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摘 要 实验证明，从酱油酿造的酱醪中分离的产芽孢杆菌（以!"#$%&’(’#为主）所产生的代
谢物对酵母的生长有明显的抑制作用。由于大量的污染，直接影响了酱油的质量，应控制芽

孢杆菌的污染。
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酱油制造是一个开放的、多菌种参加的

发酵过程。添加的微生物主要有米曲霉、黑

曲霉、酵母、乳酸菌等，污染的有害微生物以

细菌为主。在探讨酱油工艺的试验中偶然发

现，为了改变风味所添加的酵母和乳酸菌均

在发酵过程中不增殖，添加$周后无活菌检
出。为了解这一现象，对酱醅发酵时所污染

的有害微生物进行了分离与鉴定试验。通过

实验证明，分离得到的基本上是!)*’(($#属
细菌，以!"#$%&’(’#为主体，其他为类似于

!"(’*+,-’./01’#属的细菌。在此基础上，对
!)*’(($#属细菌代谢物中的抗酵母物质进行
提取精制，评价其抗菌效价。将分离株!%
$)*+株（!"#$%&’(’#）通过大量的通气培养，
培养液通过活性炭吸附，再用酸性的丙酮洗

脱，经真空浓缩与冷冻干燥后，得到微褐色的

粗提物粉末。检测其培养液及粗提取物溶液

（$,-／,.）对2)**+)0/13*,#0/$4’’/0$#株
及/0$$#+株的抗酵母性，实验证实其培养
液稀释至$1倍、粗提物稀释至12倍均可抑
制酵母的生长。

$ 材料与方法

!3! 材 料
菌种：米曲霉（5#6,07’(($#/038),沪酿

!"2#）为天津调味品研究所提供；酱油酵母
（2)**+)0/13*,#0/$4’’/%$#）由日本东京
农业大学提供；乳酸菌（9*"+)(/6+’($#/%

(）由日本东京农业大学提供。
原料：脱脂大豆、小麦、麸皮、食盐。

培养基：分离、检测各种菌用培养基均为

日水制药（株式会社）的琼脂培养基。

!3" 方 法

$3#3$ 酱油酿造小试
在实验室内，原料使用脱脂大豆和麦麸，

种曲为目前广泛使用的5#6,07’(($#/038),
沪酿!"2#，采用低盐固态发酵法（图$）试制
酱油。我们针对图$所试制酱油及酱醅进行
了微生物的测定，以期发现影响质量的原因。

$3#3# 酱醅中各种菌数及45的测定
在分解、发酵的2周时间内，每周从小试

酱醅中分离各种菌并测定菌数；试料用无菌
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生理盐水（!"#$%）以&!倍的倍率稀释，稀释
液与各种琼脂培养基混释或涂抹培养。

细菌使用的是添加了霉菌生长抑制剂的

日水制药的 ’()*+*,)-./01(23(/4琼脂培养
基；乳酸菌培养使用的是添加!"&% 的546*2
7*)*8与!"&% 的3()*9:1;*(<=/7(==41,（日水
制药）的’()*+*,)6.*<<>琼脂培养基；酵母采
用的是添加!"&% 的-?,,8#!的土豆琼脂
培养基；厌氧菌分离时，取!"&:@稀释液，用
三角玻璃棒涂抹于AB’ 琼脂培养基的表
面，厌氧培养用特制塑料袋，进行厌氧培养；

芽孢杆菌数测定是将&!倍的试料稀释液在

&!!C，加热&!:*8后，与琼脂培养基混释培
养，以上培养基的食盐含量均调整为&!%。
培养温度根据对象菌采用D$、E!或EFC，培
养D!$)。

0G值使用0G自动测定仪（HI&J）测
定。

&"D"E 分离菌的分类与鉴定
在高稀释倍数的各种培养基上，挑选菌

落特征不同的菌株进行分离培养。对分离菌

株通过初步镜检、革兰氏染色后，进一步筛

选，发现大部分为芽孢杆菌，利用K,.<,/’>
:4894=［&］所记载的方法进行分类鉴定。

&"D"J 芽孢杆菌产酵母抗生物质的初步探
讨

将分离的芽孢杆菌在!"#$%&’’L2&D
株混释的琼脂培养基上，画线涂抹培养，产生

抑制圈的菌株为D!株。挑选抑菌能力最强
的"I&MK$株（(")%*+’,’)）在土豆琼脂培养
基上大量富集培养，所得菌液高速离心分离

后，用活性炭吸附，再用0GD的丙酮溶出，溶
出液进行减压浓缩后冷冻干燥，即得提取的

粗粉末，对其抑菌效价进行确认。

D 结果与讨论

!"# 酱醅中各种菌数及$%的测定

D"&"& 一般细菌
菌数在酱醅分解、发酵D周后上升至

表# 各种菌及$%值的变化趋势

!周 &周 D周 E周 J周
细 菌 $"JN&!F E"&N&!# O"$N&!F $"DN&!O D"ON&!$

乳酸菌 O"FN&!$ P"!N&!$ D"EN&!E $"ON&!D F"#N&!
厌氧菌 D"#N&!O O"#N&!$ J"#N&!E E"ON&!D D"JN&!
酵 母 J"$N&!F ! ! ! !
0G值 $"$ $"& J"F J"O J"$

&I细菌；DI乳酸菌；EI厌氧菌；JI酵母菌；$I0G值

图D 各种菌菌数及0G值的变化趋势

&!#7+9／<，在此之后下降至&!$7+9／<。&!倍
稀释液加热后，测定菌数仍无变化，说明污染

的微生物均以芽孢的状态存在。

D"&"D 乳酸菌
在发酵开始为&!$7+9／<，D周后减少至

&!E7+9／<以下。由于制曲阶段杂菌的大量
繁殖，酱醪的环境已不适合乳酸菌的生存，故

乳酸菌在发酵初期开始迅速减少。

D"&"E 厌氧菌
在发酵开始为&!O7+9／<，到后期下降至

&!7+9／<。制曲阶段产生了一定量的厌氧菌，
发酵开始后，由于添加了食盐（&D%），温度又
生高到J$C，抑制了厌氧菌的继续繁殖。

D"&"J 酵 母
酵母在发酵开始添加了&!$7+9／<，&周

后再未检出。影响酵母生长的因素是多方面

的，首先温度不适宜，更主要的是大量杂菌所

产生的代谢物对酵母的生长产生了拮抗作

用。

D"&"$ 酱醅的0G值变化情况
图E所示为采用日本高盐液态发酵法，

酱醪发酵过程中微生物的变化趋势，与本实

验的根本区别在于酵母与乳酸菌的变化。高

盐液态发酵过程中，酵母与乳酸菌在发酵初

期呈上升趋势，D!E个月后才开始下降。而
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低盐固态发酵时，酵母与乳酸菌!周后立即
消失。其原因是多方面的，高盐液态发酵的

温度比较温和，不超过"#$，特别是添加酵
母后，温度一般控制在%&$左右，有利于酵
母的生长；可是低盐固态发酵的温度为"#!
&&$之间，蛋白质分解可快速进行，却不利于
酵母与乳酸菌生长，所以酱油的风味受到极

大的影响。为此需要了解采用低盐固态发酵

法，酿造酱油过程中污染的微生物分布情况。

!’野生酵母；%’球菌；(’芽孢杆菌；

"’乳酸菌；&，)’酱油酵母

图( 酱醪发酵过程中微生物的变化趋势
（日本高盐液态发酵法）

!*! 分离菌的分类与鉴定
在+,-./.0-12.334琼脂培养基上，检出

的5)分离株中有5%株是芽孢杆菌，其中&5
株是!"#$%&’(’#，还有部分!"(’)*+,’-./0’#
的类似菌。在 +,-./.0-62789,:;,7<琼脂培
养基上，分离的5&株中，有!株是球菌，其余
均是芽孢杆菌（!"#$%&’(’#、!"(’)*+,’-./0’#）
为主体。=>+琼脂培养基上分离的菌均为

!1)’(($#属的细菌，!%株的球菌从性状上看，
可认为是2&13*4(.).))$#属细菌。

( 芽孢杆菌产酵母抗生物质的评价

为了改良风味，后酵阶段添加了酵母与

乳酸菌，但发现均不能正常生长。通过大量

的实验证明，!"#$%&’(’#与酵母间产生拮抗
作用，抑制了酵母的生长。故我们对!1)’(5
($#属细菌代谢物中的抗酵母物质进行提取
精制，评价其抗菌效价。

将分离株"’!?@&株（!"#$%&’(’#）通过
大量的通气培养，检测其培养液及粗提物溶

液（!A3／AB）对6"/.$7’’C’!%株及C’
!!%&株的抗酵母性。实验证明，其培养液稀

释至!)倍、粗提物稀释至)"倍均可抑制酵
母的生长（见图"和图&）。

图" 分离的!"#$%&’(’#对酵母
生长的抑制作用

图& !"#$%&’(’#的粗提物溶液对酵母
生长的抑制作用

" 结 论

在中国由于对酱油需要量的增大，低盐

固态发酵法便应运而生。可是此方法却影响

了酱油的质量和风味，与传统的高盐液态法

相比酿造的酱油有较大的差异。

本实验采用低盐固态发酵法试酿酱油。

在酱醅发酵的"周中，在分离乳酸菌、酵母、
一般细菌、厌氧菌为目的培养基上，每周测定

其菌数，各种培养基分离菌的细菌数在!#D
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!"#／$左右，乳酸菌与酵母均未检出；分离菌
基本上是!"#$%%&’属细菌，以!(’&)*$%$’为
主体，其他为!(%$#+,-$./01$’的类似菌。分
离的!"#$%%&’属细菌的培养液通过活性炭吸
附，在用酸性的丙酮洗脱，经真空浓缩与冷冻

干燥后，得到微褐色的粗粉末。此物质的抗

酵母效价为%&$／&’的溶液，其稀释倍数为

()。由以上的结果可知，由于酱醪中污染了
大量的产芽孢杆菌（!(’&)*$%$’），这些污染菌

与酱油发酵用菌共同争夺酱醪中的营养，特

别是发现它们的代谢物还将抑制酵母等的生

长，所以产芽孢杆菌（!(’&)*$%$’）的存在将直
接影响酱油的质量。

在今后的研究中，应进一步探讨其抑菌

谱的大小，产生最大抑菌效力的环境（最适

*+、温度等），适用对象范围以及有关抑菌活
性物质的基础理论研究。

!"#$%$&#$’()%*#+"’,#&-,+*#./&0#12/&3)’,3%45&"#+6$"+#,3
!"#$%&’(’#$"(&4(+)’,7/,0$"8

,-./0-.1.2$ 3-.40-
（56*-78&628."9..:;2$0266702$，<0-2=02>2?808#86."’0$18>2:#?87@，<0-2=02，ABBCCC）

!7(9:!59 ;D*670&628?*7.E6:81-8816&68-F.G0!?#F?8-2!6*7.:#!6:F@!(’&)*$%$’0?.G-86:
"7.&816&-?102?.@?-#!6F76H02$0210F086:8.816$7.H81."@6-?8I>8:076!8G@02"G#62!6:816
J#-G08@."?.@?-#!6:#68.*G628@."!.28-&02-80.2I>80?26!6??-7@8.!.287.G816!.28-&02-80.2."
!(’&)*$%&’(
;,40&/3* !(’&)*$%$’，?.@?-#!6&-?1，-280F0.80!?#F?8-2!68.@6-?8$7.H81

韩国将每年从我国进口<=万#大豆

韩国每年需要进口食用大豆AB万8，过去这些大豆基本上是从美国进口，但由于自CBB%年A
月%日起，韩国法定要求销售商在销售大豆时必须标明是否是转基因产品，而且食用大豆（用于豆腐、酱油、豆
浆等）必须是非转基因产品，否则要受到严厉处罚。于是，韩国农林部国立农产物品质管理院，对韩国市场销

售的大豆进行了转基因大豆抽查检测。结果表明，从美国进口的大豆)BK以上为转基因大豆，而从我国进口
的大豆还没有检出是转基因产品。

因此，韩国CBBC年将从我国进口全年所需的约AB万8食用大豆。但韩国认为，目前我国出具的非转基
因证书有多家，极不规范，要求今后进口我国食用大豆的进口商，要附有检验检疫机构出具的非转基因证书。

日本开发海带酒和裙带菜酒

日本利用海带、裙带菜等褐藻开发研制出营养疗效高的低度营养酒。

海带酒的生产方法：将海带切碎，加水浸泡除去夹杂物质，再于热水中浸泡、搅拌、萃取各种有效营养成

分，冷却过滤得粘稠基料。用乳酸调节*+)IB，加葡萄糖、酵母种液进行发酵，补糖、降温后过滤、除渣，于LM
贮藏数月使其后熟。海带酒酒精度NK，糖OK，碱度%O度，酒质佳美。
裙带菜酒的生产方法：干裙带菜切碎放水中浸泡，除去盐分与夹杂物，控干水分，于热水中用乳酸调

P+AIB，浸渍、搅拌使营养分溶出，冷却、过滤作发酵酒基料。调整*+)IB，加葡萄糖及清酒酵母发酵，数天后
再补加葡萄糖继续发酵，过滤后于低温处贮存数月后熟，制得裙带菜酒含酒度%%K，糖OK，碱度CB，有果酒
样芳香味。
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