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外界因子对超高压杀灭大肠杆菌效果的影响
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摘! 要：通过鉴别设计法对影响超高压杀菌效果的外界因子，如压力、温度、保压时间、升压速度及

卸压速度等关键因子进行考察与评价* 结果表明：温度、压力和保压时间对灭活大肠杆菌影响显

著，升压速度和卸压速度对灭活大肠杆菌影响不显著*
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! ! 长期以来，人们利用加热杀菌、冷冻保藏、干制

盐渍、添加化学防腐剂等方法来保存各种食品，由

于这些方法不可避免地存在营养成分———尤其是

某些热敏性天然生理活性成分的损失* 因此，为了

获得更高品质的高效、安全且能保持食品原有风味

与营养成分的食品，研究人员不断地探索其它新的

食品保藏方法* 食品超高压杀菌技术（=F;? NIAMM-IA
NI(EAMMF:;，=OO）简称高压技术或静水压技术（=F;?
?GDI(MJ>JFE NIAMM-IA，==O），就是将食品密封于高压

容器，在静高压下（ 大于 .%% WO>）处理一段时间，

以达到食品保藏的目的［.］* 与热处理方法相比较，

该项技术对食品作用均一、迅速且无体积和形状的

限制，对风味物质、色素等小分子物质的天然结构

无影响，能较好地保持食品的原汁、原味及营养成

分等［" X $］* 超高压杀菌技术使酶失活，抑制褐变反

应，弥补冷冻保藏引起的色泽变化、失去弹性等缺

陷［3］，避免热杀菌带来的异臭以及异常物质的生

成* "% 世纪 /% 年代，日本明治屋食品公司首次将超

高压技术应用于食品杀菌研究［Y］，.//. 年 $ 月，高

压食品———果酱在日本问世，随之，欧美等国相继
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开展这方面的研究!
食品高压处理技术是食品加工业的一次重大

革命［"］，然而至今，学术界还未提出一种统一完善

的食品超高压杀菌工艺模型! 鉴于此，作者以食品

中常见的粪便污染指标菌———大肠杆菌为试材，采

用鉴别设计（#$）法，对影响超高压杀灭大肠杆菌

效果的相关外界因子进行了研究，所筛选出的关键

影响因子为进一步优化超高压杀菌工艺参数奠定

了基础!
传统的单次因子法（ %&’()*+,%-(*,(*(,./’）试验

设计是每次改变其中一种因子的水平，保持其它因

子的水平不变，研究单因子的变化规律! 当考察的

因子较多时，该方法需要较长的试验周期，对于具

有交互作用的多因子试验，可能导致不可靠的甚至

错误的结论! 与之相比，鉴别设计（#+-’’&.&0 1’2.0&，

#$）法能以较少的试验次数，从诸多的影响因素中

筛选出关键因子，且省时、省力、经济合理! 近年来，

鉴别设计法已经成功地应用于各种生物工程的优

化方面［3］，但用于优化杀菌条件的研究尚未见报

道!

!" 材料与方法

!# !" 试剂

缓冲液：456 7! 78 0，90#:;·"<=: 8! "7 0，>*=
<?:;·7=<=: @! "" 0，5*#:; ·=<=: 7! 88 0，5*56=
8! 3A 0，柠檬酸 =! 73 0，乳糖 B=! 88 0，重蒸水 7 C，

D< "! 8! 无菌生理盐水冷藏备用，过滤法除菌!
!# $" 菌种

大肠杆菌（!"#$%&’#$’( #)*’）EF55 3"@G，购自于

中国科学院微生物所!
!# %" 培养基

营养肉汁琼脂：按文献［G］配制；营养肉汁：按

文献［G］配制!
!# &" 仪器设备

超高压机：内蒙古包头市五十二所研制，压力

范围 8 H 388 9?*；高压介质：葵二酸二辛脂；IJ(G88
型多功能薄膜封口机：上海麦尔多食品机械有限公

司制造；FKC(==8 型冷冻离心机：上海安亭科学仪

器厂制造；LM(38 型旋涡混合器：上海医科大学仪

器厂制造；#*-,%-.%N2 精密电子天平：北京塞多斯天平

有限公司制造；373 奥立龙酸度计：:-.%& J’2’*-+O
P&+! 制造；其余均为微生物实验常规仪器!
!# ’" 试验方法

!! ’! !" 菌悬液制备及超高压处理" 供试菌种经牛

奶活 化 后，接 入 营 养 肉 汁 培 养 基，于 @" Q，7;8
- R /.&振荡培养 ;3 O! B 888 - R /.& 离心 7B /.&，弃上

清液，以缓冲液制成菌悬液，调整细胞浓度，使起始

菌数为 78G 5IS R /C! 将其分装于 B /C 的无菌医用

塑料瓶，热封口（不留顶隙），冷藏备用! 按照试验设

计控制高压介质的温度，待样品温度与高压介质温

度达到平衡后，进行超高压处理，每一样品重复 @
次! 处理后立即进行微生物计数，取未经超高压处

理的菌悬液作为对照!
!! ’! $" 微生物数量测定" 以无菌缓冲液适当稀释

对照及超高压处理后的供试菌悬液，置于营养肉汁

琼脂平板上，@" Q培养 ;3 O 后，按文献［78］进行菌

落记数!
!# (" 实验设计

据文献［77］报道，影响超高压杀菌的外界因子

是压强、温度、保压时间、升压速度和卸压速度，因

此，以上述参数为主要的考察因子（ 自变量），分别

以 +7、+=、+@、+; 和 +B 表示之，自变量的高、低水平

分别为 , 7、- 7，按方程 .’ /（+’ - +8）0 !+ 对自变

量进行编码1 其中，.’ 为自变量的编码值，+’ 为自变

量的真实值，+8 为试验中心点处自变量的真实值，

!+ 为自变量的变化步长（2,’D +O*&0’ T*6N’），因子

编码及水平见表 71 大肠杆菌的死亡数量级 2 为评

价指标（响应值），由方程 2 / 60 34 0 38 求得，式中

34 为超高压处理后 7 /C 菌液中的活菌数，38 为对

照 7 /C 菌液中的活菌数!
试验设计与数据处理采用 U9? ;! 8B 软件完成!

表 !" 试验因素水平及编码

)*+# !" ,-./ *0. 1/2/1 -3 3*45-67 48-7/0 3-6 58/ 569*17

变量
代码

编码 非编码

水平*

V 7 7

温度 R Q .7 +7 =8 ;8

压强 R 9?* .= += 7B8 @B8

保压时间 R /.& .@ +@ 78 =8

升压速度 R（9?* R /.&） .; +; B8 788

卸压速度 R（9?* R 2） .B +B B8 788

W 注：*.7 X（+7 V @8）0 78；.= X（+= V =B8）0 788；.@ X（+@ V

7B）0 B；.; X（+; V "B）0 =B；.B X（+B V "B）0 =B1

$" 结果与分析

外界因子对超高压杀灭大肠杆菌效果的影响
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见表 !"
表 !" 试验设计与结果

#$%& !" ’()*+,-*./$0 1*2,3.2 $.1 +*240/2

试验
号

变 量

!# !! !$ !% !&
响应值

实测值 预测值

# ’ # # ’ # # # !" () !" &#

! # # # ’ # ’ # (" ($ (" %%

$ # # # # # (" *# (" %%

% # ’ # # # ’ # %" +$ %" #)

& ’ # # # # ’ # !" ,( $" #(

( ’ # ’ # ’ # ’ # # +" !# +" !%

) ’ # ’ # # ’ # ’ # +" *& +" ,*

, ’ # ’ # ’ # # ’ # +" $! +" !%

* # ’ # # ’ # # $" *, %" #)

#+ # ’ # ’ # # # $" (# $" &!

## ’ # # ’ # ’ # ’ # !" (% !" &#

#! # # ’ # ’ # # &" %& &" )*

#$ ’ # ’ # # # # #" +# +" ,*

#% # # ’ # # ’ # &" (, &" )*

#& # ’ # ’ # ’ # ’ # $" &% $" &!

#( ’ # # # ’ # # !" *% $" #(

- - 利用 ./0 软件对表 ! 的数据进行逐步回归分

析，得 最 优 一 次 拟 合 多 元 回 归 模 型 方 程 为：" 1
$# $$* $% 2 ## ($* % !# 2 ## #$$ # !! 2 +# $!% % !$，多

元回归模型方差分析（34563）结果见表 $，各因子

系数显著性检验见表 %"
表 5" 回归模型方差分析

#$%& 5 " 6.$072,2 89 :$+,$.;*（6<=>6）98+ +*3+*22,8. *?
@4$/,8.

变异
源

自由
度

平方
和

均方 $ 值
0789 :

$

模型 & (&" !(% +,# #$" +&! , !#+" *$$$ ; +" +++#

误差 #+ +" (#, ,#! +" +(# *

总和 #& (&" ,,! ,*%

% 1 +" **& ! &! 1 +" **+ (

- - 由表 $ 可以看出：$ 1 !#+# *$$ $ : $+# +#（&，#+）

1&# (%，’ ; +" +++ #，表明模型方程极显著，不同处

理间的差异极显著，证明该模型在 **< 的 水平上

足够 拟 合 了 试 验 数 据" 该 模 型 的 决 定 系 数 为

+" **+ (，表明 **" +(<的试验数据的可变性可用此

模型解释，仅有总变异的 #<不能用此模型来解释；

复相关系数为+" **& !，说明回归模型的拟合度良

好，预测值与试验值高度相关" 影响超高压杀菌效

果的 & 个外界因子中，温度 (#（’ ; +# +++ #）、压力

(!（’ ; +# +++ #）和保压时间 ($（’ 1 +# +++ %）对灭

活大肠杆菌影响显著，升压速度 (%（’ 1 +# %(, %）及

卸压速度 (&（’ 1 +# ,*, (）对灭活大肠杆菌影响不

显著"
表 A" 回归方程系数显著性检验表

#$%& A" #*2/ 98+ 2,3.,9,;$.;* 89 +*3+*22,8. ;8*99,;,*./2

系数项 回归系数 标准误 ) 值 0789 : = ) =

常数项 $" $$* $)& +" +(! #* &$" ) ; +" +++ #

温度
（!+，%+ >）

#" ($* $)& +" +(! #* !(" $( ; +" +++ #

压强
（#&+，$&+ /0?）

#" #$$ #!& +" +(! #* #," !! ; +" +++ #

保压时间
（#+，!+ @AB）

+" $!% $)& +" +(! #* &" !! +" +++ %

升压速度（&+，
#++ /0? C @AB）

+" +%( ,)& +" +(! #* +" )& +" %(, %

卸压速度（&+，
#++ /0? C @AB）

+" ++, #!& +" +(! #* +" #$ +" ,*, (

5" 讨" 论

通过鉴别设计法（DE）对各因子的效应进行评

价，有效地找出主效应，发现在影响超高压杀灭大

肠杆菌效果的外界因子中，温度、压力和保压时间

影响显著，升压速度和卸压速度影响不显著" 据 ."
0" 0" /" D@FGH［##］的研究认为，细菌细胞尤其是没有

液泡的大肠杆菌对升压和卸压速度不敏感，而具有

液泡结构的微生物细胞对升压和卸压速度普遍较

敏感，如酵母菌等" 尽管在本试验水平范围内升压

和卸压速度对灭活大肠杆菌影响不显著，但在试验

水平范围外，此两因素对灭活供试菌是否具有显著

效应还有待进一步研究" 为了缩短食品加工时间、

节约能源，升压速度和卸压速度分别采用 #++ /0? C
@AB 和 #++ /0? C I 较合理"
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