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成品变质酱油中微生物的分离鉴定及变质原因分析
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摘要!为了解决杀菌后微生物检测合格的成品酱油出现的变

质问题"首先确定成品酱油的最佳杀菌工艺为
'7)[

(

'&D

"

通过对杀菌后各工序的微生物检测发现'过滤环节添加的硅

藻土中好氧及厌氧培养活菌数分别为
(8,c')

7
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78'c
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0̀

"可以判定硅藻土为主要污染源$分离硅藻土

及成品变质酱油中的污染菌"并对其进行
'*#G]>+

序列分

析"确定导致成品酱油变质的细菌为'
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种芽胞

杆菌在硅藻土样品中也同样出现"进一步证明了硅藻土被污

染是导致成品酱油变质的主要原因$建议酱油生产厂家加

强对硅藻土的微生物检测"采用膜过滤替换硅藻土板框过

滤"以防控成品酱油因微生物污染引起的变质$

关键词!成品变质酱油&硅藻土板框过滤&污染菌&
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序列分析
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酿造酱油的生产主要有低盐固态法和高盐稀态法两种

工艺(

'<;

)

&由于酱油在发酵过程中添加了较多的食盐%不适

于微生物生长%酱油生产工艺相对比较开放%发酵管理也比

较粗放(

7

)

&其开放的发酵工艺使环境中的微生物在酱油发

酵过程中自然接种%形成了酱油独特的风味(

(

)

%但同时也使

酱油生产易产生杂菌污染%导致成品酱油变质(

&

)

&成品酱油

微生物污染引起的变质现象主要有变酸*变馊*胀气*混浊

等%多数由好氧或厌氧的细菌污染引起(

*<-

)

&张晓丽等(

Y

)从

胀袋酱油中分离出巨大芽胞杆菌%经实验验证其可以在酱油

中产气%影响酱油品质+郭天文等(

,

)在分析酱油货架期胀袋*

爆瓶原因时%提出耐热芽胞杆菌可能导致酱油变质现象&基

于此%业界通常认为成品酱油变质的原因是杀菌不严导致

的%所以以往对成品酱油变质的微生物污染来源的研究主要

集中在原料蒸煮*种曲培养*制曲*盐卤发酵等环节(

')<''

)

%对

成品酱油杀菌及灭菌后各工序的研究迄今未见相关报道&

本课题组在研究杀菌及杀菌后工序时发现"高温瞬时杀菌后

的酱油的微生物检测合格%但依旧有相当数量的出厂成品酱

油变馊%变质酱油中难以检出污染微生物%这些现象表明成

品酱油在杀菌后的工序中发生了二次污染%二次污染的关键

环节和污染物亟需进一步确定&为此%本研究拟首先检测不

同杀菌工艺条件下酱油中的微生物菌落%再对杀菌后各工序

环节进行微生物检测%找出污染关键点%分离并鉴定变质酱

油中的污染菌%分析研究其变质原因%并提出有效的防控策

*(



略%旨在为成品酱油的变质问题提供有效的解决方案&
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!

材料与方法
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!

材料与仪器

'8'8'

!

样品

酿造酱油"杀菌后样*滤前样*滤后各时间段样*储罐样*

已变质成品酱油样%均取样于湖南某酱油厂同一生产线+

其他样品"空玻璃瓶样品*硅藻土样品!分别来自于吉

林*四川#%取样于同一酱油厂&

'8'8;

!

培养基

细菌筛选培养基*分离纯化培养基"均采用牛肉膏蛋白

胨培养基(

';

)

&

'8'87

!

仪器

显微成像系统"

.932

B

D@.;))

型%尼康仪器!上海#有限

公司+

%b$

扩增仪"

=.$dPd

型%美国
+a

公司+

电泳仪"

]̂ /̂';

型%北京市六一仪器厂+

凝胶成像系统"

bK10

B

Z@3&)))

!增强型#%北京赛智

公司+

高速离心机"

PZ̀/'*Z

台式%常州诺基仪器有限公司&

'8'8(

!

主要试剂

蛋白胨*牛肉膏*琼脂粉"广东环凯微生物科技有限

公司+

%b$

扩增试剂盒"生工生物工程!上海#股份有限公司+

;-?

*

'(,;$

引物"天根生化科技有限公司+

;cP1

Q

\D1F@G \26

*

]̀ ;)))%3CD]>+\1GN@G

*

Z:3E

=2@5d

型核酸染色剂"南京唯赞生物科技有限公司&

'8;

!

方法

'8;8'

!

不同工艺杀菌效果的分析
!

采用目前常用的
7

种酱

油杀菌工艺"
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7)02J
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%

'7)[

'

'&D

对酱油

进行杀菌+杀菌后酱油采样%

')

倍系列稀释后%进行好氧及

厌氧培养并检测活菌数%根据样品活菌数!

b?"

'

0̀

#判断杀

菌效果&

'8;8;

!

杀菌后各工序环节微生物检测
!

分别利用硅藻土及

经
Y)[

加热处理
')02J

的硅藻土对酱油进行过滤%

')

倍系

列稀释后进行好氧及厌氧培养并检测活菌数%根据样品活菌

数!

b?"

'

L

#判断其污染程度+取杀菌后酱油*过滤前加硅藻

土酱油!简称"滤前加土#*过滤过程各时间段酱油!滤后
)

%

'&

%

7)

%

(&

%

*)02J

#*储罐酱油%

')

倍系列稀释后%进行好氧

及厌氧培养并检测活菌数%根据样品活菌数!

b?"

'

0̀

#判

断其污染程度+取蒸汽杀菌后的酱油空瓶样品%将
&)0̀

无

菌生理盐水灌入空瓶内充分摇晃
;02J

%对洗涤水进行活菌

计数&

'8;87

!

污染菌的分离及鉴定

!

'

#污染菌的分离及染色镜检"对过滤所用硅藻土及变

质酱油中分离到的污染菌进行多次平板稀释分离%革兰氏染

色镜检&

!

;

#污染菌的分子生物学鉴定(

'7<'(

)

"取
;

#

`

于
7-[

摇

瓶培养
;(K

的牛肉膏蛋白胨液体培养基培养的菌液作为

%b$

模板%选用细菌通用引物
;-?

和
'(,;$

作为引物%进行

%b$

扩增&

%b$

反应体系"

&)

#

`

反应体系中共含有
%b$
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B
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%模板
;

#

`

%

EET
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`

+反应条

件"预变性
,([&02J

+变性
,(['02J

*退火
&&['02J

*

延伸
-;['8&02J

%

7)

个循环+最后
-;[

延伸
&02J

&用琼

脂糖凝胶电泳检测
%b$

产物%电泳条件"

Y)=

恒压%时间

;)

"

7)02J

&将目的
]>+

片段切出%放入
'8&0̀

的
.

B

管

中+寄往上海生工测序&测序结果采用
>bad

搜索数据库进

行序列的同源性比较分析%并用
\+Z.&8)

软件构建系统

发育进化树&

;

!

结果与分析
;8'

!

灭菌工艺对酱油杀菌效果的影响

传统的酱油杀菌采用巴氏杀菌!

Y&[

'

7)02J

#%难以杀

死耐热的芽胞杆菌&随着杀菌技术及设备的发展%目前许多

酱油生产企业开始采用高温瞬时杀菌技术%该工艺除了能有

效杀灭微生物外%还能使酱油中糖的羰基和氨基酸的氨基产

生美拉德反应%形成对酱油色泽及风味有利的物质(

'&

)

%这是

酱油生产企业杀菌工艺发展的方向&由图
'

可知"

'7)[

'

'&D

时酱油杀菌效果最好%好氧及厌氧活菌计数结果为未检

出及
&)b?"

'

0̀

%说明成品酱油的变质应为杀菌后工序污

染引起&

图
'

!

不同杀菌条件下酱油的活菌计数
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L

CG@'
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L
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!

杀菌后各工序环节微生物检测结果与分析

由图
;

可知"杀菌酱油加硅藻土后!滤前加土样品#好氧

及厌氧培养活菌数由未检出及
&)b?"

'

0̀

上升至
;8;c

')

7

b?"

'

0̀

及
&87c')

;

b?"

'

0̀

%此环节外加的物质仅有

硅藻土%可以判断%硅藻土的加入使本来已达到要求的杀菌

酱油受到了二次污染&进入过滤环节%活菌数有一个先上升

后下降的过程%这是因为过滤初期%由硅藻土带入的污染菌

在杀菌酱油中增殖%而硅藻土的滤层还未形成%增殖的污染

菌进入滤后的酱油中%这使得在滤后第一时间!滤后
)02J

#

采样时%酱油中的好氧及厌氧培养活菌数达到了顶峰%分别

为
(8,c')

7

%

78'c')

7

b?"

'

0̀

+随着过滤时间的延长%滤层

逐步形成%增殖的污染菌被滤层阻隔%其数量呈现出下降的

趋势&
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储罐中的活菌计数结果小于过滤环节%好氧及厌氧培养

活菌计数分别为
*8,c')

;

%

(8(c')

;

b?"

'

0̀

%其主要原因

是储罐液层厚度较大%致使液层下面的好氧菌因缺氧导致死

亡%所以数量有所减少&而蒸汽杀菌后酱油空瓶活菌计数显

示为未检出%排除了包装物带菌的可能&

杀菌$灌装中各工序污染程度分析结果可以发现"助滤

剂硅藻土是成品酱油污染的主要来源+好氧及厌氧培养计数

结果表明%好氧菌数量大于厌氧菌数量%说明成品酱油中的

污染菌主要是好氧菌及兼性厌氧菌&

样品
'

"

,

分别为"

'7)[

'

'&D

杀菌后的酱油*过滤前加硅藻土后的

酱油*滤后
)02J

的酱油*滤后
'&02J

的酱油*滤后
7)02J

的酱油*

滤后
(&02J

的酱油*滤后
*)02J

的酱油*储罐中的酱油*蒸汽杀菌后

的空瓶

图
;

!

杀菌)灌装各工序活菌变化趋势

?2

L

CG@;

!
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LB
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!

硅藻土污染程度分析

酱油杀菌后会产生热凝固物%需过滤去除%目前生产企

业常用加压过滤的方法去除&由于酱油粘度较高%过滤时需

要加入助滤剂$$$硅藻土%从上述各工序污染分析上可以看

出硅藻土是污染源&对生产中使用的硅藻土样品进行了活

菌计数分析%根据产芽孢细菌营养体的不耐热性%设计了

Y)[

'

')02J

的硅藻土杀菌方案%根据杀菌后硅藻土活菌培

养结果判断硅藻土污染菌是否为耐热的芽胞杆菌%为后期工

艺改进提供依据&由图
7

可知%来自四川的硅藻土污染菌好

氧及厌氧培养分别为
&8)c')

7

%

(8,c')

7

b?"

'

0̀

%经过

Y)[

'

')02J

灭菌处理后%污染菌计数结果均下降一个数量

级%菌数明显减少%说明四川的硅藻土主要污染微生物是不

耐热的细菌+而来自吉林的硅藻土污染程度较高%好氧及厌

氧培养分别为
(8Yc')

(

%

(8,c')

7

b?"

'

0̀

%经过
Y) [

'

')02J

灭菌处理后%污染菌计数结果数量级不变%菌数下降

不明显%说明吉林硅藻土主要污染微生物是耐热的芽胞杆

菌&从硅藻土污染程度分析可以判断%酱油杀菌后的污染源

为助滤剂硅藻土&

;8(

!

污染菌的分离及鉴定

;8(8'

!

形态学鉴定
!

对变质酱油及硅藻土样品进行多次平

板分离%结合变质验证实验筛选出
(

株导致酱油变质的污染

菌%分别为
;

0

*

&

0

*

Y

0

*

,

0

菌%对其进行革兰氏染色鉴定%

结果见图
(

&由图
(

可知%

;

0

*

&

0

*

Y

0

*

,

0

均为杆菌%且全

部为革兰氏阳性菌%其中
;

0

*

&

0

菌镜检有典型的芽胞&

;8(8;

!

分子生物学鉴定
!

对所分离的
(

株污染菌进行
'*#

G]>+

序列扩增%

%b$

产物进行琼脂糖电泳%结果见图
&

&由

图
&

可知%

(

株菌的
'*#G]>+

序列扩增产物在
'&))A

B

左

右形成一条明显的条带%与预期结果相符%可用于测序&

!!

'*#G]>+

序列分析得出菌株
;

0

*

&

0

*

Y

0

*

,

0

的长度

分别为
'(*)

%

'(;-

%

'7&,

%

'(*,A

B

%符合
'*#G]>+

序列大

小&将测序结果通过
>bad

中的
a31DFJ

搜索数据库进行序

图
7

!

不同来源的硅藻土污染程度分析

?2

L

CG@7

!

+J13

4

D2D:J9:JF102J1F2:JE@

L

G@@:HE21F:02F@

HG:0E2HH@G@JFD:CG9@D

图
(

!

污染菌革兰氏染色结果

?2

L

CG@(

!

PK@G@DC3FD:HZG10DF12J52FK9:JF102J1F2J

L

A19F@G21

!

')))c

#

Y(
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列的同源性比较分析%并以此为基础%在前
'))

个序列中选

取相关菌株的
'*#G]>+

%用
\+Z.&8)

软件进行系统发育

树的构建%其遗传发育树见图
*

&根据
'*#G]>+

序列及遗

传发育图谱分析%从成品变质酱油及硅藻土中分离的
(

株污

染菌经鉴定"

;

0

*

&

0

菌为地衣芽胞杆菌!

Z/=A@@)0@A=.%&A'

:

78OA0

#%

Y

0

菌为嗜盐芽胞杆菌!

Z/=A@@)0./@7;)8/&0

#%

,

0

菌

为巨大芽胞杆菌!

Z/=A@@)0O%

B

/9%8A)O

#!见表
'

#&

图
&

!

(

株污染菌
'*#G]>+

序列片段电泳图

?2

L

CG@&

!

.3@9FG:

B

K:G@D2D:H'*#G]>+D@

Q

C@J9@

:HH:CG9:JF102J1F2J

L

A19F@G21

图
*

!

污染菌基于
'*#G]>+

序列同源性构建的系统发育树

?2

L

CG*

!

%K

4

3:

L

@J@F29FG@@:H9:JF102J1F2:JDFG12JDA1D@E:J

'*#G]>+D@

Q

C@J9@K:0:3:

L4

表
'

!

污染菌鉴定结果

P1A3@'

!

dE@JF2H291F2:JG@DC3FD:HH:CGDFG12JD

菌株编号 来源
'*#G]>+

序列分析结果

;

0

变质酱油*硅藻土 地衣芽胞杆菌!

Z/=A@@)0@A=.%&A

:

78OA0

#

&

0

变质酱油*硅藻土 地衣芽胞杆菌!

Z/=A@@)0@A=.%&A

:

78OA0

#

Y

0

变质酱油*硅藻土 嗜盐芽胞杆菌!

Z/=A@@)0./@7;)8/&0

#

,

0

变质酱油*硅藻土 巨大芽胞杆菌!

Z/=A@@)0O%

B

/9%8A)O

#

;8&

!

成品酱油变质胀瓶原因分析

所分离鉴定的
7

种污染菌均为耐盐性较好的菌株%适合

在成品酱油这样高盐的环境中生长%能发酵糖产酸产气%导

致酱油变酸*胀气+其中地衣芽胞杆菌及巨大芽胞杆菌还具

有产胞外多糖的能力%因而能产生黏液%污染成品酱油后会

产生絮状沉淀%从而导致成品酱油出现混浊(

'*

)

+地衣芽胞杆

菌能厌氧发酵葡萄糖生成
;

%

7/

丁二醇和甘油%

;

%

7/

丁二醇是

生成中性馊味物质双乙酰的前体(

'-

)

%双乙酰的过量生成是

导致酱油变馊的主要原因+巨大芽胞杆菌对明胶等大分子物

质降解较快%污染后易造成酱油中营养及风味物质迅速降

解%使酱油风味变寡变劣(

Y

)

&

7

种污染菌的这些代谢特性能

引起成品酱油出现变酸*变馊*胀气*混浊等变质现象&可以

说%杀菌后开放过滤环节的再污染是成品酱油变质的主要原

因%引起成品酱油变质的主要微生物为巨大芽胞杆菌*地衣

芽胞杆菌及嗜盐芽胞杆菌%前两种起了主要的作用&

这
7

种污染菌虽然为好氧菌%但其在厌氧及高盐条件下

具有短暂的耐受能力%因此杀菌后的成品酱油在储罐中暂储

及装瓶后的少氧及高盐环境条件不会导致它们迅速死亡%而

是维持一定的生长和代谢%其代谢产物导致成品酱油出现变

质现象%随着酱油中少量的氧被消耗殆尽%酱油中的污染菌

也随之死亡%这就造成了成品变质酱油在存放
'

周后往往难

以检出活菌%加大了分析变质原因的难度&

硅藻土作为目前成品酱油涨瓶变质的主要污染源%应该

严格检验%防止带来污染&此外%在条件许可的情况下%可以

考虑膜过滤设备替代硅藻土板框过滤%避免硅藻土污染%提

高过滤效果(

'Y

)

&

7

!

结论
成品酱油的变质多认为是杀菌不严造成的%本研究对比

了目前酱油企业常采用的
7

种杀菌条件发现高温瞬时杀菌

能达到较好的杀菌效果+追踪研究高温瞬时杀菌后的过滤$

灌装工序%发现硅藻土过滤环节是成品酱油污染的重要位

点%硅藻土带菌是杀菌后酱油污染的主要来源&

分离鉴定硅藻土及变质成品酱油中的污染菌%对其进行

'*#G]>+

序列分析%确定了污染菌主要是地衣芽胞杆菌*巨

大芽胞杆菌及嗜盐芽胞杆菌+根据污染菌的代谢特性%分析

得出这
7

种菌有致成品酱油变质的可能%其中巨大芽胞杆菌

及地衣芽胞杆菌风险较大+根据污染源及风险点的发现%提

出了严控硅藻土带菌及膜过滤替代硅藻土板框过滤的防控

方案%可为酱油企业微生物污染防控等生产管理提供依据&

酱油含盐量比较高%不适于微生物生长%同时%酿造酱油

的卫生检测指标中细菌总数要求比较宽泛 !

%

78)c

')

(

b?"

'

0̀

#

(

',<;)

)

%可以说成品酱油微生物指标很容易达

标%因此%成品酱油中的微生物污染问题往往在检测时难以

发现&酱油又属于风味浓郁的调味品%微生物污染引起的变

酸变馊一般不易察觉%这也导致了成品酱油变质的发现比较

滞后%给变质的研究带来了困难&目前对于成品酱油变质的

研究较少且不系统%污染菌是通过怎样的代谢途径导致酱油

变质的*其败坏风味的物质主要是什么*变质现象界定的具

,(

安全与检测
!
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体指标等问题还未见探讨%这将是今后需要进一步研究的

问题&
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可以看出%当前社会上流通的方便面食品*饼干食品中铝含

量满足国家规定要求%可以食用+糕点类食品中有一半以上

的品牌铝含量超标%不满足国家规定要求%食用时需注意品

牌选择+而油炸类食品中铝含量严重超标%社会上流通的该

类食品没有一种达到国家标准&数据分析显示差异有统计

学意义%因此建议在日常生活中尽量少吃油炸类食物&油炸

类食品严重超标主要原因是该类食品在制作过程中%添加大

量的铝添加剂%因此铝含量较高(

*<Y

)

&

综上所述%市面上常见面制品不满足国家对铝含量的控

制要求(

,

)

&为减少日常食品中铝元素摄入对人体的危害%建

议采取以下措施"

.

家用厨具尽量不用或者少用铝制厨具+

/

在选择日常食品中尽量避免购买油炸类*糕点类等铝含量

超标的面制品+

1

对于食品生产企业在面制品生产过程中%

要改进其生产工艺%使用新型无铝添加剂+

2

对于食品监管

部门%加强对社会上销售面制品进行铝元素含量检测%对超

标严重的食品采取停止销售*罚款*吊销营业执照等多种处

罚措施(

')

)

&
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