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传统食醋中潜在污染微生物的分离鉴定 
 

郑宇，牛纪伟，张祥龙，宋佳，夏婷，王敏 

(工业发酵微生物教育部重点实验室，天津科技大学生物工程学院，天津 300457) 
摘要：我国传统食醋常采用开放式发酵工艺生产，参与的微生物复杂多样，生产过程控制不当易导致产品微生物污染。本论文

比较分析了正常食醋（NV）和胀气食醋（ANV）样品的理化指标与活菌数等差异，并分析了 ANV 中主要气体成分，分离鉴定了食

醋中潜在的污染微生物。结果表明，ANV 中活菌数超标，还原糖和总糖含量降低，乳酸含量升高。ANV 样品顶空部分二氧化碳浓度

超过 0.005，导致胀气的主要成分是二氧化碳。从 ANV 食醋样品中分离到 30 株细菌，其中 16 株具有耐热、产气及耐防腐剂等特性，

是导致食醋污染的潜在微生物。16S rDNA 测序分析表明 16 株菌分别属于 Bacillus，Pseudomonas，Stenotrophomonas，Serratia，

Clostridium，Aneurinibacillus，Brevibacillus，Sphinqobacterium，Delftia 等 8 个属。其中菌株 PMB-9 和 PMB-16 发酵液中产生白色絮

状物，发酵液变粘稠，是导致食醋粘稠的潜在污染微生物，菌株 PMB-3、PMB-4、PMB-7、PMB-8 和 PMB-14 能够在食醋中生长并

产生气体，是导致食醋胀气的潜在污染微生物。 
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Abstract: Chinese traditional vinegars are produced in open fermentation conditions involving various types of microorganisms, and 

improper control in the production process can lead to microbial contamination of the products. In this study, the differences in physicochemical 

properties and viable bacterial count between normal vinegar (NV) samples and abnormal vinegar (ANV) samples were compared. Additionally, 

the gas composition in ANV samples was analyzed, and the potential microbial contaminants were separated and identified. The results showed 

that in ANV samples the viable bacterial count exceeded the limit, the reducing sugar and total sugar contents decreased, and the lactic acid 

content increased. The main gas that resulted in the expansion of plastic bottles was CO2, whose concentration was more than 0.005 in the 

headspace of the ANV samples. Thirty strains were separated from the ANV samples, and 16 of them were identified as heat-resistant, 

gas-producing, or preservative-resistant strains that belonged to the genera Bacillus, Pseudomonas, Stenotrophomonas, Serratia, Clostridium, 

Aneurinibacillus, Brevibacillus, Sphingobacterium, and Delftia. Among them, strains PMB-9 and PMB-16 could produce white flocs that 

allowed the fermented liquid to become ropy, and these were the main potential microbial contaminants causing the ropy vinegar. Strains PMB-3, 

PMB-4, PMB-7, PMB-8, and PMB-14 could grow and produce gases in the vinegar, and were the main potential microbial contaminants 

causing the gas expansion. 
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我国著名的传统食醋有山西老陈醋、镇江香醋、

四川麸醋、永春老醋和独流老醋等，分别以高粱、糯

米与麦麸等谷物为主要原料，以大曲、麸曲和红曲等

作为起始发酵剂，采用开放式发酵工艺生产[1,2]。传统

食醋发酵主要包括酒精发酵和醋酸发酵两个阶段，发

酵过程参与的微生物复杂多样，目前已知的微生物超

过 40 个属，主要有酵母菌、霉菌、醋酸菌及乳酸菌等
[3]。种类丰富的微生物在发酵过程中不断演替，不仅
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完成了淀粉等大分子物质的降解转化，并且产生了大

量的风味物质，形成了食醋特有的风味[4]。同时，开

放式的发酵过程也给产品的质量控制带来挑战，环境

中的污染微生物如果不能有效的去除或杀灭，易造成

食醋产品的污染，甚至发生胀气现象[5]。目前认为导

致食醋生物污染的主要因素有以下几点：（1）传统食

醋采用开放式酿造工艺，酿造过程中的微生物复杂多

样性[3,6]，环境中的杂菌易进入发酵体系当中，并一直

伴随于发酵过程[7]。（2）生产过程中原料、容器和管

道灭菌不彻底，灌装和存储过程中管理不善，特别是

在夏季，极容易使产品感染杂菌，导致食醋污染。（3）
食醋中含有较为丰富的还原糖及氨基酸等营养物质，

同时传统食醋酿造过程中有多种芽孢杆菌等能够产生

耐热芽孢的微生物参与，后续生产过程中常用的煮沸

法和巴氏杀菌法不能杀灭全部的微生物，个别微生物

存活下来利用食醋中营养物质进行生长繁殖，导致食

醋污染。 
食醋的生物污染具有不可预知性、随机性及普遍

性等特点，常会导致污染食醋产品发生胀气和粘稠等

现象，不仅影响产品质量安全，而且会损害企业的信

誉和形象。目前，食醋生产中常用的杀菌或抑菌方法

主要有添加防腐剂、煮沸灭菌与高温瞬时灭菌等[8]，

但效果均不理想。本研究通过检测污染食醋样品和正

常食醋样品理化指标，分析两者理化差异及产生原因；

分离鉴定污染食醋中潜在污染微生物，研究其生理特

征，为指导生产过程质量控制和潜在污染微生物有效

防治提供依据。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

1.1.1  样品 
山西某醋厂污染食醋样品（ANV-1，ANV-2，

ANV-3，ANV-4）和正常食醋样品（NV），其中不合

格样品均发生胀桶、醋液黏度增大和沉淀现象。 
1.1.2  培养基 

营养肉汤培养基[9]，YPD 培养基[9]，GYP 培养基
[9]、MRS 培养基[9]，糖发酵培养基[9]，食醋培养基（1 
L 食醋中添加 5 g 葡萄糖和 5 g 蛋白胨，115 ℃灭菌

30 min）。 
1.1.3  仪器设备 

精密 pH 计（上海梅特勒-托利多仪器有限公司），

恒温培养箱（天津市实验仪器厂），普通光学显微镜

（OLYMPUS），硫化氢检测管、氨气检测管、氮氧化

物检测管、二氧化碳检测管与 YD-100 手泵（上海孟

良仪器技术有限公司），电子天平，超净工作台等。 

1.2  实验方法 

1.2.1  食醋基本理化性质的测定 
根据 GB/T 13662-2008 方法测定食醋 pH；采用称

量法测定食醋密度，根据公式 ρ=m/V 进行计算；根据

ZB X 66040-87 测定食醋中还原糖含量；采用 3,5-二硝

基水杨酸法测定食醋中总糖含量；根据 GB 18187 
-2000 测定食醋中的可溶性总固形物的含量；根据 GB 
18187-2000，采用硝酸银滴定法测定食醋中的氯化钠

含量；根据 GB/T 5009.41-2003 测定食醋中总酸含量

（以乙酸计）；根据 GB 18186-2000 测定食醋中的氨基

态氮含量；采用 HPLC 法[10]测定食醋中的乙酸和乳酸

含量；根据 GB 5009.5-2010，采用分光光度法测定食

醋中蛋白质含量；根据 GB 4789.2-2010《食品微生物

检验 菌落总数测定》检测食醋中菌落总数。不合格样

品气体成分采用气体检测管检测，方法参照操作说明

书。 
1.2.2  污染食醋样品中微生物分离纯化 

在超净工作台中，将不同样品醋液逐次稀释成

10-1、10-2、10-3、10-4、10-5不同浓度梯度，吸取 0.1 mL
稀释液分别涂布营养肉汤培养基、YPD 培养基、GYP
培养基和 MRS 培养基分离平板，正向放置 30 min 待

液体被固体培养基吸收完全，30 ℃培养箱培养，定时

观察。选择菌落数在 30 至 300 之间的平板进一步分离

纯化，直至分离平板上只有一种菌落形态，记录菌落

形态。显微镜观察菌体形态，染色观察是否生成芽孢，

菌株于-80 ℃冰箱保藏。 
1.2.3  细菌 16S rDNA 测序 

挑取单一菌落接种到相应培养基中，30 ℃静置培

养，24 h 后收集菌体，利用基因组提取试剂盒按照操

作说明提取细菌基因组，以基因组作为模板，选用细

菌通用上下游引物 27F 与 1492R[11]扩增 16S rDNA 片

段，引物序列 27F(5’-AGAGTTTGATCCTGGCTCA 
-3’)，1492R(5’-GGTTACCTTGTTACGACTT-3’)，PCR
反应条件为：95 ℃预变性 5 min，然后经 30 个循环

（95 ℃、30 s，56 ℃、30 s，72 ℃、90 s），最后 72 ℃
延伸 8 min，结束反应。1%琼脂糖凝胶 120 V 下电泳

30 min 检测 PCR 结果，切胶纯化回收目的基因，送华

大基因公司测序，测序序列利用 Genbank 进行 Blast
比对，选择同源性最高的属作为鉴定结果[10]。 
1.2.4  污染微生物生长特性分析 
1.2.4.1  产气特性 

将斜面保藏分离株用糖发酵培养基活化培养 12 
h，按 1%接种量接种到含有杜氏发酵管的糖发培养基



现代食品科技 Modern Food Science and Technology 2016, Vol.32, No.11 

336 

中，30 ℃静置培养，定时观察杜氏发酵管中有无气泡

产生。将能够在糖发酵培养基中产气的分离菌株，以

10%接种量接种到食醋培养基试管（18×180 mm），使

液面距管口 1~2 cm，试管口套小号橡胶气球以观察产

气现象，同时以空白培养基作对照，30 ℃静置培养，

观察气球是否膨胀。 
1.2.4.2  耐热特性 

表1 样品理化性质分析 

Table 1 Analysis of the physicochemical properties of the 

samples 

理化指标 NV ANV 

pH 3.38±0.02 3.26±0.02 

密度/(g/mL) 1.08±0.01 1.09±0.00 

还原糖/(×10-2 g/mL) 3.36±0.34 1.70±0.07 

总糖/(×10-2 g/mL) 4.80±0.13 2.77±0.13 

氯化钠/(×10-2 g/mL) 2.22±0.20 2.13±0.05 

乙酸/(×10-2 g/mL) 0.49±0.01 1.51±0.09 

乳酸/(×10-2 g/mL) 2.13±0.16 3.18±0.12 

总酸/(×10-2g/mL，以乙酸计) 6.17±0.06 7.08±0.28 

氨基酸态氮/(×10-2 mg/mL) 203.00±0.14 227.00±0.01 

蛋白质/(mg/mL) 2.37±0.05 2.16±0.08 
可溶性总固形物/(×10-2 g/mL) 15.39±0.01 15.42±0.09 

注：ANV 结果为 ANV-1、ANV-2、ANV-3 与 ANV-4 检

测结果的平均值。 

将斜面保藏污染微生物用糖发酵培养基活化培养

12 h，按 5%的接种量接入新的糖发酵培养基试管中，

30 ℃培养 10~12 h，将菌液常压下沸水浴煮沸 30 min，
自然冷却后，将煮沸的菌液按 5%接种量接种到糖发

酵培养基中，30 ℃静置培养，观察培养液浊度变化。 
1.2.4.3  耐防腐剂特性 

GB 2760-2014 规定，食醋中允许添加一定量的防

腐剂，其中苯甲酸钠的最大添加量（以苯甲酸计）不

高于 1.0 g/kg，丙酸钙（以丙酸计）不高于 2.5 g/kg，
对羟基苯甲酸甲酯钠（以对羟基苯甲酸计）不高于 0.25 
g/kg，山梨酸钾（以山梨酸计）不高于 1.0 g/kg。分析

潜在污染微生物耐受防腐剂特征，检测其在 4 种防腐

剂最高允许添加浓度条件下的生长情况，主要操作步

骤如下：将污染微生物接入糖发酵培养基活化，30 ℃
培养 10~12 h，按 1%接种量分别接种到浓度为 1.0 g/kg
苯甲酸钠、2.5 g/kg 丙酸钙、0.25 g/kg 对羟基苯甲酸甲

酯钠、1.0 g/kg 山梨酸的糖发酵培养基中，30 ℃静置

培养，观察培养液浊度变化。 
1.2.5  数据统计分析 

食醋样品理化指标及顶空气体组成分析等实验每

个样品重复测定三次，菌落计数设置三个平行，利用

Excel 软件计算平均值及方差。 

2  结果与讨论 

2.1  食醋理化性质及胀桶气体成分分析 

分析正常食醋样品和不合格样品的物理化学特征

（表 1）发现，两种样品的密度、氯化钠、氨基酸态

氮、蛋白质和可溶性总固形物含量检测结果相近，而

还原糖、总糖、乳酸、乙酸和总酸含量均存在较明显

差异。与正常醋样相比，不合格醋样总酸（以乙酸计）

含量提高了 14.7%，其中乳酸含量提高了 49.3%，乙

酸含量提高了 2.1 倍，还原糖含量下降了 49.4%，总

糖含量下降了 42.3%。本研究从不合格醋样中分离到

了芽孢杆菌等多种微生物见（图 1），微生物以食醋中

的糖类等为底物，通过糖酵解、戊糖磷酸等途径将单

糖转化为丙酮酸，进而生成乙酸、丙酸、丁酸和乳酸

等代谢产物[12]，芽孢杆菌[13,14]在生长代谢中会产生乳

酸，这导致了不合格醋中还原糖和总糖含量降低，酸

度升高。 
微生物在生长代谢过程中，可以通过糖酵解和三

羧酸循环等代谢途径产生二氧化碳。分别用硫化氢检

测管、氨气检测管、氮氧化物检测管和二氧化碳检测

管检测了胀桶样品中硫化氢、氨气、氮氧化物及二氧

化碳 4 种气体的浓度，结果见（表 2）。空气中二氧化

碳浓度约为 0.0004，胀桶食醋样品中二氧化碳浓度超

过 0.005，硫化氢、氨气和氮氧化物等其他气体未检出，

说明胀桶样品中主要气体成分为二氧化碳，由微生物

生长代谢产生。 
表2 胀桶食醋气体成分分析 

Table 2 Analysis of gas composition in the contaminated 

vinegar 

二氧化碳/×10-6 硫化氢/×10-6 氮氧化物/×10-6 氨气/×10-6

>5000 未检出 未检出 未检出 

2.2  污染食醋样品主要微生物分离鉴定 

表3 食醋中活菌总数 

Table 3 Total viable bacterial count in vinegar samples 

样品 ANV-1 ANV-2 ANV-3 ANV-4 NV 
活菌总数/(cfu/mL) (186.2±8.9)×104 (40.7±2.9)×104 (138.0±11.2)×104 (2344.2±187.7)×104 239.9±22.2
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对污染食醋样品 ANV-1、ANV-2、ANV-3、ANV-4
和正常醋样 NV 分别进行镜检，污染食醋样品中观察

到大量的微生物，经活菌计数（表 3）可知，4 个污染

醋样中活菌总数均超出国家标准（不大于 1×104 
cfu/mL），正常醋样活菌数约为 2.4×102 cfu/mL，符合

国家标准。 

 

 

 

 
图1 菌株革兰氏染色形态（放大16×100倍） 

Fig.1 Morphology of strains  

注：a~p 分别依次是菌株 PMB-1~PMB-16。 

选择营养肉汤培养基、YPD 培养基、GYP 培养

基和 MRS 培养基分离污染醋中的微生物，从分离平

板上共挑取了菌落形态不同的 30 个单菌落，对所有分

离株进行初步发酵验证试验，有 16 株菌能够在糖发酵

培养基中产生气体或絮状沉淀，是潜在的食醋污染微

生物，其显微镜下的菌体形态如图 1 所示，其中有 11
个菌株属于革兰氏阳性菌，并且 10 株菌能够生成芽

孢，进一步利用 16S rDNA 序列分析的方法对其种属

进行鉴定，结果见表 4。 

2.3  潜在污染微生物生长特性分析 

16S rDNA 测序分析表明 16 株菌分别属于

Bacillus，Pseudomonas，Stenotrophomonas，Serratia，
Clostridium ， Aneurinibacillus ， Brevibacillus ，

Sphinqobacterium，Delftia 等 8 个属。其中，菌株 PMB-9
和 PMB-16 属于鞘氨醇杆菌，能够在葡萄糖发酵培养

基的底部产生白色粘稠状絮凝物（图 2a），导致发酵

液变粘稠，利用食醋进行培养也得到了类似的结果。

有研究报道，鞘氨醇杆菌可以产生鞘氨醇胶 Ss，具有

增粘性[16]，本论文对菌株 PMB-9 和 PMB-16 产生沉淀

物质的初步分析表明，该沉淀属于多糖类化合物，它

是导致食醋沉淀、粘稠的原因之一。食醋发酵产气结

果可知，菌株 PMB-3（噬线虫沙雷氏菌）、PMB-4（芽

孢杆菌）、PMB-7（假单胞菌）、PMB-8（窄食单胞菌）

和 PMB-14（耐酸梭状芽孢杆菌）能够在食醋培养基

中生长并代谢产气（图 2b），此 5 株菌是导致食醋胀

桶变质的主要潜在污染微生物。芽孢杆菌和梭状芽孢

杆菌存在于传统食醋大曲、酒精发酵和醋酸发酵过程
[2,3]，对食醋酿造过程有一定贡献，比如，芽孢杆菌还

表达多种淀粉酶、蛋白酶等酶类，有利于发酵过程大

分子物质的降解转化，同时芽孢杆菌还能够代谢产生

具有奶油香气的乙偶姻等多种风味物质。梭状芽孢杆

菌能够代谢产生丁酸等有机酸，丰富食醋中有机酸组

成，Clostridium aciditolerans 能在 pH 低于 4.0 的条件

下生长。芽孢杆菌和梭状芽孢杆菌具有产生耐热、抗

逆芽孢的特性，如果生产过程控制不当，则可能导致

产品污染，引发食醋胀气粘稠等问题。16 株潜在污染

微生物中，Sphinqobacterium、Clostridium、Serratia、
Pseudomonas、Delftia、Stenotrophomonas 等微生物是

首次从污染食醋样品中分离得到，Nie[3]利用宏基因组

学技术分析老陈醋发酵阶段微生物多样性，发现上述

6 种细菌在发酵阶段已经存在，但其具体功能仍然未

知。目前为止在对食醋酿造过程微生物群落组成的分

析中还没有发现Delftia 和 Stenotrophomonas 属的微生

物，它们很可能来源于酿造周围的空气和用水等外界

环境。 

 
图2 糖发酵产粘絮图和食醋发酵产气验证实验 

Fig.2 Precipitate formation in sugar fermentation and gas 

production in vinegar fermentation 

注：a，糖发酵产粘絮状沉淀；左：PMB-9；右：PMB-16；

b，食醋发酵产气；按照从左到右的顺序依次为空白、PMB-8、
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PMB-14、PMB-3、PMB-7 和 PMB-4。  

表4 污染食醋分离株生长特性 

Table 4 Characterizations of the isolates from contaminated vinegar samples 

编号 16s rDNA 鉴定结果 Ident 
/% 

革兰氏

染色 
是否生

成芽孢

糖发酵产

生沉淀 
情况 

食醋发

酵生长

情况 

苯甲

酸钠

丙酸

钙 
山梨

酸 

对羟基 
苯甲酸

甲酯钠 

煮沸

处理

PMB-1 

Aneurinibacillus 

aneurinilyticus 

（解硫胺素硫胺素芽

孢杆菌） 

99 + + － － ++ － + ++ ++ 

PMB-2 
Brevibacillus spp. 

（芽孢杆菌） 
99 + + － － ++ － － ++ ++ 

PMB-3 
Serratia nematodiphila 

（噬线虫沙雷氏菌） 
100 + － － + + － － + ++ 

PMB-4 Bacillus spp. 
（芽孢杆菌） 100 + + － + ++ － + ++ ++ 

PMB-5 
Clostridium spp. 

（梭状芽胞杆菌） 
99 + + － － ++ － － + ++ 

PMB-6 
Delftia spp. 

（代尔夫特菌） 
99 － － － － ++ － － + ++ 

PMB-7 
Pseudomonas spp. 

（假单胞菌） 
99 － － － + ++ － － + ++ 

PMB-8 
Stenotrophomonas spp. 

（寡氧单胞菌） 
99 － － － + ++ + － ++ ++ 

PMB-9 
Sphinqobacterium spp.

（鞘氨醇杆菌） 
99 － － + － ++ － + + ++ 

PMB-10 

Clostridium 

aciditolerans 

（耐酸梭状芽胞杆菌）

100 + + － － ++ － + + ++ 

PMB-11 Clostridium spp. 
（梭状芽胞杆菌） 99 + + － － + + + + ++ 

PMB-12 
Bacillus subtilis 

（枯草芽孢杆菌） 
100 + + － － ++ － + ++ ++ 

PMB-13 

Clostridium 

aciditolerans 

（耐酸梭状芽胞杆菌）

100 + + － － + － + + ++ 

PMB-14 

Clostridium 

aciditolerans 

（耐酸梭状芽胞杆菌）

100 + + － + ++ － + + ++ 

PMB-15 
Clostridium spp. 

（梭状芽胞杆菌） 
100 + + － － + － + + ++ 

PMB-16 Sphinqobacterium spp.
（鞘氨醇杆菌） 99 － － + － ++ － + + ++ 
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食醋生产加工过程中，常添加苯甲酸钠等防腐剂

抑制产品保藏和使用过程中污染微生物生长繁殖。为

了进一步确定导致食醋胀桶变质的主要污染微生物，

对 16 株潜在污染菌株进行了生长特性分析，包括耐防

腐剂、耐热和产气等特性，结果见表 4。结果表明，

所有菌株均能在食品安全国家标准（GB 2760-2014 食

品添加剂使用标准）规定的苯甲酸钠和对羟基苯甲酸

甲酯钠最大允许添加量条件下生长，说明食醋中添加

苯甲酸钠不能起到完全的抑菌效果，1.0 g/kg 山梨酸对

部分细菌有抑制作用，2.5 g/kg 丙酸钙能抑制除菌株

PMB-8 外所有细菌的生长。将 4 种防腐剂添加到食醋

培养基中，得到类似的生长结果，这 16 株微生物对抑

菌化合物的抗性与细胞膜结构、酶抗性与遗传适应性

等因素有关[15]，但具体每一株菌对防腐剂的抗性机制

还有待进一步分析。对所有菌株进行常压煮沸 30 min，
然后接种煮沸菌液到新鲜培养基培养，所有菌株均能

生长。微生物的耐热特性与其能够产生耐热芽孢、热

激蛋白、热稳定胞内凝胶等相关，马净丽[9]将胀桶的

食醋在 90 ℃~100 ℃下煮沸 40 min 后，镜检发现仍

有些杆菌活跃的运动，说明生产中一次煮沸不能达到

完全杀菌的理想效果。 
山西老陈醋采用开放式的固态发酵工艺，生产过

程应保持环境的清洁卫生，防止外界环境中潜在污染

微生物污染，同时应注意酿醋原料、用水等的质量控

制。食醋灌装入库前需要除菌和灭菌处理，芽孢杆菌

和梭状芽孢杆菌等细菌在可产生芽孢，具有很强的耐

热性，一次煮沸难以将其全部杀灭，可采用间歇式多

次煮沸的方法进行杀菌，控制食醋中细菌数在较低水

平。此外，本研究表明单一防腐剂很难抑制所有微生

物的生长，开发复合防腐剂对食醋污染微生物进行控

制也是我们下一步工作的重点。 

3  结论 

通过分析胀桶污染食醋样品，发现其中活菌数超

标，污染微生物利用食醋中的糖类化合物进行生长代

谢，使食醋中还原糖和总糖含量降低，产生有机酸使

食醋酸度升高，过程中微生物生长代谢产生大量二氧

化碳，导致食醋发生胀桶。利用分离培养法从污染食

醋中分离到 30 株菌，其中 16 株能够在糖发酵培养基

中产生气体或絮状沉淀，是潜在的食醋污染微生物，

16S rDNA 测序分析表明其分别属于 Aneurinibacillus、
Brevibacillus、Serratia、Bacillus、Clostridium、Delftia、
Pseudomonas、Stenotrophomonas 和 Sphinqobacterium。

鞘氨醇杆菌PMB-9和PMB-16发酵液中产生白色絮状

物，发酵液变粘稠，是导致食醋粘稠的主要潜在污染

微生物；菌株 PMB-3（噬线虫沙雷氏菌）、PMB-4（芽

孢杆菌）、PMB-7（假单胞菌）、PMB-8（窄食单胞菌）

和 PMB-14（耐酸梭状芽孢杆菌）能在食醋中生长产

气，是导致食醋胀桶的主要潜在污染微生物。生产过

程中保持环境的清洁卫生，注意酿醋原料和用水等的

质量控制；采用多次煮沸的方法进行杀菌；开发使用

复合防腐剂可能是预防传统食醋污染的主要措施。 
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