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摘要 :以芥菜制品、生鲜猪肉及其经大肠杆菌、金黄色葡萄球

菌和枯草芽孢杆菌人工污染的样品为对象 , 分别经过

200 MPa, 10 m in、400 MPa, 10 m in、600 MPa, 5 m in、600 MPa,

10 m in、600 MPa, 15 m in、600 MPa, 20 m in的超高压处理 ,测

定处理前后的菌落总数。结果表明 :试验条件的超高压处理

对大肠杆菌、金黄色葡萄球菌的杀灭效果很好 ,残活率最大

下降了 8. 48、5. 90对数 ;对生鲜猪肉和芥菜制品中的微生物

具有较好的杀灭效果 ,残活率最大下降了 3. 45、3. 57对数。
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Abstract:Mustard p roducts and fresh pork, which were contam inated with

Escherichia coli, Staphylococcus aureus, and Bacillus subtilis, were trea2
ted by U ltra H igh Pressure (UHP) with different p ressure and time, such

as 200 MPa & 10 m in, 400 MPa & 10 m in, 600 MPa & 5 m in, 600 MPa

& 10 m in, 600 MPa & 15 m in, 600 MPa & 20 m in. The aerobic p late

count was determ ined before and after these treatments. The results

showed that under the experimental condition, Escherichia coli and Staph2
ylococcus aureus were inactived significantly by UHP treatment, and the

fraction of surviving cells were maximally 8. 48 and 5. 90 log reduction,

respectively. Bacteria in Mustard p roducts and fresh pork were inactived

effectively by UHP treatments, and the fraction of surviving cells were

maximally 3. 45 and 3. 57 log reduction, respectively.

Keywords:U ltra high p ressure; Mustard; Pork; Sterilization

食品经高压处理后可以杀死微生物 ,使蛋白质变性 ,淀

粉糊化 ,酶失活等 [ 1 ] ,较完整地保留了香味和多种维生素小

分子物质 [ 2, 3 ] ;同时高压处理的压力可以瞬间均匀地传到食

品的中心 ,原料无大小和形状的限制 [ 4, 5 ]。超高压技术具有

延长食品的保藏时间 ,避免或减少了加热处理和食品添加剂

的使用 ,比加热处理所消耗的能量低 ,不污染环境等优点 ,已

在国外广泛使用 ,并已产业化。如在日本超高压加工的果酱

1990年就进入超市 ,后又生产出果冻 ,水果汁和酸乳酪等。

我国近年来也开展了大量的研究 ,逐步出现了一些食品超高

压加工、杀菌、保鲜的专利技术 ,但基本上都是应用于液态食

品。

本试验选用植物性食品、芥菜制品和动物性食品、生鲜

猪肉为研究对象。芥菜制品为叶菜类蔬菜制品 ,属于含水量

大的低酸性食品 ,常压加热杀菌很难达到满意的保藏效果 ,

且加热造成的色、香、味、形的损失使商品价值大打折扣。生

鲜猪肉营养丰富 ,同时也是微生物的良好培养基 ,极易腐败

变质 ,因而 ,肉类食品的保鲜及卫生安全性是长期以来亟待

解决的问题 [ 6 ]。常规加热处理破坏其生鲜状态 ,而高压处理

能够在不破坏肉类风味和营养成分的前提下 ,延长肉类制品

的保藏期 [ 7 ]。另选择 3种典型代表菌大肠杆菌、金黄色葡萄

球菌和枯草芽孢 ,分别为革兰氏阴性菌、革兰氏阳性菌、产芽

孢菌 ,进行纯培养并人工污染芥菜制品、生鲜猪肉。研究超

高压处理的杀菌效果 ,为高压杀菌技术在固态食品上的应用

作一些基础性研究。

1　材料与方法
1. 1　样品的准备

1. 1. 1　菌种培养时间的确定 　采用金黄色葡萄球菌、大肠

杆菌和枯草芽孢杆菌为处理目标微生物 ,菌种活化后 ,接入

牛肉膏 蛋白 胨液 体 培养 基 , 振荡 培 养 24 h ( 37 ℃,

150 r/m in) ,每隔 2 h测定 600 nm处 OD,绘制生长曲线。以

此确定细菌的液体培养时间。

由图 1可见 , 3种细菌在 12 h之后 OD值基本趋于稳定 ,

进入稳定期。因此 ,确定 3 种细菌的液体培养时间均为

12 h。
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图 1　3种细菌的生长曲线

1. 1. 2　纯培养菌液的准备 　金黄色葡萄球菌、大肠杆菌和

枯草芽孢杆菌液体振荡培养 12 h (37 ℃, 150 r/m in) , 3种纯

培养菌液各取 1 mL装袋 ,准备若干袋 ,封口备用。

1. 1. 3　食品样品准备

市售新鲜芥菜 :选择叶片 →清洗 →切碎 →热烫 ( 80～

90 ℃热水 , 2～4 s) →冷却 ,沥水 →拌盐 (原料重的 3% ) →沥

水 →装袋 (20 g/袋 ,其中一半样品进行菌液人工污染 ) →抽

真空包装 →冷藏

市售新鲜猪里脊肉 :绞肉机破碎 →装袋 ( 20 g/袋 ,其中

一半样品进行菌液人工污染 ) →抽真空包装 →冷藏

为了保证所有试验样品中微生物的种类和数量一致 ,试

验用食品样品均一次性制备。

1. 1. 4　食品样品的人工污染 　金黄色葡萄球菌、大肠杆菌

和枯草芽孢杆菌液体振荡培养 12 h (37 ℃, 150 r/m in) , 3种

菌液等量混匀 ,在一半的食品样品中每袋加入 1. 000 mL混

合菌液 ,封口备用。

1. 2　试验设备

HPB. A22600 /0. 4超高压生物处理试验机 :天津市华泰

森淼生物工程技术有限公司研制生产。

1. 3　试验方法

1. 3. 1　食品样品的超高压处理 　参照以往超高压对微生物

的杀灭作用的研究文献 ,对生鲜猪肉、芥菜制品及其人工污

染样品、3种纯培养菌种进行压力梯度为 200, 400, 600 MPa

的处理 , 200, 400 MPa各处理 10 m in, 600 MPa处理的时间梯

度设计为 5, 10, 15, 20 m in。同种样品各处理条件下同时处

理 4袋 ,其中 1袋用于感官观察 , 3袋用于微生物数量的测

定。

1. 3. 2　微生物数量测定 　所有样品在超高压处理前后均采

用平板计数法 ( GB4789. 2———94)进行菌落计数 ,各处理重

复测定 3次。杀菌效果采用残活率来表示 [ 8 ] ,即表示处理后

比处理前微生物数量下降了几个对数周期。残活率计算采

用公式为 :

S = - lg [N /N 0 ]

式中 :

N ———超高压处理后的菌落总数 , cfu /mL;

N 0 ———超高压处理前的菌落总数 , cfu /mL。

2　结果与分析
2. 1　超高压处理对纯培养菌液的杀菌效果

由图 2可知 ,试验条件下的几种超高压处理对不产芽孢

的大肠杆菌和金黄色葡萄球菌杀灭效果很好 ,而对枯草芽孢

杆菌几乎没有杀灭作用。对相同压力 ( 600 MPa)不同时间

(5, 10, 15, 20 m in)处理的杀菌效果比较发现 :大肠杆菌和金

黄色葡萄球菌的残活率随时间的增加而降低 ,对革兰氏阴性

菌的杀灭效果优于革兰氏阳性菌。对相同时间 (10 m in)不

同压力 (200, 400, 600 MPa)处理的杀菌效果的比较发现 :大

肠杆菌和金黄色葡萄球菌的残活率随压力的增加而降低 ,对

革兰氏阴性菌的杀灭效果优于革兰氏阳性菌。总之 ,超高压

处理的压力越大 ,时间越长 ,对大肠杆菌和金黄色葡萄球菌

的杀灭效果越好。

图 2　超高压处理对纯培养菌液的杀菌效果

2. 2　超高压处理对芥菜制品的杀菌效果

由图 3可知 ,超高压处理对芥菜制品及其人工污染样品

中的微生物杀灭效果显著 ,仅 200 MPa、10 m in处理就取得了

较好的杀菌效果 ,残活率分别下降了 2. 38、3. 57个对数 ;继

续增大压力或延长保压时间 ,残活率分别稳定在 - 2. 2～

- 2. 6、- 3. 2～ - 3. 4个对数。高压杀死微生物所需时间与

压力高低、微生物种类及数量、微生物所处基质的营养状况、

压力处理时的温度等诸多因素有密切关系 [ 9 ]。本试验发现 :

原始菌数的数量对杀菌效果有影响。人工污染样品超高压

处理前的原始菌数较高 ,同样压力、时间的杀菌处理后 ,微生

物残活率下降值大于未经人工污染的样品。

图 3　超高压处理对芥菜制品的杀菌效果

2. 3　超高压处理对生鲜猪肉的杀菌效果

由图 4可知 ,超高压处理对生鲜猪肉及其人工污染样品

中的微生物杀灭效果显著 ,仅 200 MPa、10 m in处理时 ,菌落

总数稍有上升。对相同压力 (600 MPa)不同时间 (5, 10, 15,

20 m in)处理的杀菌效果的比较发现 :残活率随时间的增加
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而降低 ;对相同时间 ( 10 m in)不同压力 ( 200, 400, 600 MPa)

处理的杀菌效果的比较发现 :残活率随压力的增加而降低。

600 MPa、20 m in处理杀菌效果最好 ,生鲜猪肉及其人工污染

样品中的微生物的残活率分别下降了 2. 98、3. 45个对数。

原始菌数的数量对杀菌效果也有影响 ,人工污染样品超高压

处理前的原始菌数较高 ,同样压力、时间的杀菌处理后 ,微生

物残活率下降值大于未经人工污染的样品。这与芥菜制品

具有相似的规律。

图 4　超高压处理对生鲜猪肉的杀菌效果

3　讨论
3. 1　超高压处理对纯培养菌液的杀菌效果

试验表明 :超高压处理对非芽孢细菌的杀灭效果较明

显 ,尽管微生物情况和实验条件不同 ,细菌、霉菌、酵母等营

养细胞在 300～400 MPa均被杀死 ,保压压力加大和保压时

间增长 ,杀菌效果将会更好。大肠杆菌属于革兰氏阴性菌 ,

由于革兰氏阴性菌细胞与革兰氏阳性菌细胞相比 ,细胞壁结

构更复杂而且厚度小 ,高压更容易影响、破坏其细胞壁结构 ,

其细胞代谢功能更容易被干扰 ,从而影响此类菌的生存。也

就是说 ,革兰氏阴性菌比革兰氏阳性菌对压力更敏感、更容

易致死 [ 10 ]。

本试验条件下的超高压处理 (≤600 MPa,持续静压 )对

枯草芽孢杆菌几乎没有杀灭作用。枯草芽孢杆菌的孢子因

其特殊的结构而在常温下具有非常高的耐压性 ,有研究认为

某些压力下甚至可能诱发芽孢发芽 ,导致菌落总数增加。在

45～60 ℃加温时 600 MPa可将其杀死 ,这时食品的物性和风

味比纯加热的变化要小得多 [ 11 ]。还有研究表明 :在 60 MPa、

70 ℃的 6个循环加压可完全杀灭芽孢 ,如果持续同一压力

条件 ,就达不到理想效果 [ 12 ]。因此 ,脉动加压、结合中温或

1 000 MPa以上处理对芽孢的杀灭效果较好 ,有待于进一步

研究。

3. 2　超高压处理对芥菜制品的杀菌效果

芥菜制品及其人工污染样品经过 200 MPa、10 m in处理

就得到了显著的杀菌效果 ,残活率分别下降了 2. 38、3. 57个

对数 ;但试验中 600 MPa处理时 ,随着保压时间的延长 ,对于

食品样品 ,尤其是芥菜制品 ,微生物的杀灭效果并没有明显

提高。可能是由于大部分对压力敏感的微生物已经被杀死 ,

残活的是一些耐压微生物 [ 13 ]。对细菌耐压性的确定 ,需要

进一步开展试验研究鉴别。

3. 3　超高压处理对生鲜猪肉的杀菌效果

超高压对蛋白质的一级结构没有影响 ,对二级结构有稳

定作用 , 对三级和四级结构影响很大。通常 , 在 100 ～

200 MPa压力下 ,蛋白质的变性是可逆的 ,超过 300 MPa后 ,

出现不可逆变性 ,即蛋白质的立体结构遭到破坏 ,显现出沉

淀、凝固、凝胶化等“熟化 ”特征 [ 14 ]。在试验中 ,当压力达到

400 MPa时 ,确实出现了肉制品的变性熟化现象 ,有悖于保

持生鲜状态的初衷 ,处理一般不宜超过 400 MPa。但如果是

熟肉制品 ,处理的压力可进一步提高。超高压处理还可能替

代传统的加热熟化过程而成为加工手段 ,这是因为超高压处

理不仅能杀灭微生物 ,还能改善生物多聚体的结构和制品的

功能性质 [ 5 ]。

3. 4　超高压技术在食品工业上的应用前景

样品高压处理时入缸温度为 25 ℃,出缸时由于瞬间卸

压降温至 13～19 ℃,属于低温条件下灭菌处理 ,如果能结合

一定程度的热处理和少量防腐剂 ,可能达到商业无菌的要

求。本试验还观察到 ,超高压处理的生鲜猪肉 ,延长了常温

下的货架期 2～3 d,这对肉制品的商品流通具有潜在的应用

价值。

食品中采用超高压杀菌在很大程度上还取决于食品成

分和其它食品属性如酸碱度、水分活度等因素。因此 ,我们

在实际应用超高压技术时 ,要进行具体研究后再对某种特定

食品的安全保藏进行合理的超高压处理设计 [ 15 ]。对于生鲜

猪肉和芥菜制品等固态食品杀菌处理 ,最适当的加压工艺参

数有待于进一步研究。总之 ,随着对其杀菌机理的深入探讨

和技术的逐步完善 ,超高压作为新兴的冷杀菌和食品加工技

术 ,在食品工业中的应用将日臻成熟。
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　　在本试验各因素水平范围内 ,提取次数对黄酮提取量和

提取物以黄酮计的清除 DPPH的 IC50值的影响均极显著 ;提

取剂乙醇浓度对黄酮提取量的影响极显著、对提取物以黄酮

计的清除 DPPH的 IC50值的影响显著 ;提取温度、每次提取时

间对黄酮提取量的影响不显著、对提取物以黄酮计的清除

DPPH的 IC50值的影响显著 ;料液比对黄酮提取量的影响显

著、对提取物以黄酮计的清除 DPPH的 IC50值的影响不显著。

分析各因素最佳水平顺序 ,以黄酮提取量为主 ,提取物以黄

酮计的清除 DPPH的 IC50值为次参考指标 ,可以得到在本试

验条件下提取的最佳工艺 : A4B3 C1D1 E4 ,即称取 25 g原料 ,

以料液比 1 ∶10加入 70%乙醇溶液 ,在 50 ℃下每次超声提

取 60 m in,提取 4次。

2. 7　最佳实验条件的验证

为进一步验证最佳工艺条件 ,进行验证试验 ,即在最佳

工艺条件 :称取 25 g原料 ,以料液比 1: 10加入 70%乙醇溶

液 ,在 50 ℃下每次超声提取 60 m in,过滤 ,提取 4次 ,合并滤

液测黄酮含量和以黄酮计的清除 DPPH 的 IC50值 ,结果见

表 5。

表 5　最佳工艺条件验证结果

试验号
总黄酮提取量

/ (mg·g - 1 )

总黄酮清除 DPPH的 IC50

/ (mg·L - 1 )

1 22. 3231 19. 2889

2 22. 1038 18. 9764

平均 22. 2134 19. 1327

　　由表 5可见最佳工艺条件下 ,香椿叶黄酮提取量大于正

交试验的 16组数据 ,为试验条件下黄酮的最佳提取工艺 ,在

此条件下提取物以黄酮计的清除 DPPH的 IC50值为 19. 1327。

3　结论
在超声强化条件下提取香椿叶黄酮时 ,提取剂乙醇浓

度、料液比是影响黄酮提取量的主要因素 ,提取次数对黄酮

提取量有一定的影响 ,提取温度、每次提取时间对黄酮提取

量的影响较小 ;而对提取物以黄酮计的清除 DPPH的 IC50值 ,

提取次数是主要影响因素 ,提取剂乙醇浓度、提取温度、每次

提取时间有一定的影响 ,而料液比则影响较小。
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