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	家用电冰箱除菌性能技术要求及试验方法












	


1　 [bookmark: _Toc526708257][bookmark: _Toc526708258][bookmark: _Toc516509926][bookmark: _Toc516510126][bookmark: _Toc516529487][bookmark: _Toc516529523][bookmark: _Toc519799052][bookmark: _Toc519799086][bookmark: _Toc53997044][bookmark: _Toc54190617][bookmark: _Toc55909087][bookmark: _Toc56501535][bookmark: _Toc56501580][bookmark: _Toc66864314][bookmark: _Toc119075248][bookmark: _Toc9416537][bookmark: _Toc519799092][bookmark: _Toc519799058][bookmark: _Toc520554148][bookmark: _Toc522878975][bookmark: _Toc523959399][bookmark: _Toc524299316][bookmark: _Toc524299406]范围
[bookmark: _Toc53997045][bookmark: _Toc54190618][bookmark: _Toc55909088][bookmark: _Toc56501536][bookmark: _Toc56501581][bookmark: _Toc66864315]本文件规定了家用电冰箱除菌性能的技术要求和评价等级，描述了相应的试验条件和试验方法。
本文件适用于家用电冰箱（以下简称“冰箱”）除菌性能的测试及评价，其他家带有除菌性能电冰箱可参照使用。
2　 [bookmark: _Toc119075249]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 4789.2 食品安全国家标准 食品微生物学检验 菌落总数测定
GB 19489 实验室 生物安全通用要求 
3　 [bookmark: _Toc53997046][bookmark: _Toc54190619][bookmark: _Toc55909089][bookmark: _Toc56501537][bookmark: _Toc56501582][bookmark: _Toc66864316][bookmark: _Toc119075250]术语和定义
下列术语和定义适用于本文件。
[bookmark: _Toc18922825][bookmark: _Toc18936318][bookmark: _Toc53668306][bookmark: _Toc119075251]3.1 
表面除菌  surface sterilization
采用化学、物理等方法去除或减少冰箱内物体表面上细菌的过程。

[bookmark: _Toc18922826][bookmark: _Toc18936319][bookmark: _Toc53668307][bookmark: _Toc119075252]3.2 
空气除菌  air sterilization
采用化学、物理等方法去除或减少冰箱内空气中细菌的过程。
4　 [bookmark: _Toc119075254]要求
[bookmark: _Toc18936332][bookmark: _Toc53668316][bookmark: _Toc119075255]4.1  表面除菌
表面除菌率应不小于90.0%。
[bookmark: _Toc119075256]4.2  空气除菌
空气除菌率应不小于90.0%。
[bookmark: _Toc119075259]4.3  评价等级
在冰箱满足4.1和4.2条件下，按表1进行家用电冰箱除菌等级的评价。
表1  家用电冰箱除菌等级评价
	除菌等级
	表面除菌率（%）
	空气除菌率（%）

	1级
	≥99.0
	≥99.0

	2级
	≥95.0
	≥95.0

	3级
	≥90.0
	≥90.0



5　 [bookmark: _Toc119075260]试验方法
[bookmark: _Toc53668319]5.1  试验条件
5.1.1  环境温湿度
试验采取无菌操作技术，实验室环境应符合GB 19489 的要求，实验室环境温度（25±2）℃，相对湿度不超过75%。
5.1.2  电源
试验电源为交流正弦波，电压和频率的波动范围不得超过额定值的±1%。
5.1.3  样机预处理
冰箱放置在实验室内，温度控制装置设定在制造商声明（使用说明要求）的适合储藏食品的位置；如制造商没有声明，则将温度控制装置设定在智能模式或冷藏4℃、冷冻-18℃。
冰箱在试验前，用75%酒精和蒸馏水擦拭间室并晾干；冰箱至少运行12h后，开始试验。
5.2  仪器和设备
试验过程中使用的仪器和设备如下：
a）恒温培养箱：温控精度±1℃；
b）冷藏箱：温度控制范围5℃～10℃；
c）二级生物安全柜；
d）电热干燥箱：室温～200℃；
e）压力蒸汽灭菌器；
f）六级筛孔空气撞击式采样器；
g）气溶胶发生装置：喷出细菌气溶胶微粒的直径 90%以上应在 1μm～10μm之间；
h）移液枪、培养皿等实验室常规器皿。
[bookmark: _Toc53668320]5.3  试验菌种
试验所用菌种如下：
a）大肠埃希氏菌（Escherichia coli） CGMCC 1.90；
b）金黄色葡萄球菌（Staphylococcus aureus） CGMCC 1.89；
c）单核增生李斯特氏菌（Listeria monocytogenes） CGMCC 1.10753。
其中大肠埃希氏菌和金黄色葡萄球菌为必测菌种，单核增生李斯特氏菌为选测菌种。
根据使用要求，可增加其它菌种作为试验用菌，但所有菌种必须由国家相应菌种保藏管理中心提供并在报告中标明试验用菌品种及分类号。
5.4  试验准备
5.4.1  培养基
[bookmark: _Toc142491971]5.4.1.1  营养肉汤培养基（NB）的制备
牛肉膏              3.0g
蛋白胨              10.0g
氯化钠              5.0g
制法：取上述成分加入1000 mL 蒸馏水中，加热溶解后，0.1 mol/L 氢氧化钠溶液调节使灭菌后pH值为7.2～7.4，分装，于压力蒸汽灭菌器内121℃灭菌20 min。
若使用商品化培养基，应按照产品明示的配制方法和灭菌条件进行配制和灭菌。
[bookmark: _Toc142491972]5.4.1.2  营养琼脂培养基（NA）的制备
牛肉膏              3.0g
蛋白胨              10.0g
氯化钠              5.0g
琼脂                15.0g
制法：取除琼脂外的其他成分加入1000 mL 蒸馏水中，加热溶解后，用0.1 mol/L氢氧化钠溶液调节使灭菌后pH值为7.2～7.4，加入琼脂，溶解后分装，于压力蒸汽灭菌器内121℃灭菌20 min。
若使用商品化培养基，应按照产品明示的配制方法和灭菌条件进行配制和灭菌。
[bookmark: _Toc142491973]5.4.1.3  PYG液体培养基的制备
蛋白胨              10.0g
酵母提取物          5.0g
葡萄糖              1.0g
制法：取上述成分加入1000 mL 蒸馏水中，加热溶解后，用0.1 mol/L氢氧化钠溶液调节使灭菌后pH值为6.8～7.0，加入琼脂，溶解后，于压力蒸汽灭菌器内115℃灭菌30 min。
若使用商品化培养基，应按照产品明示的配制方法和灭菌条件进行配制和灭菌。
[bookmark: _Toc142491974]5.4.1.4  PYG琼脂培养基的制备
蛋白胨              10.0g
酵母提取物          5.0g
葡萄糖              1.0g
琼脂                15.0g
制法：取除琼脂外的其他成分加入1000 mL 蒸馏水中，加热溶解后，用0.1 mol/L氢氧化钠溶液调节使灭菌后pH值为6.8～7.0，加入琼脂，溶解后分装，于压力蒸汽灭菌器内115℃灭菌30 min。
若使用商品化培养基，应按照产品明示的配制方法和灭菌条件进行配制和灭菌。
[bookmark: _Toc142491975]5.4.2  接种培养液的制备
用含有营养肉汤培养基（NB）的生理盐水溶液制备大肠埃希氏菌和金黄色葡萄球菌的接种培养液。用于大肠埃希氏菌培养的NB浓度为0.2%，用于金黄色葡萄球菌培养的NB浓度为1.0%。为便于细菌分散可加入少量表面活性剂吐温-80，于压力蒸汽灭菌器内121℃灭菌20 min。
用含有PYG液体培养基的生理盐水溶液制备单核增生李斯特氏菌的接种培养液，其浓度为0.2%，为便于细菌分散可加入少量表面活性剂吐温-80，于压力蒸汽灭菌器内115℃灭菌30 min。
[bookmark: _Toc142491976]5.4.3  菌种保藏
将标准菌株接种于相应固体培养基斜面上，在（37±1）℃，培养（24±1）h后，在5℃～10℃下保藏（不得超过1个月），作为斜面保藏菌。
[bookmark: _Toc142491977]5.4.4  菌种活化
将斜面保藏菌转接到相应固体培养基平板上，在（37±1）℃，培养（24±1）h。每天转接1次。试验时应采用3~5代，24h内转接的新鲜细菌培养物。
[bookmark: _Toc18936337][bookmark: _Toc53668321]5.5  表面除菌
5.5.1  菌悬液制备
用接种环从5.4.4新鲜培养物上刮1环~2环新鲜细菌，加入接种培养液中，并依次做10倍梯度稀释液，选择菌液浓度为1.0×108 CFU/mL~9.0×108 CFU/mL的稀释液作为试验用菌液，按GB 4789.2的方法测定菌液浓度。
5.5.2  表面除菌试验
按下述方法进行表面除菌试验：
a）将0.45 μm无菌滤膜置于无菌培养皿中，用移液管吸取5.5.1中制备的菌悬液0.2 mL滴加到滤膜上，将菌液涂布均匀。
b）在试验组和对照组冰箱试验间室中心位置分别放置培养皿，打开培养皿上盖，试验组开启除菌程序，对照组不开启除菌程序。若试验间室是冷藏间室，则在每层搁架中心位置放置培养皿；试验间室若是抽屉，则在抽屉左中右三个位置放置培养皿，如图1所示。试验程序时间应≤24h。
[image: C:\Users\Administrator\Desktop\无标题.png]
图1 抽屉培养皿摆放示意图
c）程序运行结束后，将培养皿从试验组和对照组冰箱中取出，将滤膜置于装有10 mL无菌生理盐水的采样袋中，均质器上拍打5 min。取洗脱液依次做10倍稀释，选择适宜的稀释度进行培养，按GB 4789.2的方法进行计数。对照组回收的活菌数应不低于1.0×105 CFU/片。
[bookmark: _Toc142492001]5.5.3.  表面除菌率计算
表面除菌率按照公式（1）计算：
…………………（1）
式中：
——除菌率，用百分比表示（%）；
——试验组平均回收菌数，用CFU每片表示（CFU/片）；
——对照组平均回收菌数，用CFU每片表示（CFU/片）

5.6  空气除菌
5.6.1  样机准备
待测冰箱密封性能要求良好，门封条安装完好、无缝隙。在冰箱冷藏室门的水平中心线上打两个直径为2cm的孔（一个是进样孔，一个是取样孔；如果冷藏室是单门的冰箱，则孔的位置在门水平中心线的1/3处和2/3处；如果冷藏室是对开门的冰箱，则孔的位置在左、右两个门各自的水平中心线的中点处；孔的位置可以适当偏离，但浮动距离应不超过10cm），取出箱体内所有可移除的部件（如层架、搁架、抽屉等），按5.1.3进行样机处理。。
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冷藏室为单门冰箱的开孔示意图              冷藏室为对开门冰箱的开孔示意图
5.6.2  菌悬液制备
用接种环从5.4.4新鲜培养物上刮1环~2环新鲜细菌，加入相应的液体培养基中，并依次做10倍梯度稀释液，稀释成所需的浓度。
5.6.3  空气除菌试验
分别向试验组和对照组冰箱冷藏室中喷菌，按照不同的气溶胶发生装置设定压力、气体流量和喷菌时间喷雾染菌。边喷雾染菌边用空气搅拌装置（如风扇）搅拌。喷雾染菌完毕，继续搅拌2min，静止2min。静止2min后，同时对试验组和对照组冰箱进行初始采样，初始采样冷藏室空气中菌数应达5×104CFU/ m3～5×105CFU/ m3。采样结束后试验组开启除菌程序，对照组不开启除菌程序。运行结束后，进行结束采样。试验程序时间应≤2h。
[bookmark: _Toc142492016]5.6.4  采样要求
试验用六级筛孔空气撞击式采样器采样，采样流量为28.3 L/min，采样时间依据预测试验确定（一般对照组和试验组的初始采样5s～10s，除菌结束后，对照组采样1min~3min，试验组视其消毒效果，如除菌合格采样3min～5min）。
[bookmark: _Toc142492017]5.6.5  培养与结果观察
采样后，无菌操作取出平板，置37℃±1℃培养箱培养（24±1）h进行活菌培养计数。在完成试验组与阳性对照组采样后，将未用的同批培养基与上述两组样本同时进行培养，作为阴性对照。若阴性对照组有菌生长，说明所用培养基有污染，试验无效，更换无菌器材重新进行。
[bookmark: _Toc142492018]5.6.6  数据处理
[bookmark: _Toc142492019]5.6.6.1  空气中含菌量计算
空气中含菌量按式（2）计算。
………………（2）
式中：
X——空气含菌量，用CFU每立方米表示（CFU/m3）；
S——六级采样平板上总菌数，用CFU表示（CFU）；
t——采样时间，用分表示（min）。
[bookmark: _Toc142492020]5.6.6.2  空气除菌率的计算
空气除菌效果以除菌率计，按公式（3）和（4）计算。
 ……………（3）
… … …（4）
式中：
——除菌率，用百分比表示（%）；
与——试验组除菌处理前和除菌处理后的空气含菌量，用CFU每立方米表示（CFU/m3）；
——空气中细菌的自然衰亡率，用百分比表示（%）；
与——对照组除菌处理前和除菌处理后的空气含菌量，用CFU每立方米表示（CFU/m3）。
A [bookmark: _Toc72241998][bookmark: _Toc119075262][bookmark: _Toc72241999][bookmark: _Toc119075263]
    试验重复3次，取3次试验结果的平均值作为最终试验结果。
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