
广西科学院学报
Journal of Guangxi Academy of Sciences

2010，26(3)：329～332
V01．26。No．3 August 2010

电阻抗法检测低酸性罐头食品商业无菌的方法研究*

Study on Determination of Commercial Steril ization of
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摘要：应用电阻抗法检测低酸性罐头食品商业无菌中的大肠杆菌、枯草芽胞杆菌、金黄色葡萄球菌、粪链球菌、

生孢梭菌、沙门氏菌、蜡状芽孢杆菌等7种主要原因菌，建立一种低酸性罐头食品商业无菌的快速检测方法。

电阻抗法全部检测过程可在3d内完成，检测结果快速、灵敏、准确可靠，适用于低酸性罐头食品商业无菌的快

速检测。
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Abstract：Impendenee method was applied in detection of major causative bacteria，such as

Escherichia coli，Bacillus subtilis，Staphylococcus auras，Enterococcus faecalis。Clostridium

sporogene，Salmonella and Bacillus cereus．A method to rapidly detect of commercial sterilization

of lOW acid canned food was established．The results showed that it only took three days to

accomplish the whole detection process．The detection results are quick，sensitive，accurate and

reliable．The impendence method is applicable to rapidly detect commercial sterilization of low

acid canned food．
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罐头依据pH值的不同可分为低酸性罐头和酸

性罐头。其中低酸性罐头食品指除酒精饮料外，凡杀

菌后平衡pH值大于4．6、水活性值大于0．85的罐

头食品，原来是低酸性的水果、蔬菜或蔬菜制品，为

加热杀菌的需要而加酸降低pH值的，则属于酸化

的低酸性罐头食品L1]。

目前，国内外对罐头食品的检验主要采用常规

法。我国的GB／T 4789．26—20036罐头食品商业无

菌的检验》[1]标准，还有联合国粮农组织(FAO)E2]的

《罐头食品商业无菌常规检验法》、美国FDAE33和

AOACE们的方法，对罐头食品商业无菌的检验都采

用了统一的方法，即通过将样品保温观察至少5～

10d后，再做内容物感官检查、测定pH值和显微镜
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检查，以检查罐头中是否存在因加热杀菌不恰当或

罐头密封不良而存有公共卫生意义的致病菌以及在

通常温度下能在其中繁殖的非致病性微生物。

电阻抗法是通过测量微生物代谢引起的培养基

电导率变化来测定样品微生物含量的一种快速检测

方法，在国内外的食品微生物快速检测中已得到了

广泛的应用，但是对超高温瞬时灭菌(UHT)奶、果

汁等UHT产品商业无菌的检测，只有奥地利SY—

LAB公司生产的微生物自动快速检测系统

BacTrac4300建立了相关的检测方法[5．6]。应用电阻

抗法对罐头食品商业无菌进行快速检测在国内外均

未见有报道。本实验结合低酸性罐头食品商业无菌

检验中的主要原因菌的分析，以及实验室的菌株收

集情况，选择了大肠杆菌等具有代表性的菌株进行

研究，探索电阻抗法在低酸性罐头食品商业无菌检

测中的应用，以期建立一种低酸性罐头食品商业无

菌的快速检测方法。
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1材料与方法

1．1仪器和设备

微生物自动快速检测系统BacTrac4300(奥地

利SY—LAB公司生产)、HH·B11型电热恒温培养

箱(上海跃进医疗器械厂生产)、BX51型生物显微

镜(OLYMPUS公司生产)、SG2型pH值计(梅特勒

一托利多仪器有限公司生产)、pH值试纸(EMD

Chemicals Inc，生产)、灭菌开罐刃。

1．2材料与试剂

培养基：Bimedia002A(奥地利SY—LAB公司生

产)；营养琼脂、液体硫乙醇酸盐培养基(北京陆桥公

司生产)；营养肉汤、硫乙醇酸盐固体培养基、溴甲酚

紫葡萄糖肉汤、庖肉培养基(自配)。

实验菌株：大肠杆菌ATCC8739、枯草芽胞杆菌

ATCC6633、金黄色葡萄球菌ATCC25923、粪链球

菌ATCC29212、生孢梭菌ATCCll437由广东省微

生物菌种保藏中心提供；沙门氏菌CICC21482、蜡状

芽孢杆菌CICCl0041由中国工业微生物菌种保藏

中心提供。

罐头食品：各种规格包装的甜玉米罐头、热狗

肠、豆豉鲮鱼罐头等共30份。

1．3电阻抗法检测实验

1．3．1 临界值确定

(1)制成菌悬液取生孢梭菌接种液体硫乙醇酸

盐培养基，36℃厌氧培养24h。其他实验菌株接种

营养肉汤，36。C培养24h。将培养物用生理盐水进行

倍比稀释制成菌悬液备用。

(2)取各实验菌株菌悬液1 m1分别接种至加有

9 ml Bimedia002A培养液的测量瓶中进行预实验检

测。各参数设置如下，培养基阻抗值(M值)：5％，

电极阻抗值(E值)：O％，培养温度：36℃，测量持续

时间；72h。观察M值和E值的变化曲线。

(3)重现性实验。根据预实验结果预设临界值为

M一5％或E=10％，选取某菌株为代表菌株进行

检测，作8个平行。同时，为了避免样液中营养物质

分解出离子而影响测量结果，用已灭菌的同稀释度

的菌液作基线。

1．3．2 实验菌株标准曲线制作

按以下步骤进行：菌悬液的稀释一同时分别取
1 ml稀释液接种至测量瓶和平皿一将测量瓶放入

Bactrac培养箱中检测(生孢梭菌的测量瓶盖旋紧，

其他实验菌株的测量瓶盖旋松1／4至1／2圈)一在

平皿中倒入固体培养基混匀，放入培养箱培养，进行

平板菌落计数。以国标法菌落数(CFU)的对数为纵

坐标，对应的检测时间(IDT)值为横坐标，将数据输

入系统自带的数据处理软件中即可得到标准曲线和

回归方程。

1．4样品检测

1．4．1 开罐

将样罐用温水和洗涤剂洗刷干净，用自来水冲

洗后擦干。放入无菌室，以紫外光杀菌灯照射

30min。用75％酒精棉球擦拭样罐外包装(铁盒罐头

擦拭后点燃灭菌)，用灭菌的卫生开罐刀开启(带汤

汁的罐头开启前适当振摇)。对于固体试样，取259

于225 ml灭菌蛋白胨水中均质混匀。

1．4．2 加样

用移液枪吸取试样各5ml，加入到装有5ml

Bimedia002A培养液的检测瓶中，各加4个平行，加

完试样后在培养瓶上注明试样标记。

1．4．3 留样

用移液枪或其他适当工具以无菌操作取出内容

物25～50ml(g)，移人灭菌容器内，保存于4 C冰箱

中，待该批样罐检验得出结论后可以弃去。

1．4．4 电阻抗法检测

按照仪器操作说明使BacTrac4300处于正常工

作状态，设定孵育温度为36C、测量持续时间为

72h。将接种好试样的培养瓶放入仪器培养箱中，其

中两个平行旋紧瓶盖，另两个平行旋松瓶盖1／4至

1／2圈。当到达测量持续时间时，如果测量结果IDT

值>o，表明培养瓶中有微生物生长，将该瓶培养液

以及该试样的留样按GB／T4789．26中的6．9～

6．11项进行验证实验，如果经验证实验确证无微生

物增殖现象，则为商业无菌；经验证实验确证有微生

物增殖现象，则为非商业无菌。如IDT无显示数值，

经感官检查、pH值测定、涂片镜检，确证无微生物增

殖现象，则为商业无菌。

1．4．5 感官检查和pH值测定

在光线充足、空气清洁无异味的检验室中，将罐

头内容物倾人白色搪瓷盘内，对产品的外观、色泽、

状态和气味等进行观察和嗅闻，用餐具按压食品或

戴薄膜手套以手指进行触感，鉴别食品有无腐败变

质的迹象，并测定pH值。

2结果与分析

2．1临界值

2．1．1 预实验

将7种实验菌株用电阻抗法检测后，发现菌株
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的M值曲线相对于E值曲线更类似于微生物的生

长曲线(图1)，因此确定以M值作为检测信号值。

持续时间(h)

图1金黄色葡萄球菌的M值曲线(a)和E值曲线(b)

2．1．2重现性实验

以金黄色葡萄球菌为代表菌进行实验，从图2

可知金黄色葡萄球菌在72h内最大漂移值为M=

1．25％，其在M一5％有良好的重现性。因考虑到罐

头食品的成分较复杂，会有一定的基线漂移，故确定

M=5％作为临界值。
2
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图2 肘值重现性(a)及基线(b)

2．2电阻抗法的应用条件

2．2．1 适用性

将实验菌株同时进行电阻抗法和平板计数法检

测后，7种实验菌株的回归方程及参数如表1所示。

由表1可见，BacTrac4300对生长特性各不相

同的菌株均能灵敏、快速、准确地检测出来，具有广

泛的适用性，适用于污染菌来源不明确的罐头商业

无菌的检测。由标准曲线图还可明显的看出，菌数越

高，检测时间越少，菌数越低，检测时间越长。当菌数

为零时，检测时间无显示数值。这也可为罐头食品加

样量的确定提供依据。

表l 7种实验菌株的回归方程及参数

2．2．2灵敏度

罐头食品即使被污染后，含菌量也很低，因此需

检验BacTrac4300的电阻抗法的灵敏度，以验证其

是否适用予商业无菌的检测。将菌悬液系列稀释后，

作5次重复测试，由表2可见平均计数结果为1～

4CFU／ml，实验菌株的5个平行值间无显著差异(P

>0．05)。理论上液体样品的检测限是>1CFU／ml，

而固体样品的理论检测限是>10CFU／g[6]，表2结

果表明在菌落数很少的情况下，Bactrac4300均能很

灵敏地检测出来。
’

表2灵敏度的实验结果

平板

菌株 茫嚣
／m1)

P值

2．2．3测量持续时间

表3所示为7种实验菌株为1CFU时的最大

IDT值，可见最大不超过36h。由于一般微生物95％

可在24h内回复生长，98％可在72h内回复生长[引，

为了保证实验不出现假阴性，我们将测量持续时间

定为72h。

2．2．4 加样量

由于罐头食品含菌量低，尽可能地加大加样量

可提高试样的含菌量，提高检测的灵敏度，缩短检测

时间。根据仪器操作手册，样品可加载体积为1—5

ml，故将加样量定为5ml。
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表3 1CFU实验菌株的最大IDT值

菌株名称 最大IDT(h)

大肠杆菌

枯草芽胞杆菌

沙门氏菌

蜡状芽孢杆菌

金黄色葡萄球菌

粪链球菌

生孢梭菌

0．66

5．22

3．53

0．21

3．8l

2．08

4．79

2。3样品检测结果

对同一批生产的90个罐头，取30罐用

Bactrac4300进行检测，30罐按GB／T 4789．26保温

观察，30罐常温放置作为对照，结果如表4所示。

表4低酸性罐头样品的检测结果

30份试样按GB／T4789．26保温观察，所有样

品未见胖听、涨袋、泄漏和感官异常，15、16、25号3

个样品pH值偏酸，且镜检发现有异常数量的细菌，

按GB／T4789．26的6．10～6．儿项进一步进行检验

后发现均为嗜温性需氧芽胞杆菌，因此可判定其余

27个样品为商业无菌。而Bactrac4300电阻抗法的

测试结果中有7份试样检出有微生物增殖。为了确

认电阻抗法的准确性，对阳性测量瓶和留样按GB／

T4789．26进行验证实验，结果均为嗜温性需氧芽胞

杆菌。

由此可见，GB／T4789．26保温方法对低酸性罐

头食品商业无菌的检测存在假阴性，传统方法存在

着一些漏洞，而电阻抗法检测结果更为准确。

3 结束语

本实验应用电阻抗法建立了快速检测低酸性罐

头食品商业无菌的方法，与传统方法相比，该方法快

速、灵敏、准确、可靠，且操作简单、使用方便。应用电

阻抗法全部检测过程可在3d内完成，比传统方法缩

短了7d时间，减少了保温大量罐头所需的恒温设

备，并具有自动化、现代化、多功能性和连续“实时”

样本检测的特点，该方法必将在低酸性罐头食品商

业无菌的快速检测中发挥积极的作用。
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