
第 18卷 无锡 轻工 大 学学 报 Vo l. 18

第 1期 JOURNAL OF WU XI UNIVERSIT Y OF LIGHT INDUSTRY 1999 No. 1

国家自然科学基金项目(编号: 29576240)
收稿日期: 1998-04-27
第一作者:王　琴,女, 1973年 12月生,工学硕士,助教

热处理协同高静压对芽孢耐压性的影响
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摘要　协同适当的温度处理对嗜热脂肪芽孢杆菌 As1. 999进行了高静压杀菌试

验。试验结果表明,适当温度处理能有效提高高静村的灭菌率。加压前预热处理

( 45℃, 25 m in)比加压后热处理杀菌效果要好, 且在不同预热处理温度 45, 65, 85

℃下, 65 ℃的预热处理协同高静压灭菌率最高。
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0　前　　言
高静压处理技术( HHPS)作为一种新型的“冷杀菌”技术, 凭借其具有有效的保留食品

中原有的营养价值、色泽和天然风味的独特作用,使之得以广泛的研究与应用。目前在日本

已生产出商品化的高静压处理食品(主要是高酸性食品如果汁饮料) ,但对引起低酸性食品

腐败变质的、耐压性特强的孢子杀菌的研究相对较少, 至今没有什么系统性和规律性可循。

且由于孢子有极强耐压性, 单独的高静压处理需要较高的压力或较长的时间,使设备投资与

操作运转费用增加,从而使其应用受到限制。

近几年来,许多研究者提出“加压热杀菌”的观念。一定温度下的加压杀菌可以减少加热

时间或降低灭菌所需的高湿,同时适当的中温也会减少加压所需的时间和强度,这对解决孢

子的耐热耐压性尤为重要, 有试验表明果汁在适当温度下加压可以降低酵母,霉菌和一般细

菌所需的至死压力。枯草杆菌等芽孢杆菌的孢子在常温下即使800 MPa 以上高静压也难完

全杀死, 但升温至 45～60℃,加压至 600 MPa即可杀灭。不同芽孢菌的芽孢耐压性也不同。

光浦畅洋的研究表明[ 1] ,对于芽孢菌属的孢子, 其耐压性与菌体的生长温度呈正比关系,耐

热性强的孢子耐压性也高。不同的压力和温度组合所取得的杀菌效果差别很大,因此寻求不

同条件下温度与压力的最佳组合对孢子的杀菌有重大意义,笔者选择了嗜热脂肪芽孢杆菌

As1. 999为研究对象,主要考察了加热处理协同高静压的灭菌效果,并比较了不同的预热处

理温度与压力组合的效果。



1　实验材料和方法
1. 1　实验材料

1. 1. 1　供试菌株　嗜热脂肪芽孢杆菌( Bsci llus st ear othermop hi lus Donk ) As1. 999购于广

东省微生物研究所菌种中心。

1. 1. 2　培养基与试剂　营养肉汁琼脂;芽孢染色液: 5%孔雀绿染液、0. 5%番红染液。

1. 1. 3　仪器设备　高静压处理机(常压～600 MPa)由本校高压容器研究室提供; 超净工作

台、超净恒温器、高压杀菌釜、微生物实验常用仪器设备。

1. 2　实验方法

将出发菌株活化, 在( 45±1)℃下产芽孢斜面培养 24 h,再接种入液体培养基。继续培

养 48 h, 使其生长处于稳定状态, 以确保其营养体与孢子的比例恒定。在无菌操作条件下,

按实验方案要求吸取一定量的原菌液,移入装有灭菌磷酸缓冲液的三角瓶中,于回旋振荡器

中振荡 15 min,获得混合均匀的菌悬液,备用。

将活化好的菌株接入严格杀菌的不同介质中, 保证每次接种量相同,在无菌操作条件

下,分装入无菌塑料瓶中, 密封制成受试样。选择压力范围 200～400 MPa,时间 15 m in 下进

行耐压实验。

1. 2. 1　热处理与高压协同灭菌实验　选取 45℃、20 m in 作为加热处理条件,协同高静压

对孢子灭菌, 比较加压前加热处理和加压前加热处理的灭菌效果。

1. 4. 2　不同热处理温度与高静压协同灭菌实验　选取 45, 65, 85 ℃加热 20 min为加压前

热处理条件, 比较不同预热处理温度与高静压协同孢子灭菌的效果影响,以寻求最佳预热处

理温度。

2　结果与讨论
2. 1　热处理与高静压的协同灭菌效果

图 1　热处理对嗜热脂肪芽孢杆菌

芽孢耐压性的影响

经过初步实验, 发现高静压结合适当加温处理可

以提高微生物死灭率,减少加压所需的时间和强度。

我们将受试样分成 2组,分别在加压前和加压后进行

45 ℃, 20 min的热处理, 其灭菌效果见图 1。对于嗜热

脂肪芽孢杆菌的芽孢, 适当的热处理( 45 ℃, 20 m in)

有助于高静压灭菌作用。两者协同作用的效果要优于

单一方法处理, 且预热处理结合高静压的灭菌作用要

强于后序热处理与高静压的协同作用。究其原因,我

们认为这与芽孢菌的特性密切相关,芽孢菌孢子可以

保持较多的休眠状态,在条件适合的情况下(如热刺

激) ,也可以在几分钟内破壁萌发成营养体。45℃是嗜

热脂肪芽孢杆菌较适宜的生长温度,预热处理促使孢子液中的部分芽孢发芽(样品制片、染

色后的显微镜检测结果证明了这一点,初始孢子含量达 90%以上,而经过适当加温后孢子

含量降到65%左右)。而营养体细胞对环境的敏感程度大大高于芽孢体,尤其在磷酸缓冲液

中,比较容易受损致死,表现为死亡率高于同一条件下的单纯高静压灭菌率。至于后序热处
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理,对于在压力环境中存活下来的芽孢, 45 ℃, 20 min 的处理只会加速其复原、发芽和生长

繁殖,没有什么协同灭菌作用。

2. 2　预热处理与高静压协同灭菌效果

加压前热处理有利于提高孢子的灭菌率
[ 2]
, 我们将高静压配合不同的预热处理方式进

行耐压试验, 以寻求提高芽孢死灭率的突破口。

受试样分别经 45, 65, 85 ℃及 20 m in预热处理,对比不同温度预热处理与压力组合的

效果, 检测结果见表 1.为了进一步了解预热处理对芽孢的影响, 我们对预热处理后菌数作

了 2次检测, 以便对比。一是预热处理后立即检测; 二是预热处理后样品放置冰箱等其他需

加压处理的样品加压完后同时检测( 2次间隔时间 3～4 h) ,见表 1.

表 1　预热处理温度对 As1. 999 菌种孢子耐压性的影响

压力/ MPa
菌　　数

常温 45 ℃ 65℃ 85 ℃

装样后立即检测 7. 0×106 6. 0×106 6. 5×106 4. 0×106

与加压后同时检测 6. 0×106 7. 0×105 8. 9×104 1. 8×106

200 4. 8×104 5. 9×103 8. 3×102 8. 1×103

300 3. 0×103 3. 0×102 7. 6×101 6. 5×102

400 1. 9×104 1. 5×103 1. 9×102 6. 0×103

　　从表1可看出间隔 3～4 h 的2次检测的数据相差甚大,近 1～2个数量级。我们认为这

主要还是与嗜热脂肪芽孢杆菌的特性有关, 此孢子比其它任何嗜温种的孢子更抗热,相反,

营养细胞对不良的条件非常敏感,冷至室温,它们立即失去活性。嗜热脂肪芽孢杆菌生长的

温度最高 65～75℃,最低 30～45℃。在嗜热脂肪芽孢杆菌的适宜温度范围内,预热处理使

孢子液中的部分芽孢发芽, 样品制片、染色后的显微镜镜检结果证明了这一点,如表 2所示。

预热处理后立即检测时,不论孢子还是营养体复原到培养基中,均表现为菌落数;然而在冰

箱

中放置 3～4 h后与加压样同时检测, 其

由于预热中产生的营养体细胞在磷酸缓

冲液中却极易死亡,从而表现

表 2　预热处理对 As1. 999菌悬液的芽孢含量的影响

温度/℃ 室温 45 65 85

芽孢含量/ % 90 65 45 80

为菌数大大减少。

图 2　预热处理温度对 As1. 999 菌种

孢子耐压性的影响

　　如图 2所示, 45, 65℃表现出的协同高静压数据的灭

菌率较好, 65 ℃最高, 而 85 ℃相对较差。从表 2 中可看

到,通过显微镜有观察, 发现适当温度处理使芽孢含量

90%降到 65%～45%. 而产生的营养体细胞对环境敏感

程度大大高于芽孢体,尤其在磷酸缓冲液中, 比较容易受

压损致死, 表现为死亡率高于同条件下的单纯高静压灭

菌率,但 85 ℃在嗜热脂肪芽孢杆菌最高生长温度范围之

外,不仅不能诱使孢子发芽,反而抑制孢子,我们认为 85

℃的杀菌效果主要由于高温的作用, 至于高温协同高静

压杀菌实验研究及机理的探讨还有待于下一个阶段的研

究。
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3　结　　论
1) 单独加热( 45℃, 20 min)没有明显的杀菌效果,但与高静压协同,则菌残存数比对照

样减少 1～2个数量级,且加压前预热处理比加压后热处理杀菌效果好。

2) 适当中温 45, 65 ℃预热处理温度能有效的提高高静压的灭菌率,相对而言, 65 ℃热

处理效果最好;而 85℃时孢子的灭菌率反而有所降低。显微镜检测结果发现,在适当温度范

围( 25 ～65 ℃)内随温度升高芽孢含量由 90%降至 45% ,而在 85 ℃时芽孢的含量反增至

80%.
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Influence of the Association of Multi-factors with HHP

on the Sterility of Bacillus

Wang Qin　Zeng Qingx iao　Ruan Zhen　Zhang Shaolan　Cheng Bo ruan　Lian Lihua

( Dep. of Food En g, South-Ch ina Un ivest it y of Tech nology, Guan g Zhou 51064)

Abstract　Combinat ion w ith heat ing, B . stear othermophilus ( As1. 999) w as cho sen to be

sterilized by High Hydr astat ic Pr essure( HHP) . It w as indicated that ef fect ive temper ature

t reatment could increased the sterilizat ion rate of HHP. The pr e-heat ing condit ions( 45℃)

w as bet ler fo r the inact ivat ion of spor es than the post-heat ing. At different temper ature

( 45, 65, 85 ℃) pre-heat ing conditiens, the sterilizat ion results at 65 ℃ combinat ion w hih

HHP was superior to o thers.
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