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摘  要：榛子是一种具重要经济意义、世界各地广泛食用的坚果，易受黄曲霉感染和黄曲霉毒素的污

染。以土耳其榛子为研究对象，旨在了解不同的温度和可利用水分下，自然存储的带壳榛子的量化呼

吸速率、干物质损失（DML）和黄曲霉毒素 B1（AFB1）的污染等情况，以及榛子储存前附加接种黄

曲霉对干物质损失和 AFB1污染的影响。榛子和相关菌群的最大呼吸作用发生在 0.90~0.95 水分活度（aw = 

12.5%~18%水分含量）的潮湿条件下。这导致 25 和 30 ℃下储存 5 d 后，榛子损失约 10%的 DML。

储存的带壳榛子+接种黄曲霉在 25~30 ℃和小于 0.90 aw 下产生类似的最佳呼吸模式。事实上，在测试

的最大水分水平 0.90 aw 的 AFB1 污染是最高的；这样的污染水平超过了欧盟对这些坚果污染 AFB1 的

法定限制。两组研究中，DML 与所有 AFB1 数据之间的相关性表明，由于干燥或≥ 0.6%不良储存引

起非常小的 DML 变化，可导致 AFB1 污染超过欧盟法定限制。因此，有效干燥和安全监控储存对于

最大限度地降低这种重要经济商品中 AFB1 污染风险并避免消费者暴露于此类毒素是十分必要的。 
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Abstract: Hazelnuts are an economically important nut which is consumed world-wide. It is prone to 
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infection by Aspergillus flavus and contamination with aflatoxins. Taking Tukey’s hazelnuts as a research 

object, the objective of this study were to (a) quantify respiration rates and (b) dry matter losses (DMLs) and 

(c) aflatoxin B1 (AFB1) contamination of naturally stored shelled hazelnuts at different temperatures and 

water availabilities. Subsequently, shelled hazelnuts were inoculated with additional A. flavus inoculum prior 

to storage to examine effects on dry matter losses and on AFB1 contamination. Maximum respiration of 

hazelnuts and associated mycoflora was under wetter conditions of 0.90~0.95 water activity (aw = 

12.5%~18% moisture content). This resulted in between approx. 10% DML at 25 and 30 ℃ after 5 days 

storage. Inoculation and storage of shelled hazelnuts + A. flavus inoculum resulted in similar patterns of 

respiration with optimal levels at 25~30 ℃ and >0.90 aw. Indeed, AFB1 contamination was highest at the 

maximum water levels tested of 0.90 aw. Indeed the contamination level exceeded the legislative limits set by 

the EU for AFB1 contamination of these nuts. Correlation between DMLs and all the AFB1 data in both sets 

of studies showed that very small changes in DML due to poor drying or storage of ≥0.6% resulted in AFB1 

contamination levels exceeding the EU legislative limits. Thus, efficient drying and safe monitored storage is 

necessary to minimise the risk of AFB1 contamination in this economically important commodity and to 

avoid exposure of consumers to such toxins. 

Key words: Turkey’s hazelnuts; storage; respiration; dry matter losses; aflatoxin B1; Aspergillus flavus; 

legislative limits 

榛子（Corylus avelanna L.）是一种受欢迎的

树生坚果，主要种植在土耳其和南欧。土耳其是

最大的榛子生产国，约占世界产量的 75%[1]。榛

子是重要的营养来源，尤其是脂质，包括单不饱

和脂肪酸、生育酚和植物酚以及酚类化合物，所

有这些成分都有益于健康[2-3]。 

收获的带壳榛子具有良好的屏障，可以防止

真菌污染和潜在的真菌毒素污染，尤其是黄曲霉

毒素（AFs）。然而，榛子的干燥缓慢，尤其是自

然晒干可能需要数周时间，为真菌定殖和 AFs 污

染提供有利条件。若遇较差的储存条件会加剧

AFs 的污染[1]。因此，包括欧盟在内的许多国家

对此类坚果的最大黄曲霉毒素 B1（AFB1，1a 类

致癌物）和总 AFs 有严格的法定限制，AFB1 和

总 AFs 分别为 5 和 10 µg/kg[4]。 

榛子与其他可食用种实一样，具有生命，并

在安全储存和水分条件下（水分活度，aw；<0.70 

aw = 7.5%~8% 水分含量（m.c.））通常进行非常

低水平的呼吸。在这些条件下，虽然真菌污染物

存在，但它们无法引发腐败或毒素污染[5-6]。然而，

榛子采收时非常潮湿>25% m.c.，在干燥过程中

m.c. 减少到安全水平。但是，缓慢或低效的干燥

和随后的储存可能污染上真菌，特别是黄曲霉类

群（例如，黄曲霉）能在坚果上定殖，导致 AFs，

尤其是 AFB1 的污染增加。这些物种喜干（嗜旱）

并且由于它们能够产生相关的水解酶，能在中等

湿度条件下迅速定殖富含脂质的底物[7]。这就会

导致干物质损失（dry matter losses，DML）、异味

和营养质量恶化[8]。 

呼吸作用已被有效地用于测量储存商品的代

谢活动，尤其是谷物[9-14]。呼吸作用是碳水化合

物的有氧氧化，由以下方程表示[15]： 

C6H12O6 + 6O2→6CO2 + 6H2O + 677.2 cal（或 

2 835 kJ） 

这包括商品（谷物、坚果）和伴随微生物的

呼吸作用。多年来，人们一直关注微生物和商品

呼吸对总呼吸的相关贡献。Seitz 等[16-17]报道，在

储存过程中，真菌对 DML 的贡献增加的速度取

决于主要的 m.c.、温度、籽粒损坏程度和污染商

品的叶际表面真菌群落。 

最近的研究表明，在一系列商品（谷物、花

生）储存期间 CO2 产生量的变化，可以有效地用

作 DML 的指标，这可能与潜在的真菌毒素污染

有关[11-12, 18-20]。这些研究利用碳水化合物/脂质的

氧化会产生 CO2，在温度×aw 相互作用条件下的

有氧呼吸速率来计算质量损失及 DML 比例。使

用气相色谱法测定的呼吸率（R）及其相关的 DML

可建立“储存风险指数”，以预测储存的谷物和坚

果中的整体质量变化和真菌毒素污染情况[8,21]。 

已发现 0.04%~2%之间的 DML 能影响种实质
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量和与欧盟法定最大限值相关的真菌毒素污染风

险[11-14,17-20]。最近对储存在不同 m.c.s 和温度下的

带壳花生进行的研究量化了呼吸率和 DMLs，并

将其与 AFB1 污染相关联[20]。这被用来评估不同

储存条件的相对风险，这些条件会影响超过欧盟

法定限制的 AFB1 污染水平。尽管榛子是一种重

要的食用商品，被广泛用于烘焙食品、巧克力零

食和冰淇淋的各种加工食品链，但目前还没有对

榛子进行类似的研究。 

本研究的目的是（a）量化呼吸速率，（b）干

物质损失，（c）AFB1 污染包括自然污染的榛子以

及储存之前附加接种黄曲霉毒素的榛子，并首次

建立了 DMLs 与 AFB1 污染之间的关系。 

1  材料与方法 

1.1  仪器与设备 

露点/水活度计 AQUALAB 4TE 系列：美国华

盛顿，Decagon Instruments；伽马辐照：12 kGy，

英国斯温登 Syngergy Health；40 mL 透明玻璃挥

发性有机物分析（VOA）小瓶：Supelco 23188；

免疫亲和柱：奥地利图伦，Romer。 

1.2  榛子和水分吸附曲线 

生榛子：土耳其马尔马拉研究中心 TUBITAK 

MAM。将已知体积的无菌水（0~2 mL）加入到

40 mL 玻璃通用瓶中的 5 g 自然污染带壳榛子样

品中。将其密封、剧烈摇晃并在 4 ℃下储存过夜

以平衡水分。然后在室温（T）下平衡样品，使用

露点/水活度计 AQUALAB 4TE 系列测量每个子

样品的 aw 值。通过添加水量（mL）与测量的 aw 值

作图确定水吸附曲线。曲线用于确定每组实验达

到目标 aw 水平所需的确切水量。之后，通过在

105 ℃的烘箱中干燥 16 h 来测定样品的 m.c。 

对于黄曲霉接种实验，成批榛子（500 g× 4）

最初经过伽马辐照以杀死所有微生物，并储存在

4 ℃的密封袋中直至使用。在此辐射剂量下，坚

果保留了萌发能力，但没有真菌污染[21]。还为辐

照过的生榛子制作了水分吸附曲线。 

1.3  自然污染的带壳榛子的储存方式对干物质

损失的影响 

将自然污染的带壳榛子样品（160 g）置于

500 mL Duran 烧瓶中表面消毒。参照吸湿曲线，

添加无菌水以获得 0.70（对照）、0.85、0.90 和 0.95

（=5%、10%、12.5%和 18% m.c.湿重基）的目标

aw 值，4 ℃下储存 24 h。每种处理四个重复（10 g），

置于 40 mL 透明玻璃挥发性有机物分析（VOA）

小瓶中，小瓶具可密封 PTFE 盖，内置硅胶隔垫，

以便于稍后从顶空气体采样。将相同 aw 水平的榛

子样品与 2 × 500 mL 甘油/水溶液的烧杯一起放

在 12-L 聚丙烯环境室中培育，保持与每个 aw 处

理值相对应的大气目标平衡相对湿度（ERH）。

榛子样品培育 5 d。 

本研究中使用的储存处理温度范围为 15~ 

30 ℃，aw 范围为 0.70~0.95。每 24 h 测量一次二

氧化碳（CO2）产量。采样方法涉及使用气相色

谱测量顶部空间中积累的 CO2，如 Mylona & 

Magan（2011）所述[11]。CO2 百分比浓度用于计

算（a）以 mg CO2（kg/h）为单位的呼吸（R）速

率，（b）储存 5 d 后 CO2 的总累积量和（c）总 

DML[11]。 

1.4  测量接种黄曲霉榛子储存期间的呼吸活动、

干物质损失和黄曲霉毒素 B1 污染 

从榛子中分离出已知产黄曲霉毒素的黄曲霉

菌株 1217，由土耳其 TUBITAK MAM 友情提供。

该菌株在 MEA 培养基 25 ℃培养 5~7 d。黄曲霉

孢子悬浮液用作储存实验的接种物。用无菌环接

种，将分生孢子置于 10 mL 含有 0.01% Tween 80

的无菌水中。剧烈摇动获得孢子悬浮液。通过使

用血细胞计数器用无菌水稀释调节浓度至 5×107

个孢子/mL。 

参照水吸附曲线，用无菌水将消毒过罐中的

榛子（每批 100 g）调节至 0.85、0.90 和 0.95 aw

（=10%、12.5%和 18% m.c.）。实际添加的水量略

少以便添加接种体。在 4 ℃平衡过夜，处理组

25 ℃平衡。然后将 0.2 mL 等分的黄曲霉接种体

加入榛子处理样品中，并充分混合。将每个 aw 处

理的四个重复放置在 40 mL 玻璃瓶中，并再次放

入之前所述的环境室中培育。每个 aw 水平的处理

和重复分别在 15、20、25 和 30 ℃下培育。 

每 24 h，将用于不同处理和重复的玻璃瓶用

含有硅胶隔膜（Supelco 23188）的 PTFE 盖密封 1 
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h，然后用顶空注射器采集气体样品。气样注入

GC 进行 CO2 定量。取样后，取下盖子，样品返

回到每温度和 aw 水平各自的环境室。每天重复该

程序。 

1.5  干物质损失计算 

使用前面详述的碳水化合物 /脂质的有氧氧

化方程。通过消耗的氧气与产生的二氧化碳的比

率计算呼吸商，来确定干物质损失（DML）。依

方程式，每公斤谷物中 14.7 g CO2 相当于 1%的

DML。计算了自然污染的榛子和附加接种黄曲霉

孢子的榛子的不同储存处理的 DML。 

通过整合呼吸率与时间数据，确定 DML 百分

比（%）与时间曲线关系。储存周期时间分 24 h，

每个周期的 CO2 量通过呼吸率计算。每个周期的

CO2 总量为储存期间产生的 CO2 总量，用于计算

DML。 

1.6  黄曲霉毒素 B1 定量 

在每个实验结束时，榛子处理组 /重复组在 

60 ℃下干燥 48 h，研磨并在 4 ℃下储存，等待

进一步分析。将 5 g 子样品与 10 mL 70%乙醇混

合，置于振荡器上 1 h。使用含有 10 mL 去离子

水的注射器过滤，并将总共 5 mL 的滤液加到免

疫亲和柱上，滤液以 3 mL /min 的流速通过柱子。

用 20 mL 去离子水以 5 mL/min 的流速洗涤柱子，

空气通过注射器至少 3 次。结合到柱子上的黄曲

霉毒素用 1 mL 甲醇以 0.5 mL/min 的流速洗脱。

将黄曲霉毒素收集到 Eppendorf 小瓶（2.5 mL）中

并转移到琥珀色玻璃液相小瓶中。 

HPLC 分析∶流动相由水∶甲醇∶乙腈（6∶

3∶2）组成；每升加入 350 mL 4 M 硝酸和 0.120 g

溴化钾。流速为 1 mL/min，柱温为 22 ℃。一式

三份进样 100 mL 的样品。荧光检测激发波长为

360 nm，发射波长为 430 nm。使用 PTFE 管（30 cm）

用电化学产生的溴进行柱后衍生，以增强黄曲霉

毒素的荧光强度。为此，在色谱柱和荧光检测器

之间放置了一个提供 100 mA 电流的电化学池。 

1.7  统计分析 

所有实验三个生物学重复，进行两次实验。

使 用 Microsoft Office Excel 2007 和 软 件 包 

STATISTICA 9 分析数据。平均值的标准误差已在

所有试验中计算，并在图中用竖线表示或包含在 

三维图例中。 

DML 和 毒 素 分 析 数 据 的 统 计 分 析 ：

Shapiro-Wilk，W 正态性检验用于评估总 DML 和

毒素数据的正态性，而数据内方差的同质性通过

Levene 检验评估。对非正态分布的数据进行对数

变换，以稳定方差由 Shapiro-Wilk W 检验重新评

估的及其正态性。通过单因素和双因素方差分析

（ANOVA）分析正态分布的数据，以确定各因素

（aw 和温度）及其相互作用（aw×T）对变量影响

的显著性。通过 Kruskal-Wallis 秩和检验等级分析

对数转换仍非正态分布的数据。 

DML 和毒素产生数据之间的相关性：制作了

DML 数据与黄曲霉毒素 B1 的散点图。Spearman 

秩和检验用于确定每种情况下两个变量之间相关

性的显著性。  

2  结果与分析 

2.1  自然污染的榛子 

表 1 显示了一系列水分活度（aw）条件对经

25 和 30 ℃下培养 120 h 后的自然污染榛子平均

呼吸率和总 DML 的影响。研究表明，在这两个

温度下，呼吸速率和 DML 都随着可用水的增加

而增加。值得注意的是，在相对安全的储存条件

（0.70 aw）下，即使在两个温度下与非常低的相 
 

表 1  在(a) 25 和(b) 30 ℃培养 120 h 后，水分活度和 

储存温度对自然污染榛子的累积呼吸速率和 

平均总干物质损失（DML ± SE）的影响 

Table 1  Effect of water activity and temperature of storage on 
accumulated respiration rates and mean total dry matter losses 

(DML ±SE) of naturally contaminated hazelnuts after 120 h 

incubation at (a) 25 and (b) 30 ℃. 

(a) 

水分活度 
呼吸速率 

/(mg CO2 /kg/h) (±SE) 
总干物质损失 

/% (±SE) 

0.70 4.00 (±0.40) 0.12 (±0.01) 

0.85 27.28 (±5.85) 0.45 (±0.04) 

0.90 56.40 (±4.66) 0.93 (±0.06) 

0.95 774.68 (±44.19) 9.80 (±1.04) 

(b) 

水分活度 
呼吸速率 

/(mg CO2 /kg/h) (±SE) 
总干物质损失 

/% (±SE) 

0.70 23.60 (±1.36)  0.16 (±0.03) 

0.85 100.11 (±4.97)  0.74 (±0.03) 

0.90 212.17 (±9.67)  1.35 (±0.1.8) 

0.95 2 592.78 (±39.41) 10.82 (±2.40) 
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关 DML 培育 120 h 后，呼吸也很少发生。在

0.85 aw，呼吸速率和 DML 都开始增加，并在两

温度下最湿的 0.95 aw 处理中观察到最高值。值得

注意的是，在最大可用水处理中，温度增加到

30 ℃时，呼吸速率是 25 ℃时的两倍多。 

2.2  接种黄曲霉的榛子 

在不同水分活度×温度条件下储存对呼吸、

干物质损失和黄曲霉毒素 B1 污染的影响。图 1 

显示了 25 ℃下 aw 对接种了黄曲霉的储存榛子的

平均呼吸率的短时影响。在 0.95 aw 时黄曲霉定殖

最为迅速。在 15~30 ℃下的数据用于计算接种了额

外黄曲霉的榛子的 DMLs。图 2 显示了在 aw×温度

的相互作用条件下，黄曲霉定殖对储存榛子

DMLs 的影响。无论储存温度如何，15~20 ℃时

的呼吸率都非常低。仅在 25 和 30 ℃以及≥0.90 aw 

时才有显著的 DMLs。 
 

 
 

图 1  接种黄曲霉在 25 ℃和三种不同水分活度下储存的榛子呼

吸时间变化（SEmax = 80.41） 

Fig.1  Temporal changes in respiration of stored hazelnuts 

inoculated with A. flavus and stored at 25 ℃ and three 

different water activities (SEmax = 80.41) 
 

图 3 显示了在 15~30 ℃下不同 aw 水平的接种

黄曲霉对榛子 AFB1 污染水平的影响。图中清楚

地表明，在 20~30 ℃  0.90 aw 下产生了大量的

AFB1，在 0.85 aw 时毒素污染显著减少。在

15~20 ℃时，在 0.80 和 0.85 aw 下没有 AFB1 产生。

在产生 AFB1 的地方，其含量均高于欧盟立法限

制 5 µg/kg。 

图 4 采用了依据 DMLs 和 AFB1 污染的榛子

处理方面的所有数据，并检验了这些数据与欧盟

立法限制标准的相关性，表明 AFB1 和 DMLs 之

间存在显着的正相关。红色虚线表示置信限。在

大约 0.8%~1.0% DML 时，存在超过欧盟法定限

制的重大风险，即坚果中 AFB1 的最大污染。 

 
 

图 2  与储存温度×水分活度相关的接种黄曲霉的储存榛子的

干物质损失（SEmax = 0.9） 

Fig.2  Dry matter losses of stored hazelnuts inoculated  
with A. flavus in relation to storage temperature ×  

water activity (SEmax = 0.9) 
 

 
 

图 3  储存温度和水分活度对接种黄曲霉榛子 

10 天后污染的影响 

Fig.3  Effect of storage temperature and water activity on 
contamination of hazelnuts inoculated with A. flavus after 10 days 

注：条形代表平均值的标准误差。 

Note: Bars represent Standard Error of the means. 
 

 
 

图 4  黄曲霉毒素 B1 和干物质损失（%）之间的相关性 

Fig.4  Correlation between aflatoxin B1 and  
Dry Matter Losses (%) 

注：数据集来自在所有温度×水分活度组合下储存的黄曲

霉储存实验数据。红色虚线表示 95%置信限，黑色虚线表示欧

盟坚果中的最大毒素限值。 

Note: The data sets from the storage experiments with 
Aspergillus flavus stored under all combinations of temperature× 
water activity examined. The red dotted lines indicate the 95% 
confidence limits and the black dotted line indicates the EU 
maximum toxin limits in nuts. 

 

3  讨论与结论 

这项研究表明，在不同温度和可用水条件下
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储存的自然污染的土耳其带壳榛子显著影响了相

对呼吸速率和产生的 CO2 总量。CO2 产生水平（约

775 和 2 600 mg CO2/kg/h）在 25 和 30 ℃的 0.95 aw 

（=18% m.c.）情况下明显更高。此前，Garcia-Cela 

等[20] 的研究表明，带壳花生的最佳呼吸活动发

生在 30~35 ℃时，30 ℃的总累积 CO2 水平约为

2 080 mg CO2/kg/h，这些坚果的脂质和坚果的呼

吸作用都很高，相关的自然菌群可能会影响整体

呼吸活动。在其他谷物商品中，也发现水稻、糙

米和玉米的总呼吸活性在≥0.95 aW 时最佳，尤其

是在 30~35 ℃接种黄曲霉时表现明显[14,19] 

总累积 CO2 用于量化不同储存条件下的相对 

DMLs。在 0.95 aw 时大约 10%发生在 25~30 ℃。

Garcia-Cela 等 [20]的研究发现，在 30~35 ℃和

0.95 aw 时，壳花生中的 DMLs 约为 14%~15%。

在玉米上的研究表明，在这些条件下，DML 发生

高达 17%。相比之下，水稻和糙米接种黄曲霉时， 

DMLs 分别为 3.5%和 20%[19]。未加工的水稻可受

到外部保护层的保护，与加工过的糙米相比，减

少了真菌的潜在侵入。 

在本研究中，在 0.95 aw 和 20~30 ℃下，附加

接种黄曲霉能导致最大的呼吸活性和 DMLs。这

相当于在 30 ℃和 0.95 aw 下质量损失约为 10%。

附加接种并没有导致贮藏榛子中的 DML 显著升

高。这与小麦、玉米或带壳花生形成鲜明对比，

他们在接种产毒真菌时 DMLs 要高得多[12,14]。 

在 20~30 ℃中，AFB1 的产量在 0.90 aw 时明

显高于 0.85 或 0.80 aw。这表明，在<0.85 aw 时，

产生这种致癌真菌毒素的风险显著降低，尤其是

在 15~20 ℃时，更是如此。依据 DMLs 和 AFB1

在不同 aw×温度条件下产生的所有数据绘制的

图，提供了有关毒素污染超过法定限制的相对风

险的有用信息。图中清楚地表明，在 0.6%~1% 

DML 下，榛子的污染将超过推荐的最大污染水

平。这说明干物质的微小损失会导致 AFB1 污染

超过法定限制，从而可能导致此类批次可能被拒。 

这也表明，储存的土耳其带壳榛子由真菌腐

败造成损失的耐受较低，尤其在无效的干燥方式

更是如此。榛子富含脂质，从而吸湿性很强。因

此，它们通常可以在采后储存期间干燥后重新吸

收环境中的水分，从而导致产毒素腐败真菌的定

殖。此前对谷物的研究发现，A 型和 B 型单端孢

霉烯、玉米赤霉烯酮（小麦）和伏马毒素水平（玉

米）引起的约 1%的霉菌毒素污染就超过了欧盟立

法限制[11-14,22]。对于花生等富含脂肪酸的坚果，

AFB1 超过法定限制的污染水平为 0.56%[20]。因

此，坚果的耐受性可能比谷物低得多。如果榛子

被有效干燥到安全的水分含量，它可能会更好，

保护坚果肉不被真菌毒素定殖和污染。然而，需

要注意的是，坚果和外壳之间的内部空间有时可

以为嗜干真菌如黄曲霉的生长提供微环境，这种

情况特别容易在外壳因害虫或在收获和干燥阶段

受损时发生[23]。巴西坚果中就发现这种情况，从

而导致壳坚果中的 AFB1 污染增加[24]。这些研究

信息可以被有效地从风险管理的角度加以利用，

为人类消费或动物饲料使用，制定出低、中和高

风险的不同分类类别[13]。 
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