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摘要：对传统的高盐稀醪酱油发酵过程中的正常原油和异常原油中的微生物区系进行了分析，并对主要的细菌和

酵母菌进行了菌种鉴定。同时，初步探讨了温度对原油中微生物区系的影响。实验结果表明，正常原油和异常原

油中细菌总数、芽孢菌数、肠道杆菌、乳酸菌数和厌氧菌数没有明显差异，而酵母菌数和耐盐菌数有明显的差异。

正常原油中优势酵母为球拟酵母属（!"#$%"&’(’）和酵母属（)*++,*#"-.+/’），分别占酵母总数的 !!%&’和 (!%(’。异常

原油中优势酵母为毕赤酵母属（0(+,(*）、假丝酵母属（ +*12(2*）和酵母属（ )*++,*#"-.+/’），分别占酵母总数的 )*%+’、

"$%&’和 &%#’。
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酱油是我国一种传统大豆发酵调味品，深受我

国及亚洲各国人民的喜爱。广东多数酱油生产企

业采用传统的高盐稀醪发酵工艺，日晒夜露，发酵

时间较长，酿制的酱油色淡味鲜，酱香浓郁，风味

好。

在调查广东酱油生产企业时，发现在酱油发酵

过程中，不时会出现异常发酵的现象，主要表现为

抽取的发酵原油味道不纯正、有异臭味、混浊、偏黄

色，最后导致酱油的色、香、味异常。由于异常发酵

无规律可寻，还未能从种曲、成曲和发酵初期的酱

醅中分析出异常发酵的原因，所以至今还无法对酱

油生产中异常发酵进行预测。酱油发酵过程中原

油的微生物区系对酱油的质量控制十分重要，但到

目前为止还未见有关报道，本文初步分析了酱油正

常发酵与异常发酵罐中原油的微生物区系、优势菌

群和温度对原油中微生物区系的影响。

@ 材料与方法

@A@ 实验材料

正常发酵酱油原油、异常发酵酱油原油。从酱

醅下的液态层自然抽取，由广东某调味食品有限公

司提供。
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!"# 培养基

!"#"! 细菌培养基：牛肉膏 !"，蛋白胨 #$"，氯化钠

%"，琼 脂 #% & ’$"，水 #$$$()，*+,-$ & ,-’。加 入

#$./012 或 3./012，则为耐盐细菌培养基。

!"#"# 酵 母 培 养 基：大 麦 芽 汁 #$$$()，氯 霉 素

$-#"，琼脂 ’$"，*+ %-%。加入 #$./012 或 3./012，
则为耐盐酵母培养基。

!"#"$ 麦康凯培养基：蛋白胨 #,"，#胨 !"，胆盐

%"，/012 %"，乳糖 #$"，结晶紫 $-$$#"，中性红 $-$’%"，
蒸馏水 #$$$()，*+,-’。

!"#"% 乳酸菌培养基（改良 456 培养基）：番茄汁

%$()，酵母抽取液 %"，牛肉膏 #$"，乳糖 ’$"，葡萄糖

’"，磷酸氢二钾 ’"，47889:$ #"，乙酸钠 %"，琼脂 #%"，
蒸馏水 #$$$()，*+3-:。

!"$ 方法

!"$"! 分离培养和计数：采用平板培养计数法。无

菌吸取 #$() 样品，放入盛 ;$() 无菌生理盐水并带

有玻璃珠的三角烧瓶中振摇 ’$(<9 制成稀释液。将

稀释液连续 #$ 倍稀释配制成系列浓度的样液。准

确吸取 $-’() 样液分别放入营养琼脂、酵母菌培养

基、乳酸菌培养基平皿中，用无菌玻璃棒在培养基

表面轻轻涂布均匀。将接种好的营养琼脂平板置

!3= > #=培养 ’? & !?，耐盐细菌培养基培养 %? &
,?，乳酸菌培养基平板置 !3= > #=培养 ’? & !?［#］。

酵母培养基平板置于 ’%= & ’:=孵箱培养 !? & ,?。

!"$"# 芽孢菌计数：无菌吸取 #$() 样品，放入盛

;$() 无菌生理盐水并带有玻璃珠的三角烧瓶中振

摇 ’$(<9 制成稀释液，:$=水浴处理 #%(<9。然后进

行 #$ 倍稀释，取不同浓度稀释液进行平板涂布，培

养基与细菌培养基相同，!,=倒置培养 ’? & !?。

!"$"$ 肠道杆菌：采用麦康凯培养基，!,=条件下

培养 #? & ’?，再根据革兰氏阴性杆菌、触酶试验阳

性、氧化酶试验阴性、硝酸盐还原试验阳性进行鉴

别。

!"$"% 厌氧菌计数：与细菌培养操作方法和培养基

相同，培养条件为厌氧培养。

!"$"& 菌种鉴定：酵母菌鉴定参照文献［’，!］。细

菌的形态特征、需氧特性、培养特征等细菌学特征

参考文献［@］，根据这些特征将菌株初分成几大类

群，并采用 A<B2B" 鉴定系统确定细菌属种。

# 结果与分析

#"! 原油中细菌类群及其数量分析

在酱油发酵第 !$? 时，发现少量发酵罐出现了

异常发酵的现象。正常发酵的原油，具有浓郁的酱

油香味、澄清透明、色泽红润；异常发酵的原油，有

异臭味、混浊、色淡偏黄色。

对正常发酵和异常发酵原油中微生物区系进

行分析，结果见表 #。结果表明，正常原油和异常原

油中细菌总数差异不大；肠道杆菌的数量较少，可

能是原油中的高盐环境不适合肠道杆菌生长；正常

原油和异常原油中的芽孢菌数、乳酸菌数相差也不

大；正常原油耐盐菌数比异常原油低 ’ 个数量级，差

异显著。

表 ! 原油中细菌类群及其数量分析

项目
异常发酵原油（取样时间） 正常发酵原油（取样时间）

!$? @$? @3? !$? @$? @3?

细菌总数 %-! C #$@ ,-’ C #$@ #-’ C #$@ %-, C #$@ :-: C #$@ ;-% C #$@

肠道杆菌 ’-$ C #$’ D #$$ D #$$ #-$ C #$’ D #$$ D #$$

芽孢菌 ’-# C #$! ’-3 C #$! #-! C #$! #-$ C #$! %-$ C #$’ !-’ C #$!

乳酸菌 @-’ C #$% ,-@ C #$@ ’-3 C #$% ’-% C #$% #-% C #$% !-% C #$%

厌氧菌 #-, C #$% ,-$ C #$@ ’-! C #$@ ’-! C #$% #-# C #$% #-$ C #$%

#$./012 耐盐菌 ’-% C #$, #-: C #$, ,-, C #$3 ’-’ C #$% %-, C #$@ @-# C #$@

3./012 耐盐菌 !-! C #$, #-, C #$, :-# C #$3 ’-, C #$% 3-; C #$@ #-; C #$@

#"# 原油中酵母菌数量分析

正常发酵和异常发酵原油中酵母菌数量的分析

结果见表 ’。结果表明，异常原油中酵母菌数和耐

盐酵母菌数在 #-: C #$@ EFGH() & #-: C #$% EFGH() 之

间，正常原油中酵母菌数和耐盐酵母菌数在 ’-# C
#$’ EFGH() & % - 3 C #$! EFGH()之间，比异常发酵原油
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表 ! 原油中酵母菌数量分析

项目
异常发酵原油（取样时间） 正常发酵原油（取样时间）

!"# $"# $%# !"# $"# $%#

酵母菌数 &’" ( &") &’* ( &") &’+ ( &"$ )’% ( &"! !’$ ( &"! ,’& ( &",

%-./01 耐盐酵母菌 &’) ( &") &’$ ( &") $’% ( &"$ ,’* ( &"! ,’2 ( &"! ,’2 ( &",

&"-./01 耐盐酵母菌 &’$ ( &") &’+ ( &") )’% ( &"$ !’& ( &"! ,’* ( &"! ,’, ( &",

酵母菌数低 , 个数量级，差异显著。

同时对原油中的盐分、总酸、34 值、还原糖和氨

基态氮等常规理化指标进行了分析，结果表明，正常

原油与异常原油中的常规理化指标没有明显的差异

及规律性。

!"# 温度对原油中微生物区系的影响

在调研酱油生产中出现异常发酵的原因时，发

现冬天出现异常发酵的几率明显大于其它季节，夏

天出现的几率最低，因此，本研究设计了温度对原油

中微生物区系影响的实验。将第 !" 天开始出现的

异常原油放置于 !*5和 &)5培养箱中，分析原油中

的微生物主要菌群的变化，检测结果见表 !。结果

表明，异常原油在 &)5放置不同时间后的微生物区

系与异常发酵罐中原油微生物区系基本一致，但温

度提高到 !*5后，耐盐细菌和酵母菌数明显下降，

逐渐与正常发酵罐中原油微生物菌群组成和数量接

近，显示温度与发酵罐中原油的微生物区系有密切

的关系，但温度对酱油发酵的具体影响还有待深入

研究。

表 # 温度对原油中微生物区系的影响

项目
放置时间（&)5） 放置时间（!*5）

"# &"# &%# &"# &%#

细菌总数 )’! ( &"$ $’! ( &") ,’& ( &") %’* ( &"$ $’) ( &"$

芽孢菌 ,’& ( &"! !’+ ( &"! ,’2 ( &"! !’" ( &"! ,’* ( &"!

乳酸菌 $’, ( &") )’% ( &") !’! ( &") ,’2 ( &") ,’) ( &")

厌氧菌 &’* ( &") &’+ ( &") !’* ( &") ,’2 ( &") &’+ ( &")

&"-./01 耐盐菌 ,’) ( &"* &’+ ( &"* &’$ ( &"* &’) ( &"% *’, ( &")

酵母菌数 &’" ( &") !’$ ( &") !’* ( &") !’2 ( &"$ )’* ( &"!

&"-./01 耐盐酵母菌 &’$ ( &") !’+ ( &") ,’! ( &") %’* ( &"$ )’, ( &"!

!"$ 原油中细菌的鉴定

对分离的细菌进行革兰氏染色、芽孢染色、氧化

酶、运动性、过氧化氢酶、678 斜面培养、需氧特性进

行测定，并将分离获得的菌株分成革兰氏阴性肠杆

菌、革兰氏阴性非肠杆菌、革兰氏阴性苛养菌、革兰

氏阳性球菌、革兰氏阳性杆菌、芽孢杆菌等类群，每

类细菌选择其相应的 9:;1;< 生化反应鉴定板，每个

鉴定板含 2) 个不同碳源微孔，根据微孔中颜色反应

情况，用 9:;1;< 鉴定程序分析并确定菌株的属种。

经鉴定主要有下列各属：肠球菌属（!"#$%&’&’’()），葡

萄球菌属（ *#+,-./&’&’’()），芽孢杆菌属（0+’1//()），微

球菌属（21’%&’&’’()），气球菌属（ 3$%&’&’’()），肠杆菌

属（!"#$%&4+’#$%），克雷伯氏菌属（5/$4)1$//+），乳酸杆

菌属（6+’#&4+’1//()），泛菌属（7+"#&$+）等细菌。芽孢

杆菌属主要有地衣芽孢杆菌（0+’1//() /1’-$"18&%91)）、

枯草芽孢杆菌（0 = )(4#1/1)）；葡萄球菌属主要有腐生

葡萄球菌（ *#+,-./&’&’’() )+,%&,-.#1’()）、表皮葡萄球

菌（ *#+,- = $,1:$%91:1) ）、木 糖 葡 萄 球 菌（ *#+,- =
;./&)()）；肠杆菌属主要为阴沟肠杆菌（ !"#$%&4+’#$%
’/&+’+$）；肠球菌属中主要有屎肠球菌（ !"#$%&’&’’()
8+$’1(9）。

从异常原油中分离得到 2+ 株耐盐菌，其中肠球

菌属占 %&’,-，葡萄球菌属占 &$’!-，芽孢杆菌属

占 &!’!-，微球菌属占 )’&-，气球菌属占 ,’"-，未

鉴定菌占 $’&-。正常原油中分离耐盐菌 +, 株，其

中肠球菌属占 )+’)-，葡萄球菌属占 &)’2-，芽孢

杆菌属占 &!’$-，微球菌属占 !’*-，气球菌属占

,’$-，未鉴定菌占 %’&-。因此正常原油和异常原
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油中优势细菌和各菌群比例基本一致。

!"# 原油中酵母菌的鉴定

对分离的酵母菌的无性生殖方式及其孢子类

型、有性生殖方式、是否产假菌丝、发酵实验、硝酸盐

利用、脲酶、!"" 实验、类胡萝卜色素实验进行测

定，经 鉴 定 主 要 有 下 列 各 属：球 拟 酵 母 属

（!"#$%"&’(’），毕 赤 酵 母 属（ )(*+(,），丝 孢 酵 母 属

（!#(*+"’&"#"-），红酵母属（.+"/"0"#$%,），假丝酵母属

（*,-/(/,），酵母属（ 1,**+,#"23*4’）。从正常原油分

离获得 #$ 株酵母菌，其中球拟酵母属（!"#$%"&’(’）占

%%&’(；酵母属（ 1,**+,#"23*4’）占 )%&)(、假丝酵母

属（ *,-/(/,）占 *&*(、丝孢酵母属（ !#(*+"’&"#"-）占

+&%(、未鉴定酵母菌占 ,&’(。从异常原油中分离

出 -$ 株酵母菌，其中毕赤酵母属（)(*+(,）占 #,&$(；

假 丝 酵 母 属（ *,-/(/, ）占 +-&’(；酵 母 属

（1,**+,#"23*4’）占 ’&.(；红酵母属（.+"/"0"#$%,）占

+&)(，丝孢酵母属（!#(*+"’&"#"-）占 ,&#(，未鉴定酵

母占 #&*(。

$ 讨论

异常发酵原油中耐盐菌数和酵母菌数分别比正

常原油大 , 个数量级，异常发酵原油中的酵母菌种

类与正常发酵原油也有较大的差别，异常原油主要

以毕赤酵母和假丝酵母为主，同时还有红酵母；正常

原油主要以球拟酵母和酵母属为主，这种菌相的组

成和数量的差异有可能影响原油中的其它有益菌的

生长，造成微生物区系菌类的组成、数量及比例的变

化，进而影响酱油正常发酵，但原油中微生物区系对

酱油发酵的具体影响和作用机制有待继续深入研

究。

实验结果显示，温度对原油中微生物区系有重

要的影响，异常原油 +%/低温放置不同时间后的菌

群组成及数量与异常发酵罐的原油基本一致，但温

度提高到 )-/后，耐盐细菌和酵母菌数明显下降，

逐渐与正常原油中微生物区系趋于一致。表明温度

与发酵罐中原油的微生物区系有密切的关系，无疑，

这一发现也为异常发酵的治理提供了重要的科学依

据。
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稿件规范化与标准化

论文中统计学符号书写规则

统计学符号一般用斜体。本刊常用统计学符号介绍如下，希作者参照执行。

样本的算术平均数用英文小写"F，不用大写 P ，也不用 54,-。标准差用英文小写 ’，不用 16。标准误

用英文小写 D"F，不用 17。 0 检验用英文小写 0。8 检验用英文大写 8。卡方检验用希文小写!
,。相关系数

用英文小写 #。样本数用英文小写 -。概率用英文大写 )。
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