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摘  要：采用低温等离子体反应器对精酿啤酒进行连续杀菌，探究其杀菌效果和对品质的影响。以菌

落总数、酵母菌和大肠杆菌为微生物指标，研究等离子体杀菌和巴氏杀菌对精酿啤酒杀菌的对比效

果，同时评估了其对啤酒色度、泡持度和 pH 值的影响，并利用响应面得出最优杀菌工艺。结果

表明：与巴氏杀菌相比，等离子体处理后杀菌率几乎相同，但是色度、亮度和泡持度更优，更接

近原浆啤酒。当等离子体处理电压 40 kV、时间 10 s、气体流速 60 mL/min 时，能够将活菌落和

大肠杆菌几乎全部杀灭，酵母菌数量减少了 97.5%。利用 Design Expert 软件对其进行分析在电压

40 kV，时间 10 s，气体流速 60 mL/min 时杀菌效果和亮度最好，其预测值与实测值相符，各因素

影响大小为电压>时间>气体流速。 
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Abstract: The craft beer was continuously sterilized by the non-thermal plasma reactor, and its sterilization 

and quality were evaluated. The total count of aerobic plate, yeast and Escherichia coli were used as 

microbial indexes, the effects of plasma sterilization and pasteurization on the bactericidal effect of craft 

beer were studied. Meanwhile, the beer color, foam hold and pH were evaluated to obtain the optimum 

sterilization condition with the response surface. The results showed that, compared with pasteurization, the 

sterilization rate after plasma treatment was almost the same, but the chroma, brightness and bubble 
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retention were better, which was closer to the original beer. The total number of colonies and Escherichia 

coli were almost completely killed, and the number of yeast was reduced by 97.5% with the 40 kV plasma 

treatment voltage, 10 s and 60 mL/min gas flow rate. According to the analysis of Design Expert software, 

the sterilization effect and brightness were the best when the voltage, plasma treatment times and gas flow 

were 40 kV, 10 s and 60 mL/min, respectively. The predicted values were consistent with the measured 

values. The influence of each factors were voltage > time > gas flow rate. 

Key words: plasma; aerobic plate count; yeast; E. coli; the response surface 

精酿啤酒是世界上广泛流行的饮料，2022 年

上半年，我国新增精酿啤酒相关企业 1 645 家，

同比增加 21.8%[1]。近年来，精酿啤酒企业数量

也出现了显著增长，预计到 2025 年中国精酿啤酒

消费量可达 26 亿 L[2-3]。与传统工业啤酒相比，

精酿啤酒具有原料选择精细、风味多样的特点，

具有较强的市场竞争力[4]。精酿啤酒在生产过程

中，其口感和新鲜程度会发生变化，导致啤酒品

质的劣变，从而容易产生细菌[5]。精酿啤酒的品质

与生产工艺、储备环境等相关，直接影响企业的

品牌信誉，以及消费者的接受程度[6]。因此，这

就需要合适的杀菌方式对精酿啤酒进行杀菌并且

保证品质。 

目前，精酿啤酒通过传统的热杀菌方式会使

其品质受到很大的影响，不能保证口感及品质。

目前，一些新型杀菌技术对精酿啤酒的杀菌逐渐

流行起来，例如超高压[7]和高温瞬时技术[5]对精

酿啤酒的杀菌都有很好的效果。张帆[7]等利用超

高压处理工坊啤酒可有效地杀灭有害微生物并且

保证其品质。低温等离子体是一种比较新颖的灭

菌技术，其杀菌的机制主要包括紫外线、电场和

活性氧氮等杀菌物质的作用[8-11]。马良军[12]等利

用介质阻挡放电低温等离子体在 70 kV、150 s 能

够完全杀灭肠炎沙门氏菌。刘雅夫等[13]使用低温

等离子体处理金黄色葡萄球菌和铜绿假单胞菌的

杀菌率分别为 90.00%和 98.99%。关于等离子体

在果蔬汁方面的研究很多，比如猕猴桃汁[14]，苹

果汁[15]，梨汁[16]等，但低温等离子体技术处理精

酿啤酒的相关研究尚无报道。 

本文采用等离子体杀菌装置，研究了对精酿

啤酒杀菌率及理化性质的影响，并与巴氏杀菌进

行对比。探究等离子体在不同电压和处理时间条

件下对啤酒中菌落总数、大肠杆菌、酵母菌的影

响；在单因素实验的基础上，利用响应面优化等

离子体杀菌条件，并在最佳条件下处理精酿啤酒，

为低温等离子体杀菌技术在精酿啤酒中的应用提

供理论依据。 

1  材料和方法 

1.1  实验材料 

精酿啤酒：某生啤酒；塑料培养皿：湖南比

克曼生物科技有限公司；无菌胶头滴管：常德比

克曼生物科技有限公司；锥形瓶、玻璃棒、烧杯：

江苏华欧玻璃有限公司；结晶紫中性红胆盐、孟

加拉红培养基、平板计数琼脂，均为分析纯：北

京奥博星生物科技有限公司。 

1.2  仪器与设备 

G-135 电子天平：常州市幸运电子设备有限

公司；HSP-150BE 恒温恒湿培养箱、LSH-18B 高

压蒸汽灭菌锅、HH-4 数显恒温水浴锅、SW-CJ-1G

型单人双面净化工作台：上海力辰邦西仪器科技

有限公司；分光测色仪：深圳市三恩时科技有限

公司；DIPump550-B163 蠕动泵：卡川尔流体科

技（上海）有限公司；低温等离子体发生器：南

京苏曼等离子体科技有限公司；啤酒泡持杯：朗

鑫化玻璃仪器有限公司；pH-6011 笔式 pH 计：台

湾泰仕电子工业股份有限公司。 

1.3  内容与方法 

1.3.1  精酿啤酒的准备 

（1）精酿啤酒：采用未经处理的青岛原产地

精酿啤酒，作为实验的空白对照。 

（2）巴氏杀菌：70 ℃条件下水浴加热 30 min。 

（3）低温等离子体杀菌：分别在处理时间 5、

10、15 s，电压为 30、35、40、45、50 kV，考察
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等离子体对精酿啤酒的杀菌效果，此时 N2 流速为

60 mL/min。每个条件做 3 次取平均值。 

1.3.2  等离子体装置 

本文采用自行设计的低温等离子体杀菌装置

由高压电源、低温等离子发生器、介质阻挡反应

器、蠕动泵、N2 瓶等辅助设备组成，如图 1。精

酿啤酒放置在玻璃瓶中，流动速度及等离子体处

理时间通过蠕动泵调节。等离子体放电杀菌反应

器装置是使用石英材料设计的反应釜（长 140 mm，

宽 60 mm，高 10 mm），石英介质厚度为 1 mm。

等离子体放电电极采用铝型材料（长 80 mm，宽

60 mm，高 18 mm），放电电极分别于电源的输出

端相连，绝缘介质套于电极外部，两电极间的最

大间距为 10 mm。出料口连接玻璃瓶进行收集，

气体排出口与通风橱相连接。 
 

 
 

图 1  等离子体杀菌装置示意图 

Fig.1  Schematic diagram of plasma sterilization device 
 

以精酿啤酒为原料，选择 500 mL 的透明玻

璃瓶将其放入高压灭菌锅灭菌。实验开始前使用

紫外线灯在超净工作台照射 30 min 后，使用热水

流通整个装置进行灭菌。待冷却后开启等离子发

生器及操作系统预热 1 min 并通入氮气，将精酿

啤酒装入 500 mL 玻璃瓶，开启蠕动泵调节流速

计算等离子体杀菌时间，其处理时间为 5、10、

15 s。等离子体处理电压为 30、35、40、45、50 kV。

杀菌完成后立即进行感官评价，同时进行微生物

和品质指标的测定。 

1.3.3  微生物检测 

选取菌落总数、酵母菌、大肠杆菌作为微生

物指标。菌落总数的细菌检测根据 GB_4789.2—

2016《食品微生物学检验 菌落总数测定》。酵母菌

的检测根据 GB_4789.15—2016《食品微生物学检

验 霉菌和酵母计数》。大肠杆菌的检测根据 GB_ 

4789.3—2016《食品微生物学检验 大肠杆菌计数》。 

1.3.4  响应面设计 

根据单因素实验结果，以电压、处理时间、

气体流速为工艺参数，设计三因素三水平响应面

实验，以菌落总数、酵母菌、大肠杆菌以及亮度

为响应值，通过等高线图、响应面图以及 ANOVA

进行分析，以–1、0、+1 进行编码，如表 1 所示。 
 

表 1  响应面因素水平 

Table 1  Response surface factor levels 

水平 
因素 

–1 0 1 

A 电压/kV 30 40 50 

B 处理时间/s 5 10 15 

C 气体流速/(mL/min) 50 60 70 

 

1.3.5  pH 值的测定 

将待测的精酿啤酒摇匀除气后，取 30 mL 于

烧杯中，使用 pH 计在室温下测定其 pH 值。每次

处理取 3 瓶样品测定，重复测量 3 次，取平均值。 

1.3.6  色度的测定 

采用色差仪测定精酿啤酒的色泽，将除气后

的精酿啤酒摇匀后置于 25 mL 的比色杯中，测定

总色差 ΔE[17]。具体操作方法参考 GB/T_4928—

2008《啤酒分析方法》。 

1.3.7  泡持性的测定 

利用读秒法，其原理是用目视法测定泡沫消

失的速度，以秒表示。在重复性条件下获得的两

次独立测试结果的绝对值不得超过算术平均值的

10%[18]。具体操作方法参考 GB/T_4928—2008《啤

酒分析方法》。 

1.4  数据分析 

数据统计分析使用 Origin9.0 软件、Design 

Expert 软件。 

2  结果与讨论 

2.1  未经杀菌处理的精酿啤酒中微生物含量 

啤酒中常见的菌种有酵母菌和大肠杆菌，酵

母菌是啤酒发酵过程中比较常见的一个菌种，富
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含酵母菌易导致酒液微生物系统不稳定；大肠菌

群是较理想的水体受粪便污染的指示菌，微生物

超标导致啤酒易变质[19]。表 2 结果显示，菌落总

数及大肠杆菌含量均超过啤酒微生物限量（菌落

总数≤30 cfu/mL，大肠杆菌≤15 cfu/mL）。 

 
表 2  精酿啤酒中微生物检测结果 

Table 2  Microbiological detection results in craft beer   cfu/mL 

检测指标 微生物含量 

菌落总数 1.62×103 

酵母菌 1.90×104 

大肠杆菌 51 

 

2.2  等离子体电压对精酿啤酒杀菌的影响 

分别在保压时间 5、10、15 s，氮气流速

60 mL/min 条件下，探究等离子体处理电压为 30、

35、40、45、50 kV 对精酿啤酒中菌落总数、大

肠杆菌和酵母菌的影响。 

2.2.1  不同处理时间对精酿啤酒杀菌的影响 

如图 2（a）所示，当电压为 40 kV，时间为

5 s 时，菌落总数的杀菌率为 81.2%；时间为 10 s

时，菌落总数被完全杀灭。说明随着处理时间的

增加，菌落总数减少速率增大。马良军等[12]也得

到了类似的结论，处理时间的增加能增强等离子

体的杀菌效果。由图 2（b）可知，在电压大于

40 kV，时间仅用 5 s 就可以有很好的杀菌效果，

杀菌率可以达到 95%。国标中未对酵母菌含量有

明确的要求，但是过多的酵母菌会使精酿啤酒变

质和有异味，影响其品质和口感。由于图 2（b）

和图 2（c）中大肠杆菌含量几乎相同，从而导致

线条重叠。从图 2（c）中可以看出，当电压为 30 

kV 时，处理时间从 5 s 和 10 s 大肠杆菌浓度含量

的变化很大，因为在短时间等离子体释放的杀菌

成分较少，到达一定时间后，活性成分释放量不

断增加使得大肠杆菌被杀灭[20]。 

 

 
 

图 2  不同处理时间对菌落总数（a）、酵母菌（b）、大肠杆菌（c）的杀菌效果 

Fig.2  Bactericidal effects of different treatment times on the total number of colonies (a),  
yeast (b) and Escherichia coli (c) 

 

2.2.2  不同电压对精酿啤酒杀菌的影响 

由图 3（a）可知，当时间为 10 s，电压为 30 kV，

菌落总数的含量减少到 460 cfu/mL，电压为 40 kV

时，减少到 15 cfu/mL。可以看出随着电压的增大

菌落总数减少速率逐渐增加。可能由于电压的增

加，使得等离子体产生高速离子对细菌的穿透作

用导致了细胞的死亡。图 3（b）中，当时间为 5 s，

电压从 30 kV 增加到 40 kV，酵母菌的杀菌率从

51%增加到 96%。表明高压使微生物细胞膜被电

击穿，产生不可修复的穿孔或破裂，使细胞 
 

 
 

图 3  不同电压对菌落总数（a）、酵母菌（b）、大肠杆菌（c）的杀菌效果 

Fig.3  Bactericidal effects of different voltages on the total number of colonies (a), yeast (b) and Escherichia coli (c) 
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组织受损，导致微生物失活，而达到杀菌效果[21]。

从图 3（c）可以看出，由于精酿啤酒中大肠杆菌

的含量较少，当时间≥10 s，电压≥35 kV 时，大

肠杆菌已经被完全杀灭。其原因可能是由于等离

子体含有大量活性物，通过氧化作用引起大肠杆

菌的死亡。孙艳[22]等发现等离子体电压对杀菌效

率有显著影响，电压增高，杀菌率增大。 

2.2.3  精酿啤酒微生物检测结果 

由表 3 可知，精酿啤酒中菌落总数和大肠杆

菌都超过国家标准的检测限值。国标中未对酵母

菌含量进行限制，但是过多的酵母菌会使啤酒持

续发酵，从而导致啤酒腐败。等离子体杀菌（电

压 45 kV、处理时间 10 s 和氮气流速 60 mL/min）

和巴氏杀菌（70 ℃和处理时间 30 min）都有很好 

 
表 3  不同处理微生物检测结果 

Table 3  Microbial detection results of 
different treatments            cfu/mL 

类型 菌落总数 酵母菌 大肠杆菌

精酿啤酒 1.62×103 1.9×104 51 

等离子体杀菌处理 0 470 0 

巴氏杀菌处理 0 6 0 

的杀菌作用，菌落总数和大肠杆菌均未检测出，

等离子体杀菌中酵母菌的杀菌率达到 97.96%，而

巴氏杀菌对酵母菌的杀菌率为 99.99%。 

2.3  实验模型建立及显著性检验 

为进一步优化处理条件，根据实验设计原理，

选取处理电压、处理时间和处理极距气体流速对

精酿啤酒中菌落总数、酵母菌和大肠杆菌杀菌率

及亮度影响显著的因素进行实验设计。表 4 列出

了响应面实验设计以及结果，表 5 列出了亮度的

响应面方差分析结果。 

由表 4 的实验结果得到二次多项回归方程见

公式： 

亮 度 ＝ 4.5+1.325*A+5.085*B–0.2*C–0.125* 

AB+2.5*AC–5*BC–0.137 5*A2–0.275*B2+1.25*C2+

0.36C2   （1） 

式中 A 为电压，kV；B 为时间，s；C 为气体

流速，mL/min 

由表 4 可知，回归模型显著，说明该方程拟

合得较好。表 5 显示一次项 A、B、C、交互项 AB、

AC、二次项 A2 是极显著的。各因素对亮度的影

响由强到弱依次电压>时间>气体流速。 
 

表 4  响应面实验设计以及结果 

Table 4  Experimental design and results of response surface 

实验号 A 电压/kV B 时间/s 
C 气体流速
/(mL/min) 

菌落总数
/(cfu/mL) 

酵母菌
/(cfu/mL) 

大肠杆菌
/(cfu/mL) 

亮度 
/(cd/m2) 

1 40 15 50 0 130 0 34 

2 30 10 50 420 6 200 3 38 

3 40 10 60 13 460 0 36 

4 40 10 60 13 460 0 36 

5 40 10 60 13 460 0 36 

6 50 10 50 0 0 0 32 

7 30 5 60 560 9 200 20 35 

8 40 10 60 13 460 0 36 

9 50 10 70 0 0 0 32 

10 40 10 60 13 460 0 36 

11 50 5 60 31 63 0 33 

12 40 15 70 0 130 0 34 

13 40 10 60 13 460 0 36 

14 40 10 60 13 460 0 36 

15 30 10 70 410 6 200 3 37 

16 40 5 50 300 710 0 36 

17 50 15 60 0 0 0 32 

18 30 15 60 200 4 100 0 35 

19 40 5 70 290 700 0 37 
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表 5  亮度响应面方差结果 

Table 5  Brightness response surface variance results 

方差来源 平方和 自由度 均方 F 值 P 值 显著性 

模型 56.05  10 5.60  20.17  <0.000 1 *** 

电压 30.25  1 30.25  108.90  <0.000 1 *** 

时间 4.50  1 14.50  76.20  0.000 3  *** 

气体流速 7.10  1 7.10  21.55  0.006 5  *** 

  AB 5.24  1 7.24  10.89  0.007 8  *** 

  AC 2.25  1 8.25  15.90  0.003 6  *** 

  BC 0.25  1 1.25  13.90  0.367 5  * 

  A2 8.64  1 7.64  24.11  0.001 5  *** 

  B2 3.50  1 3.50  12.60  0.012 5  ** 

  C2 0.07  1 0.07  0.25  0.006 2  * 

残差 2.50  9 0.27       

失拟项 2.50  2 1.25       

纯误差 0 7 0.12       

总差 58.55  19        

R2 0.954 6          

注：*为差异不显著（P>0.05）；**为差异显著（P<0.05）；***为差异极显著（P<0.01）。 

Note: * indicates no significant difference (P>0.05); ** was significant difference (P<0.05); The difference of *** was very significant 
(P<0.01). 

 

2.4  等离子体杀菌效果响应面分析 

应用 Design Expert 软件，分析电压、时间和

气体流速三因素对菌落总数、酵母菌、大肠杆菌

以及亮度影响。 

图 4 为电压与时间作用对菌落总数的影响， 

 

由图可以看出，菌落总数的含量随着电压和杀菌

时间的增加而减少，且电压对菌落总数杀菌率影

响比时间更加显著。当电压从 30 kV 增加到

40 kV，时间为 10 s、气体流速为 60 mL/min，其

他参数不变，菌落总数减少了 415 cfu/mL。 

 
 

图 4  杀菌时间与电压响应面和等高线对菌落总数含量的影响 

Fig.4  Influence of sterilization time, voltage response surface and contour on total colony content 

 
图 5 可以看出，温度和电压对杀菌效果的影

响接近，电压 40 kV，时间为 10 s 时，菌落总数

的含量下降约 80%，当电压上升到 50 kV，时间

为 10 s，菌落总数则下降至 0，这表明，随着电

压的增大，杀菌效果增强趋势显著。当电压固定

在 40 kV，时间为 15 s 时，菌落总数的含量下降

约 95%，显然，处理时间对杀菌效果有一定影响。 

由图 6 可知，响应面显示斜面较倾斜，表明

电压和时间的交互作用显著。由于精酿啤酒中大

肠杆菌含量较少，并且等离子体对大肠杆菌的杀

菌作用比较强，因此在氮气流速一定时，杀菌效

果随着电压和时间的增加逐渐增强。 
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图 5  杀菌时间与电压响应面和等高线对酵母菌含量的影响 

Fig.5  Effect of sterilization time and voltage response surface and contour on yeast content 
 

 
 

图 6  杀菌时间与电压响应面和等高线对大肠杆菌含量的影响 

Fig.6  Effects of sterilization time, voltage response surface and contour on E. coli content 
 

 
 

图 7  杀菌时间与电压响应面和等高线对亮度的影响 

Fig.7  Effect of sterilization time and voltage response surface and contour on brightness 
 

图 7 为等离子杀菌对亮度的影响，亮度可以

观察出精酿啤酒的外观评价。可以看出亮度随着

时间和电压的升高而降低。当电压为 30 kV、时

间为 5 s 时，亮度为 37 cd/m2。当电压为 50 kV、

时间为 10 s 时，亮度为 33 cd/m2。可以看出电压

和时间对精酿啤酒的亮度有一定影响。 
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通过响应面方差分析，该模型为极显著模型，

说明该模型与实验拟合较好。利用已建立的数学

模型在实验范围内优化出最优条件为：电压

40 kV，时间 10 s，气体流速 60 mL/min，各因素

影响大小为电压>时间>气体流速。在此条件下，

菌落总数为 13 cfu/mL（符合国家标准菌落总数浓

度<30 cfu/mL）、酵母菌含量为 460 cfu/mL、大肠

杆菌含量为 0，以及亮度为 36 cd/m2。精酿啤酒

中保留少量的酵母菌可以保持口感和品质，菌落

总数和大肠杆菌达到国家标准。 

2.5  色度和泡持度分析结果 

由表 6 可知，色度物质的含量主要与色素和

制取的条件有关。其等离子体处理条件为电压

40 kV、时间 10 s 和气体流速 60 mL/min，巴氏杀

菌处理条件为处理温度 70 ℃，时间 30 min。啤

酒色度由 L*、a*和 b*值计算得出色差值 ΔE，可

以看出这种精酿啤酒属于浓色啤酒[17]。三者经过

对比，等离子体杀菌处理后和未经处理的精酿的

色度比较相近。泡持性是啤酒泡沫能维持的时间，

啤酒中的表面活性物质能降低表面张力，可以使

泡沫更加持久，泡持性越长越好。可以看出巴氏

杀菌泡持性比未处理的精酿啤酒泡持性减少了一

半，说明巴氏杀菌影响了啤酒的外观评价以及感

官分析。 

表 6  色度和泡持度变化 

Table 6  Variation of color and bubble holdup 

类型 色度/EBC 泡持性/s 

精酿啤酒 28.06 431 

等离子体杀菌处理 29.14 318 

巴氏杀菌处理 33.68 223 

 

2.6  pH 值分析结果 

pH 对啤酒中浑浊的产生都有显著的影响[23]。

酿造所用水的特性影响着啤酒风味，pH 值过低可

能是是杂菌污染所导致的，pH 值过高影响糖化过

程的作用和蛋白质的凝固。其等离子体处理条件

为电压 40 kV、时间 10 s、气体流速 60 mL/min，

巴氏杀菌处理条件为处理温度 70 ℃，时间

30 min。如表 7 所示，三者的 pH 值的变化不对，

说明等离子和巴氏杀菌对精酿啤酒的酸碱度影响

不大。 

表 7  pH 值变化 

Table 7  pH change 

类型 pH 值 

精酿啤酒 4.7 

等离子体杀菌处理 4.7 

巴氏杀菌处理 4.8 

 

3  结论 

利用低温等离子体连续处理精酿啤酒中菌落

总数、酵母菌和大肠杆菌以及色泽、亮度、泡持

度和 pH 值的变化。与巴氏杀菌进行对比，杀菌

率几乎相同，但是等离子体杀菌的品质比巴氏杀

菌更好。当电压为 40 kV，处理时间为 10 s 时，

菌落总数、酵母菌和大肠杆菌的杀菌率为 99.1%、

97.6%和 99.9%，菌落总数和大肠杆菌均到达国

标。同时亮度、色泽、泡持度以及 pH 值分别为

36 cd/m2、29.41 EBC、318 s、4.7，都与精酿啤酒

相接近。利用实验设计，通过响应面建立了低温

等离子体杀灭菌落总数、酵母菌和大肠杆菌及亮

度的影响的二次多项数学模型，此模型的预测值

与实际值相似。本研究为饮料的低温杀菌工艺提

供参考，也为等离子体对菌落总数、酵母菌和大

肠杆菌的杀菌效果提供理论依据。可见，低温等

离子体对精酿啤酒杀菌的应用有着很好的前景。 
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