
学习奶园地· 

原料奶中芽孢、耐热芽孢、嗜冷菌 

及抗生素残留的测定 
柴彤涛 

(利乐 中国有限公司) 

编者按 ： 

《国家 学生饮用奶计划 暂行管理办法 》要求学生饮用奶必缅是超高温 (UHT)灭菌奶，采用无抗生素优 

质原料奶为原料生产，严禁使用还原奶；定点生产企业必额具备较高的生产管理水平、健奎的质量保证体系和 

完善的 配进 系统 

上期我们舟绍了原料奶中赦生物的控制，知道了芽袍、耐热芽袍和嗜冷苗对学生饮用奶质量的彰响和控制 

方法。在 学生饮 用奶 生产 中进行 芽孢 、耐热 芽孢和嗜 冷苗的检测 也是十分 必要 的 。可正 确分析产 品缺 陷原 因， 

缩短故 障排 除时间；从长远 角度看 ， 能提 高成品的告格 率，减 少生产损失 ．提 高生产效率 

一

、 芽孢总数 

将少量原奶 (5～l0毫升)在 80℃条件下加热 

l0分钟。这一过程可杀死大多数生长的微生物，仅 

有耐热的活菌可存活下来。下面对已加热处理的奶 

样品进行细菌总数测定。 

1，材料 

无菌稀释烧瓶：内装99毫升无菌稀释液。 

氯化钠：含 0．9％氯化钠的水溶液，用于制备稀 

释液。 

无菌吸管 ：容量分别为 1．0毫升和0．1毫升。 

培养皿：经预先消毒的一次性塑料培养皿，或 

可多次使用的玻璃培养皿。玻璃培养皿使用前须进 

行消毒。 

用于孢子生长的无菌固体培养基，可用普通营 

养琼脂，但最好使用进行孢子计数的专用培养基。 

两个水浴锅：一个 80℃水浴，用于原奶样品的 

加热 (溶解固体琼脂)，一个 40℃～50℃的水浴，用 

于冷却琼脂，维持琼脂液体状态以便倒平皿。 

培养箱：温度为 30"C-35℃的培养箱。 

煮开水的壶和加热板：溶解固态的无菌营养琼 

脂 。 

试管：备用 

吸管：10毫升的吸管。 

温度计：0"C～1oo℃。 

高压灭菌器：用于玻璃器械，营养基质的杀 
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菌。 

2，方法 

将一定容量 (5-10毫升)的原奶放人一个试 

管，在另一试管中加入与奶等量的水。将两支试管 

放人 80℃水浴 在加水的试管中插入一根温度计， 

温度升到 8o℃，再等 l0分钟 ，用冷水冲，使含原 

奶样品的试管冷却。用加热后的原奶样品制备稀释 

样品，在 99毫升无菌稀释液 (放人一个无菌稀释 

烧瓶)中加入 l毫升已加热的原奶，并摇动使其彻 

底混匀。用吸管将样品加入培养皿，每一步骤用一 

个培养皿，并在培养皿上作出标记。 

例如：l号：1．0毫升加热的原奶样品 

2号：0．1毫升加热的原奶样品 

3号：l，0毫升经稀释的加热原奶样品 

4号：0，l毫升经稀释的加热原奶样品 

在每个含原奶样品的培养皿中分别加入约 l0 

毫升冷却的无菌液态营养琼脂，转动培养基使样品与 

液体琼脂充分混匀，直至液体营养琼脂凝固。最后 

将培养皿放人培养箱 (30℃～35℃)培养72小时。 

3，计数 

从培养箱中取出已培养的培养皿，统计培养过 

程中长出的菌落数。 

计算结果：最好选用那些最后的菌落计数在 

30—300个之间的培养皿 。用数出的菌落数乘以稀 

释系数 (稀释液 l的系数为 l，稀释液 2的系数为 

l0，稀释液 3的系数为 100，稀释液 4的系数为 

1000)，得出每毫升测试样品中的总孢子数。 
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二、耐热孢子 

目前，对 “耐热孢子数”一词没有明确的解 

释，所使用的程序不同，得出的结果也不同。下面 

论述方法的优点在于操作简单，不需要高压杀菌程 

序，然而。当与不同实验室所做出的耐热孢子数进 

行 比较时，必须注意使用的方法和流程。 

1．材料 

吸管：吸量分别为1．0毫升和0．1毫升的无菌吸管。 

培养皿：经预先消毒的一次性塑料培养皿或可 

多次使用的玻璃培养皿 ，玻璃培养皿使用前必须消 

毒。 

孢子生长的无菌固体营养培养基：可用普通细 

菌总数营养琼脂，但最好使用进行孢子计数专用培 

养基。 

水浴箱 ：将温度设在 4O。c-45。c，用以冷却液 

化营养琼脂培养基。 

煮开水的壶和加热板 ：用来对原奶样品进行加 

热处理 

二个培养箱：一个温度调至 3O。c～35。c，另一 

个调至 5O。c一55。c。 

试管：备用 

1O毫升的吸管：备用 

温度计：测量范围为 O。c一100。c。 

高压灭菌器 ：用于玻璃器械、营养基质的杀 

菌。 

2．方法 

在煮沸的水浴中将无菌固体营养琼脂融解。将 

融解了的无菌营养琼脂放人 4O。c 5。c水浴后，进 

行冷却。用吸管吸取 10ml原奶样品加入一支或几 

支试管。在另一支试管中加入与奶量相等的水。将 

装有原奶样品和水的试管同时放人沸水中水浴。在 

装水的试管中插入一根温度计。直至 “装水试管” 

的温度到达 100。c。再等 1O分钟 ，如果水 不到 

100％就沸腾，则等候时间需延长。或在水中加入 

盐以提高沸点温度 ，但要避免原奶样品沸腾!用冷 

水冲，使含原奶样品的试管冷却。 

用吸管分别向两组无菌培养皿中加样，两组培 

养皿中分别加入 1：O．1毫升加热 了的原奶样品 ； 

2：1．0毫升加热了的原奶样品分别在培养皿上标记 

样品及稀释情况。 

在已加入原奶样品的培养皿中分别倒人约 1O 

毫升无菌冷却的液态营养琼脂，转动培养皿使样品 

与液态琼脂充分混匀，直至液态琼脂凝固。 

将培养皿放人培养箱：一组培养皿放人 3O。c一 

35。c培养箱，另一组放人 5O。c一55。c培养箱，培养 

72小时。 

3．计数 

分别从两个培养箱中取出培养皿。 

计数培养阶段长出的菌落数 ：3O ~35。c培养 

的菌数为耐热适温菌的孢子数，而 5O℃～55 培养 

的菌落数为耐热嗜热型的孢子数 (大多数为嗜热脂 

肪芽孢杆菌)。 

计算结果 ：最好选用菌落计数在 30~300个之 

间的培养皿及稀释度。用计数的菌落数乘以稀释系 

数 (稀释液 1的系数为 1，稀释液 2的系数为 1O)， 

得出每毫升测试样品中的总耐热适温型孢子数及总 

耐热嗜热型孢子数 

三、嗜冷菌的测定 

嗜冷菌的繁殖代谢产生耐热蛋白酶和脂肪酶 ， 

过多的蛋白酶和脂肪酶将导致 UHT奶制品产生凝 

块，发苦，并产生脂肪氧化味，从而严重影响产品 

的货架期。因此原料奶应检测低温菌。 

1．材料及仪器 

内装 9．2ml，O．7％氯化钠水溶液 (稀释液)的 

试管数支，用棉塞塞好。 

蒸馏 水：备用 

天平：最大称量为 100g，精度为O．05g 

培养皿 ：可用预先消毒的一次性塑料培养皿， 

也可使用玻璃培养皿 ，玻璃培养皿使用前须先消 

毒。 

培养基：普通营养琼脂。 

水浴锅：4O。c一5O。c的水浴锅用于冷却琼脂。 

高压杀菌釜：用于玻璃器械及营养基质的杀 

菌。 

冰箱：备用 

开水壶或电炉：备用 

1ml的无菌吸管数支：备用 

2．方 法 

将普通营养琼脂按说明溶解后分装与锥形瓶中 

将装有营养琼脂的锥形瓶、内装 9．2rrd，0．7％ 
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氯化钠水溶液的试管、培养皿、吸管等在高压杀菌 

釜中于 121cc杀菌，15rain后待用。 

在开水中融化凝固的营养琼脂培养基 (已杀 

菌)，然后将融化的营养琼脂培养基放人 40oc～50oc 

的水浴锅中保温待用 

原奶稀释液的准备：将 lml原奶样品吸人一个 

内装 9．2ml无菌稀释液的试管中并充分摇匀混合 

(稀释液 1)。再将 1 ml稀释液 l吸人一个内装 9．2ml 

无菌稀释液的试管中并充分摇匀混合 (稀释液 2)。 

再将 Iml稀释液 2吸人一个内装 9．2ml无菌稀释液 

的试管中并充分摇匀混合 (稀释液3) 再将 Iml稀 

释液 3吸人一个内装 9．2ml无菌稀释液的试管中并 

充分摇匀混合 (稀释液 4)。 

用 lml吸管将稀释液或原奶样品加入培养皿 

每一步骤用一个培养皿，并在培养皿上做标记。 

A B 

1 0ml 1 0ml 

原奶样品 稀释渡 I 

D 

1 0ml 

稀 释灌 3 

E 

l 0mI 

稀释液 4 

对同一稀释液重复操作。即每个选定的样品稀 

释度做两个平皿 在每个含稀释液或原奶样品的培 

养皿中加入约 10ml的冷却无菌液态营养琼脂，转 

动培养皿使样品与液体琼脂充分混合。 

待营养琼脂凝固后将培养皿放人冰箱的冷藏室 

中，在 4oc～6oc的温度下培养 10天。 

3．计数 

培养 1O天后，将平皿从冰箱中取出，数出培 

养皿中的菌落数。 

计算结果：最好选用那些菌落计数在 3O～30o 

之间的平行培养皿 (即同一稀释度的朋友皿) 用 

统计出的菌落数 (平行样品的平均菌落数)乘以稀 

释倍数即得出每毫升测试样品中的嗜冷菌数。 

四、抗生素残留检验 

仪器：水浴锅 ；温度计 ；蜡笔；试管架； 

10ml、lral吸管；15x150试管： 

试剂：菌种 嗜热乳酸链球菌 

脱脂乳：经 l13~C，20min灭菌 

Trc ：4％ 氯化三苯四氮唑水溶液，7oc褐色 

瓶贮存，用时 1：5稀释 

一 3O一 

检验程序 

检样 

80℃ 5min 

』 

冷却 至 37℃ 

加菌穰 36 水搭 2hr 

不显色 一 加Trc 36℃ 水裕 30mln 一红色 

l 

显色 q 6℃ 水浴 3 一 不显色 

抗生素 抗生素阳性 

报告 — — _一 

抗 生素 阴性 

报告 

检样步骤： 

I、菌液制备：将菌种放人脱脂乳中经 36℃培 

养 15hr，以灭菌脱脂乳 1：l稀释待用。 

2、取样 9ml置 15x150试管，80oc水浴5rain， 

冷却至 37oc以下，加菌液 lml，36oc水浴 2hr，加 

TTC，0 3ml，36cc水浴培养30min。 

观察：如为阳性 ，再水浴 30rain作二次观察。 

判定：显色状态 判断 

未显色 阳性 

微红色 可疑 

桃红色一红色 阴性 

五、结束语 

只有坚持对每一批原料奶的微生物进行检测 

控制原料奶被污染程度，选用优质的原料奶生产 

才能够保证学生饮用奶的质量。 

学生饮用奶原料奶撤生物指标推荐标准 ： 

微生物 标准 可接受 可接受 

细菌总教 efu／ml 

芽胞总教efu／ml 

耐热芽胞数du／ml 

低温苗 cfu／／nd 

≤ 50,t／00 

≤ 100 

≤ l0 

≤ 10 000 

50，000～200,000 

100一1．000 

lO～1o0 

l0．000-100,000 

>200．000 

>1．000 

>lo0 

>100,000 

～d 液 
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