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Abstract： The aim of this manuscript was to investrated the effect of some factors，including the
ozone treatment time，the sample moisture content and the unit volume sample quality on the the
degradation AFB1 by single factor experiment and response surface methodology analysis. The
optimum process conditions were achieved and listed as follows: ozone treatment time 7.92 min，
sample moisture content 15%，the quality of the sample 5 g. With the optimum conditions，the the
ozone detoxification rate can reached at 85%.
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摘要： 考虑了臭氧处理时间，样品含水量和单位体积样品质量对降解效果的影响，利用响应面
研究 3 个因素的相互作用， 得出臭氧降解花生粕中 AFB1最佳工艺条件： 臭氧处理时间 7.92
min、样品的水质量分数 15%、样品的质量为 5 g；通过最佳工艺臭氧的脱毒效率可以高达 85%。
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研究论文

黄曲霉毒素主要由黄曲霉和寄生曲霉产生，能

污染多种农作物，其中玉米、花生最易受到污染 [1-6]。
天然污染的黄曲霉毒素主要有 4 种，分别为黄曲霉

毒素 B1、B2、G1、G2 （简 称 为 AFB1、AFB2、 AFG1、

AFG2）。 黄曲霉毒素 AFB1 在自然界非常稳定，黄曲

霉毒素 B1 的分解温度为 268 ℃，紫外线对低浓度黄

曲霉毒素有一定的破坏性，在强酸性溶液中稍有分

解，在 pH 9~10 的强碱溶液中分解迅速。 AFB1 是目
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前已知最强致癌物之一，毒性极强，远远高于氰化

物、砷化物和有机农药的毒性。 目前，大量的粮食作

物在田间、生产、运输、储存时，黄曲霉毒素 B1 的含

量会大大增加，不仅造成粮食的损失，而且导致人

和动物都暴露于较高的 AFB1 水平， 危及人和动物

的健康。 因此，AFB1 的脱毒对解决粮食危机和预防

AFB1 带给人类危险因素具有重大意义[7-9]。
黄曲霉毒素 B1 的脱毒研究国外主要集中在生

物脱毒方面 [10-14]， 主要是一些细菌及其代谢物对

AFB1 的降解， 各种能降解 AFB1 的菌株陆续被分离

出来。 现在国内外对于微生物降解 AFB1 的研究主

要集中在：菌体对毒素的吸附；分泌酶对毒素的降

解；其他代谢物对毒素的作用；并有研究集中微生

物的共同作用[15-21]。 微生物脱毒的方法比较繁琐，设

计的降解机制及微生物的生长过程比较复杂，在实

际的应用中有一定的局限性。 化学和物理的脱毒方

法[5-6]也有一定的研究，主要包括：酸碱脱毒 [4，9]（柠檬

酸、氨气熏蒸）；强氧化剂的脱毒 [2，5，8，17-24]（臭氧熏蒸、
次氯酸钠、二氧化氯）；物理方法 [3，7]（加热降解、活性

炭吸附、硅藻土吸附）。 各个方法各有优缺点，但是

很少有针对性地讲述降解过程中各个因素之间对

脱毒效果的影响，所以本文中主要阐述了臭氧脱毒

过程中的几个主要因素对脱毒效果的影响，并通过

响应面分析得出最优的脱毒工艺条件[23]。

1.1 材料

粉粹机，大德药机产品；臭氧发生器，佳环电器

科 技 有 限 公 司 产 品 ； 旋 光 震 荡 仪 ， 伊 卡 产 品 ；
Agilent1200 型液相系统，Agilent 公司产品；花生粕，
鲁花集团提供；BS224S 电子天平， 赛多利斯产品；
CQ-250 型超声波清洗器， 上海船舶电子研究所产

品；MTN-2800w 氮吹仪， 天津奥特赛恩斯仪器公司

产品；无水甲醇、三氯甲烷、三氟乙酸、正己烷，均为

分析 纯，国 药 集 团 提 供；乙 酸、乙 腈，色 谱 纯 提 供，
Fisher；黄曲霉毒素 AFB1 标准品，购自 Sigma 公司，
其中黄曲霉毒素 B1 标准品纯度>99％。
1.2 试验方法

1.2.1 黄曲霉 AFB1的提取及衍生化 将处理的样

品称取 5 g，加入体积分数 80%的甲醇水 20 mL，超

声处理 20 min，过滤，取滤液 5 mL，加入三氯甲烷

5 mL，震荡 1 min，避光静置分层，取下层。 上相再加

入 1 mL 的三氯甲烷，震荡分层，取下相。 两下相混

合。 提取液混匀后取 0.5 mL，N2 吹干，加入 200 μL
的正己烷和 100 μL 的三氟乙酸，在 37 ℃恒温箱中

衍生化 30 min。 50 ℃水浴 N2 吹干，加入 0.5 mL 的

质量分数 20%乙腈，振荡溶解，过 0.22 μm 有机相

膜，-4 ℃冰箱保存[12]。
1.2.2 色谱条件 色 谱 柱 ：NUCLEODUR C18 柱

（6 mm×150 mm×5 μm）；柱温 30 ℃；流动相：乙腈/
体积分数 10％乙酸酸溶液（1∶4）；洗脱时间 20 min，
黄 曲 霉 毒 素 B1 的 保 留 时 间 在 13 min；体 积 流 量

1.0 mL/min：进样 量 20 μL；荧 光 检 测 器：激 发 波 长

365 nm，发射波长 440 nm[12]。
1.2.3 臭氧对花生粕的脱毒处理

1）不同时间臭氧处理处理样品

取花生粕样品 15 g×5 份， 置于 500 mL 的洗气

瓶中，通入含恒定浓度臭氧的气体，分别通入臭氧

5、10、15、20、30 min，通臭氧时每隔 2 min 上下晃动

洗气瓶，确保样品与臭氧充分接触。 液相检测 AFB1

的残余量。
2）不同质量样品的臭氧处理

取花生粕样品 5、15、25、35、50 g 各一份， 置于

500 mL 的洗气瓶中， 通入含恒定浓度臭氧的气体，
分别通入臭氧 10 min， 通臭氧时每隔 2 min 上下晃

动洗气瓶， 确保样品与臭氧充分接触。 液相检测

AFB1 的残余量。
3）不同水分含量样品的臭氧处理

调 整 花 生 粕 水 分 质 量 分 数 为 9%、12%、15%、
18%、21%，各取 15 g 一份，置于 500 mL 的洗气瓶

中 ，通 入 含 恒 定 浓 度 臭 氧 的 气 体 ，分 别 通 入 臭 氧

10 min，通臭氧时每隔 2 min 上下晃动洗气瓶，确保

样品与臭氧充分接触。 液相检测 AFB1 的残余量。

2.1 方法的检测限和回收率

绘制标准曲线 1×10-9、10×10-9、20×10-9、50×10-9、
100×10 -9 的 质 量 分 数 与 峰 面 积 的 线 性 方 程 ：y=
0.072x+0.002 8，R2=0.9929。 准确称取花生粕样品 2
份，其中一份加黄曲霉毒素 B1 的标准品，另一份不

加 ， 在 相 同 条 件 下 测 定 5 次 ，AFB1 的 回 收 率 为

85.3%~95.6%。
2.2 脱毒前花生粕样品 AFB1 的含量检测

称取花生粕样品 5 g， 提取 AFB1 并衍生化后，

材料与方法1

结果与分析2

貏負貦



Journal of Food Science and Biotechnology Vol.32 No.5 2013

ZHANG Fang，et al： Modeling and Optimization of Ozone Treatment
Degradation of Aflatoxin B1（AFB1） in De-fat Peanut
Powder Using Response Surface Methodology

Research Article

高效液相检测样品中 AFB1 的含量， 根据标准曲线

及国家标准计算出样品中 AFB1 含量为 139.8×10-9。
在相同条件下测定 5 次，相对误差小于 0.05%。
2.3 脱毒效果的分析

2.3.1 不同时间臭氧处理与脱毒效果的关系 固

定样品的水分质量分数为 9%，样品质量为 15 g，选

取臭氧处理时间为单因素，梯度取值。 实验结果见

图 1。

图 1 臭氧处理时间对 AFB1 降解效果的影响

Fig. 1 Ozone treatment time on the effects of AFB1

degradation

由图 1 可知，降解效果随着臭氧处理时间的增

加先上升后下降。 臭氧降解 AFB1 是一个氧化还原

的过程，反应可能具有可逆性；又由于花生粕中蛋

白质等杂质的影响，可能在 10 min 时，臭氧的浓度

对 AFB1 的量已经达到饱和恒定状态， 使得降解效

果不再升高， 反而由于其他因素的干扰而有所下

降。综合考虑，选取 5、10、15 min 作为响应面分析的

因素水平，得到最优的降解条件，具备合理性。
2.3.2 不同样品质量臭氧处理与脱毒效果的关系
固定样品的臭氧处理时间，水分质量分数为 9%，选

取为样品质量单因素，梯度取值。 实验结果见图 2。

图 2 样品质量对 AFB1 降解效果的影响

Fig. 2 Unit volume sample quality on the effects of AFB1

degradation

由图 2 可知，降解效果随着样品质量的增加而

下降。 随着样品质量增加，单位质量的样品接触到

的臭氧浓度降低，降解效果受到影响。 当样品质量>
35 g 后，降解效果显著降低，臭氧的浓度相对 AFB1

的量已经达到严重不足状态，使得降解效果大幅降

低。 综合考虑，选取 20、35、50 g 作为响应面分析的

因素水平，得到最佳条件，具备合理性。
2.3.3 不同样品水分质量分数臭氧处理与脱毒效
果的关系 固定样品的臭氧处理时间， 样品质量，
选取为水分质量分数单因素，梯度取值。 实验结果

见图 3。

图 3 样品水分含量对 AFB1 降解效果的影响

Fig.3 Sample moisture content on the effects of AFB1

degradation

由图 3 可知，降解效果随着样品水分含量的增

加而先增加后降低。 随着样品中水分增加，当样品

水分质量分数>15%后，降解效果显著降低。 样品水

分质量分数>15 %， 水分的进一步增加可能导致样

品中其他组分与臭氧发生反应， 降低能与 AFB1 接

触的臭氧的量，使得降解效果大幅降低。 综合考虑，
选取 9%、12%、15%作为响应面分析的因素水平，得

到最经济降解条件，具备合理性。
2.4 响应面分析及优化

确定了臭氧处理时间、样品水分质量分数和样

品质量 3 个单因素并各自确定了一个最佳水平，但

是各个因素之间总有一定的联系，为了得出一个最

佳的配比，需要把 3 个因素放在一起进行响应面设

计实验。 臭氧处理时间（5、10、15 min），样品水分质

量分数（9%、12%、15%），样品质量（20、35、50 g）。 实

验及其结果如表 1、表 2 所示。
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表 1 响应面法实验设计的因素及水平

Table 1 Response surface experimental design

表 2 响应面设计及实验结果

Table 2 Result of response surface design and
experimental

注：共 17 个实验，序号 3、5、6、13、17 是中心实验，用以

估计实验误差，其它是析因实验。

2.41 响应面分析 从图 4 和图 5 可以看出各个因

素对响应值的影响。 从图 1 可以看出，随着处理时

间的增加，对响应值的影响呈现先增加后降低的趋

势：随着样品水分含量的增加，对响应值的影响是

一直在增加。 因此在臭氧处理时间和样品质量 2 个

因素相互影响下，处理时间对响应值的影响较大。

图 4 降解效率与样品水分质量分数、 臭氧处理时间的响应

面图

Fig. 4 Response surface analysis of degradation effect on
the sample moisture content and ozone treatment
time

从图 2 可以看出，随着样品水分质量分数的增

加， 对响应值的影响呈现先增加后降低的趋势：随

着样品质量的增加，对响应值的影响是一直在降低。
因此在样品水分质量分数和样品质量 2 个因素相互

影响下，样品水分质量分数对响应值的影响较大。

图 5 降解效率与样品质量、水分质量分数的响应面图

Fig. 5 Response surface analysis of degradation effect on
the unit volume sample quality and the sample
moisture content

通过对响应面的拟合分析，表明回归方程可以

准确地描述臭氧处理时间、样品质量和样品水分质

量分数三因素与响应 值之间的实际关系，可以通过

该回归方程确定臭氧降解 AFB1 最佳工艺条件。 得

出最优的脱毒条件，即臭氧处理时间 7.92 min，样品

水分质量分数 15%，样品质量 5.00 g 时，模型预测

降解效果达到 85.46%。
2.4.2 方差分析 运用 Design-Expert 8.05 软件中

的 Analysis 模块上对表中试验数据进行多元回归拟

合，得到各因子对降解效果（Y）影响的二次多项回

因素 代码
编码水平

A B C

-1 0 1

臭氧处理时间 t/min X1 5 10 15

样品水分含量 w/% X2 9 12 15

样品质量 m/g X3 20 35 50

组数
臭氧处理

时间 t/min
样品水分

质量分数 w/%
样品质量

m/g
降解效率/%

1 5.00 15.00 35.00 59.6

2 15.00 15.00 35.00 56.96

3 10.00 12.00 35.00 69.00

4 15.00 12.00 50.00 58.9

5 10.00 12.00 35.00 69.45

6 10.00 12.00 35.00 69.8

7 15.00 9.00 35.00 56.8

8 10.00 15.00 20.00 77.6

9 10.00 15.00 50.00 67.8

10 5.00 12.00 50.00 57.6

11 15.00 12.00 20.00 56.4

12 10.00 9.00 50.00 68.3

13 10.00 12.00 35.00 69.7

14 5.00 9.00 35.00 60.2

15 10.00 9.00 20.00 61.9

16 5.00 12.00 20.00 67.8

17 10.00 12.00 35.00 68.3
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归模型：
Y=-4.781 67+5.800 83*X1+6.498 33X2+0.342 50X3+
0.012 166 7*X1*X2+0.042 333X1X3-0.090 000X2*X3-
0.391 90X1

2-0.119 17X2
2+0.003 166 67*X3

2

对该数学模型进行方差分析，以检验方程的有

效性和各因子的偏回归系数，结果见下表 3。
表 3 回归模型方差分析结果（1）

Table 3 Result of variance analysis of regression model（1）

注 ：＊为 差 异 显 著 （P<0.05）；＊＊为 差 异 极 显 著 （P<
0.01）。

从表 3 中的 F 值可以判断出回归方程中各种

变量对响应值影响的显著性，整体模型回归方程显

著。表 4 中的相关系数 R2=0.942 3，说明响应值的变

化有 0.942 3 来源于所选变量，即臭氧处理时间、样

品水分质量分数、样品质量；小部分来源于实验温

度、实验操作的的误差等其他因素。 总体来说，模型

的拟合程度较好，可用此模型来对臭氧降解花生粕

的 AFB1 的最佳工艺进行分析。
2.5 验证响应面分析法

为检验响应面法的可靠性，按上述优化条件做

验证实验，考虑到实际操作性，实际操作中臭氧处

理时间 8.0 min，样品水分质量分数 15%，样品质量

5.00 g， 在 该 试 验 条 件 下 ，AFB1 降 解 效 果 达 到

85.01%，与理论值相比，其相对误差约为 0.04%。 可

见， 基于响应面法优化所得的臭氧降解花生粕中

AFB1 的工艺参数准确可靠，具有实用价值。
表 4 回归方程的方差分析

Table 4 Result of variance analysis of regression model

2.6 讨论

臭氧对花生粕中黄曲霉毒素 B1 具有很好的去

除效果，在一定的范围内随着样品水分质量分数的

升高，作用时间的延长，样品质量的降低，脱毒效果

越好。 用臭氧作用能有效地降低黄曲霉毒素 B1，经

过处理的花生粕平均黄曲霉毒素 B1 的质量分数小

于 10×10-9，符合现行国家标准的要求。 臭氧对黄曲

霉毒素 B1 的破坏作用在很短时间内完成，说明花生

粕中存在对臭氧的脱毒效果具有一定影响的物质
[2，5，6，20，23]。

臭氧制备简单，使用方便，适用于降解大规模

的含AFB1 的花生粕。 臭氧是强氧化剂，对花生粕中

其他的物质有一定的破坏， 比如维生素和蛋白质。
目前，需要对于臭氧处理后的样品进行营养损失的

评价和危害评价[13-16]。

对黄曲霉毒素 B1 污染的花生粕通入臭氧会有

很好的脱毒作用，而且在一定的范围内随着处理时

间的延长，样品水分的升高，样品质量的降低，脱毒

效果增强。 通过响应面优化，得出臭氧脱毒的最佳

工艺条件，即：臭氧处理时间 7.92 min，样品水分质

量分数 15%，样品质量 5.00 g；在该实验条件下，脱

毒效果高达 85%。

结 语3

方差来源 平方和 自由度 显著性

模型 596.14 9 **

X1 32.56 1 *

X2 27.23 1

X3 15.40 1

X1X2 0.14 1

X1X3 40.32 1 *

X2X3 65.61 1 **

X1
2 404.17 1 **

X2
2 4.84 1

X3
2 2.14 1

残差 36.48 7

失拟项 34.95 3 **

绝对误差 1.53 4

总离差 632.62 16

均方

66.24

32.56

27.23

15.40

0.14

40.32

65.61

404.17

4.84

2.14

5.12

11.65

0.38

F P

12.71 0.001 5

6.25 0.041 0

5.23 0.056 1

2.96 0.129 3

0.028 0.872 5

7.74 0.027 2

12.59 0.009 4

77.56 <0.000 1

0.93 0.367 1

0.41 0.542 3

30.42 0.003 3

分析项目 结果

Std.Dev 标准偏差 2.28

Mean 平均值 64.48

C.V.% 变异系数 3.54

PRESS 561.56

R-Squared R2 0.9423

Adj R-Squared 调整 R2 0.8682

Pred R-Squared 模型拟合优度 R2 0.1123

Adeq Precisior 信噪比 12.477
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