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摘 要:利用 Design Expert 软件，根据 Box－Behnken 设计( BBD) 原理采用四因素三水平的响应面分析法，对二氧化氯

杀灭鲜蛋蛋壳大肠杆菌的条件进行了研究，获得了二次多元回归模型。对模型进行手动优化，利用优化模型优化出十

组杀菌工艺参数，并对工艺参数进行了验证。
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响应面法 ( Response Surface Methodology，RSM)

是利用合理的实验设计，采用多元二次回归方程拟

合因素与响应值之间的函数关系，通过对回归方程

的分析来寻求最优工艺参数，解决多变量问题的一

种统计方法，广泛应用于化学化工、生物工程、食品

工业等方面。它与正交实验设计法相比，具有实验

周期短、求得的回归方程精度高、能研究几种因素间

交互作用等优点。本研究以鸡蛋壳大肠杆菌杀菌量

为评价指标，在二氧化氯浓度、pH、灭菌温度和浸泡

时间四个单因素预实验的基础上，利用响应面分析

法优化二氧化氯杀灭蛋壳大肠杆菌的条件，为鲜蛋

消毒剂的进一步开发和保洁蛋生产提供理论依据。

1 材料与方法
1.1 材料与仪器

鸡蛋 同批新鲜柴鸡蛋，采自北京农业职业学

院养鸡场; 二氧化氯 食品级，山东兆冠化工集团公

司; 营养肉汤培养基、营养琼脂培养基 国药集团化

学试剂有限公司; 大肠杆菌 8099 北京农业职业学

院食品与生物工程系食品检测实验室保藏。
精确电子天平; XSP－BM15 显微镜; MVS－1 漩涡

混合器; 100 级洁净工作台; DHP－9272 型电热恒温

培养箱; 移液枪; 灭菌枪头; 手提式压力蒸汽消毒器;

HZQ－C 空气浴振荡器; pH213 台式酸度离子计; 菌落

计数器; 血球计数板; 灭菌生理盐水; 灭菌蒸馏水; 烧

杯; L 形玻棒; 放大镜等。

1.2 实验方法

1.2.1 鸡蛋处理 将鲜鸡蛋用自来水冲洗，除掉表

面污物，沥干后用 75%酒精擦洗蛋壳，置超净工作台

内紫外 照 射 1h，中 间 翻 转 一 次，以 达 到 蛋 壳 灭 菌

效果。
1.2.2 菌种制备和接菌 将大肠杆菌 8099 以无菌操

作方式接入营养肉汤培养基，( 37 ± 1 ) ℃ 振荡培养

12h，制备菌悬液。利用显微镜直接计数，将菌悬液

稀释至适当浓度( 5 × 106cfu /mL 以上) ，然后分装密

封于 10mL 离心管中，放入 4℃冰箱，备用。用移液枪

以无菌操作方式取 1mL 菌悬液，注入含有 9mL 灭菌
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表 3 各因素方差分析表

方差来源 平方和 自由度 均方 F 值 P 值 显著性

模型 14.16 8 1.77 164.07 ＜ 0.0001 ＊＊＊
X1 5.06 1 5.06 468.70 ＜ 0.0001 ＊＊＊
X2 1.88 1 1.88 174.26 ＜ 0.0001 ＊＊＊
X3 0.078 1 0.078 7.27 0.0139 *
X4 4.12 1 4.12 381.71 ＜ 0.0001 ＊＊＊

X1X2 0.034 1 0.034 3.17 0.0901
X1X4 0.10 1 0.10 9.49 0.0059 *
X2

1 2.89 1 2.89 267.91 ＜ 0.0001 ＊＊＊
X2

4 0.049 1 0.049 4.58 0.0448 *
残差项 0.22 20 0.011
失拟项 0.20 16 0.013 3.68 0.1080
纯误差 0.014 4 3.430E－003

总和 14.38 28
R2 = 0.9850 R2

Adj = 0.9790 R2
Pred = 0.9593 Adeq Precision = 52.256

注:＊＊＊差异极显著，P ＜ 0.001;＊＊差异高度显著，P ＜ 0.01; * 差异显著，P ＜ 0.05。

去离子水的离心管中，用漩涡混合器混匀，做成 1∶10
的稀释液，如此反复，将菌悬液做多个梯度稀释。取

恰当稀释度的菌液进行平板涂布，用移液枪取 1mL
注入营养琼脂平板中，每个稀释度平行涂三个板，以

L 形灭菌玻璃棒将菌悬液涂布于琼脂表面，避免涂到

平板边缘，将平板正置直至培养基表面干燥，将平板

翻转，( 37 ± 1 ) ℃ 培养 45～48h，进行菌落计数，计算

菌悬液活菌数。
以无菌操作方式用移液枪吸取 1mL 菌悬液，点

接在灭菌鸡蛋 的 蛋 壳 表 面，在 超 净 工 作 台 内 干 燥

30min，使菌体充分固定。
1.2.3 二氧化氯处理 将固定菌种的鸡蛋浸入一定

条件的 ClO2 溶液中，处理一段时间后，沥干，用 10mL
灭菌蒸馏水将菌体洗下，制成菌悬液。将菌悬液以

1.2.2 的方法做 2～3 个梯度的稀释，并涂平板计数，计

算活菌数。
1.2.4 杀菌量表示 杀菌量用活菌数的对数降低值

表示，即－lgN /N0。其中，N0 为起始活菌数; N 为处理

后活菌数，二者单位皆为 cfu /mL。
1.2.5 响应面法实验设计 在单因素预实验基础

上，采用 Design Expert7.0 实验设计软件，利用响应面

方法( RSM) 中的 Box－Behnken 设计( BBD) ，以溶液

pH、ClO2 浓度、灭菌温度、浸泡时间 4 个因素为自变

量，分别以 X1、X2、X3 和 X4 表示，每个因素取 3 个水

平，以－1、0、+ 1 编码，以大肠杆菌杀菌量 Y 为响应

值，进行实验设计，实验方案见表 1。
表 1 Box－Behnken 设计因素水平表

水平

因素

X1 溶液

pH
X2 ClO2 浓度

( mg /L)

X3灭菌温度

( ℃ )

X4 浸泡时间

( min)
+ 1 6 60 30 15
0 5 50 25 10
－ 1 4 40 20 5

2 结果与分析

2.1 蛋壳大肠杆菌杀菌量 BBD 设计实验结果及响

应面优化分析

按照 Box－Behnken 设计原理( BBD) 的实验方案

进行四因素三水平实验，实验结果见表 2。
表 2 Box－Behnken 设计实验结果

实验号 X1 X2 X3 X4 Y
1 － 1 1 0 － 1 4.79
2 － 1 － 1 0 0 4.98
3 1 － 1 0 0 3.34
4 0 0 1 1 5.88
5 － 1 0 0 1 5.68
6 0 － 1 1 0 5.02
7 0 1 1 0 5.70
8 0 － 1 0 － 1 4.70
9 0 0 － 1 1 5.71
10 0 － 1 － 1 0 4.77
11 1 0 1 0 4.12
12 0 1 0 － 1 5.01
13 － 1 0 1 0 5.28
14 － 1 0 － 1 0 5.02
15 1 1 0 0 4.33
16 0 0 1 － 1 4.68
17 0 1 － 1 0 5.36
18 0 － 1 0 1 5.51
19 1 0 0 － 1 3.11
20 1 0 0 1 4.64
21 1 0 － 1 0 4.02
22 0 0 － 1 － 1 4.53
23 0 1 0 1 6.00
24 － 1 1 0 0 5.80
25 0 0 0 0 5.21
26 0 0 0 0 5.36
27 0 0 0 0 5.25
28 0 0 0 0 5.28
29 0 0 0 0 5.32

利用 Design Expert7.0 软件对所得数据进行回归

分析，得到多元二次回归模型为:

Y = 5.28 －0.65X1 + 0.40X2 + 0.081X3 + 0.59X4 +
0.093X1X2 － 0.040X1X3 + 0.16X1X4 － 0.052X2X3 －
0.048X2X4 + 0.005X3X4 －0.65X

2
1 + 0.013X2

2 －0.012X
2
3 －

0.085X2
4 式( 1)

利用 Design Expert7.0 软件的 Box－Behnken 模块

对方程进行手动优化，去掉部分不显著项，得到多元
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表 4 优化杀菌参数的验证

序号
因素 Y

X1 X2 X3 X4 预测值 实测值
相对误差( % )

1 4.12 52.88 25.11 5.70 5 5.11 2.20
2 5.35 42.69 20.74 13.43 5 5.21 4.20
3 4.07 40.54 24.28 9.74 5 5.02 0.40
4 5.06 40.80 29.89 10.37 5 5.12 2.40
5 4.07 50.72 21.15 7.06 5 5.13 2.60
6 5.71 55.28 20.22 12.62 5 5.20 4.00
7 5.07 55.22 28.16 6.25 5 5.16 3.20
8 5.21 48.87 25.41 9.41 5 5.17 3.40
9 5.00 59.47 25.07 5.05 5 5.06 0.12
10 4.06 40.83 25.03 9.55 5 5.23 4.60

二次回归模型为:

Y = 5.28－0.65X1 + 0.40X2 + 0.081X3 + 0.59X4 +
0.093X1X2 + 0.16X1X4－0.65X

2
1－0.085X

2
4 式( 2)

对模型( 2) 进行方差分析，结果见表 3。
由表 3 可知: 一次项 X1、X2 和 X4 影响极显著，X3

影响显著，二次项 X2
1 的影响极显著，X2

4 影响显著; 交

互项 X1X4 影响显著，X1X2 影响不显著。模型 F =
164.07，P ＜ 0.0001，说明回归方程描述各因子与响应

值之间的非线性方程关系是极显著的，即这种实验

方法是可靠的。模型的复相关系数 R2 = 0.9850，修

正复相关系数 R2
Adj = 0.9790，而预测复相关系数 R2

Pred

= 0.9593，说明该模型能解释 97.90% 响应值的变化，

模型 具 有 较 好 的 回 归 性; 模 型 信 噪 比 ( Adeq
Precision) 为 52.256，说明该模型具有足够的信号来

响应该设计，因而该模型拟合度良好，实验误差小，

模型是合适的，可以对二氧化氯杀灭蛋壳大肠杆菌

进行分析和预测。在所选取的因素水平范围内，各

因素对结果的影响排序为: 溶液 pH ＞ 浸泡时间 ＞
ClO2 浓度 ＞ 灭菌温度。

分别将另外两因素固定在 0 水平，对经手动优

化后的回归方程中的 X1X2 和 X1X4 交互项作响应曲

面分析，见图 1、图 2。

图 1 溶液 pH 和二氧化氯浓度的交互影响

图 2 溶液 pH 和浸泡时间的交互影响

从图 1 可以看出，在 25℃、10min 条件下，pH 保

持不变，随着二氧化氯浓度增加，杀菌量逐渐增加;

二氧化氯浓度不变，溶液 pH 在 4～6 的范围内，杀菌

力先增大后减小。
从图 2 可以看出，在二氧化氯浓度为 50mg /L、温

度 25℃条件下，pH 保持不变，随着浸泡时间增加，杀

菌量逐渐增加，且增加速度先快后慢; 浸泡时间不

变，溶液 pH 在 4～6 的范围内，杀菌力先增大后减小。
从图 1、图 2 两个曲面看出，二氧化氯浓度和溶

液 pH 交互作用不显著; 浸泡时间和溶液 pH 的交互

作用较为显著。

2.2 二氧化氯杀菌条件的优化

经过课题的前期研究发现，鲜蛋蛋壳大肠杆菌

带菌量指数一般不大于 105cfu /g·mL，因此由回归

模型( 2) 来预测杀灭大肠杆菌的最优条件。
利用统计软件 Design Expert，优化出 10 组杀菌

工艺参数，并根据参数进行实验，结果见表 4，大肠杆

菌的死亡数量级均大于 5，平均相对误差为 2.71%，

证明响应面法优化二氧化氯杀灭蛋壳大肠杆菌的工

艺是可行的。

3 结论
首次将响应面分析法( RSM) 用于杀灭蛋壳大肠

杆菌条件的优化，获得良好的结果。获得的优化回

归模 型 为: Y = 5.28 － 0.65X1 + 0.40X2 + 0.081X3 +
0.59X4 + 0.093X1X2 + 0.16X1X4－0.65X

2
1－0.085X

2
4。

经响应面曲面法( RSM) 优化出的杀灭 5 个数量

级大肠杆菌的优化条件见表 4，经检验证明 10 组杀

菌参数均能达到杀菌效果。
利用该模型可以预测二氧化氯对鸡蛋大肠杆菌

的杀菌量。生产中，建议通过数学模型选择合理的

二氧化氯溶液浓度和处理时间，以确保得到理想的

杀菌效果，并避免二氧化氯溶液浓度过高和处理时

间过长对鸡蛋品质产生影响。
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表 5 感官评价积分表

时间( h) 0.5 1 1.5 2 2.5 3 3.5 4 4.5 5
感官评价( 分) 31 35 39 42 45 51 51 54 55 52

表 6 酸辣芥汁三文鱼营养成分表

主要营养成分 固形物 蛋白质 脂肪 不饱和脂肪酸 碳水化合物

含量( g /100g) 37.0 21.1 7.8 2.1 ＜ 0.1

鱼肉的水分含量对产品质感和保鲜效果有较大

的影响，银鲑鱼成品表面应该干燥，无多余水分。自

然晾干银鲑鱼表面的水分需要的时间长，且效果差。
温度高又会造成鱼肉的颜色和口感的下降，因此实

验中选择低温循环风进行干燥处理。实验中对传统

手工加工鲑鱼过程进行记录，食盐的添加量为 3%，

风干温度设定为 20℃。通过单因素实验，选取含盐

量 2.5%、3%、3.5%三个腌制浓度和 16、20、24℃三个

风干温度进行感官评价实验。
表 4 工业化配方表

配方 食盐 柠檬酸 I + G 白糖
热反应

鸡肉粉
共计

含量

( kg)
27.2 3.6 6.4 9.6 1.2 48

注: 可封装 8000 份。
通过图 1 可以看出，在风干温度为 20℃条件下，

不同含盐量的 银 鲑 在 进 行 腌 制 过 程 中，含 盐 量 为

2.5%和 3%的样品和感官评价结果随着腌制时间而

提升，3.5%的样品在前 4h 时上升到最佳感官评价结

果，随后又有下降。在腌制浓度为 3% 条件下分析烘

干温度对银鲑样品的感官影响，感官评价呈现一个

先升高后降低的过程。为了选择最佳银鲑腌制浓

度、烘干温度和加工时间，我们将各个时间点的感官

评价分数进行加和。

图 1 不同实验条件下的感官评价结果

由表 5 可以看出，当加工时间为 4.5h 时，可以达

到最佳的感官评价，但是通过分析可以发现，4h 和

4.5h 的加工时间相差 0.5h，而感官评价分数只相差 1
分; 3h 和 3.5h 的感官评价结果相同，从工业化生产的

角度考虑，可以选择加工时间 4h 或 3h 的银鲑产品。

2.4 包装

分别将辣椒包 5g、调味料包 6g、芥汁包 4g 进行

单独封装后，与 150g 真空包装银鲑鱼一起进行封装。
2.5 产品检验

常温放置 10d ( 冷藏放置 30d) ，无破损、胀袋现

象，银鲑鱼肉色泽橙红，气味正常，肌肉组织质地紧

密、有弹性
［3］。

2.6 产品主要营养成分分析

试制产品主要营养成分见表 6。
由表 6 可以看出，产品的固形物含量、蛋白质及脂

肪的含量较高，与淡水鱼相比，其不饱和脂肪酸含量相

对较高，产品具有较高的营养价值和保健功效。
2.7 食用方法

将调味料包和芥汁包加入 80～100mL 冷开水调

匀后，加入辣椒包一起浇到银鲑鱼上直接食用。

3 结论
实验中银鲑通常作为鱼片刺身等生食调理中的

原料，由于其加工处理相对复杂，对新鲜度要求较

高，普通消费者通常只能在餐厅中食用，而在家庭中

食用的机会相对较少。食用这一类食材时，通常的

蘸料为辣根或复制辣根，口味较为单一，本实验中研

制的酸辣芥汁结合传统调味技术，对酸辣芥末复合

味汁进行工业化设计，确定最佳的实验工艺和配方，

并应用复合调味包技术，较以往的刺身类产品颜色

搭配更加美观，不仅丰富了银鲑鱼的产品类型，而且

应用范围广泛，适应市场的要求，为冷水鱼的养殖和

深加工提供一条可供参考的途径。
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