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绿豆芽生产过程中微生物的生长&分布及

消毒剂处理效果评价
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摘要!研究绿豆芽生产过程中微生物的生长情况及种类分

布!采用
!

种不同类型的消毒剂进行处理及效果评价!并用

#$PHR%U

方法对豆芽中主要微生物进行鉴定#结果表明!

成品绿豆芽中的微生物总量为
:75]#"

9

XaC

$

A

!微生物的种

类 主 要 为 克 雷 伯 氏 菌 '

>G;?I,;GG3

("不 动 杆 菌

'

$E,(;A'?3EA;@

("肠 杆 菌 '

7(A;@'?3EA;@

(和 假 单 胞 菌 属

'

6I;0F'S'(3I

(等#有效氯浓度
#"""

"

<""" *

A

$

B

的

%+X-_

处理芽菜
<"*,2

!菌落总数分别降至
#7!]#"

9

"

#7"]#"

:

XaC

$

A

!而直接处理单独培养的模型对照组则平均

降至
!7<]#"

;

"

#7"]#"

<

XaC

$

*B

#

!:*

A

$

BU

A

%_

<

可使

菌落总数降至
<75]#"

:

XaC

$

A

!消毒效果同样差于模型对照

组#扫描电子显微镜观察分析芽菜表面微生物可形成明显

可见的生物膜!显著强化了细菌对消毒剂的耐受力#

关键词!绿豆芽%微生物%菌种鉴定%消毒剂%生物膜
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绿豆芽在中国芽菜消费中占比最大$口感好$营养丰

富)

#

*

%芽菜以鲜活的形式上市$极富脆性$含有丰富的
=

X

$

是人们生活中不可缺少的食品原料%近年来$中国芽菜产

业发展迅速$从作坊式发豆芽方式逐步转为工业化规模生

产$出现了大量日产
:"

"

#""G

的芽菜工厂%但目前$在中

国的果蔬生产中$由于采摘不当$贮藏不善$运输不及时或

生理病害及微生物污染的影响$往往导致
!"?

"

<"?

的损

耗)

!Q<

*

%规模化生产后芽菜产业遇到了三大技术问题"

#

芽菜生产多采用淋水保温!

!"

"

!:@

#发芽方式$生产过

程中极易出现团状+窝状式烂菜或大面积烂根问题$严重影

响芽菜品质与产量(

$

芽菜的保鲜期极短$常温下只有
#

"

!L

$在低温冷藏条件下也只有
<

"

:L

$严重制约了芽菜产

能和销售半径$极大影响了企业效益(

%

有关芽菜的安全

性问题频发)

;

*

%

!"""

年$美国爆发了由沙门氏菌污染的绿

豆芽而引发的食源性疾病)

:

*

(

!"##

年$德国爆发了肠出血

性大肠杆菌污染芽菜事件$近
<"

人死亡)

$

*

%由于豆种含有

天然内生菌$生产过程中进行保温淋水$生产周期长达
;

"

9L

$芽菜本身也易受到机械性损伤导致汁液流出$这些条

件都为微生物的生长及繁殖创造了良好条件%可以说$芽

菜生产过程中的微生物问题直接影响了芽菜规模化生产后

的质量及安全%因此$分析芽菜生产过程中微生物的生长+

分布规律及对消毒效果进行评价成为解决上述
<

个技术问

题的基础%

孔凡春等)

9

*利用臭氧控制微生物的生长以延长果蔬的

货架期$但过度使用会导致脱色和风味变化%

V7V7>,2

等)

5

*

研究了用
X-_

!

和气调包装联合使用的方法杀灭绿豆芽中沙

门氏菌和李斯特菌的效果$可降低原豆芽菜中的微生物数

#:



量$但会影响芽菜的质量和口感%

S7B7̀+H,

等)

'

*采用细菌素

联合植酸柠檬酸等使用$以减少鲜切果蔬中李斯特菌数量%

更有
>7k7T1

等)

#"

*使用噬菌体抑制苜蓿菜中沙门氏菌的生长

及
S7B7̀+H,

等)

##

*研究了在低温条件下运用物理辐射的方法

杀灭豆芽菜中李斯特菌%上述研究虽有一定的抑菌效果$但

未从根本上认识芽菜与微生物之间的关系%

%+X-_

是鲜切果蔬和自来水消毒中常用的消毒剂)

#!

*

$对

微生物有很好的杀灭效果$按规定量使用具有安全高效的特

点%另外$

U

A

\是一种无机消毒剂)

#<

*

$广泛用于水和其它领

域%在美国+加拿大等地被认为是一种安全的消毒剂$其作用

机理是
U

A

\与微生物中巯基结合$使某些酶失活$从而达到杀

菌或抑菌作用$当菌体被杀灭后
U

A

\又被释放出来$保持持续

的消毒作用)

#;

*

%根据美国
aZU!#XaR#9!7#$9

条规定允许

U

A

%_

<

在瓶装水中使用$并作为抗菌剂来防止水中微生物的

污染(赵清凤等)

#<

*采用
U

A

%_

<

研究了对大肠杆菌和金黄色葡

萄球菌的抗菌作用及机制$取得了一定的抗菌效果%

本研究拟讨论绿豆芽发芽过程中的微生物生长规律+种

类的分布$初步探讨
!

种常见的消毒剂对芽菜消毒除菌的效

果$并分析芽菜中微生物难以有效清除的原因$旨在为生产

出优质+高产+安全和保鲜期更长的产品%

#

!

材料与方法
#7#

!

材料与仪器

绿豆"市售(

平板计数营养琼脂培养基!

WXU

#+营养肉汤等培养基"

广东环凯微生物科技有限公司(

细菌基因组
Z%U

提取试剂盒"天根生化科技有限公司%

电子天平"

VR)#!"

型$上海精密仪器厂(

电热恒温培养箱"

V%);"<

型$上海邦西仪器科技有限

公司(

超净工作台"

PO)X>)#̀ C

型$苏州安泰空气技术有限

公司(

蒸汽灭菌锅"

Tgk)Pc;$)!5"P

型$上海博讯实业有限

公司(

WXR

仪"

=(RbDb!7"

型$美国
Ù

公司(

电泳仪"

V(''

型$美国通用电气公司(

凝胶成像系统"

_̀k(a

型$美国基因有限公司(

豆芽机"

ZT>)U"#

型$中山荣威电器厂(

扫描电子显微镜!

P(S

#"

DS<"<"

型$日本日立有限

公司%

#7!

!

试验方法

#7!7#

!

绿豆芽生长过程中菌落总数的测定
!

称取健康饱满

的绿豆
$"

A

$无菌水冲洗数次$除去表面灰尘+杂质%豆芽机

用体积分数
9:?

的酒精洗涤$臭氧柜内消毒
<E

后无菌水洗

净%绿豆放入豆芽机发芽$每隔
5E

更换无菌水%根据不同

发芽时间取样$按
c̀ ;95'7!

&

!"#"

测定菌落总数%

#7!7!

!

绿豆芽中细菌分离与鉴定

!

#

#细菌分离"取成熟完整的绿豆
!"

A

$以有效氯浓度

为
<"""*

A

'

B

的
%+X-_

溶液浸泡豆种
<"*,2

$取出后用无

菌水清洗
<

"

:

次后发芽$发芽
;L

后用
WXU

平板培养基进

行浓度梯度培养%选取菌落形态不同+菌落独立清晰+出现

频率最高的
#"

种菌进行单独纯化培养$纯化
#"

次$得到菌

种分别编号
S#

"

S#"

%

!

!

#

Z%U

提取"采用
Z%U

提取试剂盒分别提取
#"

种

菌的
Z%U

%

!

<

#

#$PHR%U

的
WXR

扩增"将提取的基因组作为模板

进行
WXR

扩增)

#:

*

$体系见表
#

%扩增引物为通用引物
!9a

和
#;':R

%扩增条件为"

': @

预变性
: *,2

$

': @

变性

#*,2

$

:: @

复性
;:6

$

9! @

延伸
!*,2

$

<"

个循环$最后

9!@

延伸
#"*,2

%

表
#

!

WXR

扩增体系

D+F-1#

!

X/*

M

/6,G,/2/JWXR6

I

6G1*

试剂 使用量'
&

B

试剂 使用量'
&

B

4̀JJ1H :7""

下游引物
!7""

S

A

X-

!

<7"" D+

^

Z%U

聚合酶
"7!:

L%DW ;7"" Z%U

模板
!7""

上游引物
!7""

去离子水
<#79:

!!

!

;

#

WXR

电泳检测"吸取
;

&

BWXR

产物与
#

&

BZ%U

B/+L,2

A

4̀JJ1H

混匀$在
#?

琼脂糖凝胶上点样$

#""=

电泳

;:*,2

)

#$

*

%结束后
(̀

染色$用凝胶成像系统进行观察%

送至广州生工生物工程公司测序%测序结果提交至

%X̀b

的
c12̀+2f

数据库$与已知序列进行
-̀+6G

比较$采用

%1,

A

EF/4H)

3

/,2,2

A

法用
S1

A

+97"

软件进行系统发育树分析%

确定与试验菌株亲缘关系最近的种属%

#7!7<

!

不同消毒剂常规处理新鲜绿豆芽

!

#

#配制有效氯浓度为
#"""

$

!"""

$

<"""*

A

'

B

的

%+X-_

溶液$称取
<

份
!"

A

的绿豆芽分别浸入不同浓度的

%+X-_

溶液中$浸泡
<" *,2

%有效氯浓度以
c̀ #'#"$

&

!"#<

中碘量法确定%用无菌去离子水洗净直至
%+X-_

不得

检出%测量菌落总数$并进行感官评定%

!

!

#配制浓度为
:

$

#:

$

!:*

A

'

B

的
U

A

%_

<

溶液$另取
<

份
!"

A

绿豆芽浸入不同浓度的
U

A

%_

<

溶液$浸泡
<"*,2

%

用无菌去离子水洗净至
U

A

%_

<

残留不得检出%测量菌落总

数$并进行感官评定%

以上试验至少进行
<

次平行$取平均值%另空白对照组

用无菌水代替消毒液进行相同步骤的处理%

#7!7;

!

不同消毒剂单独处理绿豆芽中的细菌
!

取
#"*B

离

心管多个$装入营养肉汤培养基
#"*B

$灭菌后分别接种已

纯化 好 的
S#

"

S#"

菌 种%

<9 @

培 养 至 菌 体 浓 度

#"

9

XaC

'

*B

左右$冷藏备用%并测量菌落总数%

在装有菌液的离心管中分别加入
%+X-_

和
U

A

%_

<

$使

浓度与
#7!7<

相同$室温下振摇
<"*,2

$测量离心管中的菌落

数%作为模型对照%

#7!7:

!

感官评定
!

绿豆芽感官评价标准见表
!

%挑选
#"

位

评价员$按
c̀ #':;9

&

!"";

的要求对绿豆芽进行感官

评价%

!:

安全与检测
!

!"#9

年第
9

期



表
!

!

绿豆芽感官评价标准

D+F-1!

!

DE16G+2L+HL/J6126/H

I

1K+-4+G,/2/J

*42

A

F1+26

M

H/4G6

评价指标 评分标准

子叶颜色
!

颜色呈褐色!

!

"

5

#$深黄色!

#"

"

#;

#$淡黄色!

#$

"

!"

#

胚轴颜色
!

胚轴无光泽$呈黄褐色!

!

"

5

#$无光泽$白色!

#"

"

#;

#$

有光泽$白色!

#$

"

!"

#

胚轴软化度
拿起绿豆芽$胚轴呈软趴状!

!

"

5

#$弯曲状!

#"

"

#;

#$

直挺状!

#$

"

!"

#

根部颜色
!

颜色呈黑色!

!

"

$

#$深红色!

5

"

#!

#$红色!

#;

"

#$

#$浅

红色!

#5

"

!"

#

气味
!!!

有异味!

!

"

5

#$无异味无豆芽味!

#"

"

#;

#$有豆芽清香

味!

#$

"

!"

#

#7!7$

!

扫描电子显微镜!

P8+22,2

A

(-18GH/2S,8H/68/

M

1

$

P(S

#

观察绿豆芽中菌的形态
!

取豆芽数根$在体积分数
!Y:?

的戊

二醛中浸泡
!E

$用磷酸缓冲液清洗
<"*,2

$体积分数
:"?

$

9"?

$

5"?

$

'"?

浓度梯度的乙醇各清洗
#"*,2

$无水乙醇清

洗
<"*,2

$醋酸异戊酯清洗
<"*,2

%临界点干燥法干燥$样品

用导电胶固定在扫描电镜样品台上$喷金后观察)

#9

*

%

!

!

结果与分析
!7#

!

绿豆发芽过程中细菌总数生长规律

由图
#

可知$经无菌水洗净后的豆种$细菌总数为
;7!]

#"

<

XaC

'

A

!

<7$!-

A

XaC

'

A

#(避光淋水发芽
#!E

后$菌落总

数增长到
:7!]#"

:

XaC

'

A

!

:79!-

A

XaC

'

A

#(

!;E

后菌落总数

快速增长至
<7"]#"

9

XaC

'

A

!

97;5-

A

XaC

'

B

#(

<$E

后细菌

总数增长趋势缓慢(

'$E

后芽菜中的菌落总数约为
:75]

#"

9

XaC

'

A

!

979$-

A

XaC

'

B

#$说明芽菜发芽过程中$前期细

菌快速繁殖$后期菌落总数保持相对稳定%最终芽菜中的细

菌总数含量极高$对芽菜的安全和保鲜都带来了极大隐患%

图
#

!

绿豆发芽过程中细菌总数变化规律

a,

A

4H1#

!

cH/0GE84HK1/JF+8G1H,+-,2*42

A

F1+2

6

M

H/4G6

!7!

!

绿豆芽细菌分离与鉴定

!7!7#

!

WXR

电泳检测结果
!

根据
#7!7!

提取各组
Z%U

后$

紫外检测$可见清晰的
WXR

产物带%如图
!

所示$

WXR

产物

带都处于同一直线上$介于
S+Hf1H

分子量
#"""

"

!"""F

M

$

可推断该
#"

种菌的
WXR

产物分子量约为
#;""F

M

%与空白

相比产物单一无杂质%

S7ZB!"""Z%U S+Hf1H

!

S#

"

S#"7#"

种菌
Z%U

经
WXR

后的

产物

图
!

!

WXR

扩增后凝胶电泳图

a,

A

4H1!

!

DE1H164-G/J

A

1-1-18GH/

M

E/H16,6+JG1HWXR

!7!7!

!

绿豆芽中菌种种类分布
!

将
S#

"

S#"

提取
Z%U

测

序后在
%X̀b

的
c12F+2f

数据库中进行
-̀+6G

比较$结果见

表
<

%菌株
S!

+

S9

+

S'

属于克雷伯氏菌属!

>G;?I,;GG3

#$其

中肺炎克雷伯氏菌对人致病性较强$是重要的条件致病菌和

医源性感染菌之一%菌株
S:

+

S#"

属于埃希氏菌属!

7IE2;*

@,E2,3

#$

S#

+

S;

属于不动杆菌属!

$E,(;A'?3EA;@

#$

S<

属于

假单胞菌!

6I;0F'S'(3I

#$

S$

属于肠杆菌属!

7(A;@'?3EA;@

#$

S5

属于假食酸菌!

6I;0F3E,F'J'@3T

#%其中肺炎克雷伯氏

菌+铜绿假单胞菌和大肠埃希氏菌容易产生细菌生物膜%此

前已有学者)

#5

*提出生物膜的概念$认为自然界中
''?

的菌

都可以附着于物体表面形成生物膜结构%

分别选取与
S#

"

S#"#"

种菌相似的几种进行比对$将

相似度高的几种序列通过
S(cU97"

进行同源性分析并构

建系统发育树%

S#

"

S#"#"

种菌的发育树见图
<

%

表
<

!

绿豆芽中微生物种类分布

D+F-1<

!

Z,6GH,F4G,/2/J*,8H/F,+-6

M

18,16,2

*42

A

F1+26

M

H/4G6

菌株 相似性'
?

鉴定!最相似模式菌株#

c12̀+2f

登录号

S# '' $E,(;A'?3EA;@E3GE'3E;A,E0I6GH+,2 '̀ >g:9'$;"7#

S! '' >G;?I,;GG3

[

(;0S'(,3;6GH+,2VP##!5$%X"#$5;:7#

S< '' 6I;0F'S'(3I'A,A,F,I6GH+,2S$# &C::##'<7#

S; '' $E,(;A'?3EA;@

<

0(,,6GH+,2$: %h

6

XW"#'";#7#

S: '' 7IE2;@,E2,3E'G,6GH+,2

"

=!$$ BX":$;997#

S$ '5 7(A;@'?3EA;@6

M

7=bD%X# >g<'55:!7#

S9 '' >G;?I,;GG3

M

214*/2,+16GH+,2>WR' &S"5<5";7#

S5 '' 6I;0F3E,F'J'@3T6

M

7

M

G-)! a>:5#";!7<

S' '9 >G;?I,;GG36

M

7hP#7; &S!9!!9"7#

S#" '5 7IE2;@,E2,36

M

7W#; cC##<"5;7#

!7<

!

消毒剂常规处理绿豆芽

由图
;

+

:

可知$新鲜豆芽中的原始菌落数为
:75]

#"

9

XaC

'

A

!

9799-

A

XaC

'

A

#$水洗
<"*,2

后$菌落总数减少

至
;75]#"

9

XaC

'

A

!

97$'-

A

XaC

'

A

#%本试验选取了
#"""

$

!"""

$

<"""*

A

'

B

的
%+X-_

浸泡豆芽
<"*,2

$分别将豆芽

中的菌落总数减少至
#7!]#"

9

$

!7']#"

:

$

#]#"

:

XaC

'

A

%

但绿豆芽中菌落数仍达到
#]#"

:

XaC

'

A

!

:-

A

XaC

'

A

#$远

<:
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图
<

!

S#

"

S#"#"

种菌的系统发育树

a,

A

4H1<

!

WE

I

-/

A

121G,8GH116/JS#)S#"

多于普通果蔬中的菌落数%经感官评价$

<""" *

A

'

B

的

%+X-_

处理绿豆芽会造成显著的化学性损伤$豆芽变软+变

黄$汁液流失明显$货架期大大缩短%

采用不同浓度的
U

A

%_

<

溶液清洗芽菜$结果表明
:*

A

'

B

的
U

A

%_

<

溶液几乎没有消毒作用$

#:*

A

'

B

的
U

A

%_

<

溶液

可以将菌落总数降低
#7"

"

#7!-

A

XaC

'

A

$对豆芽消毒效果不

图
;

!

有效氯浓度的
%+X-_

对绿豆芽的消毒效果

a,

A

4H1;

!

DE1L,6,2J18G,/21JJ18G/J%+X-_0,GE1JJ18G,K1

8E-/H,21/2*42

A

F1+26

M

H/4G6

图
:

!

U

A

%_

<

浓度对绿豆芽的消毒效果

a,

A

4H1:

!

DE1L,6,2J18G,/21JJ18G/JU

A

%_

<

/2

*42

A

F1+26

M

H/4G6

显著%增加
U

A

%_

<

浓度至
!: *

A

'

B

$可将菌落总数降至

<75]#"

:

XaC

'

A

!

:7:-

A

XaC

'

A

#$与对照相比降低了
!7"

"

!Y!-

A

XaC

'

A

$显示出
U

A

\具有一定的消毒效果$但效果次

于
%+X-_

%

!:*

A

'

BU

A

%_

<

溶液对豆芽外观有一定的影

响$会使豆芽硬度和脆性降低%

!7;

!

消毒剂直接处理绿豆芽中细菌效果评价

由图
$

可知$

!

种消毒剂对每种菌的消毒效果明显$

%+X-_

的消毒效果更优于
U

A

%_

<

%

<"""*

A

'

*B%+X-_

溶液可使离心管中的菌减少!

;7:

"

:7:-

A

XaC

'

*B

#$最后约剩

#]#"

<

XaC

'

*B

!

<-

A

XaC

'

*B

#%特别是对
S;$E,(;A'?3EA;@

<

0((,

的杀菌效果最强$最终残留量为
!7'-

A

XaC

'

*B

%

!:*

A

'

*BU

A

%_

<

溶液处理$菌落数下降
<-

A

XaC

'

*B

$相

比于相同方法处理的新鲜绿豆芽$杀菌效果平均提高了
!

"

<-

A

XaC

'

A

%说明存在于豆芽中的细菌比单独培养的模型

对照组的同类细菌更难杀灭%

图
$

!

不同消毒剂处理豆芽后菌落总数条形图

a,

A

4H1$

!

DE1H164-G6/JL,JJ1H12GL,6,2J18G+2G/2

F+8G1H,4* S#

"

S#"

!7:

!

扫描电镜#

P(S

$观察结果

图
9

为子叶$大量菌体聚集在芽菜细胞表面%菌体与菌

体之间$菌体与芽菜细胞之间多数呈丝状连接$丝状物分布

广泛$局部区域丝状物连接成膜状%菌体表面也有大量的丝

状或成膜状物覆盖+缠绕%图
5

为豆芽下胚轴$其表面微生

物分布密集$数量远多于子叶部位%图
5

箭头所示部位是微

生物已大量聚集%微生物之间和微生物与芽菜细胞之间也

;:

安全与检测
!
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图
9

!

绿豆芽子叶微生物
P(S

显微观察图

a,

A

4H19

!

DE1/F61HK1LH164-G+F/4G8/G

I

-1L/260,GEP(S

图
5

!

绿豆芽下胚轴微生物
P(S

观察图

a,

A

4H15

!

DE1/F61HK1LH164-G+F/4GE

IM

/8/G

I

-60,GEP(S

有大量的丝状物存在$丝状物的积累最后会成膜并包裹微

生物%

<

!

结论
绿豆芽中的微生物以克雷伯氏菌属和埃希氏菌属数量

最多$二者均属于条件致病菌$处理不当将对人体健康造成

危害%采用不同消毒剂进行浸泡消毒$可使豆芽中的细菌总

数降低一定的数量$但仍然约有
:-

A

XaC

'

A

%当采用同样的

方法单独处理
#"

种菌的培养物$最终可将的菌总数降到约

<-

A

XaC

'

*B

$杀菌效果相比于含菌芽菜的处理有显著差

异%通过扫描电镜直接观察豆芽表面微生物$可看到大量丝

状物分布在微生物细胞之间$丝状物的积累形成厚实的膜状

物$包裹着大量菌体%初步判断为细菌生物膜结构%

芽菜是一种较为脆弱的蔬菜$难以耐受高强度消毒剂的

处理$而且微生物聚集成膜加大了消毒的难度%故为了有效

降低芽菜的原始含菌量$温和有效地消除致病菌$而不破坏

芽菜本身口感$提高芽菜的保鲜和安全性$需进一步探究其

生物膜的特点及如何破坏芽菜表面导致细菌成膜的生物聚

合基质%
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欣等"绿豆芽生产过程中微生物的生长+分布及消毒剂处理效果评价
!


