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 食品商业无菌快速检测
热稳定二氧化碳传感技术实时监控-呼吸信号法

1 范围
 本文件描述了食品的商业无菌快速检测方法热稳定CO₂传感技术实时监控--呼吸信号法的检验程序、检验步骤、结果判定与报告要求。
本文件适用于即食燕窝制品、UHT乳和调制乳等产品的商业无菌检测。
本方法的检出限LOD95＜1 log10 CFU/mL.。

2 规范性引用文件
 下列文件中的内容通过文中的规范性引用而构成本文件必不可少的条款。其中，注日期的引用文件，仅该日期对应的版本适用于本文件；不注日期的引用文件，其最新版本（包括所有的修改单）适用于本文件。
GB 4789.26-2023 《食品安全国家标准  食品微生物学检验  商业无菌检验》。

3 技术要求：
3.1 原理
微生物生长繁殖的过程中伴随着各类代谢产物的生成，利用热稳定二氧化碳传感器和光学传感技术可以实现实时监控微生物在检测管中生长代谢产生的二氧化碳和pH值的变化。当微生物在检测管中生长，这些代谢物透过检测区的透气膜，引起检测管底部传感器中的感光剂的光谱模式和化学特性发生变化，同时也与监测设备中的光源的光谱趋于一致。光传感器以预先设定好的时间间隔实时检测到这些变化，并表达给计算机系统，通过运算法则完成对样品中微生物的检测和分析，从而报告微生物阳性结果。而当样品中没有活菌时，检测管的光谱模式始终不会发生变化，监测系统会判定样品为商业无菌。

3.2 设备和材料：
除微生物实验室常规灭菌设备外，本文件所需的其他仪器和材料如下：
1) Biofirst实时微生物多温区荧光光电快速检测系统；
3) 微量可调移液器和枪头。量程1mL和200uL
4） 电子天平：感量0.01 g。
5） 恒温培养箱：36°C±1°C、39℃±1℃
3.3 培养基和试剂
1）即用型培养试剂管：BioFirst检测管 BFS-TCD；
2）75% 乙醇；
3）BFS-AABS1 和BFS-AABS2 厌氧添加剂。
4 检验步骤
4.1 保温
普通食品样品置于36°C±1°C的培养箱中保温24h±2h；即食燕窝制品、UHT乳和调制乳的保温温度为39℃±1℃。保温24h±2h后，如有胀罐（袋、瓶、杯等）或泄露现象， 应参照GB 4789.26进行检验。

4.2 开启食品容器
将保温后的样品，用75 %酒精对包装外表面进行消毒，参照GB 4789.26 开启食品容器。开启食品容器前应上下颠倒混匀。

4.3 加样
4.3.1 液体样品，无菌操作用移液器吸取样品 4 mL加入到BFS-TCD检测管中，旋紧检测管瓶盖，轻轻上下颠倒三次混匀。固体样品,无菌操作称取1g样品到BFS-TCD检测管中，旋紧检测管瓶盖，轻轻上下颠倒三次混匀。
4.3.2 如需进行样品中厌氧菌的检测， 在BFS-TCD检测管中加入0.1 mL BFS-AABS1和2mL BFS-AABS2的厌氧添加剂,其余步骤按照4.3.1进行。

4.4 上机操作
打开仪器并设定温度为39℃±1℃。将加样后的BFS-TCD检测管放入BioFirst实时微生物多温区荧光光电快速检测仪的测试孔位；打开BioFirst软件，编辑并选择相应的食品类别和商业无菌测试方法，食品商业无菌相应的仪器参数设置见附录A。点击开始检测。仪器自动运行并报告结果。

4.5 结果判定与报告：
当仪器检测时间达到设定的最长运行时间，培养瓶中无微生物生长，仪器未报检出时间，则结果为阴性，报告为商业无菌；
当仪器报告检测时间， 且生长曲线形态结果为阳性，则报告为非商业无菌。
典型与非典型生长曲线的结果判定与报告见附录B。


附	录	A
（规范性）
A.1商业无菌检测CO2传感技术实时监控—呼吸信号法的实时荧光光电检测仪参数的设置

表A.1 	商业无菌测试模块参数设置
	检测项目
	温度
	运行时间
	忽略值
	灵敏度
	最小报告值
	分辨率

	商业无菌
	39℃
	24h
	60-70
	6-7
	1 CFU
	1
























附	录	B
（规范性）
典型和非典型曲线解读
BioFirst实时荧光光电检测仪器每6分钟采集一次光信号，并绘制生长曲线；曲线向上的拐点即为微生物代谢产物达到检测阈值的时间，也是报告结果的时间。对于非典型生长曲线，观察生长曲线形态，按照表1判定结果，排除误报。典型和非典型生长曲线的特征和解读见表B.1。
表B.1 典型和非典型生长曲线的特征和解读

	结果类型
	曲线特征
	图片示例

	典型阳性结果
	生长曲线初期平稳，后续有明显向上的拐点，呈现S型，具典型细菌生长曲线的特征。
	[image: 典型阳性]

	典型阴性结果
	生长曲线平稳，无明显拐点。
	[image: 典型阴性]

	阳性结果

	生长曲线早期可能有轻微波动或不明显的迟缓期。后期有拐点。判定方法：在拐点处顺着弧线的弧度画圆，圆心在曲线上方为阳性结果。
	[image: 真阳]

	阴性结果
	生长曲线起始即连续上升呈现抛物线型，缺乏迟缓期，缺乏明显向上的拐点。判定方法：顺着弧线画圆， 圆心在曲线下方，则为阴性。此时如果仪器报告检测时间则属于误报， 需操作人员进行确认后修改为阴性结果
	[image: 图片3]

	阳性结果
	生长曲线起始即连续上升呈现抛物线型，缺乏迟缓期，但平稳之后， 出现了向上的拐点，即为阳性。判定方法：顺着弧线画圆， 圆心在曲线上方，为真阳性。
	[image: ]
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