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摘要：低水分活度食品的安全问题正在逐渐引起大家的关注，为研究低水分活度食品中沙门氏菌的存活状况，以典型大宗低水分活度食品--蛋粉为研究对象，研究储存温度、水分流动性、水分活度对蛋粉中沙门氏菌存活的影响。超高压可以改变蛋白质的三级结构从而改变蛋白质与水的结合达到改变样品水分流动性的目的，本文采用400、500MPa的超高压对蛋粉进行处理来得到不同的水分流动性，并通过饱和盐溶液来调整蛋粉的水分活度。对调整好的蛋粉进行接种后在37℃、4℃下储存。结果表明，低温，低水分活度条件下沙门氏菌的存活更高。而在某些样品中，弱的水分流动性会对沙门氏菌细胞起到保护作用。
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Survival of Salmonella influenced by storage temperature, water activity and water mobility in egg powder
LIAN Feng1, ZHAO Wei2, YANG Ruijin3
(1. School of Food School of Food Science and Technology，Jiangnan University,Wuxi 214122;
2. State Key Laboratory of Food Science & Technology and School of Food Science and  Technology，Jiangnan University，Wuxi 214122;
3. State Key Laboratory of Food Science & Technology and School of Food Science and Technology，Jiangnan University，Wuxi 214122)
Abstract: The safety of low water activity foods has being gradually attracted by the public. The survival of Salmonella in typical bulk low water activity food--egg powder influenced by storage temperature, water mobility and water activity was studied. In order to change water mobility of the sample, high pressure was used to change the tertiary structure of the protein. Water mobility was adjusted by high pressure (400, 500 MPa). Water activity of samples was adjusted by saturated salt solution. Then the processed samples were inoculated with Salmonella and stored in 37 and 4 ℃. Results showed that low temperature and low water activity could protect Salmonella in egg powder. And in certain samples, low water mobility could protect Salmonella.
Key words: egg powder; water mobility; water activity; storage temperature; Salmonella
0 引言
低水分活度食品一般指水分活度（aw）小于0.7[1]的食品或食品配料，有的是天然的，有的是由高水分活度食品通过加工得到的，如坚果、奶粉、蛋粉、花生酱、巧克力、调味料等。低水分活度可以控制食品中病原菌的生长，因此，低水分活度食品一般被认为是安全的。最近研究表明，微生物虽然在低水分活度环境中难以生长、繁殖，但可以在不同的储藏条件下存活数月至数年，且一些耐低水分活度的食源性致病菌和腐败菌被不断发现，如沙门氏菌、埃希氏肠杆菌O157:H7等。已有证据表明水分活度的降低可增加微生物的耐热性，据报道细菌孢子热抵抗力在0.2~0.4水分活度下最高[2]。如果低水分活度食品中含有病原菌，即使含量很低也会对人的健康产生威胁。感染了沙门氏菌、大肠杆菌O157:H7等强致病菌的低水分活度食品，即便污染数量很少，人食用后也会引发严重的食品安全问题，且当低水分活度的配料添加到高水分活度的食品中时还会引发微生物交叉污染的问题。2007-2009年，美国就曾发生过数起由于沙门氏菌（Salmonella Wandsworth）污染的蔬菜粉和调料粉加入到儿童食品和肉制品中导致数百人中毒的食品安全事件。可见低水分活度食品的微生物污染已开始成为新的食品安全问题。

从1953年Scott提出水分活度（aw）的概念开始，aw到目前为止一直是衡量食品安全的重要指标，用于食品质量的控制和货架期的预测。但是，aw是相对蒸汽压，它仅反映体系表面的性质。干燥食品中的水多以玻璃态或橡胶态存在，水分子流动性可以反应干燥食品中水的存在状态，因此人们开始研究水分流动性与微生物之间的关系。Pham等[3]研究发现霉菌孢子的发芽时间与水分流动性有着密切的联系而与aw基本没有关系。Vittadini等[4]通过研究复杂体系中aw、大分子流动性和水分子流动性对微生物活性的影响，发现在固体和半固体食品体系中霉菌孢子的反应与分子流动性有显著的关系，而在高水分含量的液体样品中霉菌孢子的反应主要与aw有关。

蛋粉是典型的低水分活度食品且极易感染沙门氏菌，因此本文以蛋粉为研究对象。因为超高压可以改变蛋白质的三级结构，使蛋白质与水的结合改变从而达到改变蛋粉水分流动性的目的。低场核磁共振(Low field Nuclear magnetic resonance, LF-NMR)是一种快速、无损、未侵入式的检测技术，可以观察水分中H质子的流动和分布，得到水的动态变化情况[5]，因此，蛋粉的水分流动性通过低场核磁共振测得。并通过不同的饱和盐溶液达到改变蛋粉水分活度的目的，最后在蛋粉中接种沙门氏菌，观察不同储藏温度、aw和水分流动性对沙门氏菌存活的影响。
1 材料与方法
1.1 材料与仪器
蛋粉、沙门氏菌（Salmonella enteric (JFM-125)）均由江南大学食品酶学实验室提供；
超高压设备  内蒙古包头科发高压科技有限责任公司；

DHP-9082型电热恒温培养箱 上海一恒科技有限公司；

QYC-2102型全温培养摇床 上海新苗医疗器械制造有限公司；

真空冷冻干燥机 HFU 586 Basic, Thermal Scientific； 
Hygrolab2型水分活度仪  瑞士罗卓尼克； 

低场氢核磁共振  上海纽迈电子有限公司；
1.2 实验方法
1.2.1 超高压处理  

蛋粉用去离子水溶解后装入聚乙烯袋子中真空密封，再用超高压进行处理，压力分别设置为0、400、500 MPa，温度设置为20℃，保压时间为20 min，补压设为20 MPa
1.2.2 冷冻干燥  

经超高压处理后的样品放入-80℃冰箱中冷冻，然后放入冷冻干燥机中干燥3天后取出，用超微粉碎机将其粉碎，得到的粉末经水分活度仪测定aw<0.20。

1.2.3 水分活度（aw）的调整

将经干燥后的蛋粉置于平皿中，再将其放入真空干燥器中，并利用饱和盐溶液来调整其水分活度，目标水分活度分别为0.33（MgCl2）、0.53（Mg(NO3)2）、0.81((NH3)2SO4)，通过水分活度仪测定是否达到目标水分活度。

1.2.4 LF1H-NMR测定蛋粉中的水分流动性

低场氢核磁共振仪（low-field 1H Nuclear Magnetic Resonance analyzer），测试条件为：质子共振频率为21.798 MHz，磁体强度0.55 T，线圈直径为10 mm，磁体温度为35[image: image3.png]


，自旋-自旋弛豫时间T2用Carr-Purcell-Mebiboom- Gill (CPMG)序列进行测量，参数为：90°射频脉宽为3μs，180°射频脉宽为7μs，接收机带宽（SW）为200 kHz，开始采样时间（D3）为80 μs，重复采样等待时间（TR）为1000 ms，接收机模拟增益（RG1）为20，数字增益（RG2）为3，重复采样次数（NS）为16，回波时间（Echo Time）为80μs，回波个数（Echo Count）为1000。

1.2.5 微生物培养及接种

沙门氏菌属革兰氏阴性菌，是常见的肠道致病菌，也是食品检测中常见的目标菌之一，本实验选用大肠杆菌作为目标微生物。实验用沙门氏菌由营养琼脂平板移至营养肉汤，37℃、2000 r/min摇床培养12 h, 菌体浓度达到108-109 cfu/ml。将菌液进行冷冻干燥，使其aw<0.2，然后用研钵将其研磨成粉末。用天平准确的称量0.990g的蛋粉和0.010g的菌粉，放入聚乙烯袋中混合均匀后密封。并放到37℃、4℃的恒温培养箱中储存，并在0、3、6、9、15、30、60天进行微生物计数。

1.2.6数据处理与统计

   每个样品至少重复3次，得到的数据通过Excel 2010 进行处理，得到平均值和标准偏差。再用Origin 8进行作图，以存活对数为纵坐标，以时间为横坐标进行作图。P>0.05代表差异显著，并用SPSS进行显著性分析。
2 结果与讨论

2.1 水分流动性的测定

图1是经超高压处理后利用LF 1H NMR测得的弛豫图，基本上有3个峰存在，分布的区段大致为~1 ms， ~10 ms，~100 ms，说明蛋粉中有三种组分的水存在，依次代表结合水，不易流动水和自由水[6]。从图1可以看出，经400 MPa处理后不同aw的样品的弛豫时间都明显地向右移，且100 ms左右的峰明显增大，说明经400 MPa的超高压处理后蛋粉的蛋白质与水的结合减弱，自由水的量增加，说明经400 MPa的超高压处理后蛋粉的流动性增强。当aw为0.33时，经500 MPa 的超高压处理后弛豫时间基本与对照相同，说明500 MPa处理对蛋粉基本没有影响。当aw为0.53时，经500 MPa处理后弛豫时间向右移，说明蛋粉的流动性与对照组相比增强。当aw为0.81时，经500 MPa处理后弛豫时间向左移，说明蛋粉的流动性与对照组相比减弱。

aw为0.33的蛋粉经超高压处理后的水分流动性的状况为：对照组与经过500 MPa处理的蛋粉的流动性相近，而比经400MPa处理后的蛋粉的水分流动性弱。aw为0.53的蛋粉的经超高压处理后得到3种不同的水分流动性，对照组弱于经500 MPa处理的蛋粉弱于经400 MPa处理的蛋粉。aw为0.81的蛋粉经超高压处理后也得到3种不同的水分流动性，经500 MPa处理的蛋粉弱于对照组弱于经400 MPa处理的蛋粉。
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(c)

图1 不同超高压处理的蛋粉的横向弛豫时间分布（water mobility 1：对照样品；water mobility 2：经400 MPa处理；water mobility 3：经500 MPa处理）

Fig.1 Transverse relaxation time distribution of egg powder processed by different high pressure (water mobility 1: control; water mobility 2: denatured by 400 MPa; water mobility 3: denatured by 500 MPa)
2.2 储存温度和水分活度对沙门氏菌存活的影响   

由图2(a)可以看出37 ℃储存条件下不同水分活度下沙门氏菌的存活规律基本是一致的，前两周沙门氏菌死亡速率高，之后沙门氏菌的死亡趋于平缓，这与Licari 和 Potter[7]的研究结果一致，他们发现脱脂奶粉中的沙门氏菌死亡分两个阶段，前几个周的快速死亡阶段和在剩余货架期的缓慢死亡阶段。60天后水aw为0.33的蛋粉中沙门氏菌的死亡对数约为5.0，aw为0.53的蛋粉中沙门氏菌的死亡约6.0个对数，而aw为0.81的样品中沙门氏菌的存活对数已经低于1.0个对数。这说明在低水分含量的蛋粉中，水分活度越低对沙门氏菌的存活越有利。Jung和 Beuchat [8]研究了储存时间、aw（0.29-0.37, 0.51-0.61）和温度对蛋粉中沙门氏菌存活的影响，储存两个月后，aw为0.51-0.61的含有淀粉糖浆和盐的蛋白粉在37℃储存条件下沙门氏菌的失活率最高，也说明了沙门氏菌在较高的aw更容易失活。Valdramidis等[9]在土豆种接种Listeria monocytogenes，研究发现在55-65℃范围内低aw（aw=0.71）对微生物起到保护作用。Nummer等 [10]将已经接种了沙门氏菌的花生酱与方旦糖在65℃、70℃下混合（aw为0.65-0.69）并冷却至室温， 7个周后混合温度为65℃、70℃的样品中沙门氏菌分别减少了4.9和3.3个对数。

图2（b）表示4℃条件下水分活度对沙门氏菌存活的影响，首先可以看出4℃储存条件下沙门氏菌的死亡率明显低于37℃（P<0.05）。在前9天沙门氏菌的量基本保持不变，且水分活度对沙门氏菌的存活没有影响（P>0.05）。20天，aw为0.81的样品中约有1.0个对数的沙门氏菌失活，而aw为0.33和0.53的样品中沙门氏菌的数量基本没变。60天后，aw为0.33和0.53的样品中沙门氏菌失活了约1.0个对数，而aw为0.81的样品中沙门氏菌的失活对数明显高于aw为0.33和0.53的样品，约为2.0个对数，可以看出，在aw为0.33-0.53时aw对沙门氏菌的存活没有影响，而aw为0.81时沙门氏菌的死亡率明显大于aw为0.33和0.53时。Hiramatsu等 [11]研究了aw为0.41-0.64时微生物在4℃储存条件下的存活，发现22-24个月后，微生物的数量基本保持不变。
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图2 37℃（图a）、4℃（图b）条件下水分活度对蛋粉中沙门氏菌存活的影响

Fig.2 The survival of Salmonella in egg powder influenced by water activity in 37 ℃ 
(a), 4 ℃ (b)
2.3 水分流动性对蛋粉中沙门氏菌存活的影响

图3 给出了在不同水分活度和不同水分流动下沙门氏菌的存活状况。图3 (a)是aw为0.33的蛋粉中水分流动性沙门氏菌存活的影响，可以看出在储存的前20天具有不同水分流动性的蛋粉中沙门氏菌的存活没有差异（P>0.05），20天后不同水分流动性的蛋粉中沙门氏菌的失活对数约为4.50，而60天后沙门氏菌的的失活对数约为5.50。而当aw为0.53时，20天所测得的沙门氏菌的失活对约数为5.50，60天沙门氏菌的失活对数约为6.50（图3（b））；aw为0.81的蛋粉，20天沙门氏菌的失活对数约为8.0，60天已经检测不到沙门氏菌的存在（图3（c））。

当aw为0.33时，不同水分流动性的蛋粉中沙门氏菌的存活没有差异（P>0.05），这与Farakos等 [12]的研究结果一致，他们利用pH来调整乳清蛋粉的水分流动性，研究发现aw（0.19、0.29、0.36、0.43、0.54）在不同温度下（21、 36、 50、 60、 70、 80 °C）都对沙门氏菌的存活有显著的影响，水分流动性对其存活没有影响。水分活度为0.53时，在前 20天的测定中水分流动性对沙门氏菌的存活没有影响（P>0.05），在60天时未经处理的蛋粉中沙门氏菌的存活高于经400、500 MPa的超高压处理的（P<0.05），而由图1（aw=0.53）可以看出，对照组的水分流动性低于经400和500 MPa超高压处理的样品，即低的水分流动性对蛋粉中沙门氏菌起到保护作用。aw为0.81时，水分流动性对沙门氏菌的存活没有影响（P>0.05）。Vittadini等[4]通过研究复杂体系中aw、大分子流动性和水分子流动性对微生物活性的影响，发现在固体和半固体食品体系中霉菌孢子的反应与分子流动性有显著的关系，而在高水分含量的液体样品中霉菌孢子的反应主要与aw有关，并发现甘露醇与水分子结合使得水分子流动性减弱对细胞起到了保护的作用，他们推测可能是因为高的水分子流动性会触发代谢反应，但是代谢不能完成从而导致细胞死亡。这与本实验在aw为0.53时发现的较低的水分流动性（对照组）对沙门氏菌起到保护作用的现象是一致的。Pham等[3]还报道了孢子发芽时间与T2（横向弛豫时间）成指数衰退的关系，即水分子流动性的增强不利于孢子发芽。

图3（e）、（f）分别是在4℃储存条件下，水分活度分别为0.33、0.53的样品中沙门氏菌的存活，可以看出水分流动性对其没有影响，60天后，沙门氏菌都失活约1.00个对数。而当aw为0.81时，水分流动性对沙门氏菌的存活有明显的影响（图3（f））。这可能是因为较高的水分活度下微生物的代谢活动被激活，因此其存活较易受到其他因素的影响。经400 MPa 超高压处理后的样品的沙门氏菌的存活最高，而对照组和经500 MPa超高压处理的样品的水分流动性没有显著差异，它们的沙门氏菌的存活也无明显差异（P>0.05），这也说明了较高的水分流动性会对沙门氏菌起到保护作用。
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                  （e）                                  （f）

图3 37℃、4℃储存条件下，不同水分活度下水分流动性对沙门氏菌存活的影响（（a）37℃、aw=0.33，（b）37℃、aw=0.53，（c）37℃、aw=0.81，（d）4℃、aw=0.33，（e）4℃、aw=0.53，（f）4℃、aw=0.81）
Fig.3 The survival of Salmonella influenced by water mobility in different water activity and in 37 ℃ and 4 ℃((a) 37℃, aw=0.33; (b）37℃, aw=0.53; (c) 37℃, aw=0.81; (d) 4℃, aw=0.33; (e) 4℃, aw=0.53; (f) 4℃, aw=0.81)
3 结论

本文主要研究了储存温度、水分活度和水分流动性对蛋粉中沙门氏菌存活的影响。研究发现4 ℃储存条件下沙门氏菌的存活远高于37 ℃。在37 ℃条件下，水分活度越低越利于沙门氏菌的存活，而在4 ℃条件下仍然有相同的现象但是并不明显。而当水分活度一定时，水分流动性对沙门氏菌存活的影响在不同的水分活度的蛋粉中不同，在3 7℃、aw= 0.53和4 ℃、aw=0.81的蛋粉中弱的水分流动性会对沙门氏菌起到保护作用，而在其它样品中水分流动性对沙门氏菌的存活没有显著影响。
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