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低盐固态酿造酱油生产过程中黄曲霉毒素Ｂ１
和微生物的动态变化

徐 丹１，　王洪新１，　张银志２，　刘 璐１，　孙秀兰＊１，　王 淼１，　赵建新１
（１．江南大学 食品学院，江苏 无锡２１４１２２；２．食品科学与技术国家重点实验室，江南大学，江苏
无锡２１４１２２）

摘　要：以低盐固态酿造酱油为研究对象，跟踪监测了酱油酿造过程中水分含量、水分活度、氨基
态氮、总酸、微生物（菌落总数、霉菌、酵母菌、产黄曲霉毒素Ｂ１的霉菌）、黄曲霉毒素Ｂ１（ＡＦＢ１）的动
态变化，结果发现成品酱油中的ＡＦＢ１５０％来源于原料，５０％源于制曲过程中污染的产毒菌在发酵
前期产毒；蒸煮、制曲、发酵、淋油四阶段均对 ＡＦＢ１有一定的去除作用，但生产结束后，仍有

５２．０４％ 的ＡＦＢ１会从酱醅中迁移到成品酱油中，所以需针对污染源采取相应措施控制酿造酱油中

ＡＦＢ１的污染。
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　　ＡＦＢ１是一类由黄曲霉、寄生曲霉、集峰曲霉、烟
曲霉、裸胞壳属产生的次级代谢产物，它具有致突
变、致癌、免疫抑制等毒性作用［１－４］，并且已经被

ＩＡＲＣ列为Ⅰ类致癌物质。作为一种传统的发酵调
味品，酿造酱油富含氨基酸、抗氧化物质和芳香酯
等多种营养成分，是人们餐桌上必不可少的一类调
味料，但因为传统的酿造工艺是在一个完全开放的
环境中进行的，且在原料的种植、收获、贮藏、加工
各个环节中都极易污染 ＡＦＢ１，所以酿造酱油的生
物安全性引起了人们的极大关注。
通过调查研究发现，ＡＦＢ１在大豆、酿造酱油及

各种酱制品中均存在不同程度的污染［５－１０］。酿造
酱油从原料到终产品的整个生产过程中，各个环节
都有可能污染ＡＦＢ１，但目前对酿造酱油中ＡＦＢ１来
源的研究未见报道。所以本研究拟以无锡调味食
品有限公司生产的低盐固态发酵酱油为研究对象，
跟踪调查了一个生产周期中 ＡＦＢ１、微生物及酱油
相关理化指标的动态变化规律，旨在确定出在实际
生产中，引起酿造酱油ＡＦＢ１污染的生产环节，分析
污染原因，为发酵调味品中 ＡＦＢ１污染的控制研究
提供科学依据。

１　材料与方法

１．１　实验材料

１．１．１　样品　无锡市调味食品有限公司提供。

１．１．２　培养基　营养琼脂培养基（ｇ／Ｌ）：蛋白胨

１０，牛肉膏３，ＮａＣｌ　５，琼脂１５，ｐＨ值７．２～７．４。
高盐察氏培养基（ｇ／Ｌ）：ＮａＮＯ３２，ＫＨ２ＰＯ３１，

ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ　０．５，ＫＣｌ　０．５，ＦｅＳＯ４０．０１，ＮａＣｌ
６０，蔗糖３０，琼脂２０。
产ＡＦＢ１霉菌计数培养基（ｇ／Ｌ）：马铃薯３００，

葡萄糖２０，β－环糊精１２，琼脂２０。

１．２　实验仪器与设备

ＨＤ－Ａ水分活度测定仪：无锡市绿洲电子电器
厂生产；ＤＧＧ－９１２３ＡＤ电热恒温鼓风干燥箱：上海
森信实验仪器有限公司生产；ＬＳ－Ｂ５０Ｌ立式圆形压
力蒸汽灭菌器：上海医用核子仪器厂生产；ＳＷ－ＣＪ－
１Ｄ洁净工作台：苏州净化设备厂生产；ＭＪ－１８０Ｂ霉
菌培养箱：上海跃进医疗器械厂生产；ＰＹＸ－ＤＨＳ－４０
×５０隔水式电热恒温培养箱：上海跃进医疗器械厂
生产；Ｄｅｌｔａ３２０ｐＨ 计：梅特勒－托利多国际贸易（上
海）有限公司生产；ＷＦＨ－２０３Ｂ三用紫外分析仪：上
海精科实业有限公司生产；ＭＫ３酶标仪：赛默飞世
尔（上海）有限公司；ＡＦＢ１酶联免疫定量测试盒：江

苏省苏微微生物研究有限责任公司生产。

１．３　试验方法

１．３．１　取样　按无菌操作方法分别于原料、蒸煮、
制曲、发酵４ｄ、发酵８ｄ、发酵１２ｄ、发酵１６ｄ、发酵

２４ｄ、发酵２８ｄ、淋油１０个阶段取样。

１．３．２　水分含量和水分活度测定　称取一定量的
样品，用直接干燥法测定水分含量；在２５℃下，用水
分活度测定仪法测定样品的水分活度［１１］。

１．３．３　氨基态氮和总酸测定　氨基态氮和总酸分
别采用甲醛值法和酸碱滴定法测定［１２－１３］。

１．３．４　微生物分析方法

１）菌落总数、霉菌、酵母菌计数　采用稀释涂
布平板法进行计数［１４－１５］。

２）产ＡＦＢ１霉菌的计数　在霉菌计数国家标准
基础上进行改进，样品处理好后选择３个合适的稀
释度，用产毒（ＡＦＢ１）霉菌计数培养基培养，２８℃避
光培养５ｄ后，将平皿放于紫外分析仪中，并在３６５
ｎｍ下计数产生蓝色荧光的菌落［１６］。

１．３．５　ＡＦＢ１分析

１）ＡＦＢ１测定　ＡＦＢ１分析采用ＧＢ／Ｔ５００９．２２－
２００３中酶联免疫分析方法（ＥＬＩＳＡ）进行测定［１７］，
测得数据用Ｒｉｄａｓｏｆｔ　Ｗｉｎ软件处理。

２）各生产阶段对ＡＦＢ１的去除率　分别测定每
一生产阶段中 ＡＦＢ１的质量分数，计算出每一阶段
的去除率。

去除率（％）＝Ｃ阶段ｘ－Ｃ阶段（ｘ＋１）Ｃ阶段ｘ
×１００

其中Ｃ为ＡＦＢ１的质量分数（以干基计，ｎｇ／ｇ），

ｘ为本实验的取样阶段数。

３）成品酱油ＡＦＢ１迁移率　本实验中淋油阶段
采用的是浸出法，分别测定酱醅和成品酱油中

ＡＦＢ１的总质量，计算迁移率。

迁移率（％）＝ｍ成品酱油ｍ酱酵 ×１００

其中ｍ为ＡＦＢ１的质量（ｇ）。

１．３．６　数据分析　所有数据均采用Ｏｒｉｇｉｎ　８．０分
析处理。

２　结果与讨论

２．１　酿造酱油生产过程中微生物的变化
从不同生产环节中取样，分析低盐固态酿造酱

油自然酿造过程中微生物的动态变化，结果如表１
所示。
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表１　酿造过程中各阶段的微生物

Ｔａｂ．１　Ｃｈａｎｇｅｓ　ｏｆ　ｍｉｃｒｏｂｅ　ｉｎ　ｔｈｅ　ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ　ｐｒｏｃｅｓｓ

生产阶段
菌落数 （ｌｇ　ｃｆｕ／ｇ）

细菌 酵母菌 霉菌 产毒菌

原料 ４．７７±０．２９　 ３．７４±０．１２　 ４．１２±０．１４　 ３．８６±０．０５

蒸煮 未检出 未检出 未检出 未检出

制曲 ７．４７±０．０９　 ６．１９±０．０４　 ６．７２±０．０７　 ５．２９±０．２５

发酵４ｄ ６．４２±０．０２　 ４．１８±０．１２　 ４．１８±０．１２　 ３．３２±０．２７

发酵８ｄ ７．０３±０．０１　 ３．７１±０．１２　 ３．７８±０．２３　 １．２５±０．１８

发酵１２ｄ ６．０１±０．０４ 未检出 未检出 未检出

发酵１６ｄ ６．５９±０．０７ 未检出 未检出 未检出

发酵２４ｄ ６．７１±０．０３ 未检出 未检出 未检出

发酵２８ｄ ６．９５±１．１６ 未检出 未检出 未检出

　　从表１可知原料中微生物的种类丰富，同时检
测到一定数量的产毒菌。酿造原料浸泡后在０．２
ＭＰａ，１３０℃条件下蒸煮２５～３５ｍｉｎ，所有微生物被
杀灭，说明蒸煮阶段可以起到灭菌的效果。现大多
数工厂都是开放式制曲，原料极易被其他杂菌和各
种产毒菌污染，且此阶段的温度和含水量适合各种
微生物生长，因此，此时微生物的种类和数量最多，
这一阶段的优势霉菌主要有米曲霉、酱油曲霉和黑
曲霉［１８］，并且还发现大量能产ＡＦＢ１的霉菌。
发酵阶段以细菌为主，此阶段温度较高达到５０

～５５℃，高盐分含量导致水分活度和含氧量下降，
再加上酸性代谢产物的逐渐增加，使霉菌和酵母菌
的生长受到抑制，数量逐渐下降，直至发酵１２ｄ未
检测到活菌；发酵中后期，在高渗透压、低水分活
度、低ｐＨ条件下，酱醅中的微生物主要是细菌，并
以嗜盐片球菌、酱油四联球菌、植物乳杆菌乳酸菌
为优势菌株［１９］，并保持在一个平稳的数量级水平
上。

２．２　酿造酱油生产过程中ＡＦＢ１浓度与酱油相关
理化指标变化的关系

跟踪监测了酿造酱油各生产环节中ＡＦＢ１的浓
度，以确定出酱油中ＡＦＢ１的污染原因，为了对整个
过程中ＡＦＢ１的动态变化进行分析比较，通过测定
水分含量后，将 ＡＦＢ１、氨基态氮、总酸的浓度转换
成干基计算，结果如图１所示。在酿造过程中

ＡＦＢ１的变化分为３个阶段：第一阶段是从原料到发
酵４ｄ，ＡＦＢ１含量呈下降趋势；第二阶段是从发酵４
ｄ到发酵１２ｄ，ＡＦＢ１含量呈上升趋势；第三阶段是
从发酵１２ｄ到发酵２８ｄ，ＡＦＢ１含量呈下降趋势。
结合酿造过程中微生物、水分质量分数、水分活度、
氨基态氮和总酸的动态变化，分析 ＡＦＢ１含量发生

变化的原因。

图１　酿造酱油生产过程中ＡＦＢ１的变化

Ｆｉｇ．１　Ｃｈａｎｇｅｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ　ｏｆ　ＡＦＢ１ｉｎ　ｔｈｅ　ｐｒｏ－

ｄｕｃｔｉｏｎ　ｐｒｏｃｅｓｓ

图２　酿造酱油生产过程中水分质量分数和水分活度

的变化

Ｆｉｇ．２　Ｃｈａｎｇｅｓ　ｏｆ　ｗａｔｅｒ　ｃｏｎｔｅｎｔ　ａｎｄ　ｗａｔｅｒ　ａｃｔｉｖｉｔｙ　ｉｎ

ｔｈｅ　ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ　ｐｒｏｃｅｓｓ

　　酱油酿造原料在种植、收获、贮藏阶段极易被
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产毒菌污染，因此酿造前原料就含有一定量的

ＡＦＢ１［５］（见图１）。由图２可知原料浸泡后水分含
量和水分活度迅速增加，ＡＦＢ１在高温高压高湿的蒸
煮阶段有少量降解。蒸煮后豆粕等原料的高水分
利于霉菌在制曲阶段生长，分泌各种酶系，同时由
于米曲霉的作用，ＡＦＢ１也有少量降解。

图３　酿造酱油生产过程中氨基态氮和总酸的变化

Ｆｉｇ．３　Ｃｈａｎｇｅｓ　ｏｆ　ａｍｉｎｏ　ｎｉｔｒｏｇｅｎ　ａｎｄ　ｔｏｔａｌ　ａｃｉｄ　ｉｎ　ｔｈｅ

ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ　ｐｒｏｃｅｓｓ

　　图３显示，发酵初期氨基态氮和总酸含量迅速
升高，发酵４ｄ后氨基态氮略有下降，而ＡＦＢ１含量
在发酵４～１２ｄ呈升高趋势，这可能是由于酱醅中
的脯氨酸和胱氨酸等氨基酸刺激产毒菌产毒［２０］，同
时低ｐＨ条件利于ＡＦＢ１的产生［２１－２２］。发酵１２ｄ后，
总酸有所上升，同时水分活度逐渐降低到０．８，此时
产毒菌的生长被抑制，ＡＦＢ１不再增加，相反，ＡＦＢ１被
乳酸菌等细菌吸附或降解，浓度逐渐减少［２３］。

２．３　头油中ＡＦＢ１的迁移率
低盐固态发酵的酱醅成熟后，一般采用浸出法将

成品酱油和残渣分离，在浸出过程中，ＡＦＢ１会迁移
到成品酱油中。如表２所示，有５２．０４％的ＡＦＢ１从
酱醅中浸出，使得酱油中 ＡＦＢ１的浓度为（０．２２±
０．１８）×１０－９　ｎｇ／ｍＬ。

表２　头油中ＡＦＢ１的迁移率

Ｔａｂ．２　Ｔｈｅ　ｍｏｂｉｌｉｔｙ　ｏｆ　ＡＦＢ１ｆｒｏｍ　ｐａｓｔｅｓ　ｔｏ　ｓｏｙ　ｓａｕｃｅ

酱醅
（以干基计） 头油 ＡＦＢ１ 迁移

率（％）

浓度
（×１０－９　ｎｇ／ｍＬ）

５．０５±０．３０　０．２２±０．１８　 ５２．０４

质量（ｇ） ４．６５±０．２８　２．４２±１．９８

２．４　酿造酱油生产过程中各阶段对ＡＦＢ１的降解
作用

由图１可知，酿造酱油生产过程中 ＡＦＢ１一直
在动态变化，说明酿造过程中各阶段都会对 ＡＦＢ１
有一定的降解作用，图４显示了对 ＡＦＢ１有去除作
用的生产环节，但由图可知降解率都比较低。

图４　酿造酱油生产过程中各阶段对ＡＦＢ１的降解作用

Ｆｉｇ．４　Ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ　ｏｆ　ＡＦＢ１ｂｙ　ｖａｒｉｏｕｓ　ｓｔａｇｅｓ　ｉｎ　ｔｈｅ　ｐｒｏ－

ｄｕｃｔｉｏｎ　ｐｒｏｃｅｓｓ

　　通过分析发现蒸煮阶段 ＡＦＢ１浓度降低了

１３．３２％，当样品含水量高时，ＡＦＢ１经高压高温处理
后含量会减少［２４］，因为此时ＡＦＢ１的内酯环会打开，

并且进一步发生脱羧反应［２５］，其反应如下：
制曲时ＡＦＢ１浓度降低了９．１％，大曲中的米曲

霉、黑曲霉对ＡＦＢ１有一定的降解作用，其中黑曲霉
能将ＡＦＢ１转化为毒性较弱的 ＡＦＲ０［２６］；在发酵中
后期，ＡＦＢ１浓度降低了３４．２４％，这主要是由于酱
醅中的短杆菌及真菌分泌的漆酶、过氧化物酶降解

ＡＦＢ１［２７－２９］，同时植物乳杆菌等乳酸菌的活菌体、原
生质体和细胞壁对 ＡＦＢ１有较强的吸附作用，从而
达到去除ＡＦＢ１的作用［３０］。

２．５　酿造酱油中ＡＦＢ１的来源
通过监测酿造过程中ＡＦＢ１和微生物的动态变

化，分析了酱油中 ＡＦＢ１的污染来源，如图５所示，

５０％的 ＡＦＢ１ 是由于原料污染该毒素带入的，

１６．６７％的ＡＦＢ１是由于制曲时污染了产ＡＦＢ１的霉
菌而在发酵前期代谢产生的，３３．３３％的ＡＦＢ１是由
产毒菌在发酵中期代谢产生的。
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图５　酿造酱油ＡＦＢ１的来源

Ｆｉｇ．５　Ｔｈｅ　ｓｏｕｒｃｅ　ｏｆ　ＡＦＢ１ｉｎ　ｆｅｒｍｅｎｔｅｄ　ｓｏｙ　ｓａｕｃｅ

３　结　语

测定了低盐固态酿造酱油一个生产周期中

ＡＦＢ１、微生物及酿造酱油相关理化指标的变化，发
现酿造酱油中ＡＦＢ１有５０％是由生产原料带来的，
剩下５０％由于制曲阶段污染了产毒菌，而产毒菌在
发酵中前期产毒产生的；还发现蒸煮、制曲、发酵中
后期、淋油四阶段均会对ＡＦＢ１有一定的去除作用，
但去除率都比较低，淋油结束后仍会有５２．０４％的

ＡＦＢ１浸入成品酱油中。因此，需要生产企业及相关
监管部门加大力度控制酿造酱油中 ＡＦＢ１的污染，
以降低ＡＦＢ１的暴露量，并将制曲和发酵中前期作
为重点的控制环节。
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