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摘要：以牛肉为研究对象，分别进行高压冷冻和传统冷冻试验，分析了冷冻过程中的热变化和形成的冰晶形态。高

压冷冻试验在 ３个不同的压力下进行，分别为 １００ＭＰａ（－９℃）、１５０ＭＰａ（－１５℃）和 ２００ＭＰａ（－２０℃）；传统冷冻

（空气冷冻和液体浸没冷冻）在 ０１ＭＰａ和 －２０℃条件下进行。试验结果表明：传统冷冻形成的冰晶多数位于组织

细胞外，冰晶粗大且不均匀，对组织细胞造成严重的压迫和机械损伤；高压冷冻形成的冰晶体积较小，在样品中分

布较均匀，且压力越大，位于胞内的冰晶越多，对样品组织的破坏程度越小。空气冷冻的冻结时间最长（８５ｍｉｎ），

液体浸没冷冻结冰速率较快（５５ｍｉｎ），高压冷冻的冻结时间在 １００、１５０和 ２００ＭＰａ时分别为 ２４７、１２２和

０８３ｍｉｎ；压力越大，卸压时形成的超冷度越大，冰点越低，冻结所需时间越短。
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　　引言

高压冷冻是超高压与低温冷冻相结合的一种快

速冷冻技术。近年来，得益于超高压技术在食品工

业的快速发展，高压冷冻在食品中的应用研究也越

来越多
［１－１５］

。目前，高压冷冻的研究多集中在国外

的高校和研究机构，国内关于高压冷冻的研究仅有

极少的报道
［１６－１７］

，其他多为综述
［１８－２２］

。产生这种

情况的原因之一是由于试验研究对设备的依赖程度

较高，高压冷冻试验不仅需要快速有效地使高压腔

冷却到低温状态（如 －１５℃），还需精准地实时测量
试验过程中压力腔的温度变化，以保证样品不提前

冻结并在卸压时得到足够大的超冷度。这对目前国

内的超高压设备提出了一个巨大的挑战。

目前对诸如牛肉等肉类产品的远距离运输和长

时间保藏多采用冷冻的方法，但是传统冷冻速率慢、

效率低，冷冻过程中形成的冰晶粗大且分布不均匀，

常导致肌肉组织损伤严重、细胞破裂、解冻后汁液流

失等后果，给产品的品质和风味带来严重影响
［２３］
。

因此，对牛肉新型冷冻方法的开发研究尤为重要。

高压冷冻可以缩短冷冻时间，减小冰晶的尺寸，从而

大大降低冷冻对组织的损伤，能有效地提高冷冻产

品的品质。

本文在经过改造后加装温控和检测装置的超高

压设备的基础上，以牛肉为研究对象，研究在高压冷

冻过程中的热变化以及形成的冰晶微观特征，并比

较分析高压冷冻法与传统冷冻方法（空气冷冻和液

体浸没冷冻）之间的差异和优缺点，为今后利用高

压冷冻开发具有高品质的冷冻牛肉提供一定的技术

支持。

１　材料与方法

１１　材料与试剂
牛肉，购于超市；乙醇（体积分数为 ９５％）、无水

乙醇、三氯甲烷、冰乙酸、正丁醇、甲苯、石蜡、亮蓝均

为分析纯，购于 ＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司；ＥＵＫＩＴＴ封固
剂，购于德国 Ｏ．Ｋｉｎｄｌｅｒ公司。
１２　主要仪器与设备

ＡＣＩＰ ３５００／１／８ ＶＢ型超高压设备，法国
ＡＣＢ公司；Ａｇｉｌｅｎｔ３４９７０Ａ型数据采集仪，美国
Ａｇｉｌｅｎｔ公司；Ｋ型热电偶，美国 ＯｍｅｇａＳｔａｍｆｏｒｄ公
司；Ｐｒｅｓｔｏ ＬＨ４７型低温恒温循环槽，德国 Ｊｕｌａｂｏ
ＬａｂｏｒｔｅｃｈｎｉｃＧＭＢＨ公司；冷冻冰箱，法国 Ｓｅｒｖａｔｈｉｎ
公司；定型模具（２０ｍｍ×１５ｍｍ×１５ｍｍ），Ｆｉｓｈｅｒ
Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司；ＳＭ ２０００ Ｒ型切片机，德国 Ｌｅｉｃａ
公司；ＭＡＣＣ Ｃ７１型 ＣＣＤＲＧＢ相机，日本 Ｓｏｎｙ公



司；ＷｉｌｄＭ３Ｃ型显微镜，德国 Ｌｅｉｃａ公司。
１３　样品前处理

将牛肉按照一定尺寸切块（直径约 ６ｍｍ，长度
约３０ｍｍ）。切块后的牛肉放置于１０ｍＬ离心管，填
满。将离心管盖紧后即作为一个样品，待冷冻处理。

每个处理同时准备 ３个样品。取一个样品，在离心
管盖上打一个孔（直径 １ｍｍ），插入一根 Ｋ型热电
偶探针至牛肉中心位置，测量牛肉在冷冻过程中温

度的变化。

对照组为不经过冷冻处理的样品，其他处理与

样品组相同。

１４　含水率测定
称取一定质量牛肉置于 １０１℃的干燥箱干燥至

恒质量。牛肉干燥前质量与干燥后质量的差数对干

燥后质量的百分比即牛肉的湿基含水率（％）。
１５　高压冷冻

高压冷冻试验设备如图１所示。高压设备压力
腔有效工作体积为 ３５Ｌ，内径为 １２０ｍｍ，高度为
３１０ｍｍ。试验压力分别设定为１００、１５０和 ２００ＭＰａ，
对应的试验温度分别为 －９、－１５和 －２０℃。传压
介质为体积分数 ５０％的乙醇溶液。升压速率为
３ＭＰａ／ｓ，卸压速率为４０ＭＰａ／ｓ。

图 １　高压冷冻试验装置示意图

Ｆｉｇ．１　Ｓｃｈｅｍａｔｉｃｏｆａｐｐａｒａｔｕｓｆｏｒｐｒｅｓｓｕｒｅｓｈｉｆｔｆｒｅｅｚｉｎｇ
１．计算机　２．数据采集仪　３．热电偶　４．转接口和接口面板　

５．保温层　６．低温恒温循环器　７．高压腔　８．倍加器　９．卸压

阀　１０．传压介质　１１．样品支撑架　１２．Ｋ型热电偶　１３．堵头

和密封

　

试验过程按照图 ２所示，以 ２００ＭＰａ（－２０℃）
的高压冷冻试验为例，过程分为４步：①将样品放置
于高压设备压力腔，密封后加压至 ２００ＭＰａ，如图 ２
中 Ａ Ｂ所示。② 样品在 ２００ＭＰａ下冷却，至
－２０℃。开启低温槽与超高压设备之间的循环开关，
如图２中 Ｂ Ｃ，但冷却后的温度不能低于样品的结

冰相变温度。按照苏光明等对虾肉在不同压力下的

相变温度的计算方法
［１７］
，牛肉样品在 １００、１５０和

２００ＭＰａ的压力下的相变温度分别为 －１２１、
－１７６和 －２３９℃。③快速卸压，如图 ２中 Ｃ Ｄ
Ｅ Ｆ。在卸压过程中产生极大的超冷度（Ｄ Ｅ），形
成无数的冰晶核。④在常压下完成冻结（图 ２中
Ｆ Ｇ），卸压过程中未形成冰晶核的水以冰晶核为
中心逐渐长大成冰晶。冷冻后的样品取出于 －４０℃
保存，并在４８ｈ内进行冰晶分析。

在１００、１５０和２００ＭＰａ条件下的高压冷冻试验
结束后，将用于温度测定的牛肉样品于室温下进行

解冻（４８ｈ）。解冻后样品再次进行冷冻，并用同样
的方法分别测定牛肉样品在１００、１５０和 ２００ＭＰａ下
高压冷冻试验过程中的温度变化，并以此方法重复

２次。

图 ２　水在不同压力和温度下的相变图及高压

冷冻原理示意图
［２４］

Ｆｉｇ．２　Ｗａｔｅｒｐｈａｓｅｄｉａｇｒａｍｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐｒｅｓｓｕｒｅａｎｄ

ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ，ａｎｄｔｈｅｐｒｉｎｃｉｐｌｅｏｆｐｒｅｓｓｕｒｅｓｈｉｆｔｆｒｅｅｚｉｎｇ
　

１６　高压冷冻过程中温度的测定

将待处理的３个样品固定于图１中的样品支撑
架，从压力腔内的转接口接出两根热电偶，一根与预

先装在样品上的热电偶相连接，另一根置于压力腔

内，测量试验过程中腔内传压介质的温度。将高压

设备的上堵头旋紧至密封状态，将位于堵头上方的

热电偶与数据采集仪相连接。数据采集仪的设置如

下：测量项目设为温度（单位：℃）；传感器类别设为
Ｋ型热电偶；测量间隔设为 １０ｓ（卸压时改为１ｓ）。
试验开始时，开启自动扫描功能即可实现温度的测

量并记录在与数据采集仪相连的计算机上。

１７　传统冷冻试验
１７１　空气冷冻

将３个样品同时置于 －２０℃的冷冻冰箱，１个
样品用于温度测定，另外 ２个样品用于冰晶显微结
构分析。将待处理的 ３个样品固定于冰箱内支架，
从数据采集仪的转接口接出两根热电偶，一根与预

先装在样品上的热电偶相连接，另一根置于冰箱内
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（热电偶线于冰箱内固定使探头悬空，避免与冰箱

内表面接触），测量试验过程中冰箱内空气（冷媒）

的温度。数据采集仪的设置与高压冷冻试验的设定

相同。当样品中心温度达到样品低于初始冻结温度

１０℃时即完成冷冻处理。冷冻后的样品取出于
－４０℃保存，并在４８ｈ内进行冰晶分析。
用于温度测定的牛肉样品在室温下经过 ４８ｈ

解冻后再次进行冷冻，用同样的方法测定牛肉样品

在空气冷冻过程中的温度变化，并以此方法重复 ２
次。

１７２　液体浸没冷冻
３个样品同时置于 －２０℃的低温恒温槽，冷媒

为体积分数 ５０％的乙醇溶液，１个样品用于温度测
定，另外２个样品用于冰晶显微结构分析。将待处
理的３个样品固定于恒温槽内的网状支架，浸没于
乙醇溶液。从数据采集仪的转接口接出两根热电

偶，一根与预先装在样品上的热电偶相连接，另一根

固定于恒温槽内网状支架（避免与恒温槽内壁接

触，浸没于乙醇溶液内），测量试验过程中恒温槽内

乙醇溶液（冷媒）的温度。数据采集仪的设置与高

压冷冻试验的设定相同。当样品中心温度达到样品

低于初始冻结温度 １０℃时即完成冷冻处理。冷冻
后的样品取出于 －４０℃保存，并在 ４８ｈ内进行冰晶
分析。

用于温度测定的牛肉样品在室温下经过 ４８ｈ
解冻后再次进行冷冻，用同样的方法测定牛肉样品

在液体浸没冷冻过程中的温度变化，并以此方法重

复２次。
１８　冰晶固定化处理

冰晶固定化处理参照猪肉的高压冷冻试验
［６］
。

将冷冻的样品从离心管中取出，用预先冷却的刀从

中间切取约 ４ｍｍ长的正方体样品，切割方向顺纤
维方向。每个样品切１０小块正方体，整个操作过程
在 －１８℃冷冻室中进行，以保证样品中冰不融化。
正方体样品再用 Ｃａｒｎｏｙ溶液进行固定。Ｃａｒｎｏｙ溶
液由无水乙醇、甲苯和冰乙酸组成（体积比６∶３∶１）。
将样品浸没于 Ｃａｒｎｏｙ溶液，－１８℃下静置 １８ｈ。未
冷冻的对照样品用同样的方法进行固定，但于 ４℃
下静置１８ｈ。静置后的样品取出用无水乙醇脱水。
脱水后样品取出沥干，并浸没于正丁醇继续脱水并

静置２ｈ，此操作重复 ２次，再将样品用正丁醇浸没
静置 １２ｈ。将脱水后的样品浸没于甲苯，静置
３０ｍｉｎ（重复３次），取出后沥干再浸没于 ５７℃的熔
融石蜡，静置 １ｈ并重复 ３次。最后将样品放置于
定型模具中（横截面向上），并用熔融的石蜡固定，

冷却至室温（２０℃）。

用切片机对固定的样品切片，厚度１×１０－８ｍｍ。
将样品的切片水平放置于载玻片上，载玻片预先置

于５６℃的恒温加热板上预热，待石蜡熔融且样品紧
贴于载玻片后，取下载玻片并冷却至室温。

将附有切片样品的载玻片浸于甲苯溶液１０ｍｉｎ，
以去除载玻片和样品中的石蜡，载玻片取出后沥干

再浸没于无水乙醇 １０ｍｉｎ，去除样品中甲苯。再将
载玻片浸没于体积分数为 ５０％的乙醇溶液中并静
置１０ｍｉｎ。最后将载玻片放置于蒸馏水中静置
１０ｍｉｎ完成再水化。再水化后的样品置于质量分数
为０４％的亮蓝水溶液染色 ３ｍｉｎ，取出并浸没于无
水乙醇清洗１０ｍｉｎ，再用甲苯浸没 １０ｍｉｎ。最后滴
加适量封固剂至载玻片上的样品处，并用盖玻片覆

盖密封，待显微分析。

１９　显微结构分析
固定后的样品用显微镜观察分析，分别经 ２０×

１０倍和２０×４０倍放大并拍照记录。图片中的冰晶
用 ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ软件分析（ＭｅｄｉａＣｙｂｅｒｎｅｔｉｃｓ）。
１１０　数据分析

不同冷冻处理得到的冰点、超冷度和冻结时间

等数据采用 ｔ检验法进行显著性分析。ｔ检验用
ＳＰＳＳ软件进行分析，显著性水平为００５。

２　结果与分析

２１　高压冷冻过程的热变化
本文以 １５０ＭＰａ（－１５℃）的高压冷冻试验为

例，阐述牛肉在高压冷冻过程中的温度变化，如图 ３
所示。

试验开始时，样品浸没于高压腔内的传压介质，

由于低温槽的冷却作用，样品和传压介质的温度开

始下降。增压开始后，由升压过程中绝热压缩的作

用，样品和传压介质的温度逐渐升高，当压力达到

１５０ＭＰａ，样品的温度增加 ９８℃，介质的温度增加
了１４９℃。从图３可知，传压介质的升温速率比样
品快（斜率大），究其原因：①加压后，传压介质（液
体）比样品（固体）的压缩比大。②在增压过程中，
经由倍加器泵送进压力腔的传压介质位于压力腔外

的贮槽，而贮槽中的介质是常温，高于压力腔中介质

的温度，从而引起介质的增温速率快，温度的增加量

高于牛肉样品。

如图３所示，样品经过约 ８０ｍｉｎ的冷却，温度
从室温（２０℃）降低到 －１４８℃，此时，样品的温度
接近相变点但未冻结。在快速卸压后，样品的温度

呈现先降低，又快速上升至 －２３℃（冰点）的变化，
如图３ｂ所示。样品温度的小幅降低是由于卸压过
程中绝热膨胀引起的。而在压力快速改变至
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图 ３　牛肉样品在高压冷冻和卸压过程中压力和

温度变化曲线

Ｆｉｇ．３　Ｐｒｅｓｓｕｒｅａｎｄｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｃｕｒｖｅｓｏｆｂｅｅｆｉｎ

ｐｒｏｃｅｓｓｏｆｐｒｅｓｓｕｒｅｓｈｉｆｔｆｒｅｅｚｉｎｇａｎｄｄｅｐｒｅｓｓｕｒｉｚａｔｉｏｎ
　

０１ＭＰａ时，样品的相变温度变化为 －２３℃，而在这
一瞬间，超低温的水却仍然没有结冰，这样就出现了

一个很大的超冷度（１２７℃），驱动大量冰晶核的形
成。由于冷冻过程是冰晶核的形成和长大过程，因

此，在高压冷冻试验中，大量冰晶核的出现有２方面
作用：①样品中水能够以更多的冰晶核为中心进行
附着并长大形成冰晶，从而形成大量的、细小的冰

晶。②样品中水在卸压瞬间形成大量的冰晶核，剩
下少量未被冻结的水，因此缩短了之后的冻结过程。

结冰过程是一个放热过程，热量由潜热变成显热，表

观为温度从 －１４８℃上升到 －２３℃，在图 ３ｂ中呈
现一个较平缓的水平冻结曲线（－２３±０１）℃，结
冰过程持续 １２２ｍｉｎ。在结冰过程后，样品的温度
开始逐渐下降，直至环境温度。在卸压过程中，由于

绝热膨胀，传压介质的温度由 －１４８℃降低至
－２３２℃，随着结冰的完成，传压介质的温度也逐渐
回升至约 －１５℃。

２２　传统冷冻过程的热变化
２２１　空气冷冻过程

样品在空气冷冻过程中的温度变化如图 ４所
示。经过约２８ｍｉｎ的冷却，样品温度由室温（２０℃）
降低至 －４℃（图 ４中 Ａ Ｂ），此时样品中水并未开
始结冰，但随着试验的进行，样品的温度迅速上升至

－１６℃（图４中 Ｂ Ｃ），并维持一段曲线变化较平
缓、温度降低速率较慢的过程，该过程即为最大冰晶

生成过程。在牛肉中水转化为冰晶的过程中，由于

溶质效应的作用，冰点逐渐下降，且样品中液态水不

可能被完全冻结。因此，为了描述结冰过程的完成，

按照Ｏ．Ｓｃｈｌüｔｅｒ等研究的报道［２５］
，当样品中心温度低

于相变起始温度５℃时，样品中水可视为全部冻结。由
图４可知，冻结过程持续８７ｍｉｎ（图４中Ｃ Ｄ）。

超冷是指样品的温度到达冰点但仍未出现冻结

的现象。本试验中，样品在传统空气冷冻过程中出

现了明显的超冷现象：牛肉在冷却至 －４℃时仍未结
冰，而实际的冰点为 －１６℃，当超过 Ｂ点（图４）时，
样品的温度迅速转变，并开始冻结。超冷现象的出

现与样品中含有的溶质、样品大小、冷却速率、组织

中存在的微隙等有关
［２６］
，并呈现一定的随机性

［２７］
。

本试验中使用的牛肉样品含水率为 ７０３６％，肌肉
组织中存在大量的溶质；同时，牛肉组织构成比较松

散，组织纤维之间含有少量空穴，这些因素的存在都

会引起冷冻过程中出现超冷现象。样品的超冷状态

属于亚稳态
［２８］
，当样品处于亚稳状态时，粘度越高，

冰晶核的生成机率越小，且冰晶核的生成过程是随

机的，不发生在特定的温度下，冰晶核产生时的温度

处于相变点和一个较低的温度范围内
［２９］
。肉类样

品含有大量的水和肌肉蛋白凝胶，凝胶的粘度和持

水性存在着强正相关
［３０］
，这些因素都会影响超冷现

象的发生。

图 ４　牛肉样品在空气冷冻过程中温度变化曲线

Ｆｉｇ．４　Ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｃｕｒｖｅｏｆｂｅｅｆｓａｍｐｌｅｉｎｐｒｏｃｅｓｓ

ｏｆｃｏｎｖｅｎｔｉｏｎａｌａｉｒｆｒｅｅｚｉｎｇ（ＣＡＦ）
　

２２２　液体浸没冷冻过程
样品在液体浸没冷冻过程中温度变化如图５所

示，冷冻速度明显比空气冷冻的速度快。样品中心

温度从室温（２０℃）降低到超冷点（图 ５中 Ｂ点）只
经历了 ２５ｍｉｎ。随后，伴随着超冷状态的打破
（图５中 Ｂ Ｃ），牛肉样品中水开始结冰，按照２２１
节中对冻结过程的定义，经过 ５５ｍｉｎ的结冰过程，
完成了牛肉样品中水的冻结。

２３　不同条件下高压冷冻和传统冷冻的热特性比较

表１列出了在不同压力和温度条件下进行的高
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图 ５　牛肉样品在液体浸没冷冻过程中温度变化曲线

Ｆｉｇ．５　Ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｃｕｒｖｅｏｆｂｅｅｆｉｎｐｒｏｃｅｓｓｏｆｌｉｑｕｉｄ

ｉｍｍｅｒｓｉｏｎｆｒｅｅｚｉｎｇ（ＬＩＦ）
　
压冷冻与传统冷冻过程中冰点、超冷度和冻结时间。

对于高压冷冻试验，冰点由卸压后出现的水平冻结

曲线得到
［７］
，而对于空气冷冻和浸没冷冻，冰点为

起始冻结点；高压冷冻试验的超冷度为试验温度与

冰点的差值
［３１］
。

表 １　牛肉在不同冷冻过程中冰点、超冷度和冻结时间

Ｔａｂ．１　Ｆｒｅｅｚｉｎｇｐｏｉｎｔ，ｓｕｐｅｒｃｏｏｌｉｎｇａｎｄｆｒｅｅｚｉｎｇ

ｔｉｍｅｏｆｂｅｅｆｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｆｒｅｅｚｉｎｇｐｒｏｃｅｓｓｅｓ

冷冻方法 冰点／℃ 超冷度／℃ 冻结时间／ｍｉｎ

１００ＭＰａ高压冷冻 －１０±０４ａ ７４±０８ａ ２４７±１０８ａ

１５０ＭＰａ高压冷冻 －２３±０２ｂ １２７±１２ｂ １２２±０５ａｂ

２００ＭＰａ高压冷冻 －４０±０１ｃ １６±０５ｃ ０８３±０１３ｂｃ

空气冷冻 －１６±０５ａｄ — ８７±５２ｄ

液体浸没冷冻 －３３±０３ｅ — ５５±０４ｅ

　　注：每列不同字母表示差异显著，Ｐ＜００５。

　　在高压冷冻试验中，对于相同的牛肉样品，冰点
随着压力的增大而逐渐降低。卸压过程形成超冷度

的不同是冰点呈现差异的主要原因，而溶质效应是

差异产生的直接原因。如 ２１节所述，在卸压过程
中产生了大量细小的冰晶核，根据 Ｂｕｒｋｅ等的研究
报道

［３２］
，冰晶核的形成数量与卸压过程中产生的超

冷度成正比：超冷度每增加１℃，形成的冰晶核以 １０
倍增加。因此，高压冷冻试验压力越高，产生的超冷

度也越高，从而形成越多的冰晶核。对于相同的试

验样品，产生的冰晶核越多，未冷冻的水就越少，样

品中存在的溶质浓度会越高，而溶质效应对降低冰

点的作用就越明显。因此，在 １００、１５０和 ２００ＭＰａ
高压冷冻试验中，冰点分别为 －１０、－２３和
－４０℃。
产生最大超冷度（如图 ２、表 １所示）是高压冷

冻相比传统冷冻的优势所在。在高压冷冻试验卸压

开始前，样品的中心温度已经达到非常低的程度，由

于样品中水并没有冻结，样品表面和中心没有明显

的温度差，同样，样品表面和中心也不存在明显的压

力梯度，当压力卸除至０１ＭＰａ时，水的冰点立即变

回常压时的冰点，此时样品从表面至中心都会产生

均一的非常大的超冷度，诱发产生的冰晶核均匀分

布于整个试验样品，从而加速冰晶的形成，此外，如

２１节所述，由于大量冰晶核的形成，减少了未冷冻
水的含量，从而也加速了随后的冷冻过程（常压下

进行）。如表 １，１００、１５０和 ２００ＭＰａ的高压冷冻所
需的冻结时间分别为 ２４７、１２２和 ０８３ｍｉｎ。但
是，在传统冷冻试验中，冷媒（空气和 ５０％乙醇）的
冷却作用是从样品表面开始，待样品表面的水结冰

后温度才开始下降，再进一步冷却样品的内层，依此

循环。因此，传统冷冻过程中，样品从外至内形成了

明显的温度梯度，正是在温度梯度的影响下，样品冻

结过程缓慢发生。在本试验中，空气冷冻所需冻结

时间为８７ｍｉｎ，液体浸没冷冻所需时间为 ５５ｍｉｎ，
比高压冷冻所需的冻结时间显著增加。

对比相同温度时的冷冻试验，－２０℃时高压冷
冻试验（２００ＭＰａ）的冰点为 －４℃，比空气冷冻和液
体浸没冷冻的冰点均低，且有显著性差异。冰点的

差异也间接地反映了在起始冻结点开始时，样品内

形成冰晶的含量，这种冰晶含量的差异主要是由在

结冰开始时超冷的差异所引起的。空气冷冻过程

中，超冷为４℃，液体浸没冷冻时为５５℃，对于相同
的牛肉样品，超冷越大，在冻结开始时形成的冰晶量

越多，剩余的水分越少，冰点也越低。由于 －２０℃的
高压冷冻在卸压时形成的超冷最大（为 ２０℃，即
－２０℃与常压下水的冰点之差），在卸压瞬间形成
的冰晶量也最多，使得 －２０℃的高压冷冻冰点最低。
－２０℃高压冷冻的冻结时间为 ０８３ｍｉｎ，显著小于
液体浸没冷冻的５５ｍｉｎ（Ｐ＜００５）（为高压冷冻的
６６倍），且远小于空气冷冻所需的 ８７ｍｉｎ（为高压
冷冻的１０４８倍）。冻结时间的减少，是高压冷冻与
传统冷冻方法相比的优势之一。

２４　不同冷冻过程形成的冰晶形态分析
图６是未冷冻的牛肉样品肌肉纤维显微图

（２００倍）。未冷冻样品视为对照，与冷冻后的样品显
微图进行对比，分析冷冻对组织的破坏程度。如图

所示，新鲜牛肉组织细胞分布较均匀，组织细胞之间

纹理较清晰，结缔组织明显，表明牛肉组织较松散。

空气冷冻形成的冰晶尺寸最大而不规则，且冰

晶环绕着牛肉组织细胞连成一片，如图７所示，组织
纤维破坏较为明显，多数肌肉纤维断裂成小片段，且

被压缩成扁平状。如上文所述，空气冷冻是一个缓

慢冷冻过程，被证明能够形成个头较大且通常位于

胞外的冰晶体
［９］
。由图７可知，牛肉样品经过冷冻后，

形成的冰晶几乎都位于纤维细胞外，组织细胞之间的

结缔组织被冰晶占据并压迫，肌肉细胞变性严重。
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图 ６　未冷冻牛肉样品肌肉纤维显微图

Ｆｉｇ．６　Ｍｉｃｒｏｇｒａｐｈｏｆｍｕｓｃｌｅｆｉｂｅｒｓｏｆｕｎｆｒｏｚｅｎｂｅｅｆｔｉｓｓｕｅ
　

图 ７　空气冷冻牛肉肌肉纤维和冰晶显微图

Ｆｉｇ．７　Ｍｉｃｒｏｇｒａｐｈｏｆｂｅｅｆｍｕｓｃｌｅｆｉｂｅｒｓａｎｄｉｃｅ

ｃｒｙｓｔａｌｓｆｒｏｚｅｎｂｙｃｏｎｖｅｎｔｉｏｎａｌａｉｒｆｒｅｅｚｉｎｇ（ＣＡＦ）
　
牛肉样品经过液体浸没冷冻后得到的显微结构

如图８所示。液体浸没冷冻形成的冰晶较空气冷冻
的分散，在一定面积内肌肉组织细胞较多，这主要因

图 ８　液体浸没冷冻牛肉肌肉纤维和冰晶显微图

Ｆｉｇ．８　Ｍｉｃｒｏｇｒａｐｈｏｆｂｅｅｆｍｕｓｃｌｅｆｉｂｅｒｓａｎｄｉｃｅｃｒｙｓｔａｌ

ｆｒｏｚｅｎｂｙｌｉｑｕｉｄｉｍｍｅｒｓｉｏｎｆｒｅｅｚｉｎｇ（ＬＩＦ）

为液体浸没冷冻的冷冻速率高，但显微图中仍有较

多的肌肉纤维片段，表明组织在冻结过程中，被冰晶

破坏。本试验中的样品虽然体积比较小（１０ｍＬ），
但在冷冻过程中冷媒引起的热传递仍然存在一定的

温度梯度，冰晶从离心管内样品表面逐渐向样品中

心延伸。

如图 ９（１００ＭＰａ）、图 １０（１５０ＭＰａ）和图 １１
（２００ＭＰａ）所示，高压冷冻能够形成较好的冰晶，对
组织的破坏程度较小。样品高压冷冻时压力越高，

组织细胞之间存在的冰晶越少；组织细胞内的冰晶

逐渐由细胞外层向内层扩散；组织细胞内的冰晶体

积越小，冰晶越多。

图 ９　高压冷冻（１００ＭＰａ）牛肉肌肉纤维和冰晶显微图

Ｆｉｇ．９　Ｍｉｃｒｏｇｒａｐｈｏｆｂｅｅｆｍｕｓｃｌｅｆｉｂｅｒｓａｎｄｉｃｅｃｒｙｓｔａｌ

ｆｒｏｚｅｎｂｙｐｒｅｓｓｕｒｅｓｈｉｆｔｆｒｅｅｚｉｎｇ（ＰＳＦ）ａｔ１００ＭＰａ
（ａ）２００倍　（ｂ）４００倍

　
相对于传统冷冻，高压冷冻形成的冰晶较小、分

布较均匀，从而减少了冰晶对肌肉组织造成的机械

伤害。传统冷冻（空气冷冻和液体浸没冷冻）形成

的冰晶大多位于肌肉细胞间隙之间，冰晶颗粒大且

彼此相连，对细胞组织构成严重压迫和机械损伤。

通常，冰晶造成细胞膜的破坏不可逆，导致样品解冻

后汁液流失
［６］
。高压冷冻形成的冰晶多数位于肌

肉细胞内部，冰晶颗粒小而分布均匀，因此对肌肉细

胞的机械损伤较小，不易出现类似传统冷冻的解冻

后汁液流失的现象，且高压冷冻的压力越高，冷冻效

果越好。

冷冻过程一般包含冰晶核的形成与长大形成冰
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图 １０　高压冷冻（１５０ＭＰａ）牛肉肌肉纤维和冰晶显微图

Ｆｉｇ．１０　Ｍｉｃｒｏｇｒａｐｈｏｆｂｅｅｆｍｕｓｃｌｅｆｉｂｅｒｓａｎｄｉｃｅｃｒｙｓｔａｌ

ｆｒｏｚｅｎｂｙｐｒｅｓｓｕｒｅｓｈｉｆｔｆｒｅｅｚｉｎｇ（ＰＳＦ）ａｔ１５０ＭＰａ
　

图 １１　高压冷冻（２００ＭＰａ）牛肉肌肉纤维和冰晶显微图

Ｆｉｇ．１１　Ｍｉｃｒｏｇｒａｐｈｏｆｂｅｅｆｍｕｓｃｌｅｆｉｂｅｒｓａｎｄｉｃｅｃｒｙｓｔａｌ

ｆｒｏｚｅｎｂｙｐｒｅｓｓｕｒｅｓｈｉｆｔｆｒｅｅｚｉｎｇ（ＰＳＦ）ａｔ２００ＭＰａ
　
晶两个步骤。Ｏｔｅｒｏ等［３３］

研究表明：对于纯水，在高

压冷冻的卸压膨胀过程中，１００ＭＰａ（－８８℃）、
１５０ＭＰａ（－１４４℃）和２００ＭＰａ（－２０℃）瞬间形成
的冰晶核分别为１１７％、１９３％和 ２７５％。虽然在
高压冷冻的卸压膨胀过程中形成了不等量的冰晶

核，但是，冰晶核的形成需要的是一定的超冷度作驱

动，而冰晶核长大需要除去一定的热量，而不需要有

　　

明显的超冷度
［３４］
。如表１所示：１００、１５０和 ２００ＭＰａ

的高压冷冻所形成的超冷度分别为 ７４、１２７和
１６℃，且超冷度在样品冻结过程中不会显著降低，仅
当样品冻结完成时，样品与冷媒之间的温差才逐渐

降低。在卸压过程中，由于形成大量的分布均匀的

冰晶核，而冰晶核的长大需要除去一定的热量，对于

较高压力的高压冷冻，相对应的冷冻温度也较低，冷

媒与样品之间的温度差较高，更利于除去冰晶核长

大所释放的由潜热转化而成的显热。冰晶核长大的

过程中，热量的去除也具有一定的方向性，即由样品

中心向外扩散。２００ＭＰａ的高压冷冻，样品与冷媒
之间温差最大，更易去除冰晶核长大所释放的热量，

因此，如图 １１所示，形成了大量的、细小的、于细胞
内分布均匀的冰晶；１５０ＭＰａ的高压冷冻，所得温差
较２００ＭＰａ的高压冷冻小，因此，除了细胞外的冰晶，只
在细胞的外层形成了部分细小冰晶（图 １０）；而对于
１００ＭＰａ的高压冷冻，所得的温差最小，细胞内只形
成了零散的少量冰晶（图９）。而如图７和图８所示的
传统冷冻，在细胞内没有出现明显的冰晶。

３　结束语

传统冷冻由于形成颗粒大、多位于组织细胞外

且连成片的冰晶，容易导致严重的组织变形、细胞萎

缩以及机械裂痕，从而导致牛肉在解冻过程中出现

严重的汁液流失现象，使产品品质下降。高压冷冻

由于能形成非常大的超冷度，促使大量冰晶核迅速

生成，并在食品中均匀地成长为冰晶。在一定范围

内（０１～２１０ＭＰａ），压力越高，冰晶颗粒越多越小、
分布越均匀，对牛肉组织细胞的破坏程度越小。

因此，与传统冷冻方法相比，高压冷冻是新鲜牛

肉的一种具有潜在价值的新型冷冻方法，其优势主

要体现在：缩短冻结所需时间，提高生产效率，节约

能源；形成大量细小且分布均匀的冰晶，对牛肉组织

破坏程度小，能最大限度地保留产品品质。
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