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基于声化学效应探究低频超声处理对温州蜜柑汁

杀菌及其品质的影响

李申，马亚琴* ，李楠楠，张震

( 西南大学 柑桔研究所，国家柑桔工程技术中心，重庆，400712)

摘 要 应用低频超声波( 25 kHz)处理宽皮柑橘( 温州蜜柑) 汁，考察其对特征微生物菌群( 细菌、霉菌、酵母、
大肠菌群)的灭活效果，同时分析了低频超声波对橘汁品质的影响。研究结果表明，超声时间、超声温度、超声功
率均对杀菌率具有极显著影响( P ＜ 0. 01) ，超声杀菌处理最佳工艺条件为超声温度 50 ℃，超声时间 40 min，超声
功率 720 W;低频超声处理对橘汁糖酸成分无显著性影响( P ＞ 0. 05) ，同时橘汁抗坏血酸、总酚，以及抗氧化能力
均显著高于巴氏杀菌橘汁( P ＜ 0. 05)。低频超声技术具有提升橘汁品质的潜在作用。
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柑橘是世界第一大贸易水果，我国的柑橘产量以

及种植面积均居世界首位，其中宽皮柑橘产量最高，

2015 年产量高达 1 850 万 t，占世界宽皮柑橘总产量
的三分之二以上，出口量超过世界出口量的三分之

一［1］。我国宽皮柑橘以鲜食为主，贮藏期短，易造成
严重的资源浪费［2］。
柑橘汁富含膳食纤维、矿物质等营养物质，以

及黄酮、酚酸、香豆素、类胡萝卜素、抗坏血酸等多
种活性成分，对心脑血管疾病等慢性和退行性疾病

具有潜在的预防与治疗作用［3 － 4］。尤其是非浓缩
还原汁，因其较好的保留了水果原有的营养与风

味，日益受到消费者的青睐。柑橘汁作为一种热敏
性食品，传统热杀菌虽能有效地杀灭微生物并抑制

酶活，但高温处理对果汁色泽、味道、营养成分以及
活性物质造成不同程度的破坏，加速色素降解，产

生蒸煮异味，加剧褐变反应，降低果汁新鲜度，甚至

产生醛和环氧化合物，对果汁的安全性造成极大的

危害和隐患［5 － 6］。因此，超声波、辐照、超高压、脉
冲电泳、真空渗透脱水等非热技术在果汁加工领域
应用的潜在可能性受到广泛关注。
超声波是指频率为 20 kHz ～ 500 MHz 的声波，

超声波的引入可引起介质发生交替压缩和伸张的

机械震动，当液体分子间的距离超过保持液体作用

的临界分子间距时会形成空穴气泡，在超声波的连

续作用下，部分空穴气泡会瞬间绝热收缩至爆破，

产生局部高温、高压( 5 000 ～ 500 000 kPa) 、强烈的
剪切力等超声波特有的声化学效应，同时引起质点

线性和非线性的交变震动，并伴随机械剪切力以及

自由基的产生［7］。空穴气泡的大小与超声频率的
高低呈负相关，因此低频超声波 ( 20 kHz ～ 100
kHz) 能产生较大的空穴气泡，气泡崩塌时比高频超
声波( 100 kHz ～ 1 MHz) 更为剧烈，具有更高的超声
能量，有利于促进声化学效应的产生。当超声波应
用于果汁杀菌时，其能量可瞬间分布于果汁中，空

穴气泡绝热收缩至爆破的瞬间过程，产生“热点”效
应，导致细胞膜在变化的压强条件下拉伸，破裂，并

伴有膜电位的改变，因而在中低温条件下具有显著

的杀菌效力，达到减缓热效应( 降低热杀菌温度 /缩
短热杀菌时间) 和降低能耗的效果［8 － 9］。国内外学
者基于模拟体系和真实体系开展了众多关于超声

技术的杀菌效力及其机理的研究［10 － 16］。超声作为
一种新的杀菌技术，与传统热杀菌相比，能减少热

效应，降低能耗，有效地减少营养成分和风味物质

的损失，尤其在糖度较高的果汁中，兼具良好的均

质效果，有潜力成为辅助甚至替代热杀菌的新

技术。
本研究选取温州蜜柑为原料，考察低频超声处理

对温州蜜柑汁中主要微生物菌群 ( 细菌、霉菌、酵母
菌、大肠菌群) 的灭活效果，探究不同超声参数对超
声介质物理效应和化学效用的影响，并综合评价该技

术对温州蜜柑汁品质的影响。
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1 材料与方法

1. 1 材料与试剂
细菌测试片、霉菌 /酵母菌测试片、大肠菌群测试

片，3M中国有限公司; NaOH ( 分析纯) ，天津市风船
试剂有限公司;福林酚试剂( 分析纯) ，北京鼎国昌盛

生物技术有限公司;草酸( 分析纯) ，重庆川东化工试

剂厂;乙醇、H3PO4、冰乙酸( 分析纯) ，成都市科龙化
工试剂厂;抗坏血酸( 标准品) ，国药集团化学试剂有

限公司; KH2PO3 ( 色谱级) ，阿拉丁试剂 ( 上海) 有限

公司; 1，1-二苯基-2-三硝基苯肼( 1，1-Diphenyl-2-pic-
rylhydrazyl radical 2，2-Diphenyl-1-( 2，4，6-trinitrophe-
nyl) hydrazyl，DPPH) 、2，4，6-反式-2-吡啶基三嗪( 2，
4，6-tri-2-pyridinyl-1，3，5-triazine; TPTZ) 、甲醇 ( 色谱
级) ，西格玛奥德里奇( 上海) 有限公司。
1. 2 仪器与设备

DP-800 超声波清洗器，上海生析超声仪器有限
公司; 恒温槽，宁波天恒仪器厂; 4161 榨汁机，美国
Brown 公司; Milli-Q Advantage A10 超纯水仪，美国
Millipore公司; WAY-2S 阿贝折射仪，上海精密科学
仪器有限公司; FE20 实验室 PH 计，梅特勒-托利多
( 上海) 有限公司; TU-1901 紫外可见分光光度计，北
京普析通用仪器有限责任公司; UniCen MR高速离心
机，德国 Herolab 公司; Color i5 色差仪，瑞士 Gretag
Macbech 公司; Ultimate 3000 高效液相色谱，美国
ThermoFisher公司; BT224S 电子天平，赛多利斯科学
仪器( 北京) 有限公司。
1. 3 试验方法
1. 3. 1 宽皮柑橘( 温州蜜柑) 汁制备
选取商业成熟度的温州蜜柑 ( 产自重庆市北碚

区歇马镇) 为试验原料，洗净、擦干并切半，用 Brown
手动榨汁机榨汁，经 80 目无菌双层纱布过滤后装于
无菌真空封装袋，并用真空封装机密封后待处理。
1. 3. 2 超声处理
1. 3. 2. 1 超声位点选择
选用实验室规模超声清洗设备，并与恒温水域槽

链接，以实现在超声处理过程中对介质温度的调控。
超声换能器均匀分布于清洗槽底部。超声场能量分
布具有不均匀性以及动态变化性，参照朱攀攀等

人［17］对超声局部效应的研究，选取距离超声水域槽

底部垂直距离为 6 cm 超声辐射面，横截面的中心位
置，为样品超声处理位点，液面高度为 12 cm
( 见图 1) 。

图 1 超声波设备示意图
Fig. 1 Schematic diagram of ultrasonic irradiation

at 25 kHz

1. 3. 2. 2 低频超声技术参数试验
超声参数的选定是决定介质化学和物理效应产

生与强弱的直接因素，选取超声时间、超声温度、超声
强度、样品处理量为考察参数，探究低频高能超声波
( 25 kHz) 不同超声参数对杀菌效果的影响及其作用
机制，明确不同微生物菌群对低频超声波的敏感性及

耐受度。( 1 ) 超声温度水平: 10、20、30、40、50 ℃ ;
( 2) 超声功率水平: 160、320、480、640、800 W; ( 3 ) 样
品处理量: 50、100、150、250 mL; ( 4 ) 超声联合中温效
应的杀菌效力探究。每组样品重复处理 3 次。
1. 3. 3 微生物测定
1. 3. 3. 1 细菌总数测定
用无菌水将超声处理后的温州蜜柑汁样品稀释

到适当浓度并混合均匀，精确吸取 1 mL稀释液，垂直
滴加于细菌总数测试片中央，利用压板模具使稀释液

均匀覆盖于圆形培养皿面积上，静置 lmin 使培养基
凝固。将测试片置于 35 ℃恒温培养箱中培养48 h后
计数。精确量取 1 mL无菌水按以上操作步骤制作空
白对照。测定方法参照《3M 细菌总数测试片判读手
册》。
1. 3. 3. 2 霉菌 /酵母菌测定
用无菌水将超声处理后的温州蜜柑汁样品稀释

到适当浓度并混合均匀，精确吸取 1 mL稀释液，垂直
滴加在霉菌和酵母菌测试片中央，利用压板模具使稀

释液均匀覆盖于圆形培养皿面积上，静置 1 min 使培
养基凝固。将测试片置于 25 ℃恒温培养箱中培养 5 d
后计数。精确量取 1 mL无菌水按以上操作步骤制作
空白对照。测定方法参照《3M 霉菌和酵母菌测试片
判读手册》。
1. 3. 3. 3 大肠菌群测定
用无菌水将超声处理后的温州蜜柑汁样品稀释

到适当浓度并混合均匀，精确吸取 1 mL稀释液，垂直
滴加在大肠菌群测试片中央，利用压板模具使稀释液
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均匀覆盖于圆形培养皿面积上，静置 1 min 使培养基
凝固。将测试片置于 32 ℃恒温培养箱中培养 24 h
后计数。精确量取 1 mL无菌水按以上操作步骤制作
空白对照。测定方法参照《3M 大肠菌群测试片判读
手册》。
1. 3. 3. 4 杀菌率计算
低频超声处理后细菌、霉菌、酵母菌、大肠菌群的

灭活效果用杀菌率( sterilizing rate，SR) 表示，方程式
如( 1) 所示。

SR /% =
N0 － NR

N0
× 100 ( 1)

式中: N0，超声处理前样品中目标微生物菌群( 细菌、
霉菌、酵母菌、大肠菌群) 菌落数，CFU /mL; NR : 超声

处理后样品中目标微生物菌群( 细菌、霉菌、酵母菌、
大肠菌群) 菌落数，CFU /mL。
1. 3. 4 可滴定酸测定
参照 GB /T8210—2011《柑桔鲜果检验方法》中

指示剂法测定［18］。精确吸取温州蜜柑汁样品 25
mL，用蒸馏水稀释至 250 mL，摇匀。吸取稀释后果汁
10 mL，置于 150 mL 锥形瓶中，加 1%酚酞 2 ～ 3 滴。
用已标定的氢氧化钠标准溶液滴定至微红色，30 s不
褪色为终点。
1. 3. 5 pH值测定
使用梅特勒-托利多 FE20 型实验室 pH计测定。

1. 3. 6 可溶性固形物测定
依照 GB /T8210—2011《柑桔鲜果检验方法》［18］

中阿贝折射仪测法测定，测定结果统一校正到 20 ℃
条件下的数值。
1. 3. 7 光学性质指标测定
1. 3. 7. 1 色值测定
使用 Color i5 色差仪测定宽皮柑橘汁 L* 、a* 、b*

值，各项指标具体含义见参考文献［19］。
1. 3. 7. 2 总色差计算
通过 L* 、a* 、b* 计算得宽皮柑橘汁总色差值

( ΔE) 。ΔE表示温州蜜柑汁总体色泽差异，值越大，
差异程度越大，根据 ΔE 数值大小可分为: 基本无差
异( 0 ～ 0. 5 ) 、细微差异 ( 0. 5 ～ 1. 5 ) 、易辨别的差异
( 1. 5 ～ 3) 、显著差异( 3. 0 ～ 6. 0) 、极显著差异( 6. 0 ～
12. 0) 、不同颜色( 12. 0 以上) ，用于表示温州蜜柑汁
的颜色变化程度及褐变程度［20］。其计算公式如下:

ΔE = ( L* － L*
0 )

2 + ( a* － a*
0 )

2 + ( b* － b*0 )槡 2 ( 2)

1. 3. 7. 3 褐变度( A420 ) 测定

参照 MEYDAV 等人［21］的方法并加以改进。准

确量取 4 mL 温州蜜柑汁样品，加入等体积 95%乙
醇，并混合均匀，于 4 ℃下以 10 000 r /min 的转速离
心 15 min测定 420 nm处的吸光度，所得吸光度即为
该样品的 A420。
1. 3. 7. 4 浊度( A660 ) 测定

参照应洁琦［16］的方法并加以改进。准确量取 5
mL温州蜜柑汁样品，于 4 ℃下以 8 000 r /min的转速
离心 10 min测定 660 nm处的吸光度，所得吸光度即
为该样品的 A660。
1. 3. 8 抗坏血酸( ascorbic acid; Vc) 测定
参照 SHINODA 等人［22］的方法并加以改进。采

用高效液相色谱( high performance liquid chromatogra-
phy，HPLC ) 法测定。检测条件: 色谱柱: Waters C18

( 250 mm × 4. 6 mm，5 μm，美国 Dionex ) ; 流动相:
0. 05 mol /LKH2PO4 ( H3PO4 调 pH 至 3. 5) ; 流速: 1. 0
mL /min;检测波长: 245 nm; 柱温: 30 ℃ ; 进样量:
25 μL。

Vc工作曲线绘制:精确称取 5 mg Vc 标准品，用
1 g /L草酸溶液定容至 250 mL，摇匀，配制成 20 mg /L
标准溶液，经 0. 22 μm 水系滤膜过滤后备用。设定
体积为 0、10、20、30、40、60、80、100 μL的梯度进样序
列，并在上述液相色谱条件下测定。以峰面积为横坐
标，VC 质量为纵坐标，制作标准曲线，见表 1。
温州蜜柑汁样品测定: 精确量取 1 mL 样品，用

1 g /1 000 mL草酸溶液稀释至 5 mL。于 4 ℃下以
10 000 r /min 的转速离心 10 min，取上清液过 0. 22
μm水系滤膜后待测。按上述液相条件测定样品中
VC 含量( 以 mg /100 mL计算) 。

表 1 VC 标准曲线和相关系数

Table 1 Equations and correlation coefficients of VC

VC 质量 /μg 峰面积

0 0
0. 2 7. 067 1
0. 4 14. 218 4
0. 6 21. 344 1
0. 8 28. 564 1
1. 2 42. 701 9
1. 6 56. 823 4
2 70. 985 5
回归方程 y = 0. 028 2x － 0. 000 9

R2 1

1. 3. 9 总酚含量测定
参照 Folin-Ciocalteu法测定［23］，并加以改进。将

温州蜜柑汁样品于 10 000 r /min离心 20 min，精确量
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取上清液 500 μL于 25 mL 具塞试管，蒸馏水稀释至
10 mL。加入 0. 5 mL 2 mol /L Foline-phenol试剂并充
分震荡，静置 5 min 后加入 5 mL 浓度为 5 g /100 mL
的 Na2CO3溶液，定容至 25 mL，充分震荡后暗室反应
30 min，在 760 nm 处测定最大吸光值。精确量取
500 μL蒸馏水加入具塞试管，按以上操作步骤制作
空白对照。
总酚工作曲线绘制: 选取没食子酸为标准品，精

确称量 50 mg，用蒸馏定容至 25 mL，配制成 2 mg /mL
标准溶液，备用。用移液枪准确移取 0、20、40、80、
100 μL没食子酸标准溶液于 25 ml具塞试管，用蒸馏
水稀释至 10 mL。加入 0. 5 mL 2 mol /L Foline-phenol
试剂并充分震荡，静置 5 min 后加入 5 mL 浓度为 5
g /100 mL的 Na2CO3溶液，定容至 25 mL，充分震荡后
暗室反应 30 min，在 760 nm 处测定最大吸光值。以
760 nm 处吸光度为横坐标，没食子酸质量为纵坐标
制作标准曲线，得到总酚含量标准曲线: y = 328. 38x
+ 1. 115 8( R2 = 0. 995) ，总酚含量以没食子酸当量表
示( mg GAE /100 ml) 。
1. 3. 10 抗氧化性测定
1. 3. 10. 1 DPPH自由基清除能力
参照朱攀攀等人［17］的测定方法并加以修改。精

确称取 39 mg DPPH 标准品，用甲醇定容于 100 mL
容量瓶，配制成 0. 1 mmol /L DPPH工作液，备用。将温
州蜜柑汁于 10 000 r /min 离心 20 min，精确量取 50 μL
上清液，与 1. 95 mL DPPH( 0. 1 mmol /L) 工作液均匀
混合后暗室反应 10 min，在 517 nm 处测定最大吸光
值，记为 A样品。精确量取 50 μL蒸馏水按以上操作步
骤制作空白对照，记为 A空白。DPPH 自由基清除能力
以下述公式表示:

DPPH自由基清除率 /% =
A空白 － A样品

A空白
× 100 ( 3)

1. 3. 10. 2 铁离子还原能力 ( ferric-reducing antioxi-
dant power，FRAP)
参照朱攀攀等人［17］的测定方法并加以修改。将

温州蜜柑汁样品于 10 000 r /min 离心 20 min 备用。
精确量取 50 μL 样品与 2. 45 mL FRAP 工作液均匀
混合后暗室反应 30 min，在 593 nm 处测定最大吸光
值。精确量取 50 μL 蒸馏水按以上操作步骤制作空
白对照。其中，FRAP 工作液配制方法为: 0. 1 mol /L
醋酸缓冲液 ( pH 3. 6 ) ∶ 10 mmol /L TPTZ ( 溶于 40
mmol /L HCl) ∶ 20 mmol /LFeCl3 = 10 ∶ 1 ∶ 1( HCl体积
比) 。

FRAP工作曲线绘制: 选取 Trolox 为标准品，精
确称量 100 mg，用蒸馏水定容至 250 mL，配制成 400
mg /L标准溶液，备用。用移液枪准确移取 0、25、50、
75、100 μL Trolox 标准溶液，并用蒸馏水稀释至 100
μL，与 4. 9 mL FRAP工作液均匀混合后暗室反应 30
min，在 593 nm 处测定最大吸光值。以 593 nm 处吸
光度为横坐标，Trolox 质量为纵坐标制作标准曲线，
得到 FRAP标准工作曲线: y = 29. 802x － 4. 106 2 ( R2

= 0. 997) ，抗氧化能力以 Trolox当量表示( mg TEAC /
100 mL) 。
1. 4 数据分析
应用 SPSS 20. 0 软件进行数据处理分析，结果以

( 珋x ± s ) 表示。运用 Duncan 检验进行显著性分析，
P ＜ 0. 05 表示显著差异，P ＜ 0. 01 表示极显著差异。
应用 Origin 8. 6 软件和 Excel 2013 进行图表绘制。

2 结果与分析

2. 1 低频超声处理对温州蜜柑汁中微生物灭活效果
的影响

2. 1. 1 超声温度对不同微生物灭活效果的影响
超声温度对霉菌、酵母菌、大肠菌群以及细菌 4

种目标微生物群体的灭活率均具有极显著影响( P ＜
0. 01) ，同时霉菌、酵母菌的失活率随超声温度的变
化趋势呈现出相似性，见图 2。大肠菌群的灭活率随
超声温度的升高而增加，且在同等温度水平下其灭活

率均高于霉菌和酵母菌，并在超声温度为 40 ℃时，实
现全部灭活。霉菌与酵母菌的临界杀菌温度均接近
30 ℃，超声温度为 30 ℃时，细菌总数仅下降 4. 44%，
霉菌与酵母菌的灭活率分别为 14. 28%、18. 93%，杀
菌效果不理想，该结果与 CHENG 研究发现超声在室
温条件下杀菌效果微弱具有一致性［15］。当超声温度
从 30 ℃增加至 40 ℃，杀菌效果显著上升，细菌总数
下降 66. 45%，同时霉菌、酵母菌的灭活率也分别达
到 85. 71%和 95. 37%，为 30 ℃超声温度条件下的 5
倍。3 种菌群对超声温度敏感程度不同，可能由于其
不同的细胞结构导致，霉菌与酵母菌细胞壁的主要成

分分别为几丁质和葡聚糖，均表现出较好的机械强

度。大肠菌群属 G － 细菌，细胞壁结构中缺乏磷壁

酸，构成细胞壁的肽聚糖网结构疏松，机械强度差，导

致其较低的抗逆性［24］。
2. 1. 2 超声功率对目标微生物灭活效果的影响
超声功率直接决定声场中的能量密度，是影响超

声场中物理和化学效应的重要因素，亦是影响杀菌效
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图 2 超声温度对温州蜜柑汁杀菌效果的影响
Fig. 2 Effect of ultrasonic temperature on
sterilizing rate of mandarin juice at 25 kHz
注:同种菌群标注不同字母表示差异显著，

相同下标数字表示同种菌群( P ＜ 0. 05) 。

果的最重要的因素之一。超声功率对不同目标微生
物菌群杀菌率的影响见图 3A。结果表明，超声功率
较低时，酵母菌比大肠菌群和霉菌耐受力更强。四种
目标菌群的灭活率随着超声功率的增大均曾上升趋

势，其中细菌、霉菌、酵母菌在超声功率为 800 W 时
达到最高灭活率分别为 95. 66%、83. 01%、46. 94%，
而大肠菌群在超声功率为 640 W 时，已实现全部灭
活，同时，VALERO 等人［13］研究发现超声环境中，嗜
温需氧菌致死率显著高于霉菌和酵母菌。由于酵母
菌细胞壁厚度可达 25 nm，能更好地抵御超声场中的
机械破坏力，从而需要更高的钝化临界场强，G － 比

G +更易受到超声波的影响也已被证实［11］。
分别对 3 种目标菌群在不同超声功率下的灭活

效果进行拟合，如图 3B所示，可得到 3 种目标菌群的
临界灭活功率分别为: 275、263、3 W。霉菌与酵母菌
的临界灭活功率相近，这可能源于二者均属真菌均

属，具有相似的细胞机构与灭活机制。FURUTA
等［25］学者研究强调了超声场中杀菌效力对空穴效应

引起的局部压力、温度的骤变以及剪切力与冲击力的
依赖性［26］;羟基自由基( ·OH) 的产生以及对细胞膜
的破坏作用是高频超声具有杀菌效力的主要原因。
与霉菌和酵母菌相比，大肠菌群对化学效应有较高的

耐受力，而对机械作用相对敏感［25］，其更低的临界功

率可能是由于低频超声波的杀菌机理更多依赖于压

力交变、局部高温高压等物理力效应而非化学效应，
同时温州蜜柑汁中抗氧化活性成分对超声声场中由

·OH 引起的化学效应具有削弱作用，该现象是凸显
物理杀菌作用的另一个原因。
2. 1. 3 样品处理量对目标微生物灭活效果的影响
由图 4 可知，样品处理量对大肠菌群的杀菌率无

影响，而对霉菌、酵母菌以及细菌总数的灭活率影响

A:超声功率对杀菌率的影响; B:超声功率杀菌效果线性拟合

图 3 超声功率对温州蜜柑汁杀菌效果的影响
Fig. 3 Effect of ultrasonic power on microbial inactivation

of mandarin juice at 25 kHz
注:同种微生物菌群标注不同字母表示差异显著，

相同下标数字表示同种菌群 ( P ＜ 0. 05) 。

显著( P ＜ 0. 05) ，3 者的杀菌率随处理量的上升呈下
降趋势，当样品处理量由 50 mL增长至 250 mL时，霉
菌、酵母菌以及菌落总数的灭活率分别下降了
17. 06%、23. 23%、15. 25%。超声场的不均匀性以及
动态变化性应该是导致该现象产生的主要原因，栗星

等人［27］的研究也得到相似结论。样品量的增加使得
橘汁分布于不同强度的场强中，可能造成杀菌效果不

均一现象的产生。

图 4 样品处理量对温州蜜柑汁杀菌效果的影响
Fig. 4 Effect of sample volumes on sterilizing rate

of mandarin juice at 25 kHz
注:同种微生物菌群标注不同字母表示差异显著，相同

下标数字表示同种菌群 ( P ＜ 0. 05) 。

2. 2 超声联合中温技术的杀菌效力探究
图 5、图 6 分别为在 4 ℃与 40 ℃的超声温度条

件下，超声时间对细菌、霉菌、酵母菌、大肠菌群灭活
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率的影响。在 4 ℃的超声条件下，4 种目标菌群杀菌
率在超声初期均呈现出滞后现象，并在处理时间达到

30 min 后，存活率急剧下降，超声处理 50 min 后霉
菌、酵母菌、大肠菌群与细菌总数的杀菌率分别达到
54. 54%、53. 04%、47. 50%、42. 5%，该结果与王文
宗、CHO 等人［12，28］的研究结果呈现出相似趋势，但
滞后时间相对较长，差异可能是由于杀菌体系不同导

致，相较于模拟体系，橘汁成分的复杂性以粘滞阻力

的差异，对超声效果产生了一定的消减作用，超声联

合中温( 40 ℃ ) 技术的杀菌效果如图 6A 所示。结果
表明，超声杀菌效力的滞后得以显著改善，超声处理

30 min后，大肠菌群实现全部灭活，霉菌与酵母菌的
杀菌率也分别达到 84. 76% 和 96. 57%。在此基础
上，分别对 4 ℃、40 ℃条件下杀菌效力进行拟合( 见
图 5B、图 6B) ，以探究中温条件对超声杀菌技术的辅
助作用。相较于 4 ℃，3 种微生物菌群在 40 ℃的超
声条件下，临界杀菌分缩短了 5. 8、3. 0 和 9. 9 min，试
验证实中温环境能有效的缓解超声处理的滞后效应，

同时，超声杀菌的滞后现象可联合超高压，脉冲电泳

等技术得以缓解［29］。

A:超声时间对杀菌率的影响; B:超声时间杀菌效果线性拟合

图 5 4 ℃时超声时间对温州蜜柑汁杀菌效果的影响
Fig. 5 Effect of ultrasonic time on microbial inactivation

of mandarin juice at 25 kHz and 4 ℃
注:同种微生物菌群标注不同字母表示差异显著，

相同下标数字表示同种菌群( P ＜ 0. 05) 。

2. 3 低频超声技术对温州蜜柑汁品质的影响
2. 3. 1 杀菌方式对糖酸成分的影响
基于单因素试验结果，选取超声频率 25 kHz，超声

A:超声时间对杀菌率的影响; B:超声时间杀菌效果线性拟合

图 6 40 ℃时超声时间对温州蜜柑汁杀菌效果的影响
Fig. 6 Effect of ultrasonic time on microbial inactivation

of mandarin juice at 25 kHz and 40 ℃
注:同种微生物菌群标注不同字母表示差异显著，相同

下标数字表示同种菌群( P ＜ 0. 05) 。

温度为50 ℃，超声功率为720 W，超声时间为40 min，样
品处理量为 150 mL的工艺条件处理温州蜜柑汁，并比
较分析低频超声波对橘汁品质的影响。由表 2可知，与
巴氏杀菌橘汁相比，超声处理后橘汁中可滴定酸、可溶
性固形物、pH值没有显著差异( P ＞ 0. 05) ，表明超声处
理技术不会影响橘汁的基本酸甜口感，CHENG，应洁琦
等人［15 －16］的研究与本文的研究结果具有一致性。

表 2 杀菌方式对温州蜜柑汁糖酸含量的影响
Table 2 Effect of different sterilization methods on the

yields of sugar and acid in mandarin juice

杀菌方式 pH
可滴定酸 /
［g·( 100mL) － 1］

可溶性固形物 /
°Brix

巴氏杀菌橘汁 3. 24 ± 0. 00a 0. 666 ± 0. 004a 8. 40 ± 0. 00a

超声杀菌橘汁 3. 23 ± 0. 01a 0. 665 ± 0. 013a 8. 40 ± 0. 00a

注:同列肩标不同字母表示列组间有显著差异( P ＜ 0. 05) 。

2. 3. 2 杀菌方式对温州蜜柑汁光学性质的影响
色泽是消费者衡量果汁整体品质的重要标准，

亦是影响消费者购买欲的最重要的因素之一，同时

也是反映果汁新鲜度以及卫生状况的重要指标。
色泽取决于果汁中天然色素的种类和含量，同时酶

活、微生物活动均对其具有影响，感官评价法是评
定果汁色泽最直观的方法，但通常利用仪器设备能

更客观的评价果汁的光学性质，常见评价指标有色
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值、总色差、褐变度、浊度等。低频超声技术对温州
蜜柑汁光学特性的影响见表 3。实验结果表明，相
较于巴氏杀菌，低频超声波能显著改善橘汁亮度水

平，进而提升橘汁的商业价值。与之同时，低频超
声技术对橘汁黄色色泽的保留与提升作用更为显

著( P ＜ 0. 05 ) ，超声波产生的·OH 引发呈色物质
的氧化还原反应与异构化可能是导致该变化的原

因，空穴效应对果汁色泽改变的影响作用已被证

实［30］。低频超声处理对橘汁悬浮稳定性体现出显
著的改善作用，温州蜜柑汁浊度水平显著提升，橘

汁平均粒径的降低是导致该现象产生的重要原因，

同时超声处理可达到抑制果胶甲酯酶的活性效果，

有效抑制果胶的降解反应，使温州蜜柑汁稳定性得

以提升［31］。粒径减小引起温州蜜柑汁对光的吸收
与折射性能的改变，是引发总色差显著增加的潜在

因素，同时超声处理灭活酶和去除溶解氧的作用可

抑制酶促褐变的发生，保持橘汁色泽的稳定性，

BHAT等［32］学者研究表明，超声波技术引发的柠檬
汁、橙汁色泽的微小改变不能被肉眼分辨。

表 3 杀菌方式对温州蜜柑汁光学性质的影响
Table 3 Effect of different sterilization methods on the optical properties in mandarin juice

杀菌方式 ΔL* Δa* Δb* ΔE A420 A660

巴氏杀菌橘汁 － 0. 94 ± 0. 36b － 0. 16 ± 0. 11a 0. 58 ± 0. 24b 1. 20 ± 0. 11a 0. 08 ± 0. 04a 0. 01 ± 0. 01b

超声杀菌橘汁 1. 27 ± 0. 05a 0. 42 ± 0. 40a 3. 37 ± 0. 83a 3. 98 ± 0. 81a 0. 08 ± 0. 01a 0. 38 ± 0. 01a

注:同列肩标不同字母表示列组间有显著差异( P ＜ 0. 05) 。

2. 3. 3 杀菌方式对温州蜜柑汁活性成分及抗氧化性
的影响

柑橘作物富含 VC、酚酸、黄酮、黄酮醇等多种活
性成分，被证实具有抗肿瘤、抗衰老、抗病毒、预防心
脑血管疾病以及消炎的作用［33］，酚类化合物是柑橘

中主要抗氧化成分，VC 也具有潜在抗氧化性
［34］。低

频超声波对橘汁活性成分与抗氧化性的影响如表 4
所示，低频超声波作为一种非热加工技术，对热敏性

营养成分具有更好的保留效果，超声处理橘汁 VC 含

量显著高于巴氏杀菌橘汁。超声波产生的空穴效应
具有消除溶解氧的作用，能有效的抑制 VC 的有氧降

解，降低脱氢抗坏血酸的积累水平，以脱氢抗坏血酸

为底物的 VC 的无氧降解也受到间接抑制
［35］。低频

超声技术具有提升橘汁抗氧化能力的潜力，DPPH自
由基清除能力比热杀菌橘汁提高了 9. 7%，声化学效
应产生的·OH 在酚类等活性物质的苯环结构上已
有羟基基团的临位或者对位添加，对该物质抗氧化能

力的增强作用已有报道［36］，同时低频超声技术的提

取效应引发的细胞内含物流出以及束缚态酚类物质

的释放是引起总酚含量显著上升的重要原因［10］。抗
氧化活性成分含量的提升与活性的增强是橘汁营养

价值提升的重要体现。

表 4 杀菌方式对温州蜜柑汁营活性成分及抗氧化性的影响
Table 4 Effect of different sterilization methods on bioactive compounds and antioxidant capacity in mandarin juice

杀菌方式 VC /［mg·( 100 mL) － 1］ 总酚含量 /［mg·( 100 mL) － 1］ DPPH /% FRAP /［mg·( 100 mL) － 1］
巴氏杀菌橘汁 25. 314 ± 0. 439b 25. 837 ± 0. 186b 51. 199 ± 1. 342b 17. 113 ± 1. 011a

超声杀菌橘汁 26. 633 ± 0. 099a 26. 723 ± 0. 139a 56. 144 ± 1. 271a 18. 588 ± 0. 147a

注:同列肩标不同字母表示列组间有显著差异( P ＜ 0. 05) 。

3 结论

低频超声波基于声化学效应，应用于果汁加工领

域产生有效的杀菌效果，超声温度和超声功率均为影

响效果的主要因素。不同微生物菌群对低频超声波
具有不同的敏感度，在超声温度为 40 ℃超声时间为
30 min的处理条件下，霉菌、酵母菌、与大肠菌群的临
界灭活功功率分别为 275、263、3 W，在该超声温度
下，3 种目标菌群的临界灭活时间分别为 11. 92、
15. 37、3. 18 min，霉菌和酵母菌在超声处理过程中表

现出相近的耐受程度与变化趋势，而大肠菌群对超声

最为敏感。温州蜜柑汁经超声温度 50 ℃，超声功率
720 W，样品处理量为 150 mL，处理 40min 后，霉菌、
酵母菌、大肠菌群灭活率分 别 达 到 99. 43%、
99. 29%、100%、同时总杀菌率为 99. 65%，符合国标
中关于果蔬汁菌落总数安全限量 ( ＜ 100 CFU /100
mL) 的要求。与传统热杀菌相比，低频超声技术在达
到理想杀菌效果的同时，对温州蜜柑汁的综合品质表

现出一定的提升作用:悬浮稳定性提升 3 倍; VC 保留

水平及总酚含量分别提高 5. 2%、3. 3% ; 抗氧化能力
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提升 9. 7% ;亮度以及黄色色值显著提升。本研究结
果证实了低频超声波技术在宽皮柑橘汁加工领域具

有适用性及可行性，可以实现商业杀菌要求以及提升

活性成分与营养成分保留率的需求。但处理时间较
长是超声技术在实际生产应用中的技术瓶颈，超声与

中温技术及其他非热技术联合运用可能有助于提高

杀菌效果，解决该技术问题，也为超声技术产业化应

用于果汁杀菌领域提供了研究思路。在此研究基础
上，对不同种类微生物失活机制的系统研究也是非常

必要和迫切。同时，探索超声与其他杀菌技术如高压
脉冲、超高压、紫外辐照等联合杀菌的效果及对果汁
品质和贮藏特性的影响，通过考察关键技术参数，建

立完善可靠的品质预测模型对指导果蔬汁加工具有

实际的指导意义。
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Effect of ultrasound treatment on microbial inactivation and mandarin
( Citrus unshiu) juice quality at 25 kHz based on sonochemistry

LI Shen，MA Ya-qin* ，LI Nan-nan，ZHANG Zhen
( Citrus Research Institute，Southwest University，National Citrus Engineering

Research Center，Chongqing 400712，China)

ABSTRACT The effect of ultrasound with 25 kHz frequency on inactivation of characteristic microorganism ( germs，
mold，yeast，coliform) and quality of mandarin ( Citrus unshiu) juice was systematically studied． The results showed
that ultrasonic time，ultrasonic temperature and ultrasonic power had highly significant effects ( P ＜ 0. 01) on microbi-
al inactivation in mandarin juice based on single-factor experiment． The optimum ultrasonic sterilization condition was
treatment with 720 W of ultrasonic power at 50 ℃ for 40 min． The effects of pasteurization and ultrasound on the qual-
ity of mandarin juice were comparatively analyzed． The yields of sugar and acids in juice treated by ultrasound showed
non-significant changes ( P ＞ 0. 05) ． The yields of ascorbic acid and total phenolics，as well as antioxidant capacity
in mandarin juice were higher ( P ＜ 0. 05) after ultrasonic treatment compared with pasteurization． The results exhibi-
ted that low frequent ultrasound had a potential effect on the improvements of qualities of mandarin juice．
Key words Citrus unshiu; low frequency ultrasound; microbial inactivation; quality
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