
现代食品科技 Modern Food Science and Technology 2019, Vol.35, No.7 

205 

 

嗜盐片球菌在减少酱油二次沉淀和生物胺中的应用 
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摘要：本研究从酱醪中筛选得到了一株嗜盐片球菌，该微生物扩大培养后在酱醪发酵前期添加 1×106 CFU/g 到酱醪中并按照高

盐稀态酱油酿造工艺进行生产。所得酱油于 50 ℃/震荡条件（200 r/min）下进行破坏性实验。利用肉眼观察法和冷冻-离心法检测其

二次沉淀形成时间和生成量，利用高效液相色谱法测定其生物胺含量，利用滴定法和定量描述分析法对酱油理化指标和风味进行评价。

结果发现嗜盐片球菌显著延迟了（15 d）酱油二次沉淀出现时间并减少了酱油二次沉淀生成量（89.12%，p<0.01）和生物胺含量（55.21%，

p<0.01），其中色胺和酪胺含量分别下降了 100%和 77.00%。由于嗜盐片球菌利用酱醪中的糖类物质（总糖和还原糖下降 56.32%和

64.56%）产生了酸类物质（增加 29.80%），因此导致了酱油酸味及酸香和焦糖香增强，甜味减弱。添加嗜盐片球菌导致的酱油滋味和

香气的改变容易通过勾兑工艺进行调整，因此在酱醪发酵阶段添加嗜盐片球菌是解决国产酱油二次沉淀和生物胺问题的有效手段。 
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Abstract: In this work, a strain of Pediococcus halophilus was isolated from soy sauce moromi and amplified, which was inoculated into 

the moromi of soy sauce on its early fermentation stage in the amount of 1×106 CFU/g moromi, then the resulting moromi was managed 

according to the protocol of high-salt and diluted-state soy sauce. The end product was subjected to destructive test under 50  with shaking of ℃

200 rpm. Then the formation time and content of secondary precipitate were determined using naked eye observation/refrigerated centrifugation, 

the level of biogenic amine was detected with high efficiency liquid chromatography, the physicochemical indices and flavor were evaluated 

using titration method and quantitative descriptive analysis (QDA). It was found that Pediococcus halophilus deferred the occurrence of the 

secondary precipitation for 15 d and reduced 89.12% (p<0.01) of the secondary precipitate and 55.21% of the biogenic amine content (p<0.01), 

in which tryptamine and tyramine reduced 100% and 77.00%, respectively. The carbohydrate (total sugar and reducing sugar decreased by 

56.32% and 64.56%, respectively) in moromi was converted into organic acids (increased by 29.80%) by Pediococcus halophilus, which 

enhanced the taste of sourness and the notes of sourness and caramel, lowered the taste of sweetness of soy sauce. The changes of taste and 

aroma of soy sauce caused by inoculating Pediococcus halophilus can be easily adjusted by blending procedure. Therefore, it is a potential 

method to solve the problems of secondary precipitation and biogenic amine in Chinese-type soy sauce by inoculating Pediococcus halophilus 

during its early moromi fermentation. 
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随着人民生活水平的提高和国外高质量酱油进入

国内市场，消费者不但对国产酱油风味品质要求越来

越高，同时对酱油外观品质和安全性的要求也越来越

高。目前国产酱油和日本酱油相比，产品理化指标基

本相当，但在国内市场上单位重量国产酱油的价格显

著低于日本酱油[1]。二次沉淀和生物胺问题严重影响

国产酱油的外观品质和安全性，是导致这种巨大价格

差异的关键原因[2,3]。 
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酱油二次沉淀是相对于酱油一次沉淀而言的，一

次沉淀是指酱油热杀菌之后、过滤和包装之前形成的

热沉淀，二次沉淀是指酱油包装之后在储存、运输和

销售过程中在瓶底形成的土黄色至红棕色状沉淀[4]。

高献礼等[5]对市售国产酱油和日本酱油二次沉淀进行

了统计分析，结果显示国产酱油二次沉淀含量比日本

酱油二次沉淀含量高 64%~94%，外观质量明显低于日

本酱油，说明日本酱油已经成功解决二次沉淀问题。

由于国产酱油和日本酱油所用菌种、原料、原料处理

方式、发酵工艺存在显著差异[6,7]。因此，日本解决酱

油二次沉淀技术仅对解决国产酱油二次沉淀问题具有

部分参考意义。目前国内对国产酱油二次沉淀成分、

形成机制和去除技术进行了初步研究，虽然取得了一

定成绩，但离成功解决二次沉淀问题仍然存在很大差

距[8,9]。 
生物胺被认为是致癌物（如亚硝胺）的前体物质

[10]，因此其在酱油中的含量备受消费者关注。酱油中

的生物胺主要是发酵过程中微生物产的脱羧酶与相应

的氨基酸作用产生的。酱油中的主要生物胺包括腐胺、

尸胺、组胺、酪胺、色胺、苯乙胺、精胺和亚精胺等
[10]。邹阳等[11]对国产酱油中的生物胺含量进行了分

析，结果显示国产酱油中生物胺含量在 50.82~1898.17 
mg/L 之间，部分产品的生物胺含量高于安全值 1000 
mg/L[12]。在酱油发酵过程中添加能够产胺氧化酶的微

生物以降解生物胺或者添加能够产生物素、有机酸（如

乳酸或乙酸等）的微生物以抑制产脱羧酶微生物的生

长被认为是有效的控制酱油中生物胺的有效措施
[13~16]。 

本实验室从公司酱醪中分离得到一株嗜盐片球

菌，前期研究结果显示其不但具有减少酱油二次沉淀

的作用，而且能够显著减少酱油中生物胺的含量，现

将研究结果汇报如下，以期对酱油企业和研究人员提

供一定参考。 

1  材料与方法 

1.1  材料和仪器 

1.1.1  菌种、原料和试剂 
米曲霉 3.042 为公司实验室保藏菌种。嗜盐片球

菌 MWX R3 为广东美味鲜调味食品有限公司从中山

厂区酱醪中分离筛选所得，鉴定结果显示该菌菌落形

态成乳白色球状（见图 1）、镜检如图 1 所示的片状、

G+兼性厌氧球菌、接触酶阴性，在 20~45 ℃（最优温

度 35 ℃）下、含盐量 5%~23%（最优盐浓度 13%）、

pH 3~9（最优 pH 5）的 MRS 培养基和能够生长。综

合以上实验结果、菌种来源和伯杰氏系统细菌学手册

（1986）鉴定该菌为嗜盐片球菌。 
大豆、面粉和食盐分别购买于光辉农产品有限公

司（黑龙江林口县）、广州市南方面粉股份有限公司（广

东省广州市）和中山盐业总公司。生物胺标准品（腐

胺、尸胺、组胺、酪胺、色胺、苯乙胺、精胺、亚精

胺）、乙酸钠、乙氰、三乙胺、CuSO4、亚甲基蓝、酒

石酸钾、亚铁氰化钾、葡萄糖、AgNO3、NaOH、四

硼酸钠、Na2HPO4等均为分析纯，购自中国医药集团

上海化学试剂公司。 

   
图1 嗜盐片球菌MWX R3菌落形态（a）和镜检结果（b）（×500） 

Fig.1 Colony morphology (a) and microscopic examination (b) 

results of Pediococcus halophilus (× 500) 

1.1.2  主要仪器和设备 
高效液相色谱仪，美国Waters分析仪器有限公司；

Kjeitec2300 凯氏定氮仪，瑞典 FOSS 分析仪器有限公

司；WFZ UV-2100 紫外分光光度计，尤尼柯(上海)仪
器有限公司；H1850R 台式高速冷冻离心机，长沙湘

仪离心机仪器有限公司；5415D 高速离心机，德国艾

本德股份公司；Freezone 4.5 真空冷冻干燥机，美国

Labconco 公司；FE 20 实验室 pH 计，梅特勒-托利多

仪器(上海)有限公司。 

1.2  实验方法 

1.2.1  样品制备 

嗜盐片球菌种子的制备采用 MRS 培养基（酪蛋

白胨 10 g、牛肉浸取物 10 g、酵母提取物 5 g、葡萄糖

20 g、乙酸钠 5 g、柠檬酸二胺 2 g、吐温 80 1 g、磷酸

氢二钾 2 g、MgSO4·7H2O 0.2 g、MnSO4·7H2O 0.05 g、
氯化钠 58.5 g、蒸馏水 1000 mL，pH 6.8），培养基

121 ℃、灭菌 30 min 冷却至于 38 ℃时接种，于 35 ℃
培养 3~4 d，采用血球计数板法计数。酱油制备方法

参照文献[7]和[17]方法并做如下修改：大豆室温浸泡 12 
h 后于 121 ℃蒸煮 20 min，放蒸汽降温至 40 ℃时与

接种了米曲霉孢子的面粉轻轻混合均匀，面粉与大豆

（干重）重量比为 1:3，米曲霉 3.042 孢子的数量为

1×106个/g 大曲，大曲于 30 ℃培养 44 h 至大曲表面

变成浅黄绿色时结束。嗜盐片球菌种液和 450 kg 
20 °Bé 盐水混均，然后与 150 kg 已经落缸（1000 L）
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的大曲轻轻混均后于常温下进行发酵，每 3 d 淋油一

次。以未添加嗜盐片球菌的酱油为对照（种曲、规模

和发酵时间、条件均相同）。发酵至 180 d 时发酵液经

烛式过滤机（孔径为 11 μm）过滤、高温短时杀菌

（115 ℃/30 s）、沉淀（3 d）、烛式过滤机（孔径为 11 
μm）过滤、经巴氏杀菌（60 ℃/30 min）后热灌装（500 
mL 白色玻璃瓶）和封口即得样品。 
1.2.2  酱油二次沉淀含量的测定 

样品和对照分别置于 50 ℃摇床（200 r/min）中

进行破坏性实验，观察二次沉淀形成时间和至 60 d 时

生成量。用手电筒照射玻璃瓶底，记录瓶底出现肉眼

可见絮状沉淀的日期，计算二次沉淀出现时间。二次

沉淀含量测定方法参照文献[18]描述的冷冻离心法。 
1.2.3  酱油中生物胺含量的测定 

样品和对照中的生物胺测定方法参照Shukla等[10]

方法，并做如下修改。将 10 mL 含有一定量的 1,7-二
氨基庚烷（内标，5~15 mg/L）的高氯酸（0.4 M）溶

液与 5 mL 样品或对照混合后置于摇床（200 r/min/30 
min）中提取生物胺，定性滤纸过滤后用上述含有内

标的高氯酸溶液定容至 25 mL。1 mL 样品或对照或标

准品与 200 μL NaOH（2 M）、300 μL NaHCO3（2 M）

溶液混合，然后与 2 mL 丹磺酰氯丙酮溶液（10 
mg/mL）混合后在 40 ℃ 下衍生化 45 min。用 100 μL 
NH4OH 溶液（25%）终止衍生化反应，常温静置 30 min
后用乙腈定容至 5 mL，滤纸过滤后-20 ℃储藏。 

使用 C18 柱子（Waters，50 mm×4.6 mm×5 μm）

对样品和对照中的生物胺进行分离。洗脱条件为：0.1 
M 乙酸铵溶液（A）和乙腈（B）为流动相进行梯度

洗脱（流动相 A 从 0 min 至 26.25 min 至 36 min，比

例从 60%至 10%至 65%）、流速 1 mL/min、洗脱时间

35 min、检测波长 254 nm。用相同条件下标准品（酪

胺、腐胺、组胺、尸胺、苯乙胺、色胺、亚精胺、精

胺）图谱进行定性鉴定，用内标法进行定量测定。 
1.2.4  理化指标的测定 

样品和对照中总氮、氨基酸态氮、总酸、氯化钠、

无盐固形物的含量参照 GB 18186-2000 法进行测定，

总糖和还原糖含量参照 ZB X 66040-1987 法进行测

定。 
1.2.5  感官评价 

本实验参照Gao等[19]方法对样品和对照的风味特

征进行定量描述分析（QDA），参照国标 GB/T 
14195-1993的方法在广东美味鲜调味食品有限公司筛

选 7 名感官评价员（2 男，5 女，年龄 25~50 岁），共

进行 7 次培训（1 h/次）。以 12 mM NaCl、4 mM 谷氨

酸钠、40 mM 蔗糖、10 mM 乳酸、1.5 mM 咖啡因和

5%味之素 M-SUPER P 呈味料水溶液为咸、鲜、甜、

酸、苦和醇厚感的标准溶液，以 700 mg/L 乙醇、150 
mg/L 乙酸、5 μg/L 2-乙基-3-甲基吡嗪、300 μg/L 2-乙
基愈创木酚水溶液为醇香、酸香、焦糖香和烟熏香的

标准溶液。感官评价在 23±2 ℃评价室进行，前 3 次

培训评价员对标准溶液滋味和香气特征进行辨别和记

忆。后 4 次培训评价员对不同品牌的酱油的上述滋味

和香气特征进行识别、对其强度进行评分（无察觉：0
分，最强：5 分），不同评价员对风味特征和强度进行

交流并达成一致。样品和对照的感官评价在 23±2 ℃
评价室进行，20 mL 样品或对照盛于 100 mL 透明玻

璃烧杯中随机编码后送与 7 名评价员进行独立评价和

评分（0~5 分）。评价结果以雷达图的形式进行呈现。 
1.2.6  统计分析 

本文的实验数据分析采用 SPSS 15.0 软件完成，

在检验水平为 0.05 的条件下进行显著性差异分析。 

2  结果与讨论 

2.1  添加嗜盐片球菌对酱油二次沉淀形成时

间和生成量的影响 

 
图2 样品和对照二次沉淀形成时间和形成量（g/L） 

Fig.2 The appearance times and contents of secondary 

precipitate of samples and controls (g/L) 

注：同一天数据标注不同字母表示两个数据存在显著性差

异（p<0.01）。 

由图 2 可知，破坏性实验证明在制醪阶段添加嗜

盐片球菌能够显著延长酱油二次沉淀出现时间 15 d，
在整个破坏性实验期间（0~60 d）添加了嗜盐片球菌

的酱油二次沉淀生成量显著低于其对照（p<0.01），至

60 d 时仍比其对照少 89.12%。嗜盐片球菌是传统高盐

发酵食品中常见微生物[13,20,21]，一般在发酵前期出现，

能够迅速降低醪液 pH，对后期鲁氏酵母的快速繁殖起

到促进作用，对酱油风味和色泽的形成起到间接促进

作用[20,22]。韩国已于 2014 年将嗜盐片球菌认定为可作
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为食品原料的微生物，其安全性得到了认可[23]。但有

关嗜盐片球菌能够减少酱油中二次沉淀的生成的研究

尚未见报道。其可能的机制为嗜盐片球菌能够在醪液

中大量繁殖并成片状存在（见图 1），在醪液加热后进

行热沉淀过程中嗜盐片球菌进一步聚集并吸附醪液中

不稳定的疏水性蛋白质和微小颗粒进而形成一次沉淀

（被去除），而醪液中疏水性蛋白质被认为是导致酱油

二次沉淀的主要成分[2]，嗜盐片球菌通过吸附二次沉

淀蛋白形成共沉淀（一次沉淀）显著减少了酱油二次

沉淀的形成。 

2.2  添加嗜盐片球菌对酱油中生物胺含量的

影响 

如表 1 所示，对照酱油中总生物胺含量为 118.25 
mg/L，而添加了嗜盐片球菌的酱油中总生物胺含量仅

为 52.96 mg/L，添加嗜盐片球菌显著降低了酱油中生

物胺的总含量（55.21%）并改变了酱油中生物胺的组

成。此外，嗜盐片球菌改变了酱油中生物胺的组成，

样品中生物胺含量由高至低依次为组胺>腐胺>苯乙

胺>酪胺>精胺>尸胺>亚精胺；对照中生物胺含量由高

至低依次为酪胺>组胺>精胺>腐胺>苯乙胺>尸胺>亚
精胺>色胺。其中色胺被全部降解（100%），酪胺降解

率高达 77.00%。邹阳等[11]采用高效液相法对市售 10
种酱油中的 8 种生物胺进行了检测，结果显示酱油中

总生物胺含量的范围为 50.82~1898.17 μg/mL，其中酪

胺、腐胺和苯乙胺是酱油样品中含量最多的生物胺。

本实验测定的酱油中总生物胺含量远低于上述报告平

均值，但所测定的生物胺组成与上述结果基本一致。

Shalaby[12]研究结果认为食品中生物胺含量大于 1000 
mg/L 将对人体产生危害，按照本实验工艺生产的酱油

生物含量远低于上述限值。高盐发酵食品中嗜盐乳酸

菌减少产品中生物胺含量的机制如下，或通过在高盐

环境下分泌产生的细菌素、有机酸（主要包括乳酸和

乙酸）抑制能够分泌脱羧酶微生物的生长，或通过自

身分泌的生物胺氧化酶降解生物胺从而减少产品中生

物胺的含量[14~16]。部分嗜盐乳酸菌具有减少生物胺的

能力，部分嗜盐乳酸菌可能增加产品中生物胺的含量，

这与其具体菌株有关[13]。实验证明本实验室分离得到

的嗜盐片球菌具有明显的减少酱油中生物胺的能力。 
表1 嗜盐片球菌对酱油中生物胺含量的影响 

Table 1 Effect of Pediococcus halophilus on the contents of biogenic amines in soy sauce (mg/L) 

项目 酪胺 腐胺 组胺 尸胺 苯乙胺 色胺 亚精胺 精胺 总生物胺

样品 7.52±0.11b 10.31±0.13b 15.20±0.16b 2.13±0.02b 8.97±0.09b 0b 1.80±0.03b 7.03±0.05b 52.96 

对照 32.70±0.37a 16.38±0.16a 29.60±0.21a 3.76±0.03a 15.29±0.12a 1.16±0.03a 2.56±0.04a 16.80±0.09a 118.25 

注：同一列数据标注不同字母表示两个数据存在显著性差异（p<0.01）。下表同。 

表2 嗜盐片球菌对酱油常规理化指标的影响 

Table 2 Effect of Pediococcus halophilus on physicochemical indices of soy sauce (g/100 mL) 

项目 总氮 氨基酸态氮 总糖 还原糖 总酸 NaCl 非盐固形物 
样品 1.56±0.06a 0.86±0.03a 1.38±0.06b 1.01±0.04b 1.96±0.08a 15.38±0.09a 12.55±0.33b 

对照 1.53±0.06a 0.85±0.03a 3.16±0.13a 2.85±0.10a 1.51±0.06b 15.37±0.08a 14.00±0.38a 

2.3  添加嗜盐片球菌对酱油常规理化指标的

影响 

由表 2 可知，嗜盐片球菌显著提高了酱油总酸含

量（29.80%），同时显著减少了酱油中总糖（56.32%）、

还原糖（64.56%）和非盐固形物的含量（10.36%）

（p<0.01），但对酱油总氮、氨基酸态氮和 NaCl 含量

无影响（p>0.05）。Herpandi 等[13]研究结果证明了添加

嗜盐片球菌降低了虾酱中还原糖的含量，但对其蛋白

质含量无显著影响。Singracha 等[15]研究发现乳酸菌

（嗜盐四联球菌）和酵母菌协同发酵提高了酱油醪液

中的总酸含量、减少了醪液中葡萄糖含量，但对醪液

NaCl 含量无影响。本实验结合国内外类似研究结果可

知，添加嗜盐片球菌能够改变酱油中糖类、总酸和非

盐固形物含量，进而可能改变酱油的风味。 

2.4  添加嗜盐片球菌对酱油风味的影响 

由图 3 可知，嗜盐片球菌增加了酱油的酸味

（13.48%）及酸香（11.53%）和焦糖香（7.40%）、降

低了其甜味（12.21%）（p>0.05），但对酱油的咸味、

鲜味、苦味和醇厚感及醇香和烟熏香几乎无影响。这

与常规理化指标分析结果一致（嗜盐片球菌增加了酱

油中酸含量、减少了其糖含量，对其他指标无显著影

响）。前期研究结果证明了嗜盐片球菌能够通过消耗醪

液中的糖类物质产生乳酸和醋酸，从而增加酱油的酸

味、酸香而降低其甜味[20]。虽然醪液中糖类物质减少

和总酸含量增加均达到了显著水平，但感官评价结果
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显示其相应的风味特征变化并未达到显著水平，这可

能与酱油中甜味和酸味氨基酸含量可能未变化有关，

同时滋味物质之间的相互协同作用也对终产品的各滋

味强度具有重要影响[19,24]。Harada 等[6]指出嗜盐四联

球 菌 与 菠 萝 酮 （ 2,5-dimethyl-4-hydroxy-3(2H)- 
furanone）的产生密切相关，由于嗜盐片球菌与嗜盐

四联球菌在微生物分类学上具有较近的亲缘关系，同

时前期研究结果也证实了菠萝酮为酱油中关键香气化

合物，具有典型的焦糖香[19]。因此，嗜盐片球菌所产

菠萝酮可能增强了酱油的焦糖香。 

 
图3 嗜盐四联球菌对酱油风味的影响 

Fig.3 Effects of Pediococcus halophilus on the flavor of samples 

and controls 

3  结论 

本文从公司酱醪中分离得到一株嗜盐片球菌

MWX R3，在酱醪发酵初期添加该嗜盐片球菌不但能

够显著推迟酱油二次沉淀出现时间（15 d）和减少其

生成量（减少 89.12%）-显著改善酱油外观品质，而

且显著减少了终产品的总生物胺含量（55.21%），提

高了酱油安全性。添加该嗜盐片球菌降低了终产品的

糖类物质含量和甜味，但提高了其酸类物质含量及其

酸味、酸香和焦糖香。因此，在酱醪发酵前期添加嗜

盐片球菌不但改善了其外观品质、提高了其生物安全

性，同时在一定程度上也改善了其风味。下一步将对

该嗜盐片球菌改善酱油二次沉淀现象的机理及其在酱

油大规模生产中的应用进行深入研究。 
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