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摘要：以马鞍山市黄池食品（集团）有限公司酱类产品为调查对象，以自然发酵黄豆酱生产工艺
流程与 ＨＡＣＣＰ关键控制点为依据取样，跟踪了２０１０年３～９月生产周期中各环节的水分质量
分数、水分活度、总酸、氨基酸态氮含量、ＡＦＢ１质量分数、细菌总数、霉菌总数、致病菌的检测。
确定了ＡＦＢ１的变化动态以及与水分活度、水分质量分数的相关关系，进而分析了自然发酵黄豆
酱中ＡＦＢ１的污染源；确定了豆酱质量重要指标氨基酸态氮的变化动态以及与酸度、ｐＨ的相关
关系；确定了黄豆酱自然发酵过程中微生物的变化动态以及致病菌污染状况。
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　　豆酱是我国的最为古老传统调味品，起源于

３　０００多年前的周朝，深受消费者喜爱，在国内有着
广阔的市场前景和生产价值。豆酱等大豆发酵食
品有很多生理功能［１］：豆酱原料中所含大豆皂角
苷，具有抑制血清胆固醇上升的效果；大豆所含胰
蛋白酶抑制物质具有抑制肝脂肪积蓄的作用；有预
防肝癌作用；具有降血压作用；具有除却放射性物
质的功能、防止胃溃疡效果、强大的抗氧化作用。

孔子曰：“不得其酱不食”可见豆酱在人们日常饮食
生活中具有的重要地位。

但是长期以来，我国豆酱自然发酵占据主导地
位。由于在制曲和发酵过程主要采用手工操作，同
时又是日晒夜露式的开放生产，并且发酵周期比较
长，这样就增加了微生物、灰尘、蚊蝇以及其他污染
物入侵的机会，使豆酱受产毒真菌、细菌、致病菌、
真菌毒素黄曲霉毒素Ｂ１等污染严重，产品的安全
卫生状况较差［２－３］。因食用不卫生豆酱而中毒的事
件时有发生，如２００６年３月，澄城县冯原镇１０多名
村民因食用被肉毒杆菌污染的自制豆瓣酱而中毒，
自然发酵豆酱的安全性受到广泛关注。
现阶段对我国对自然发酵豆酱的研究多集中

在工艺条件的改进、ＨＡＣＣＰ体系的研究、制曲菌种
的选择及制曲工艺的优化［４－５］、发酵过程中微生物
多样性及菌相组成的研究［６－７］上。作者就豆酱自然
发酵生产周期中各环节的理化及微生物指标各指

标进行动态分析，初步总结各指标之间的影响关
系，评估豆酱安全性，为企业提高自然发酵豆酱的
安全性提供参考依据。

１ 材料与方法

１．１　样品采集

１．１．１　样品采集点　以马鞍山市黄池食品（集团）

有限公司豆酱产品为调查对象，对该公司自然发酵
黄豆酱生产工艺过程的每一环节可能存在的生物

性、化学性、物理性危害以及产生的原因进行全面
的分析，结合该企业的 ＨＡＣＣＰ体系的参考关键控
制点确定２０１０年３～９月生产周期中的采集点。

１）自然发酵黄豆酱生产工艺［８］

种曲制备
↓

大豆验收→浸泡→高温蒸煮→接种曲→上架制曲

→酱块清洗分割→拌盐水下缸→露天制酱→成品

２）ＨＡＣＣＰ关键控制点：确定采集点为２０１０年３～
９月生产周期中的原料大豆、制曲后的样品、发酵前
期（一个月）样品、发酵中期（３个月后）样品、发酵后
期（５个月）样品、成品，见表１。

表１　关键控制点危害分析

Ｔａｂ．１　Ｈａｚａｒｄ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ａｎｄ　ｃｒｉｔｉｃａｌ　ｃｏｎｔｒｏｌ　ｐｏｉｎｔｓ

加工步骤
确定在这一步中引入的、控制的
或增加的潜在的危害

大豆验收 物理危害：石子、铁钉、沙粒等杂质

化学危害：农药残留、黄曲霉毒素、重金属

生物危害：霉菌污染、致病菌、杂菌

接种曲 生物危害：致病菌、杂菌污染

上架制曲
物理危害：石子、铁钉、使用工器具及零部件等
的脱落

生物危害：制曲室杂菌污染

发酵制酱 物理危害：环境沙尘

生物危害：环境杂菌污染

１．１．２　样品采集方法与原则　分６个点定时采集，
从表层、中层、和底层、中间和四周等不同部位采样混
合，发酵缸取样时应尽量搅拌混合。采样时必须符合
无菌操作要求，采样工具勺子、盛装烧杯、包装袋、手
套等均需灭菌，防止采样过程中的污染。采样完毕应
置于４℃冰箱保存，尽快完成指标的检测。

１．２　理化指标检测

１．２．１　水分质量分数　采用常压干燥法测定。

１．２．２　水分活度　采用 ＨＤ－ＡⅡ型水分活度测定
仪（无锡市绿洲电子电器厂）直接测定。

１．２．３　总酸含量　采用ＧＢ／Ｔ　５００９．４０－２００３的方
法。

１．２．４　ｐＨ值　采用ｐＨ计直接测定。

１．２．５　氨基酸态氮　采用ＧＢ／Ｔ　５００９．４０－２００３的
方法。

１．３　微生物指标检测

１．３．１　菌落总数　采用ＧＢ　４７８９．２－２０１０的方法。

１．３．２　霉菌总数　采用ＧＢ　４７８９．１５－２０１０的方法。

１．３．３　 致病菌 　 金黄色葡萄球菌：采用 ＧＢ
４７８９．１０－２０１０的方法；沙门氏菌：采用 ＧＢ　４７８９．４－
２０１０的方法；志贺氏菌：采用ＧＢ　４７８９．５－２０１０的方
法。



研究论文 晏 丽，等：自然发酵黄豆酱生产过程中理化及微生物指标的动态分析

食品与生物技术学报　２０１２年第３１卷第３期　２７３　　

１．４　真菌毒素检测
黄曲霉毒素Ｂ１：采用 ＡＦＢ１ＥＬＩＳＡ试剂盒测

定［９］。

２ 结果与分析

２．１　ＡＦＢ１质量分数、水分活度、水分质量分数分
析及其相关关系

对自然发酵黄豆酱整个生产过程中 ＡＦＢ１质
量分数动态监测分析，发酵前期黄曲霉产毒菌生长
迅速，黄曲霉毒素Ｂ１的含量逐渐增加，在发酵中期
达到最大值，随后含量减少。发酵后期 ＡＦＢ１质量
分数大幅度被降解，减少了５７．９％。成品中黄曲霉
毒素Ｂ１质量分数为１．４５μｇ／ｋｇ，符合 ＧＢ　２７１８－
２００３《酱卫生标准》中规定的≤５μｇ／ｋｇ的要求。

　　分析发现自然发酵黄豆酱中 ＡＦＢ１污染主要
来源于两个途径，其中５３．８５％的污染源于原料黄
豆本身，４６．１５％的污染源于生产过程中受到产毒
菌污染所产生的。
自然发酵黄豆酱的生产过程中，水分质量分数

由１０％的黄豆原料随发酵过程逐渐增加，在发酵前
中期达到最大值后稳定在５０％左右。发酵期间

３０％～５０％的水分质量分数适宜霉菌的生长。自
然发酵黄豆酱的生产过程中水分活度达到０．７～
０．８，适合霉菌的生长，极易受到产毒霉菌的污染。
利用ＳＰＳＳ　１３．０软件对 ＡＦＢ１质量分数和水

分质量分数、水分活度的相关性进行分析。ＡＦＢ１
质量分数与水分质量分数的Ｓｐｅａｒｍａｎ等级相关系
数为０．８８６，Ｐ＝０．０１９，相关具有统计学意义，故两
者存在正相关关系。ＡＦＢ１质量分数与水分活度的

Ｓｐｅａｒｍａｎ等级相关系数为０．８２９，Ｐ＝０．１４２，相关
具有统计学意义，故两者存在正相关关系。ＡＦＢ１
质量分数除原料中带入的以外，４６．１５％的污染源
于生产过程中受到产毒菌污染所产生。而水分活
度和水分含量是影响产毒曲霉生长与产毒的重要

因素，高水分活度和水分质量分数更有利于 ＡＦＢ１
的产生，因此 ＡＦＢ１质量分数与水分活度、水分质
量分数具有正相关性，见图１。
将三者进行偏相关分析，当有水分质量分数的

影响时，水分活度和 ＡＦＢ１质量分数无显著相关
性，当有水分活度影响时，水分质量分数和 ＡＦＢ１
质量分数也无显著相关性。因此水分活度与水分

含量综合作用，影响产毒曲霉的产毒，引起黄曲霉
毒素Ｂ１的积累。

图１　ＡＦＢ１质量分数与水分活度、水分质量分数的动态变化图
Ｆｉｇ．１　Ｄｙｎａｍｉｃ　ｖａｒｉａｔｉｏｎａｌ　ｆｉｇｕｒｅ　ｏｆ　ＡＦＢ１ｃｏｎｔｅｎｔ，ｗａｔｅｒ

ａｃｔｉｖｉｔｙ　ａｎｄ　ｍｏｉｓｔｕｒｅ　ｃｏｎｔｅｎｔ

２．２　氨基酸态氮、ｐＨ值、酸度分析及其相关关系
豆酱的生产机理是原料中的蛋白质、淀粉经曲

霉菌等微生物水解，水解产物再相互进行复杂的反
应，最后形成具有色、香、味俱佳的产品。其水解过
程：蛋白质一胨一多肽一氨基酸；淀粉一糊精一麦
芽糖一葡萄糖。因此氨基酸态氮是衡量豆酱质量
的重要指标。
原料黄豆中的氨基酸态氮质量分数较低，仅

０．１６８％。制曲和发酵是豆酱生产的主要环节，也
是蛋白质分解的过程以及分解物再次发生复杂反

应的过程，氨基酸态氮质量分数迅速增加。到发酵
后期，氨基酸态氮质量分数积累达到峰值，增加趋
势平缓。氨基酸态氮是衡量豆酱质量的重要指标，
成品中氨基酸态氮质量分数达到１．１１６％，符合ＧＢ
２７１８－２００３《酱卫生标准》中规定的≥０．６％的要求。
如图２所示，在黄豆酱的自然生产过程中总酸

含量（或ｐＨ值）增加（或减少）到一定程度以后，达
到峰值。酸度的变化与乳酸菌的作用关系密切，在
发酵的初始阶段，乳酸菌大量繁殖，代谢可发酵性
糖，产生乙醇、乳酸、醋酸等有机酸，总酸含量上升
（或ｐＨ值下降）明显［１０］。但酸度的积累对乳酸菌
的活动起到了一定的抑制作用，在发酵中后期总酸
含量增加（或ｐＨ 值下降）的速率明显减缓，总酸含
量和ｐＨ值达到峰值。
利用ＳＰＳＳ　１３．０软件对氨基酸态氮质量分数

和总酸质量分数（或ｐＨ值）的相关性进行分析。氨
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基酸态氮含量与总酸含量的Ｓｐｅａｒｍａｎ等级相关系
数为１．０，Ｐ＝０．０，相关具有统计学意义，故两者存
在强的正相关关系。氨基酸态氮含量与ｐＨ 值的

Ｓｐｅａｒｍａｎ等级相关系数为－０．８２９，Ｐ＝０．０４２，相
关性具有统计学意义，故两者存在负相关关系。中
性、碱性蛋白酶的活力是蛋白质分解、氨基酸态氮
积累的一个重要因素，而其活力大小又与酸度、ｐＨ
值的大小存在密切的关系。发酵初期体系ｐＨ值有
利于蛋白酶的作用，氨基酸态氮质量分数增加明
显，到发酵中后期酱醅中的酸度不断积累，过酸的
环境超出蛋白酶最适ｐＨ值，抑制了蛋白酶的活力，
氨基酸态氮含量增加速率减缓，见图２。

图２　氨基酸态氮与总酸质量分数、ｐＨ值的动态变化图
Ｆｉｇ．２　Ｄｙｎａｍｉｃ　ｖａｒｉａｔｉｏｎａｌ　ｆｉｇｕｒｅ　ｏｆ　ｎｉｔｒｏｇｅｎ　ａｍｉｎｏ　ａｃｉｄ，ｔｏ－

ｔａｌ　ａｃｉｄ　ｃｏｎｔｅｎｔ　ａｎｄ　ｐＨ　ｖａｌｕｅ

２．３　微生物指标分析
制曲阶段，３０℃制曲３２ｈ的过程中，这个阶段

容易受到制曲室的微生物菌系及温度的影响，温度
过高或过低都会引起杂菌的污染，是决定豆酱产品
质量的关键阶段。在这一阶段中，霉菌以及细菌污
染均达到峰值，菌落数分别为１．５５×１０７　ｃｆｕ／ｇ，和

１．７×１０５　ｃｆｕ／ｇ。

发酵初期阶段，添加盐水进行发酵，由于较高
的食盐浓度和缺乏氧气，霉菌的生长已经基本停止
并逐渐消亡，霉菌菌落数迅速下降，由于较高的食
盐质量浓度以及酸度的不断积累，细菌难以生长，
菌落也部分消亡，菌落数明显减少。

发酵中后期，由于酸性等代谢产物和酒精的积
累，霉菌和细菌生长基停止，仅还存在着微弱的代
谢活性，微生物总数基本上维持在一个较稳定的低
数量水平上。

在发酵前期样品，可以观察到毛霉分布整个培
养皿中，可见毛霉是酱酷发酵前期的优势类群。由
图３的分析可知，发酵前期水分活度、水分质量分
数最大的阶段，在这一阶段，毛霉之所以成为优势
菌种，是由于它为湿性真菌，水活度大的基质有利
于毛霉生长。随着酱醅湿度下降，毛霉逐渐被别的
曲霉所代替，在发酵中期能观察到少量的毛霉生
长，到发酵后期已观察不到毛霉的生长。
各阶段样品均未检测到沙门氏菌、金黄色葡萄

球菌、志贺氏菌等致病菌，豆酱成品的质量、安全状
况良好。

图３　菌落总数与霉菌总数的动态变化图
Ｆｉｇ．３　Ｄｙｎａｍｉｃ　ｖａｒｉａｔｉｏｎａｌ　ｆｉｇｕｒｅ　ｏｆ　ｂａｃｔｅｒｉａｌ　ｃｏｕｎｔ　ａｎｄ

ｍｏｕｌｄ　ｃｏｕｎｔ

３ 结　语

　　水分活度与水分质量分数综合作用，影响产毒
曲霉的产毒，引起黄曲霉毒素Ｂ１的积累。自然发
酵黄豆酱中ＡＦＢ１污染在发酵中期最为严重，其主
要来源于两个途径，其中５３．８５％的污染源于原料
黄豆本身，４６．１５％的污染源于生产过程中。因此
除要精选原料，加强原料储存条件，把好原料污染
关的同时应加强生产条件的改进、生产环境卫生的
控制，特别是发酵中期的环境条件，并实时监测水
分质量分数与水分活度，降低体系 ＡＦＢ１生产的条
件，将ＡＦＢ１质量分数控制在最低范围。
氨基酸态氮是衡量豆酱质量的重要指标，其在

体系中的积累与酸度、ｐＨ 值的大小存在密切的关
系，在豆酱发酵生产中应密切监测体系的酸度和

ｐＨ值，防止体系酸度过高，以赋予豆酱良好的风
味。
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自然发酵豆酱卫生状况良好，发酵阶段微生物
含量明显减少，杂菌污染主要来源于制曲过程，因
此此阶段杂菌污染的控制十分重要，企业应加强制
曲间环境以及制曲操作工人的卫生监督。
该研究还存在一定的局限性，产毒曲霉的存在

是产生ＡＦＢ１的主要原因，加强产毒曲霉的动态检
测能更好地监测ＡＦＢ１的污染，为企业加强产品质
量提供重要价值。但传统的产毒曲霉的检测方法
落后、精确度低，应建立一种更为精确的快速的检
测方法，此项工作正在研究中。
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