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花生表面黄曲霉高压电场低温等离子体
消杀工艺优化及对花生品质的影响

刘 欢 1 NASIRU Mustapha Muhammad2 冯 进 2 宋江峰 2 

祝 红 3 李春阳 1,2

（1. 江苏大学食品与生物工程学院，江苏  镇江   212013； 2. 江苏省农业科学院，江苏  南京   210014； 

3. 长沙理工大学食品与生物工程学院， 湖南  长沙   410114）

摘要：［目的］优化高压电场低温等离子体（HVCP）消杀花生表面黄曲霉处理参数，并分析杀菌对花生品质的影响。［方

法］以杀菌率为指标，利用响应面试验优化消杀花生表面黄曲霉的 HVCP 杀菌工艺参数，观察比较 HVCP 处理前后的黄

曲霉孢子形态，并分析 HVCP 处理对花生粗脂肪含量、粗脂肪酸价、粗蛋白含量、色泽的影响。［结果］优化的 HVCP 杀菌

工艺参数为处理电压 122 kV、处理时间 13.5 min、处理频率 56 Hz，该条件下的杀菌率达到 99.56%，并且黄曲霉孢子形

态比未处理组发生明显变化，同时 HVCP 处理后花生粗脂肪、粗蛋白含量没有显著变化，脂肪酸价显著降低，花生色泽

更鲜艳。［结论］HVCP 可高效消杀花生表面黄曲霉，提升色泽，降低脂肪酸价，且不影响品质安全。

关键词：高压电场低温等离子体；花生；黄曲霉；杀菌；品质

Optimization of elimination process of Aspergillus flavus on 

peanut surface through high voltage electric field cold 

plasma and its effect on peanut quality

LIU Huan1 NASIRU Mustapha Muhammad2 FENG Jin2 SONG Jiangfeng2 

ZHU Hong3 LI Chunyang1,2

（1. School of Food and Biological Engineering, Jiangsu University, Zhenjiang, Jiangsu 212013, China； 

2. Jiangsu Academy of Agricultural Sciences, Nanjing, Jiangsu 210014, China； 3. School of Food Science 

and Bioengineering, Changsha University of Science & Technology, Changsha, Hunan 410114, China）

Abstract: ［［Objective］］ To optimize the treatment parameters for eliminating Aspergillus flavus on peanut surface through high voltage 

electric field cold plasma (HVCP) and analyze the effects on peanut quality. ［［Methods］］ With sterilization rate as the indicator, the HVCP 

sterilization process parameters for eliminating Aspergillus flavus on peanut surface are optimized through a response surface test. The 

morphological changes of Aspergillus flavus spores before and after HVCP treatment are observed and compared, and the effects of HVCP 

treatment on the crude fat content, crude fatty acid value, crude protein content, and color of peanuts are analyzed. ［［Results］］ The optimized 

HVCP sterilization process parameters are as follows: treatment voltage of 122 kV, treatment time of 13.5 min, and treatment frequency of 

56 Hz. Under these conditions, the sterilization rate reaches 99.56%. The morphology of Aspergillus flavus spores change significantly 

compared with the untreated group. Furthermore, the treatment method does not significantly change the crude fat and crude protein content 
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of peanuts, but it significantly reduces the fatty acid value and improves the color brightness of the peanuts. ［［Conclusion］］ HVCP can 

effectively eliminate Aspergillus flavus on the surface of peanuts, and it can also improve the color brightness and reduce the fatty acid value 

of peanuts, without any influence on the quality and safety.

Keywords: high voltage electric field cold plasma; peanut; Aspergillus flavus; sterilization; quality

花生（Arachis hypogaea L.），属豆科落花生，在经济作

物及油料作物中占有重要地位，同时也是一种高蛋白食

品原料，其蛋白质含量可达 16%~36%，而脂肪含量约高达

50%［1-2］。然而，从种植到收获乃至运输的各个阶段，花

生均可能遭受不利环境因素的影响，如高温、高湿度条件

以及微生物污染水平的升高，这些是引发花生在贮藏期

间出现发热与霉变现象的关键因素，最终导致花生感染

上黄曲霉［3］。黄曲霉不仅能产生高致癌性和致畸性的黄

曲霉毒素，还会破坏食品品质，造成严重的食品安全和资

源浪费问题［4］。目前，控制食品真菌感染的策略主要有化

学药剂、微生物、辐照和低温贮藏［5］。然而，这些方法存在

各 种 缺 点 ，包 括 化 学 残 留 ，抗 性 菌 株 ，成 本 高 ，效 率

低等［6-7］。

低温等离子体作为一种新型的非热杀菌技术，在食

品安全领域具有广阔的应用前景［5-8］，目前已被证明可以

有效地灭活多种真菌，如黄曲霉、黑曲霉等［9-10］。常见的

产生低温等离子体的放电装置主要有介质阻挡放电

（DBD）、电晕放电和等离子体射流［11］。其中，DBD 因其

面积大，放电均匀，最适合食品工业应用。DBD 是由绝缘

介质材料隔开的两个电极之间的高压供电产生的。高压

电场低温等离子体（HVCP）是 DBD 的一种，在两个电极

之间产生高能物质［10］，样品可直接在两个电极之间进行

处理，达到高效杀菌的目的。在等量处理条件下，等离子

体对微生物的灭活效果呈现出一定的规律性，具体表现

为：革兰氏阴性菌的灭活效果最为显著，紧随其后的是革

兰氏阳性菌，霉菌的灭活效果次之［12］，真菌通常被认为比

细菌更能抵抗低温等离子体的处理，因为它们具有复杂

的细胞壁结构和细胞器［13］。因此，很难在短时间内有效

灭活食品表面的真菌。

截至目前，优化低温等离子体消杀花生表面黄曲霉

处理参数，并分析杀菌后对花生品质影响的研究鲜有报

道。研究拟利用高压电场低温等离子体（HVCP）对花生

表面黄曲霉进行消杀，并分析该杀菌方法对花生品质的

影响，以期为消杀花生表面黄曲霉方法开发提供依据。

1　材料与方法

1.1　材料与试剂

试验花生：品种为小白沙，南京玄武区某农贸市场；

黄曲霉冻干粉：菌种编号 B81721，宁波明舟生物科技

有限公司；

马铃薯葡萄糖琼脂（PDA）：生物试剂，青岛海博生物

技术有限公司；

无水乙醇：分析纯，国药集团化学试剂有限公司；

次氯酸钠：分析纯，上海凌峰化学试剂有限公司；

超纯水：易普易达超纯水机制备。

1.2　仪器与设备

高压电场低温等离子体冷杀菌实验设备：CPCS-1K

型，江苏省农业科学院农产品加工研究所联合南京苏曼

等离子科技有限公司研发；

超净台：BCM-1300A-ll 型，苏州安泰空气技术有限

公司；

生化培养箱：DZF-6050 型，上海航佩仪器有限公司；

高压蒸汽灭菌锅：YX280 型，上海三申医疗器械有限

公司；

扫描电子显微镜：EVO-LS10 型，德国蔡司集团；

手持色差仪：CM-700d 型，日本柯尼卡美能达集团；

均质拍打机：XO-6D 型，南京先欧仪器制造有限

公司。

1.3　试验方法

1.3.1　菌种活化及孢子悬浮液的制备　参照 Zhao 等［6］的

方法稍作修改。将黄曲霉菌种接种于 PDA 培养基中，随

后放置于恒温培养箱内，在（28±2） ℃培养 6 d。用 0.9%

生理盐水挤入长满黄曲霉孢子的培养皿中，用无菌的 L 形

涂布棒轻轻地刮取，收集孢子悬浮液。后用生理盐水洗

脱，并通过 8 层纱布过滤菌丝得到孢子悬浮液。最后，采

用血球计数板对黄曲霉孢子进行计数，并将孢子悬浮液

菌数稀释至 1×106 CFU/mL 左右备用。

1.3.2　花生样品处理　参照 Sen 等［14］的方法并稍作修改。

将花生仁置于体积分数为 90% 的乙醇溶液中浸泡 3 min，

用无菌水冲洗干净。将冲洗后的花生仁置于体积分数为

1% 的次氯酸钠溶液内，持续浸泡 15 min。用无菌水冲洗

花生仁 2 次，再在 60 ℃环境下干燥，确保去除花生表面其

余微生物。将消毒后的花生仁浸泡于预先准备好的孢子

悬浮液中，静置 10 min，以便孢子能有效且均匀地附着于

花生仁表面。完成接种的花生仁在超净工作台内晾干，

晾干后即可进行低温等离子体处理。设定好相应的处理

参数，将染菌花生放入聚乙烯餐盒中（极板间距为餐盒高

度 55 mm），送入机器进行杀菌，杀菌完成后静置 2 h，连盒

一起称重后，将花生放入装有其重量数倍无菌水的均质

袋中，再把均质袋放入拍打均质机中，充分拍打均质，使

附着在花生表面的黄曲霉孢子进入无菌水中形成孢子悬
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浮液，最后将孢子悬液梯度稀释，均匀涂抹在 PDA 培养基

上，培养 2~3 d 后观察结果。

1.3.3　单因素试验设计　

（1） 处 理 电 压 ：固 定 处 理 时 间 12 min，处 理 频 率

70 Hz，考察处理电压（100，110，120，130，140 kV）对花生

表面黄曲霉杀菌率的影响。

（2） 处 理 时 间 ：固 定 处 理 电 压 120 kV，处 理 频 率

70 Hz，考察处理时间（6，8，10，12，14 min）对花生表面黄

曲霉杀菌率的影响。

（3） 处 理 频 率 ：固 定 处 理 电 压 120 kV，处 理 时 间

12 min，考察处理频率（50，60，70，80，90 Hz）对花生表面

黄曲霉杀菌率的影响。

1.3.4　响应面试验设计　在单因素试验的基础上，优化

试验中以杀菌率为响应值，以处理电压、处理时间、处理

频率为影响因素进行响应面试验设计。

1.3.5　杀菌率　菌落总数按照 GB 4789.2—2016《食品安

全国家标准  食品微生物学检验  菌落总数测定》执行。

参照文献［15］按式（1）计算杀菌率。

S= N 0 - N
N 0

× 100%， （1）

式中：

S——杀菌率，%；

N0——杀菌前的菌落总数，CFU/mL；

N——杀菌后的菌落总数，CFU/mL。

1.3.6　黄曲霉孢子形态结构观察　参照郁明明等［16］的方

法，稍作修改。取未处理以及经低温等离子体处理的染

菌花生拍打下来的孢子悬液在 4 ℃、5 000 r/min 下离心

10 min 后去上清，向所获沉淀中加入体积分数为 2.5% 的

戊二醛溶液，随后将其存放于 4 ℃的冷藏环境中固定 24 h

后离心收集菌体，用 PBS 对菌体漂洗 3 次以彻底移除多余

的固定液。将样品依次浸入一系列浓度梯度递增的乙醇

溶液（体积分数分别为 30%，50%，70%，80%，90%，100%）

中进行逐步脱水处理，每一步均需静置 15 min 以确保充

分置换。完成脱水后，再用 100% 的乙醇溶液对样品进行

两次额外的漂洗，同样每次静置 15 min。菌体喷于铜网

上临界点干燥喷金在 20 kV 加速电压下，扫描电镜放大

1 万倍或 1.5 万倍对孢子进行详细观察并捕获高质量

图像。

1.3.7　花生品质测定　

（1） 粗脂肪含量：参照 GB 5009.6—2016《食品安全国

家标准  食品中脂肪的测定》。

（2） 粗脂肪酸价：参照 GB 5009.229—2016《食品安全

国家标准  食品中酸价的测定》。

（3） 粗蛋白含量：参照 GB 5009.5—2016《食品安全国

家标准  食品中蛋白质的测定》。

（4） 色泽：采用色差仪测定 L*、a*、b*值。

1.3.8　数据处理　所有处理均平行３次，数据以均值±
标 准 偏 差 表 示 ，采 用  Excel 2010、SPSS 25.0 和 Design 

Expert 13 进行数据处理和方差分析，并用 Origin 2018 和

Design Expert 13 软件作图。

2　结果与分析

2.1　单因素试验

2.1.1　HVCP 处理电压的确定　由图 1 可知，电压逐步升

高时，灭菌率先迅速攀升，而后趋于平稳，菌落总数同样

呈先快速下降随后渐趋平缓的态势。经统计分析得知，

在 100~120 kV 的处理电压区间内，杀菌率存在显著差异

（P<0.05）。当 HVCP 处理电压为 100 kV 时，花生表面黄

曲 霉 菌 落 总 数 从 初 始 的 5.67 lg（CFU/mL）降 至

4.89 lg（CFU/mL），杀菌率仅为 83.12%，这或许是因为低

电压条件下，难以生成充足浓度的活性物质，从而无法彻

底杀灭花生表面的微生物［17］。当电压提升至 110 kV 时，

杀菌率达到 92.22%，菌落总数为 4.56 lg（CFU/mL）。在

120 kV 时，菌落总数为 3.98 lg（CFU/mL），杀菌率则高达

97.87%。进一步将电压上调至 130 kV，菌落总数较未处

理减少 1.86 lg（CFU/mL），杀菌率升至 98.49%。在 140 kV

下，杀菌率为 98.63%，与 130，120 kV 时的杀菌率相比差

异并不显著。由图 1 可知，当电压高于 100 kV 后，杀菌率

会随着电压升高而升高，与 Kim 等［18］的研究结果基本相

符；但当电压超出 120 kV 时，花生表面杀菌效率达到稳定

状态，可能是由于高电压条件促进了气体分子的剧烈碰

撞，导致电离状态的波动与不稳定，进而促使各种粒子经

历更深入的聚集或化学反应消耗，从而使得有效杀菌成

分不再显著增加［19］。因此，选取 120 kV 作为试验的中间

参考值，将处理电压范围设定在 110~130 kV。

同一指标字母不同表示差异显著（P<0.05）

图 1　HVCP 处理电压对杀菌率的影响

Figure 1　Effects of HVCP treatment voltage on 

sterilization rate
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2.1.2　HVCP 处理时间的确定　由图 2 可知，随着处理时

长的增加，HVCP 针对花生表面黄曲霉的杀菌率总体呈上

升态势，且提升效果显著（P<0.05）。在单次处理时间为

6 min 时 ，菌 落 总 数 由 最 初 的 5.67 lg（CFU/mL）降 至

5.18 lg（CFU/mL），杀菌率达到 75.58%，当处理时长延长

至 12 min 时，花生表面菌落数锐减至 3.97 lg（CFU/mL），

杀菌率高达 98.47%，表明等离子体技术对食物表面的杀

菌成效会随着处理时间的增加而愈发显著［20］。而当时

间超过 12 min 后，杀菌率的增长趋于平缓，如 14 min 时，

花 生 表 面 菌 落 总 数 为 3.77 lg（CFU/mL），杀 菌 率 升 为

98.94%，此结果与 12 min 时相比，并无明显差异，因为当

单次杀菌时长超过 12 min 时，密闭环境内生成的能够与

花生表面黄曲霉发生反应的活性粒子浓度已接近饱和

状态［21］。表明 HVCP 设备对花生的杀菌作用随着时间

的推移呈先快速上升而后趋于平稳的趋势，这与魏巧云

等［22］的研究结果吻合。因此，选取 12 min 作为试验的中

间参考值，将处理时间范围设定在 10~14 min。

2.1.3　HVCP 处理频率的确定　由图 3 可知，随着处理频

率的提升，花生表面的杀菌效果起初呈缓慢上升趋势，随

后转为下降趋势。在 50~60 Hz 的处理频率区间内，杀菌

率显著提升，而当处理频率处于 60~90 Hz 时，杀菌率则随

着频率的增加而显著降低（P<0.05）。当处理频率为

50 Hz时，花生表面黄曲霉的菌落总数从 5.67 lg（CFU/mL）

减少至 4.07 lg（CFU/mL），当频率从 50 Hz 增加至 60 Hz

时，红枣表面的菌落总数进一步从 4.07 lg（CFU/mL）下降

至 3.68 lg（CFU/mL），杀菌率也从 97.69% 提升至 99.04%。

推 测 可 能 是 由 于 在 电 压 和 时 间 恒 定 的 情 况 下 ，低 频

（＜60 Hz）处理导致 HVCP 放电更为剧烈，进而可能造成

包装盒轻微穿孔，使得部分活性成分外泄，从而影响了

50 Hz 时的杀菌效果［21］。然而，当处理频率提升至 90 Hz

时，杀菌率下降至 91.64%，其杀菌效果显著低于 60 Hz。

因此，选取 60 Hz 作为试验的中间参考值，将处理频率范

围设定在 50~70 Hz。

2.2　响应面试验

采用 Design Expert 13 软件设计 Box-Behnken 试验，

响应面试验因素水平见表１，试验设计及结果见表 2，方

差分析见表 3。利用 Design Expert 13 数据处理软件对

表 2 进行多元回归拟合，得到 HVCP 对花生表面黄曲霉杀

菌的二次多项回归模型方程为：

Y=98.61+2.83A+3.08B-0.131 3C-0.752 5AB-
0.052 5AC-0.005BC-2.75A2-1.96B2-1.16C2。 （2）

由表 3 可知，构建的二次回归模型呈现出极高的显著

性（P＜0.000 1）。同时 ，模型的失拟项并不显著（P=
0.355 5＞0.05），表明该模型与实际结果之间存在较高的

拟合度。模型中 R2=0.987 0，R 2
Adj=0.970 3，因此，可用该

模型预测花生表面黄曲霉的杀菌率。由 F 值可知，各因素

的影响程度从高到低依次为：时间、电压、频率。

由图 4 可知，各因素间的交互作用对杀菌率均有影

响。其中，AB 响应面表现为峰状曲面坡度陡峭，显著影

响杀菌率；而 AC、BC 响应面图坡度平缓等高线近似圆

形，交互作用小，与方差分析结果一致。经过对模型深入

分析，确定了最优的杀菌参数组合为处理电压 122.04 kV、

同一指标字母不同表示差异显著（P<0.05）

图 2　HVCP 处理时间对杀菌率的影响

Figure 2　Effects of HVCP treatment time on 

sterilization rate

同一指标字母不同表示差异显著（P<0.05）

图 3　HVCP 处理频率对杀菌率的影响

Figure 3　Effects of HVCP treatment frequency on 

sterilization rate

表 1　因素与水平

Table 1　Factors and levels

水平

-1

0

1

A 电压/kV

110

120

130

B 时间/min

10

12

14

C 频率/Hz

50

60

70
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处理频率 56.23 Hz、处理时间 13.43 min，在此条件下，预

测的杀菌率可达 100%，但为了实际简便操作稍作调整，

选取的最佳杀菌参数组合为处理电压 122 kV、处理频率

56 Hz、处理时间 13.5 min，在此条件下，进行 3 次重复验证

实验，其实际杀菌率平均值为 99.56%，该结果与预测值的

相对误差较小，充分验证了采用该回归方程来分析并预

测最佳杀菌率的有效性及准确性。

表 2　试验设计及结果

Table 2　Experimental design and results

试验号

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

A

0

-1

0

-1

1

1

0

0

0

-1

0

1

1

0

0

0

-1

B

0

1

-1

0

-1

1

0

1

0

-1

0

0

0

1

0

-1

0

C

0

0

1

1

0

0

0

-1

0

0

0

-1

1

1

0

-1

-1

杀菌率/%

99.25

95.47

92.66

91.39

93.84

99.02

99.05

98.34

98.64

87.28

97.89

98.13

97.55

98.28

98.22

92.70

91.76

图 4　各因素交互作用对杀菌率的影响

Figure 4　Effects of the interaction of various factors on sterilization rate

表 3　回归方程系数显著性检验†

Table 3　Significance test of regression equation 

coefficients

来源

模型

A

B

C

AB

AC

BC

A2

B2

C2

残值

失拟向

纯误差

总误差

平方和

201.30

64.07

75.83

0.14

2.27

0.01

＜0.01

31.78

16.18

5.62

2.65

1.38

1.27

203.95

自由度

9

1

1

1

1

1

1

1

1

1

7

3

4

16

均方

22.37

64.07

75.83

0.14

2.27

0.01

＜0.01

31.78

16.18

5.62

0.38

0.46

0.32

F 值

59.00

169.02

200.04

0.36

5.98

0.03

＜0.01

83.85

42.67

14.82

1.44

P 值

＜0.000 1**

＜0.000 1**

＜0.000 1**

0.565 6

0.044 5*

0.869 4

0.987 5

＜0.000 1**

0.000 3**

0.006 3**

0.355 5

† * 表 示 显 著（P＜0.05）；** 表 示 极 显 著（P＜0.01）；R2＝

0.987 0；R2
Adj=0.970 3。
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2.3　HVCP处理对黄曲霉孢子形态结构的影响

由图 5 可知，未处理组的孢子形态较为饱满、圆润、表

面粗糙；在 HVCP 装置最佳杀菌工艺处理后黄曲霉孢子

表面形态结构与未处理组相比发生显著变化，出现大规

模凹陷、皱缩等现象，且细胞表面趋于光滑。推测是由于

低温等离子体产生的活性物质会破坏孢子的细胞壁和细

胞膜，导致孢子形态塌陷，同时与膜蛋白发生氧化反应，

破坏其功能结构，导致蛋白质数量减少，使膜表面趋于

光滑［16］。

2.4　HVCP处理对花生品质的影响

通过 HVCP 不同处理电压、不同处理时间、不同处理

频率对杀菌率的优化分析得出时间因素对杀菌率的影响

较大，因此固定处理电压为 122 kV，处理频率为 56 Hz，通

过改变处理时间探究 HVCP 对花生品质的影响。

2.4.1　对花生粗脂肪含量的影响　由图 6 可知，与未处理

的对照样品相比，经 HVCP 处理不同时间后的花生样品

无显著差异（P>0.05）。这与王向阳等［23］的试验结果一

致。说明 HVCP 在高效消杀花生表面黄曲霉的同时，并

不会使花生粗脂肪含量出现明显改变。

2.4.2　对花生粗脂肪酸价的影响　由图 7 可知，随着

HVCP 处理时间的增加，花生粗脂肪酸价显著下降（P＜
0.05）。其原因可能是经过 HVCP 处理后，在高能粒子的

作用下，花生的含水量和微生物含量降低，抑制脂肪的水

解从而使酸价降低，这更有助于花生的贮藏［24］。

2.4.3　对花生粗蛋白含量的影响　由图 8 可知，HVCP 处

理不会对花生粗蛋白含量造成显著影响（P>0.05）。说明

HVCP 在实现高效杀菌的同时，还能保证花生的品质。

2.4.4　对花生色泽的影响　由表 4 可知，随着 HVCP 处理

时间延长，花生的 b*值无显著差异（P＞0.05），但 L*值与 a*

值对比各自对照组变化明显，二者均随处理时间增加先

显著上升（P＜0.05），而后缓慢下降，L*值在处理 12 min 时

图 5　黄曲霉孢子表面形态结构

Figure 5　Surface morphology of Aspergillus flavus spores

图 6　HVCP 处理对花生粗脂肪含量的影响

Figure 6　Effects of HVCP treatment on crude fat content 

of peanuts

字母不同表示差异显著（P<0.05）

图 7　HVCP 处理对花生粗脂肪酸价的影响

Figure 7　Effects of HVCP treatment on crude fatty acid 

value of peanuts

图 8　HVCP 处理对花生粗蛋白含量的影响

Figure 8　Effects of HVCP treatment on crude protein 

content of peanuts
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达到峰值，a*值则在处理 10 min 时达到峰值。推测是因为

HVCP 持续蚀刻花生表面，促使花生红衣内多酚类物质增

多，使得红衣颜色变深，L*值、a*值同步增加［25］。花生经

HVCP 处理后亮度、红度得以提升，外观更显新鲜。

3　结论

高压电场低温等离子体消杀花生表面黄曲霉的最佳

工艺条件为处理电压 122 kV、处理时间 13.5 min、处理频

率 56 Hz，该条件下的杀菌率达到 99.56%，未能达到 100%

杀菌，可能是由于花生籽仁表面并不是十分的光滑平整，

霉菌孢子深藏沟壑中，未能与活性成分充分接触，导致杀

菌不彻底。等离子体杀菌主要通过电离空气产生各种活

性成分对菌体产生氧化作用，最终使菌体死亡。电镜图

也反映出高压电场低温等离子体处理后的黄曲霉孢子皱

缩死亡。高压电场低温等离子体处理不仅能高效地消杀

花生表面黄曲霉，降低脂肪酸价，提升花生色泽，同时还

能很好地保障花生的品质。后续将进一步加强高压电场

低温等离子体处理对花生表面微生物消杀及品质影响作

用机理的研究。
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