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` 二

加热是罐头食品杀菌的经典方法
。

由于这种方法简单易行
,

而且花费低廉
,

因此至今仍

然是用于罐头食品杀菌的主要方法
。

加热杀菌是利用热力使细菌丧失生存的能力
。

然而细菌对热也有一定的抗性
,

尤其是细

菌抱子对热有异常的抵抗力
。

虽然细菌抱子本身对食品工业来说并不造成任何危害
,

但在热

杀菌中残存的细菌抱子得以萌发
,

生长和繁殖的时候
,

最终将导至食品腐败
。

因此细菌抱子

的耐热性确是罐头食品热杀菌控制的重要因素
。

长期以来
,

人们对细菌的耐热性作了大量的研究
,

发现不同菌种之间的耐热性有显著差

别
。

即使是同种细菌抱子
,

甚至 同一菌株的饱子
,

耐热性也不是一个稳定的常数
。

这种影响

因素与细菌抱子的微观结构有关
,

或者说是细菌抱子热致死机理的某种表现
。

本文是对细菌

抱子的耐热性机理及其影响的综述
。

旨在为罐头食品的热杀菌控制提供理论基础
。

二
、

影响耐热性的因素

影响细菌抱子耐热性的因素很多
。

这些因素可以归纳为四个主要 类别
,

即细菌种类 ; 抱

子形成的条件和环境 ; 热处理条件和环境 , 加热后的生长条件
。

1
.

细菌种类

不同细菌抱子的耐热性差异很大
。

War ht ( 1 9 7 8 )表明许多芽抱杆菌属的细菌抱子的耐热

性与其营养细菌的最适生长温度有关
。

最适生长温度高
,

抱子的耐热性也高
。

因此
,

最适生

长温度高的芽抱菌
,

如凝结芽抱杆菌
,

嗜热脂肪芽抱杆菌具有很高的耐热性
。

例 如
,

在 1 10 ℃

下 E 型 内毒杆菌的 D 值不到 0
.

1 秒
,

而嗜热脂肪芽抱杆菌抱子的 D 值 为 40 分 钟
。

因 此
,

嗜热脂肪芽抱杆菌也通常用作控制热杀菌过程的试验菌 ( M
。 r r e ll a n l

l S o ot t 1 9 6 6 )
。

然 而
,

Z 值的测定结果丧明
,

在较高的杀菌温度下 (大于 1 40 ℃ )
,

梭状芽抱杆菌属常常是 最耐热 的

细菌
。

应该指出
,

即使在同种细菌的不同菌株之间
,

由于遗传变异的原
.

因
,

耐热性也会有很大

的差别
。

例如
,

R o b e r tS ( 1 9 68 ) 发 现几株产气夹膜杆菌 的 D g。 相差达 40 倍 (z 值 差 4 倍 )
。

B
r a d

s h a w 等 ( 1 9 7 5 ) 报道两株蜡状杆菌的 D ; 2 1相差 7 8 倍 ( Z 值差 1
.

2 倍 )
。

菌龄也会影响耐热性
,

但没有规律
。

根据 E s yt 和 M
e y o r ( 1 9 2 2) 的试验结果表明年轻的

肉毒杆菌抱子比年老的耐热性大
。

S o m m e r ( 1 9 30) 报道经 4一 8 天培养的肉毒杆菌抱 子 具 有

最高的耐热性
。

C u1’ r a n’ s ( 1 9 3 4) 用好氧芽抱菌试验表明当菌龄高达一年 时 耐 热 性增加
,

但

本文 1 9 8 6年 6 月 5 日 收到
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在开始的三个月内耐热性没有变化
。

B a s h f or d ( 1 9 4 2) 报道产芽抱杆菌在 7 至 14 天的培养 时

耐热性最高
。

2
.

抱子形成的条件和环境

1) 抱子培养基对耐热性有很大影响 W ill ia m s
( 1 9 2 9) 报道了培养基成分的变化使抱 子

的耐热性偏离了正常值
。

V i nt
o n
等 ( 1 9 4 7) 发现在巴氏杀菌或高压杀菌的肉中形成的抱 子 比

添加 肉中生长的抱子耐热性大
。

M a y o
u( 1 9 7 0) 表明牛奶中生长的嗜热

:
脂肪 芽 抱 杆菌的耐热

性比添加 4 o p p m 磷酸镁的营养琼脂中生长的抱子的耐热性大
。

S
u g i y a nI a( 19 5 1) 用肉毒杆菌

试验表明
,

产抱子培养基中的二价铁和钙离子的浓度低于某一个值时
,

抱子的耐热性降低
。

脂肪酸的存在
,

特别是长链脂肪酸会增加袍子的耐热性
。

A m a h a 和 O r d al ( 1 9 5 7) 表明镁和钙

均会增加凝结芽抱杆菌的耐热性
,

而且只有在足够量的镁和钙的条件下才能获得最高的耐热

性
。

因为E l ib
s i和 O r d al ( 1 9 5 6) 观察到磷酸盐含量高时

,

抱子的耐热性降低
,

因此
,

他们推断

钙盐的利用可能受到培养基中磷酸含量的影响
。

L e v i n s o n 和 H y a t t ( 1 9 6 4 )用 B
.

m e g a t e r i u m

试验发现后加 C
a
C l么

,

耐热性增加
,

但添加 L一谷氨酸
,

L一脯氨酸或磷酸盐
,

则耐 热 性降

低
。

M ol in 和 S
v e n s o n ( 1 9 7 6) 测定了培养基成分对枯草杆菌耐干热性能的影响

。

二十种不同

的培养基用于培养枯草杆菌抱子
,

产抱子量的变化高达 1沪 倍
。

抱子在干 热 下 的 D 16 。相差

约 10 倍
。

但是大部分试验培养基产生的抱子的 D ; 6。在 40 秒至 1 50 秒范围内
,

相 差 约 为 4

倍
。

培养基的 p H 值对耐热性有明显影响
,

一般来说
,

p H 值越低
,

耐热性越小
。

因此基质酸

化常用作一种预处理方法使抱子对耐热变得敏感化
,

从而降低杀菌强度
。

这种热敏感化是由

于阳离子浓度的变化引起的
。

休眠抱子中二价离子的含量 很高
,

主要是钙
、

镁
、

锰
。

这些阳

离子主要存在于抱子的核区域
,

且处于固定状态 ( C ar
s t e sn

e n
等

,

1 97 1 )
。

控制阳离子的含量

能从指数级地改变抱子的耐热性
。

若在低 p H 下进行长时间培养
,

阳离子就会逐渐从抱子中

移去
,

从而导致耐热性降低
。

即使抱子经洗涤后再在中性 p H 条件下加热也是如此
。

但是
,

由酸作用使离子移去而造成的热敏感性增加是可逆的
。

在碱 性 p H 条件下的高盐浓度下经过

长时间的培养
。

能够部分或完全地恢复正常的耐热性
,

有时甚至超过 原 来 正 常 的 耐 热 性

( M r g u i s 等
,

1 9 8 1 )
。

与抱子形成环境密切有关的另一个因素是 自然生长的抱子
。

例如在土壤中生长的抱子比

人工培养的抱子具有较高的耐热性
。

C ur
r a
n( 1 9 3 5) 发现在土壤和燕麦中产生和陈化抱 子 比人

工培养基上产生的抱子的耐热性高得多
。

G ill
e sP y ( 1 94 7) 发现当土壤加入产抱子培养基 时

,

嗜

热厌氧的耐热性有显著增加
。

S o b e r n h e i n和 M
u n d e l ( x 9 3 8 ) 观察到土壤原生芽抱的耐热 性 比

同样土壤培养的抱子的耐热性高 3 倍
。

他们认为这可能是由于土壤物理化学性质影响的结果
。

有许多证据可以说明实验室中测定的人工培养的抱子的耐热性与工厂的实际情况有时有

较大的差别
。

C a m e r o n
等 ( 1 9 3 6) 研究了甜菜罐头腐败菌

。

甜菜的热杀菌条 件 是 1 16 ℃
,

20

分钟
。

这个杀菌条件应该是以杀死全部抱子
。

因为抱子在该温度下的热致死时间为 10 分钟
。

但是在实验条件下
,

在 1 10 ℃ 下加热 5 分钟就没有抱子残存
。

这个研究表明细菌原有的耐热

性比实验室测定值高
。

据推测这可能是 由于微生物在实验室条件下繁殖的缘故
。

2) 抱子形成时的培养温度 抱子形成时的培养温度对耐热性有明显影响
。

在高温 下 的

耐热性高 ( C o o k 和 G i l lb e r t , 1 9 6 8 )
。

S u g i y a m a ( 19 5 1 )报告肉毒杆菌在 3 7 oC 下形成 的抱子
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具有最高的耐热性
。

La ma o na( 1 94) 2发现好氧性芽抱菌抱子的耐热性与最高生长温度有 关
。

Le。 h。 wi ch( 1 5 9) 9对枯草杆菌和凝结芽抱杆菌发现有类似的结果
,

耐热性随着产抱子温度的

升高而增加
。

L e e h o w i e h 和 O
r d a l ( 1 9 6 2 )进一步表明泡子的 p比吮二酸 ( D P A )和阳离子 含 量

( C
a + ` 、

M g 十
.

十

和 M n + 十
)也是随着产抱子温度的升高而增加

。

3) 化学状态 细菌抱子的耐热性与抱子的化学状态有关
。

这可以通过将抱子进行某 种

化学处理使其处于热敏感和耐热两种状态来表明 ( A ld
e r t o 二 和 S n e l l

,

2 9 6 3 , A ld e r t o n 等
,

1 9 6 4 )
。

细菌抱子具有阳离子可逆交换的机能
。

当抱子含有阳离子
,

抱子处于耐热性状态
。

当饱

子含有水合氢离子时则处于热敏感状态 (失去耐热性 )
。

这两种状态下的 D 值相差可达 10 倍

( A ld e r t o n
等

, 1 9 7 6 )
。

4) 抱子在加热前的预处理方法对耐热性的影响 据报道
,

化学处理
,

如过氧化氢或酸处

理能影响抱子的耐热性
。

物理处理
,

如声波 ( S a n z
等 19 82 )

,

离子辐射均能影响抱子的耐热性
。

用热与其它方法共同处理所产生的抱子热钝化的速率和程度比效应叠加要大得多
。

杀菌效应

与处理方法先后次序有很大关系
。

用中等强度的电离辐射可以大大降低随后抱子加热处理的

刀 值 ( G
o m b a s 和 G

o m e y
,

1 9 7 8 )
。

用热和辐射对抱子进行复合处理
,

将会产生协同钝 化 作

用 ( P a l l a s 和 H a m d y
,

1 9 7 6 )
。

但是如果加热先于辐照
,

那 么钝化作用只要叠加而已 ( F a r
k a

s 和 R o b e r t s ,

19 7 9 )
。

这在无菌包装设备中
,

在设计包装材料或包装中容器的杀菌系统时就

必须考虑这种复合处理的协同效应
。

3
.

加热过程中的影响因素

1) 水分活性和 渗透压 在 加热时抱子的耐热性将随着所处环境的水分活性和渗透压而

变化
。

一般认为抱子对干热 (水分活性小于 0
.

1 ) 的抗性比对湿热的抗性要大得多 ) ( A ld e r 。 。
nt

S n e
ll

,

1 97 。 )
。

枯草杆菌对干热有较大的抗性
,

而嗜热脂肪芽泡杆菌 对 干 热 则 比 较 敏 感

M 。
l i

n , 1 9了7
,

M 。 r r e l l 和 S e o t t
,

1 9 6 6 )
。

据报道
,

至少有一种微生物引2子
,

干嗜热芽抱 杆 菌

对干热有极大的抗性
,

其 D , 2 5
为 1 35 小时 (B on d和 F ay

e
or

, 1 97 7 )
。

但该菌对湿 热 仅 有 中

等程度的抗性
,

其 D S。
为 61 分 钟 ( B o n d 等

,

1 9 73 )
。

钝化温度系数 Z 值也随加热方式而 异
,

如嗜热脂肪芽抱杆菌抱子湿热 时的Z值为 6
.

4℃ ( sr im ar i 等
, 19 8 0)

,

但干热时 Z 值 则大 于

2 0℃ (M o l i n
, 1 9 7 7 )

。

H of f m a n
等表明加热前如将抱子分别在相对温度 n % 和 85 % 下平衡

,

其 刀 160 相 差 约

为 3 倍
。

温度降低
,

D 值的差别增加
。

研究表明
,

在高湿度下平衡的抱子在敞开 的装置中对

干热的抗性通常比在低湿度下平衡 的抱子 的抗性大
。

( H of f m a n
等

,

1 9 68 ; D r u m m o n d 和

P f l u g
,

19 7 0 )
。

即使在湿热情 况下
,

许多种类的抱子
,

如果预先在低水分活性的情况下取得平衡
,

或是

悬浮在高渗透压的溶液中时
,

它们的耐热性也会有明显的增加
。

据报
.

道
,

有很多种细菌抱子
,

包括热敏感的含毗吮二酸 ( D P A )较少的腊状杆菌抱子的变异株
,

当它们在各种高浓 度 溶 液

中加热时
, 一

也会增加耐热性 ( B h 。 t h i p a k s a 和 B
u l s a

,

1 9 7 8 )
。

如果产气夹膜杆菌抱子在高 渗

透压的蔗糖或甘油溶液中加热时
,

它们对辐射 的敏感性将几乎完全被 掩盖 ( G
o m e : ,

19 80 )
。

在高渗透压溶液 中加热也会掩盖酸析出的敏感性
。

甚至已萌发的抱子在高渗透压溶浪中脱水

时
,

也会恢复其大部分耐热性
。

不 同种类的抱子耐热性相差可达 1。” 倍
,

但是若将它们在 0
.

3

左右的低水分活性下平衡
,

则不同种类抱子的耐热性将增加到几乎同一个数量 级 ( H a r i n u
vl
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等
,

1 9 7 7 )
。

2) 悬浮液的 p H 和离 子浓度 悬浮液 ( 即加热基质 )的 p H
,

缓冲剂
,

N
a
C I和阳离 子

都会影响细菌抱子 的耐热性 ( R o b e r t s 和 H i t e h i n s ,

19 6 9 ; R u s s e l l
,

1 9 7 1 )
。

例如嗜热 脂 肪

芽抱杆菌抱子在 p H 分另lJ为 3
。

。 和 6
.

0 的醋酸缓冲溶液中的耐热性
,

D ;。。
分别为 23 分 钟 和

1 4 小时
。

当 p H 超过 8
.

0 时
,

耐热性又开始下降 ( A
n d e r s o n 和 F r i e s ,。n ,

1 9 7 4 )
。

根据 L o w

i k 和 A n e m a ( 1 9 7 2 ) Z 值与 p H 值无关
。

磷酸盐通常降低抱子 的耐热性丈C
o o k 和 G i l l b e r t

,

1 9 65 ; A d a m s ,

1 9 7 3 ; S t e i n b
u e h

,

1 97 7 )
。

影响程度取决于抱子的种类
,
A d a m s

( 1 9 7 3) 发现三种不同的梭菌属细菌在水中的 D ;。。

比在 p H 为 7
.

0 的磷酸盐缓冲液的 D ; 。。分别大 1
.

4
,

2
.

0 和 41 倍
。

N a C I低浓度下对耐热性的影响不大
,

甚至没有影响 ( R
o b e r t s

,

玲 66 )
。

但在高浓度下 对

耐热性有削弱作用
。

H a r n u l v 和 S
n y g y ( 1 9 7 2 )表明枯草杆菌抱子的 D , . 5在 2 6%的 N

a
C I溶液

中
, a , = 0

.

7 8
。

比在相同
a ,

的蒸汽中的 D 95
减小 6 倍

。

二价阳离子对抱子的耐热性有增加作用 (: S t e i n b u e h
,

1 9 7 7 )
。

其中尤以 钙 ( C a + 十

)
,

锰

( M n “ )离子对耐热性的影响最为显著
。

3) 有机物质 有机物质
,

如蛋白质 (如血清自蛋白 )和碳水化合物 (如蔗糖 )对抱子 耐 热

性有促进作用 ( A m a h a s a 和 k a g u 。 h i
,

1 9 5 4 ; S m e l t等
,

1 9 7 7 )
,

甚至加热初期活化抱子的浓

度也会影 11向 D 的测定 ( C
a s o l a r i

,

1 9 7 4 )
。

脂肪对芽抱的热破坏有极大的保护作用
。

加热时
,

如果有脂肪存在则耐热比在磷酸盐缓

冲溶液中加热时要大得多
。

R us
s e n ( 1 9 7 1) 提出脂肪的保护作用仅仅是 由于降低水分 活 性 的

缘故
。

这个假设曾被抱子在大豆油中加热试验结果所支持 ( S e n h aj i
,

1 9 7 7 )
。

但 是
,

当抱 子

在不同的脂肪中测定对干热的耐性时
,

即抱子控制在相同的水分活性下
,

不管饱子是否被脂

肪所包围
,

测定的结果表明
,

抱子在不同的脂肪中的耐热性表现很有规律
,

橄榄油 < 甘油三

油酸醋 < 大豆油 < 甘油三癸酸醋 < 甘油三月桂酸醋 (M ol in
,

1 97 7 )
。

抱子在甘油三癸酸醋 和

甘 油 三 月 桂酸醋 中加热
,

其耐热性比对照抱子 (干净抱子 )的耐热性大
。

在大豆油中加热
,

耐热性与对照抱子相仿
。

这说明脂肪对抱子的保护作 用除了水分活性的因素之外
,

还与脂肪

的种类有关
。

应该指出
,

上述研究表明
,

脂肪对耐热性的影响仅涉及 D 值
,

对 Z值 却 无 影

响
。

4) 抑制剂 加热基质中如有杀菌剂或抑制 剂 存 在 会降低耐热 性
。

B e r r y 等 ( 1 93 8 )和

C o u l t ll a r d ( 19 3 9 ) 表明少量的杀菌剂可 以提高在低温下的杀 菌 效 应
。

P e d e r s o n 和 B e a v e n s

( 1 9 4 0 )提出 2 2 p p m 〔,勺二氧化硫可 以使果汁巴氏杀菌的温 度降 低 5
.

5 o( 〕
。

G i l l e s p y ( 1 9 4 6 ) 总

结早期的研究工作时记载
,

由糖带入水果罐头的少量二氧化硫能显著 J也降低纯黄丝衣霉子束

抱子的耐热性
。

例如 ZP p m 的二氧化硫可将在 p H 3
.

。时杀死 99 %所需要的时间
,

从 85 ℃ 的

4 0分钟减少到 14 分钟
。

在试验中 G il l e s p y 发现二氧化硫对耐热性的影 响与加热基质 的 p H

有
`

关
。

其影响随 p H 升高而减弱
。

M i o h幼
e : 等 ( 1 9 5 9) 深入研究 了 65 0 种物质对产芽抱杆菌耐热性的影响

。

除抗氧化剂之

外
,

影响较大 的物质有氧化乙烯
,

环氧二丁烷
,

过氧化氢
,

甲醛
,

肌十二烷
,

氢代澳化物
,

三甲恭
一

I
一

六烷
,

钱
,

澳化物
,

维生素 K 4 ,

和蒜油
。

某些香辛料汕对细菌耐热性的影响也进行了研究
。

K os lce
r
等 ( 19 5 1) 研究表明 I Op p m 的

芥末挥发性油加入缓冲溶液
,

苹果和葡萄汁明显地降低了黑曲霉和蔺萄酒酵母的耐热性
。

对
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凝结芽抱杆菌的影响较小
。

蒜油和洋葱油对细菌的影响比芥末挥发性油的影响小
。

由于在实

际 的使用上有一定的限量
,

丁香
,

玉桂
,

蒜和菏萝风味油对悬浮在番茄汁里的凝结芽抱杆菌

的作用十分有限 ( A
o d e r s o n

等
,

1 95 3 )
。

然而玉桂和蒜油对降低酸泡菜腐败酵母的耐热性有

显著作用
。

A n d e r s o n
等 ( 1 9 5 1) 表明添加蒜油和漪萝海藻油至风味可接爱的程 度 2 5印 p m

,

芥末油至 Z o p p m
.

大大地降低了试验酵母在酸化盐水中的热酸死 时 间
。

B os
e 和 R o y ( 1 9 6的

研究了一些香辛料对枯草杆菌耐热性的影响
,

发现辣椒油和芥末油的作 用 最 大
。

M i。 h e n e r

等 ( 1 9 5 9) 发现 3 0 0 p p m 的蒜油和 5 0 0P p m 的芥末油可 以使悬浮在 A n d e r s o n
嗜肉豌豆培养基

中的专性厌氧菌 (P
.

A
.

3 6 7 9 )的耐热性降低 50 %
。

试验结果可以看出某些香辛油对酵母细胞

的热稳定性有很大影响
,

但对细菌抱子影响不大
。

L e
B

a w 和 D
e s r

os i e r ( 1 9 5 3) 表明许多食用植物抽提原液对微生物的生长有抑制作用
。

aL aB w 和 D e s r o s i e r
还表明有些抽提液可以使平酸腐败菌的耐热性降低到中等水平

。

这些

作用将有助于减少微生物在加工食品中的残存时间
,

也可用于解释微生物在不同的食品中有

不同耐热性的原因
。

5 ) 抗菌 素 A n d e r s o n和 M i e h e n e r
( 1 9 5 0 )首次报道了结合使用一种抗菌素

,

如枯草菌素

和中等程度的热处理以防止食品腐败菌和有毒梭菌的生长
。

这一研究激励了许多人探索采用

枯草菌素或其他抗菌素以降低低 酸罐头食品 的杀菌强度
。

抗菌素中受到最大注意的是枯草菌

素
,

泰绿菌素和乳链球菌肤
。

.

0
`
B r i e : ( 1 9 5 6 )和 M i e h e n e r

等 ( 1 9 5 9 )发现枯草菌素和乳 链 球

菌肤是当时所有试验的抗菌素中对专性厌氧菌 P
.

A
.

3 6 7 9 最有效的抗菌素
。

D
e n n y 等 ( 19 6 1)

对泰绿菌素作了一系列的腐败菌抑制试验
。

L e
lB

a n 。
等 ( 19 5 3) 研究了肉毒杆菌和专性厌氧菌 P

.

A
.

3 6 7 9 抱子在豌豆 浆 中 的 耐 热

性
。

当枯草菌素含量达 1 4P p m 时
,

R A
·

3 6 7 9菌抱子 的耐热性仅为不含枯草菌素的 耐 热 性

的 47 %
。

在相同的悬浮基质中
,

肉毒杆菌抱子耐热性仅为正常耐 热 性 的 63 %
。

0 ,B
r i e n

等

( 19 5 6 )获得同样的结果
,

这表明枯草菌素和乳链球菌肤降低了某些肉毒杆菌菌株在豌豆浆中

的 D 值
。

L e B la n 。
等 ( 1 9 5 3) 在有限的试验中着重研究了抗菌素在后培养基中的作 用

,

而少

量的枯草菌素在后培养基中对抱子萌发没有影响
。

O “ B r i e n 和 iT ut s ( 19 5 5) 做的大量试验清

楚地表明后培养基中 0
.

o 3P p m 的枯草菌素
,

使严重加热的 P
.

A
.

3 6 7 9 菌的残存抱子 有 85 %

没有生长
。

M ic he en
r ( 1 9 5 5) 提出的观点认为加热后的抱子能够吸附枯草菌素

,

且仍能萌发
,

然而在萌发后被抗菌素所杀死
,

C
a m p b e l l 和 S n i f土( 1 9 5 9 ) 和 T il o r p e

(一9 6 0 ) 用 凝 结 芽抱杆

菌和嗜热脂肪芽泡杆菌试验表明当抱子与乳链球菌肤一起加热时
,

耐热性显著降低的原因是

由于乳链球菌肤与抱子结合阻止了抱子的生长
。

一般认为抗菌素的作用是使抱子静止而不是杀死抱子
。

也就是说
,

抱子 的萌发不受影响

而仅仅防止抱子萌发后的营养体的生长
。

例如
,

H i ct ih sn 等 ( 1 9 6 3 )结论指出乳链球菌肤在袍

子萌发时防止了抱子壳的崩溃和溶解
,

但没有阻制萌发
。

枯草菌素也有相同的作用模 式 ( G
。

” dl
,

19 6 4)
。

泰绿菌素也不例外
。

D 、 n n y 等 ( 1 9 61 )表明泰绿菌素对耐热脂肪芽袍杆菌 或 肉

毒杆菌饱子的耐热性没有影响
,

但能抑制微生物生长
,

能够有效地防止腐败
。

在利用抗菌索的抑菌作用时必须记住耐抗菌索菌株存在的可 能 性
。

事 实上
,

c a m p b C n

和 W i n i a r s il< ( 1 9 5 9) 分离到了一株耐枯草杆菌素的肉毒杆菌
。

这一研究表明抗菌素不能全部

满足越二权灼试验要求
,

也即不能杀死所有的肉毒杆菌抱子
。

但抗菌素仍有实少{l价位例如汇
。
p H

4
.

6 以 下的酸性食品或接受肉毒杆菌最低安全杀菌强度的低酸性食品
.

由于不存在内毒杆菌
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的危险
,

因此
,

抗菌素可和热处理结合使用以降低热杀菌强度
,

而又不增加腐败率
。

当然对

这一主观设想做了大量的试验
,

但获得的结果常常是令人失望的
。

W ill ia m s 和 C
a m p b e l l ( 1 9 51 )发现枯草杆菌素和中等程度的热处理并不能够杀死从腐败

罐头食品中分离出来的嗜热菌
。

A d a m s
等 ( 1 9 5 2) 用碎牛肉和专性厌氧菌做试验发现高 剂量

枯草菌素和中等程度的热处理并不能够长期抑制牛肉中的厌氧菌泡子
,

而需要较强的热处理

和高剂量的枯草菌素
。

S iP ld
e ( 1 9 5 1) 发现枯草菌素不能总是能成功地保藏鱼丸罐头

。

另一方面
,

也有一些文章报道枯草菌素和乳链球菌肤降低了一些腐败菌 的耐热性
,

或在

实罐试验和 T D T (热致死时间 )罐的试验中减少腐败的发生
。

L
e
B la n 。

等 ( 1 9 5 3 )和 O
`
B

r ie n

等 ( 1 9 5 6) 的 工 作 也已提到在后来的工作中他们采用乳链球菌肤
,

枯草菌素嗜热 解 糖 棱 菌

3 8 1 4
,

凝结芽抱杆菌 43 P 和嗜热脂肪芽抱杆菌 1 5 1 8 做了试验
,

发现除嗜热解糖梭菌 3 8 1 4 之

外
,

其他试验菌的 D 值都有 显 著 的 降低
,

特别是乳链球菌肤对凝结芽抱杆菌 D 值的 降 低

尤为显著
。

C a m p b e
n等 ( 1 9 5 9) 用 T D T 罐进行试验获得的数据表明枯草菌素和乳链球菌肤有

效地降低了食品腐败菌如嗜热脂肪芽抱杆菌 1 5 1 8 和凝结芽抱杆菌 4 3P 所必须的杀菌 强 度
。

`

综上所述
,

抗菌素的作用既不是影响抱子的耐热性
,

也不是影响抱子 的萌发
,

而是阻制

抱子萌发以后的生长
。

因此在使用抗菌素降低热杀菌强度时
,

需要在食品中始终维持一定的

含量
。

这就需要在详细地研究抗菌素在热杀菌过程中以及贮藏过程中的损失情况后
,

才能决

定抗菌素是否能与加热结合使用
,

以降低加热强度
。

由于上述原因以及细菌可能对抗菌素产

生抗药性
,

抗菌素在用于低酸性食品时
,

不能使杀菌强度低于杀灭肉毒杆菌泡子所需要 的最

低杀菌强度
。

对于低酸性食品
,

抗菌素可以与正常的加热杀菌结合使用以控制耐热腐败菌
。

在 p H 低于 4
.

6的酸性食品中可 用于控制凝结芽抱杆菌
。

英国在食品保藏规则中已作出规 定
,

在至少接受 0F 为 3
.

0 热杀菌强度的罐头食品
,

或 p H 在 4
.

6以下的罐头食品 中允许使用乳链

球菌肤
。

4
.

后培养条件的影响

1) 后培养基的影响 后培养基的成分对细菌的热致死时间有很大的影响
。

N e l s o n ( 1 9 4 3)

表 明 经 受 低于致死程度的热处理的细菌在生长时比未受热处理的细菌需要更多的激发
。

此

外
,

业已表明抑制剂对泡子萌发 的抑制作用是随着袍子受热强度的增加而增加 的
。

为了获得最大的复活
,

培养基的组成应该是①适合于抱子萌发过程的激发
,

②能刺激和

支持营养细胞的生长
。

许多人表明
,

一些物质如氨基酸和葡萄糖在激发中有重要作用
。

另一

方面
,

有些物质起着与激发剂相反的作用 ( C ar ac
。
等

,

19 5 8 )
。

抱子萌发发之后必须 有 足够

的营养支持它们生长
。

O b r ie n 和 C a m p b e n ( 1 9 5 7) 表明嗜热脂肪芽抱杆菌抱子可 以在葡萄糖

金属盐 的基质中萌发
。

但需要氨基酸和生长因子进一步支持生长
。

一些试验表明抱子对后培

养基营养的要求是随着受热强度的增加 而增加 的
。

因此当后培养基越趋向完善
,

表观耐热性

将会越大
。

厌氧的程度对梭菌饱子复活是一个重要的因素
。

A m a d a
( 19 5 3 )表明使用硫基 醋 酸 盐琼

脂分层后培养测得的残存时间比使用普通琼脂要大
。

2) 后培养温度 热处理抱子的后培养温度对表观耐热性有显著影响
。

研究表 明
,

肉 毒

杆菌在 24 ℃
,

27 ℃ 和 3」
_

℃ 下进行后培养都比在 37 ℃ 下的对照培养容易复活
,

这对罐 头 食

品试验具有特别重要的意义
。

据此原 因
,

许多人对中温性梭菌通常采用 30 ℃ 至 32 ℃ 的后培

养温度
。
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好氧菌抱子也有同样的情况
。

C。 。 k和 G ib l
e rt(1 96 约发现嗜热脂肪芽泡杆菌的 最 适 后

培养温度从 0 5℃一6 5℃ 下降到4 5℃ 0 ~ 5℃
。

Ed wa s d r等 (1 96 ) 5注意到高温短时处理后残存

的枯草杆菌芽抱在2 3℃ 下 比在4 5℃ 下培养计数更为有效
。

但对未经加热处理或中等程度加

热处理的抱子来说情况正好相反
。

Pe rn tc ie和 C l
e

既 (1 974 )对枯草杆菌抱子报道了同样的结

果
。

Aa dm S和B uS ta (1 972 )推测枯草杆菌的最适复活温度从4 5℃ 改变到2 3℃ 是由 于原 来

的萌发系统被钝化
,

而为另外一种萌发系统所取代
。

然而
,

P r e
nt i o e 和 C l e g g ( 1 9 7 4) 认为控

制最适培养温度的机理是生长而不是萌发
。

A d尽m s
( 1 9 7 8) 通过对细菌抱子热损伤的观察

,

认

为取决于热处理的温度
,

两者都可能成为复活温度发生改变的原因
。

因为A d a m s ( 1 9 7 3) 早期

的工作表明破坏产气夹膜杆菌抱子的萌发和生长系统的温度系数是不同的
。

三
、

细菌抱子的耐热性机理

尽管许多科学家做了长期的坚持不懈的努力
,

但是细菌抱子对热表现出异常抗性的机理

仍不十分清楚
。

通常认为
,

耐热性的机理是限制了细胞核中热不稳定成分
,

如蛋白质和基因

物质的流动性
。

一旦分子运动被阻碍
,

这些成分的热变性就会减小 ( G e r h a r
dt 和 M tt r r e n

,

1 9 7 8 )
。

热不稳定成分的固定化 (或称核固定化 )是与抱子的含水量密切有关的
。

与它们的营养细

胞相比
,

休眠抱子的含水量较少
,

这是抱子具有较高耐热性的直接原因
。

业已证明
,

当细菌细胞

被干燥处理或被渗透脱水时
,

它们可以较好地抵抗高温 ( P a s t e u r ,
一

L9 6 1多 G i b
s o n , 1 0 7 3 )

。

然而
,

抱子又是怎样维持低水分含量状态的呢
。

尤其是当抱子处在水溶液中时
,

抱子是

怎样防止水分从低盐浓度的水溶液中向高盐浓度的泡子内渗透
。

因为渗透理论表明
,

水分总

是由低盐浓度向高盐浓度渗透的
。

解释水分的这种反向渗透的理论是围烧着皮层展开的
,

泡子的皮层是由松散的交叉连接

的多糖和肤的聚合物构成的
。

这些分子链含有过剩 的游离竣基 ( iT p p e r 和 G
a
nt h i e r ,

1 9 7 2)

它们在合成时是一个坚密状态
。

而在抱子成熟时期明显膨 胀 ( G o ul d 和 D
u r in g

,

1 97 5 )
。

皮

层膨胀可能是由于游离竣基之间的静电排斥 引起的
。

皮层膨胀产生一个压缩力将 水 挤 出 核

( A ld e r t o n 和 S n e l l
,

1 9 6 3
,

G o u ld 和 D r i n g
,

1 9 7 5 )
。

对核的压缩力越大
,

挤出 的 水 就越

多
。

这就减少了核中的水含量
,

使核发生固定化 ( L
e w is 等

,

1 96 2)
。

解释抱子维持脱水状态 的另外一个机理认为皮层起着渗透泵的作用 ( G
。 叭 d 和 D

r in g
,

19 7 5 )
。

因为皮层中的叛基带有负电
,

能结合阳离子
。

据推测
,

这些结合疏松的阳离子使皮层 内

获得高渗透压
。

核中高浓度阳离子大多数是以低溶解盐的状态存在 的 ( G
o ul d

,

1 97 7 )
,

而 这

些不溶解盐类所产生的渗透压很小
。

为了使核与外围的皮层间保持渗透压的平衡
,

因此水被

吸出核
,

进入皮层直到压力平衡为止
。

这样通过机械压缩或通过渗透压作用有选择地阻止了

核的水合作用
,

从而使核保持在相当干燥的状态
。

皮层与抱子耐热性的关系已为一些实验所证实
。

有些变异菌株在合成皮层时需要非还原

性二氨基庚二酸 ( D A P A )
。

用这样的变异株实验表明
,

在产抱子过程中耐热性 随 D A P A 吸

收量的增加而增加 ( Im a 。 和 S t r 。 m i n ; e r ,

1 97 6 )
。

其他一些研究人员采用电子显微镜测皿技

术测定了皮层和核的体积 比例 与抱子耐热性的关系
,

发现皮层和核 的体积比与耐 热 性成 正

比
。

这种相关性不仅存在于不同的菌种之间
,

也存于同种细菌的不同菌株之间 ( B
e a m a 。 等

,
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19 8 1 ; A l g i e 和 T i s a ,

1 9 8 1 , W
a i t e s

等
, 1 9 7 9 )

。

皮层理论也为抱子中阳离子酸析出后抱子耐热性的丧失提供了解泽
。

降低 p H 的结果是

使多糖肤游离梭基质子化
,

从而导致排斥电荷消失
,

同时置换了渗透性活泼离子
,

这样皮层

倒塌
,

而核却膨大起来
,

( G
o ul d 和 D

r
in ;

,

19 7 5)
。

皮层理论的本质是通过机械和渗透压的作用使核内的水分减少到 目由水分的水平以下而

影响耐热性的
。

但是
,

有时所测得的饱子的水含量 ( 50 一 80 % )与热稳定的营养细胞没有很大

的差别 (M ar
s h al l 和 M ur

r e n
,

1 9 7 0 )
。

这可用第二个理论
,

即皮层渗透调节理论来解释
。

这

个理论认为
,

虽然抱子总的水分含量很高
,

但是皮层的高渗透压将导致皮层内水的局部化
。

因此核干燥的假设与所测得的袍子高水分含量仍然是一致的
。

B e a m a
n( 19 8 3) 在成功地除去了

抱子皮层后测定了含水量
,

发现水在抱子内部确实是分隔的
。

而且
,

在抱子结构中
,

皮层的

水分含量最高
,

原生质中的水分含量最低
。

这与皮层理论是一致的
。

还有一种理论认为
,

耐热性与低分子量溶质与核中热不稳定成分的非共价键 结合 有 关

(B
r a d b盯 y 等

,

1 9 81 )
。

核中的物质如毗咤二酸 ( D P A )
,

肤
,

有机酸及其钙盐和其它多价物

能与蛋白质以及多核普酸形成非共价静电结合
,

从而降低了这些热敏感分子的水合作用
,

增强

了它们的坚硬度
,

减少了它们的变性趋势 (B
r
ad b

o r y 等
,

1 9 81 )
。

关于这些溶质对核内成分

的稳定程度说法不一
。

W ar ht ( 1 9 8 1) 发现
,

当抱子酶在粗制的原生质提取物中进行浓缩时
,

只有相当小的稳定性
。

然而其他人的研究 ( M ur
r e ll

,

1 98 2) 表明有两种 抱子酶在与盐共结 晶

时随着毗咤二酸钙盐浓度的增加而耐热性明显增加
。

有些证据表明
,

休眠抱子 中的脱氧核糖

核酸可能与毗咤二酸及低分子量的蛋白质基体是紧密联系着的 ( iL
n d sa y 和 M o

f e ll
,

1 9 8 1)

在产泡子期间
,

原生质体中发生的一些变化
,

如核糖体的紧密化
,

脱氧核糖核酸的纤维状排

l4J ( B
a
ill ie 等

,

1 97 4 )和磷酸甘油酸及其它核溶解物流动性的失去都与这个理论是 一 致 的
。

这种核成分的重新排列
,

将增加分子间氢键和静电结合的能力
,

减少结合水的含量
。

自由水

通过脱水收缩作用而失去
,

以减少原生质的体积
。

在这个理论中
,

皮层的作用是不突出的
。

皮层的作用可能是简单的
,

它仅仅是起到维持核 的重新排列的作 用
。

最近提出
,

核脱水是由渗透引起的
。

刚产生 的抱子 与周围的母细胞 (抱子束 )之间有不同

的离子含量
。

而皮层并非是一个高渗透压源
。

对未成熟的 B
.

m e g a t o r
iu m 菌泡子的电导率测

定和元素分析表明
,

抱子中可渗透的活泼离子的含量比袍子束中低得多
。

因此
,

运用与皮层

渗透调节理论同样的方法可 以推测
,

抱子束内相对渗透压力将导致抱子的细胞质脱水 (M a r

gu
15 等

,

1 9 83 )
。

这 与 所观察到的毗咤二酸的吸收及皮层合成时核已缩小的现象是一致的 (M 。

r r e n
,

19 7 8 )
。

如果情况确实如此
,

那么先前所描述的理论将不再适用千在核中获得低水 分

含量的解释
。

那些理论只能用于解释维持核 的脱水或最多用于解释核成 分固定化
。

总而言之
一

至今还没有一份单独的理论能够解释所有观察到的抱子的耐热性质
。

核成分

对热 的稳定化可归因于热不稳定成分的重新排列
,

变成非共价的内部稳定的基质
。

在这些基

质中
,

溶剂水被肮
,

毗喧二酸
,

离子等取代
。

核成分的热稳定作用也可归 因于泡子的结构
。

由

于机械的或渗透压力
,

或胶体脱水收缩作用
,

使袍子内的水含量降低到
.

自由水的水平以下
。

四
、

细菌饱子的热损伤和恢复

加热后的袍子处于休眠状态而延缓萌发这是罐头食品微生物学的一个具有实际意义的问

题
。

接受非致死程度的热处理的抱子在适宜的基质中可 以保持很 长时
一

期自t休眠 状态
。

D i o ks 。 。
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(1 92 ) 8记载了加热后的肉毒杆菌抱子的萌发延缓了 6年多
。

E s行 和 M
e yo r (12 92 ) 报道 经 热

处理的肉毒杆菌抱子的悬浮液在 6 3℃ 至7 3℃ 下保持了7 38天 的 休 眠 期
。

M o s sel和 M l oe

(1 9 5) 6报道了由于凝结芽抱杆菌延迟腐败引起的蔗糖一咖啡牛奶的质量事故
。

这些例子 可 能

代表了一些特殊的情况
。

但提列飞个星期休眠期在罐头食品的常规试验中是经常会遇到 的
。

造成休眠的原因与抱子的热损 伤有关
。

热损伤能恢复
。

然而恢复需要时间和条件
。

热损

伤的典型表现是在一个环境中抱子丧失增殖能力
,

但在另一个环境中这种能力不受妨碍
。

因

此
,

在测定耐热性或评价罐头食品 的热杀菌效果时
,

必须考虑热损伤
。 一

牟多研究表明
,

有此

培养基在计数未受加热或轻微受到加热的袍子时
,

可能是相当有效果的
; .

但在计数受强热的

抱子时
,

结果会有很大差别
。

通常这个原因可归因于
,

①对有些成分如 N a C I或抗菌素的抗

性减小②增加对营养素的需要 ( L a
b b

e ,

1 97 9 )
。

③存在保护因子如淀粉或活性炭 ( R o b e r t s,

1 9 7 3 )
。

如W y n n e 和 F o s t e r
( 1 9 4 5 )在研究肉毒杆菌抱子的萌发中观察到添 加 。

。

1% 的 可 溶

性淀粉对萌发过程有明显的影响
。

据信淀粉主要起着吸附的作用而削弱了抑制剂的作用
。

他

们还发现少量二氧化碳对肉毒杆菌抱子的萌发是必需的
。

R e y y n ol ds 等 ( 1 9 5 2) 报道在培养基

中加入碳酸氢钠可以获得 P
.

A
.

3 6 7 9菌较高的计数
。

A n d e r s o
n( 19 5 1) 证实在培养基中加入

碳酸氢盐对肉毒杆菌的计数是很有必要的
。

热损伤的抱子对培养温度也有严格的要求
。

这 已在耐热性的影响因素一节中作了详述
。

休眠抱子在向能够生长发育的营养细胞转变的过程中
,

抱子的损伤可表现为以下几个方面
:

①被加热的抱子不能萌发
,

仍然保持超休眠状态②抱子可能萌发
,

但不能生长
。

例如
,

脱去

外皮并膨大成一个正常细胞③已经萌发生长
,

但不能繁殖
。

这些抱子是
:否将获得完全的生命

力需要由杀菌后的环境所决定
。

因为典型的耐热性测定方法是测定加热后残存和繁殖的抱子

数
。

因此
,

杀菌后 的环境由于对损伤饱子的修复和菌落形成有影响
,

所以也就影 响 了 耐 热

性
。

热损伤是通过两个途径阻止袍子萌发的矛①损伤启动机制
,

②损害皮层细胞溶质再生系

统
。

两者都被恢复
,

从而抱子呈现休眠
,

延缓萌发
。

也能被中止
,

从而抱子呈现死亡
。

触发

是抱子萌发的第一步 ( R os s i g n 。 和 V a1’ y
,

1 97 9 )
。

此过程包含着泡子与各种在代谢上并非必

需的萌发剂之间的生物化学或生物物理的反应
。

据报道
,

不少化合物是有效的萌发诱导物
,

包括一些氨基酸
,

葡萄糖
,

在某些情况下
,

还有无机盐
。

触发机制的热钝化将导致延缓或阻

止萌发
,

或需要另外 的诱导物才能萌发
。

例如对枯草杆菌的诱导启动机制的研究表明
,

用葡

萄糖作为诱导物比用 L一丙氨酸在高温度下有更高的 耐 热 性 ( A d a m s 和 B u s at
,

1 9 72 )
。

可

以推断
,

对受过热冲击的泡子来说
,

葡萄糖诱导萌发通常是需要的
。

正常的皮层细胞溶质再生系统的钝化将导致需要外源性细胞溶质再生酶
。

业 已表明 E型

肉毒杆菌抱子的表观耐热性通过在后培养基中加入溶菌酶
,

可以增加 : 8 00 倍 ( A ld o f t 。 n s
等

19 7 4 )
。

在鸡蛋黄中可能含有极少量的蛋 白溶菌酶
,

虽然对受到微热的产气爽膜杆菌或 肉 毒

杆菌饱子几乎没有刺激作用
,

但对受强热的这些菌的泡子的耐热性有很大的促进作用
。

分析

表明
,

正在产抱子的产气夹膜杆菌的无菌培养液的过滤物含有象溶菌酶那种活性的
“ 启动蛋

白 ” ( D u n 。 a n 等
,

1 9 7 2
,

C a s s s e : 和 S e b a ld
,

1 9 6 9 )
。

在产气夹膜杆菌 正在萌发的抱子 中发

现存在释放的皮层细胞溶质再生酶 ( G o m b a s 和 L ab be
,

9] 81 ; A dn
。 ,

1 97 9 )
。

这种 释 放 的

酶可帮助邻近的 已经不能 自身提供活性酶的袍子的萌发
。

因此紧密排列 的袍子比松散分布的

抱子呈现更高耐热性
。
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有些报道将特定的热损伤与萌发过程联系起来
。

受到热冲击的产夹膜杆菌抱子对普通的

无毒抗菌素一多粘雷素和新雷素的敏感性与这些化学物质 的表面活性有 关 ( F lo w e r s 和 A d a

m s , 1 9 7 6 ; C h a nr n e y 和 A d a m s ,

1 9 8 0 )
。

抱子对其它表面活性剂也是敏感的
,

并且在恢 复

损伤时需要渗透压的稳定 ( F lo w e r s 和 A d a m s ,

1 97 6 )
。

也有报道说
,

脂状杆菌 的热 损 伤抱

子可被月桂硫酸盐和多粘雷素抑制 ( M
a
ak 和 F ol w e r s ,

1 9 8 2 )
。

泡子 内膜也是被热破坏的部

位 ( C h a m n e g 和 A d a m s ,

1 9 8 0 )
。

电子显微图表明
,

受热抱子的内膜将会受到损伤 ( P
r o k o p

和 H
u m p h r e y

,

19 7 2 )
。

一些研究断言
,

抱子膜和抱子生长系统是饱子结构中最不稳定的 部

分 ( P r o k o p 和 H u m p h r e y
,

1 9 7 2 ; F l o w o r s 和 A d a m s ,

1 9 7 6 )
。

利用这种敏 感 性
,

把 对膜

损伤作为热处理 目标
,

就可能增加抱子钝化速率和程度
。

热损伤也能表现在生长之后
。

例如
,

B
.

m e g a et r iu m 菌抱子在热处理后需要蔗糖和镁
,

以便使细胞分裂正常进行 ( B us la 等
,

1 9 76 )
。

与萌发系统的损伤不同
,

在生长和繁殖上表 现

的损伤通常能被合适的环境条件所修复
。

五
、

细菌抱子耐热性理论在食品工业中的应用

巳知细菌抱子的耐热性与许多因素有关
,

而且
,

那些相同因子的相互作用将会产生更深

的影响
。

因此
,

毫不奇怪为什么抱子悬浮在蒸馏水或缓冲液中表现的耐热性与在食品系统中

有很大的差别
。

至今还没有通用模式能够准确地预测抱子在某种产品中加热后的残存情况
。

因此
,

食品工业必须依靠工作量很大的接种实罐试验来证实杀菌要求
。

另一方面
,

也能够利

用改变抱子耐热性 的方法来降低杀菌强度
,

从而减少通常伴随着长时间的加热所造成的在色

香味以及组织和营养成分等方面的损失
。

抱子敏感 化 技 术
,

如 食 品 酸 化
,

加 入 N a

CI 和

N a N O
:
等是有效的降低杀菌强度的方法 (P i e r s o n 和 Sm o ot

,

1 98 2 )
。

虽然使抱子对热敏感化或

阻止损伤抱子的繁殖是行之有效的方法
,

但在采用这种方法时
,

必须注意使所有的抱子都受

到这种热敏感化的影响
。

如果最初抱子的含量超过 l沪个
,

那么
,

抢子数 的 9 9
.

9% 被 敏 感

化是不够的
。

同样地
,

如果采用阻止热损伤抱子的增殖
,

那么
,

热处理必须达到这样的程度

即所有残存的抱子都受到损伤
。

也就是说
,

所有损伤的抱子在加热后都受到抑制
,

不再存在

抱子恢复和克服损伤的条件
。

抱子耐热性机理及其影响因素需要进一步研究
,

以便有信心地预告灭菌手段和结果
,

到

那时
,

人们就可以得心应手地应用联合处理的方法来改变 目前的杀菌强度
,

而不 增加食品腐

败的机会
,

也不降低 目前食品工业所要求的卫生安全标准
,

但食品原有的色香味却能得到最

大程度的保留
。
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