参数也不一样，具体根据相应

的实验计划之因素水平表来确定。

6)结果分析：杀菌处理后的菌样用1 mI。生理

盐水进行清洗并转于无菌培养皿中，加人营养琼脂

培养基于(36±1)℃培养24～48 h；进行计数并分

析试验结果。

1．3实验方法

1．3．1 大肠杆菌对臭氧的敏感性试验 主要研究

不同的臭氧浓度、不同的臭氧处理时间、不同的温

度和不同的水分含量对臭氧杀灭大肠杆菌的影响，

根据一系列的单因素实验选定较合适的实验条件

进行正交试验，分析各个影响因素对杀菌效果的影

响趋势，并最终优化出较合适的杀菌条件。

1．3．2 大肠杆茵对紫外线的敏感性试验 主要从

不同的紫外灯压、不同的作用时间，以及与紫外灯

的不同间距等方面来考察紫外辐照对于大肠杆菌

的杀菌效果，从而研究出各个因素的影响效果并筛

选出较合适的杀菌条件。

1．3．3 大肠杆菌对微波的敏感性试验 主要考虑

不同的微波作用功率、不同的微波作用时间、不同

的水分含量等对微波杀灭大肠杆菌的影响，分别进

行单因素试验筛选试验条件，进行正交试验以筛选

出较好的杀菌工艺条件。

1．3．4 大肠杆菌对臭氧一紫外联合处理的敏感性试

验在前面臭氧与紫外辐照的敏感性研究基础之

上进行此项研究，通过一系列的单因素和正交试验

来确定较合适的试验条件范围，以期用于指导后期

的FD蔬菜块的杀菌研究。
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1．3．5 大肠杆菌对臭氧一微波联合处理的敏感性试

验在前面臭氧与微波的敏感性试验的研究基础

之上进行此项研究，主要考虑到水分含量对臭氧和

微波的杀菌效果的影响，通过调整试验条件以期达

到最佳杀菌效果。

1．3．6统计分析 正交试验采用直观分析法。

2 结果与讨论

2．1菌种的分离与保存

2．1．1·菌种的分离 将制好的供试液进行增菌培

养，经过(36±1)℃，培养18～24 h后发现增菌液浑

浊，从而判断增菌液中有大肠杆菌生长繁殖。将浑

浊的增菌液接种于麦康凯培养基上，置(36±1)℃

培养18～24 h，观察有大量的桃红色、圆形、扁平、

光滑湿润的菌落生长，其形态与大肠杆菌在麦康凯

培养基上的典型形态相似，故判定为疑似菌落。

对从麦康凯培养基上得到的大量疑似菌落进

行革兰氏染色，而经镜检后发现该疑似菌落均呈红

色，即为革兰氏阴性菌；可初步证实为大肠杆菌。

对于该疑似菌落也进行了单管乳糖胆盐发酵

管发酵试验，经培养后观察有产酸产气的现象出

现，可以证实上述疑似菌落确为大肠杆菌。

2．1．2 菌种的保存 将通过生化反应经证实为大

肠杆菌的菌种保存于3℃的冰箱中[10--11]，为下一步

敏感性试验做好准备。

2．2菌种的敏感性试验研究

2．2．1 大肠杆菌对臭氧的敏感性

将制得的大肠杆菌进行臭氧杀菌处理，主要考

虑臭氧质量浓度、处理时间、处理温度，以及菌种的

水分含量(即对应的烘干时间)，经过单因素试验和

资料分析确定因素水平，见表1。

表1 臭氧敏感性试验因素水平

Tab．1 Factor levels of Ozone sterilization

由表2可知，最优杀菌工艺条件确定为

A。B。C。D。或A。BzC。D。，即臭氧质量浓度为

0．84 mg／L，处理时间为30 min，温度为37℃，烘干

时间为2 rnin或8 rain为宜。

表2臭氧杀菌试验结果

Tab．2 Results of Ozone sterjIization

9 3 3 2 1 8

注：试验结果叶|足采用菌液致死量与CK样的比较得出的，

以1～lO来表示致死量，10则表示致死量100％，以此类推。

通过极差比较知道，这4个因素对杀菌结果影

响的主次关系为A>B>C>D，由极差可知主要的

影响因素是臭氧质量浓度和处理时间，而温度和湿

度在一定范围内的影响较小。所以，在后面的试验

过程中应该主要考虑臭氧质量浓度和处理时间。

通过上述试验结果还可以知道，在一定浓度范围

内，臭氧质量浓度与杀菌效果是成正比的，所以应

用于蔬菜块上时，应该在可能的条件下尽可能提高

臭氧质量浓度；同时也可以发现在一定的质量浓度

范围内，并不是处理时间越长效果越好，所以若想

延长处理时间，应该先保证质量浓度；而温度对于

杀菌效果的影响不太大，所以通常室温条件下进行

臭氧杀菌处理而其它条件固定的情况下，杀菌效果

也应该波动不大；在一定水分含量范围内，水分含

量的变化对臭氧的杀菌效果影响很微弱，试验采用

烘干时间表示，而其实在O～10 rain的烘干时间内，

水分含量相差不到25％，而烘干2～8 min水分含

量相差约15％，也就是说水分质量分数在80％～

95％之间波动时对臭氧的杀菌效果几乎没有影响，

而这里考虑水分含量也是为后期使用臭氧和微波

串联杀菌打好基础。但这仍然是高水分含量，对于

FD蔬菜块而言，水分含量的要求很严格，所以应该

更进一步研究低水分含量时的臭氧微波杀菌。
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2．2．2 大肠杆菌对紫外线的敏感性

将制得的大肠杆菌进行紫外杀菌处理，主要考

虑紫外灯压、作用时间，以及与紫外灯的距离等因

素对紫外辐照杀菌的效果的影响，经过单因素试验

确定因素水平。如表3所示。

表3紫外敏感性试验因素水平

Tab．3 Factor level table of UItraviolet Radiation sterilization

由表4可知，通过正交试验筛选出来的最佳工

艺条件为A，BzC。，即紫外灯压为180 V，处理时间

为20 rain，与紫外灯的距离为50 cm。

表4紫外杀菌试验结果

Tab．4 Results of Ultraviolet Radiation sterilization

9 3 3 2 9

注：试验结果中是采用菌液致死量与CK样的比较得出

的，以1～10来表示致死量，10则表示致死量100％，以此类

推。

整体而言，紫外杀菌对于大肠菌群的杀灭效果

均较好，各因素极差都较小。但是，通过极差的比

较可以知道，这3个因素对于大肠杆菌的致死量的

影响的主次关系是B—C>A，也就是处理时间和灯

距(待处理样品位于紫外灯下的垂直距离)是影响

紫外杀菌的较主要的因素，所以在使用紫外灯对

FD蔬菜块进行辐照杀菌时，在保证安全辐照的前

提下主要考虑处理时间和灯距等因素。同时也可

以知道，在一定范围内紫外灯压对大肠杆菌的杀菌

效果是灯压越小越好，当然这并不绝对；而处理时

间在一定范围内对杀菌效果的影响是先成正比后

成反比，本试验中对于单纯的大肠杆菌而言，最佳

的杀菌时间是20 rain左右，也就是说大肠杆菌处理

20 rain即被全部杀死；而灯距在一定范围内对杀菌

效果的影响却是先成反比后成正比，对于大肠杆菌

杀灭，最佳灯距在50 cm左右。当然，对于将紫外

与臭氧连用处理时还可以考虑进一步调整灯距，要

在保证安全辐照的前提下，尽可能确定最佳灯距。

2．2．3大肠杆菌对微波的敏感性

将制得的大肠杆菌进行微波杀菌处理，主要考

虑微波功率、作用时间，以及菌种的水分含量(对应

的烘干时间)等因素对微波杀菌的效果的影响，经

过初步的单因素试验，选定正交试验的因素水平，

如表5所示。微波杀菌试验结果见表6。

表5微波敏感性试验因素水平

Tab．5 Factor level of Microwave sterilization

表6微波杀菌试验结果

Tab．6 Results of Microwave sterilization
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工艺条件为A。B。C。，也就是第9组的试验条件，即

微波功率为364．9 W，杀菌时间3 rain，水分含量即

对应的菌样烘干时间控制在5 rain左右。

通过极差的比较还可以知道，这3个因素对于

大肠杆菌的致死量的影响的主次关系是B>A>C，

也就是最关键的影响因素是杀菌作用时间，而当使

用微波对FD蔬菜块进行杀菌时，关键的也是在确

保其品质的情况下尽可能延长作用时间。同时也

可以发现，微波功率在一定范围内对杀菌效果是越

大越好，作用时间在一定范围内也是越长越好。但

是，对于FD蔬菜块作用时最主要的问题是产品含

水量低，在大功率的作用下无法保证杀菌时间，而

要延长杀菌时间就务必要降低功率，所以后期应考

虑调整产品的含水率，以确保尽可能大的功率和尽

可能长的作用时间。

2．2．4大肠杆菌对臭氧一紫外联合处理的敏感性

根据臭氧和紫外敏感性试验的结果，考虑进行

臭氧一紫外并联试验，确定的因素水平见表7。主要

考虑了臭氧质量浓度、处理时间、灯距，以及紫外灯

压等方面因素的影响。

表7臭氧一紫外敏感性试验因素水平

Tab．7 Factor level of Ozone-UItraviolet Radiation steriliza—

tion

由表8可知，最优杀菌工艺条件是A。B。C。D。，

也就是臭氧质量浓度为0．84 mg／L，处理时间为30

rain，灯距为50 cm，紫外灯压为200 V。

通过极差的比较，知道这4个因素对杀菌效果

的影响的主次关系是B>A=C=D。因素B也就

是处理时间对杀菌效果的影响最大，其次是A、C、

D，而且这3个因素影响力相仿。此外还可以看

出，臭氧质量浓度与杀菌效果是成正比的，也就是

在一定浓度范围内，臭氧质量浓度越高，杀菌效果

越好；处理时间对于杀菌效果的影响是关键的，当

处理时间达到一定值的时候，杀菌效果非常明显，

而对于FD蔬菜块处理时应该考虑延长处理时间，

但是可以推测处理时间的延长也会达到一个平衡

值，超过这个平衡值延长时间也没有意义；前面单

一紫外处理时在50～60 cm范围内最佳灯距确定

为50 cm，这里选定水平时就进一步缩短了灯距，发

现在40与45 cm的灯距条件下杀菌效果远没有50

cm的好，联合试验确定的最佳灯距依然是50 cm，

所以当对FD蔬菜块进行杀菌处理时，灯距不妨固

定为50 cm，这也方便试验的操作和分析；此处最佳

紫外灯压为200 V，分析可能是由于不同的灯压条

件下紫外灯各个区域光谱的强度不同，而在200 V

时可能有利于提高臭氧一紫外的联合杀菌效果，对

FD蔬菜块处理时也可以作类似考虑，从而提高效

率。

表8臭氧-紫外杀菌试验结果

Tab．8 Results of Ozone-|Jltraviolet Radiation sterilization

试

验

号

因素

A臭氧 B处理

质量浓度 时间

C D紫外

灯距 灯压

致死

量

9 3 3 2 1 10

注：试验结果足采用菌液致死量与CK样的比较得出的，

以1～lO来表示致死量，10则表示致死量100％，以此类推。

2．2．5 大肠杆菌对臭氧一微波联合处理的敏感性

根据前面臭氧和微波的敏感性试验结果确定

的臭氧一微波串联杀菌的因素水平见表9。对于臭

氧和微波串联使用时考虑的主要因素有臭氧质量

浓度、臭氧处理时间(即前处理时间)、水分含量(即

对应的菌样烘干时间)、微波功率、微波处理时间

(即后处理时间)等。

由表10可知，臭氧一微波试验确定的最优杀菌

工艺为A。BCD。E：，其中发现整体杀菌效果都很

好，而且因素B和C，也就是前处理时间和菌样的

烘干时问在表9中的两个水平下对于杀菌效果的

影响无差别，也就是对于大肠杆菌，这两种水平都

足以使其失活。而另外3个因素较好的水平应确
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定为臭氧质量浓度0．48 mg／L，微波功率261．9 W，

微波作用时间3 min。

表9臭氧-微波敏感性试验因素水平

Tab．9 Factor level table of Ozone-Microwave sterilization

影响。而FD蔬菜块含水量极低，如果对其进行增

湿处理再用微波干燥虽有一定的可行性，但是却显

得没什么必要，而且微波处理还有其不均匀性，所

以对FD蔬菜块处理时可以不考虑这方面的影响；

对于微波功率，在一定的样品条件下，其是与微波

处理时间成反比的，而且影响力相仿。所以，对于

FD蔬菜块进行处理时不妨在设定的微波功率下调

节可处理时间，这也是因为FD蔬菜块含水量过低，

如果功率过高，那么可处理时间极其短暂，也就不

具有研究意义了。

表10臭氧一微波杀菌试验结果 3 结 语
Tab．10 Results of Ozone-Microwave sterilization

注：试验结果是采用菌液致死量与CK样的比较得出的，

以1～lO来表示致死量，10则表示致死量．．100％，以此类推。

通过比较极差知道，因素A、D、E对杀菌效果

影响的主次关系是A>D—E。所以对FD蔬菜块

进行处理时应主要考虑臭氧质量浓度；对于本试

验，臭氧处理时间为20 min或30 min没什么差别，

但是对于FD蔬菜块进行处理时还应考虑时间的影

响效果；对前面的臭氧杀菌处理研究发现，菌样的

烘干时间(在一定时间范围内)对臭氧杀菌效果几

乎无影响，其对臭氧一微波联合杀菌处理也几乎没有

1)通过臭氧敏感性试验可以确定最优杀菌工

艺条件为A。B：C。D，或A。B：C。D。，即臭氧质量浓

度为0．84 mg／L，处理时间为30 min，温度为37

℃，烘干时间为2 min或8 min均可。

2)通过紫外敏感性试验研究可以知道，控制适

当的杀菌条件可以得到100％的大肠菌群致死量，

通过正交试验得到的最优杀菌工艺条件为紫外灯

压180 V，处理时间20 min，与紫外灯的距离选择为

50 cm。

3)通过微波敏感性试验可以知道，虽然主要的

影响因素是微波功率和处理时间，但是关键的仍然

是调节水分含量，而通过正交试验得到的最优杀菌

条件是微波功率为364．9 W，杀菌时间为3 min，水

分含量及对应的烘干时间控制在5 min左右。

4)通过臭氧一紫外联合处理试验可以知道，最优

杀菌工艺条件为A。B。C。D：，也就是臭氧质量浓度

为0．84 mg／L，处理时间为30 min，灯距为50 cm，

紫外灯压为200 V。而且主要的影响因素是处理时

间。

5)通过臭氧一微波联合杀菌处理得到的最优杀

菌工艺条件为：臭氧质量浓度0．48 mg／L，前处理

时间为20 min或30 min均可，菌样烘干时间为

2 rain或5 min均可，微波功率261．9 w，微波作用

时间为3 min。主要的影响因素是臭氧质量浓度。

6)在上述最优条件下均可达到大肠杆菌致死

率100％。这对于后期FD蔬菜块的大肠杆菌的控

制，起到了一定的指导作用。
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