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菌落总数测试卡用凝胶培养基和显色剂的优化
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摘要!筛选适宜的冷水溶解凝胶!优化凝胶培养基成分和显

色剂浓度!制备菌落总数测试卡并与倾注培养法进行菌落总

数检测比较#结果显示%卡拉胶和
LAL

以
$

$

&

的质量比混

合"复合凝胶粉和培养基粉以
$

$

&

的质量比混合"

CCL

实际

浓度为
%:%$(.

<

,

."

时!制备的菌落总数测试卡具有较好

的检测效果!与倾注法比较无显著差异#说明该方案优化的

凝胶与显色剂配方可用于制备菌落总数测试卡#

关键词!菌落总数$快速检测卡$凝胶$
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菌落总数是反映食品被微生物污染状况和新鲜程度的

重要指标,

&

-

%目前菌落总数快速检测方法包括显色培养基

法+

WCY

生物荧光法+微热量法+阻抗法+近红外光谱技术和

快速检测卡片法等,

$V+

-

%快速检测卡片!下文统一称为检测

卡#与传统的微生物培养平板检测相比$因其省略了培养基

制作+消毒环节$使得劳动强度大幅减轻(还具有体积小+便

于携带储存+检测周期短+操作简便等优点,

(V'

-

$从而被运用

于快速检测的领域$极大地简化了对微生物总数检测的

程序%

从
&)((

年德国学者
N_:N3;

<

发明了快速检测大肠菌群

的纸片法以来,

B

-

$检测卡已经得到了长足的发展%目前菌落

检测卡主要分为滤纸+无纺布和冷水溶性凝胶
>

种类型,

*

-

%

其中滤纸和无纺布虽然成本低廉$但是由于孔隙大$保水性

差$不利于菌体生长$导致菌落计数不准确%与前两者相比$

冷水溶性凝胶却有着稳定性好+透明度高+易挑菌+菌落计数

准确等优点,

)V&%

-,

&&

-

)V&+

%而在国内外应用最为广泛的是美

国
>A

公司的
Y65;0201.

CA菌落总数检测卡$由于具有较高的

可靠性$曾被纳入中国国家标准,

&$

-

$但是昂贵的价格$也限

制了其在中国一般实验室和企业的大规模使用%因此研究

具有自主知识产权的冷水溶性凝胶菌落检测卡片$对于降低

检测卡的使用成本$促进微生物指标检测的广泛开展$提升

食品安全具有重要意义%

本研究主要通过对常见的冷水溶性凝胶剂,卡拉胶+黄

原胶+瓜尔胶+刺槐豆角+聚丙烯酸钠+羧甲基纤维素!

LAL

#-

进行筛选组合+探索凝胶剂配方及其与培养基混合比例+优

化显色剂的添加量等来提升水冷凝胶测试卡的使用性能$为

新型菌落总数检测卡的研发提供数据参考%
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材料与方法
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!

试验材料与仪器
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三苯基氯化四氮唑!

CCL
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WI

级$上海馨晟试化

工科技有限公司(

胰蛋白胨+酵母提取物"

WI

级$西班牙
[b[HK

公司(

氯化钠+瓜尔胶+卡拉胶+黄原胶+

LAL

+聚丙烯酸钠"

WI

级$成都科龙化工试剂厂(
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乙醇"

WI

级$国药集团化学试剂有限公司(

全自动高温蒸汽灭菌锅"

]&(+K T̀

型$致微!厦门#仪器

有限公司(

电热恒温隔水式培养箱"

T]TY-%$

型$黄石市恒丰医疗

器械有限公司(

混合型球磨仪"

AA+%%

型$德国
I,CTL\

!莱驰#公司(

万分之一电子天平"

Ĉ-$&+

型$美国
K,@?,IH@-

TCIXA,@C

!丹佛仪器#公司(

紫外可见分光光度计"

X?$+%%

型$上海舜宇恒平科学

仪器有限公司(

E

\

仪"

AY(&&

型$上海三信公司(

质构仪"

CW

1

bC$0

型$英国
TAT

公司%

&:$

!

试验菌种

大肠杆菌!

",>)$

#+鳤崎肠杆菌!

WCLL(&>$)

#+福氏志

贺菌!

LALL(&$($

#+金黄色葡萄球菌!

WTH&*'&

#+沙门菌

!

WTH&*()

#+铜 绿 假 单 胞 菌 !

LHLL&%$%+

#+粪 链 球 菌

!

LALL>$$$%

#"西华大大学食品安全实验室保存%

&:>

!

方法

&:>:&

!

菌种活化与菌悬液的制备
!

将各菌种分别于
"̂

培

养基中震荡培养
$8

活化$并涂布于
"̂

平板上并于
>Bd

倒

置培养
&$8

$挑取单菌落转入
"̂

液体培养基中继续培养

+8

$将各菌种菌液等比例混合后稀释
&%

>倍$待用%

&:>:$

!

测试卡凝胶培养基粉的制备
!

"̂

培养基!胰蛋白胨

&%

<

+酵母提取物
(

<

+氯化钠
&%

<

充分混合#与凝胶粉按一

定比例充分混合后$经超微粉碎
&.0=

$并用紫外线进行杀菌

待用%

&:>:>

!

测试片法
!

将制备好的测试卡凝胶培养基粉黏附在

上下层透明塑料卡上%吸取
&."

新鲜制备的菌液$翻开测

试片上层$均匀滴于测试片中央$小心盖上上层膜$轻轻压平

使样液充满测试片$静置
(.0=

$待凝胶固化后于
>Bd

培养

$+8

$计数红色菌落,

&>V&+

-

%
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!

凝胶的吸水率+保水率测定
!

称取
&:%%

<

胶粉置于烧

杯中$加入
(%%:%%

<

蒸馏水混匀$放置
(.0=

使其充分溶胀

成胶$用
&%%

目筛过滤$精密称定滤液重量%吸水率按式!

&

#

计算"

"

T

%

&

W

%

$

%

%

V

&%%U

$ !

&

#

式中"

"

&&&吸水率$

U

(

%

&

&&&加入蒸馏水质量$

<

(

%

$

&&&滤出蒸馏水质量$

<

(

%

%

&&&称取的凝胶粉水质量$

<

%

称取
&:%%

<

胶粉置于洁净烧杯中$加入
(%%:%%

<

蒸馏水

混匀$放置
(.0=

使其充分溶胀成胶$弃去多余水分$再精密

称取凝胶重量$将其置于
>Bd

恒温培养箱中$分别放置
*

$

$+8

后精密称定重量%按式!

$

#计算保水率%

4

T

%

&

%

%

V

&%%U

$ !

$

#

式中"

4

&&&保水率$

U

(

%

&

&&&放置不同时间后的凝胶质量$

<

(

%

%

&&&溶胀成凝胶后的质量$

<

%

&:>:(

!

水扩散速度与成胶性评价
!

在透明塑料卡上绘制一

个直径
&%7.

的圆$将成胶剂黏附在透明塑料卡上$向圆心

滴入
&."

的蒸馏水并开始计时$水扩散至圆形边缘时停止

计时$滴入水后静置
(.0=

$观察是否凝固形成凝胶%

&:>:'

!

凝胶物性分析
!

凝胶剂制成厚度为
&(..

的凝胶$按

照
HT[)''(

方法测试胶体物性%即在质构仪上选用
Y

'

%:(I

柱状探头$以压缩模式检测$测前速度
&:%..

'

9

$测试速度

&:%..

'

9

$测后速度
&:%..

'

9

$刺入深度
&%..

$数据采集

速率
+%%

EE

9

(触发力
$

<

%以刺入过程中测得的最大力量为

凝胶强度$以达到最大力量时的刺入距离表征凝胶弹性%在

穿刺中力量和距离越大$表明凝胶越有韧性和弹性%

&:>:B

!

凝胶剂组成优化
!

将根据吸水率+保水率及成胶情况

优选出的凝胶进行两两组合$评价其水扩散速度和成胶性%

选择扩散速度和成胶性好的凝胶组合$并进一步进行物性比

较$以筛选出最优的凝胶剂组成%

&:>:*

!

凝胶与培养基的比例优化
!

将优化过的混合凝胶粉

与培养基分别按
&

$

&

$

&

$

$

$

$

$

&

的质量比混匀$加入蒸馏

水制凝胶$在
>Bd

下培养
%

$

&$

$

$+8

后$参考吴许文,

&&

-

>>的

方法测定其
E

\

$在
>Bd

下培养
$+8

后测定凝胶物性$并参

考吴许文,

&&

-

>(的方法在
(%%=.

下测其透光度%选择可在

>Bd

恒温条件下
E

\

稳定+凝胶强度合适+透光率好+可稳

定凝固+成胶无气泡无褶皱黏附$菌落生长正常+分布均匀+

清晰可辨的培养基凝胶组合%

&:>:)

!

CCL

加入量的优化
!

根据相关文献,

&(V&B

-

$

CCL

在培

养基中 浓 度 超 过
%:&%% .

<

'

."

时 抑 菌 较 明 显$低 于

%:%$%.

<

'

."

时显色作用不明显%因此选择
CCL

实际浓度

%:%$%

$

%:%$(

$

%:%>%

$

%:%>(

$

%:%+%.

<

'

."

进行
CCL

加入量优

化%试验中$先配制浓度为
%:%+%

$

%:%(%

$

%:%'%

$

%:%B%

$

%:%*%.

<

'

."

的
CCL

溶液$灭菌后分别与稀释
&%

(倍的菌

液按
&

$

&

体积比混合后$接种于测试卡上并于
>B d

培养

$+8

后计数观察%选择显色明显+易于计数且对微生物无抑

制作用的
CCL

浓度%

&:>:&%

!

测试卡片法与倾注培养法对比
!

将混合菌液依次稀

释
&%

>

$

&%

+

$

&%

(

$

&%

'倍$分别采用测试卡片法与倾注培养法

!按
]̂

'

C+B*):$

&

$%&'

执行#进行检测$比较二者菌落总数

的检测结果%

$

!

结果与讨论
$:&

!

冷水溶凝胶的基本性能

凝胶吸水率与保水率的优良将直接影响到测试卡的测

试效果%吸水率优良的凝胶可以使水快速地在测试卡上扩

散$不仅缩短操作时间$还能保证菌落扩散均匀,

&*

-

%保水率

优良的凝胶将有效地保持测试卡上的水分不流失蒸发$从而

为测试卡上的微生物提供一个稳定合适的生长环境%

从凝胶剂吸水率和保水率试验结果可知!表
&

#$各凝胶

吸水率大小顺序为"聚丙烯酸钠
'

黄原胶
'

LAL

'

瓜尔胶
'

>*

安全与检测
!

$%&*

年第
>

期



卡拉胶%其中聚丙烯酸钠的吸水率太大$并且吸湿性极强$

暴露在空气中时很容易结块黏连$不适合单独用于测试卡的

制作,

&)

-

%对各凝胶培养
*8

后$凝胶保水率差别较小(

$+8

后$保水率发生显著变化$各凝胶之间的差别也较明显$各凝

胶保水率大小顺序为"聚丙烯酸钠
'

瓜尔胶
'

LAL

'

黄原

胶
'

卡拉胶%

表
&

!

凝胶剂的吸水率与保水率g

C/M16&

!

/̀56;/M93;

E

503=/=4P/56;;656=503=

32

<

619

%

'f>

&

U

凝胶名称 吸水率
保水率

*8 $+8

卡拉胶
&>:')l%:(&

6

B+:%%l%:*>

M

+%:+>l%:'>

4

黄原胶
&&(:$*l&:%)

M

B+:(Bl%:BB

M

+&:(Bl%:')

4

瓜尔胶
$B:%)l%:>$

4

B+:B&l%:+B

M

+*:&+l%:+$

M

LAL +$:B(l&:B*

7

B(:*'l%:*%

/

+>:$)l%:B(

7

聚丙烯酸钠
+>':'$l%:(+

/

B>:&+l%:>*

7

(&:+>l%:*(

/

!

g

!

同列不同字母表示差异显著!

Y

&

%:%(

#%

!!

由表
$

可知$卡拉胶+聚丙烯酸钠+瓜尔胶均可以快速吸

水$使水在胶粉内快速扩散(其中以卡拉胶扩散速度最快$瓜

尔胶次之$聚丙烯酸钠最慢%但在黄原胶与
LAL

中水扩散

极为缓慢%

LAL

+聚丙烯酸钠+黄原胶可完全凝固成胶$但黄

原胶凝固后气泡较多(卡拉胶+瓜尔胶未能完全凝固$成流动

状态%此外各凝胶剂中黄原胶成本最高+卡拉胶和瓜尔胶次

之+

LAL

与聚丙烯酸钠最低%

表
$

!

凝胶剂的水扩散速度和成胶情况

C/M16$

!

]61P/56;4022F903=9

E

664/=4

<

6173=40503=9

凝胶剂种类 水扩散时间'
9

成胶情况

卡拉胶
+*

未完全凝固

黄原胶
'

&*%

完全凝固$但胶体有气泡

瓜尔胶
)$

未完全凝固

聚丙烯酸钠
&>+

完全凝固

LAL

'

&*%

完全凝固

!!

凝胶剂基本性能试验的结果表明$选用以上任何单一凝

胶剂均不能满足菌落总数测试卡用冷水溶性凝胶的要求%

综合考虑各凝胶剂的吸水率+保水率+水扩散速度+成胶状况

和成本$需将凝胶进行组合优化%

$:$

!

凝胶组合优化

从表
>

可知$由于水不易在黄原胶胶粉内扩散$故需在

黄原胶中加入卡拉胶以增加其水扩散性$但加入卡拉胶后不

能形成可凝固的凝胶(将聚丙烯酸钠分别与
LAL

+瓜尔胶进

行混合$但混合后扩散速率较慢且极易吸潮聚团$不能成胶(

只有卡拉胶与
LAL

+瓜尔胶混合时具有较好的水扩散速度

和成胶性%

比较卡拉胶与
LAL

+瓜尔胶组合的凝胶物性发现

!表
+

#$卡拉胶与
LAL

组合的凝胶物性显著好于卡拉胶与

瓜尔胶组合$且卡拉胶与
LAL

组合的成本更为经济$综合考

表
>

!

不同凝胶组合的水扩散速度和成胶情况

C/M16>

!

]6173.M0=/503=P/56;4022F903=9

E

664/=4

<

61

73.M0=/503=73=40503=9

凝胶组合!质量比#

水扩散

时间'
9

成胶效果

卡拉胶
$

黄原胶 !

$

$

&

#

'

&*%

水不易扩散$边缘不能成胶

卡拉胶
$

瓜尔胶 !

>

$

&

#

B&

水易扩散$成胶性好

卡拉胶
$

LAL

!

$

$

&

#

'B

水易扩散$成胶性好

卡拉胶
$

聚丙烯酸钠 !

>

$

&

#

&>>

易聚团$不能成胶

黄原胶
$

瓜尔胶!

>

$

&

#

'

&*%

水不易扩散$边缘不能成胶

黄原胶
$

LAL

!

&

$

&

#

'

&*%

水不易扩散$边缘不能成胶

黄原胶
$

聚丙烯酸钠!

>

$

&

#

'

&*%

易聚团$不能成胶

瓜尔胶
$

LAL

!

+

$

&

#

'

&*%

水不易扩散$边缘不能成胶

瓜尔胶
$

聚丙烯酸钠!

>

$

&

#

'

&*%

易聚团$不能成胶

LAL

$

聚丙烯酸钠!

>

$

&

#

'

&*%

易聚团$不能成胶

表
+

!

不同凝胶组合的物性比较g

C/M16+

!

]6173.

E

390503=

E

;3

E

6;506973.

E

/;093=

%

'f>

&

凝胶组合!质量比# 凝胶强度'
<

凝胶弹性'
..

卡拉胶
$

瓜尔胶 !

>

$

&

#

&+&:((l&(:(B

M

+:%&l%:'>

M

卡拉胶
$

LAL

!

$

$

&

#

$&&:>(l&':$+

/

(:)+l&:%(

/

!

g

!

同列不同字母表示差异显著!

Y

&

%:%(

#%

虑选取卡拉胶与
LAL

按
$

$

&

的质量比混合为宜%

$:>

!

培养基与凝胶的比例优化

培养基与凝胶的混合比例将直接影响到菌落检测的效

果%适合的比例才能使其在加水后迅速溶解形成凝胶培养

基$满足微生物正常生长代谢的需求$并起到承载微生物的

作用%混合凝胶粉与培养基分别按
&

$

$

$

&

$

&

$

$

$

&

的质量

比混匀制成培养基凝胶%由表
(

可知$在
>Bd

下不同时间

点的
E

\

基本保持稳定并成中性$表明培养温度+混合比例

和培养时间的改变对
E

\

影响不大%

而在
>Bd

恒温培养
$+8

后$按照上述混合比例制作的

培养基凝胶的物性+透光度+成胶效果和菌落生长状况均有

较大的差异!表
'

#$其中随着混合胶粉比例的增加$培养基凝

胶物性指标和透光度都相应地提高$以质量比
$

$

&

制备的

培养基凝胶在物性指标和透光度上显著优于其他
$

组%此

外虽然制作的培养基凝胶均能在
(.0=

内凝固成胶$但在

>Bd

下培养
$+8

后$以
&

$

&

$

&

$

$

质量比制备的培养基凝

胶出现了部分融化$严重影响菌落生长%而以
$

$

&

质量比

制备的培养基凝胶仍然保持凝固状态$整体透明度好且菌落

表
(

!

>Bd

恒温培养期间凝胶的
E

\

C/M16(

!E

\32

<

614F;0=

<

7F150Q/503=

%

'f>

&

时间'
8

混合凝胶
$

培养基!质量比#

&

$

$ &

$

& $

$

&

% ':)&l%:>( ':*)l%:$* ':*>l%:>>

&$ ':*Bl%:+% ':)$l%:>( ':)+l%:>&

$+ B:%&l%:>> ':*Bl%:+& ':)&l%:>B
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表
'

!

不同比例凝胶的物理特性及菌落生长情况g

C/M16'

!

Y8

D

907/1

E

;3

E

6;50693240226;6=5

E

;3

E

3;503=932

<

619/=47313=

D<

;3P58

%

'f>

&

混合凝胶
$

培养基

质量比
凝胶强度'

<

凝胶弹性'
..

透光度'
U

>Bd

恒温
$+8

后的成胶

及菌落生长情况

&

$

$ B+:&l(:(B

7

$:%&l%:'>

7

&*:*Bl%:BB

7 凝胶出现融化$气泡多$透光度差$菌落极少

&

$

& )B:&lB:+'

M

>:B*l%:>>

M

$+:*&l&:('

M 凝胶出现融化$菌落极少

$

$

& &&&:(l):$+

/

+:)+l%:B(

/

>B:'(l%:)&

/ 凝胶保持凝固$整体透明$菌落生长正常且均匀

!!!!!

g

!

同列不同字母表示差异显著!

Y

&

%:%(

#%

生长正常+分布均匀易于计数%因此$以混合凝胶粉与培养

基按质量比
$

$

&

混合为最优%

$:+

!

CCL

的含量优化

CCL

对菌落的显色相对于其他显色剂更为灵敏准确$

而且在常温下它与菌落形成的颜色在空气中十分稳定$可以

保存较长时间$方便计数%但其浓度对微生物生长却有显著

影响$需要对其使用浓度进行优化,

$%

-

%

如表
B

所示$当
CCL

浓度在
%:%$(.

<

'

."

以下时$菌落

生长分布均匀且与对照组无显著差异(但
CCL

浓度超过

%:%>%.

<

'

."

时$菌落数量显著低于对照组$表明微生物的

生长受到抑制%而当
CCL

浓度为
%:%$(.

<

'

."

时对菌落

的染色比
%:%$%.

<

'

."

更加清晰可辩$暴露在空气中也更

加稳定%因此$以
CCL

在培养基中实际浓度
%:%$(.

<

'

."

为最优加入量%

表
B

!

CCL

浓度对菌落总数的影响g

C/M16B

!

C35/1=F.M6;327313=069/540226;6=573=76=5;/503=932CCL

%

'f>

&

CCL

浓度'!

.

<

1

."

V&

#

%:%%% %:%$% %:%$( %:%>% %:%>( %:%+%

菌落数'
LNX ($l*

/

+(l'

/

+)l+

/

+&l>

M

>'l+

M

>>l+

7

!!!!!!!!

g

!

同行不同字母表示差异显著!

Y

&

%:%(

#%

$:(

!

与平板法的检测比较

采用最优条件的测试卡片法与倾注培养法进行对比$发

现二者在菌落生长的形态上无明显差异%由表
*

可知$

$

种

方法在各稀释浓度上的菌落计数结果并无显著差异%

表
*

!

$

种不同方法的菌落数

C/M16*

!

@F.M6;327313=0690=5P340226;6=5P/

D

9

%

'f>

&

LNX

$

."

培养方法
稀释倍数

&%

>

&%

+

&%

(

&%

'

倾注培养法
'

+%% >'+l$$ +Bl( (l&

测试卡片
! '

+%% >*Bl$' +*l$ 'l&

>

!

结论
采用卡拉胶和

LAL

在
$

$

&

的质量比下制成混合凝胶

剂$再与培养基粉以
$

$

&

的质量比混合制成的凝胶培养基

用于制备菌落总数测试卡片具有较好的效果$在
CCL

浓度

为
%:%$(.

<

'

."

时$菌落显色效果最佳且不会对细菌生长

产生抑制作用%在该条件下采用测试卡片法与倾注培养法

对微生物菌落总数的检测结果无显著差异%
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!!

从图
>

可以看出$本算法完成各种漏检率所消耗的时间

最少$能够解决苹果检测数据处理量大和检测实时性之间的

矛盾%

+

!

结论
!

&

#针对基于智能算法苹果表面缺陷识别过程中存在

的问题$本试验提出一种基于改进粒子群算法的苹果表面缺

陷识别方法%通过缺陷区域选择+定位+阈值分割$然后用改

进粒子群算法获得最优分割阈值%试验结果表明$能够识别

各种缺陷$漏检率较低$说明该方法在缺陷苹果识别中十分

有效%

!

$

#在苹果表面缺陷的分割图像中$存在多个分割阈

值$采用改进粒子群算法能够计算出最优分割阈值$避免了

非最优分割阈值的存在$大大地提高了识别结果%

!

>

#本试验只是针对苹果表面缺陷进行检测$并未对缺

陷作进一步分类$这将是今后研究的一个方向%
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