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摘要　针对豆制品实际加工过程中大豆中微生物洗不掉、除不去的问题进行了分析，采用表面消毒

法和减压辅助消毒后大豆中细菌的检出率和细菌总数的测定证明了细菌主要附着于大豆籽粒最外

层的柱状细胞以及外皮的气孔内部，而大豆子叶内部未检测到细菌的存在；并参照实际生产中的水

洗和脱皮进一步说明了细菌与大豆柱状细胞的结合力较强且加工过程中易产生交叉污染，因此很

难通过水洗和脱皮除去，最后通过组织分离培养法从大豆表皮中分离出了可能导致豆制品腐败的

微生物并与豆浆中腐败菌进行了形态学方面的观察和比较，确定了原料中携带的造成豆制品腐败

的主要微生物为芽孢杆菌。
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来，豆制品保质期短、卫生条件难以控制一直是困扰豆

制品研究者和制约豆制品行业发展的难题。

我国豆制品厂使用的大豆原料是直接收获后未

加特殊处理的，因此大豆原料中携带大量的土壤微

生物，数量和种类几乎不可计数［１］。在豆制品加工

过程中，加热煮浆能杀死大部分微生物，但加热过度

会使豆乳粘度升高，使之与凝固剂不能很好混合而

得不到应有硬度的凝固物［２］。加热后残存的微生物

会随其后的加工环节进入终产品中，因此原料中的

初始菌数以及加热方式直接影响着豆制品的卫生安

全与货架期。

日本学者［２］利用扫描电镜观察了大豆种皮表面

的微观形态并指出，印象中平坦光滑的大豆表面放

大后到处是坑坑凹凹，这个凹陷的深度一直延伸到

表皮栅状细胞的底部，但没有到达子叶，这个凹槽就

是常被称为气孔的结构。就目前的研究来看，还无

人对微生物在大豆中的分布部位、结合特性及其对

豆制品生产的影响做过研究。

以表面消毒后的大豆中微生物的检出率以及稀

释平板计数的方法分析微生物在大豆中的分布及其

对清洗、脱皮等加工步骤的影响，并采用组织分离培

养及稀释划线分离法分离出了原料大豆中存在的可

能导致豆制品腐败的微生物并进行了形态学上的描

述，以期为豆制品的加工和卫生控制提供可参考的

依据。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　实验材料　　吉林３０号大豆采集地点：吉

林省公主岭市，土壤类型：薄层黑土。

１．１．２　主要试剂　　营养琼脂培养基（试剂盒），分

离细菌及测定细菌总数。其他试剂均为分析纯。

１．１．３　主要实验仪器　　千分之一电子天平（ＧＦ

－３００，ＮＤ，ＪＡＰＡＮ）；循环水真空泵（ＳＨＩ－Ⅲ，上

海亚荣生化仪器厂）；水浴恒温磁力搅拌器（ＳＨＪ－

Ａ，金坛市华峰仪器有限公司）；电热手提压力蒸汽

灭菌器（ＳＹＱ．ＤＳＸ－２８０，上海申安医疗器械厂）；

超净工作台（ＶＤ－６５０，苏州净化设备有限公司）；

Ｐｈｉｌｉｐ搅拌机（ＨＲ２８６０，珠海飞利浦家庭电器有限

公司）；恒温培养箱（ＨＺＱ－１００，哈尔滨东联电子技

术开发有限公司）；光学显微镜（ＸＳＺ－Ｇ，重庆光学

仪器厂）。

１．２　实验方法

１．２．１　不同消毒方式处理后大豆中细菌检出率的

测定

（Ａ）大豆原料中细菌检出率的测定参考《粮油

食品微生物学检验》微生物分析技术中所述的方

法［４］，在无菌操作台中用灼烧后冷凉的镊子取原料

大豆均匀地点植于营养琼脂平板表面，并微压使大

豆紧附营养琼脂平板，每９０ｍｍ 平皿点植１０粒。

将点植好的平板置于３７℃的恒温培养箱中，４８ｈ后

观察样品周围长出菌落的大豆粒数。按如下所述的

公式计算样品的检出率：

细菌检出率＝
检出菌落的粒数
种植培养的总粒数×１００％

实验重复３次，取３次重复的平均值作为样品

中细菌的检出率。

（Ｂ）次氯酸钠和升汞消毒后大豆中细菌检出率

的测定　　将粮粒放入盛有１％（ｗ／ｗ）次氯酸钠溶

液的小三角瓶中，浸泡处理３ｍｉｎ，然后在灭菌的生

理盐水中洗涤３次，再用无菌水冲洗７遍；

将粮粒放入盛有０．１％（ｗ／ｗ）升汞溶液的小三

角瓶中，浸泡处理３ｍｉｎ，然后在灭菌的生理盐水中

洗涤３次，再用无菌水冲洗７遍。

按（Ａ）中所述方法及计算公式分别检测次氯酸

钠和升汞消毒处理后大豆中细菌的检出率。

（Ｃ）减压辅助消毒后大豆中细菌检出率的测定

次氯酸钠及升汞的消毒浓度与（Ｂ）中相同，消

毒过程中将三角瓶转移至连有真空泵的干燥皿内进

行抽真空，当真空表显示的真空压达到０．０９ＭＰａ

时开始计时，处理时间均为３ｍｉｎ，测定减压辅助消

毒后样品中细菌的检出率。

（Ｄ）大豆内部组织中带菌率的测定　　将预先

经升汞消毒并清洗后的大豆用无菌手术剪刀剪碎，

用小镊子取大豆的子叶组织点植于营养琼脂平板表

面，测定大豆子叶中的带菌率。

１．２．２　不同消毒方式处理后大豆中细菌总数的测

定　　称取１０ｇ大豆４份按１．２．１中的方法分别

进行消毒处理，将消毒后的大豆与９０ｍＬ无菌生理

盐水一同置于Ｐｈｉｌｉｐ搅拌机中打碎制成样品悬液，

将悬液 按 梯 度 稀 释 法 制 成 不 同 浓 度，按 ＧＢ／

Ｔ４７８９．２－２００３《食品卫生微生物学检测菌落总数

测定》［５］测定不同消毒法处理后大豆中的细菌总数。

１．２．３　大豆清洗及去皮后大豆中细菌及芽孢总数

的测定
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（Ａ）大豆原料一次清洗及干法脱皮后细菌及芽

孢总数的测定一次清洗：将１０ｇ大豆原料用９０ｍＬ

无菌水振荡清洗３遍；干法脱皮：以止血钳固定住大

豆，以刀片和尖头小镊子剥除大豆表皮。按１．２．２

中方法将上述样品制成不同浓度的样品悬液并检测

其中的细菌及芽孢总数，其中芽孢总数的测定参照

原料奶中芽孢总数的测定方法［６］。

（Ｂ）浸泡后大豆二次清洗及湿法脱皮后细菌及

芽孢总数的测定大豆浸泡：将１０ｇ大豆经（Ａ）中方

法进行清洗后，转移至盛有３０ｍＬ无菌水的小三角

瓶中密封于２５℃恒温培养箱内浸泡１２ｈ；二次清

洗：将浸泡后的大豆以９０ｍＬ无菌水清洗３遍；湿

法脱皮：将经过二次清洗的大豆用无菌纱布吸去余

水，用小镊子剥除表皮。以上获得的样品经打碎制

成样品悬液并稀释成不同梯度后测定其中细菌和芽

孢总数。

１．２．４　大豆原料中及不同加工处理后腐败微生物

的分离与形态学观察参考方中达［７］著作中所述方法

分别取大豆表皮和子叶，采用营养琼脂进行组织中

细菌的分离。不同加工处理后腐败菌的分离：将经

过一次清洗、干法脱皮、二次清洗和湿法脱皮后的大

豆分别用９０ｍＬ无菌水打碎制成的样品液密封于

２５０ｍＬ三角瓶中，在沸水浴中加热，样品中心温度

超过９０℃保持１０ｍｉｎ（以装有９０ｍＬ水的三角瓶作

为温度对照），加热后的样品迅速冷却后置于３７℃

恒温培养箱内培养２４ｈ使不同样品液发生腐败，采

用稀释涂布和划线分离纯化其中的腐败菌。

菌落形态描述参考《食品微生物学实验技

术》［８］。革兰氏染色参照《常见细菌系统鉴定手

册》［９］。芽孢染色参照改良的Ｓｃｈａｅｆｆｅｒ和Ｆｕｌｔｏｎ

氏染色法［１０］。

１．２．５　数据处理　　所有数据导入 Ｍｉｃｒｏｓｏｆｔｏｆ

ｆｉｃｅｅｘｃｅｌ２００３，细菌及芽孢总数进行以１０为底对

数处理，单位表示为ｌｏｇｃｆｕ·ｇ
－１，最终结果以均值

±标准偏差（ＸＳＤ）表示，差异性采用单因素方差

分析进行比较。

２　结果与分析

２．１　微生物在大豆籽粒中的分布情况

２．１．１　微生物在大豆籽粒中的分布部位　　检出

率常用来评价粮粒受微生物污染的程度，而经不同

消毒方式处理后粮粒的检出率则可以反映出微生物

在粮粒中的分布部位情况。经不同试剂及辅助方法

消毒后大豆中细菌检出率呈现出一定的差异，结果

见表１。

表１　不同消毒方式处理后大豆中细菌的检出率

Ｔａｂｌｅ１　Ｂａｃｔｅｒｉａｌｄｅｔｅｃｔｉｏｎｒａｔｅｏｆｓｏｙｂｅａｎｂｙ

　　　　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｔｅｒｉｌｉｚａｔｉｏｎｔｒｅａｔｍｅｎｔ

处理方式

Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

点植数

Ｐｌａｎｔｅｄ

ｎｕｍｂｅｒ

检出数

Ｄｅｔｅｃｔｅｄ

ｎｕｍｂｅｒ

平均带菌率（％）

Ａｖｅｒａｇｅｂａｃｔｅｒｉａｌ

ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｒａｔｅ

差异显著性

Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ

ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ

原粮（ＣＫ） ３０ ３０ １００ ａ

次氯酸钠 ３０ １７ ５６．６７ ｂ

升汞 ３０ ８２ ６．６７ ｃ

次氯酸钠＋

真空脱气
３０ ３ １３．３３ ｄ

升汞＋真空脱气 ３０ ２ １６．６７ ｄ

内部组织 ３０ ０ ０ ｄ

　　注：差异显著性中不同的字母代表有显著性差异（Ｐ＜０．０５）。

Ｎｏｔｅ：Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｅｔｔｅｒｓｉｎｄｉｃａｔｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ．

从表１中的数据可以看出，未经任何处理的３０

粒大豆周围均有菌落生长，带菌率为１００％。经１％

的次氯酸钠和０．１％升汞消毒后，尽管检出率有了

显著性的降低，但从其平均带菌率（次氯酸钠处理后

为５６．６７％、升汞处理后为２６．６７％）来看，尽管升汞

溶液的杀菌效果显著强于次氯酸钠溶液（Ｐ＜

０．０５），但两者的带菌率仍然较高，说明仍有部分微

生物存在于大豆中，即使经过强杀菌剂升汞的处理

这些微生物仍然存在。经减压脱气辅助杀菌后的大

豆中细菌的检出率均较低，且次氯酸钠和升汞间无

显著性差异，说明借助真空脱气产生的负压，杀菌剂

能进入大豆表皮的气孔中并杀死存在于其中的微生

物。尽管有国外学者［１１］从不同生长期的大豆中分

离出了大豆内生菌，通过１６ＳｒＤＮＡ扩增序列分析

归类为假单胞菌和肠杆菌并研究了两种内生菌对大

豆生长的促进作用，但此次在公主岭市收获的吉林

３０号大豆的籽粒中并未分离到内生菌，内部组织的

检出率为０，可认为在吉林３０大豆子叶中无细菌

栖息。

２．１．２　微生物在大豆籽粒中的分布量分析　　菌

落总数可以直接评价微生物在大豆籽粒中分布量的

情况，经不同杀菌处理方式后大豆中的细菌总数结

果见表２。结果表明次氯酸钠消毒处理与升汞消毒

处理显示出了显著的差异性，这与两种杀菌剂不同

的杀菌机理及杀菌效率有关。在真空脱气结合升汞

杀菌的大豆中，１０－１的样品悬液在营养琼脂平板中
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未有菌落生长，说明０．１％的升汞溶液达到了杀灭

大豆中微生物的理想效果，因此微生物在大豆中的

分布量以升汞溶液处理后的样品为分析对象。未经

负压辅助的升汞不能进入大豆的气孔中，因此未经

负压辅助杀菌后大豆中的细菌总数即为存在于大豆

气孔中的细菌总数。在本次实验选取的吉林３０大

豆中，表皮和气孔中总的细菌数量的对数值为

６．７２，而存在于大豆气孔中的细菌总量的对数值为

４．３２，大豆皮层内部未检测到细菌存在。

表２　不同消毒方式处理后大豆中的细菌总数

Ｔａｂｌｅ２　Ｔｏｔａｌｂａｃｔｅｒｉａｌｎｕｍｂｅｒｓｏｆｓｏｙｂｅａｎ

　　　ｂｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｔｅｒｉｌｉｚａｔｉｏｎｔｒｅａｔｍｅｎｔ

处理方式

Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

细菌总数（ｌｏｇｃｆｕ·ｇ－１）

Ｔｏｔａｌｂａｃｔｅｒｉａｌ

ｎｕｍｂｅｒｓ

差异显著性

Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ

ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ

原粮（ＣＫ） ６．７２±０．０４ ａ

次氯酸钠 ５．６２±０．１２ ｂ

升汞 ４．３２±０．０７ ｃ

次氯酸钠＋真空脱气 ３．８３±０．０４ ｄ

升汞＋真空脱气 — —

　　注：表中“—”表示未检出。

Ｎｏｔｅ：“—”ｉｎｄｉｃａｔｅｎｏｂａｃｔｅｒｉａｌｓｔｒａｉｎｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄ．

２．２　微生物在大豆籽粒中的分布对不同加工环节

中微生物指标的影响

在豆制品的加工过程中，需要对大豆进行清洗

以除去原料中携带的泥土等杂质，而在豆奶加工过

程中还需要对大豆进行脱皮处理以实现豆奶较好的

色泽。那么，微生物在这些加工环节中会发生何种

变化呢，表３显示了大豆前处理过程中一次清洗和

干法脱皮后其中的微生物变化情况。

表３　一次清洗及干法脱皮后大豆中细菌及芽孢总数

Ｔａｂｌｅ３　Ｔｏｔａｌｂａｃｔｅｒｉａｌａｎｄｓｐｏｒｅｎｕｍｂｅｒｃｏｕｎｔｏｆｓｏｙｂｅａｎ

　　　　　ａｆｔｅｒｔｈｅｆｉｒｓｔｃｌｅａｎｉｎｇａｎｄｄｒｙ－ｄｅｈｕｌｌｉｎｇ

处理方式

Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

细菌总数（ｌｏｇｃｆｕ·ｇ－１）

Ｔｏｔａｌｂａｃｔｅｒｉａｌ

ｎｕｍｂｅｒ

芽孢总数 （ｌｏｇ

（ｃｆｕ·ｇ－１）

Ｔｏｔａｌｓｐｏｒｅｎｕｍｂｅｒ

原粮（ＣＫ） ６．７２±０．０４ ａ１．２６±０．２４ａ

一次清洗 ６．４８±０．０７ ｂ１．３０±０．３０ａ

干法脱皮 ６．１６±０．０３ｃ １．１６±０．２８ａ

　　由表３中数据可以看出，尽管经过３遍无菌水的

振荡清洗，大豆中的菌落总数有了显著性降低（Ｐ＜

０．０１），但下降程度仅为０．２４个对数单位，此结果说明

除存在于气孔中的微生物难于除去外，附于大豆表皮

最上层的柱状细胞中的微生物结合能力也较强，通过

单纯的水洗很难将其除去，工厂清洗过程中加入去污

剂可能会对表面菌的去除有一定的帮助。经干法脱皮

的大豆中细菌含量也呈现了很高的水平，细菌总数对

数值为６．１６，结合前部分的数据（子叶内部无细菌检

出）可以认为，尽管本次实验中剥皮用的镊子和小刀每

次都经过灼烧杀菌，但仍避免不了种皮对大豆子叶的

污染，工厂中一般采用闪蒸法进行干法脱皮，交叉污染

的可能性会更大。从表３中数据还可以看出，原料大

豆中芽孢总数含量较低且在一次清洗和干法脱皮过程

中也不会发生显著性的变化。

表４　二次清洗及湿法脱皮对大豆中细菌芽孢总数

Ｔａｂｌｅ４　Ｔｏｔａｌｂａｃｔｅｒｉａｌａｎｄｓｐｏｒｅｎｕｍｂｅｒｏｆｓｏｙｂｅａｎ

　　　　ａｆｔｅｒｔｈｅｓｅｃｏｎｄｃｌｅａｎｉｎｇａｎｄｗｅｔ－ｄｅｈｕｌｌｉｎｇ

加工方式

Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

细菌总数／ｌｏｇ

（ｃｆｕ·ｇ－１）

Ｔｏｔａｌｂａｃｔｅｒｉａｌｎｕｍｂｅｒ

芽孢总数／ｌｏｇ

（ｃｆｕ·ｇ－１）

Ｔｏｔａｌｓｐｏｒｅｎｕｍｂｅｒ

浸泡后大豆（ＣＫ） ７．１６±０．０３ａ １．３０±０．４３ａ

二次清洗 ７．１３±０．０４ａ １．３９±０．１２ａ

湿法脱皮 ７．１２±０．０６ａ １．１５±０．２１ａ

　　在豆制品加工过程中，浸泡的主要目的是使大

豆中的细胞吸水膨胀，进而在磨浆的过程中提高蛋

白的溶出率，而二次清洗的目的在于除去一次清洗

过程中未能除去而在浸泡过程中溶出的部分杂质，

湿法脱皮是为了让豆制品获得更好的色泽及口感。

本实验以２５℃恒温密封浸泡大豆的方法模拟了工

厂常采用的常温浸泡大豆，从表４中反映的结果可

以看出，浸泡后的大豆中细菌总数上升至７．１６个对

数单位，比一次清洗后上升了０．６８个对数单位，工

厂若能采用低温浸泡大豆的方法可以在一定程度上

降低浸泡过程中微生物的增长。实验过程中发现浸

泡大豆的水较为混浊，混浊物除溶出的部分色素外

主要为泥土等杂质，经过二次清洗，第３遍的洗豆水

变得澄清，但经过二次清洗的大豆中的细菌和芽孢

数量均未发生显著的变化。湿法脱皮前后细菌和芽

孢数量也未发生显著性变化。由于在浸泡过程中，

大豆表皮能使水分子透过，但细菌却不能穿过皮层

到达子叶中，因此可以说明大豆表皮中的微生物仍

牢牢附着于大豆表皮的柱状细胞中经二次清洗也不

能将其除去，而湿法脱皮的大豆中的微生物则主要

来源于脱皮过程中的交叉污染。

２．３　大豆表皮及腐败豆浆中主要微生物的形态特

征观察与比较

根据菌落形态和染色形态不同，从大豆的表皮
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中分离得到了６株细菌，从经不同加工处理３７℃密

封保存２４ｈ自然腐败的豆浆中分离出了１株菌，并

对分离的７株细菌进行了菌落形态、革兰氏染色以

及其中的疑似芽孢杆菌进行了芽孢染色的观察与比

较，发现从表皮中分离的其中一株菌无论从菌落形

态、革兰氏染色菌体形态、芽孢及着生位置均与豆浆

中分离的腐败菌相同，其染色形态见图１。豆浆中

腐败菌为革兰氏阳性杆菌、产芽孢，来自于大豆原料

的表皮中，简单的清洗和脱皮并不能除这些芽孢杆

菌而防止豆制品发生腐败。

图１　腐败菌染色形态

Ｆｉｇ．１　Ｓｔａｉｎｅｄｍｏｒｐｈａｏｆｓｐｏｉｌａｇｅｂａｃｔｅｒｉａｌ

３　结论

３．１　经对吉林３０号大豆籽粒中细菌分布部位的分

析结果得出，细菌主要存在于大豆籽粒种皮的外表

面以及气孔中，子叶中无细菌栖息。其中外表面细

菌总数约为６．７２个对数单位，气孔中的细菌总数约

为４．３２个对数单位。

３．２　细菌在大豆表皮的柱状细胞上附着力较强，豆

制品加工过程中对原料大豆和浸泡过的大豆进行水

洗很难将其除去，而不仅是干法还是湿法脱皮交叉

污染都较为严重，很难起到减少大豆中微生物的

目的。

３．３　原料中携带的能造成豆制品腐败变质的微生

物为芽孢杆菌，主要存在于大豆的表皮中，水洗和脱

皮均不能将其除去。
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