
中文摘要

本文探索了超声波作为一种食品保藏手段在水果采后的应用潜力，以鸭梨为试材，研究超

声波单独处理及其和药剂、和热结合处理对鸭梨果实采后病害的控制效果、可能的原因分析以

及对鸭梨果实特性的影响，为超声波及其与其他技术结合处理在水果采后保鲜方面的应用做出

了开拓性的探索。

研究表明：采用频率40～60 KHz的超声波处理鸭梨果实，在贮藏过程中果实硬度、可溶性

同形物含量和可滴定酸含量变化与对照无差别；并且未降低接种发病果实的病斑面积。

分别采用1 mM、5 mM水杨酸结合超声波处理15～20 min能够明显降低损伤接种Penicillim

expansum的发病率和病斑面积，提高过氧化物酶活性，且随着超声波结合水杨酸处理时间的增

加抑制效果明显。在20"C贮藏条件下，超声波结合水杨酸处理对鸭梨硬度、可溶性固形物含量

和可滴定酸含量变化无明显影响。

超声波结合热50±2"C处理5 rain对鸭梨常见的两种采后病害Penicillim expansum和

Alternariaalternata有很好的控制效果，显著优于单独热处理效果，能够明显降低损伤接种发病

率和病斑面积，提高受侵染果肉组织中的过氧化物酶、多酚氧化酶活性，在处理后能够明显抑

制病原菌在侵染发生前病斑的形成和阻断侵染发生后的病斑的扩展，抑制病原菌生长、减低病

害的严重程度；并且可以明显降低采后鸭梨的自然发病率。

超声波结合50"C热水处理5 min没有引起果实表面伤害和果实不良反应。于室温下贮藏，

在不改变鸭梨正常后熟前提下，提高了同酸比改善了食用品质。
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Abstract

This paper explores the potentials of using ultrasonic
waves to preserve fruits after harvest·By

using Ya pear as the material，the effects of ultrasound treatment，ultrasound
combined with salicylic

acid treatment or ultrasound plus heat treatment on postharvest disease of
Ya pear had been researched．

Also we evaluated the effect ofthese treatments on the edible property of Ya pear．This is a pioneering

effort in using ultrasound and ultrasound combined with other preservation
methods to treat fruits

after harvest．

It showed that there wasn’t any difference between the Ya pear treated by ultrasound at frequency

40．60KHz and control fruit in fruit hnnnass．in soluble solid content and in titratjble acldity during

storage at room temperature．There Was no difference of lesion diameter size in ultrasound treated

fruit and in control fruit．

Treatment with ultrasound combined with 1 mM and 5 mM salicylic acid for 15 to 20 minutes

respectively could distinctly reduce incidence ofthe disease penicillim expansum
and the lesion area

by inoculation and increased the activity of peroxidase．And the effect of inhibition increased with

increasing the time of treatment with ultrasound in combination with salicylic acid，No significant

difference appears between the Ya pear treated by ultrasound combined with salicylic acid and the

control one in fruit firmness and in the content of soluble solids and titratable acid during storage at

room temperature．

Ultrasound combined with heat at 50±2℃for 5 mins had good effects on inhibiting the

development ofthe disease caused by Penicillim expansum or Alternaria alternate．It was far more

effective than heat treatment alone．The 1esion incidence and 1esion diameter could be decreased

significantly and POD or PPo activity was enhanced by ultrasound combined with heat treatment．It

Was able to control the pathogen and prevent the formation of lesions before infection has occurred and

stop the spread oflesions after infection has occurred．

Ultrasound combined with 50"C hot water treatment neither caused surface damage to fruits nor

impaired quality parameters offruit．It increased the ratio between soluble solids and titratable acid and

the edibility ofthe fruit by storing under room temperature without changing the normal ripening ofthe

fruit．
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中国农业大学硕士学位论文 第一章引言

1．1研究目的、意义和内容

第一章 引言

鸭梨是我国的传统名牌品种，是我国主要的出口水果种类之一。果实外观美，肉质细，丰

产，耐贮性好，深受人们的喜爱。

鸭梨采后贮藏过程中容易遭受青霉菌(Penicullium expansum)、链格孢(Alternariaalternala)

等病原微生物的侵染，通常采后鸭梨贮藏前使用一些化学药剂，如扑海因、施保克等杀菌剂进

行处理来控制采后微生物引起的腐烂。目前世界上对用于控制果蔬采后腐烂的化学杀菌剂的使

用仍然较为广泛，然而，长期的使用化学药剂导致病菌产生的抗药性降低了化学药剂的防病效

果，同时生产上频繁和高浓度的使用化学药荆造成农药在栗蔬上的残毒量增加而威胁着人类的

健康、对环境造成不可预计的后果，使得人们越来越不提倡在采后新鲜的产品贮藏保鲜过程中

使片j化学合成杀菌剂，因此，利用非传统方法来来控制果蔬采后腐烂逐渐成为研究的重点。

目前国内外研究工作的重点都集中在通过物理的、化学的、生物诱导的方法来增强果蔬自

身对病原菌侵染的抵抗能力11’2。l。水杨酸(SalicylicAcid)，简称sA，化学名称邻羟基苯甲酸，

是一种植物体内天然产生的简单酚类化合物。SA，“泛存在于高等植物中，被看作一种新的植

物内源激素，在果实上施用SA可以起到诱导果实自身产生对抗病原微生物侵染的抗病性，降

低腐烂发生率，对果实具有一定的保鲜作用口一I。

采后热处理方法(包括热水处理和热愈伤)被认为是控制采后腐烂的最有前景的方法之一，

目前被广泛地实验，并被视为是一种控制果蔬采后病害的有效方法，热处理能够对细菌和某些

病原菌孢子起到杀灭作用，同时它也通过对病原菌的直接抑制作用和通过刺激寄主某些防御反

应起作用n

近年来，人们发现食品工业中超声波在食品加工和产品评价中有着广泛的应用。从食品鉴

定检测、食品工艺过程的改善技术到逐步发展为食品保藏杀菌技术中的一种方式，超声波在食

品工业领域中有着更为日益广泛的应用范围。为了抑制微生物，很多研究不断地对超声波抑制

食品中微生物的效果以及对食品品质特性的影响进行评价，认为超声波的空化效应具有扰乱微

生物细胞的作用16l。低频率高能量超声波(20-100 KHz)在空化过程中压力迅速的交替产生的影响

能够打破微生物的结构并且引起细胞壁破裂I”。高强度、低频率超声波在物质中产生的强烈的

压力、切削力和瞬间高温，可以物理性地损坏细胞结构，当在足够高强度F可以引起细胞死亡

删。这意味着超声波可以作为一种抑制微生物的潜在有效的方法。

超声波的引入应用是对传统食品杀菌方式的大力支持，超声波与抗菌剂、与热结合处理则

显示了相当乐观的前景。超声波的结合使用使得对能量利用更加有效，当和传统热处理比较，

结合处理加强了对微生物的扰乱作用而使杀灭率更高。这个过程耗能强度很少，因此比传统热

处理过程投资更有效，对环境更温和【6I。超声波结合热处理可以降低加工温度和处理时间，显

著提高热处理效率，而使用传统的热处理方法要达到同样致死率所需条件更加强烈。处理温度

或处理时间的降低使得产品品质得到改进。
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本文的主要目的是以鸭梨为研究材料，探索超声波作为一种食品保藏的处理方式在采后的

应用，研究其单独处理以及和药剂、和热结合处理对鸭梨果实的采后病害的控制效果、可能的

原因分析以及对鸭梨果实特性的影响，为超声波及其结合处理技术在水果采后保鲜方面的应用

做开拓性探索研究。

1．2国内外研究现状

超声波作为一种物理能量形式的机械波广泛应用于医学、工业、化学和化1=领域。在医学

领域中，超声波被用作进行超声诊断和超声治疗；在工业中利用超声波进行流体流量的测量、

超声金属焊接、超声无损探伤、超声钻孔、超声乳化、超声清洗等等I，J；在化学工业中超声波

可用来加速化学反应速度，起催化刘作IEIj【1⋯。在农业中，超声波处理可以提高种子的发芽率，

出苗率、提高产量⋯I。

同其他领域一样，在食品上业中超声波应用的课题也已经得到了多年的研究和发展。目前，

在食品工业中，超声波主要用于食品分析及食品评价；并且越来越多地作为一种食品加工的技

术广泛应用于食品N-r生产领域；现在，超声波技术已开始逐步被发展作为一种新型的保藏技

术应用于食品保藏领域。

1．2．1超声波的应用特性

超声波本身是一类频率高于20KHz的弹性机械波，根据超声波的特性，超声波在食品工业

中的应用可以被分为截然不同的两类，依据是否属于低强度或是高强度的超声波。

低强度超声波其频率以MHz为单位，使用的能量水平很低(<1 W／cm2)，在传递过程中

不会引起介质的物理或化学性质改变。低强度的超声波常作为一种分析技术来提供食晶物理化

学特性的信息，如组成、结构、物理状态和流速等17】。铡如，利用超声波脉冲的衰减来监测含

脂乳的均匀度，利用超声波衰减检测乳化度，检测果汁的稳定性，分析结晶程度及评价水果的

成熟度和水果探伤；并且被成功地应用于测量管道厚度、巧克力薄厚、脂肪古量，作为肉中瘦

肉部分含量、罐藏液体和带壳鸡蛋组织的检测方法：食物中金属、玻璃、木渣等杂物的探测；

测量管道中液体流速；检测食物成分和测定分散体系中微粒大小分布的方法112’13’1“。

相反，能量强度高的高强度超声波，频率以KHz为单位，应用范围很广泛，能够改变被作

用物体的物理特性，或是可以促进某种化学反应。高强度超声波在实验室中被广泛使用，用于

产生乳化，干扰细胞和分散物料17I。随着不断研究又发展出了新的应用，包括改变和控制结晶

过程，抑制酶活，肉的嫩化，增强干燥过滤和促进氧化反应等I”I。近年来，这种功率超声波广

泛应用于食品加工和保藏中，日益得到食品技术专家的关注。

功率超声波在液体介质中传播时的显著特点是会产生空化现象110,16,17l。低频机械波由于机

械振动产生的正压力波会在液体介质中产生上百万计的微小气泡，在负压过程中小气泡会由于

拉伸而膨胀并且在卜一次压力波到来时迅速剧烈地爆裂，伴有大量能量的释放。这种能量的释

放会使周闱溶液形成微射流，能够对物体表面造成冲击和腐蚀flq。这种气泡破裂(空化)还伴

随有机械效应和热效应。

2
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根据空化泡的变化，空化现象又可分为瞬态空化(声强大于10 W／cm2时产生的生存周期较

短的空化泡)与稳态空化(声强小于10 W／cm2声强度较低时产生的空化泡，其大小在其平衡尺

寸附近震荡，生成周期达数个循环)Il”。瞬态空化是短暂而剧烈的，空化泡迅速涨人并破裂，

破裂时发出高压冲击波和高温。稳态空化是指空化泡的大小变化是有规律和缓和的。在较高声

强F较易导致空化泡的破裂，发生瞬态空化。然而两种空化现象在超声波处理时几乎同时存在。

空化泡破裂时发出的冲击波能引起空化泡周围物质的机械破坏作用，同时也引起周绕小泡的液

体物质的剧烈流动，即微声流现象的发生。低速微声流可使空化泡周围的物质混匀，然而高速

的微声流能对周围物质产生剪切作用，足以破坏大分子以至干细胞口““J。

1．2．2功率超声波的研究现状

由于功率超声波的声化学效应，使其在食品工业的不同应用领域中具有不同的作用效果，

起到不同作用。比如超声波可以激发细胞的活性、激发或是抑制酶的活性、具有抑制和杀灭微

生物的作用、能够起到辅助提取、结晶、冷冻和过滤的作用等等，这些特性的运用在具体应用

中都有具体体现。

1．2．2．1功率超声波在生产加工中应用

功率超声波具有激发细胞的活性作用，因此很多研究利用功率超声波促进细胞的生长代谢、

提高产率。很多研究表明，超声波能够在不破坏细胞壁的情况下促进细胞生长。

低频率高能量的超声波能够对细胞产生刺激作用口2’“”。超声波通过改进细胞的质量传输

机制，加速细胞的新陈代谢过程提高细胞内相关酶的活性，从而促进细胞生欧和相应代谢产物

的积累。超声波能够提高营养介质中海藻细胞的生长速率，可使海藻蛋白的产量提高三倍I”1。

剧超声波辅助生产酸乳酪能够提高乳酸菌活性，改善产品的均匀性和质地，而且减少了原料奶

的使用量12‘“。

超声波作用能够显著影响鱼卵的孵化率，每天用频率为IMHz的超声波辐照鱼卵三次，每

次35分钟，会使泥鳅孵化时问从72小时减少到60小时。不仅如此，超声辐照还能提高鱼卵的

孵化率和孵出小鱼的成活率1“J。

此外，超声波还能够刺激种子萌发。在农业生产中，作物的产量主要取决丁植株品种的优

劣和种子的发芽率及生长率，因此超声波的应用为提高大规模农业作物和普通园艺植物的产量

提供了一种可能途径。多篇研究报告表明I“l，在播种以前对种子进行超声波处理能够有效地提

高农作物产量。通常种子是浸泡在水里的，以帮助结束其休眠状态。实验结果证明，采用这种

超声波处理方法确实缩短了大豆和大米的发芽时间。以强度为0．7 W／em2的超声波对浸在水中

的莲花种子进行10分钟处理，能将其发芽率提高30％。经过超声波处理的向日葵种子在土壤

中的发芽率提高了3倍，使番茄的成熟时问缩短了10天。用20 KJ-lz，0．5 w，cm2的超声波处理

白术块根的出苗率随超声波处理时间的延长而增加。

由上看出，这项技术的前景广泛，超声波除了可以增加发芽率，刺激生长，缩短成熟时间

等，也是对化学处理技术的一大挑战，它可以引领无害的有机农业发展。
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1．2．2．2抑制和杀灭微生物的研究

长期以来，超声清洗和杀灭微生物一直作为Iqk中的有效方法为人熟知。由于低频率高能

量的超声波在液体介质中会产生空化效应，对于不规则表面的清洗和杀菌是非常有效的。空化

效应在物体表面产生的射流能够清除表面污物和细菌，而且可以达到传统清洗杀菌所不能及的

表面缝隙中。在食品消毒杀菌过程中，超声波和杀菌剂结合使用能够高效的清除和杀灭食品表

面的细菌。超声表面清洁的一项最新应用实例是利用超声波配合杀菌剂清洁待孵化的蛋，与目

前所使用的喷药或气熏方法相比，超声辅助清洁的效果更好口”。超声波与氯水结合处理使得新

鲜水果蔬菜表面的细菌数量明显降低，空化作用也使得细菌对杀菌剂更为敏感例。

传统的热杀菌和消毒是目前食品生产中最常用的抑制微生物的方法；但是消费者需要一种

能够对营养成分和整体食物品质影响最小的新型杀菌方法。超声波处理是替代技术中的一种，

既能够抑制微生物活性又可以显著降低或消除热的参与㈨，在食品工业中表现出了应用前景。

高能超声波的杀菌作用是通过破坏细胞结构米杀死活细胞，但是，如果单独利用超声波作用

达到完全杀菌效果所需的能量是极高的，并且是一项非常有难度的丁作。除了上面提到的与杀菌

荆配合使用外，研究热点更集中在超声波与酸、氯、过氧化氢结合使用[301；超声波结合热杀菌、

结合压力杀菌和结合热和压力的物理方式抑制食品中微生物方面。利用超声波协同作用能够提高

杀菌效果，并且极大程度提高能量利用效率。超声和热的协同作用杀菌的机理的报道是由Ordonez

等在1984年首次报道的，当时所采用20KHz，160W的超声波结合5～62"C的温度条件进行杀灭葡

萄球菌实验，发现热声配合使用无论从处理时间还是能量消耗方面都比分别单独使用两个杀菌条

件更为有效ⅢI。

国外超声波及其结合技术用于抑制食品中病原物的报道、讨论有很多。Wrigley＆Llorca(1992)

研究了超声波及结合热处理处理对肉汤、脱脂乳、液体鸡蛋中的sz泐砌删Ⅲ的杀灭效果吲。
Munkacsi&Elhami(1976)研究了超声波处理及超声波结合uv处理对牛奶中大肠杆菌的杀灭效果

[331．Manas等(2000a)研究了超声波及结合技术对鸡蛋中沙门氏菌的抑制作用1341。有很多关于结

合超声波使用杀灭食品中及表面的细菌13“”、产芽孢苗l““I、真菌1451的研究报道。

1．2．2．3影响酶活性方面的研究

超声波不仅能激发酶的活性，而且也能够抑制酶的活性。实验发现，以酪蛋白为底物，在

20 KHz超声波的作用下，在凝胶支持物中的n．靡蛋白酶活性提高了2倍。这种活性增强的原

网是由于超声波空化效应使得凝胶表面的底物向凝胶内渗透增加造成的ⅢI。超声波(20 KHz、

10 w)可以使得脆壁克鲁维氏酵母菊糖酶产量提高l倍以上口q：1982年yoshio等用频率20

KHZ，声功率15 W，时间lSh提取细胞内的葡萄糖氧化酶，提高了酶产率，且未失活。并得出

以温和的超声波条件应用于胞内酶的连续生产|47I。利用超声波处理d．淀粉酶和糖化酶对淀粉和

糖原水解活性的变化的影响发现酶催化反应速率和转化酶对蔗糖的水解活性显著升高‘“I。国外

这方面研究开展的较早也相对较多。

Wiltshire将过氧化物酶(大多数果蔬中主要的氧化酶，与果蔬变味和褐变密切相关)

sigma-P8000溶解于0．1 M、20℃、pH 7．0的磷酸钾缓冲溶液中，加以20 KHz的超声波3 h，
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酶的活性F降了90％¨1I。近来，LDe Gennaro等人研究了热声共同抑制过氧化物酶活性的效果，

实验表明，热声作用的效率比常用的加热方法高IoI。

1．2．2．4超声辅助提取

在传统工艺中，用溶荆浸提植物原料需要选择适当的溶剂，还需进行加热或搅动。能量超

声波由于|空化效应产生的微射流和传质作用，能够增大溶剂向原料细胞的渗透量并强化传质，

因此它可以明显地加速植物体和种子中有机成分的提取过程俐。此外，由于细胞的破坏也使得

胞内物释放。

超声辅助提取法还可用于提取中草药中的药物成分。而且超声提取法最大的优点是效率较

常规方法高，能够在更低的温度F，更短的时间内获得更纯的产品。例如：用超声提取大黄中

大黄葸醌10 min比用煎煮法提取3 h的提取率还高15“。从中药槐米中提取芦丁，用超声提取lo

min比热碱提取50 min的提出率高，而且没有改变槐米中芦丁的化学成分I”I。

此外，用超声技术还可以提高小牛胃中凝乳酶的提取率，且活性高I”I。在豆奶的工业化生

产中，采用能量超声波处理大豆浆体可以有效地提高其蛋白质及固形物的萃取率，从而提高豆

奶的消化吸收率岬l。速溶茶生产前利用超声波提取茶内固体成分可使提纯率提高20 o／olS2l。

1．2．2．5超声波促进渗透作用的应用

超声波的空化作用及其伴随效应可以起到促进溶液渗透作用。在花卉培养方面，利用超声

波及保鲜液处理可以明显增加切花菊、香石竹和切花月季切花花枝鲜重，推迟鲜重始降天数，

增大最大花径，延长瓶插寿命一】；保鲜液超声波处理能保持扶郎切花的鲜重、使其花梗伸跃，

瓶插期生命力旺盛，瓶插寿命延长口”。在果脯加T中，与常规渗糖方法相比，超声波可以显著

提高果蔬组织的渗糖速率，同时可以明显降低糖煮对果蔬组织细胞结构的破坏作用I“I。超声波

应用丁咸蛋的腌制过程中能够降低蛋清粘度，明显促进氯化钠的渗透与扩散，缩短了腌制时间

1571。

超声波还能增加一些大分子、多肽类如胰岛素等的约物透皮吸收强度，起着药物促溶、促

渗的作用例。

1．2．2．6其他方面应用113““’蚓

在肉制食品加工中，超声波可以用于破坏肉的肌原纤维，破坏后的肌原纤维会分泌粘液，

增加肉的粘度，起到嫩化肉质作用，较之传统的滚揉工艺对肉处理效果更好。室温F对牛腰肉

超声处理(40KHz，2W／cm2)2h肉中结缔组织明显减少。Reynolds等(1983)用超声波处理

火腿肠时发现经超声波处理的样品在所有品质方面是最好的。

在辅助结晶方面，超声波能够改善溶液的结晶过程，控制结晶过程，形成晶体的大小由超

声频率与强度所控制；超声波还可以加速酒类的催陈过程，使得酒味醇厚：影响冻结过程的冰

核形成，在食品解冻过程中用超声波加热食品可以有效地缩短解冻时间，起到良好解冻效果；

5
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由于空化效应，气泡破裂产生的冲击波可以起到搅拌混匀作用用于乳化加工过程中，如用于番

茄酱、蛋黄酱、果酱、人造奶油、婴儿食品、巧克力、色拉油、油糖水及其它类混合食品；另

外，超声辅助过滤技术已被应用于果汁加工业，有利于浆液细化，使得浆液的出汁率提高。

另外，超声波也越来越多地被用于基因工程中，用于诱导基因转移，将外源基因导入植物、

动物细胞和组织⋯J。

由此看出，超声波在加工过程中的应用带来了方法学上的创新，对传统的技术形成了有益

的补充。超声波在杀菌、提取、结晶、冷冻和过滤等IT艺方面尤其有用。采用这些技术可以缩

短加工时间，提高加工效率。目前的超声波应用又分出了一些新的领域，包括刺激活细胞和酶，

改进肉类加工和谷物处理方法等。但是有些技术目前还限于实验室内，应用于工业生产时会遇

到一些实际困难，如大规模处理时难以找到适合的超声源。

总的说来，超声波在食品领域的应用国内相关报道多集中丁=论述其生物效应，应用于生物

工程，成分提取方面。国外研究的报道多集中在超声波作为食品检测的技术应用以及在功率超

声波在食品加工中的应用，目前的热点趋向于研究超声波或其与其他技术结合处理作为食品保

藏的一种手段抑制食品中的微生物以保障食用安全性。鉴于如上述超声波所能产生的声效应及

其协同效应，为其在采后水果保鲜方面应用提供了可能性。尤其在协同化学药剂渗透，以及配

合热处理来更为有效地控制采后病害方面都有值得研究之处。
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第二章超声波结合水杨酸处理对鸭梨采后贮藏病害以及品质

的影响

鸭梨采后贮藏过程中容易遭受P expansum，A．alternata等病原微生物的侵染，通常采后鸭梨

贮藏前使用一些化学药剂，如扑海因、施保克等杀菌剂进行处理来控制采后微生物引起的腐烂。

然而，长期的使用化学药剂导致病菌产生的抗药性降低了化学药剂的防病被果，同时生产上频繁和

高浓度的使用化学药剂造成农药在果蔬上的残毒量增加而威胁着人类的健康，化学药剂对人体的

毒害已越来越受到社会的关注，迫使人们去寻求更安全有效的采后防病新术。水杨酸(Salicylic

Acid)，简称SA，化学名称邻羟基苯甲酸，是一种植物体内天然产生的简单酚类化合物广泛存在

于高等植物中，被看作一种新的植物内源激素，在果实上施用SA可以起到诱导果实自身产生对抗

病原微生物侵染的抗病性，降低腐烂发生率，对果实具有一定的保鲜作用。

由于不同果实的特性不同，SA产生的作用效果不同，本章研究了超声技术结合水杨酸处理对

鸭梨采后病害控制作用以及对常温贮藏下品质的影响。

2．1超声波结合水杨酸处理对鸭梨抗病性作用的影响

2．1．1超声波结合水杨酸对病害控制的影响

2．1．1．1材料与方法

2．1．1．1．1材料

超声波发生器：超声波清洗器SK8200H型(上海科导超声仪器有限公司)，工作频率59

KHz，消耗功率500 W，槽内尺寸50X30×15em，外形尺寸51×32×31cm，容量22．5 L。

鸭梨(Ya-pea()2003年11月购于北京郊区果园，选择色泽，大小均匀一致，无机械损伤

和病虫害果实备用。

Penicillium expansum分离、纯化自腐烂果病健交界处，经鉴定和回接实验后，重新从发病

的梨果病健交界处再次分离纯化只expansum，挑取单菌落将菌种扩大培养(培养温度为27℃，

纯化好的菌种干斜面PDA上4℃保存待用)。

2．1．1．1，2方法

(1)水杨酸、超声波处理方法

将鸭梨分别进行4组处理。①对照：置丁清水中浸泡；②超声波处理(US)：将鸭梨浸于

清水中进行超声波处理。③水杨酸(sA)处理：浸泡在水杨酸溶液中。④水杨酸结合超声波处

理(uS+sA)：浸泡在水杨酸溶液中同时进行超声波处理。处理完毕自然晾干，20℃放置。

(2)损伤接种

将上述处理的鸭梨于48 h后进行病原苗接种。
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接种前，取在27℃条件下培养14天的PDA平板P expansum菌种，用无菌水配成104个

孢子ImL的孢子悬浮液(血球计数板计数)。

接种时，各处理鸭梨先用70％酒精进行表面擦拭消毒后，用灭菌钉(直径3 mm)环赤道

线刺孔4个(深4 mm，直径3 film)，待刺孔略干后，用微量移液器向每孔注入10止孢子悬

浮液。待孔中液体略干后装入塑料网筐，在20℃下放置(外罩塑料袋保湿)。定期观测发病率

及记录病斑面积变化。每处理18个果实、重复三次，共进行三批处理。

(3)测定方法

病斑直径测量：十字交叉法测最病斑直径

发病：接种点外围可见的腐烂组织宽度≥1 mm，即按发病统计。

接种发病率(％)=(果实发病总孔数，果实接种总孔数)X 100％

果实病斑面积(mm2)=n×(d／2)2

(d)数据处理

用EXCEL软件分析所有数据，计算标准误并制图，SPSS软件采用Duncan多重比较法进

行差异性分析。

2．1．1．2结果与分析

2．1．1．2 1超声波结合水杨酸处理对损伤接种果实病斑面积和发病率的影响

表2-1水杨酸不同浓度结合超声波处理对损伤接种果实病斑面积的影响

Table 2-1 Changes oflesion area in pear fruits inoculated with P expansum by SA combined with US treatment

处理

对照

US

1mM SA

111M SA+US

18．4d

15 le

13．1ab

85．3d

76．8e

67．3ab

144．6e

128 9b

114．8a

5mM SA 13 6b 69．4b 117，6a

5mM SA+US 12 2a 63．7a 1104a

处理时间均为20 min

鸭梨损伤接种P expansum后，果实病斑面积不断扩人。与对照相比，在统计的整个发病过

程中，经过SA处理明显降低了果实损伤接种病斑面积。SA以及SA+US处理对抑制病斑扩展

的效果均随着处理浓度升高抑制效果更为明显。如表2-1，接种后第3天时，5 mM SA处理果

实病斑面积低于1 mM SA处理果实10％(P=0．05)，并在整个发病过程中基本保持了差异性。

SA+US的结合处理不同程度上都比SA单独处理效果好。如，接种后第3天时，1 mM sA+us

8
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处理果实病斑面积比1 mM sA处理果实低13．2％(P=O．05)；5 mM SA+US处理果实病斑面积

低于5mM SA处理果实病斑面积10％(P卸．05)，接种后的前5天里基本保持了这种差异性。

此外，由表2．1可以看出：1mM SA+US效果显著好于lmM SA处理，且效果与5mM SA

处理的效果水平相当。5 mM SA+US是处理中对病斑面积控制效果最好的。

表2-2水杨酸不同浓度结台超声波处理对果实接种发病率的影响

Table2-2Effects ofSAcombinedwithUStreatmentsondiseaseincidenceofpearfruitsinoculatedwithP expansum

处理时间均为20 rain

实验结果表明，在发病初期，经过SA处理后的果实发病率均显著低于对照果实，并且以

SA+US处理效果最好。如表2-2所示，接种后第3天，5 mM SA+US处理果实的发病率比5 mM

SA处理果实发病率低8．7％，比对照果实低20％。随着发病进程，处理间差异消失，接种后第

7天发病率均为100％。

2．1．1，2．2超声波结合水杨酸不同处理时间对损伤接种果实病斑面积的影响

随着处理时间的延长，水杨酸处理以及水杨酸结台超声波处理的鸭梨病斑面积均有减小。

由图2-1A可看出，接种后第5天，SA+US处理25min的病斑面积比SA+US处理15min的病

斑面积减小4‰比SA+US处理5rain减小15‰比对照减小32．4％(P=O．05)，SA处理25rain

的病斑面积比sA处理15min减小20％，比sA处理5rain减小25％，比对照减小30％rP=0．05)。

在发病过程中，SA+US处理果实病斑面积都明显小于单独sA浸泡处理果实。接种第5天

时，SA+US处理15 min比SA处理15 min处理病斑面积减小了19％(P=-0．05)，接种后第8

天这种差异仍然保持。

此外，在病斑面积基本相似，能达到相似抗病效果条件下，SA+US处理15 rain比sA处理

25 rain所用时间缩短了40％。随着果实发病进程的延长，SA+US和sA处理的果实病斑面积

差异逐渐缩小，不同时间处理间的差异缩小，但均好于对照。

9
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B

5 15 25

处理时间Treatment time(rain)

图2-1水杨酸结合超声波不同处理时间在损伤接种Penicilllm expansum后第五天(A)和接种后第八

天(B)对果实病斑面积的影响(水杨酸浓度lmM)

Figure2—1 Effects ofdifierenttrealmenttimeofSA combinedwithUS onlesion area ofinocll】medwith

spores ofPenicillium expansum in Ya pear at 5 days inoculation(A)and 8 days inoculation(B)respectively

图中竖线代表标准误．Bar indicated standard ell'Or

2．1．2超声波结合水杨酸处理对过氧化物酶活性的影响

2．1，2，1材料与方法

2．1．2．1．1材料

鸭梨的选择及户expansum的分离、纯化和保存均同2．1．1．1，1

2．】．2．1．2方法

(1)水杨酸结合超声波处理方法：将鸭梨浸入1 mM的水杨酸溶液中同时进行超声波处理15

rnin，控制果实放入数量避免重叠；1 mM的水杨酸溶液浸泡处理15 min：超声波单独处理15 min

及对烈。不同处理完毕后自然晾干20℃下放置48 h。

(2)损伤接种：

同2．11．1．2中(2)方法

(3)取样方法：

果实接种后，根据发病情况取样，取病健交界处果肉组织(宽深均为1-2 cn]左右)，剔除

腐烂组织。每处理每次取36个发病点病健交界处果肉。取样组织经液氮冷冻后再破碎混合，．20
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℃下保存待用。

(4)POD酶的提取及活性测定

过氧化物酶(POD)活性测定

称取5．09果实样品，加入2ml】00mM、pH 5．5的醋酸缓冲液(含8％(w／v)PVPP，1mM

聚乙二醇6000，1 mM苯甲基磺酰氟(PMSF)和o．01％(v／v)Triton X一100)在冰浴条件下充分

研磨匀浆，然后于4"C、12，000×g离心30 min，收集上清液用于POD活性测定。

参考Lurie等(1997)方法口”测定POD活性并改进。反应体系由2．5 m1 25 mM愈创木酚溶

液(用50mM、pH 5．5的醋酸缓冲液溶解)、0．2ml 250mMH202溶液和0．5ml酶液组成。从加

酶液后1 rain开始记录每分钟反应体系在470 nnl的吸光度值，连续测定4 rain。酶活性表示为

AOD470"rain-I．g。1冻样。重复3次。

2．1．2,2结果与分析

图2-2所示，接种后第3天，经SA+US处理的果实POD活性明显增加，比对照果实的POD

活性提高了34％(P=o．05)，比sA处理后的POD活性提高了29％；在发病第6天，可以看出，

4个处理的POD活性均有增加，SA+US处理果实的POD活性仍明显高于其他处理。发病过程

中，对照和US处理果实的POD活性变化相当，并无明显差异。

3 6

接种后天数Days after inoculation

图2-2超声波结台水杨酸处理对损伤接种后鸭梨果实过氧化物酶活性变化的影响

(处理时间均15min)

Figure2-2EffectsofSAcombined"ⅣithUStreatmentfor|5rainsonperoxidase Crop)activity

Of Ya pear inoculated with P expansum．

2．1．3讨论

研究结果表明，单独的功率超声波处理不能降低鸭梨损伤接种P expansum黼、病斑面积
和影响POD活性明显变化，并未引起鸭梨果实本身的抗病性变化。这与超声波在酶工程、细胞工

程、发酵丁程等生物技术方面应用产生的效果有所不同，在这种频率强度及处理条件下，超声波

产生的空化作用没能刺激起具有一定体积的果实产生生物学反应，可能由于鸭梨果实的表皮覆盖
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有较厚的角质层和蜡质、果实的体积比较大，超声波产生的空化泡和微射流不能直接作用于果肉

细胞上而未能使果实产生对外界机械冲击振动信号的反应。这也与UV-C照射引起的生物学作用

原理不同。

但是功率超声波结合水杨酸处理能够明显提高鸭梨抗病性，减小了损伤接种P expansum病斑

的面积、降低了发病率，明显提高了抗病相关防御酶POD的活性。水杨酸是一种植物体内产生的

简单酚类化台物，被看作一种新的植物内源激素，对植物和果实施用外源水杨酸时会诱导其自身

产生抵御微生物侵染的抗病性。采后水杨酸处理可以增强鸭梨’“、番茄‘叫、桃’6”、苹果梨‘。、

樱桃“1的抗病’性，减少腐烂发生。本试验研究发现，对鸭梨果实施用水杨酸浸泡处理能够在一定

程度上降低发病果实的病斑面积和发病率，随着水杨酸使用浓度的增加和处理时间的延长对病斑

面积扩展和发病率的控制效果越好，可见这与水杨酸是否能够有效地渗透入鸭梨果实内部发挥作

用密切相关。当水杨酸结合超声波处理时，超声波在液体介质中产生空化作用使气泡产生瞬间破

裂，在鸭梨表面形成微射流，从而使水杨酸溶液更有效地进入蜡质裂缝和皮孔与果肉细胞接触，

从而产生了较好的抗病效果、提高了水杨酸的处理效率。同样，随着处理浓度和处理时间的增加

效果越好。Seymour(2002)研究发现在含氯的水中加入超声波处理能够更为有效地杀灭水果上

微生物12”。郭维明(2003)实验表明，超声波与保鲜剂结合处理切花月季“萨曼莎”能够比单独

保鲜剂处理更好地延长切花的瓶插寿命阳J。

综上，超声波处理能够明显地促进水杨酸作用的效果，增强果实抵抗微生物侵染的能力。而

单独功率超声波并未对鸭梨抗病性提高起到作用。

2．2超声波结合水杨酸处理对采后鸭梨品质的影响

2．2．1材料与方法

鸭梨(Ya-pear)2003年10月采自北京郊区果园，短期放置后，挑选大小均匀，成熟度一

致无机械损伤和病虫害果实备用。

2．2．1．2方法

2．2．1．2．1处理方法：I司2．1．I．1．2(1)方法

2．2．1．2．2测定方法

果实硬度：果实硬度用HG．12型果实硬度计测定(测头直径8 mm)

可溶性固形物含量：果实可溶性固形物含量用WYT-I型手持糖量计测定。

可滴定酸含量：酸碱滴定法。参考韩雅珊(1992)方法I叫并改进。准确称取混合均匀磨碎

的样品5．0 g，经低温下研磨匀浆后离心(10，000xg，10 min)，取3 mL上清液，再加入2 mL

蒸馏水和1滴1％酚酞溶液，用0．01M NaOH滴定。果实可滴定酸含量以苹果酸(折算系数为

0．067)进行计算。每处理每次测定10个果实，重复3次。计算方法：

12
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可滴定酸(％)=(提取液总体积×NaOH消耗体积xNaoH浓度×0．067×100)／(样品重

量×样品滴定体积)

2．2．2结果与分析

超声波结合水杨酸处理对鸭梨品质的影响

鸭梨采收后硬度、可溶性固形物含量以及可滴定酸含量均呈逐渐下降趋势。由图2-3可以

看出，在整个45天的室温贮藏过程中，US处理和SA+US处理果实的硬度，可溶性固形物含

量和可滴定酸含量分别与对照果实无明显差异。
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图2-3水杨酸结合超声波处理对鸭梨20"(3贮藏过程中硬度(A)、可溶性固彤物(B)、可滴定

酸含量(c)的影响(处理时间均15min)

Figure 2-3 Effects ofSAcombined with US nemment for 15mlns on the firmness(A)、total soluble

solid(B)、titratable acidity(C)of Ya pear during storage at 20"C

图中竖线代表标准误Bar indicated standard eⅡDf
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2_2．3讨论

实验表明，单独的功率超卢波处理没有引起鸭梨果实硬度、可溶性固形物含量和可滴定酸

含量的变化，对果实基本品质没有造成影响。Seymour(2002)的研究中表明，超声波水浴清

洗器的超声波能量密度不会对黄瓜、胡萝p、草莓、卷心菜等果蔬造成品质影响口w。这种容积

和能量密度的超声波容器中产生的空化效应不会引起具有一定体积的鸭梨品质特性的改变。

水杨酸能够起到一定的保鲜作用，但对不同产品的作用不同16”。SA可以延缓13℃下芒果和

20℃下绿熟番茄前1ld的转色mJ，这些结果说明SA对延缓果实后熟有一定的作用。但是超声波

结合水杨酸处理在常温存放条件下并未引起鸭梨硬度、可溶性固形物和可滴定酸含量的明显变

化。类似报道见于水杨酸处理对“国光”苹果167J、大久保桃删的研究中，发现对贮藏过程中硬度、

可溶性固形物和可滴定酸含量无明显影响，对品质无明显改变。这可能由于不同果肉组织pH值不

同造成对SA的反应不同造成的。
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第三章超声波结合热处理对鸭梨病害和贮藏品质影响的研究

采后腐烂是限制很多新鲜果蔬产品贮存寿命的主要因素。所有新鲜的水果蔬菜不论是销往

国内还是出口都应当保证在包装前不受污物、灰尘、病原菌和化学药剂的污染。随着贮藏期的

延长由于果蔬自身生理特性的改变使得病原微生物得以繁殖，使得果蔬对采后病害的敏感性增

加t+l。目前世界上对用于控制果蔬采后腐烂的化学杀菌剂的使用仍然较为广泛，杀菌剂残留对

人体健康构成的巨大威胁、对环境造成不可预计的后果，使得人们越来越不提倡在采后新鲜的

产品上使用化学合成杀菌剂16f，因此，利用非传统方法来控制农产品采后的腐烂成为人们研究

的兴趣点。为了降低采后农用化学品，如杀真菌剂、除虫剂、抗氧化剂的使用，目前国内外研

究丁作的重点都集中在通过物理的、化学的、生物诱导的方法来增强果蔬自身对病原菌侵染的

抵抗能力。而采后热处理方法则成为控制采后腐烂的最有前景的方法之--15I。除了物理处理方

法之外，采后热处理(包括热水处理和热愈伤)目前被广泛地实验，并被视为是一种对采后病

害控制的有效方法，它通过对病原菌的直接抑制作用和通过刺激寄主某些防御反应起作用15l。

热处理能够对细菌和某些孢子起到杀灭作t}；fj，但是抑制效果取决于处理的时间和温度闱。

近年来超声波技术在食品1=业中得以广泛应用，超声波处理在抑制微生物数量方面有着潜

在的应用价值，在一些食品加工过程中已被用作杀灭和抑制微生物生长的处理手段。超声波结

合热处理技术被视为是对传统热处理的强有力支持，它依靠着低频率超声波的空化作用、空化

作用对微生物的破坏作用和热对微生物抑制的协同作用能极为高效地起到控制微生物引起的食

品败坏作用。一些研究也已经成功地报道了热和超声波结合处理具有降低不同食品中的微生物

数量的作用p’驯。 ．

本章以危害鸭梨贮藏安全性、导致腐烂的两种常见真菌病原微生物为例，探讨了鸭梨采后

利用超声波与热结合处理控制贮藏期中病害发生的效果、可行性、原因以及对鸭梨品质生理方

面所带来的影响。

3．1不同超声波结合热处理条件对鸭梨采后病害控制的影响

3．1．1不同超声波热处理条件对病害控制的影响

3．1．1．1材料和方法

3．1．1．1．1材料

鸭梨(妇·pear)2004年9月起购于北京郊区果鼠，选择色泽，大小均匀～致，无机械损伤

和病虫害果实备用。

Penicillium expansum和Alternaria alternata两种病原菌分别分离、纯化自青霉和黑斑病腐

烂果病健交界处，经鉴定和回接实验后，重新从发病的梨果病健交界处再次分离纯化Pe"icillium

expansum和Alternariaalternata，挑取单菌落将菌种扩人培养(培养温度为27℃，纯化好的菌
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种于斜面PDA上4℃保存待用。

3．1．1．1．2方法

(1)损伤接种

接种前，取在27"C条件下培养14天的PDA平扳Penicillium expansum和Alternariaalternata

菌种，两种病原菌分别用无菌水配成1 04个孢子／m1的Penicillim expansum孢子悬浮液和

Alternaria alternata孢子悬浮液(血球计数板计数)。

鸭梨分为两批，分别进行两种病原菌接种实验。接种时，将鸭梨先用70％酒精进行表面擦

拭消毒后，用灭菌钉(直径3ram)环赤道线刺孔4个(深4iFlm，直径3ram)，待刺孔略千后，

_}{j微量移液器向每孔注入10|‘L孢子悬浮液。待孔中液体略于后装入塑料网筐，在25℃下放

置12 h(外罩塑料袋保湿)后准备进行处理。

(2)热及超声波结合热进行处理

将接种后的鸭梨分组进行处理。①对照：不做任何处理；②超声波处理(US)：将鸭梨浸

于清水中进行超声波处理。③热处理：浸泡在设定温度和时间的热水中。④超声波结合热处理

(hem+us)：浸泡在热水中同时进行超声波处理。控制果实放入个数避免重叠(每次放入8

个)。处理完毕自然晾干，25℃放置。每处理16个果实、重复两次，共进行两批实验。

(3)测定方法

病斑直径测量：十字交叉法测量病斑直径；果实病斑面积(mm2)=Ⅱ×(d／2)2

发病：接种点外围可见的腐烂组织宽度≥l mm，即按发病统计。接种发病率(％)=(果实

发病总孔数，果实接种总孔数)x 100％

自然发病果：在贮藏过程中，单个果实出现病斑点的累积直径大于10 mm以上，即统计为

发病果。自然发病率(％)=(自然发病果实总个数／果实个数总和)×100％

(d)数据处理

用EXCEL软件分析所有数据，计算标准误并制图，SPSS软件用Duncan多重比较法法进

行差异性分析。

3．1．1．2结果与分析

3．1．1．2．1超声波单独处理不同时间对鸭梨损伤接种后病斑面积和发病率的影响

氍
瞎
碳
馔

5 10

处理后天数Days after ta'eatmcut

图3-I超声波不同处理时间对鸭梨损伤接种』．alternata后病斑面积的影响

Figure 3-1 The effects 01"1 lesion area ofdifferent treatment time ofultrasound after inoculation of Ya pear fruit

with．4 alternata．Fruitswere evaluatedforlesiondiameterafter 5 andl0 days at 20X2．

图中竖线代表标准误．Bar indicated standard饥Dr
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单独超声波处理并未降低发病果实的病斑面积，并且随着超声波单独处理时间的增加病斑

面积并无明显改变。如图3-1，超声波处理10min和超声波处理30min在果实发病过程中病斑

面积变化并无明显差别，与清水浸泡20 min处理果实和对照组果实病斑面积变化均无明显差异

(P=0 05)。

表3一l不同超声波处理时间对鸭梨损伤接种A alternata果实发病率影响

Table 3-1 Efiects ofdifferent ultrasound treatment time on fruit incidence ofinoculation with A alternata

处 理 接种后发病率(％)

接种后第5天 接种后第10天

未做任何处理

超声波lOmin

超声波30min

100

100

98

100

100

100

由表3．1，损伤接种的鸭梨果实经超声波单独处理后并未引起发病率变化；接种后发病率

也未随超声波处理时间的增加而降低。

3．1．1．2．2超声波结合热不同处理时间对鸭梨损伤接种后病斑面积和发病率的影响

3．1．1．2．2．1 US+50。C不同处理时间对鸭梨损伤接种病斑面积和发病率的影响

娶
旧
磺
殴

{j{卜
惧
趟
毒
鲻

C

霪
鬻 _ 《《 广]
3 5 3 5

处理时间Treamacnt time(min)

图3-2超声波结台热处理不同处理时问对鸭梨损伤接种一．alternata后病斑面积和发病率的影响

Figure 3-2 The effects on lesion area or lesion incidence ofdifferentⅡeatmem time ofheat combined with

ultrasound(50"CUS)or heat(50"C)atter inoculation of括pear fruit withA．alternata．Fruits were evaluated for

lesion area after 5(a)and 10 days(B)．Lesion incidence was determined after 5(C)and lO days(D)at 20"C．

图中竖线代表标准误．Barindicated standard error
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鸭梨损伤接种A alternata后，果实病斑面积不断扩大，随超声波结合50℃热处理时间的

增加，病斑面积减小，病斑扩展受到抑制。如图3-2A接种扁第5天时，超声波结合热处理5 min

的果实无发病情况，而超声波结合热处理3 min果实病斑面积达到17．1 IIllIl2，但比对照低79％；

图3．2B接种后第10天，声热结合处理5 min比声热结合3 min处理果实的病斑面积小99％，

而声热结合3 min处理果实病斑面积与对照己无明显差别。

随处理时间的延睦，果实损伤接种发病率明显降低。图3．2c，接种后第5天，超声波结合

热处理3 rain果实的发病率52％，比对照降低了48％，而超声波结合热处理5 min无发病果实。

图3—2D，接种后第10天，超声波结合热处理5 min果实发病率比对照低90％，比超声波结合

热处理3min低55％。

3．1．1．2．2．2 US+44。C不同处理时间对鸭梨损伤接种病斑面积和发病率的影响

娶
恒
碳
翼

姗
惧
捉
嚣
趟

i：

鋈强

簟 l
|ll

C

lll
8目l

B

鍪
囊：

鬻 ，薹一

御卧
5 15 5 15

处理时间Treatment time(mln)

图3-3超声波结台热处理不同处理时间对鸭梨损伤接种A．alternata后病斑面积和发病率的影响

Figure 3-3 The effects on lesion area of lesion incidence ofdifferent treatment time ofheat combined with

ultrasound(44。CUS)orheat(44"C)alierinoculationofYapearfruitwithA alternata．Fruitswere evaluatedfor

lesion areaafter 5(A)andl0 days(B)．LesionincidenceWesdetermined after 5(C)andlodays(D)at 20*(2．

图中竖线代表标准误．Barindicated standard crror

鸭梨损伤接种A alternata后，经过超声波结合44℃热处理病斑面积和发病率明显降低，

并随着处理时间的增加病斑面积减小，发病率降低。从图3-3A可见，接种后第5天果实已经

发病，超声波结合热处理5 min病斑面积比对照降低了40％，而超声波结合热处理15 min的果

实还未出现发病情况。图3-3B接种后第10天时，超声波结合热处理15 min果实病斑面积比超

声波结合热处理5 rain病斑面积低95％。
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Illllll

随处理时间的延长，果实损伤接种发病率明显降低。图3-3c，接种后第5天，超声波结合

热处理5 min果实发病率为80％，比对照低20％，而超声波结合热处理15 min无发病果实；

图3-3D，接砖后第10天，超声波结合热处理15 rain果实发病率为15％，比超声波结合热处理

5rain果实发病率低70％，比对照低85％。

3．3．1．1．2．1．1不同超声波热处理时间对鸭梨损伤接种后病斑面积和发病率的影响

表3-2不同超声波热处理时间对鸭梨损伤接种／3．expansum果实病斑面积和发病率的影响·

Table 3-2Effects ofdifiere,Ittreatmcattimeofheat combinedWi血ultrasoundOBlcsion areaorfruit砸cidence of

i翌!!幽!!i12 1i坐￡!翌坚竺!竺

处理 病斑面积(mra2) 发病率(％)

·接神后鞯14天翘0定值

鸭梨损伤接种P expansum后，经超声波结合热处理及单独热处理的病斑面积和发病率均有

降低，并且病斑面积和发病率随处理时间的延长而减小。由表3-2中所示，单独热处理20 min

后，P expansum在鸭梨上引起的病斑面积明显降低，比对照、单独热处理5 min、单独热处理

10 min后的病斑面积分别减小了83％、40％和17％(P=o．05)。超声波结合热处理10 min的病

斑面积比对照减小了87％，比超声波结合热处理5 min病斑面积减小了55％。

同样可以发现，超声波结合10 min热处理的鸭梨病斑面积比单独热处理20 rain的病斑面

积小22％，发病率略有减小但不显著。鸭梨果皮在单独热处理20 rain后有轻微褐变出现，而

超声波结台热处理10 rain后的鸭梨果皮未有肉眼可见的褐变出现。

3．1．1．2．3超声波结合不同热处理温度对病害的影响

3．1．1．2．3，1超声波结合不同热处理温度对鸭梨损伤接种P expansum后病斑面积和发病率的影响

鸭梨损伤接种P expansum并经过不同方式处理后发病率和病斑面积如图3-4所示。与对照

相比，热处理以及热结台超声波处理方式不同程度上均显著降低了损伤接种鸭梨果实的发病率

和病斑面积大小。图3．4A，第4天时，与对照果实发病率为100％相比，超声波结合50℃热

处理的果实发病率为0，超声波结合44℃热处理果实发病率仅为8％；第8天时发病率略有增

加，但仍保持低发病率，超声波结合50℃热处理的果实发病率比对照低98％；超声波结合44

℃热处理的果实发病率显著低丁．对照79％。

超声波结合热处理明显降低了发病果实的病斑面积。图3．4B，在接种后第8天，超声波结

合44。C热处理果实的病斑面积低于对照98％。而超声波结合50℃热处理果实基本没有发病。

超声波结合50℃热处理以及超声波结合44℃热处理分别比其相应温度单独热处理果实

的发病率低、病斑面积小(P≤0．05)并且极明显优于对照组。超声波结合50℃热处理对青霉

病控制效果好于超声波结台44℃热处理。
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图3-4超声波结台不同热处理温度对鸭梨损伤接种Penicillim￡‘∞ns“卅后发病率(A)和病斑

面积(B)的影响

Figure 3-4The effects onlesionincidence(A)andlesion area(B)ofdifferenttreatmenttemperature

ofheat combinedwith ultrasound afterinoculationofYapearfruitwithPexpansum．Fruitwere

evaluated at 20℃

图中竖线代表标准误Bar indicated standard error

3．1．I．2．3．2超声波结合不同热处理温度对鸭梨损伤接种爿．alternata后病斑面积和发病率的影响

鸭梨损伤接种Alterm]Tia alternala并经过不同方式处理后，病斑面积均呈不断扩大趋势。

与对照相比，热处理咀及热结合超声波处理方式不同程度上均明显降低了损伤接种鸭梨果实的

病斑面积大小。如图3—5A所示，在第4天时，超声波结合50℃热处理果实的病斑面积低于对

照果实96％，超声波结合44℃热处理低于对照91％；第8天时，超声波结合热处理的病斑面

积增加，但仍明显小于对照(P≤O．05)。

超声波结合热处理明显降低了损伤援种果实的发病率。从图3-5 B可见，在接种后第4天，

超声波结合50℃热处理果实发病率为40％，比对照降低了60％；超声波结合44℃热处理果

实发病率为59％，比对照降低了41％。第8天时，超声波结合50℃热处理果实发病率比对照

低21％；超声波结合44℃热处理果实发病率比对照降低了10％。

如图可见，在发病过程中，超声波和热结合处理的果实病斑面积、发病率均明显小于单独

热处理病斑面积。
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图3—5超声波结台不同热处理温度对鸭梨损伤接种AIternaria alternata后霈斑面积(A)和发病率

(B)的影响

Figure 3-5 The effects on lesion Rrea”)and lesion incidence(B)ofdifferent treamlent temperature of

heat combined wi血ultrasound ner inoculation of Ya pear fruit with A alternata．Fruit were evaluated at

20"C图中竖线代表标准误Bar indicated standard elTolr

3．1．1．2．4超声波结合热处理对果实自然腐烂发病率的影响

表3-3超声波结合热处理对果实自然腐烂+发病率的影响

Table 3-3 Effects ofultrBound combined with heat treatments on natumlly infected,unwotmded pears at 20。C

贮藏期(天) 处理 自然腐烂发生率(％)

45 对照 71c

50℃热处理5 m{n 37b

超声波结合50℃热处理5 rain 29a

60 对照83c

50℃热处理5rain 50h

超声波结合504C热处理5 min 40a

+引起鸭梨采后自然蔑病的主要病原菌有：链格孢(Alternaria alternate)，扩展青硭(Penicillium e：呻annnn)，分别引起鸭梨果实

的黑斑病、青霉病。
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实验表明，完好果实经处理后20。C条件F放置受病原物侵染的情况及其严重程度受果实

预先处理的影响。如表3．3所示，超声波结合热处理明显降低了鸭梨果实的自然发病率，发病

率最低。放置60天时，超声波结合热处理果实的自然发病率仅为40％，比单独热处理低20％，

比对照低52％。

研究表明，鸭梨损伤接种后单独使用功率超声波处理未对鸭梨病害的发生及发展造成可见

影响，随着功率超声波单独处理时间的增加也并未见到病斑面积和发病率有所变化。在这种频

率强度及处理条件下超声波不能起到对真菌孢子萌发生长的抑制作用。超声波单独作用并不能

有效地杀灭食物中的细菌【6J。有报道指出，超声波室温处理不能有效抑制L monocytogenes 169l。

超声波处理鸡肉实验中，对鸡皮表面的Salmonella未起到任何作用l”J。用20KHz超声波分别处

理L．monocytogenes、S．1yphinuriurn和E．eoli水溶液，病原菌生存无明显不同p⋯。在非致岁匕温度

下超声波对Saccharomyees cerevisiae的生长无影响J“J。也有一些关于超声波本身可以杀死、抑

制微生物的报道。lnce和Belen(2001)1421发现用20KHz超声波处理大肠杆菌水溶液随处理时

间增加大肠菌数降低。Scherba et a1172I研究中发现，不同超声波强度和不同处理时间对P

aeruginosa、B subtilis、矗aureus具有不同程度的抑制效果。

超声波对细菌173j9J1‘691、对产生芽孢微生物174]和对霉菌㈣作用效果已有所研究，然而由于

物理参数，如超声波频率、强度，超声波水浴的大小、形状、深度、液体的体积、温度和液体

介质的特性、处理时间等的不同，各研究问很难做出比较口⋯。另外不是所有微生物对超声波具

有相同敏感性，不同种类的微生物对于超声波的抗性也有着广泛不同，因为不同种类的微生物

细胞壁结构有所不同，超声波的作用效果不同。细菌芽孢比营养体对超声波更具抵抗性，真菌

比营养体细菌对超声波的抗性强，通常真菌对高强度超声波有较强的抵抗性【7”。超声波处理，

只有在足够高强度下可以引起细胞的petit78，79'80】；在不会对食品的营养和感官特性上引起改变

的超声波水平上，不可能有效地杀死目前出现的微生物p J。

低频率高强度超声波由于具有空化作用，可以产生清洗效果，本实验中未做出超声波对鸭

梨果实上损伤接种病原孢子清洗效果的试验，但是从单独超声波处理的作用效果来看，病斑面

积和发病率与对照并无明显差异，这种清洗作用对控制病害并无明显作用。有研究报道，超声

波处理频率25，32-40，62-70KHz对于新鲜果菜上的微生物净化作用无明显影响，因此通过此

法来延长货架期是根本不可能的”“。这同样与使用超声波的特性、处理的水的硬度，溶解的气

体密切相关以及病原孢子在寄主上黏附的状况有关。

由上，实验中单独超声波处理损伤接种病原孢子后的鸭梨果实，未引起病害状况的改变也

是不足为奇的。本实验表明，使用单独热处理可以降低鸭梨果实的损伤接种发病率和自然发病

率，能够抑制损伤接种病原菌后果实病斑面积的扩大，明显降低自然发病率。分别采用44*(2和

50。C单独热处理条件均可以对P expansum和A．alternata病原菌侵染起到一定的控制作用。单

独热处理能够直接抑制、杀死萌发的孢子或对芽管的伸长有明显直接的抑制效果n对采后果

实病害起到抑制作用，但是有效性则依靠处理的时间和温度。随着处理时间的增加，发病率和

腐烂的严重程度降低，对病斑扩展抑制效果增强；随处理温度的升高，对病害控制效果更好。
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采用50℃处理20 min病情虽得到明显控制，但是鸭梨表皮已有可见的褐变发生，对果实外观

造成了一定影响。

当超声波和热结合处理，则表现出对鸭梨采后病害的发生及发展极好的控制效果。超声波

结台热处理能够较长时间延缓损伤接种P expansum和A．alternata病原菌病害的发生时间、明

显降低发病率，并且可以减轻发病的严重程度。由于同时结合超声波的使用，热处理的有效性

被极大地提高：类似的发现在以前的研究中有所报道[30,82,83,321。Ordonez et a1．(1984)[311研究表

明热声结合处理与单独的热处理和单独超声波处理相比，在处理时间和能量消耗上更为有效的

多。Mcclements(1995)【”也表示当超声波和其他抑菌技术如热、pH或氯结合使用时对微生物的

抑制作用才是十分有效的。有研究表明，超声波结合热处理Aspergillus flⅡvus和Penicillium

expansum的营养悬浮液获得的D值比单独热处理的低。通常超声波被用作增强其他抗微生物手

段的效力⋯o”J，冈为超声波和其他保藏技术如结合热使用时加强了对微生物的扰乱作用而使其

受到更为强烈的抑制日“。真菌孢子抗逆境能力比较强，不易受到外界因素的影响，但由于超声

波空化效应产生的微射流、爆炸、强烈的涡流和切削作用，使得萌发的孢子及潜伏侵染的孢子

更易受到外界逆境环境的影响，对热更为敏感，因此使得热杀灭的有效性显著提高。

研究中发现，较低温度热(44。C)结合超声波长时间处理对鸭梨采后病害有较好的控制效

果，但是超声波结合较高热处理温度(50"C)，在较短时间内就能够十分有效的抑制鸭梨采后病

害，而这种抑制效果是延长单独热处理时间所不能达到的。图3．2、图3-3及表3-2中均有体现。

表3-2中，在接种后14天时，超声波结台10 min热处理的鸭梨病斑面积比单独热处理20 min

的病斑面积小22％，50"(3热单独处理20 min对病情虽得到明显控制，但是鸭梨表皮已有可见

的褐变发生，对果实品质、外观造成了一定影响。超声波结合热处理可以缩短处理时间，处理

时间的降低使得产品品质得到了改进[6,851。

3．1．2接种后不同培养时间下超声波结合热处理对腐烂的控制

3．1．2．1材料和方法

3．1．2．1．1材料

鸭梨，2004年11月购于北京明光村水果市场。挑选大小一致，无机械伤、病虫害果实备

用。

将4℃冰箱冷藏的，．expansum}{IA．aternata4保菌种于新配制的PDA培养基上转接活化，

于27"C恒温培养箱培养2-3周后备用。

3．1．2．1．2方法

(1)损伤接种：

户expansum和爿．aternata孢子悬浮液配制及鸭梨损伤接种方法同3．1．1．1．2(1)中方法。损伤

接种币的鸭梨置于20℃下放置培养不同时间后进行热及超声波结合热处理。

(2)热及超声波结合热进行处理

将接种后放置培养不同时间的鸭梨按照设定的时间分别进行处理。操作同3．I．1．1．2(2)中

方法。
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(3)测定方法

病斑直径测量：十字交叉法测量病斑直径

接种发病率(％)=(果实发病总孔数，果实接种总孔数)×100％

(4)数据处理

用EXCEL软件分析所有数据，计算标准误并制图，SPSS软件DuncaIl多重比较法进行差

异性分析。

3．1．2．2结果与分析

3．1．2．2．1超声波结合热处理对鸭梨损伤接种尸expansum后病斑面积和发病率的影响
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娶
咀
堪
蠼

_Ij{_
蠼
划
捶
辎

90

80

70

㈣而鬻400一
㈣训～虻㈣删Ⅲ
2 6 12 24 48 2 6 12 24 48

培养时问tncubatlon titr此(h)

图3-6损伤接种Penicillim expansum后不同培养时间下超声波结台热处理对病斑面积(A、B)

和接种发病率(C、D)的影响(处理时间均5rain)

Figure 3-6 The effects on lesion area(A、B)and lesion incidence(C、D)ofheat combined with

ultrasound eeatment for 5mins,applied at various times after inoculation of Ya pear fruit with P

expansum．Fruit were evaluated after 6 and 9 days inoculation at 20℃

图中竖线代表标准误．Bar indicated standard error

由图3-6A、B所示，鸭梨损伤接种尸expansum后，超声波结合热处理的果实在发病过程

中一直保持最小的病斑面积。随着对损伤接种后鸭梨果实上病原菌培养时间的增加，这种对病

原菌扩展的抑制效果更为明显。鸭梨损伤接种青霉病原菌培养一定时间后进行处理果实的病斑

面积均分别有所降低。第6天时，损伤接种培养2 h后经超声波结合热处理果实病斑面积大小

与对照无明显著别，6 h培养后经卢热结合处理果实病斑面积已有所降低，比对照减小了31％，

培养12h后经声热处理比对照明显减小了75％，培养24 h后明显减小了78％，培养48 h后减
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小了62％：第9天时，不同培养时间处理后果实病斑面积的差异性仍然明显存在，以培养12 h

和24 h后进行超声波结合热处理的果实病斑面积最低，分别比对照小38％和35％。

鸭梨损伤接种户expansum培养不同时间后，超声波结合热处理果实的发病率也明显降低，

并随着培养时间的增加处理的发病率降低。图3-6C，第6天，培养24 h后超声波结合热处理果

实的发病率为81％，比培养12 h后同处理果实的发病率低9％，其他处理均已完全发病。随着

病程的增加，图3-6D，第9天时，各处理的果实基本完全发病。

超声波结合热处理在果实损伤接种P expcmsum培养12 h和24 h处理效果最好。超声波结

合热处理果实的病斑面积和发病率都明显小于单独热处理。但随着发病时间的增加，差异性逐

渐缩小。

3．1．2．2．2超声波结合热处理对鸭梨损伤接种A．alternata后病斑面积和发病率的影响
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图3-7损伤接种Atternaria alternata后不同培养时间下超声波结合热处理对病斑面积(A、B)和接种发

病率(C、D)的影响(处理时间均5min)

Figure 3-7 The effects oil 1％ion area(A、B)and lesion incidence(C、D)ofheat combined with ultrasound

treatment for 5mins，applied at various times after inoculation of Ya pear fi-uit with A alternata Fruits were

evaluated after 6 and 9 days inoculation at 20"C．

图中竖线代表标准误．Bar indicated standard error

鸭梨损伤接种A alternata后，超声波结合热处理的果实在发病过程中一直保持最小的病斑

面积。随着对损伤接种后鸭梨果实上病原菌培养时间的增加抑制效果更为明显。如图3—7A、B，

鸭梨损伤接种A．alternata病原菌按不同培养时间进行处理，果实的病斑面积均分别明显降低。

第6天时，损伤接种培养2h后经超声波结合热处理果实病斑面积已有所降低，比对照减小41％，

6 h培养后经声热结合处理果实比对照减小了63％，培养12 h后经声热处理后果实病斑面积已

达到最小，比对照明显减小了86％，培养24 h后减小了60％，培养48 h后减d,T 63％：第9
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天时，不同培养时间处理后果实病斑面积的差异性仍然明显存在，以培养12 h后进行超声波结

合热处理的果实病斑面积最低，比对照小8l％。

由此可见，鸭梨损伤接种A．alternata培养12 h以内进行超声波结合热处理随着培养时间

的增加病斑面积减小，而超过12 h后处理，对病斑面积扩展效果的抑制并不是最佳。

鸭梨损伤接种A alternata培养不同时间后，超声波结合热处理果实的发病率有所降低。图

3-7C、D，第6天时，培养12 h厉超声波结合热处理果实的发病率最低，为74％，而对照已全

部发病。随着病程的进展，第9天时，各处理的果实完全发病。

超声波结合热处理在果实损伤接种A．alternata培养12 h后处理效果最好。在整个病程中，

鸭梨损伤接种在不同培养时阀后，经过超声波结合热处理果实的病斑面积和发病率都明显小于

单独热处理，并且随着发病时间的增加，显著的差异性仍得到保持。

有研究表明，果实在损伤接种后一定时间进行热处理会对病害的发生有较好的控制效果。

损伤接种P italieum的柚子试验表明柚子在接种后36 h后于50℃热水中浸泡2 rain能有效的

对抗病原菌生KpW。苹果上损伤接种P expansum 6 h和12 h后进行热处理导致了最小的病斑直

径p”。本实验表明，鸭梨在分别损伤接种了P expansum和A．alternata后，随着培养时间的延

长，经热处理后的鸭梨病斑直径和发病率呈减小趋势，培养12 h进行热处理得到了较小的病斑

面积和发病率，随着培养时间的继续增加，病斑面积和发病率早增加趋势。

由于超声波的结合使用，显著提高了热作用效率，将接种的两种病原菌在培养12 h进行声

热结合处理均得到了最小的病斑面积和最低的发病率。在这段时间内，病原菌孢子的芽管正在

萌发，处于对外界影响最敏感的阶段，热处理本身就可以对萌发的孢子和对芽管的伸长有直接

明显的抑制效果H“，由于超声波的使用，空化对萌发中的孢子产生了扰乱作用，空化过程中压

力的迅速交替以及产生的微型机械冲击可能造成细胞壁的破裂，芽管细胞伸长过程中细胞膜受

到影响№”而使热的作用更为有效地表现出来。

在整个实验中，由于空化效应的协助，使得结合了超声波的热处理均比相应的单独热处理

对病害抑制效果好，这也同样和孢子萌发情况有密切关系。在接种后培养前6个小时内，孢子

还未萌发对热作用不敏感；在接种的48 h后，有肉眼可见的菌丝体生成，由于菌丝体的相互缠

绕集结削弱了超声波空化效果，降低了热杀灭和抑制的效率。鸭梨损伤接种培养12 h后的病原

菌经超声波结合热处理后在发病后期依然能够保持相对较轻的病情，但热也不能提供长效保护

187j。

对于采后处理而言这些发现是十分重要的。通常采后处理都要在采收的随后天里进行的。

接种后48—72 h后的处理不能十分有效地对控制腐烂的发展。然而，接种体的生长潜能能够被

处理显著影响，果实受霉菌孢子侵染的发生率显著降低。当损伤接种后5-72h进行处理，病原

菌生＆同样可被抑制pj。



3．2超声波结合热处理对鸭梨抗病性的影响原因分析

3．21超声波结合热处理对鸭梨抗性诱导的影响

3．2，1．1材料和方法

3．2．1．1．1材料

鸭梨及病原菌的准备同4．1．2．1．1材料。

3．2．1．1．2方法

(瞒吼及超声波结合热处理：将新鲜鸭梨先按照设定的热处理温度和时间进行热、超声波结

台热处理。处理完毕室温下放置，待果实温度与室温基本相同时装筐，外罩PE袋于20℃下放

置48h后进行接种。接种后待孔中液体稍干装入塑料筐外罩PE袋室温放置。

(2)损伤接种：同3．1．I．1．2(i)。

(3)测定方法：同3．1．2．1．2(3)。

(4)数据处理：同3．1．2．1．2(4)。

3．2．1．2结果与分析

鸭梨果实经过各处理后分别进行P．．expansum和彳．alternata接种并未引起明显的抗性增强

效果。由图3-8可见，在整个病程中，各处理与对照间的病斑面积并无明显差异。单独超声波

处理、热处理和超声波结合热处理并未增加果实对病原菌侵染的抗性。
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图3-8热结合超声波前处理对鸭梨损伤接种尸enfc甜f拥expansum(A)和一舶州盯蛔d，掂M啪

(B)病斑面积的影响f处理时间均5rnln)

Figure 3-8 Effect ofheat combined with ultrasound prestorage treatment for 5mins on lesion

a1．ea offruit inoculated with SpOreS ofl==expansum(A)and A alternata(B)respectively．
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3．2．2孢子液热处理后再损伤接种到果实上

3．2．2．1材料和方法

3．2．2．1．1材料

鸭梨及病原菌的准备同3．2．1．1材料。

3．2．2．1 2方法

(1)配制孢子悬浮液：取活化后的P expansum和A．alternata的PDA平板培养基，用无菌水

分别将两种病原菌配制成104个孢子／mL的孢子悬浮液(血球计数板计数)。现用现配。

(2)处理孢子悬浮液：取同样量的孢子悬液置于同一型号的不同玻璃锥形瓶内，分以下几组

处理：浸泡于50℃水浴中、浸泡于50℃永浴同时结合超声波处理。室温孢子悬液做对照。处

理后的孢子悬液随即用于鸭梨的损伤接种。

(3)损伤接种：同3．1．1．1．2(1)中接种方法。接种后的鸭梨在20℃下保湿放置。

(4)数据处理：同3．1．2．1．2(4)。

3．2．2．2结果与分析

3．2．2．2．1 P expansum孢子悬浮液经超声波结合热处理后对损伤接种病斑面积和发病率的影响

娶
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接种后天数Days after inoculation

图3-9热结合超声波预处理Penicillim expansum孢于悬浮液后对鸭梨损伤接种病斑面

积(A)和发病率(B)的影响(处理时间均5mln)

Figure 3-9 The effects on fruit lesion arca(A)and lesion incidence【B)ofheat combined

with ultrasound treatment for 5rains oN P expansum spore suspend before the inoculation

图中竖线代表标准误．Barindicated standard gTI'On

r目一日2日目oT∞3

∞∞

∞

加

阳

印

So

ogQpl售eo甚J

斟螵《熏鲻



：璺奎、业銮兰2主：竺鲨三 羞三兰望：鎏兰盒兰竺：翌竺圣堑兰2兰塞曼量要里箜里耋

从图3—9A可以看到，在接种后第6天发病前期，经过超声波结台热处理的P expansum孢

子液接种在鸭梨果实上的病斑面积比对照小15％，随着发病时间的增加，病斑面积扩展的大小

和对照基本一致。

经超声波结合热处理的户expansum孢子液接种在鸭梨果实上并未延缓腐烂的发生时间，如

图3-9B所示，从发病初期接种后第6天，各处理的果实和对照果实均已完全发病。

单独超声波处理以及单独热处理后的P expansum孢子液接种在鸭梨果实上的病斑面积与

对照无明显差别。

3．2．2．2．1 A．alternata孢子悬浮液经超声波结合热处理后对损伤接种病斑面积和发病率的影响

经过超声波结合热处理的A．alternata孢子液接种在鸭梨果实上引起的病斑面积在发病初

期明显受到抑制，随后与对照的差异减小。由图3-10A，在第6天时，比对照的病斑面积减小

58％。经过单独热处理的A．a#ernata孢子液接种在鸭梨果实上引起的病斑面积也有减小，比对

照低46％，随着发病时间的增加，接种后第9天时．病斑面积的大小与对照无明显差别。

经超声波结合热处理的A．alternata孢子液接种在鸭梨果实上降低了腐烂发病率。图3-10B

接种后第6天，发病率比对照降低了33％，第9天比对照降低12％。

经过单独超声波处理的A．alternata孢子液所引起的病斑面积大小和发病率与对照并无明

显差别。
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固3-10热结台超声波预处理爿j埘m口一口alternata孢于悬浮液后对鸭梨损伤接种病斑面

积(A)和接种发病率(B)的影响(处理时间均5rain)

Figure 3-10The effectsonfruitlesion diameter(A)andlesionincidencefB)ofhem

combined with ultrasound treatment for 5mins on√alternata spore suspend before the

inocuulation
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3．2．3损伤接种后进行热处理对鸭梨果实酶活性的影响

3．2．3．1材料和方法

3,2．3．1，1材料

鸭梨及Penicillium expansum病原菌的准备同3，1．2．1．1材料。

3．2．3．1|2方法

(1){员伤接种：同3．1．1．1．2(1>方法

(2)热及超声波结合热进行处理：同3．1．1．1．2(2)

(3)取样方法：果实接种经处理后，根据发病情况和病斑大小定期取样，取病健交界处果肉

组织(宽深均为l_2 cm左右)，剔除腐烂组织。每处理每次取36个发病点病健交界处果肉。取

样组织经液氮冷冻后再破碎混合，．20℃下保存待用。

('I)POD、PPO酶的提取及活性测定：

称取5．0 g果实样品，加入2 ml 100 mlVl、pH 5．5的醋酸缓冲液(含8％(w／v)PVPP，1 mIVl

聚乙二醇6000，1 mM苯甲基磺酰氟(PMSF)和o．01％(v／v)TritonX．100)在冰浴条件下充分

研磨匀浆，然后y-4℃、12，000×g离心30min，收集上清液用于POD、PPO酶活性测定。

参考Lufie等(1997)方}拶9嘲定PoD 性并改进。反应体系由2．5 ml 25 mM愈刨木酚溶

液(用50 mM、pH 5．5的醋酸缓冲液溶解)、0．2 ml 250mM H202溶液和0．5 ml酶液组成。从

加酶液后1 min开始记录每分钟反应体系在470 nm的吸光度值，连续测定4 min。酶活性表示

为AOD470"min"。‘g-1冻样。重复3次。

参考Chela等(2000)方法㈣测定PPO活性并改进。反应体系由5 ml 50 mM、DH 5．5的醋

酸缓冲液、0．5 ml o．1 mM邻苯二酚溶液和100 I．tl酶液组成。从加入酶液lmin开始记录每分钟

反应体系在420 nm的吸光度值，连续测定4 rain。酶活性表示为△oD420·min-I g-1冻样。重复3

次。

(5)数据统计：用EXCEL软件进行数据分析，计算平均值以及标准误。

3．2．3．2结果与分析

3．2．3，2．1超声波结合热处理对损伤接种果实POD活性的影响

损伤接种后的鸭梨果实经过超声波结合热处理后，果肉组织中的POD酶活性高于经熟单独

处理果实中POD酶活性，并明显高于对照。图3一l 1，发病前期，接种后第7天，超声波结合

热处理的果肉POD活性比对照明显增加21％，高于单独热处理13％。随发病时间的增加，接

种后第14天，超声波结合热处理的果肉POD活性高于对照11％。

3 2．3，2，1超声波结合热处理对损伤接种果实PPO活性的影响

鸭梨损伤接种后，经过超声波结合热处理的果实中PPO活性最高。接种后第7天，声热结

台处理果肉中PPO活性明显高于对照果实27％，接种后第14天，仍高于对照17％。
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3．2．4讨论

口Control口50℃L|S口50℃

， 14

接种后天数Days after inoculation

图3-1 1超声波结合热处理对鸭梨损伤接种P expotl$z／m后果实过氧化物酶活性的影响(处

理时间均5rain)

Figure 3-l 1 Effects ofheat combined with ul”asound treatment for 5mins on peroxidase(POD)

activity ofYa pear inoculated with spores ofP．expansum
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冒3-12超声波结合热处理对鸭梨损伤接种PB毛∞啪州后果实多酚氧化酶活性的影响
(处理时间均5min)

Figure 3-12 Effects ofheat combined with ultrasound treatment for 5mins on polyphenol

oxidase(PPO)activity of Ya pear inoenlmed with spores ofP．expansum

损伤接种后的鸭梨经超声波结合热处理具有低发病率和较小的病斑面积，对病害发生具有较

好控制效果，减轻病害发生程度的原因分析如下。

(1)有研究报道指出，热处理本身可以诱导完好果实增强抵抗病原物侵染的能力1帅l。但我

们的研究中发现，完好的鸭梨果实先经过热处理(50"C+uS，5 min或44℃+us，15 min)后再接

种炳腺菡(户expansurn，A alternatarespectively)并未引起病害发生情况的改变，即完好的鸭梨

果实经过热处理并未明显增加自身整体对病原菌侵染的抵抗能力，对侵染性病害并未起到预防控
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制作用。Leverentz et a1．(2000)‘”】表示，如果在热处理前对果实先进行接种，接下来的热处理确

实可以明显降低果实发生腐烂的程度，但是将果实先进行热处理后再接种病原物则会增加果实的

腐烂。除非果实受到病原菌的侵染或是受到损伤，热处理本身并不会刺激完好柠檬和柚子果实内

部对抗病原的木质素和植物抗毒素含量的增加15j。超声波的使用可以显著提高热杀菌的效率，但

是，并不能引起鸭梨整个果实自身对热反应的敏感性故变。

本实验模拟商业上热水处理条件(50．58。C，数秒至数分钟)，采用50"C热水结合超声波5 rain

能明显降低自然发病率和减轻损伤接种的病情，但不是由鸭梨整果本身抗病性的增加造成的。

(2)热处理具有植物杀菌剂的作用p”，可以直接抑制或直接杀死萌发的孢子，对芽管的伸

长有明显直接的抑制效果，但热水处理对于杀灭休Ⅱ民的孢子无效15’”1。

实验中采用热处理对P．expansum和A．alternata孢子水悬浮液进行体外实验表明，单独热处理

不能有效地抑制尸．expansum孢子的侵染能力，超声波和热结合处理也未出现明显的抑制效果。单

独热处理对彳．altrenata孢子的侵染力具有一定的抑制效果。当超声波和热结合处理，则对爿，

altrenata孢子产生了更为明显的抑制效果，降低了病斑直径和发病率。超声波的空化作用协同热

的效应在一定程度上抑制了孢子萌发，减轻了病害。

超声波结台热处理孢子水悬浮液体现了不同的作用效果，因为超声波对于不同种类微生物以

及不同种类微生物细胞壁结构的作用效果不同岬J。通常，小圆形，革兰氏阳性细菌，芽孢，真菌

孢子对空化作用抵抗较强；杆状，原生质体和革兰氏阴性细菌则相对敏感[391。P expansum孢子

氅小圆形，较爿．alternate长棒状孢子对超声波空化作用的耐受强。另外，空化作用对孢子外壁产

生的机械冲击，微射流以及搅动可能影响了孢子的水分活度使之升高，更增加了孢子对热的敏感

性。Palacios et a1．(1991)[441发t甥LBacillus Stearothermophilus于受到超声波处理而对热的抗性降

低，表示对热抗性的降低是由于超声波改变了芽孢的水分活度状态造成的。由此，超声波结合热

处理可以较有效的抑制孢子萌发，对减轻病害一定程度上起了积极作用。

(3)由上，超声波结合热处理可直接杀灭孢子、抑制孢子的萌发、抑制芽管的伸长，这样

产生了降低侵染病斑大小、降低腐烂的效果，同样可以通过受侵染果实组织产生的生理反应来间

接地影响腐烂的发展，这种反应包括组织中产生抗真菌的物质，防御酶活性的升高或是促进伤口

愈合|5，9q。有人认为寄主细胞膜尤其是膜脂上具有感温体系，接受高温后释放某种诱发剂，诱导

热击蛋白的合成，产生植物体组织或细胞的结构变化及化学成分变化，形成机械和化学屏障，提

高热击材料的免疫力。关于诱导剂有人认为是乙烯，它能诱导POn及PPO的代谢氧化【”】。实验中

发现，损伤接种经超声波结台热处理后的果肉组织中参与抗病的防御酶POD、PPO活性明显高于

单独热处理和对照。果实在损伤接种后处理时，伤口暴露于超声波条件下，空化效应直接作用于

寄主细胞，超声波的刺激更增强了寄主细胞的这种生理反麻，同时结合热处理使自身细胞的抵抗

力明显增加。

低频率高能量的超声波能够对细胞产生刺激作用12’,23,241。超声波通过改进细胞的质量传输机

制，加速细胞的新陈代谢过程提高细胞内相关酶的活性．从而促进细胞生长和相应代谢产物的积

累”“。超声波处理植物细胞可以在保持细胞生民的前提下有效刺激胞内次生代谢物。研究指出，

细胞内酶和底物的区域化也可因超声引起变化，部分酶促反应得到激活：超声的热效应也有可能

会影响植物细胞的主次代谢口”。由此，超声波和热的协同作用使得寄主细胞本身抵抗力增加，能

够有效抑制病原菌的侵染扩张。
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综上，超声波的加入使用是产生较好地控制病害效果的关键。虽然它的单独使用在短时间

对伤口上的病原物孢子无明显清洗作用，对休眠的孢子不能起到有效地杀灭作用，但是当结合

热处理使用时，通过空化作用提高了热的效率，不仅能够非常有效地抑制孢子萌发，芽管、菌

丝的伸艮，同时刺激寄主细胞做出相应的抗病生理反应，增强了受侵染部位的防御抵抗能力，

起到控制病原菌侵染发生前病斑的形成和阻断侵染发生而病斑的扩展。

3．3超声波结合热处理对采后鸭梨品质生理生化影响

3_3．1材料和方法

鸭梨，2004年9月采于北京郊区果园，选择色泽，大小均匀一致，无机械损伤和病虫害果

实锯用。

3．3．1．2方法

(1)处理方法：鸭梨自果园运回后室温短期放置后进行处理。

对照：不做任何处理；超声波结合热处理。处理完毕外罩PE袋于20。C r放置。

(2)测定方法：

果实硬度，可溶性同形物含量，可滴定酸含量测定方法同3．2．1．2．2。

呼吸强度测定 ‘

用气相色谱法测定。称取鸭梨果实1蚝左右，置于经空气平衡的8 L玻璃真空干燥器中，

密闭30 rain，用10 mL注射器从干燥器项部取出部分气体，再从注射器中取1 mL气体，用气

相色谱测定，根据制作的C02标准曲线计算果实呼吸释放出的C02含量，果实呼吸强度以

mLC02。kg"1．h’1表示，重复3次。气相色谱(GC7890F，上海天美公司)配置有C02转化炉、氢

火焰检测器(FID)和不锈钢填充柱(Porapak 80—100)，柱K 2 m。载气N2。进样温度120℃．

柱温60℃，检测温度360℃。

呼吸强度cm，c。z·kg-I·h-；)=塑坚壁堕堕毒亳奏奏窑茎搴善篙磊产
乙烯释放量测定

用气相色谱法测定。称取鸭梨果实1 kg左右，置于经空气平衡的8 L玻璃真空干燥器中，

密闭60 min，用10 mL注射器从干燥器顶部取出部分气体，再从注射器中取1 mL气体，用气

相色谱测定，根据制作的乙烯标准曲线计算果实释放出的乙烯含量，以¨L-kg"1．h．1表示，重复3

次。气相色谱(GC7890F，上海天美公司)配置F1D检测器和不锈钢填充柱(Porapak 80．100)，

柱氏2m，内径2mm。载气N2。进样温度120℃，柱温60℃，检测温度150℃。
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乙烯释放量c∥kg-I．h-)，=塑盟塑里与襄掌詈釜耋搴霎等筹产
过氧化物(POD)、多酚氧化酶(PPO)活性测定：取新鲜鸭梨果肉，经液氢冷冻后再破碎

混合，．20。C下保存待用。测定方法同3．2．3．1 2(4)方法。

3．3．2结果与分析

3．3．2．1品质
A

弋
＼霉氇西一⋯6

----II-----Control

··-△．··50℃US5min

0 12 24 42

0 12 24

0

贮藏天数Days ofstorage

图3-13超声波结台热处理对鸭梨果实硬度(A)、可溶性固形物含量(B)、可滴定酸含量(c)的影响

Figure 3-13 Effects ofheat combined with ultrasound on the t]rmness(A)、total soluble solid(B)、titratable

acidity(c)of Ya pear fruit during storage at 20"0．

图中竖线代表标准误Barindicated standard eITOrofme锄fn_3、

鸭梨采收后果实硬度呈逐渐下降趋势，在20℃贮藏条件下，超声波结合热处理的果实硬度

变化与对照相似，并无明显改变。

在贮藏过程中鸭梨果实中可溶性固形物含量呈下降趋势，图3-13B所示，在贮藏24天时，

超声波结合热处理果实的可溶性固形物含量高于对照4．1％；贮藏末期与对照无明显著异。

7

6

5

4

3

2

l

0

5

O

5

0

5

0

5

3

2

2

l

l

0

O

9

p目3，掣一岔譬雪‰避落^摹一_8苗。u

pII蠹。1qnlos

：雪：啦S警囤掣建口

懈：2

M挖m∞∞阻

O

O

0

O

O

0

O

O

(％)茸≈!|80Iq§T工
蛳扣斑馊填曰



中国农业大学硕士学位论文 第三章超声波结合热处理对鸭梨病害和贮藏品质影响的研究

鸭梨果实在贮藏过程中可滴定酸含量也呈逐渐下降趋势。图3-13C所示，从贮藏第24天

开始，超声波结合热处理果实可滴定酸含量低于对照果实，贮藏24天时，超声波结合热处理果

实比对照低8％，贮藏第42天时，处理比对照低18％。

3．3．2．2呼吸、乙烯

0 4 7 9 1l 13 15 17 20 23 27 30 33 40

贮藏天数Days of storage

图3一14超声波结合热处理对鸭梨呼吸强度的影响(205：1℃存放条件下)

Figure 3-14 Effect ofheat combined with ultrasound on respiratory rate at 205：1℃

图中竖线代表标准误Barindicated standardeltt-orofmean(n-3)

0 4 7 9 11 13 15 17 20 23 27 30 33 40

贮藏天数Days ofstorage

图3-15超声波结台热处理对鸭梨乙烯释放的影响(205：l℃存放条件下)

Figure 3-15 Effect ofheat combined with ultrasound treatment on ethylene evolution of Ya pear fruit

图中竖线代表标准误(n23)Bar indicated standard errorofMean(n=3)

如图3-14，鸭梨采收后呼吸强度急剧增加，于第4天达到峰值，此后呼吸强度变化不大，

但⋯直维持在较高水平，随着贮藏时间的增加，呼吸强度逐渐下降。在处理后第4天，经过超

声波结合热处理的果实呼吸强度高于对照30％，超声波结合热处理刺激了果实的呼吸作用。随

后，经超声波结合热处理的果实呼吸变化与对照基本一致，但从贮藏第17天开始，经处理果实

的呼吸强度明显一直低于对照果实的呼吸强度。
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鸭梨采收后乙烯释放量不断增加，达峰值后又不断下降。如图3-15，鸭梨果实经处理后9

天以内的乙烯释放量一直较对照高。第4天时，超声波结合热处理果实的乙烯释放量比对照高

山2．8倍，第7天比对照高出30％，第9天时比对照高出57％。随着乙烯高峰的来临，第13

天时，超声波结合热处理果实和对照果实乙烯释放量分别同时达到最高峰，但是超声波结合热

处理果实乙烯释放量比对照降低了6％，随后二者分别下降，经超声波结合热处理果实的乙烯

释放量比对照组低。

3．3．2．3超声波结台热处理对贮藏过程中鸭梨果肉中酶活性变化的影响

3．3．2．3．1对贮藏过程中POD酶活性的影响

如图3-16，对照果实在贮藏过程中POD活性呈先上升后r降、末期活性上升趋势，超声

波结合热处理果实的POD活性低于对照。贮藏第12天时，超声波结合热处理果实的POD活性

比对照降低了35．6％，酶活性受到抑制，并在随后的贮藏过程中POD活性未发生明显变化。
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图3·16超声波结台热处理对鸭梨贮藏过程中果实过氧化物酶活性的影响

Figure 3-16 Effects ofheat corablned with ultrasound lXealmeilt”peroxidase fPOD)

activity of Ya pear during storage at 20"(2．

图中竖线代表标准误Bar indicated standard error,

0 12 24 42

贮藏天数Days ofstorage

图3-17超声波结台热处理对鸭梨贮藏过程中果实多酚氢化酶活性的影响

Figure 3-17 Effects ofheat combined with ultrasound treatment on polyphenol oxidase

(PPO)activity of Ya pear during storage at 20"C．

图中竖线代表标准误．Bar indicated standard elTor．
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3．3．2．3．2对贮藏过程中PPO酶活性的影响

在贮藏过程中，对照果实和超声波结合热处理果实的PPO活性都呈上升趋势。由图3-17

可见，在贮藏42天过程中，超声波结合热处理果实的PPO活性一直明显低于对照。第12天时，

超声波结台热处理果实的PPO活性比对照降低27％，第24天时，比对照低33％。在随后的贮

藏过程中超声波结合热处理果实的PPO活性逐渐升高，达到对照水平。

3．3．3讨论

热处理作为一种保藏技术应用到水果采后的贮藏保鲜方面已有很多报道。热处理不仅可以

控制采后病原菌引起的水果腐烂‘5．9s,96，7，“，也可以对水果的成熟产生作用，这包括对水果的软

化、风味物质的改变、呼吸速率、乙烯生成量和芳香物质的合成方面产生影响199j。通常水果采

后热处理的方式有：热水浸泡处理、热蒸汽、干热空气处理或热水涂刷处理【l“⋯。10”。处理方

式不同产生的效果也不尽相同。商业上采用热水浸泡方式处理果实大多为高温短时【5，”，大多

数果实热处理所用水温都在46．55℃，时间从30 s．10 min!。”J。

本实验中发现，采用50℃热水结合超声波5 min处理鸭梨果实，于室温下贮藏，在不改

变鸭梨正常后熟前提下，改善了食用品质。

由鸭梨C02释放量、乙烯含量及变化趋势可知，在热处理后的4天内，鸭梨C02和乙烯释

放量迅速增加，随后下降，随着贮藏时间的延长，一直低于对照水平。表明热处理后初期刺激

了鸭梨果实的呼吸强度和乙烯生成量，随后又受到一定程度抑制，但并朱改变呼吸高峰和乙烯

高峰出现的时问。

在室温存放条件下，经过熟处理的鸭梨硬度与对照相比并无明显改变；Mccollum用热处理

芒果得到类似发现p⋯。 ·

有研究报道经热处理的果实酸度下降较快而固形物含量不受影响I”19”。本实验中发现，随

贮存时间的增加，经热处理的鸭梨果实的可溶性固形物含量下降、与对照无明显差异；可滴定

酸含量不断下降，处理后12天起，鸭梨果实可滴定酸含量一直低于对照。这样造成了处理鸭梨

果实的固酸比含量明显高于对照，固酸比的增加对果实风味起到了一定的改善作用。

超声波结合热处理降低了鸭梨贮藏过程中POD、PPO的活性，在贮藏前期尤为明显。果实

的POD活性受到热处理抑制后始终保持在一个较低水平：PPO活性也得到明显的抑制，随贮

藏后期果实的衰老逐渐恢复至对照水平。热处理荔枝l103]、大久保桃【“J、“OKUBA”桃【1051时同

样发现PPO、POD活性受到抑制；片j 45—55℃处理叶片l rain显著降低了PpO活性和酚类物

质的合成【l⋯。POD、PPO活性的降低在一定程度上可以减缓果实的成熟衰老199 1⋯。

由于受到采前环境、果实的品种、种类、果实大小和其形态学特性、成熟阶段以及热的传

导速率、处理时间、贮存条件的影响而使得果实对热的敏感性不同【96】，因此不同报道间存在差

异。本实验中采用超声波结合50℃热水5 rain处理鸭梨，没有引起果实表面伤害和果实不良

反应，同时改善了鸭梨的风味。超声波的结合使用虽能明显提高热的杀菌效率(前述)，但是在

短时间内并未明显影响热对果实成熟的作用效果。

37
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4．1结论

第四章全文总结与展望

4．1．1超声波单独作用对鸭梨常温贮存的影响

单独的功率超声波处理没有引起鸭梨果实硬度、可溶性固形物含量和可滴定酸含量的变化，

对果实基本品质没有造成影响。这种容积和能量密度的超声波容器中产生的空化效应不会引起

具有一定体积的鸭梨品质特性的改变。

单独超声波处理并未降低接种发病果实的病斑面积，随着超声波单独处理时间的增加病斑

面积无明显改变，低频率高强度超声波由于具有空化作用，可以产生清洗效果，但是从单独超

声波处理的作用效果来看，病斑面积和发病率与对照并无明显差异，这种清洗作用对控制病害

并无明显作用。

4．1．2超声波结合水杨酸处理对鸭梨常温贮存下病害控制以及对品质的影响

超声波结合水杨酸处理能够明显提高鸭梨果实自身抵抗病原菌Penicillim expansum侵染的

能力，降低接种发病率和病斑面积，提高防御酶POD活性。随着超声波结合水杨酸处理时间的

增加抑制效果明显。但随发病时间的增加，这种抵抗能力逐渐削弱。

超声波结合水杨酸处理对鸭梨硬度、可溶性圃形物含量和可滴定酸含景变化无明显影响。

4．1．3超声波结合热处理对鸭梨常温贮存下病害控制以及对品质的影响

超声波结合热处理对鸭梨常见的两种采后病害只expansum和A．alternata有很好的控制效

果，效果远远优于单独热处理效果。它能够明显降低损伤接种发病率和病斑面积，提高受侵染

果肉组织中的抗病相关酶POD、PPO活性，在处理后能够明显抑制病原菌在侵染发生前痫斑的

形成和阻断侵染发生后的病斑的扩展，抑制病原菌生长减低病害发生的腐烂程度；并且可以明

显降低采后鸭梨的自然发病率n使用单独热处理能够对鸭梨采后病害起到一定控伟4作用，而超

声波的结合使用使得热杀菌的效率显著提高，明显缩短了热处理的时间、增强抑制效果。因此

可以消除长时间的热处理对果实品质、风味产生的不良影响。

超声波结合50。C热水处理5min没有引起果实表面伤害和果实不良反应。于室温下贮藏，

在不改变鸭梨正常后熟前提F，提高了固酸比改善了食用品质。

4．2展望

在食品工业中，超声波在食品加_T和食品检澳4方面有着广泛的应用，但是作为一种食品保
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藏技术的研究仍处于起步阶段。超声波的空化作用可以起到促进溶液渗透和抑制微生物的效果。

超声波处理作为抑制食品中微生物方法的效果和有效性有很多人研究，但在食品保藏中单独使

用超声波也是一项非常有难度的工作，因为在不会对食品的营养和感官特性引起改变的超声水

平上，不可能有效地杀死目前出现的微生物。在食品工业中单独超声波本身作为抑制真菌活性

的使用目前是不可能的。超声波处理的关键因素与超声波的特性、处理时间、微生物种类、被

处理食品的体积、食物成分和处理温度有关。这种限制意味着超声波当与其他外界多重抑制方

法结合使用时会更加有效。将超声波与抗菌剂、与热结合处理则显示了相当乐观的前景。如果

要实际应用的话，超声波作为抑制真菌和细菌手段有赖于多圊素过程结台，结合杀菌剂、低pH

值或高水活度和声热处理，声压力处理或声热结合压力处理，因为结合使用对能量利用更加有

效，当和传统热处理比较，结合处理加强了对细胞的扰乱作用而使杀灭率更高。对多因素结合

处理需更深一步研究以便发明一种可行的超声波杀菌处理。超声波技术将在未来的食品工业中

得以大范围的使用。但需要在以F几方面进行研究：

1，超声波和其他处理过程结合使用(与高压、热或其他手段)时对于微生物活性抑制有

效性的决定因素：

2，超声波和其他技术相结合使用对于微生物抑制作用机理的阐释；

3，超声波用于关键技术中的操作关键工艺参数；

4，对微生物抑制的同时对食品特性的影响：

5，对杀菌剂(天然的、合成的)的使用，气泡产生剂的使用及研究活性吸附表面都有待探

索。

超声波处理技术仍然在起步阶段，是不成熟的，仍要在未来进行大量研究以便实现工业化

应用。
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