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摘 要：目的　研究酿造酱油杀菌条件并对其进行验证，最终得出酿造酱油的杀菌规程。方法　测定金黄色葡萄

球菌增菌稀释后，在 80 ℃、85 ℃、90 ℃加热条件下，对残留活菌进行计数，计算出 D 值、Z 值和 F 值，再通过直接对

酿造酱油产品进行热穿透实验，最终得出合理的杀菌规程。结果　杀菌规程为：D80 ℃=6. 13 min，r2=0. 909 4；D85 ℃=
4. 78 min，r2=0. 901 0；D90 ℃ =1. 53 min，r2=0. 680 2；Z 值为 16. 6 ℃；F80 ℃ =36. 78 min；F85 ℃ =28. 68 min；F90 ℃ =9. 18 min。

通过理论计算得出最佳杀菌温度和时间为 90 ℃，9. 18 min；经过实际加工过程验证，确定出最终的杀菌规程为：36 
min-4 min/90 ℃。结论　细菌致死是一个累积的过程，是产生理论与实际差异的最主要因素，因此在实际应用过程

中，除了理论计算，验证工作更为重要。
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Thermal scheduled process of brewed soy sauce
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Abstract： Objective　 To study and verify the sterilization conditions of brewed soy sauce， and finally obtain the 
sterilization procedures for brewed soy sauce. Methods　 After determinating of diluted Staphylococcus aureus， the 
remaining viable bacteria was counted after 80 ℃， 85 ℃， 90 ℃ treatment.  And the D， Z and F value were calculated.  
After directly conducting heat penetration experiments on brewed soy sauce products， a reasonable sterilization procedure 
was finally obtained. Results　 The sterilization procedure was： D80 ℃ =6. 13 min， r2=0. 909 4； D85 ℃ =4. 78 min， r2=0. 901 0； 
D90 ℃ =1. 53 min， r2=0. 680 2； Z=16. 6 ℃ ； F80 ℃ =36. 78 min；F85 ℃ =28. 68 min； F90 ℃ =9. 18 min.  After the theoretical 
calculation when the reference was 90 ℃ ， the best sterilization temperature and time were 90 ℃ ， 9. 18 min.  After 
verification of actual processing process， it was determined that the final sterilization procedure was： 36 min-4 min/90 ℃.
Conclusion　 The main factor leading to the difference between theoretical calculation and actual processing process is 
that sterilization is a cumulative process， so in addition to theoretical calculations， verification is also particularly 
important in the actual application process.
Key words： Brewed soy sauce； Staphylococcus aureus； thermal process； scheduled process

酱油最早起源于我国的周朝（公元前 1046 年~
公元前 256 年）［1］，又称“清酱“或”酱汁”。目前传统

酱油以大豆、豆粕等为原料，以面粉、小麦等作为辅

料，利用微生物的分解作用，最终形成具有特殊色

泽、滋味并带有浓烈酱香味的醪液［2］。在酱油生产

过程中，需要对酱油进行加热灭菌处理，常用的热

处理方式有两种，一种是采用巴氏杀菌法，另一种

是采用高温瞬时杀菌法［3］。采用巴氏杀菌法的酱油

一般是水分活度低于 0. 85，当水分活度大于或等于

0. 85 时，一般采用高温瞬时杀菌法。目前对酱油杀

菌技术的研究主要从以下两个方面进行，一是新型

杀菌技术的应用：尹倩等［4］研究在酱油生产中采用

高压脉冲电场进行杀菌；黄亚东与黄亚玲  ［5］研究采

用超高压处理技术对酱油进行杀菌；高翔［6］研究了

应用紫外线杀菌技术对酱油制品进行杀菌；二是杀

菌对产品品质的影响：很多日本学者研究了日本酱

油在不同加热条件下，及加热前后酱油香气的变

化［7-9］；邓岳等［10］研究了杀菌工艺对先市酱油品质形
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成的影响；高献礼［11］对高盐稀态酱油在发酵和巴氏

杀菌过程中风味物质的形成和变化进行了研究。

到目前为止，酿造酱油在绝大部分企业仍然采用加

热杀菌的方式进行生产，但是鲜见对酱油制品热杀

菌规程进行研究，因此本文结合实际生产对酿造酱

油热力杀菌规程进行研究，以期提高企业对热力杀

菌的整体认知。

根据欧阳友生等［12］对酱油涨罐原因的分析，涨

罐的主要原因是埃切毕赤酵母；蒋雪薇等［13-14］研究

发现耐盐芽胞杆菌、地衣芽孢杆菌、巨大芽孢杆菌

是引起成品酱油微生物污染及变质变化的主要因

素，上述整体研究针对的是酱油成品中存在的风

险，并没有明确酱油本身属性。本文研究的酿造酱

油水分活度≤0. 840。在研究前，对未杀菌酱油致病

菌进行了分离，分离出的主要致病菌为金黄色葡萄

球菌，这与 STEPHEN［15］在食品中微生物风险评估

中所研究的结果一致。因此本文选择金黄色葡萄

球菌作为目标菌来进行研究。

1　材料与方法

1. 1　主要仪器与试剂

立式自动电热压力蒸汽灭菌器（LDZX-40BI，上
海申安医通机械厂），超净工作台（SW-CJ-1 Cμ，苏

州净化设备有限公司），智能恒温恒湿培养箱（LHP-

250，上 海 鸿 都 电 子 科 技 有 限 公 司），台 式 天 平

（PL2002，梅特勒 -托利多），恒温振荡培养箱（THZ-

98A，上海一恒科技有限公司），水浴恒温振荡器

（SHZ-82A）、旋涡混合器（XH-T，金坛市医疗仪器

厂），高速台式离心机（TGL-16G，上海安亭科学仪器

厂），0. 01~1 000 mL 移液器（德国 Eppendorf 公司），

S-3400N-Ⅱ扫描电子显微镜（日本日立公司），温度

传感器（TSPRO-2，丹麦 ELLAB 公司），夹层式灭菌

罐（ERV-001，浙江伊瑞机械有限公司）。

胰蛋白胨大豆肉汤、胰蛋白胨大豆琼脂、酵母

浸粉、Baird-Parker 基础培养基、亚碲酸钾卵黄增菌

液购自北京路桥技术有限责任公司；氯化钠（分析

纯）购自无锡市亚泰联合化工有限公司；随机抽取

10 家酿造酱油加工企业高盐稀态发酵酱油。

1. 2　菌株

选用的高盐稀态发酵酱油（水分活度不大于

0. 840）和 金 黄 色 葡 萄 球 菌（Staphylococcus aureus 
CICC10384）均由烟台欣和味达美食品有限公司提供。

1. 3　样品处理

1. 3. 1　匀液制备

吸取 25 mL 高盐稀态发酵酱油至盛有 225 mL 
7. 5% 氯化钠肉汤的无菌锥形瓶中，震荡混匀，将样

品匀液于（36±1） ℃培养 18~24 h。用梯度稀释法调

整金黄色葡萄球菌液增菌浓度为 8 lg CFU/mL。对

随机抽取的 10 家酿造酱油加工企业高盐稀态发酵

酱油直接进行平板计数。

1. 3. 2　样品前处理

以无菌吸管吸取 25 mL 酱油置于盛有 225 mL
生理盐水的无菌锥形瓶中，充分混匀，制成 1∶10 的

样品匀液，之后接入 75 mL 1. 3. 1 制备的匀液，直接

进行平板计数。

1. 4　热处理

将 1. 3. 2 制备好的样品按每份 10 mL 注入无

菌试管中，共 12 份，其余备用。将 12 份样品分别

放置在预热的恒温水浴锅中进行热处理，水浴锅分

别设定 80 ℃、85 ℃、90 ℃。每个温度段分别保温 5、
10、15、20 min，之后立即放入冰水中冷却。

1. 5　菌落计数

将热处理后的样品在洁净无菌的条件下，加入

3 mL 的 0. 85% 无菌生理盐水，在均质器中拍打

2 min，使之与样品混合均匀，用 0. 85% 的无菌生理

盐水连续稀释后，取适当稀释度 1 mL 菌液涂布于

加有亚碲酸钾卵黄增菌液的 Baird-Parker 选择性固

体培养基上，在 37 ℃条件下培养 48 h 后计数［16］。

1. 6　D 值计算

利用软件以保温时间为横坐标，残存活菌数为

纵坐标，拟合计算出热力杀菌致死指标 D 值。

1. 7　Z 值计算

以加热温度为横坐标，D 值为纵坐标，绘制热致

死时间曲线，求出热致死时间减少 1 个对数周期所

需升高的温度，即为 Z 值［17］。

1. 8　F 值计算

为定量计算微生物灭活程度，保证食品安全，

引入热力杀菌强度 F 值，便于热杀菌过程的优化及

控制［18-20］。F 值又叫作杀菌致死值，一般 F 值与 D
值的关系可以用 F=nD 来表示，n 标识产品最大污

染程度对数，不是固定不变的，随卫生条件、食品污

染物生物的种类及程度而变化［21］。

1. 9　建立热力杀菌规程

王铁龙等［22］利用热穿透检测方法对水产罐头

关键因子进行了比较分析；段伟等［23］曾用此法对冷

冻虾仁杀菌过程进行研究；MACNAUGHTON 等［24］

对采用热穿透方式建立杀菌规程的杀菌方式和关

键因子进行研究；ADEPOJU 等［25］研究了在蒸汽和

水不同杀菌方式下，采用热穿透方法建立奶鱼产品

杀菌规程，由此可见采用热穿透建立产品热力杀菌

规程是一个非常有效的方法。

首先本实验依据理论可以得出金黄色葡萄球
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菌在某一杀菌温度下的杀菌时间，进而计算出 D
值、Z 值、F 值，在利用丹麦 ELLAB 温度传感器，参

照 SN/T 0400. 13—2014《进出口罐头食品检验规程

第 13 部分∶热渗透测试》［26］中的热穿透测定方法，

在夹层式灭菌罐中满载酿造酱油产品，1 支传感器

置于设备几何中心处，测定夹层式灭菌罐内环境温

度，本研究仅采用 90 ℃杀菌举例来建立杀菌规程。

1. 10　统计学分析

利用 Origin、SPSS 软件作图拟合计算出热力杀

菌致死指标 D 值。

2　结果

2. 1　金黄色葡萄球菌在不同温度下加热不同时间

的残存活菌数

从表 1 中可以看出，不同温度下加热 5 min 后

在稀释 10 倍的酿造酱油中金黄色葡萄球菌数较为

接近。随着温度的升高及加热时间的延长，活菌数

出现较大变化，当加热至 90 ℃，处理 20 min 后残存

活 菌 数 下 降 最 多 ，从 9. 52×106 CFU/mL 下 降 到

4. 13×103 CFU/mL，下降了 3 个数量级，80 ℃处理

20 min 后，残存活菌数从 2. 66×107 CFU/mL 下降到

3. 68×106 CFU/mL，仅下降了 1 个数量级。

2. 2　金黄色葡萄球菌的 D 值、Z 值、F 值

由表 2 可以得出，在不同温度下 D 值不同，随

着温度升高，D 值减小。在不同热处理温度时金黄

色葡萄球菌在稀释 10 倍酿造酱油中的 D 值为：

D80 ℃=6. 13 min，r2=0. 909 4；D85 ℃=4. 78 min，r2=0. 901 0；
D90 ℃=1. 53 min，r2=0. 680 2。

根据上述 D 值计算 Z 值，得出加热致死时间曲

线如图 1。
根据图 1 得知，金黄色葡萄球菌在稀释 10 倍

酿造酱油中的 Z 值为 16. 6 ℃。再根据 1. 3. 1 平板计

数结果，其最大污染程度为 6 lg CFU/mL，因此其 F
值为：F80 ℃=36. 78 min；F85 ℃=28. 68 min；F90 ℃=9. 18 min。
2. 3　热力杀菌规程建立

根据图 2 可知，酱油产品在加热 36 min 后进入

90 ℃的恒温状态。采用累积计算方法：F=∑10（Ti-Tj）/Z 

Δt（Ti 表示某一时刻的温度，℃；Tj 表示参考温度，℃；

Δt 表示两个时间点之间时间间隔，s）［27］，因此 90 ℃ 
4 min 后的累积 F 值达到 9. 180 min，即达到杀灭金

黄色葡萄球菌的目的。因此该酿造酱油杀菌规程为：

36 min-4 min/90 ℃。比理论值的 90 ℃ 9. 18 min 的

要求低了很多，因此，结合热穿透实验来建立合理

的杀菌规程，能够更为直观、更为有效的达到杀菌

的目的。

3　讨论

在不同热处理温度时金黄色葡萄球菌在稀释

10 倍 酿 造 酱 油 中 的 D 值 为 ：D80 ℃ =6. 13 min，r2=
0. 909 4；D85 ℃=4. 78 min，r2=0. 901 0；D90 ℃=1. 53 min，
r2=0. 680 2；Z 值为 16. 6 ℃；F 值为：F80 ℃=36. 78 min；
F85 ℃=28. 68 min；F90 ℃=9. 18 min。以 90 ℃加工为例，

对实际加工过程检验，确定出最终的杀菌规程为：

36 min-4 min/90 ℃。

在酿造酱油涨罐和引起污染状态的细菌分离

过程中，分离出埃切毕赤酵母、耐盐芽胞杆菌、地衣

芽孢杆菌、巨大芽孢杆菌等。这些都是从结果指向

产品，分离出的很多细菌也为非致病菌，与酿造酱

油热力杀菌的目标菌不一致，热力杀菌主要针对致

病菌，且为存在致病菌中最强的致病菌，因此本文

研究过程只考虑了金黄色葡萄球菌，而未考虑酵

母菌。

在进行 F 值计算过程中，选取了 90 ℃作为参考

温度来进行计算验证建立杀菌规程 ，对于参考

80 ℃，85 ℃来说实际过程是一致的，本文未对另外

两个温度进行讨论。如果企业污染程度>6D 水平，

图  1　金黄色葡萄球菌的热致死时间曲线

Figure 1　Phantom TDT curve for Staphylococcus aureus in dilute 
10 times soy sauce

表  1　金黄色葡萄球菌在稀释 10 倍酱油中的存活

菌数（CFU/mL）
Table 1　Plate count of Staphylococcus aureus in dilute 10 times 

soy sauce （CFU/mL）
保温时间/min
5
10
15
20

加热温度/℃
80

2.66×107

2.22×107

1.76×107

3.68×106

85
2.61×107

1.94×107

1.51×106

7.03×105

90
9.52×106

9.60×105

8.11×104

4.13×103

表  2　不同温度下的热致死 D 值及相关系数 r2

Table 2　Thermal death index D value and relation index r2 under 
different temperatures

温度/℃
80
85
90

D 值/min
6.13
4.78
1.53

r2

0.909 4
0.901 0
0.680 2
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那么在上述条件下还需要进行加严控制。通过上

述研究，企业如果采用 90 ℃，只需要 4 min 即可以

达到目的；如果采用 85 ℃来杀菌，也可以采用热力

杀菌换算公式进行换算，本文尚未对此进行讨论。

企业实际使用的杀菌时间远远大于上述结论，因此

在实际产品出现问题时，除了分析热力杀菌是否存

在问题，还需要关注车间环境和其他可能污染的

情况。

在讨论热力杀菌规程过程中，仅对水分活度低

于 0. 840 的酿造酱油进行了研究，确定了升温时

间、杀菌温度、杀菌时间的要求，而未对杀菌过程关

键因子进行约束。因此，未来在实际杀菌过程中，

热穿透的检验是最终科学确定杀菌工艺及控制关

键因子的重要手段，也是研究产品杀菌规程的一个

重要方法。
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