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温压结合超高压处理对芽孢
杀灭作用的研究进展
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  摘要:详细介绍了温压结合超高压杀菌技术的优点,指出其独特的应用优势,深入完整地

综述了温压结合超高压处理对各类细菌芽孢的杀灭作用及动力学研究成果,并对温压结合超

高压处理杀灭芽孢的机理做了初步总结。在此基础上,分析了该研究领域尚存在的问题,提出

了未来的研究重点和方向。
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1 引 言

  食品保藏是一个重要而普遍、古老而永恒的问题。造成食品腐败变质的一个重要原因就是微生物,
因此通过杀菌可以达到保藏食品的效果。自1810年法国人阿培尔采用热杀菌技术保藏食品后,各种新

的食品杀菌保藏技术不断涌现,如化学防腐剂杀菌、辐照杀菌等,但是因为这些新技术本身具有局限性,
目前热杀菌仍是工业上最普遍使用的杀菌技术。然而热杀菌也存在一些难以克服的缺点,主要体现在

对食品感官和营养品质的不利影响。近年来,人们对食品品质要求越来越高,希望尽可能在食品加工过

程中保持食品原有的新鲜、感官和营养品质,同时科学技术飞速进步,两者共同推动了新型食品杀菌技

术研究的发展,出现了如超高压杀菌技术、高压二氧化碳杀菌技术、高压脉冲电场杀菌技术、强磁场杀菌

技术、超声杀菌技术等新型杀菌技术。其中,超高压杀菌技术是目前商业化应用程度较高的一种新型非

热杀菌技术。

2 超高压杀菌技术

  超高压杀菌技术只作用于对生物大分子立体结构有贡献的氢键、离子键和疏水键等非共价键,对维

生素、色素和风味物质等小分子化合物的共价键无明显影响,使食品很好地保持了原有的营养、色泽和

风味[1]。由于超高压技术显著提高食品品质,因此该技术被中国、日本、欧美等国家的许多企业广泛应

用于加工高品质乳制品、大米制品、蔬果汁、果酱、蒜泥、火腿肠、海鲜水产等食品,超高压食品的销售量

也快速增长。
  超高压能很好地杀灭酵母菌、霉菌、病毒和细菌的营养体。大量研究表明,一般在300~700MPa
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压力下,非芽孢类微生物可被杀死[2]。但是,由于细菌的芽孢极其耐压[3],芽孢会萌发、生长进而导致食

品腐败,因此虽然超高压技术能很好地应用于高酸食品的杀菌和保藏,然而对于低酸食品,超高压处理

后必须进行冷藏以防止芽孢萌发而导致食品腐败变质,这给超高压食品的贮藏和运输带来很多不便,这
也是超高压技术最大的不足之处。为了克服该缺点,彻底杀灭细菌芽孢,超高压技术必须与其它杀菌技

术结合使用,如热处理、添加化学防腐剂等。

  美国Natick陆军士兵系统中心组织了一个由大学、科研机构、超高压装备企业、大型食品加工企业

组成的研究联盟,投资近千万美元,耗时7年,成功开发出针对低酸食品的温压结合高压杀菌(High
PressureThermalSterilization,HPTS)技术。2009年,美国食品药物管理局批准了HPTS用于低酸食

品杀菌。目前,HPTS已通过了美国国家食品安全与技术中心和美国DUST(DualUseScienceand
Technology)联盟成员严格的验证程序和安全评估。

3 HPTS技术

  热力杀菌时,温度越高、时间越长,食品品质受损越大。据研究,温度每升高10℃,食品的营养和感

官品质的破坏速度就增加2~3倍,因此降低杀菌温度能大大保护食品品质。HPTS所采用的温度通常

为50~80℃,与巴氏杀菌温度相近,比传统的高温高压杀菌所用的温度低得多,远远低于超高温杀菌所

用的温度,而且HPTS所用的时间大大少于巴氏杀菌所用时间,可以说 HPTS对食品营养和感官品质

的影响远低于传统热力杀菌方法。大量实验发现,使用 HPTS加工的鲜切蔬菜(如白菜花、胡萝卜、白
萝卜、彩椒、藕、莴笋、绿菜花、冬瓜等)的营养和感官品质远高于采用热杀菌的对照样品。归纳起来,

HPTS技术具有以下优点:(1)与传统高温热杀菌相比,HPTS能很好地保持食品原有的色、香、味、营
养素和功能性成分;(2)瞬时压缩,作用均匀,时间短,操作安全,杀菌效果好;(3)能使各种各样的低酸

食品在常温下长期保存,在低酸食品的常温保藏上具有独特的应用优势;(4)纯物理杀菌过程,不添加

防腐剂;(5)HPTS使用电力,对环境污染小,洁净环保;(6)HPTS在保压杀菌期间,基本不需要电力,
能耗较低。基于以上优势,HPTS受到了人们的广泛关注。关于 HPTS杀灭细菌芽孢的研究报道较

多,但多集中在杀灭效果和动力学研究上。

3.1 HPTS对细菌芽孢的杀灭效果

  1996年,Roberts等人[4]发现70℃、400MPa能有效杀灭嗜热脂肪芽孢杆菌芽孢,并且芽孢在常压

下的耐热性与芽孢在高压下的耐热性无关。1998年,Mills等人[5]发现400MPa、60℃、30min能有效

杀灭芽孢。1999年,Reddy等人[6]发现827MPa、55℃、5min能杀灭约5个对数的肉毒杆菌芽孢。

2000年,Stewart等人[7]发现404MPa、70℃、15min能杀灭约5个对数的枯草杆菌芽孢,而在室温下几

乎没有任何杀灭效果。2000年,Okazaki等人[8]发现 HPTS对不同菌种芽孢的杀灭效果是不一样的。

2001年,Ananta等人[9]发现高压结合中温能有效杀灭嗜热脂肪芽孢杆菌ATCC7953芽孢。2002年,

Lee等人[10]发现高压结合中温(45、71或90℃)能成功杀死苹果汁中的酸土脂环酸芽孢杆菌芽孢。

2003年,Reddy等人[11]研究发现HPTS能有效杀灭蟹肉棒中的肉毒杆菌芽孢,且压力越高、温度越高

或时间越长,杀灭效果越好。2006年,Lee等人[12]发现 HPTS能有效杀灭苹果汁中的酸土脂环酸芽孢

杆菌芽孢,且苹果汁浓度会影响杀灭效果。2006年,Scurrah等人[13]发现 HPTS对不同菌种和菌株芽

孢的杀灭效果差异较大。2006年,Reddy等人[14]发现,当温度为75℃时,超高压能很好地杀灭蟹肉和

磷酸缓冲液中多种肉毒杆菌菌株的芽孢。2006年,Gao等人[15]发现,压力、温度和时间是杀灭芽孢的

3个关键因素。2007年,Estrada-Gir췍n等人[16]发现压力、温度和时间的组合在550~620MPa、70~
90℃、2s~15min范围内时,能有效杀灭豆奶中的嗜热脂肪芽孢杆菌芽孢。2007年,高瑀珑等人[17]研

究了HPTS对枯草芽孢杆菌与嗜热脂肪芽孢杆菌芽孢的影响,结果表明 HPTS能够破坏芽孢结构,显
著提高芽孢2,6-吡啶二羧酸(DipicolinicAcid,DPA)的泄漏率(P<0.05),而DPA与芽孢DNA的稳定

性有关。2008年,Robertson等人[18]发现600MPa、75℃、60s能有效杀灭复原脱脂乳中的细菌芽孢,
以硅油为传压介质时的杀菌效果比以水为传压介质时好。2008年,黄娟等人[19]初步研究了 HPTS的
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升压过程对凝结芽孢杆菌、嗜热脂肪芽孢杆菌芽孢失活、发芽、损伤的影响,发现压力与热力的协同作用

显著,热是造成芽孢损伤的一个重要因素。2008年,Ju等人[20]研究了 HPTS(400~600MPa、60~
80℃、10~20min)杀灭牛奶中蜡样芽孢杆菌芽孢的效果,通过响应面法分析,发现杀灭6个对数芽孢

的最佳条件为:540MPa、71℃、16.8min。2009年,武玉艳等人[21]研究了 HPTS对不同介质中嗜热脂

肪芽孢杆菌芽孢灭活的影响,结果表明,嗜热脂肪芽孢杆菌芽孢在不同介质中的失活率依次为:牛乳>
磷酸缓冲液>鸡腿菇>卤牛肉。2009年,Bull等人[22]研究发现,对于不同的菌种及菌株,热和压力的协

同作用是不同的。2010年,Wang等人[23]发现凝结芽孢杆菌和嗜热脂肪芽孢杆菌在鸡腿菇中对 HPTS
的抗性比其在磷酸缓冲液中的抗性要高,且嗜热脂肪芽孢杆菌芽孢的抗性比凝结芽孢杆菌芽孢高。

2010年,Gao等人[24-25]发现食品成分(如大豆蛋白、蔗糖)和食品基质pH值能显著影响嗜热脂肪芽孢

杆菌和蜡样芽孢杆菌对HPTS的抗性。2011年,Minh等人[26]报道了枯草杆菌芽孢的形成条件对其芽

孢性质的显著影响,包括芽孢对热处理和高压处理的抗性。

3.2 HPTS对细菌芽孢的杀灭动力学

  2001年,Ananta等人[9]用一个n 级数学动力学模型精确描述了 HPTS杀灭细菌芽孢的曲线。

2004年,Cléry-Barraud等人[27]发现HPTS能彻底杀灭炭疽杆菌芽孢,当压力为500MPa、温度为75℃
时,D 值(指在一定处理环境中及一定致死压力和温度条件下某细菌数群中每杀死90%原有残存活菌

数时所需要的时间)约为4min。2004年,Rodriguez等人[28]在经典热力学和动力学原理基础上建立了

一个预测HPTS下芽孢死亡规律的模型。2006年,Gao等人[29]使用响应面法研究了 HPTS杀灭芽孢

的效果,建立了描述灭菌规律的二次方程式。2007年,Gao等人[30]还研究了食品组分和pH 值对

HPTS杀灭枯草杆菌芽孢的影响,建立了二次预测模型。2008年,Zhu等人[31]研究了 HPTS杀灭生芽

孢梭状芽孢杆菌PA3679芽孢的动力学,当压力为700~900MPa、温度为80℃时,得到的D 值为15.8
~7.0min,此外还建立了回归模型以预测D 值。为了更精确地研究HPTS杀灭芽孢的动力学,2009年

Shao等人[32]使用了聚甲醛保温桶以保持温度稳定性,获得了更精确的芽孢死亡动力学数据。2009年,
王标诗等人[33]研究了HPTS对嗜热脂肪芽孢杆菌芽孢在磷酸缓冲液和牛奶中灭活的动力学规律,结果

表明在3种拟合模型(线性、Weibull、Log-logistic模型)中,线性模型不适合模拟这些存活曲线,而
Log-logistic模型能最好地模拟存活曲线。2009年,Wang等人[34]研究了 HPTS对凝结芽孢杆菌芽孢

的杀灭动力学,发现芽孢残存曲线均存在拖尾现象,Log-logistic模型对所有残存曲线的拟合效果最好;
此外他们[23]还研究了嗜热脂肪芽孢杆菌芽孢和凝结芽孢杆菌芽孢对 HPTS的抗性,发现Log-logistic
模型对芽孢残存曲线的拟合效果最好。2010年,Ramaswamy等人[35]发现:用一级模型能很好地描绘

处理时间对HPTS杀灭生芽孢梭状芽孢杆菌芽孢效果的影响;900MPa、80℃时,D 值为16.5min;在

700、800和900MPa下,温度校正后ZT 值(灭菌时间减少到原来的1/10所需升高的温度)分别为

16.5、16.9和18.2℃;同样在80℃时,校正的Zp 值(灭菌时间减少到原来的1/10所需升高的压力)为

714MPa。2011年,Olivier等人[36]报道了在温压结合超高压杀菌过程中热与高压有很强的杀灭芽孢的

协同作用,并首次将F 值(在一定杀菌压力和温度下,杀死一定浓度的某种微生物所需时间)用于全面

定量地确定HPTS杀灭芽孢的效果。

3.3 HPTS杀灭细菌芽孢的机理

  关于HPTS杀灭细菌芽孢机理的研究报道不多。2006年,曾庆梅等人[37]研究了 HPTS对枯草杆

菌芽孢超微结构的影响,采用透射电子显微镜进行观察,发现处理后芽孢外壳被破坏、出现缺口,芽孢内

含物结构紊乱、泄漏、出现部分透电子区,甚至内含物质完全泄漏,出现细胞壁或孢子外壳残留。

2008年,刘洁等人[38]采用中温协同超高压方法研究了连续式施压和间歇式施压两种不同方式对枯草杆

菌芽孢的灭活作用,结果表明间歇施压能更有效地杀灭芽孢,经扫描电镜观察,芽孢外壳出现凹陷、皱褶

等形态变化。

  HPTS对细菌芽孢的良好杀灭作用已得到公认,但关于HPTS杀灭芽孢的机理,目前远不够清楚。
有人认为HPTS杀灭芽孢的过程包括两个阶段:第1阶段,超高压和热处理产生亚致死损伤芽孢;第2
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阶段,较温和的热处理使其失活。HPTS灭活芽孢的机理可能涉及:改变芽孢蛋白理化性质;改变芽孢

内膜通透性,使水分进入芽孢核心而重新水合;压力导致芽孢扁平挤压或拉伸等[27]。2007年,Mathys
等人[39]使用流式细胞仪研究了 HPTS对地衣芽孢杆菌芽孢的杀灭机理,采用SYTO16和碘化吡啶对

杀菌处理后的芽孢进行染色,研究芽孢内膜变化,提出了一种包含3个步骤的 HPTS杀灭芽孢机制,依
次为芽孢皮层水解和芽孢萌发、一个未知步骤、芽孢内膜破坏导致芽孢失活。2009年,Mathys等人[40]

又使用一种新的分析方法来进一步研究 HPTS杀灭芽孢的机制。2011年,Vercammen等人[41]发现在

600~800MPa下,芽孢的萌发与温度关系极大,当温度为60℃时,大多数萌发的芽孢被杀死。

2011年,Reineke等人[42]通过研究芽孢特有物质DPA的释放和芽孢热敏感性的增加情况,认为HPTS
杀灭芽孢的机制涉及休眠、激活、杀灭这3个生理步骤。

4 结论与展望

  HPTS优点鲜明,已成功应用于工业化生产,应用前景非常广阔。然而,目前对其杀灭芽孢机理的

研究却鲜有报道,已有研究大多停留在用扫描电镜或透射电镜观察芽孢形态和结构变化、观察DPA的

释放情况及用荧光分光光度计或流式细胞仪观察芽孢内膜流动性和通透性变化的层次上,到目前为止

几乎没有关于HPTS对芽孢DNA和蛋白质(特别是小分子酸溶性蛋白)影响的报道。人们对于 HPTS
杀灭芽孢的机理仍不够清楚,这妨碍了HPTS在食品工业中的大规模应用。对HPTS杀灭芽孢机理的

深入研究已成为迫切需要解决的关键科技问题,也是HPTS科学研究发展的大趋势。
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Abstract:Thisreviewintroducesindetailtheadvantagesandapplicationsofhighpressurethermal
sterilization.Thelatestresearchresultsonthesterilizationeffectsandkineticsofvariousbacterial
sporesbythistechnologyaredescribeddeeplyandcomprehensively,andthesterilizationmechanismis
alsopreliminarilysummarized.Furthermore,thisreviewanalyzestheremainingproblemsandpoints
outthefutureresearchdirectioninfieldofhighpressurethermalsterilization.
Keywords:temperature;highhydrostaticpressure;spore;highpressuresterilization
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