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响应曲面法优化超高压杀灭金黄色
葡萄球菌条件的研究

*

高瑀珑,王允祥,江汉湖

(南京农业大学食品科技学院,江苏南京 210095)

  摘要:因子试验研究结果表明,显著影响超高压杀灭金黄色葡萄球菌效果的外界因子是温

度、压力和保压时间。在此基础上,采用响应曲面法(ResponseSurfaceMethodology,RSM)
建立了超高压杀灭金黄色葡萄球菌的二次多项数学模型,验证了模型的有效性,并探讨了上述

3个因子的交互作用及其最佳水平范围,优化出杀灭6个数量级金黄色葡萄球菌ATCC6538
的外界条件为:温度34.35℃,压力329.84MPa,时间15.53min。
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1 引 言

  食品超高压杀菌技术(HighPressureProcessing,HPP)简称高压技术或静水压技术(HighHydro-
staticPressure,HHP),就是将食品密封于高压容器,在静高压下(大于100MPa)处理一段时间,以达

到食品保藏的目的[1]。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[2,3];
使酶失活,抑制褐变反应,弥补因冷冻保藏而引起的色泽变化、失去弹性等缺陷[4];避免热杀菌带来的异

臭以及异常物质的生成。20世纪90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[5],1991年4月,高压食品———果酱在日本问世,引起世界轰动,随之,欧美等国相继开展这方面的

研究。
食品高压处理技术是食品加工业的一次重大革命[6],而至今为止,学术界还未提出一种统一完善的

食品超高压杀菌模型。鉴于此,本研究以食品中常见的致病菌金黄色葡萄球菌为试材,在因子实验研究

的基础上,利用响应曲面法对影响灭活金黄色葡萄球菌的显著因子———温度、压力和保压时间进行了进

一步的探索,建立了超高压杀灭该菌的二次多项数学模型,为超高压灭菌在食品工业中的应用提供了理

论依据和技术支持。
本研究采用的Box-Behnken设计法是以回归方法作为函数估计的工具,将多因子试验中因素与试

验结果(响应值)关系函数化,依次可对函数进行面分析,定量地分析各因素及彼此之间交互作用对响应

值的影响。采用该统计学试验设计方法,能以较少的试验次数和时间对试验进行全面的研究[7,8]。近

年来响应面方法已成功地应用于生物技术的许多方面,此方法日益受到重视。

* 收稿日期:2003-11-17;修回日期:2004-02-09
   基金项目:财政部、农业部农业科技跨越计划(2001-2003)

   作者简介:高瑀珑(1975—),男,博士,主要从事食品微生物及生物技术研究.
E-mail:yulonggao19762001@yahoo.com.cn

   通讯作者:江汉湖,男,博士生导师.E-mail:nnjhh@yahoo.com.cn



2 试验材料和方法

2.1 试剂

  缓冲液:KCl(1.10g),MgSO4·7H2O(0.71g),Na2HPO4·12H2O(3.77g),CaSO4·2H2O
(1.00g),CaCl2(0.86g),柠檬酸(2.18g),乳糖(52.00g),重蒸水(1000mL,pH7.0),用微孔薄膜过

滤器过滤除菌,冷藏备用;无菌生理盐水。以上试剂均为国产分析纯。

2.2 菌种

  金黄色葡萄球菌(Staphylococcusaureus)ATCC6538,购于中国科学院微生物研究所。

2.3 培养基

  营养肉汁琼脂,营养肉汁:按文献[9]配制。

2.4 仪器设备

  采用的仪器设备有:内蒙古包头市五十二所研制的超高压机(压力范围0~800MPa,高压介质为葵

二酸二辛脂),上海麦尔多食品机械有限公司生产的FR-900型多功能薄膜封口机,上海安亭科学仪器

厂生产的TGL-220型冷冻离心机,上海医科大学仪器厂生产的XW-80型旋涡混合器,北京塞多斯天平

有限公司生产的Sartorious精密电子天平,美国OrionResearchInc.生产的818奥立龙酸度计,及微生

物实验常规仪器。

2.5 试验方法

2.5.1 菌悬液制备及超高压处理

  供试菌经牛奶活化后,接入营养肉汁培养基,37℃、140r/min震荡培养48h。5000r/min离心

15min,弃上清液,以缓冲液制成菌悬液,调整细胞浓度,使起始菌数 N0 为109cfu/mL,将其分装于

5mL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3次。处理后立即进行微生物计数,并
取未经超高压处理的菌悬液作为对照。

2.5.2 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,于营养肉汁琼脂平板37℃培养48h
后,按文献[10]进行菌落记数。

2.6 试验设计

  因子实验表明,温度、压力和保压时间是影响超高压杀灭金黄色葡萄球菌ATCC6538的关键因子,
因此,采用Box-Behnken模型,分别以X1、X2、X3 来表示上述关键因子(自变量),+1、0、-1代表其高、
中、低水平,按方程xi=(Xi-X0)/ΔX 对自变量进行编码,其中,xi 为自变量的编码值,Xi 为自变量的

真实值,X0 为试验中心点处自变量的真实值,ΔX 为自变量的变化步长,因子编码及水平见表1。
表1 试验因素水平及编码

Table1 Codeandleveloffactorschosenforthetrials

Factor
Symbols

Coded Uncoded

Level(1)

-1 0 1

Temperature/(℃) x1 X1 20 30 40

Pressure/(MPa) x2 X2 200 300 400

Pressureholdingtime/(min) x3 X3 10 15 20

   Note:(1)x1=(X1-30)/10;x2=(X2-300)/100;x3=(X3-15)/5.

  金黄色葡萄球菌的死亡数量级Y 为评价指标,即响应值,由方程Y=-lgNt/N0 求得,式中 Nt 为

超高压处理后1mL菌液中的活菌数,N0 为对照1mL菌液中的活菌数。设超高压作用下金黄色葡萄

球菌的死亡数量级的预测模型由最小二乘法拟合的二次多项方程为
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Y=B0+B1x1+B2x2+B3x3+B12x1x2+B13x1x3+B23x2x3+B11x21+B22x22+B33x23 (1)
式中:Y 为预测响应值,即金黄色葡萄球菌的死亡数量级,B0 为常数项,B1、B2、B3 分别为线性系数,

B12、B13、B23为交互项系数,B11、B22、B33为二次项系数。为了求得此方程的各项系数,需17组试验来求

解(表2)。本研究的试验设计与数据处理采用统计软件DesignExpert(Version6.0.5,2001)来完成,
设计及结果见表2。

表2 试验设计与结果

Table2 Experimentaldesignandresults

TrialNo. x1 x2 x3
Y

Observed Predicted

1 -1 0 -1 2.97 2.92
2 1 0 -1 4.42 4.71
3 -1 0 1 4.84 4.55
4 1 0 1 5.96 6.01
5 -1 -1 0 2.91 3.02
6 1 -1 0 4.53 4.29
7 -1 1 0 4.85 5.09
8 1 1 0 7.18 7.07
9 0 -1 -1 3.21 3.15
10 0 -1 1 4.09 4.27
11 0 1 -1 5.42 5.23
12 0 1 1 6.98 7.04
13 0 0 0 5.52 5.26
14 0 0 0 5.08 5.26
15 0 0 0 5.31 5.26
16 0 0 0 5.21 5.26
17 0 0 0 5.17 5.26

3 结果和分析

3.1 模型建立及显著性检验

  超高压杀灭金黄色葡萄球菌试验结果及其预测值见表2。
利用DesignExpert软件对表2试验数据进行多元回归拟合,获得超高压杀灭金黄色葡萄球菌

ATCC6538的数量级(Y)对自变量温度(x1)、压力(x2)和保压时间(x3)的二次多项回归模型方程为

Y=5.26+0.82x1+1.21x2+0.73x3-0.38x21-0.01x22-
0.33x23+0.18x1x2-0.08x1x3+0.17x2x3 (2)

对该模型进行方差分析,结果见表3,模型系数显著性检验见表4。

表3 回归模型方差分析表

Table3 Analysisofvariance(ANOVA)forregressionequation

Source Sumofsquares DF Meansquare Fvalue Prob>F

Model 22.73 9 2.53 35.28 <0.0001

Lackoffit 0.39 3 0.13 4.58 0.0879

Pureerror 0.11 4 0.16

Cortotal 23.24 16

R=0.9891,R2=0.9784,R2Adj=0.9507
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表4 回归方程系数显著性检验表

Table4 Testofsignificanceforregressioncoefficients

Modelterm Coefficientestimate DF Standarderror
95%CI
low

95%CI
high

Prob>F

Intercept 5.26 1 0.120 4.98 5.54

x1(Temperature) 0.82 1 0.095 0.59 1.04 <0.0001

x2(Pressure) 1.21 1 0.095 0.99 1.43 <0.0001

x3(Pressureholdingtime) 0.73 1 0.095 0.51 0.95 0.0001

x21 -0.38 1 0.130 -0.69 -0.08 0.0216

x22 -0.01 1 0.130 -0.31 0.30 0.9616

x23 -0.33 1 0.130 -0.63 -0.02 0.0408

x1x2 0.18 1 0.134 -0.14 0.49 0.2263

x1x3 -0.08 1 0.134 -0.40 0.23 0.5570

x2x3 0.17 1 0.134 -0.15 0.49 0.2445

  由方差分析(ANOVA)表3可以看出:FHG=35.28>F0.01(9,4)=14.66,P<0.0001,表明模型方

程(2)极显著,不同处理间的差异极显著;FSN=4.58<F0.05(9,3)=8.81,失拟项P=0.0879>0.05,不
显著;模型的校正决定系数(AdjustedDeterminationCoefficient,R2

Adj为0.9507,说明该模型能解释约

95%响应值的变化,仅有总变异的5%不能用此模型来解释;相关系数R 为0.9891,说明该模型拟合程

度良好,试验误差小,该模型是合适的,可以用此模型来分析和预测超高压杀灭金黄色葡萄球菌的数量

级。从表4回归方程系数显著性检验可知:模型(2)一次项x1(P<0.0001),x2(P<0.0001),x3(P=
0.0001)极显著;二次项x21(0.0216)、x23(P=0.0408)极显著,x22 不显著;交互项不显著。

3.2 金黄色葡萄球菌死亡数量级的响应面分析与优化

  模型(2)的响应面及其等高线图解见图1和图2。因食品原料污染的微生物总数小于106cfu/g或

106cfu/mL,以杀灭6个数量级的金黄色葡萄球菌为标准来优化超高压杀菌条件。
图1给出了保压时间为最佳值(15.53min)时,温度和压力对灭活金黄色葡萄球菌的影响。从图1

中可以看出,随着温度的升高、压力的增大,金黄色葡萄球菌的死亡数量级急剧增加,温度和压力分别在

24~40℃和320~400MPa的范围内时,金黄色葡萄球菌死亡数量级大于6,欲灭活其6个数量级,对
模型方程(2)解逆矩阵得杀菌条件为:温度34.35℃,压力329.84MPa。

图1 温度、压力及其交互作用对超高压杀灭金黄色葡萄球菌影响的响应面和等高线

Fig.1 Responsesurfaceplotanditscontuorplotoftheeffectoftemperatureandpressureand
theirmutualinteractionsonStaphylococcusaureusofUHHPsterilization
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  图2显示了压力为最佳值(329.84MPa)时,温度和保压时间对灭活金黄色葡萄球菌的影响。从图

2中可以看出,随着温度的升高、时间的延长,金黄色葡萄球菌的死亡数量级急剧增加,温度和时间分别

在21~40℃和14.5~20min的范围内时,金黄色葡萄球菌死亡数量级大于6,欲灭活其6个数量级,对
模型方程(2)解逆矩阵得杀菌条件为:温度34.35℃,时间15.53min。

图2 温度、保压时间及其交互作用对超高压杀灭金黄色葡萄球菌影响的响应面和等高线

Fig.2 Responsesurfaceplotanditscontuorplotoftheeffectoftemperatureandpressureholdingtimeand
theirmutualinteractionsonStaphyloccusaureusofUHHPsterilization

3.3 模型验证试验

  为了检验超高压杀菌模型方程(2)的合适性和有效性,进行了10组验证试验,其结果见表5。
利用SPSS(Version10.0,SPSSInc.USA)对表5数据进行相关性分析,金黄色葡萄球ATCC6538

死亡数量级Y 的实测值和预测值的相关系数为0.9946,充分说明方程模型是合适有效的。

表5 模型的验证结果

Table5 Verifiedresultsofthemodelequation

TrialNo.
Variable

X1 X2 X3

Y

Observed Predicted

1 25.0 250.0 14.0 4.10 4.04 

2 25.0 300.0 16.0 4.87 4.90 

3 25.0 320.0 13.0 4.58 4.60 

4 30.0 200.0 16.0 4.15 4.14 

5 30.0 330.0 12.0 4.97 5.03 

6 30.0 350.0 16.0 6.17 6.01 

7 30.0 200.0 10.0 3.21 3.15 

8 35.0 260.0 15.0 5.10 5.05 

9 25.0 300.0 12.0 4.19 4.17 

10 35.0 250.0 11.0 3.61 3.64 

4 结 论

  利用试验设计软件DesignExpert,首次通过响应面法(RSM)建立了超高压杀灭金黄色葡萄球菌的

二次多项数学模型,经检验证明是合理可靠的,同时利用模型的响应面及其等高线对影响超高压杀菌的

关键因子及其相互作用进行探讨,优化出杀灭6个数量级金黄色葡萄球菌ATCC6538的外界条件为:
压力329.84MPa,温度34.35℃,时间15.53min。可见,利用响应面法对超高压杀菌条件的研究,省
时省力、经济可靠。
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OptimizationofConditionstoSterilizeStaphyloccusAureusbyUltra-High
HydrostaticPressureUsingResponseSurfaceMethodology

GAOYu-Long,WANGYun-Xiang,JIANGHan-Hu

(CollegeofFoodScienceandTechnology,NanjingAgricultureUniversity,Nanjing210095,China)

Abstract:Theresultsoffactorialexperimentshowedthatthesignificantexternalfactorsaffecting
UHHPsterilizationwerepressure,temperatureandpressureholdingtime.Basedontheresults,re-
sponsesurfacemethodology(RSM)wasemployedandasecondorderquadraticequationforUHHP
sterilizationwasbuiltinthepresentwork.Theapplicabilityofthemodelequationforpredictingthe
optimumresponsevalueswasverifiedeffectivelybythevalidationdata.Byanalyzingtheresponsesur-
faceplotsandtheircorrespondingcontourplotsaswellassolvingthequadraticequation,theoptimum
processparametersforsterilizationStaphyloccusaureusofsixlogcycleswereobtainedas:tempera-
ture34.35℃,pressure329.84MPa,andpressureholdingtime15.53min.
Keywords:ultra-highhydrostaticpressure(UHHP)sterilization;Staphyloccusaureus;responsesur-
facemethodology(RSM);optimization
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