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淡炼乳中残留耐热菌的初步研究

陈锡赛 顾 以林 汤天曙

摘

从 变质淡炼乳 产品中分离到 25株残留衬热细菌
,

经 鉴 定其中 18 株 (7 2% ) 属于

嗜热脂肪 芽抱杆菌; 7 株 ( 28 % ) 属于环状茅抱杆菌
。

观察 了它们甘淡炼乳的变质 特

点并测 定 了它们 的热力致死时间
、

D 值和 Z 值
。

测 定 了淡炼乳生产杀菌过程的杀

菌值
“
F 。” 。

作者认为该杀菌过程能有效杀灭耐热性最强 的致病菌一 肉毒梭状芽抱杆

菌
,

符合食用安 全要求
,

但不能使衬热性强 的嗜热脂肪茅艳杆菌芽抱数 减少 1沪
,

以 达到 防止变质的杀菌要求
。

一 引 言

在实际生产中
,

常有细菌残留于淡炼乳中引起产品酸败变质
。

根据淡炼乳生产的工艺特

点可 以认为正常生产所残留的是耐热性较强的细菌
。

对这些耐热菌的研究
,

国外虽有关于微

生物引起淡炼乳变质的记载 〔` ’

1zL 但结合生产工艺对变质原因菌的研究
,

还未见到有详细的报

导
。

本研究的目的是要寻找淡炼乳残留耐热菌
,

探索它们的一些食品微生物学特性
,

为改进

生产工艺提供依据
。

二
、

实验方法和结 果

(一 ) 实验样品

从乳品工厂 19 8。 年和 19 8 1 年生产的 41 。 克罐装淡炼乳产品中抽样 38 罐
。

其中 28 罐为

工厂检验微生物指标不合格的批量产品
,

10 罐为合格产品
。

(二 ) 取样
、

菌种分离和鉴定

1
.

取样分离菌种

样品罐置负压环境 (约 。
.

1 毛
、

保持 20 分钟 )后检查
,

都没有裂漏
。

然后置 37 ℃ 保温 7
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天后无菌开罐
。

对罐内淡炼乳进行感官检查
、

测定酸度并进行接种分离培养
。

方法引白 131闺

【 5 1

结果
:

从不合格产品 28罐中分离到细菌 25株
。

合格产品 10罐内没有分离到微生物
。

2
。

菌种鉴定

对分离到的 25株细菌作形态学观察和生理生化试验
。

方法引自「 5[ 1“ 11 ; J〔” l
。

根据结果
,

将性状完全相同的菌株归为一类
,

共得到三类菌株
。

(具体实验结果略 )按照伯杰氏细菌学分

类系统鉴定 【9 , 〔̀ o , , 其中第一类 25 株属于嗜热脂肪芽抱杆菌 ( B a c i l l u s s t e a r 。 t h e r m 。 p h i l u s )

第二
、

第三类共 7 株均属于环状芽抱杆菌 ( B a e i l l u s e i r e u l a n s )
。

(三 ) 残留菌代表性菌株的选择

将 25 株残留菌分别制成芽抱悬液
。

每类细菌的各菌株芽抱分别取相同量于相同温 度 中

加热 (嗜热脂肪芽抱杆菌 1 15 ℃
、

环状芽抱杆菌 1 00 ℃ )后
,

适温培养
。

观察各菌株芽抱的最

长耐热时间
。

选取耐热时间最长的菌株作为各类残留菌的代表性菌株
,

供进一步试验用
。

结果
:

选定嗜热脂肪芽抱杆菌 1a2 菌株
、

环状芽抱杆菌 g a
菌株和 4b 菌株分别 为 第 一

第二和第三类残留菌的代表性菌株
。

(四 ) 残留菌与淡炼乳变质关系的观察

将 1a2
、

a9 和 4b 菌接种入三角烧瓶内的无菌淡炼乳中
,

保温培养
。

每天观察淡炼乳 外

观变化
,

并定期测定 p H 值和滴定酸度 (
。

T )
。

结果
:

嗜热脂肪芽泡杆菌 12 a
菌株使淡炼乳发生凝结

,

整瓶淡炼乳成一整凝块
,

逐渐有

乳清析出
,

凝块致密
、

较硬
。

形成凝块前后出现酸味和酪酸样气味
。

环状芽泡杆 菌 a9 和 4b

菌株仅使淡炼乳产生酸味
。

接种三种菌株的淡炼乳都没有产气
、

苦味
、

腐败臭味及明显的色

泽变化等现象
。

具体结果见表 1 和表 2
。

表 1 嗜热脂肪芽抱杆菌 12 a
菌株使 淡炼乳凝结 的观察结果

保 温 温 度 (℃ )

需 氧 或 厌 氧 培 养
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p H 值
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表 2淡炼乳接种 残留菌后 的滴定 酸度和 p H值
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将残留菌接种入淡炼乳进行贮存试验
。

结果见表 3
。

表 3 接种残留菌的淡 炼乳贮 存试验结 果

川下菌 株
接种量

(个 /罐 )

贮 存

温度 (℃ )

淡炼乳凝结

时间 (天 )

凝结时
p H值

最终滴定

酸度 (
.

T )

开始检不出

菌 的日期 (夭 )

菌型细类
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。
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5
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5
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5
。
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5
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5
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注
:

①为最终 p H 值
。

(五 )淡炼乳残留菌的耐热性—
热 力致死时间 ( T D T ) 和 D 值的测定

l
。

残留菌在 p H 7
。

O 磷酸盐缓 冲溶液中的耐热性测定

将代表性菌株的芽抱悬液以 M l/ 5 磷酸盐缓冲液 (P H 7
.

0) 稀释成 2 x l沪个 /毫 升 的 浓

度
,

分装于玻璃小安瓶瓶中
,

每瓶 。
.

5 毫升
。

按照不同温度和时间分批 (每批 12 瓶平行试样 )

投入 自动恒温油浴 (温差 士 。℃ ) 中 加热 (每批受热芽抱总数为 1
.

2 x l 沪个 )
。

迅速冷却后往



入胰膝培养液
,

于适温培养 14 天
,

观察有无残存芽抱生长
。

根据 H al
v o sr o n 和 iZ o g ler 提出的公式计算残存芽抱数 [川

:

x = :
.

3 0 3 10 9 兮
性

b 二 n x

式中
: x 是每个平行试样中残存芽抱的最可能数

。 n 是平行试样数
。

q 是经培养无细菌

生 长的试样数
。

b 是 n
个平行试样经加热后残存芽抱最可能数

。

然后再计算出不同温度条件下的热力致死时间 ( T D T ) 和 D 值
。

计算方法如下
:

( , ) D值
:

D 二 1。 g a

二
l o g b `分钟 ,

式中
, t 是加热的时间 (分钟 )

。 a 是受到加热处理的芽抱总数
,

即每个试样中 的 芽 抱

数同平行试样的乘积
。

b 是经 t 分钟加热后残存的芽抱数
。

(2 ) 热力致死时间 (以下称 T D T )
:

细菌的 T D T 介于最后出现残存芽抱的加热 时 间 和

开始完全灭菌的加热时间之间
,

因此一般取两者的中间值
。

L̀ 2 1

各次实验结果见表 4
、

表 6 和表 6
。

表 4 哮热脂肪芽抱杆菌 12 a
菌株在中性缓冲液中衬热测 定结 果
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续表 4

受热芽抱总数 (个 ) ! T D T (分钟 ) { D 值 (分钟 )
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表 5 环状 芽袍杆菌 a9 菌株在中性缓冲液中衬 热性测 定结果

试验次数 l 每管芽抱数 (个 )
平 行
试样数

受热芽抱总数 (个 ) T D T (分钟 ) D值 (分钟 )
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表 6 环状芽抱杆菌 b4 菌株在 中性缓 冲液中衬热性测定结 果

试验次数
}
每管芽“ 数 `个 , 平 行

试样数
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2
。

嗜热脂肪芽抱杆菌 12 a菌株在淡炼乳中的耐热性测定

实验步骤和方法与在缓冲液中测定相同
。

将淡炼乳替代缓冲液
。

实验结果见表 7
。

表 7嗜热脂肪芽抱杆菌 2 1 a
菌株在淡炼乳中衬热性刚 定结果
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作嗜热脂肪芽饱杆菌 12 a
菌株的致死温时曲线

将实验测得的嗜热脂肪芽抱杆菌 1 2a 菌株在 M / 15 中性磷酸盐缓冲液中不同加热温度的

T D T (受热芽抱总数为 l
。

2 x l沪个 ) 和加热温度在半对数坐标纸上标示
,

得到热力致死时间

6 4



曲线
。

见图 1曲线 A
。

以 D 值和加热时间在半对数坐标纸 上标示
,

得到内视性热力致死时间

曲线 (曾定名为仿热力致死时间曲线 )
。

见图 2 曲线 A
。

此两曲线显示 Z 值都是 9
.

2℃
。

同样
,

绘出嗜热脂肪芽抱杆菌 12 a
菌株在淡炼乳中的热力致死时间 曲 线 (图 l 曲 线 B )

和内视性热力致死时间曲线 ( 图 2 曲线 B )
。

此两曲线显示 Z 值都是 9
.

8℃
。
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嗜热脂肪芽孑包杆菌 12 a
菌株

芽抱热 力致死时间 曲线

图 2 嗜热脂肪 茅抱杆 菌 12 a
菌株芽

袍 内视性热力致死时间 曲线

(受热芽抱总数 1
。

2 x 10 “
个 )

A

— 中性缓冲液 ; B

—
淡炼乳

A

— 中性缓冲液 ;

B

— 淡炼乳

(六 ) 淡炼乳杀菌过程中罐装淡炼乳罐内冷点温度的测定

应用罐头加热杀菌温度测试仪测定乳品工厂淡炼乳杀菌过程中淡炼乳罐内的冷点温度
。

根据测定结果计算出各测定温度的致死率 [̀ ” ]
。

(以嗜热脂肪芽抱杆菌 12 a
菌株作为杀菌对象

菌 )
。

致死率 L 二 粤
= 10 9一 ,

工二
一

攀
`

L,

式中
,

L 是对于杀菌试验对象菌在温度 T ℃时单位时间 (每分钟 ) 内的 杀 菌 效 果 相 当

于 1 2 1
。

1℃时所需的杀菌时间 (分钟 )
。

F 是对象菌在 12 1
。
1℃时热致死时间 (分钟 )

。 , 是对

象菌在 T ℃时的热致死时间 (分钟 )
。

T
.

是加热时的对象菌的受热温 度
,

即 实 罐 内 冷 点 温

度 (℃ )
。

Z 是对杀菌对象菌有相同致死效果时
,

时间降低一个对数周 期 所 需 要 升高 的 温

度 (℃ )
。

嗜热脂肪芽泡杆菌 1a2 菌株的 Z 值为 9
.

8℃
。

然后计算整个杀菌过程的杀菌值 F 。 。

F 。 =

艺
i一 1

L , + L
; 十 ,

2
△ t

,

式中
,

F。 是杀菌效果相当于在 1 2 1
。

1℃ 中的受热时间 (分钟 )
。

L是致死率
。 n 是 整 个

杀菌过程中测定罐内温度的次数
。 △ t 是相邻两次测定罐内温度间隔的时间

_

(分钟 )
。

实验结果见表 8
。



表 8淡炼乳杀菌过程的杀菌位 Z (
二9

.

8℃ )

实 验 次 数 杀 菌 值 F。 (分钟 )

l

2

3

平均

8
。

1 7 3 6

8
。

1 7 2 0

8
。

1 8 07

8
。

1 7 3 6

从测定杀菌过程时罐内冷点温度推算得到乳品厂淡炼乳杀菌过程的杀 菌 值 F。 = 8
。

] 8分

钟
。

(七 ) 残留菌接种实罐杀菌试验

将残留菌代表性菌株分别以不同芽抱量注入无菌淡炼乳罐内
,

按现行生产的杀菌工艺条

件进行杀菌
。

杀菌结束后
,

立即以最近似值试管法 6lt 测定整个罐头内残存的活细 菌 数
。

并

进而计算杀菌过程中使芽抱减少的对数周期数 ( )n
。

结果见表 9
。

表 g

实 验 ! 实 验
’

批 号 } 罐数 (个 )
{

嗜热脂肪 芽抱杆菌 1 2a 菌株接种淡炼乳实堆杀菌试验结 果

芽抱接种 量 ( a)

(个 /罐 )

平均每罐残存活细

菌数 (b )( 个 /罐 )

芽抱减少对数周期数 ( n )

( n = l o g a 一 l o g b )

5 } 9

6 … 9

_

二
_

_

止
_

_

兰
_

_
_

_ _

2 x 10 6

5 X 10 4

2 X 10 4

5 x 10 3

1 x 1 0 3

5 x 10 2

1 x 10 2

9 1 0

2 1 5

8 2

2 0
。

9

< 3

检不出

检不出

2
。
3 4

2
。
3 7

2
。
3 9

2
。
3 8

2
。

3 7

环状芽抱杆菌 9a 和 4b
`

菌株的实验结果
:
每罐淡炼乳接种量分别是 1 x l 。“个

、

1 x 1 0 5
个

、

1 又 l沪 个和 1 x l 。 ,
个

,

经杀菌过程后各试验罐均无菌检出
。

计算以嗜脂肪芽抱杆菌 1 2 a 菌株芽袍接种实罐杀菌试验得到的淡炼乳杀菌过程的杀菌值
:

F 。 = n ·

D
r = 2

.

3 7 x 3
.

4 4 = s
.

x s (分钟 )

三
、

分 析 和 讨 论

(一 ) 淡炼乳样品罐在开罐前经检查均无裂漏现象
。

分离到的 25 株残留菌都是在生产结

束时就已残留在罐内
。

可以认定
,

检测淡炼乳样品罐中的残留耐热菌是嗜热脂肪芽抱杆菌和

环状芽抱杆菌
。

(二 ) l
。

根据试验结果
,

嗜热脂肪芽抱杆菌在 28 ~ 60 ℃的温度范围内能使淡炼乳酸凝
。

淡炼乳产品在出厂前需经 25 ~ 30 ℃
、

3 ~ 4 个星期或 37 ℃
、

一个星期的保藏 试验
。

另外
,

目



前淡炼乳产品都是在自然气温下运输和贮存
,

在这种环境中有适合此菌生长的温度条件
。

环

状芽抱杆菌在 20 一 37 ℃ 使淡炼乳产酸
,

但不凝结
。

淡炼乳最终滴定酸度达到 58 一 60
“

T
,

超

过了规定合格产品的允许酸度值 4 8
O

T
。 〔“ l

实验分离到嗜热脂肪芽抱杆菌 18 株和环状芽泡杆菌 7 株
,

分别占全部分离菌 株的 72 %

和 2 8%
。

所以
,

可以确定嗜热脂肪芽抱杆菌和环状芽抱杆菌是近两年来该乳品工厂淡炼乳的变质

原因菌
。

2
.

嗜热脂肪芽抱杆菌和环状芽袍杆菌在引起淡炼乳变质后经一段时间菌体自行 死 亡
。

嗜热脂肪芽抱杆菌在酸凝的淡炼乳中以营养型细胞形式存在
, 在实验 温 度 范 围 内 ( 28 一 45

℃ )
,

温度越高
,

菌体死亡越快
。

在 37 ℃ 中
,

两种细菌各自引起淡炼乳变质后
,

嗜热脂肪芽

抱杆菌比环状芽抱杆菌死亡得快
。

3
。

根据上述细菌特性
,

可以确认
,

若在腐败淡炼乳中检不出微生物时
,

仍应考虑到这

种变质是由微生物引起的可能性
。

而在分析由于微生物引起的酸败淡炼乳的原 因菌时
,

淡炼

乳的酸败特征 (是否凝结
、

酸度升高程度等 ) 对区分变质原因菌是有参考价值的
。

(三 ) 1
。

嗜热脂肪芽抱杆菌 1 a2 菌株芽抱在中性缓 冲液和淡炼乳中的热力致死时间曲线

和内视性热力致 死时间曲线分别成直线
。

表明此菌在实验温度范围内
,

在中性缓冲液中和在

淡炼乳中的 T D T 和 D 值都分别与受热温度成对数关系
,

受热温度升高
、

T D T 和 D 值均按

对
`

数级减少
。

从曲线土得到此菌的耐热性数值见表 1 0
。

表 10 嗜热脂肪 芽抱杆菌 12 a
菌 株的耐热性数值

、 T D T (分钟 )
’

D 值 (分钟 )
「

z 值

丛 质
1 0 5℃

L

l x 5℃ 12 1
.

1℃ } 12 5℃ 10 5℃ } z z o oC

4
。

7 } 1 3 2

7
.

4 一

五五
一

i而
一

{、℃ )

2
.

2 6 { 0
.

5 3 …9
.

2

3
.

4 4 { 1
.

3 5 {。
.

5

片了,.八OJ任中性缓冲液 ` 7 0 0
{ 5 7 ! 12

.

淡 炼 乳
`

一
1

79 { 19
.

—
训

一一
一

一一
~

一
. 口 , , . . . r `

~

-

一
一~ ~ , 一

. , ,

一

一
~

.

一
, . 户~ 一, - , 山~ . 一

一
一2

.

嗜热脂肪芽抱杆菌 1 2 a 菌株芽抱在中性磷酸盐缓 冲液中的耐热性比文献记载的 肉 毒

梭状芽抱杆菌 A
、

B 型和生芽抱梭状芽袍杆菌 P
.

A
。

3 6 79 的耐热性 ( D
r

值分别为 。
。

10 一 O
。

20

和 0
.

10 一 1
。
5 分钟

`

15[ l) 大得多
,

低于 S ut m b 。
报导的嗜热脂肪芽抱杆菌的耐热性 ( D

r

值为

4
.

0一 5
.

0
一

分钟 )
。

3
。 一

嗜热脂肪芽抱杆菌 1a2 菌株芽抱在淡炼乳中的耐热性大于中性缓冲液中的耐热 性
。

在淡炼乳中 12 1
.

1℃ 时的 T D T 和 D 值比在缓冲液中的相应数值增加 50 % 以上
。

说 明 淡 炼

乳对此芽抱菌的受热致死有较显著的保护作用
。

文献记载中未见有关此菌在淡炼乳中的耐热

性报导
。

(四 ) 环状芽抱杆菌 a9 菌株和 4b 菌株在中性缓冲液中菌 量 为 1
。

2 x 10 5
个

、
1 00 ℃ 时

,

T D T 分别是 8
。
o

、

10
.

8 分钟 ; D值分别是 1
。

42 和 1
。

88 分钟
。

若按 Z 二 10 ℃ 计算
,
D

r

值均为

。
.

01 分钟
。

它们的耐热性低于肉毒梭状芽袍杆菌 A
、

B 型
,

更低于嗜热脂肪芽袍杆菌 1 2 a 菌

株的耐热性
。

(五 )竺按照一般经高温杀菌的低酸性食品的杀菌要求
,

判断淡炼乳杀菌过程时杀菌对象菌

的杀灭效果
,

可以看到乳品工厂现行淡炼乳杀菌过程的杀菌值 F 。 ( 8
。

15 分钟 ) 超过了以肉毒

梭状芽抱杆菌 A
、

B 型和生芽抱梭状杆菌 P
。

A
。

3 6 7 9 作杀菌对象菌时所需的热力递减时间
。



(见表 1 1 )这个杀菌效能是符合低酸性食品的一般杀菌要求的
。

’

表 1 1杀 灭不同时象菌所需的热力递减时间 (T T R
。

)

一l |
l esù

!
l

…
!

杀 菌 对 象 菌 D
r

值 (分钟 )

0
。

0 1~ 0
。

2 0

0
。

1~ 1
。

5

3
。

4 4

T T R
。

(分钟 )

肉毒梭状芽抱杆菌 A
、

B 型

生芽抱梭状芽抱杆菌 P
.

A
.

36 7 9

嗜热脂肪芽抱杆菌 2 1 a
菌株

2
。

4

7
。

5

5 { 1 7
·

2

若 以耐热性更强的嗜热脂肪芽抱杆菌 12 a菌株作杀菌对象菌
,

这个杀菌过程显然达不到
n = 5的杀菌效能

,

它只能使
n
达到 2

。

37
。

所以在淡炼乳生产 中有这种菌 污 染 时
,

成品中有

时就会有嗜热脂肪芽抱杆菌残留
,

导致成品变质
。

淡炼乳中有环状芽袍杆菌残留的原因主要是 由于有这种菌大量污染
,

或者杀菌过程操作

不当引起的杀菌不足所造成的
。

根据 目前乳品工厂的工艺条件
,

要提高淡炼乳产品的合格率
,

必须尽量减少杀菌前淡炼

乳中的含菌数 目
。

为此
,

就应该要求 以含菌数少的优质原料乳来生产淡炼乳并要严格加强生

产过程 中的卫生管理
,

防止再污染
。

建议在条件许可时
,

试用淡炼乳连续式超高温瞬时杀菌

工艺
。

四
、

总 结

1
。

从微生物指标不合格的淡炼乳产品中
,

分离到嗜热脂肪芽抱杆菌 18 株
,

环状芽抱杆

菌 7 株
。

它们是引起淡炼乳变质的原 因菌
。

引起变质的特点是
:

前者使淡炼乳酸凝
; 后者仅

使酸度升高而不凝结
。

这两种菌引起淡炼乳变质后
,

经 7 ~ 60 天均自行死亡
。

2
.

对这两种变质原因菌进行了耐热性 ( T D T
、

D 值和 Z 值 )的测定
。

结果表明淡炼 乳 与

磷酸盐缓冲液相比
,

对嗜热脂肪芽抱杆菌受热致死有明显的保护作用
。

嗜热脂肪芽抱杆菌的

耐热性要高于食品工业中常用作低酸性食品杀菌对象菌的肉毒梭状芽抱杆菌 A
、

B 型和生芽

抱梭状芽抱杆菌 P
.

A
.

3 6 7 9的耐热性 , 而环状芽抱杆菌的耐热性却低于上述两种 杀 菌 对 象

菌
,

更低于嗜热脂肪芽抱杆菌
。

3
.

通过杀菌值 F 。的测试和计算
,

证明乳品工厂现行杀菌工艺是符合低酸性食品的一般

杀菌要求的
,

但对嗜热脂肪芽抱杆菌来说
,

还不能使其达到递减指数
n = 5 时的杀菌要求

。

从而提出有必要改革现行淡炼乳生产工艺的建议
。
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t h e r m o P h i l u s , a n d 7 s t r a i n s a s B a e i l l u s e i r e “ l a n s 。

T h e s P o i l a g e e h a r a e t e r i s t i e s

o f e v a p o r a t e d m i l k e a u s e d b y t h e s e s p e e i e s w e r e o b s e r v e d a n d t h e “
T D T

” 、 “
D

”

a n d
“
Z

” v a l u e s f o r t h e s e s P e e i e s w e r e e x a m i n e d
。

T h e “
F

。 ”
V a l u e o f t h e r m a l

p r o e e s s f o r e v a p o r a t e d m i l k w a s m e a s u r e d a n d 5 0 t h i s s t e r i l i z i n g p r o e e s s 15

e o n s id e r e d t o b e e f f e e t i v e t o d i s t r o y t h e s P o r e s o f t h e m o s t r e s i s t a n t P a t h o g e n
一

C I
。

b o t u l i n u m i n t h e n o n 一 a e i d f o o d t o s a f e g u a r d t h e h e a l t h o f t h e e o n s u m e r ,

b u t i t w o u l d b e i n a d e q u a t e f o r t h e d e s t r u e t i o n ( ) f t h e s P o r e s o f B
。 s t e a r o t h e r -

m o p h i l u s b a s e d o n r e d u e i n g i t s n u m b e r o f a f a e t o r o f 10 5 t o e n s u r e f r e e d o m

f r o m s P o i l a g e 。
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