
豆腐 (豆浆)中屎肠球菌生长的温度预测模型

李　博1 　李里特1 　辰巳英三2 　李再贵1

(11中国农业大学食品科学与营养工程学院 ,北京 100083 ; 21日本国农林水产省国际农林水产业研究中心)

收稿日期 :2002206207

基金项目 :中日国际合作项目

作者简介 :李　博 ,博士 ,副教授 ,主要从事食品安全和食品中微生物的研究。

摘　要　采用预测食品微生物学的方法研究了豆腐 (豆浆)中主要腐败微生物屎肠球菌的生长规律 ,建立了屎肠球

菌在豆浆培养基中的初级和二级预测模型 ,研究了 0～55 ℃屎肠球菌的生长曲线。结果表明 ,在适温阶段屎肠球

菌的生长曲线呈典型的 S形 ,适合用 Gompertz模型拟合 ;当温度接近最低生长温度和最高生长温度时 ,适合用线性

回归方程拟合。屎肠球菌在豆浆中生长的温度模型符合 Ratkowsky3式。根据预测模型 ,屎肠球菌的最低生长温

度为 418 ℃,最高生长温度为 5416 ℃,最适生长温度为 41 ℃。对模型进行了验证。
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Abstract　The growth characteris tics of the major spoilage bacteria in tofu - E. faecium was studied by using the

method of predictive microbiology. And predictive models for the growth curves and the effects of temp erature on

growth of microorganism were es tablished. Growth curves were fitted by using the model of Logis tic , Gomp ertz and

Monod functions , and sp ecific growth rates derived from the curve fitting were modeled. The exp eriment res ults were

as follows : A study to build mathematical models that predict the growth of E. faecium in s oymilk (tofu) was carried

out . Growth curves were obtained at 0 - 55 ℃. The Gomp ertz model were found to fit with repres entation of exp eri2
mental curves which are typical sigmoidal at 10 - 50 ℃. The Monod function were found to fit with the exp erimental

curve at below 10 ℃or above 50 ℃. The variations of growth rate with temp erature were modeled. Data processing of

the model has shown that the minimum growth temp erature for E. faecium is 418 ℃, the maximum growth temp erature

is 5416 ℃and the optimal growth temp erature is 41 ℃. The validity of the predictive model was evaluated under con2
trolled laboratory conditions using s oymilk.
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　　豆腐是我国的传统食品。随着大豆营养价值和

保健功能的新发现[1～3 ] ,近年来美国和日本等国的

豆腐行业有了突飞猛进的发展[4 ,5 ]。然而在我国 ,

由于豆腐的保质期短 ,制约了豆腐的生产和销售 ,从

而制约了豆制品行业的发展。

经笔者鉴定 ,豆腐的腐败主要是由屎肠球菌

( Enterococcus f aeci um )和芽孢杆菌等微生物导致

的。屎肠球菌来源于大豆原料 ,是导致 GDL (葡萄

糖醛酸2δ2内酯)豆腐迅速腐败的主要微生物 ,因此

研究屎肠球菌的生长规律 ,找出抑制屎肠球菌生长

的关键栅栏因子 ,对延长豆腐保质期具有重要意义。

国内外关于屎肠球菌生长模型的研究较少 ,B.

Zanoni[6 ]等人研究了意大利 Bolobna 香肠中屎肠球

菌生长的温度预测模型。温度是影响微生物生长的
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最重要的因素之一 ,一些温度单因素的模型也能和

食品中微生物生长数据相吻合[7 ]。本文中着重研

究了温度对屎肠球菌生长的影响 ,建立了豆腐中屎

肠球菌的温度模型。

用于预测微生物生长速率的数学模型[8～15 ]可

分为 2大类 :一类是多项式数学模型 ,即把试验数据

直接用多项式进行回归 ;另一类是通用的模型。本

文中对 0～55 ℃屎肠球菌的生长规律进行了试验研

究 ,使用通用数学模型对试验数据进行回归 ,在此基

础上建立了屎肠球菌在豆浆中生长的初级和二级预

测模型。

1　试验材料与方法

111　试验材料

大豆 ,科丰 6 号 (1999 年产) ,购自农科院种子

所 ;屎肠球菌菌株 ( Enterococcus f aeci um ) E. f .农大

927 ,由白玉豆腐中分离、纯化 ,在使用前从营养肉汤

中接种到灭菌后的豆浆培养基中 ,4～8 ℃贮存。

112　试验药品与设备

试验药品。营养琼脂 (生化试剂) ,北京双旋微

生物培养基制品厂生产 ;氯化钠、盐酸、氢氧化钠 (分

析纯) ,北京化工厂生产。

仪器设备。通电加热装置 ,本试验室自制 ;电热

自控立式压力蒸汽灭菌器 YMQ. L31. 400 ,北京将

台医疗设备厂生产 ;移液器 Gilson ,法国产 ;电热恒

温水浴箱 D GSY GB11240—89 ,购于北京医疗设备

意成公司 ;电热恒温培养箱 HH. B11. 600 ,上海跃进

医疗器械厂生产 ;低温培养箱 IL600 ,日本产 ;p H值

测定仪 F 23 ,日本产。

113　试验方法

1)菌种的活化。

使用前 ,将屎肠球菌接种在豆浆培养基 (含水率

9211 %)中 , 37 ℃培养 12 h ,此时屎肠球菌处在稳

定期。

2)培养基的制备。

a. 豆浆培养基。豆浆试样的制做步骤如下 :

大豆去杂→清洗→浸泡→磨浆→滤浆→煮浆→

冷却→灭菌→备用 (4～8 ℃)

将大豆剔去残豆和杂质 ,用自来水漂洗 3次 ,然

后用 3倍于干豆质量的自来水浸泡大豆 ,室温 (约

20 ℃)下浸泡 10～12 h。浸泡后的大豆 (吸水量约

为 112倍)用多用食品打浆机打浆 ,加水量为干豆质

量的 7倍。间歇打浆 3次 ,每次 1 min。用 300目滤

布过滤 ,滤液用通电加热法煮沸后保持 5 min ,立即

在冰水中冷却直至 10 ℃以下。每个三角瓶 (150或

200 mL)内准确量取 100 mL 豆浆 ,2～4 h内用蒸汽

压力灭菌器灭菌 ,121 ℃,20 min。冷却后放在 4～8

℃冰箱内备用。

b. 无菌生理盐水的制备。称取氯化钠 ,用蒸馏

水配制成 0185 %的生理盐水 ,在 121 ℃下杀菌 20

min ,取出冷却备用。

3)采用平板计数法计数。

4) 0～55 ℃屎肠球菌生长曲线的测定。

屎肠球菌生长曲线的测定方法 :试验开始前 ,将

豆浆培养基放在同一温度的培养箱或水浴锅中平衡

一段时间。用无菌生理盐水对菌种进行适当稀释 ,

初始细菌浓度控制在 103～104 cfu·mL - 1。无菌条

件下移取 1 mL 菌种到 100 mL 豆浆培养基中 ,充分

混合后分装到带塞玻璃试管中。测定管内初始菌

数。将各试样放在生化培养箱中 ,每隔一定时间取

出一支试管 ,用平板计数法测定菌落数。通常每条

生长曲线测定 9～12 个点 ,测定终止时屎肠球菌至

少繁殖 1 000倍以上。

将活化的屎肠球菌菌种接种到豆浆培养基中 ,

放入培养箱中培养 ,培养温度分别为 0 , 4 ( ±1) , 5 ,

10 ,14 , 19 , 22 , 25 , 28 , 32 , 36 , 37 , 38 , 40 , 45 , 50 , 55

℃。测定屎肠球菌在不同温度下的生长曲线 ,每个

试验重复 2次 ,数据取平均值。

培养温度在 25 ℃以上 (含 25 ℃)使用电热恒温

培养箱 ,25 ℃以下时使用低温培养箱。电热恒温培

养箱温度波动 ±015 ℃,低温培养箱温度波动

±011 ℃,4 ℃培养时 ,低温培养箱受气温的影响温

度波动在±1 ℃。

2　试验结果与分析

211　屎肠球菌生长曲线模型的确定

分别用 Logistic和 Gompertz方程拟合的 36 ℃

屎肠球菌的生长曲线见图 1。用 Logistic 方程 ,

Gompertz方程以及 Linear 方程对 0～55 ℃屎肠球

菌的生长曲线进行回归 ,结果见表 1。表中对 3 种

模型的相关指数 R2 (或相关系数 r2)和剩余均方差

(MSE)进行了比较。

从表 1可以看出 ,在 10～50 ℃,除 14 ℃时屎肠

球菌生长曲线不能用 Logistic方程拟合以外 ,其余都

能用 Logistic方程和 Gompertz方程拟合 ,且相关指数

都在 0197以上。在≤5 ℃或≥55 ℃时 , Gompertz模
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图 1　Gompertz方程 (a)和 Logistic方程 (b)拟合的屎肠球菌生长曲线 (36 ℃)

Fig. 1　Growth curves of E. f accium fitted with Gompertz (a) and Logistic (b) models at 36 ℃

表 1　屎肠球菌生长曲线的统计分析

Table 1　Statistical2analytical data for growth curves of E. f aecium

培养温度

/ ℃

相关指数 R2 剩余均方差

Gomp. Logis. linear Gomp. Logis. linear

0 — — 01903 7 — — 01001 92

4 — — 01990 5 — — 01004 14

5 — 01702 4 01669 9 — 01011 70 01011 68

10 01977 1 01970 5 01972 2 01131 29 01168 92 01126 24

14 01983 2 — 01991 0 01063 59 — 01030 12

19 01987 2 01977 0 01922 1 01031 97 01057 16 01172 36

22 01984 5 01977 3 01973 2 01065 36 01095 85 01100 72

25 01997 1 01989 6 01987 9 01016 88 01060 46 01061 65

28 01986 9 01974 2 01959 9 01037 04 01073 11 01099 69

32 01995 3 01994 0 01973 7 01015 52 01019 95 01076 29

36 01998 1 01992 5 01985 5 01009 67 01037 41 01063 25

38 01985 5 01985 4 01970 2 01055 15 01055 65 01099 48

40 01987 9 01987 9 01970 7 01055 27 01055 29 01116 75

45 01993 3 01988 4 01970 2 01026 34 01045 82 01094 34

50 01983 4 01976 2 01968 4 01055 87 01079 84 01092 77

55 — 01796 6 01949 1 — 01253 29 01047 50

型不适合所有曲线 ;Logistic方程只有一半曲线能够

拟合 ,且相关指数低于 0180 ; linear方程相关指数大

部分都在 0190以上。

总的说来 ,在屎肠球菌适宜生长温度范围内 ,对

于同一条生长曲线 , Gompertz模型拟合的相关指数

大于 Logistic方程 ,Logistic方程的相关指数又大于

linear方程 ;从剩余均方差来看 , Gompertz模型的最

小 ,Logistic方程的次之 ,linear方程的最大。由此可

见 ,在 10～50 ℃, Gompertz模型对屎肠球菌生长曲

线的拟合度最高 ,在微生物生长缓慢或出现负增长

时 ,使用 linear方程更合适。

根据屎肠球菌的生长情况 ,将温度分为 3 个阶

段 :低温阶段 (0～10 ℃) ,适温阶段 (10～40 ℃或 50

℃)和高温阶段 (最高生长温度及以上) 。在适温阶

段 ,用 Gompertz模型拟合生长曲线数据 ;在低温阶

段和高温阶段 ,由于微生物生长极为缓慢甚至不生

长或负增长 ,因此生长曲线不具有 S形的特点 ,宜用

linear方程拟合。

表 2中给出了用 3种回归模型计算出的屎肠球

菌的迟滞期λ、最大生长速率μm 以及相对最大细

菌浓度 A。在各种模型的回归中 ,用 Gompertz模型

计算出的迟滞期λ和最大生长速率μm (以下简称生

长速率)要比 Logistic方程得出的数值稍小 ,但是 F

检验法结果显示 , 2 个模型所得结果并无显著差异
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　　 表 2　由 Gompertz , Logistic和 Linear方程得到的屎肠球菌生长参数

Table 2　Values of parameters A , μm andλof E. f aecium obtained from the Gompertz ,

Logistic and Linear regression functions , respectiuely

培养温度 T

/ ℃

迟滞期λ/ h lg[μm/ (cfu·h - 1) ] lg[ A / (cfu·mL - 1) ]

Gomp. Logis. Gomp. Logis. Linear Gomp. Logis.

0 3 — — — — - 0101　 — —

4 3 — — — — - 0104　 — —

5 3 — 49197　 — 0119 0101 — 14123　

10 3 2123 2188 0155 0161 0142 6157 5172

14 3197 — 0110 — 0109 7138 —

19 3196 4175 0124 0126 0111 3141 3132

22 4189 5194 0130 0136 0119 4147 4114

25 2120 3108 0147 0153 0136 7167 6193

28 2150 2176 0152 0153 0132 3177 3157

32 1180 2111 0175 0182 0152 4170 4122

36 0179 1110 0187 0193 0165 5198 5145

38 1155 1197 0170 0178 0156 6143 5118

40 1169 2108 0182 0191 0161 5185 5116

45 2124 2133 0188 0192 0161 10135　 5195

50 2175 3131 0145 0148 0132 4166 4127

55 — 3178 — - 0103　 - 0104　 — - 1158　

　　注 : 3所用时间单位为 d。

(α= 0105) 。由 Linear方程得到的μm最小 ,这是受

迟滞期和稳定期影响所致。

　　采用 t 检验法 ,计算出参数迟滞期λ和生长速

率μm 的 95 %的置信区间 ,如图 2 所示。λ的置信

区间较大 ,μm的较小 ,这表明在细菌生长的迟滞期

内 ,数据的采集量较少。迟滞期λ随温度 T 的变化

几乎没有规律性 ,这是因为λ受很多因素的影响 ,

如试验数据很大程度上受所选择的计数时间的影

响 ,当微生物接种到新的环境中时 ,前期培养基的条

件也能对其产生显著影响 ,此外 ,λ的定义 ,曲线所

用的拟合模型等等都会影响其大小。试验结果表

明 ,迟滞期λ的估计总的说来比生长速率μm 的重

复性要差 ,因此 ,在选择食品微生物生长预测模型时

主要运用 2个标准 ,一是代生时间 (或生长速率) ,一

是微生物数量发生特定变化的时间 ,如 1 000 倍增

长时间。

图 2　Gompertz模型导出的屎肠球菌迟滞期λ(a)和生长速率μm (b)的 95 %的置信区间

Fig. 2　95 % confidence intervals of lag times (a) and growth rates (b) of E. f aecium fitted with Gompertz model

　　0～55 ℃时屎肠球菌的迟滞期λ和生长速率μm

见表 2。5 ℃时屎肠球菌生长缓慢 (5 ℃,培养 28 d) ,

lg[μm/ (cuf·d - 1) ]为 0101 ;55 ℃时细菌总数缓慢下

降 (55 ℃,培养 6415 h) ,lg[μm/ (cfu·h - 1) ]为 - 0103。

因此屎肠球菌的最低生长温度为 4～5 ℃,最高生长

温度为 54～55 ℃。

25
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10～50 ℃屎肠球菌迟滞期λ与培养温度 T 密

切相关。10 ℃时λ长达 64 h ,10～20 ℃时λ在 4 h

以上 ,而 30～40 ℃时 ,λ仅在 2 h以内。总的来说λ

随 T 的升高而急剧下降 ,λ越长 ,μm 越低。μm 与

T 的关系见图 3 ,μm随 T 的上升逐渐增大 ,达到最

适温度后迅速下降 ,显示了一个特征的不对称的铃

形趋势 ,曲线适合用 Ratkowsky3 式数学模型拟合。

表 3示出屎肠球菌在豆浆中生长的预测模型和特征

参数。

图 3　不同温度下屎肠球菌生长速率μm的

试验数据和拟合曲线

Fig. 3　Data of the growth rates of E. f aecium modeled

by Ratkowsky and the fitting curves

表 3　豆浆中屎肠球菌生长的温度预测模型和特征参数

Table 3　Models and characteristic parameters used for

predicting growth of E. f aecium in soy milk

Ratkowsky模型
k = [ b ( T - Tmin) ]2·{ 1 - exp [ c ( T -

Tmax) ]}

参　数
b = 01041 3 , c = 01036 5 ,

Tmin = 41846 9 , Tmax = 541566 0

由预测模型估计的屎肠球菌最低生长温度为

418 ℃,最高生长温度为 5416 ℃,最适生长温度为

41 ℃。其最高和最低生长温度与实测值相近 ,而最

适生长温度高于实测值 ,这是因为在 40 ℃以上的温

度范围所取的试验点太少 ;最适温度的预测值与文

献资料相近[3 ]。

由图 3 可以看出 ,屎肠球菌的生长曲线适合

Gompertz模型 ,其培养温度 T 与生长速率μm 的关

系适合 Ratkowsky3式 ,这 2个模型能够充分预测屎

肠球菌在豆浆中的生长规律 ,因此可以用于预测豆

腐、豆浆加工和贮藏过程中微生物的变化 ,指导豆

腐、豆浆的加工和贮藏。

10～50 ℃屎肠球菌的代生时间和 1 000倍增长

时间见图 4。10 ℃时 ,屎肠球菌代生时间为13 h ,

1 000倍增长时间为 5 d ,由此可以推测 ,10 ℃贮藏时

豆浆货架期最长可达 7 d。22 ℃以下 , 1 000倍增长

时间超过 10 h ,而当环境温度高于 30 ℃时 ,1 000倍

增长时间不超过 5 h ,故此时存储时间不会超过1 d ,

这与夏季豆腐、豆浆的保质期一致 ;因此 ,豆腐、豆浆

中有屎肠球菌存在时 ,贮藏温度是影响保质期的决

定性因素 ,只有在低温下贮藏产品才不会迅速腐败

变质。可以推测 ,当豆腐、豆浆在 4 ℃贮藏时保质期

可达数月之久 ,这与试验结果相符。

图 4　培养温度对屎肠球菌代生时间和 1 000倍

增长时间的影响

Fig. 4　Effect of temperature on the generation time and

1 0002fold time of E. f aecium

图 5　豆浆中屎肠球菌生长速率平方根 μm的

残差分析图

Fig. 5　The residual graphs ( μm pre. - μm obs) :

the comparision of the growth of E. f aecium and

prediction model

212　温度模型的验证

对屎肠球菌温度模型的可信性在实验室条件下

进行了评估 ,屎肠球菌生长速率平方根 μm的残差

( μm ,预测 - μm ,实测 )见图 5。可以看出 , μm的

残差几乎都在±0105 的范围内 ,只有一个例外 ;因

此可认为预测模型在α= 0105的水平上是可信的。

代生时间的预测值与实测值的比较见图 6 ,可以看

出 ,各点分布在对角线附近 , 10 ℃时代生时间的实

测值比预测值要大 ,而在适温阶段 ,二者无显著差
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别。从以上分析可以看出 ,屎肠球菌温度模型预测

的生长速率是准确的。

图 6　豆浆中屎肠球菌代生时间的实测值 tg ,实测与

模型预测值 tg ,预测

Fig. 6　lg( tg ,observed) versus lg( tg ,predicted) for comparisons

of the growth responses of E. f aecium in soy

milk compared to the model

3　结　论

1)研究了 0～55 ℃屎肠球菌的生长曲线 ,结果

表明 ,在适温阶段屎肠球菌的生长曲线呈典型的 S

形 ,适合用 Gompertz模型拟合 ;当温度接近最低生

长温度和最高生长温度时 ,适合用线性回归方程拟

合。

2)建立了屎肠球菌在豆浆中生长的温度预测模

型。根据预测模型 ,屎肠球菌的最低生长温度为

418 ℃,最高生长温度为 5416 ℃,最适生长温度为

41 ℃。验证试验结果表明模型是充分可信的。
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