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　 　 摘要:　 为探究辐照处理与保鲜剂对卤鸭掌的联合保鲜作用ꎬ采用传统细菌分离培养法和 １６Ｓ ｒＤＮＡ 菌群分析

法确定卤鸭掌优势腐败菌菌群结构ꎬ设计乳酸链球菌素、山梨酸钾、双乙酸钠、脱氢乙酸钠、辐照 ５ 个因素ꎬ每个因

素 ４ 水平的正交试验ꎬ采用 ４ 种剂量对卤鸭掌进行辐照处理ꎬ评定卤鸭掌香气、色泽、质地及口感感官性状ꎮ 结果

表明ꎬ卤鸭掌优势腐败菌由乳酸菌、葡萄球菌属、假单胞菌属、小球菌属、放线菌属、埃希氏菌属、丙酸杆菌属、水栖

菌属、寡养单胞菌属、不动细菌属、贪铜菌属、金黄杆菌属、消化球菌属、考拉杆菌属组成ꎮ 复配保鲜剂添加量(处理

２５ ｇ 卤鸭掌)最优组合为:２􀆰 ５ ｍｇ 乳酸链球菌素、０􀆰 ２ ｍｇ 山梨酸钾、３０􀆰 ０ ｍｇ 双乙酸钠、２􀆰 ５ ｍｇ 脱氢乙酸钠ꎮ ３ ｋＧｙ
辐照剂量处理对卤鸭掌香气、色泽、质地及口感的影响最小ꎮ
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　 　 中国是全球规模最大的鸭肉生产和消费国ꎬ鸭
肉产品生产已发展成为仅次于鸡肉的第二大畜禽类

支柱产业ꎮ 鸭掌筋多、无肉、皮厚、有嚼劲ꎬ富含饱和

脂肪酸和不饱和脂肪酸ꎬ易为人体消化吸收[１]ꎬ是
营养丰富的健康食材ꎮ 卤鸭掌作为中国南方地区禽

４７６



肉制品特产ꎬ是人们日常食用的一种方便食品ꎬ深受

消费者的喜爱ꎮ 经卤水煮制的卤鸭掌包装后易产气

胀袋ꎬ货架期短[２]ꎬ致使此类产品只能在生产地销

售ꎮ 传统即烧即食的地方特色风味食品多采用传统

高温蒸煮[３] 保质方式ꎬ容易导致食品感官品质不

佳ꎬ同时失去特有风味ꎮ 因此ꎬ研究卤鸭掌产品的菌

群结构ꎬ开发保鲜新技术ꎬ在保留卤鸭掌优质感官品

质的同时达到延长货架期的目的ꎬ对提高地方特色

产品经济效益ꎬ促进中国传统饮食文化传播具有重

要意义ꎮ
保鲜剂在食品保藏领域应用广泛ꎬ可以有效抑

制腐败菌ꎬ延长熟肉制品的货架期和保留该产品特

有风味ꎮ 脱氢乙酸钠在腌制大头菜中对芽孢杆菌的

抑制效果比较明显[４]ꎮ 乳酸链球菌素对熟肉制品

中腐败菌的生长繁殖具有一定抑制作用[５]ꎬ对鸡肉

中的革兰氏阳性菌和微生物芽孢有很理想的抑制效

果[６]ꎮ 山梨酸钾对新鲜猪肉中的霉菌、酵母菌和好

氧性细菌有抑制作用[７￣８]ꎬ双乙酸纳对新鲜猪肉中霉

菌的抗菌效果较好[７]ꎮ 不同种类的原料肉、不同的

加工工艺及加工环境等多种因素ꎬ使肉制品中的腐

败微生物在种类、比例上存在区别ꎬ致使保鲜剂种类

的选用及用量上也出现差异ꎮ 李超[９]采用 ４ 种复配

保鲜剂延长冷却鸭肉的保质期ꎬ在第 ９ ｄ 时 ４ 组添

加保鲜剂的冷却鸭肉菌落总数均超过 ５ × １０５

ＣＦＵ / ｇꎬ不符合 ＧＢ１６８６９￣２００５[１０] 卫生要求ꎮ 孟静

等[１１]在低温鸭肉中添加了 ４ 种保鲜剂(乳酸钠、山
梨酸钾、柠檬酸、双乙酸钠)ꎬ研究发现复合配方能

延长贮藏期 １０ ｄ 左右ꎬ但双乙酸钠和山梨酸钾的添

加量之和超过了 ＧＢ２７６０￣２０１１[１２] 保鲜剂最大使用

量比例之和不应超过 １ 的要求ꎮ 辐照处理作为现代

食品保鲜技术ꎬ能够最大限度地保持熟肉制品的营

养成分和感官品质[１３]ꎬ可以在常温条件下有效杀灭

多种致病菌和致腐微生物[１４]ꎬ达到控制食源性疾病

和延长食品货架期的目的ꎮ 李澧等[１５] 研究发现对

干鸭肉进行辐照处理ꎬ辐照剂量为 ４ ｋＧｙ 时ꎬ干制鸭

肉中的微生物未检出ꎮ 杨郡亭等[１６] 研究发现辐照

可以显著降低肉制品中瘦肉精的含量ꎬ当辐照剂量

为 ３.４ ｋＧｙ 时ꎬ肉制品中瘦肉精的降解率在 ８０％以

上ꎮ 哈益明等[１７] 研究发现对冷却鸡采用 ０􀆰 ９ ｋＧｙ
辐照处理时ꎬ空肠弯曲杆菌致死率可达到 ９９.９９％ꎬ
表明辐照处理对冷却鸡肉中主要致病污染菌空肠弯

曲杆菌的杀灭效果极其显著ꎮ

本研究采用传统细菌分离培养法和 １６Ｓ ｒＤＮＡ
菌群分析法确定卤鸭掌的优势腐败菌菌相构成ꎻ依
据卤鸭掌优势腐败菌种类选择保鲜剂ꎬ研究保鲜剂

与辐照处理相结合对卤鸭掌菌落总数的影响ꎬ确定

保鲜剂与辐照剂量联合保鲜最优组合ꎻ采用不同剂

量对试材辐照处理ꎬ探索不同辐照剂量对香气、色
泽、质地及口感感官品质的影响ꎬ为进一步丰富地方

特色风味卤鸭掌的保藏方法提供依据ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验材料

卤鸭掌由扬州市食为天淮扬食品发展有限公司

提供ꎬ包装材料为铝膜复合包装袋ꎬ真空包装ꎬ每袋

２５ ｇꎮ 试验材料于 ３５ ℃恒温条件贮藏 １０ ｄꎬ用于卤

鸭掌优势腐败菌的分离与鉴定ꎮ 试验材料于 ４ ℃恒

温条件贮藏ꎬ用于复配保鲜剂与辐照剂量正交试验

和辐照处理对感官品质影响试验ꎮ
１.２　 仪器与试剂

ＰＣＲ 仪(美国 Ｂｉｏ￣ｒａｄ 公司产品)ꎬ台式高速离

心机 (德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 公司产品)ꎬ电泳仪 (上海

Ｔａｎｏｎ 公司产品)ꎬ电热恒温水浴锅(上海精宏实验

设备公司产品)ꎬ凝胶成像仪(上海 Ｔａｎｏｎ 公司产

品)ꎮ
ＱＩＡａｍｐ 细菌基因组试剂盒购于上海凯杰企业

管理有限公司ꎬ０􀆰 ９％生理盐水、１􀆰 ０％盐酸对氨基二

甲基苯氨液、革兰氏染色液、３􀆰 ０％~ １０􀆰 ０％过氧化

氢、凡士林石蜡油均为国产分析纯或化学纯ꎬ保鲜剂

所用试剂乳酸链球菌素、山梨酸钾、双乙酸钠、脱氢

乙酸钠均购自国药集团化学试剂有限公司ꎮ 引物:
３３８Ｆ ( ５′￣ＡＣＴＣＣＴＡＣＧＧＧＡＧＧＣＡＧＣＡＧ￣３′)ꎻ ８０６Ｒ
(５′￣ＧＧＡＣＴＡＣＨＶＧＧＧＴＷＴＣＴＡＡＴ￣３′)
１.３　 试验方法

１.３.１　 菌落的分离与纯化 　 无菌条件下用灭菌的

剪刀将试材剪碎ꎬ放入装有 ２２５ ｍｌ 无菌生理盐水的

三角瓶中ꎬ充分振荡后放在摇床上ꎬ１１０ ｒ / ｍｉｎ振荡 ５
ｍｉｎ 后取出ꎮ 吸取 １ ｍｌ 上清液ꎬ稀释至 ５ 个合适的

梯度ꎬ每个稀释度做 ３ 个重复ꎮ 平板倾注法 ３６ ℃条

件下培养 ４８ ｈ[１５]ꎮ 从平板上挑取具有典型特征的

菌落ꎬ在营养琼脂平板上划线培养ꎬ纯化后的单菌落

用于菌种鉴定ꎮ
１.３.２　 菌落形态观察 　 在显微镜下观察单个菌落

的形状、大小、颜色、边缘结构、表面光滑度、透明度
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等ꎮ
１.３.３　 生理生化试验　 根据«常见细菌系统鉴定手

册» [１８]和«伯杰氏细菌鉴定手册» [１９] 对菌株进行氧

化酶、接触酶、葡萄糖氧化发酵、精氨酸双水解酶、硝
酸盐还原、动力情况等生理生化鉴定试验ꎮ
１.３.４　 腐败菌总 ＤＮＡ 的提取　 取 ２５ ｍｇ 试材放入

研钵ꎬ加液氮后充分研磨并装入 ２ ｍｌ 离心管ꎬ加入

１８０ μｌ ＡＴＬ Ｂｕｆｆｅｒ(组织裂解缓冲液)和 ２０ μｌ 蛋白

酶 Ｋꎬ５６ ℃放置 １~ ３ ｈꎬ待组织裂解完全后离心 １０
ｓꎬ加入 ４ μｌ ＲＮＡ 酶ꎬ室温环境下放置 ２ ｍｉｎꎬ再加入

２００ μｌ ＡＬ Ｂｕｆｆｅｒ (裂解液)ꎬ充分振荡 １５ ｓꎬ在 ７０ ℃
放置 １０ ｍｉｎ 后离心去除管壁上液体ꎻ加入 ２００ μｌ 无
水乙醇ꎬ振荡混匀后离心ꎬ将得到的溶液和絮状沉淀

都加入吸附柱中ꎬ８ ０００ ｒ / ｍｉｎ离心 ３０ ｓꎬ倒掉液体ꎬ
将吸附柱放入新收集管中ꎬ在吸附柱内加 ５００ μｌ
ＡＷ１ 缓冲液ꎬ８ ０００ ｒ / ｍｉｎ离心 ３０ ｓꎬ 去掉废液并将

吸附柱放入新收集管中ꎬ加 ５００ μｌ ＡＷ２ 缓冲液至吸

附柱内ꎬ８ ０００ ｒ / ｍｉｎ离心 ３０ ｓꎬ倒掉废液并将吸附柱

置于新收集管内ꎬ１３ ０００ ｒ / ｍｉｎ离心 ３ ｍｉｎꎬ去废液ꎬ
将吸附柱放入干净的离心管中ꎬ加入 ４０ μｌ 洗脱缓

冲液 ＡＥꎬ室温静置 ２~５ ｍｉｎꎬ８ ０００ ｒ / ｍｉｎ离心 ３０ ｓꎬ
将溶液收集到离心管中ꎬ重复操作 １ 次ꎮ 盖好后

－２０ ℃保存待用ꎮ
１.３.５ 　 １６Ｓ ｒＤＮＡ 基因的 ＰＣＲ 扩增 　 ＰＣＲ 反应体

系:１０ ｎｇ 模板 ＤＮＡꎬ０􀆰 ８ μｌ 正向引物(５ ｐｍｏｌ / μｌ)ꎬ

０.８ μｌ 反向引物 (５ ｐｍｏｌ / μｌ)ꎬ２􀆰 ０ μｌ ｄＮＴＰｓ (２􀆰 ５
ｍｍｏｌ / Ｌ)ꎬ４􀆰 ０ μｌ ５×ＦａｓｔＰｆｕ (快速 ＰＣＲ 扩增)缓冲

液ꎬ ０􀆰 ４ μｌ ＦａｓｔＰｆｕ 聚合酶ꎬ总体积 ２０􀆰 ０ μｌ ꎮ 扩增

反应程序:９５ ℃预变性 ３ ｍｉｎꎻ ９５ ℃变性 ３０ ｓꎬ５５ ℃
退火 ３０ ｓꎬ７２ ℃延伸 ４５ ｓꎬ２７ 个循环ꎻ７２ ℃延伸 １０
ｍｉｎꎮ 反应结束后 ４ ℃保存待用ꎮ
１.３.６　 菌群鉴定和结构分析 　 提取样品中腐败菌

群总 ＤＮＡꎬ通过 ＰＣＲ 扩增 １６Ｓ ｒＤＮＡ ｖ３￣ｖ４ 区基因

片段ꎬ对目的基因进行序列测定[２０￣２３]ꎬ测序工作在

上海欧易生物医学科技有限公司完成ꎮ 在 ＢＬＡＳＴ
中对获得的序列进行比对ꎬ序列比对分析软件为

ＰｙＮＡＳＴꎬ运用 ＦａｓｔＴｒｅｅ 软件构建进化树ꎬ分析试材

中含有的菌群结构信息ꎮ
１.３.７　 复配保鲜剂与辐照剂量正交试验 　 在参考

«食品添加剂学» [２４]和前期试验的基础上ꎬ选取乳酸

链球菌素、山梨酸钾、双乙酸钠、脱氢乙酸钠添加量

以及辐照剂量 ５ 个因素ꎬ按照 Ｌ１６(４５)正交试验设计

筛选最佳保藏方案ꎮ 保鲜剂处理:按照 Ｌ１６(４５)正交

试验设计保鲜剂添加方案在 １６ 袋试验材料中添加

对应的保鲜剂ꎬ真空包装ꎬ每个处理重复 ２ 次ꎬ共 ３２
袋试验材料ꎬ４ 个不同水平保鲜剂添加量及其在各

自允许最大添加量中的比例见表 １ꎮ 辐照处理:经
保鲜剂处理的试验材料在扬州辐照中心进行辐照处

理ꎬ辐照源为６０ Ｃｏ￣γ 射线ꎬ辐照处理剂量分别为 ０
ｋＧｙ、３ ｋＧｙ、６ ｋＧｙ 和 ９ ｋＧｙꎬ剂量率为 ６６７ Ｇｙ / ｈꎮ

表 １　 保鲜剂添加量(处理 ２５ ｇ 卤鸭掌)及占各自允许最大添加量的比例

Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｈｅ ａｍｏｕｎｔ ｏｆ ｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｖｅ ( ｆｏｒ ２５ ｇ ｓｔｅｗｅｄ ｄｕｃｋ ｆｅｅｔ) ａｎｄ ｔｈｅ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅ ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ａｌｌｏｗａｂｌｅ ｍａｘｉｍｕｍ ａｍｏｕｎｔ

水平

乳酸链球菌素

添加量
(ｍｇ)

比例
(％)

山梨酸钾

添加量
(ｍｇ)

比例
(％)

双乙酸钠

添加量
(ｍｇ)

比例
(％)

脱氢乙酸钠

添加量
(ｍｇ)

比例
(％)

１ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０

２ １.３ １０ ０.２ １０ ７.５ １０ １.３ １０

３ ２.５ ２０ ０.４ ２０ １５.０ ２０ ２.５ ２０

４ ５.０ ４０ ０.８ ４０ ３０.０ ４０ ５.０ ４０

１.３.８　 感官评定 　 对不同辐照剂量处理的样品进

行感官评定ꎮ 按照 ＧＢ / Ｔ１６２９１.１￣２０１２[２５] 培训感官

评价员ꎬ选取 １２ 人组成评定小组ꎬ评价地点为江苏

里下河地区农业科学研究所感官评价实验室ꎮ 感官

评定按照标准 ＧＢ / Ｔ２２２１０￣２００８[２６] 进行ꎬ采用 ５ 分

制评价方法ꎬ评分精确到小数点后 １ 位ꎮ 从食品的

气味、色泽、质地及口感 ３ 个方面对样品进行评定ꎬ
最后通过统计学方法分析评价分数ꎮ 辐照处理:将
复配保鲜剂处理的试验材料在扬州辐照中心进行辐

照处理ꎬ复配保鲜剂组合为 ２􀆰 ５ ｍｇ(２０％)乳酸链球

菌素、０􀆰 ２ ｍｇ(１０％)山梨酸钾、３０􀆰 ０ ｍｇ(４０％)双乙

酸钠、２􀆰 ５ ｍｇ(２０％)脱氢乙酸钠ꎬ辐照源为６０Ｃｏ￣γ 射
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线ꎬ辐照处理剂量分别为 ０ ｋＧｙ、３ ｋＧｙ、６ ｋＧｙ 和 ９
ｋＧｙꎬ剂量率为 ６６７ Ｇｙ / ｈꎮ
１.４　 数据处理

采用 ＰｙＮＡＳＴ 软件对基因进行序列比对ꎬ采用

ＦａｓｔＴｒｅｅ 软件建立系统发育树ꎬ采用 ＳＰＳＳ 软件和 Ｄａ￣
ｔａ Ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ Ｓｙｓｔｅｍ 软件进行数据处理、分析ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 卤鸭掌优势腐败菌的确定

从细菌菌落总数平板上挑取 ５ 株具有典型菌落

形态特征的菌株进行分离纯化ꎬ对纯化后的菌株进

行革兰氏染色镜检ꎬ其中 ４ 株为革兰氏阳性菌ꎬ１ 株

为革兰氏阴性菌ꎬ革兰氏染色结果与菌落形态见表

２ꎮ 革兰氏阳性菌占比较大ꎬ可能与卤鸭掌及调味料

自带微生物种类有关ꎮ
参考«常见细菌系统鉴定手册» [１７] 和«伯杰氏

细菌鉴定手册» [１９]对表 ２ 中的 ５ 株菌株进行生理生

化鉴定ꎬ鉴定结果(表 ３)表明: １、２、４ 号为葡萄球

菌ꎬ３ 号为乳酸菌ꎬ５ 号为假单胞菌属ꎬ这 ３ 种微生物

都是食品中常见的微生物ꎮ

表 ２　 菌株特征以及菌落形态

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｃｏｌｏｎｙ ａｎｄ ｓｈａｐｅ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｓｔｒａｉｎｓ

菌种
编号

菌落形态 菌落颜色 细菌形态
革兰氏
染色

１ 圆形ꎬ直径 ２ ｍｍꎬ
边缘整齐

乳白 球状 Ｇ＋

２ 圆形ꎬ边
缘整齐

乳白ꎬ
不透明

球状 Ｇ＋

３ 圆形 半透明 椭圆 Ｇ＋

４ 梭形ꎬ扁平 土褐色 球状 Ｇ＋

５ 圆形ꎬ扁平ꎬ
直径 ２~４ ｍｍ

半透明 杆状 Ｇ￣

表 ３　 菌株生理生化试验结果

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌ ａｎｄ ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｓｔｒａｉｎｓ

菌种编号 接触酶 氧化酶 葡萄糖氧化发酵 精氨酸双水解酶 动力情况 硝酸盐还原

１ 阳性 阴性 Ｆ ＮＴ ＮＴ ＮＴ

２ 阳性 阴性 Ｆ ＮＴ ＮＴ ＮＴ

３ 阴性 阴性 Ｆ ＮＴ ＮＴ 阴性

４ 阳性 阴性 Ｆ ＮＴ ＮＴ ＮＴ

５ 阳性 阳性 Ｏ 阳性 阳性 阳性

Ｆ 代表发酵型ꎬＯ 代表氧化型ꎬＮＴ 表示未检测ꎮ

　 　 提取腐败菌总 ＤＮＡꎬ经 ＰＣＲ 扩增得到了 １６Ｓ
ｒＤＮＡ 保守序列ꎬ片段大小约 ６００ ｂｐ(图 １)ꎮ 将回收

的 ＤＮＡ 片段连接到质粒载体上ꎬ转化大肠杆菌感受

态细胞ꎮ 将转化后的感受态细胞涂布在固体 ＬＢ 培

养基平板上ꎬ经过蓝白斑筛选获得带有目的基因的

阳性克隆子ꎮ 阳性克隆子通过酶切验证后进行测

序ꎮ 经测序共获得１１ ９５９条 １６Ｓ ｒＤＮＡ ｖ３￣ｖ４ 区序

列ꎬ其中长度为 ４００~ ４４９ ｂｐ 的序列有 １１ ９２５条ꎬ
４５０~４９９ ｂｐ 的序列有 ３１ 条ꎬ３００~ ３９９ ｂｐ 的序列有

３ 条ꎮ
　 　 利用 ＣＤ￣ＨＩＴ[２７]分类方法ꎬ依据序列的相似性ꎬ
将所有序列以 ９７％的相似度进行 ＯＴＵ(操作分类单

元)分类ꎬ序列相似度大于或等于 ９７％时被归为一

个 ＯＴＵ 单元ꎮ 统计试验材料中包含的 ＯＴＵ 种类以

及每个 ＯＴＵ 含有序列的比例ꎮ 在每个 ＯＴＵ 中挑选

出代表序列ꎬ将所有代表序列在 Ｇｒｅｅｎｇｅｎｅｓ 数据库

Ｍ:ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒꎻ１:菌群 １６Ｓ ｒＤＮＡꎻＣＫ:阴性对照ꎮ
图 １　 ＰＣＲ 扩增细菌 １６Ｓ ｒＤＮＡ 基因

Ｆｉｇ.１　 ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａｌ １６Ｓ ｒＤＮＡ

中[２８￣３０]进行比对ꎮ 试验材料中共检出 ＯＴＵ 数目 ３０
个ꎬ菌相构成鉴定到 １３ 个属ꎬ其中葡萄球菌属

(Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ)所占比例为 ９２.５８２ ９％ꎬ说明葡萄

球菌属是卤鸭掌中的优势菌群ꎬ与常规菌群鉴定结

７７６肖　 欢等:地方风味卤鸭掌辐照综合保鲜技术



果相一致ꎮ 其余 １２ 个属为小球菌属 Ｐｅｄｉｏｃｏｃｃｕｓ
(２.７５９ ４％)、放线菌属 Ａｃｔｉｎｏｍｙｃｅｓ(１.４２９ ９％)、假
单胞菌属 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ (０.１８３ ９％)、 埃希氏菌属

Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ(０.０４１ ８％)、丙酸杆菌属 Ｐｒｏｐｉｏｎｉｂａｃｔｅｒｉ￣
ｕｍ (０.０２５ １％)、 水 栖 菌 属 Ｅｎｈｙｄｒｏｂａｃｔｅｒ
(０.０２５ １％)、 寡 养 单 胞 菌 属 Ｓｔｅｎｏｔｒｏｐｈｏｍｏｎａｓ
(０.０１６ ７％)、不动细菌属 Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ (０.０１６ ７％)、
贪铜 菌 属 Ｃｕｐｒｉａｖｉｄｕｓ (０.００８ ４％)、 金 黄 杆 菌 属

Ｃｈｒｙｓｅｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ (０.００８ ４％)、消化球菌属 Ｐｅｐｔｏｃｏｃ￣
ｃｕｓ (０.００８ ４％)、考拉杆菌属 Ｐｈａｓｃｏｌａｒｃｔｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ

(０.００８ ４％)ꎮ
２.２　 复配保鲜剂与辐照剂量的正交试验结果

为寻找具有最佳防腐效果的保鲜方案ꎬ将复配

保鲜剂与辐照处理相结合ꎬ根据卤鸭掌特有的优势

腐败菌种类及菌相构成ꎬ有针对性地以乳酸链球菌

素、山梨酸钾、双乙酸钠、脱氢乙酸钠为溶质ꎬ以水为

溶剂制备成卤鸭掌贮藏专用保鲜剂ꎮ 设计 ５ 个因素

(乳酸链球菌素、山梨酸钾、双乙酸钠、脱氢乙酸钠

添加量及辐照剂量)、每个因素 ４ 水平的正交试验

(表 ４)ꎬ通过菌落总数评价保鲜方案的优劣ꎮ

表 ４　 复配保鲜剂与辐照剂量正交试验表

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｔａｂｌｅ ｏｆ ｃｏｍｐｏｕｎｄ ｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｖｅ ａｎｄ ｒａｄｉａｔｉｏｎ ｄｏｓｅ

样品号

因素水平

乳酸链
球菌素

山梨酸钾 双乙酸钠 脱氢乙酸钠 辐照

菌落总数 (ＣＦＵ / ｇ)

第 ３ ｄ 第 １０ ｄ

重复 １ 重复 ２ 重复 １ 重复 ２

１ １ １ １ １ １ ９ ５００ ６ ６００ ７６ ４００ ０００ ６８ ０００ ０００

２ １ ２ ２ ２ ２ ０ ０ ０ ０

３ １ ３ ３ ３ ３ ０ ０ ０ ０

４ １ ４ ４ ４ ４ ０ ０ ０ ０

５ ２ １ ２ ３ ４ ０ ０ ０ ０

６ ２ ２ １ ４ ３ ０ ０ ０ ０

７ ２ ３ ４ １ ２ ０ ０ ０ ０

８ ２ ４ ３ ２ １ ８２０ ９８０ １５３ ０００ １４０ ０００

９ ３ １ ３ ４ ２ ０ ０ ０ ０

１０ ３ ２ １ ３ １ ２９０ ２１０ ３００ ２８０

１１ ３ ３ ４ ２ ４ ０ ０ ０ ０

１２ ３ ４ ２ １ ３ ０ ０ ０ ０

１３ ４ １ ４ ２ ３ ０ ０ ０ ０

１４ ４ ２ ３ １ ４ ０ ０ ０ ０

１５ ４ ３ ２ ４ １ １ ０００ ９１０ １５３ ０００ １４０ ０００

１６ ４ ４ １ ３ ２ ０ ０ ０ ０
乳酸链球菌素因素水平 １、２、３、４ 分别为用量 ０ ｍｇ、１􀆰 ３ ｍｇ、２􀆰 ５ ｍｇ、５􀆰 ０ ｍｇꎻ山梨酸钾因素水平 １、２、３、４ 分别为用量 ０ ｍｇ、０􀆰 ２ ｍｇ、０􀆰 ４ ｍｇ、０􀆰 ８
ｍｇꎻ双乙酸钠因素水平 １、２、３、４ 分别为用量 ０ ｍｇ、７􀆰 ５ ｍｇ、１５􀆰 ０ ｍｇ、３０􀆰 ０ ｍｇꎻ脱氢乙酸钠因素水平 １、２、３、４ 分别为用量 ０ ｍｇ、１􀆰 ３ ｍｇ、２􀆰 ５ ｍｇ、
５􀆰 ０ ｍｇꎻ辐照因素水平 １、２、３、４ 分别为剂量 ０ ｋＧｙ、３ ｋＧｙ、６ ｋＧｙ、９ ｋＧｙꎮ

　 　 对不同时期菌落总数数据进行方差分析ꎬ结果

(表 ５)显示 ５ 个因素 Ｆ 检验的 Ｐ 值均小于 ０.０５ꎬ说
明 ５ 个因素对第 ３ ｄ 和第 １０ ｄ 菌落总数均有显著影

响ꎮ
由表 ６ 看出ꎬ当复配保鲜剂组合为Ａ３Ｂ２Ｃ４Ｄ３

时ꎬ即样品中含有 ２.５ ｍｇ(２０％)乳酸链球菌素、０􀆰 ２
ｍｇ(１０％)山梨酸钾、３０.０ ｍｇ(４０％)双乙酸钠、２.５

ｍｇ(２０％)脱氢乙酸钠时ꎬ第 ３ ｄ 时菌落总数最少ꎮ
第 １０ ｄ 的分析结果与第 ３ ｄ 结果一样ꎬ最优组合也

是 Ａ３Ｂ２Ｃ４Ｄ３ꎮ 根据表 １ 中保鲜剂允许最大添加量

中的比例ꎬ复配保鲜剂最优组合 Ａ３Ｂ２Ｃ４Ｄ３的比例之

和为 ９０％ꎬ符合 ＧＢ ２７６０￣２０１１ 规定的同一功能食品

添加剂(相同色泽着色剂、保鲜剂、抗氧化剂)在混

合使用时ꎬ各自用量占其最大使用量的比例之和不
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应超过 １ 的要求ꎮ
表 ７ 显示ꎬ与辐照剂量 ０ ｋＧｙ 对照相比ꎬ３ ｋＧｙ、

６ ｋＧｙ、９ ｋＧｙ ３ 个剂量处理菌落总数第 ３ ｄ 和第 １０ ｄ
时都显著减少(Ｐ<０.０５)ꎬ３ 个处理之间无显著差异ꎮ

由此可见ꎬ辐照处理对菌落总数有显著影响ꎬ但是辐

照剂量的增加对菌落总数的减少没有显著影响ꎬ因
此选择辐照剂量为 ３ ｋＧｙꎮ

表 ５　 不同贮藏期主体间效应的检验

Ｔａｂｌｅ ５　 Ｔｈｅ ｔｅｓｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒ￣ｓｕｂｊｅｃｔ ｅｆｆｅｃｔ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｔｏｒａｇｅ ｐｅｒｉｏｄｓ

项目　 　 　 　 　
第 ３ ｄ

自由度 Ｆ 值 Ｐ 值

第 １０ ｄ

自由度 Ｆ 值 Ｐ 值

校正模型 １５ ３０.３６７ ０.０００ １ １５ ２９５.３５３ ０.０００ １

截距 １ ４８.８１６ ０.０００ １ １ ２９７.９１７ ０.０００ １

乳酸链球菌素 ３ ２５.７５５ ０.０００ １ ３ ２９４.７１２ ０.０００ １

山梨酸钾 ３ ２５.７５５ ０.０００ １ ３ ２９４.７１２ ０.０００ １

双乙酸钠 ３ ２５.７５５ ０.０００ １ ３ ２９４.７１２ ０.０００ １

脱氢乙酸钠 ３ ２５.７５５ ０.０００ １ ３ ２９４.７１２ ０.０００ １

辐照 ３ ４８.８１６ ０.０００ １ ３ ２９７.９１７ ０.０００ １

表 ６　 不同保鲜剂的水平检验

Ｔａｂｌｅ ６　 Ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｏｌｏｎｙ ｃｏｕｎｔ ａｆｆｅｃｔｅｄ ｂｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｏｓａｇｅｓ ｏｆ ｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｖｅｓ

水平

第 ３ ｄ 菌落总数

乳酸链球
菌素(Ａ)

山梨酸钾
(Ｂ)

双乙酸钠
(Ｃ)

脱氢乙酸钠
(Ｄ)

第 １０ ｄ 菌落总数

乳酸链球
菌素(Ａ)

山梨酸钾
(Ｂ)

双乙酸钠
(Ｃ)

脱氢乙酸钠
(Ｄ)

１ ２ ０１２ ２ ０１２ ２ ０１２ ２ ０１２ １８ ０５０ ０００ １８ ０５０ ０００ １８ ０５０ ０００ １８ ０５０ ０００

２ ２２５ ６２ ２３９ ２２５ ３６ ６２５ ７２ ３６ ６２５ ３６ ６２５

３ ６２ ２３９ ２２５ ６２ ７２ ３６ ６２５ ３６ ６２５ ７２

４ ２３９ ２２５ ６２ ２３９ ３６ ６２５ ３６ ６２５ ７２ ３６ ６２５

表 ７　 不同辐照剂量对菌落总数影响的多重比较

Ｔａｂｌｅ ７　 Ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｒａｄｉａｔｉｏｎ ｄｏｓｅ ｏｎ ｔｈｅ ｔｏｔａｌ ｎｕｍｂｅｒ

ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｏｌｏｎｉｅｓ

辐照剂量
(ｋＧｙ)

菌落总数 (ＣＦＵ / ｇ)

第 ３ ｄ 第 １０ ｄ

０ ２ ５３９±５１４ａ １８ １２３ ３２２±１ ４８９ ５２５ａ

３ ０ｂ ０ｂ

６ ０ｂ ０ｂ

９ ０ｂ ０ｂ
不同小写字母表示处理间差异显著(Ｐ<０.０５)ꎮ

２.３　 辐照处理对感官品质的影响

根据卤鸭掌的自身风味特点ꎬ建立卤鸭掌感官

分析指标ꎮ ３ 项评分指标香气、色泽、质地及口感的

权重分别为 ３０％、３０％、４０％ꎬ具体评分指标见表 ８ꎮ
　 　 由表 ９ 可知ꎬ辐照后第 １ ｄꎬ３ ｋＧｙ、６ ｋＧｙ 和 ９

ｋＧｙ 剂量辐照后的卤鸭掌香气与未辐照对照组间差

异极显著(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎬ ３ ｋＧｙ 和 ６ ｋＧｙ、９ｋＧｙ 剂量辐

照处理组间也有极显著(Ｐ<０􀆰 ０１)差异ꎮ 未辐照对

照组(０ ｋＧｙ)的卤鸭掌香气得分为 ４.６３ꎬ优于其他

各辐照处理组ꎬ卤鸭掌样品香气随着辐照剂量的增

加而降低ꎬ６ ｋＧｙ 和 ９ ｋＧｙ 剂量辐照组间无极显著差

异ꎻ辐照后第 ９０ ｄꎬ０ ｋＧｙ 处理组的卤鸭掌高度腐

败ꎬ无法食用ꎬ３ ｋＧｙ、６ ｋＧｙ、９ ｋＧｙ 剂量辐照组间香

气得分差异极显著(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎬ９ ｋＧｙ 处理的卤鸭掌

香气得分为 ２􀆰 ４７ꎬ低于其他各辐照处理组ꎮ
　 　 卤鸭掌经过辐照处理后第 １ ｄꎬ３ ｋＧｙ 剂量辐照

处理组色泽与未辐照对照组间无显著差异ꎬ６ ｋＧｙ、９
ｋＧｙ 剂量辐照处理组间无显著差异ꎬ６ ｋＧｙ、９ｋＧｙ 处

理组与 ０ ｋＧｙ、３ ｋＧｙ 处理组间差异极显著 (Ｐ <
０􀆰 ０１)ꎻ辐照后第 ９０ ｄꎬ０ ｋＧｙ 处理的鸭掌高度腐败ꎬ
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无法食用ꎬ３ ｋＧｙ、６ ｋＧｙ、９ ｋＧｙ 剂量辐照组间色泽评

分差异极显著(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎬ９ ｋＧｙ 处理的卤鸭掌色泽

得分为 ２􀆰 ８４ꎬ低于其他各辐照处理组ꎮ

表 ８　 卤鸭掌感官分析指标

Ｔａｂｌｅ ８　 Ｓｅｎｓｏｒｙ ｉｎｄｅｘ ｏｆ ｓｔｅｗｅｄ ｄｕｃｋ ｆｅｅｔ

分值 气味 色泽 质地及口感

５.０ 具有浓郁的卤鸭掌特有的麻辣香气 色泽淡黄、表面有淡红
色光泽

质地脆嫩ꎬ有韧性ꎻ有卤鸭掌特有的麻辣鲜味ꎬ滋味鲜美

４.０ 具有卤鸭掌特有的麻辣香气味ꎬ但略
淡

色泽淡黄、淡红色光泽
略暗

质地较脆嫩ꎬ基本有韧性ꎻ有卤鸭掌特有的麻辣鲜味ꎬ但
麻辣味变淡

３.０ 基本具有卤鸭掌特有的麻辣香气味ꎬ
无异味

色泽淡黄、淡红色光泽
度较差

质地尚可ꎬ韧性差ꎻ有卤鸭掌特有的麻辣鲜味ꎬ但麻辣味
很淡

２.０ 有淡淡的异味(如硫化氢ꎬ焦糊ꎬ酸败
等气味)

色泽灰白、无光泽 质地变软ꎬ无韧性ꎻ麻辣味很淡ꎬ口感差

１.０ 有较浓的不良气味及其他异味 色泽灰、无光泽 质地软无韧性ꎻ麻辣滋味全无

　 　 ３ ｋＧｙ、６ ｋＧｙ、９ ｋＧｙ 辐照处理后 １ ｄ 时ꎬ卤鸭掌

质地及口感与未辐照对照组相比无显著差异ꎬ各辐

照处理组间也未出现显著差异ꎻ辐照处理后 ９０ ｄ

时ꎬ未辐照处理的卤鸭掌高度腐败ꎬ无法食用ꎬ辐照

处理组鸭掌的菌落总数都未检出ꎬ各辐照处理组间

的质地及口感评价差异不显著ꎮ

表 ９　 辐照后 １ ｄ 和 ９０ ｄ 后卤鸭掌感官评价得分

Ｔａｂｌｅ ９　 Ｓｅｎｓｏｒｙ ｓｃｏｒｅｓ ｏｆ ｓｔｅｗｅｄ ｄｕｃｋ ｆｅｅｔ ｏｎｅ ｄａｙ ａｎｄ ９０ ｄ ａｆｔｅｒ ｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎ

辐照剂量 (ｋＧｙ) 储存时间 (ｄ) 菌落总数 (ＣＦＵ / ｇ) 气味评分 色泽评分 质地及口感评分

０ １ ８ ０５０±２ ０５０ ４.６３±０.１５Ａ ４.５６±０.１７Ａ ４.１４±０.２４Ａ

３ １ ０ ４.１９±０.１８Ｂ ４.３２±０.２０Ａ ４.１６±０.２２Ａ

６ １ ０ ３.２８±０.２６Ｃ ３.５４±０.３６Ｂ ４.０２±０.３２Ａ

９ １ ０ ３.３５±０.３２Ｃ ３.４５±０.２８Ｂ ４.２２±０.２３Ａ

０ ９０ － － － －

３ ９０ ０ ４.０１±０.１７Ａ ４.０２±０.２５Ａ ４.０９±０.２４Ａ

６ ９０ ０ ３.０３±０.３１Ｂ ３.１９±０.２１Ｂ ４.０１±０.２５Ａ

９ ９０ ０ ２.４７±０.２７Ｃ ２.８４±０.３５Ｃ ４.１４±０.３１Ａ
不同大写字母表示不同辐照组间得分差异极显著(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎮ －:表示已严重腐败ꎬ不进行评判ꎮ

３　 讨 论

近年来ꎬ研究人员多采用培养和非培养的方法

研究环境中的微生物菌群特性[３１￣３７]ꎮ 本研究通过

传统微生物鉴定方法从卤鸭掌中鉴定出 ３ 种类型菌

株ꎬ１６Ｓ ｒＤＮＡ 菌群分析结果显示卤鸭掌中含有 １３
个属的微生物ꎬ２ 种不同分析方法得到不同结果ꎮ
这可能与以下原因有关:传统方法步骤繁琐ꎬ生理生

化鉴定试验多ꎬ微生物形态观察时易发生人为误差ꎻ
１６Ｓ ｒＤＮＡ 菌群分析测序时选择的克隆子数量不能

包含检测对象中的全部微生物ꎬ同时选择不同的试

验条件和数据分析工具可能也会导致出现不同的试

验结果ꎮ 以上 ２ 种微生物分离鉴定分析方法都有局

限性ꎬ将两者试验结果综合利用才可以得到较为准

确、全面的试验结果[３８￣３９]ꎮ
微生物的生长与繁殖会影响食品的品质与货架

期[４０]ꎬ菌落总数是食品保藏过程中品质检测的重要

参数[４１]ꎮ 复配保鲜剂与辐照剂量正交试验结果显

示ꎬ５ 种因素的不同水平对第 ３ ｄ 和第 １０ ｄ 菌落总

数都产生了显著影响ꎬ当辐照剂量为 ０ｋＧｙ 时ꎬ第 １０
ｄ 菌落总数超过了国家熟肉制品卫生标准要求[４１]

(菌落总数≤８０ ０００ ＣＦＵ / ｇ)ꎬ表明仅使用复配防腐
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剂时卤鸭掌的贮藏期小于 １０ ｄꎬ而辐照剂量为 ３
ｋＧｙ、６ ｋＧｙ、９ ｋＧｙ 时ꎬ第 ３ ｄ 和第 １０ ｄ 的菌落总数

都为 ０ꎬ说明辐照处理与添加保鲜剂联合保鲜处理

可以有效降低卤鸭掌中的微生物含量ꎬ经辐照处理

卤鸭掌的贮藏期可以达到 ９０ ｄꎮ
肉类和禽类制品经过辐照后类脂和蛋白质等物

质会产生典型的辐照味[４２]ꎬ猪肉和牛肉经过辐照会

出现增色现象[４３]ꎮ 这些现象影响了辐照食品的感

官品质并让部分消费者对辐照食品产生了质疑ꎬ因
此对辐照食品的感官品质研究必不可少ꎮ 本试验

中ꎬ辐照处理的卤鸭掌质地及口感与未辐照对照相

比无显著差异ꎬ与高美须等[１４]对泡椒凤爪的研究结

果一致ꎬ但气味和色泽感官评价得分都有一定程度

的降低ꎬ且随着辐照剂量的增加而降低ꎬ３ ｋＧｙ 辐照

剂量对卤鸭掌感官品质的影响最小ꎬ其感官品质最

接近未辐照对照的感官评价结果ꎮ
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