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  摘要:以鸡腿菇为原料,以凝结芽孢杆菌芽孢和嗜热脂肪芽孢杆菌芽孢为对象菌,研究中

温与超高静压协同处理条件下两种对象菌的灭活效果及其相应的动力学变化趋势。研究结果

表明:在相同条件下,鸡腿菇中凝结芽孢杆菌芽孢的致死效果优于嗜热脂肪芽孢杆菌;接种于

鸡腿菇中的两种对象菌芽孢致死效果均低于磷酸缓冲液中的效果,说明鸡腿菇对这两种细菌

芽孢有一定的保护作用。利用线性模型、Weibull模型和Log-logistic模型,对鸡腿菇中两种

对象菌芽孢的灭活效果进行拟合,以均方差和回归系数为评价指标,分析了3种模型的拟合效

果。结果表明:在所研究的条件下,Log-logistic模型的拟合效果最好,Weibull模型次之,线性

模型最差。因此可以通过Log-logistic模型来预测热压协同处理下细菌芽孢的灭活效果。
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1 引 言

  超高静压处理技术是将100~1000MPa静态液压力作用于食品物料,在常温或较低温度下达到杀

菌、抑制酶活性及改善食品质构等性质的一种高新技术[1-2]。在超高静压杀菌中,细菌营养体一般很容

易被杀死,但其芽孢由于耐压性较高,一般的压力处理很难将其杀死,所以单独的压力处理不能达到完

全杀灭细菌芽孢的效果[3-4]。于是人们采用各种手段(如超声波、脉冲电场、变温等)来协助超高静压处

理细菌芽孢。最近有文献报道,中温与超高静压协同处理能够有效地增加细菌芽孢的灭活率[5-6]。

  凝结芽孢杆菌(Bacilluscoagulans)是酸性食品中常见的腐败菌,它耐压并且很耐热,是引起罐头

平酸腐败的嗜热菌之一[7]。凝结芽孢杆菌的芽孢在pH值低于4时能发芽和生长,因此对于蔬菜类食

品和罐藏水果要特别注意[8]。而嗜热脂肪芽孢杆菌(Bacillusstearothermophilus)是低酸性罐藏食品

中经常出现的腐败菌,它比肉毒杆菌还耐热,是引起低酸性罐头食品腐败的典型平酸菌之一,常作为低

酸性食品的指示菌[9-11]。鸡腿菇(Coprinuscomatus)又称毛头鬼伞,属大型真菌,是一种具有较高商业

潜能的食药兼用真菌,目前已成为符合联合国粮农组织和世界卫生组织要求的具有集天然、营养、保健

3种功能为一体的16种珍稀食用菌之一[12]。鸡腿菇也是一种典型的低酸性食品。然而,到目前为止,
没有关于热压协同处理对鸡腿菇杀菌效果的报道,鸡腿菇中潜在的芽孢菌还不是很明确。本研究以凝

结芽孢杆菌和嗜热脂肪芽孢杆菌这两种典型的低酸性食品指示菌为对象菌,研究中温协同超高静压处
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理下接种于鸡腿菇中的这两种对象菌芽孢的灭活效果及其相应的动力学特性,以期为鸡腿菇的工业化

生产提供理论依据和技术支持,进一步推动超高静压技术在食品工业中的应用。

2 材料与方法

2.1 菌种和培养基

  凝结芽孢杆菌IFFI10144和嗜热脂肪芽孢杆菌ATCC12980,均购于中国科学院微生物研究所菌

种保藏中心,均为冻干菌种。

  普通营养琼脂培养基:蛋白胨5g、牛肉膏30g、NaCl5g、琼脂15g、蒸馏水l000mL。调pH值为

7.0~7.2,混匀后分装于三角瓶中,灭菌(121℃、15min),备用。

  促芽孢生长培养基:将上述普通营养琼脂培养基加入 MnSO4·H2O(使培养基中 Mn2+的浓度为

50mg/L),调pH值,灭菌,备用。

2.2 芽孢菌悬液的制备

  (1)菌种经活化后,转移到试管斜面促芽孢生长培养基上划线培养(凝结芽孢杆菌:(45±1)℃,

7d;嗜热脂肪芽孢杆菌,(55±1)℃,10d)。

  (2)镜检(采用芽孢专用染色法),要求芽孢率达90%~95%时在无菌条件下用已灭菌的蒸馏水洗

脱菌苔;水浴(凝结芽孢杆菌芽孢30min,(80±1)℃;嗜热脂肪芽孢杆菌芽孢30min,(90±1)℃)。

  (3)离心:凝结芽孢杆菌芽孢的最大相对离心力为7000×g,嗜热脂肪芽孢杆菌芽孢的最大相对离

心力为8000×g,4℃,15min,倾去上清液,再用已灭菌的蒸馏水冲洗离心,重复2~3次,最后用已灭菌

的蒸馏水制成菌悬液,调浓度为108~109CFU/mL。4℃保存,一个月内可用。

2.3 样品的制备

2.3.1 磷酸缓冲溶液为介质

  将洗净的实验用袋(复合真空袋或蒸煮袋)在紫外线下照射至少1h;然后用磷酸缓冲液(pH 值

6.8)调节菌悬液浓度为(4~8)×106CFU/mL;接着吸取菌液2mL,封袋,并尽可能减少袋内的气泡

(空气),外加一层包装袋后,真空包装;最后将封好的样品在4℃下保存,一周内可用。

2.3.2 鸡腿菇为介质

  将洗净的实验用袋在紫外线下照射至少1h;然后用磷酸缓冲液调节菌悬液浓度为(4~8)×
107CFU/mL;接着吸取菌液1mL,接种在已杀菌(121℃,0.1MPa,15min)的鸡腿菇(每块样品的形状

基本一致,约为10g)上,用无菌玻璃涂布棒涂匀,封袋,尽可能减少袋内的气泡,外加一层包装袋后,真
空包装,此时样品的含菌量达到106CFU/g;最后将封好的样品在4℃下保存。

2.4 样品的超高静压处理

  将自制的聚四氟乙烯套筒和传压介质癸二酸二辛酯预热到所需温度,再将预热到相同温度的样品

放入其中,加塞后立即将套筒置于高压腔内,将上盖旋紧后进行压力处理,达到指定压力后立即卸压,卸
压时间为2~3s。压力和外壁循环水温度可通过计算机自动记录。处理后,立即将样品取出,置于冰水

混合物中(0℃)待测,6h内完成检测。本实验采用的超高静压处理设备由包头科发食品机械有限公司

研制。设备的高压腔体积为3L;最高工作压力为600MPa;升压速率为130~140MPa/min;温度传感

器有两个,一个控制外壁循环水温度,另一个通过上堵头连在高压腔体的中心部位,用于检测传压介质

或样品的温度变化。

2.5 菌落总数的测定

  按照《食品微生物检验国家标准》(GB 4789-2003),采用平板倾注计数法进行菌数的测定。以无

菌蒸馏水作稀释液,采用营养琼脂培养基平板培养(凝结芽孢杆菌:(45±1)℃,48h;嗜热脂肪芽孢杆

菌:(55±1)℃,24h)。芽孢数量的减少以lg(Nt/N0)表示,其中:N0 为未经过任何处理的样品菌落总

数,Nt为经过热压处理后芽孢在普通营养琼脂培养基上培养的菌落总数。每个样品有3个平行样,结
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果以(平均值±标准偏差)表示。

2.6 灭活的动力学模型

  在计算失活动力学模型参数时,以升压开始时刻为起始点,采用3种模型分析两种细菌芽孢失活的

动力学变化特性。

2.6.1 一级动力学模型

  该模型假定在热压协同处理下细菌芽孢的存活符合一定的线性关系,即

lgNt

N0
=-t

D
(1)

式中:N0 为未经过热压协同处理时的细菌芽孢数量(CFU/mL),Nt为热压协同处理t时间后细菌芽孢

的存活数量(CFU/mL),D 为使90%的细菌芽孢失活所需的时间。

2.6.2 Weibull模型

  该模型假定细菌营养体和芽孢具有不同的耐压特性,存活曲线是各种失活因素的综合表现,即为累

积效应。模型表述为

lgNt

N0
=-btn (2)

式中:n和b是与数据范围和曲线性状有关的因子。

2.6.3 Log-logistic模型

  该模型最初是由 M.B.Cole于1993年提出的[13],是用来拟合微生物在单纯热处理下失活的非线

性方程。2003年,H.Chen等人对模型进行了改进[14],将非线性方程中原来的4个参数减少到3个,即

lgNt

N0
= A
1+exp[4σ(τ-lgt)/A]- A

1+exp[4σ(τ+6)/A]
(3)

式中:A 为高低渐近线之差(lg(CFU/mL)),σ为最大失活速率(lg(CFU/mL)/lgmin),τ为最大失活速

率的对数时间。

2.6.4 模型的比较

  利用SPSS13.0,对线性和非线性方程进行回归分析,计算方程中相应的参数。用均方差(MSE)和
回归系数(R2)来比较不同模型的拟合效果。R2 值越高,MSE值越小,表明此模型的拟合效果越好[15]。

2.7 统计分析

  所有实验至少进行3次,根据3次实验结果计算相应的标准偏差。结果以(均值±标准偏差)的形

式表示。指标内部均值之间的比较采用最小显著差异法(LeastSignificantDifference,LSD),取95%置

信度,即P<0.05。

3 结果与讨论

3.1 热压协同处理对鸡腿菇中凝结芽孢杆菌芽孢灭活的影响

  一般来说,在热处理过程中,达到一定温度所需时间较短,这对细菌芽孢的灭活影响不大。然而,在
超高静压处理中,由于高压腔体的容积、传压介质等多种因素的影响,达到一定压力所需的升压时间差

别较大,这势必会影响细菌芽孢的灭活效果。因此本实验将升压时间对细菌芽孢灭活效果的影响考虑

在内,如表1所示。在所研究的条件下,600MPa和80℃协同处理时,升压时间对凝结芽孢杆菌芽孢的

失活率影响较高(降低1.77个数量级)。在相同的压力和温度条件下:鸡腿菇中凝结芽孢杆菌芽孢的失

活率低于磷酸缓冲液中的失活率;在500MPa、80℃条件下,缓冲溶液和鸡腿菇中凝结芽孢杆菌芽孢的

灭活效果没有显著差异,而在600MPa、80℃条件下,它们之间的差异非常显著(P<0.05)。这可能跟

升压时间有关,压力越高,达到指定压力所需的时间就越长,差异也就越明显。J.Ahn等人[15]报道了

700MPa、105℃条件下升压过程对C.tyrobutylicum ATCC25755、T.thermosaccharolyticum ATCC
27384、C.sporagenesATCC7955等菌种的影响,结果表明,在此条件下菌落总数分别降低了2.5、2.1和
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3.3个数量级。可见,升压过程对不同菌种芽孢的失活影响是不同的。J.Ahn的实验中各菌种芽孢失

活效果均比本实验的明显,这除了跟他们所使用的压力和温度较高有关以外,还与升压时间较长有关。

表1 热压协同处理时升压时间对凝结芽孢杆菌芽孢失活率的影响

Table1 Theeffectofthepressurizationcome-uptimeonLog-reductionof
Bacilluscoagulanssporesduringhighpressureandmoderateheat

Media Initialtemperature/(℃) Pressure/(MPa) Come-uptime/(min) lg(Nt/N0)

Buffer
80±0.5
80±0.5

500
600

3.4±0.1
4.6±0.1

-0.62±0.08a

-1.77±0.02b

Coprinuscomatus
80±0.5
80±0.5

500
600

3.4±0.1
4.6±0.1

-0.59±0.10a

-1.58±0.05c

   Note:Meansinthesamecolumnwithdifferentsuperscriptlowercaselettersaresignificantlydifferent(P<0.05).

  在600MPa、80℃条件下:保压10min时,磷酸缓冲液中的凝结芽孢杆菌芽孢下降了4个数量级以

上,而鸡腿菇中凝结芽孢杆菌芽孢则只下降了约3.5个数量级,明显低于磷酸缓冲液中的失活效果;保
压10min后,若继续延长保压时间,失活效果的增加幅度相对较小。在500MPa、80℃条件下也有类似

的结果,即:保压15min时,磷酸缓冲液中凝结芽孢杆菌芽孢下降了4个数量级以上,而鸡腿菇中的芽

孢下降了约3.5个数量级;继续延长保压时间,失活效果增加不明显。在同一时间内,600MPa、80℃条

件下,鸡腿菇和磷酸缓冲液中凝结芽孢杆菌芽孢失活率的差异较小。这可能是由于较高的压力增加了

鸡腿菇对凝结芽孢杆菌芽孢的保护作用。鸡腿菇中除含有少量蛋白质外,还含有诸如亚油酸、氨基酸和

必需氨基酸等其它成分[12]。E.P.Black等人[16]就曾报道过L-氨基酸等对芽孢杆菌芽孢的发芽有一定

的影响,而高静压对细菌芽孢的致死和发芽有很大关系[17],因此这些成分的存在很可能对凝结芽孢杆

菌芽孢的致死产生一定影响,并且其含量越高,热压协同处理时芽孢的抗性可能就越强。

图1 热压协同处理时磷酸缓冲液和鸡腿菇中凝结芽孢杆菌芽孢的灭活曲线

Fig.1 SurvivorcurvesforBacilluscoagulanssporeinphosphatebufferandcoprinuscomatus
throughhighhydrostaticpressureandmoderateheattreatment

3.2 热压协同处理对鸡腿菇中嗜热脂肪芽孢杆菌芽孢灭活的影响

  中温高静压协同处理时,升压过程对缓冲液和鸡腿菇中嗜热脂肪芽孢杆菌芽孢灭活效果的影响列

于表2。从中可以看出:600MPa、90℃条件下,升压时间对磷酸缓冲液中嗜热脂肪芽孢杆菌芽孢的失

活率影响较高(降低1.23个数量级);在相同的压力和温度条件下,鸡腿菇中嗜热脂肪芽孢杆菌芽孢的

失活率均低于磷酸缓冲液中的失活率,这一点与凝结芽孢杆菌芽孢灭活实验结果类似,所不同的是,缓
冲液中和鸡腿菇中嗜热脂肪芽孢杆菌芽孢的灭活效果之间始终存在着显著差异(P<0.05)。S.Rajan
等人[18]报道了在700MPa、105℃条件下升压时间对接种于蛋饼中的嗜热脂肪芽孢杆菌芽孢灭活的影
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响,结果表明,嗜热脂肪芽孢杆菌的芽孢数下降低于1.5个数量级,而单纯的热处理(121℃,3.33min)
对芽孢数基本上没有影响。其嗜热脂肪芽孢杆菌芽孢的灭活效果比本实验的结果好,这可能是因为他

们所采用的压力和温度都较高,此外食品成分和升压时间的不同也可能是造成差异的原因。

表2 热压协同处理时升压时间对嗜热脂肪芽孢杆菌芽孢失活率的影响

Table2 Theeffectofthepressurizationcome-uptimeonLog-reductionof
Bacillusstearothermophilussporesduringhighpressureandmoderateheat

Media Initialtemperature/(℃) Pressure/(MPa) Come-uptime/(min) lg(Nt/N0)

Buffer
90
90

500
600

3.4±0.1
4.6±0.1

-0.96±0.04a

-1.23±0.06b

Coprinuscomatus
90
90

500
600

3.4±0.1
4.6±0.1

-0.47±0.08c

-0.93±0.04a

   Note:Meansinthesamecolumnwithdifferentsuperscriptlowercaselettersaresignificantlydifferent(P<0.05).

  热压协同处理下,嗜热脂肪芽孢杆菌芽孢在磷酸缓冲液和鸡腿菇中的灭活曲线如图2所示。在相

同条件下,鸡腿菇中嗜热脂肪芽孢杆菌芽孢的灭活效果低于磷酸缓冲液中的灭活效果,这一点与凝结芽

孢杆菌芽孢灭活实验的结果一致。在500MPa、90℃条件下,加压5~20min时,磷酸缓冲液中和鸡腿

菇中嗜热脂肪芽孢杆菌芽孢灭活效果的差异要高于其它时间段;而在600MPa、90℃条件下,磷酸缓冲

液和鸡腿菇中嗜热脂肪芽孢杆菌芽孢的灭活效果差异在整个加压过程中都比500MPa、90℃条件下的

小。说明在相同温度下,随着压力的增加,鸡腿菇中嗜热脂肪芽孢杆菌芽孢的抗性有所降低。S.Rajan
等人[19]报道了在700MPa、105℃条件下接种于蛋饼中的嗜热脂肪芽孢杆菌芽孢的灭活效果,结果表明

在加压5min后其失活率下降了约4个数量级。这明显高于本实验的研究结果,主要是因为他们使用

的压力和温度较高,此外食品体系的不同也是造成差异的原因之一。

图2 热压协同处理时磷酸缓冲液和鸡腿菇中嗜热脂肪芽孢杆菌芽孢的灭活曲线

Fig.2 SurvivorcurvesforBacillusstearothermophilussporeinphosphatebufferand
coprinuscomatusthroughhighhydrostaticpressureandmoderateheattreatment

3.3 灭活的动力学模型

  利用线性模型、Weibull模型和Log-logistic模型,对实验结果进行拟合,通过均方差和回归系数来

比较3种模型的拟合效果。不同温度、压力条件下,鸡腿菇中两种细菌芽孢的动力学模型参数列于

表3。从中可以看出,在相同条件下,线性模型有最高的均方差值和最低的回归系数,表明它的拟合效

果较另外两种模型差。而另外两种非线性模型能更好地拟合灭活效果。进一步分析发现,在所研究的

条件下,Log-logistic模型与 Weibull模型相比,前者的均方差较小,回归系数较高,说明Log-logistic模

型有更好的拟合效果。在 Weibull模型中,灭活模型随处理条件的变化而改变,主要有3种情况:向上
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凹(n<1)、向下凹(n>1)和线性(n=1)。本实验中,所有条件下的n值均不超过1,表明灭活曲线是向

上凹的[17]。S.Rajan等人[18]指出 Weibull模型中的n值与线性模型中的D 值随压力变化的规律相同,
这一点与本研究结果一致。

表3 不同处理条件下线性、Weibull和Log-logistic模型的参数

Table3 Parametersoflinear,WeibullandLog-logisticmodelsundervarioustreatmentconditions

Strain
Temperature
/(℃)

Pressure
/(MPa)

Linearmodel

D MSE R2

Weibullmodel

b n MSE R2

Log-logisticmodel

A σ τ MSE R2

Bacillus
coagulans

80

80

600

500

5.495

6.173

1.804

1.650

0.874

0.858

1.766

1.729

0.232

0.262

0.008

0.007

0.988

0.986

14.110

5.240

-2.770

-1.238

2.525

0.753

0.010

0.002

0.989

0.996

Bacillus
stearother-
mophilus

90

90

600

500

4.545

5.882

0.206

0.091

0.766

0.908

2.250

1.122

0.244

0.385

0.065

0.028

0.926

0.971

-5.308

-7.462

-3.343

-2.729

0.475

1.354

0.003

0.027

0.997

0.977

4 结 论
  (1)超高静压的升压过程对凝结芽孢杆菌芽孢和嗜热脂肪芽孢杆菌芽孢有着一定的影响。在保压

时间内,前段时间芽孢数量下降较快,继续延长保压时间,灭活效果的增加幅度不大。鸡腿菇作为一种

低酸性食品,对这两种细菌的芽孢起着一定的保护作用,并且对嗜热脂肪芽孢杆菌芽孢的保护作用要更

强些。

  (2)利用线性模型、Weibull模型和Log-logistic模型,对鸡腿菇中凝结芽孢杆菌芽孢和嗜热脂肪芽

孢杆菌芽孢的灭活曲线进行拟合,以均方差和回归系数为评价指标,分析了3种模型的拟合效果。结果

表明,Log-logistic模型的拟合效果最好,因此可通过此模型来预测热压协同处理对鸡腿菇中细菌芽孢

的杀菌效果。
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InactivationEffectsofCoprinusComatusInoculatedwith
BacterialSporesbyHigh-PressureThermalProcessing

WANGBiao-Shi1,LIBian-Sheng2,ZENGQing-Xiao2,
HUANGJuan2,RUANZheng2,LILin2

(1.SchoolofChemistryScienceandTechnology,

ZhanjiangNormalCollege,Zhanjiang524048,China;

2.CollegeofLightIndustryandFoodSciences,SouthChina
UniversityofTechnology,Guangzhou510640,China)

Abstract:Thecombinationeffectofhighhydrostaticpressureandmoderateheatontheinactivationeffectsof
coprinuscomatusinoculatedwithbacterialsporeswasinvestigated.Theresultsshowedthattwobacterial
spores(BacilluscoagulansandBacillusstearothermophilus)hadamuchhigherresistanceincoprinuscoma-
tusthaninphosphatebuffersolution.Moreover,Bacillusstearothermophilussporehadamuchhigherresist-
ancethanBacilluscoagulanssporeatthesamepressureandtemperature.Survivaldataweremodeledusing
thelinear,WeibullandLog-logisticmodelstoobtainrelevantkineticparameters.Themeansquareerrorand
regressioncoefficientsuggestedthattheLog-logisticmodelproducedbestfitstoallsurvivalcurves,following
byWeibullmodel,andthelinearmodelwasnotadequatefordescribingthesecurves.TheLog-logisticmodel
couldbeusedtoforecasttheinactivationcurvesofbacterialsporesbythecombinationofhighhydrostatic
pressureandmoderateheat.
Keywords:highhydrostaticpressure;moderateheat;coprinuscomatus;inactivation;Bacilluscoagulansspore;

Bacillusstearothermophilusspore
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