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摘 要:低温等离子体杀菌是一种新兴的非热杀菌技术，本文拟探明基于低温等离子体杀菌的梨汁适宜杀菌工艺及其

对梨汁品质和抗氧化能力的影响。以大肠杆菌为微生物指标，研究低温等离子体的杀菌时间、电源电压和空气流速对

梨汁杀菌率( 以 logN0 /N 计) 的影响，并采用响应面法选出最优杀菌工艺。结果表明，低温等离子体杀菌的最优工艺

为: 杀菌时间 5 min，电源电压为 5 kV，空气流速为 70 L /min，其杀菌率达到 3.81 logN0 /N，能够将全部大肠杆菌杀灭。
与巴氏杀菌相比，经低温等离子体杀菌处理的梨汁多酚和维生素 C 的含量分别比前者高 26.5% 和 20.6%，较好的保持

了梨汁色泽，对 DPPH 自由基和羟自由基的清除能力分别比前者高 17.99%和 18.37%。低温等离子体杀菌是一种具有

良好应用前景的非热杀菌方式。
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我国是水果生产大国，2014 年我国梨的产量占

到 1749 万吨［1］。发展果汁产业可以提高水果的附加

价值，据中国饮料工业协会提供的数据显示，我国已

经成为饮料生产的第二大国。饮料生产工艺中，杀

菌是一道关键的工序，目前工业上常用的杀菌方法

有巴氏杀菌和超高温瞬时杀菌，常规的热处理技术

可以达到商业杀菌的要求，但是，对于梨汁色泽、营

养成分( 如 VC ) 等品质往往会在不同程度上产生破

坏，甚至产生异味和一些难以控制的非期望变化，从

而影响消费者的可接受度［2］。低温等离子体杀菌是
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近几年新兴起的一种杀菌方法［3－7］，具有杀菌温度

低，杀菌速度快，简便无残留等特点，能够较好的保

持食品原有的品质和风味［8］。低温等离子体的生成

是一个非常复杂的过程，包括物理化学等反应过程，

在等离子体中会产生紫外线［9－10］、带电粒子［11－14］、活

性成分包括 NO、O3、NO
［15－17］
2 、OH［18］等等杀菌成分; 20

世纪 90 年代，FDA 就已批准等离子体用于食品表面

进行杀菌［19］。Marsili 等［20］采用高压脉冲放电对大肠

杆菌杀灭率达到 100% ; Criyer 等［21］研究低温等离子

体对苹果、香瓜和莴苣表面的大肠杆菌均有明显的

杀菌作用。Danijela 等［22］ 研究低温等离子体杀菌对

石榴汁的影响，研究发现等离子体对石榴汁中的花

青素破坏较少，具有积极的作用。本实验以梨汁为

原料，以杀菌时间、电源电压以及空气流速为考察因

素，利用响应面法优化杀菌参数，从而找出最佳杀菌

条件。同时采用巴氏杀菌对梨汁进行处理，比较不

同杀菌方法对梨汁品质影响。并对其抗氧化活性的

影响进行了研究，试探讨低温等离子体对抗氧化活

性的破坏以及较传统杀菌方式的优势。

1 材料与方法

1.1 材料与仪器

河北水晶梨 北京市昌平区回龙观西大街物美

超市; 大肠杆菌 ATCC8099 中国工业微生物菌种保

藏管理中心; 胰蛋白胨、酵母浸提液、NaCl、琼脂、营

养琼脂、抗坏血酸 北京奥博星生物技术有限责任

公司; DPPH、没食子酸标准品、Folin－ Phenol 美国

Sigma 公司; 碳酸钠、铁氰化钾、三氯乙酸、碳酸氢二

钠、磷酸二氢钠、乙醇、硫酸亚铁、过氧化氢、草酸、水
杨酸 均为国产分析纯。

低温等离子体反应器( 北京农学院食品科学与

工程 学 院 自 制，交 流 电 输 出 0 ～ 6 kV，电 源 频 率

10 kHz) ; IKA MS2 磁力搅拌器、JA1003 电子分析天

平 上 海 天 平 仪 器 厂; WFJ2100 可 见 光 分 光 光 度

计 尤尼柯( 上海) 仪器有限公司; TGL－16G 台式离

心机 上海安亭科学仪器厂制造; MJ－25BM04B 榨

汁机 广东美的精品电器制造有效公司; DHP－500
电热恒温培养箱 天津市中环实验电炉有限公司;

MLS－3751L－PC 高压蒸汽灭菌锅 日本 Panasonic 公

司。

1.2 实验方法

1.2.1 梨汁制备 购买同一生产批次无病虫害、无

机械损伤、新鲜的水晶梨作为实验原料。自来水冲

洗后，去皮，切成块，放入搅碎机中榨取滤液备用，做

低温等离子体杀菌实验时，将鲜榨梨汁在 120 ℃ 高

温下灭菌 15 min，然后将大肠杆菌 ATCC8099 稀释至

1.01 × 108 ～1.01 × 109 cfu /mL，接种到梨汁中。
1.2.2 杀菌处理 将接种大肠杆菌后的梨汁分为 3
组，第一组用 50 mL 120 ℃高温灭菌 15 min 的无菌小

烧杯盛装 3 mL 梨汁放在磁力搅拌器上以 500 r /min
在低温等离子体反应器中进行杀菌，电源电压 0 ～
5 kV，气体流量 40～80 L /min，常温常压，液体距离放

电口 3 cm; 第二组取 30 mL 梨汁放入 50 mL 小烧杯

中进行巴氏杀菌，90 ℃，10 min; 第三组不进行杀菌

处理，室温放置相同时间。将不同条件处理后的梨

汁稀释到适当倍数( 10 －6 ～10 －7 ) ，移取 0.2 mL 于 LB
培养基中，37 ℃恒温培养 24 h，采用 GB 4789－2010
《食品安全国家标准 食品微生物学检验标准》［23］中平

板计数法对大肠杆菌进行计数。杀菌率以 logN0 /N 表

示，N0 为表示杀菌前梨汁大肠杆菌活菌数，N 表示杀

菌后梨汁中大肠杆菌活菌数。
1.2.3 低温等离子体杀菌单因素实验 为了考察杀

菌时间对杀菌率的影响，取 3 mL 接种后梨汁进行杀

菌 处 理，控 制 电 源 电 压 为 4 kV，空 气 流 速 为

60 L /min，分别振荡杀菌 1、2、3、4、5 min; 为了考察电

源电压对梨汁杀菌率的影响，取 3 mL 接种后梨汁进

行 杀 菌 处 理，杀 菌 时 间 固 定 为 4 min，空 气 流 速

60 L /min，电源电压分别为 1、2、3、4、5 kV，为了考察

空气流速对梨汁杀菌率的影响，取 3 mL 接种后梨汁

进行杀菌处理，控制杀菌时间为 4 min，电压控制在

4 kV，空气流速分别为 40、50、60、70、80 L /min，每个

处理做三个平行实验。
1.2.4 低温等离子体杀菌响应面设计 根据单因素

实验结果，以杀菌时间、空气流速、电源电压为工艺

参数，设计三因素三水平 Box－Behnken 响应面实验，

以大肠杆菌为考察指标，共设计 5 个中心点和 17 组

实验，实验因素水平设计如表 1 所示。

表 1 响应面因素水平

Table 1 Factors and levels of response surface experiments

因素
水平

－ 1 0 1
A 杀菌时间( min) 3 4 5

B 等离子体电压( kV) 3 4 5
C 空气流速( L /min) 60 70 80

1.2.5 杀菌前后梨汁品质的指标测定 选取最优低

温等离子体杀菌工艺条件与巴氏杀菌品质指标做比

较。VC 含量的测定: 采用国标法［24］，测定标准曲线

为 y = 0.1458x－0.1412 Ｒ2 = 0.9899; 总酚含量的测定:

采用福林酚法，以没食子酸计算，测定标准曲线为

y = 0.5985x + 0.0047 Ｒ2 = 0.9834; 总酸的测定: 采用酸

碱滴定法，以苹果酸计算; 还原糖的测定: 采用直接

滴定法，以葡萄糖计算; 可溶性固形物含量的测定:

使用手持糖度仪测定［25－26］; 色泽: 采用色差仪进行

测定。
1.2.6 杀菌前后梨汁 DPPH 自由基的清除率 在干

净小烧杯中加入 2 mL 鲜榨梨汁、DPPH 自由基溶液

( 0.2 mmol /L ) ，振 荡 混 合 后 避 光 静 置 30 min，在

517 nm 波长下测定吸光度 A1，并做三次平行实验，计

算公式如下:

DPPH 自由基清除率( % ) = 1－
A1 －A2

A( )
3

× 100

式中: A1 为梨汁的吸光度; A2 为梨汁与无水乙醇

溶液混合吸光度; A3 为乙醇与 DPPH 溶液混合测吸

光度［27－28］。
1.2.7 杀菌前后梨汁羟自由基清除能力测定 在干净

的小烧杯中加入 2 mL 的 梨汁、FeSO4 ( 10 mmol /L) 、水
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杨酸－乙醇溶液( 10 mmol /L) 和 H202 ( 6 mmol /L) ，充

分混匀，避光放置 10 min 后于 510 nm 波长处测定吸

光度 A1。以 VC 作对照测吸光度为 A2，蒸馏水做空白

测吸光度为 A3，并做三次平行实验，计算公式如下:

羟自由基清除率( % ) = 1－
A1 －A2

A( )
3

× 100

式中: A1 为梨汁的吸光度; A2 为 VC 的吸光度; A3

为蒸馏水的吸光度［27－28］。
1.2.8 分析方法 在观测变量总离差平方和中，如

果组间离差平方和所占比例较大，则说明观测变量

的变动主要是由控制变量引起的，可以主要由控制变

量来解释，控制变量给观测变量带来了显著影响; 实验

结果用 spss 17.0 软件进行统计分析，数据以 珋x + s 表

示，用比较均值中的 ANOVA 进行单因素分析，显著

水平 p ＜ 0.05。

2 结果与分析

2.1 单因素实验结果

图 1 杀菌时间( A) 、电压( B) 、空气流速( C)

对梨汁杀菌效果的影响

Fig.1 Effect of sterilizing time( A) ，voltage( B) ，

air flow rate( C) on sterilization of pear juice

杀菌时间对杀菌率影响见图 1A，大肠杆菌的杀

菌率随着杀菌时间的增加而增加，在杀菌 4 min 时达

到最大值，杀菌 5 min 时，杀菌率基本维持不变，这是

因为在较短时间所释放的等离子体活性成分较少，

对大肠杆菌杀菌作用力低，所以杀菌率低，而达到一

定时间后，等离子体释放量不断增加，大部分大肠杆

菌被杀灭，再增加时间杀菌率也没有很大的提高。
最优杀菌时间为 3～5 min［29］。

电源电压对杀菌率影响见图 1B 所示，大肠杆菌

的杀菌率同样随着电源电压的增大而增大，当电压

达到 3 kV 时迅速增加，到 4 kV 时杀菌率上升相对缓

慢，电压升到 5 kV 时杀菌率变化较小，因为电压可以

控制等离子体的释放量，当电压升高时，等离子体也

增加，当增加到一定量时就能够将大肠杆菌杀灭。
最适电压为 3～5 kV［30］。

空气流速对杀菌率影响见图 1C，大肠杆菌杀菌

率随着空气流速的加大而增加，其中当空气流速达

到 70 L /min 时，低温等离子体对大肠杆菌杀灭效果

趋于稳定，基本能够将大部分大肠杆菌杀灭，由于等

离子体是通过加压的空气来喷射到液体表面的，通

过增加空气流速，能够使等离子体充分与液体接触，

而当空气流速增加到一定量时，等离子体能够与液

体充分接触进而杀菌，因此再增加流速其杀菌率变

化不明显。最适空气流速为 60～80 L /min。

2.2 响应面实验设计与结果

通过单因素的实验结果，利用响应面法对低温

等离子体杀菌工艺进行优化，以大肠杆菌杀菌率为

响应值，进行三因素三水平 Box－Behnken 响应面优

化实验，17 个实验组设计与结果如下。

表 2 Box－Behnken 实验设计与响应值

Table 2 Experimental design and response
value of Box－Behnken

实验号
A 杀菌时间

( min)
B 电压
( kV)

C 空气流速
( L /min)

Y 杀菌率
( log N0 /N)

1 4 4 70 2.45
2 4 4 70 2.38
3 5 4 60 2.33
4 3 4 60 1.97
5 4 3 80 1.75
6 4 4 70 2.79
7 3 3 70 1.72
8 4 4 70 2.57
9 5 4 80 2.42
10 5 3 70 1.87
11 4 5 80 3.23
12 4 3 60 1.69
13 4 4 70 2.77
14 5 5 70 3.88
15 3 4 80 2.04
16 3 5 70 2.38
17 4 5 60 3.21

以杀菌率为响应值，通过 Design Expert 软件得

出响应值与杀菌时间、电压和空气流速三个因素之

间关系，对实验数据进行二次多元回归拟合，获得响

应值与变量之间的方程: Y = 2.59 + 0.30A + 0.71B +
0.030C + 0.34AB + 0.005AC － 0.010BC － 0.20A2 +
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表 3 响应面方差分析

Table 3 Variance analysis of response surface

项目 平方和 自由度 均方 F 值 Pr ＞ F 显著性

模型 5.57 9 0.62 17.02 0.0006 ＊＊
A 0.71 1 0.71 19.65 0.0030 ＊＊
B 4.02 1 4.02 110.57 ＜ 0.0001 ＊＊
C 7.200E－003 1 7.200E－003 0.20 0.6697
AB 0.46 1 0.46 12.54 0.0095 ＊＊
AC 1.000E－004 1 1.000E－004 2.752E－003 0.9596
BC 4.000E－004 1 4.000E－004 0.011 0.9194
A2 0.18 1 0.18 4.86 0.0634
B2 0.024 1 0.024 0.66 0.4446
C2 0.16 1 0.16 4.51 0.0714

残差 0.25 7 0.036
失拟项 0.12 3 0.039 1.15 0.4305
纯误差 0.14 4 0.034
总误差 5.82 16

注: * p ＜ 0.05，差异显著;＊＊p ＜ 0.01，差异极显著。

0.075B2 －0.20C2

由表 3 可知，该模型为极显著模型( p ＜ 0.01) ，失

拟项不显著( p = 0.4305 ) ，说明该模型与实验拟合较

好。Ｒ2 = 0.9563，因此 95.63% 的杀菌率可用该模型

解释，能够较好的表达各个因素与杀菌率之间的关

系。杀菌时间 A、电压 B 及其交互项 AB 对杀菌率的

影响极显著 ( p ＜ 0.01 ) ; 空气流速 C、交互项 AC 与

BC、二次项 A2、B2、C2 对杀菌率影响均不显著( p ＞
0.05) 。去除不显著因子后所得三因素之间的回归方

程为:

Y =2.59 + 0.30A +0.71B + 0.030C + 0.34AB
交互项 AB 的响应面及等高线图如图 2 所示。

图 2 杀菌时间与电源电压响应面和等高线

Fig.2 Ｒesponsive surfaces of sterilizing time
and voltage and contour line

该图为空气流速一定即 70 L /min 时，杀菌时间

与电源电压交互作用对杀菌率的影响，由图我们可

以看出，杀菌率随着电压和杀菌时间的增加而增加，

且电源电压对杀菌率影响更为显著。

2.3 拟合优化的验证

通过拟合模型优化出最佳杀菌工艺条件为: 杀菌时

间 5 min，电源电压为 5 kV，空气流速为 70.61 L/min，其

杀菌率为 3.81 logN0 /N。利用该最优参数进行验证，

实验重复 3 次，其分别为 3.67、3.59、3.88 logN0 /N，与

模型预测值相符，在允许误差范围内，因此该模型可

靠、有效。

2.4 巴氏杀菌对梨汁杀菌效果

原含有 1.01 × 108 ～1.01 × 109 cfu /mL 大肠杆菌

的梨汁，经过 90 ℃，10 min 巴氏杀菌后未有大肠杆

菌检出。

2.5 不同杀菌方式对梨汁杀菌效果及品质的影响

由表 4 可以看出，杀菌处理后，L 值、总酸含量、
还原糖和可溶性固形物变化不显著( p ＞ 0.05) 。而低

温等离子体杀菌与巴氏杀菌后的 ΔE 差异显著( p ＜
0.05) ，说明经过热处理后梨汁颜色有显著的变化，与

Hartyani 的研究结果一致［31］。总酚和 VC 含量的下降

较为显著( p ＜ 0.05) ，经过巴氏杀菌后，梨汁的总酚和

VC 的保留率分别为 39.2% 和 38.2%，而经过低温等

离子 杀 菌 处 理，梨 汁 总 酚 和 VC 的 保 留 率 达 到 了

65.7% 和 58.8%，分 别 高 出 巴 氏 杀 菌 26.5% 和

20.6%，这是由于巴氏杀菌的高温作用使 VC 和酚类

物质发生了分解等化学反应。

2.6 不同杀菌方式对梨汁抗氧化能力的影响

由图 3 可知，梨原汁的 DPPH 自由基清除能力达

到了 95.23%，清除羟自由基能力达到 72.45%，杀菌

处理后 DPPH 自由基和羟自由基清除能力均呈下降

趋势，其中低温等离子体杀菌后 DPPH 的清除率为

79.02%，羟自由基清除能力为 66.23% ，而巴氏杀菌

对其影响较为严重，DPPH 的清除率为 61.89% ，羟

自由基清除清除率为 52.92%。低温等离子体杀菌
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表 4 不同杀菌方式对梨汁品质的影响

Table 4 Effects of different sterilization methods on pear juice quality

品质指标 原汁 低温等离子体 巴氏杀菌

L 46.40 ± 0.49a 46.41 ± 0.45a 45.78 ± 0.81a

a* － 1.06 ± 0.07b － 1.34 ± 0.05a － 1.42 ± 0.05a

b* 8.25 ± 0.22b 8.12 ± 0.17b 8.58 ± 0.28a

ΔE 0.00c 0.31b 1.70a

总酚含量( mg /mL) 4.23 ± 0.04a 3.58 ± 0.05b 1.66 ± 0.03c

VC 含量( mg /mL) 0.34 ± 0.09a 0.20 ± 0.05b 0.13 ± 0.08c

总酸含量( g /L) 3.45 ± 0.02a 3.32 ± 0.04a 3.52 ± 0.03a

还原糖含量( mg /mL) 75.5 ± 0.26a 74.3 ± 0.35a 75.4 ± 0.1a

可溶性固形物含量( °Brix) 12.13 ± 0.06a 11.21 ± 0.03a 11.34 ± 0.04a

注: 同行不同小写字母表示差异显著( p ＜ 0.05) 。
与巴氏杀菌相比，前者对 DPPH 自由基和羟自由基

的清除能力分别比后者高出 17.99% 和 18.37% ，可

见前者 对 梨 汁 抗 氧 化 能 力 的 负 面 影 响 显 著 低 于

后者。

图 3 不同杀菌方法对梨汁抗氧化能力的影响

Fig.3 Effect of different sterilization methods
on the antioxidant capacity of pear juice

3 结论
低温等离子体能够快速、有效的杀灭梨汁中的

大肠杆菌，当杀菌时间为 5 min、电源电压为 5 kV、空
气流速为 70 L /min 时，其杀菌效果最佳，杀菌率为

3.81 logN0 /N。与巴氏杀菌对比，低温等离子体杀菌

能够更好的维持梨汁原有的品质，尤其是对总酚和

VC 的影响明显小于前者，此外，低温等离子体杀菌会

降低梨汁对 DPPH 自由基和羟自由基的清除能力，

但其降幅明显低于前者。可见，低温等离子体杀菌

是一种具有良好应用前景的非热杀菌方式。
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