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含盐量和温度对豆酱发酵过程的影响

赵建新，王  淼，毛丙永，张  灏，陈  卫，田丰伟，汤  坚
(江南大学食品学院，食品科学与技术国家重点实验室，江苏 无锡      214122)

摘   要：为了寻求最适豆酱发酵的含盐量和温度，本实验比较不同含盐量的酱醅在发酵过程中总酸和氨态氮含量的

变化，表明含盐量为 10% 时可以有效地抑制腐败菌的生长，同时缩短发酵周期；从 pH 值、总酸、鲜味氨基酸、

主要风味物质等方面研究阶段控温对发酵的影响，结果表明在前期采用 40℃发酵 20d，后期 30℃发酵 30d 的控温方

式所得产品质量较好，而且周期最短，仅为 50 d。
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Abstract ：In this study, the contents of total acids and amino nitrogen during the fermentation process of soybean paste at various

salt contents and fermentation temperatures were investigated so as to find the optimal salt content and temperature. The results

showed that 10% salt could effectively inhibit the growth of spoilage bacteria and shorten the fermentation period. Aside from

this, the effect of stepwise temperature settings on soybean paste fermentation was evaluated in terms of changes in pH, total

acids, tasty amino acids and key flavor compounds. It was found that fermentation for 20 days at 40 ℃ at first and then 30 days

at 30 ℃ resulted in excellent product quality and the shortest fermentation period of only 50 days.
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豆酱的发酵过程主要是利用酱醅中曲霉、毛霉和根

霉等微生物产生的各种酶系共同作用于各类原料的过

程，其中最重要的是曲霉[ 1 -3 ]。米曲霉具有较强的蛋白

质分解力和淀粉液化力的酶系，蛋白酶和外肽酶能将蛋

白质水解成氨基酸；液化淀粉酶分解淀粉生成糊精和葡

萄糖，酶活的高低决定着原料利用率、酱醅发酵成熟

的时间与产品鲜味、色泽等。目前，我国酱油、豆

酱生产绝大多数采用米曲霉沪酿 3.042，它生长快，较

粗放，产中性和碱性蛋白酶活力较高，在豆酱发酵前

期起着重要的作用[4-6]。

“百味之中盐为最”，食盐不但使豆酱具有适当的

咸味，还与氨基酸共同呈鲜味，增加豆酱的风味。食

盐一方面能抑制杂菌的繁殖，防止酱醅腐败；但另一方

面，食盐浓度过高会抑制蛋白酶的活性，致使蛋白质

的分解速率减慢，发酵周期延长[ 7 -8 ]。因此食盐浓度的

控制对豆酱发酵是至关重要的。温度是影响豆酱发酵的

又一关键因素，蛋白酶的最佳温度是 40～45℃，而乳

酸菌、酵母菌的最适温度是 28～35℃。蛋白酶活力的

高低关系着最终产品中氨态氮的含量，乳酸菌、酵母

菌的生长关系着风味物质的多少。因此，温度的高低

与发酵时间的长短及豆酱品质的好坏有着密切的关系。

针对以上问题，以沪酿 3.042 作为种曲，结合传统

露晒发酵工艺，研究食盐浓度、温度等因素对发酵过

程的影响，结合前期对发酵过程的分析，寻找在控制

发酵需要的最适食盐浓度和最适温度，以期生产出品质

优良的豆酱。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

成曲由安徽马鞍山黄池食品集团提供。

无水硫酸钠、氢氧化钠、甲醛、无水乙醚、甲

醇、3,5- 二硝基水杨酸、三氯乙酸、葡萄糖    国药集
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团化学试剂有限公司；对羟基苯甲醛、氨基酸标准样品

美国 Sigma 公司；2,4,6- 三甲基嘧啶(色谱纯)    瑞士 Fluka
公司；其他试剂均为分析纯。

1.2 仪器与设备

Agilent 1100 液相色谱仪    美国安捷伦公司；气相

色谱 - 质谱联用仪    美国 Finigan 质谱公司；SPME 手动

进样手柄    上海安谱科学仪器有限公司；SPME 萃取头

(75μm CAR-PDMS)    美国 Supelco 公司；半固体发酵罐

镇江达森发酵设备有限公司定制。

1.3 酱醅的制作

每 100kg 成曲加入 90kg 的盐水制得酱醅，通过调节

添加盐水的量来控制酱醅中食盐质量分数分别为 6 %、

8%、10%、12%、14%，转至半固体发酵罐进行发酵，

控制温度为 40℃。每隔 5d 取样测定相应指标，同一样

品测定 3 次取平均值。

每 100kg 成曲加入 90kg 的盐水制得含盐量为 10% 的

酱醅，控制发酵温度。每隔 5d 取样测定相应指标，同

一样品测定 3 次取平均值。

1.4 pH 值和总酸的测定

pH 值测定：称取研磨后样品 10.00g 置于 100mL 小

烧杯内，加入去离子水 2 0 mL，混匀后用 p H 计测定；

总酸测定：参照 GB/T 5009.39 — 2003《酱油卫生标准

的分析方法》进行测定。

1.5 氨态氮含量的测定

参照 GB/T 5009.39 — 2003 进行测定，同一样品测

定 3 次取平均值。

1.6 谷氨酸和天冬氨酸含量的测定

取 10.0g 研磨均匀的样品加 50mL 蒸馏水，充分混匀

并定容至 100mL 容量瓶中，充分混匀后 10000 × g 离心

10min，取上清液 5mL 加入 10mL 体积分数为 5% 三氯乙

酸溶液，混匀静置 60min，定容到 50mL 容量瓶中，静

置 2min，用双层滤纸过滤。取滤液至离心管，放入离

心机 10000 × g 离心 10min。移取 1mL 上清液，用氨基

酸专用高效液相色谱仪柱前衍生化法测定谷氨酸和天冬

氨酸的含量。

色谱条件：C18 色谱柱(4.6mm × 250mm，5μm)；
柱温：4 0℃；流速：1 . 0 mL / mi n；紫外检测器：检测

波长 338nm。

谷氨酸、天冬氨酸标样：精确称取质量恒定的固

体标样 2 0mg 于 1 0 0mL 容量瓶中，溶解、定容。

1.7 关键风味化合物的测定

采用 DB-WAX PEG 柱；进样口温度 250℃；载气

He，流速 0 .8mL/min；升温程序为：起始温度 40℃，

保持 3min，然后以 6℃/min 升温到 230℃，最后在 230℃
保持 10min。

质谱条件：电离方式为 EI；电子能量为 70eV；发

射电流为 350μA；离子源温度 200℃；接口温度 250℃；

扫描质量范围 33～450u。
1.8 酱醅的变温发酵工艺

氨态氮含量是豆酱的一项重要指标，国家标准中规

定大于 1.5%，因此可以考虑在酱醅总氨态氮达到 1.4%
时进行变温，后续需要增加的部分预计在发酵后期完

成。酱醅采用保温控制发酵，设计的温度组合方式见

表 1。为保证数据的一致性，在同一温度阶段的发酵是

在一起的，当氨态氮含量达到 1.4% 时，将样品直接分

为两部分分别控温发酵，当总氨态氮达到 1.78% 时终止

发 酵 。

2 结果与分析

2.1 食盐含量对酱醅发酵的影响

由图 1 可知，在豆酱保温发酵过程中总酸含量不断

升高。起始阶段变化较快，后又趋于变缓，而且不同

的含盐量条件下的变化也有不同。在含盐量为 6% 的酱

醅中，酸度增加最快，发酵 1 7 d 左右时总酸达到 2 %，

已经超过国家标准的要求；含盐量为 8% 的酱醅产酸也

较快，在接近 40d 时总酸也超过国家标准；含盐量继续

升高，酸度增加减慢，10% 含盐量的酱醅在发酵 40d 后

酸度达到 1.70%，表明 10% 的含盐量可以抑制杂菌的生

长，从而防止酱醅的酸败；含盐量在 1 0 % 以上，酸度

图 1   不同含盐量条件下豆酱保温发酵过程中总酸的变化

Fig.1   Effect of salt content on changes in total acids during soybean
paste fermentation
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20

D 40 30

表 1 豆酱变温发酵的温度组合方式

Table 1   Temperature settings for two-stage fermentation of soybean paste
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变化比较缓慢[7]，含盐量达到 1 4 % 时，经过 4 0 d 的发

酵，总酸含量也仅仅达到 1 . 46 %，说明高盐浓度对产

酸微生物的活动有较强的抑制能力，致使微生物代谢

活动较弱。

2.2 食盐含量对酱醅氨态氮含量的影响

食盐含量对豆酱发酵过程中氨态氮含量的影响如

图 2 所示，含盐量不高于 10% 时氨态氮含量增加较快，

可能是因为蛋白酶受盐的影响较小，保持了较高的活

力[3,9]；含盐量为 12%、14% 时，氨态氮含量增加缓慢，

可能是蛋白酶的活力受到抑制的原因。SB/T 10309 —

1999《黄豆酱》中的推荐标准为氨态氮含量≥ 1.5%(以
干基计)，在盐含量为 10% 时，在 30d 已达到 1.56%，

而盐含量为 14% 时，酱醅发酵 40d 后氨态氮含量仅仅为

1.25%。

2.3 温度对酱醅发酵的影响

在豆酱发酵过程中，高温 4 0℃有利于蛋白酶的作

用，缩短蛋白质水解的时间；低温 20～30℃则有利于乳

酸菌、酵母菌的生长代谢，对豆酱良好风味的形成是必

需的，但发酵周期较长。在我国有人采用先高温后低温

的方式控制发酵生产酱油，在日本则较多采用先低温后

高温的发酵方式。为了寻求较佳的发酵工艺，提高产品

质量，有必要研究两种变温控制方式下的变化规律。

2.3.1 阶段控温对酱醅氨态氮含量的影响

豆酱变温发酵过程中氨态氮含量随时间的变化情况

如图 3 所示，前期采用 20℃发酵(即 A 和 B)时，由于蛋

白酶的活力低，氨态氮的生成速率也低，发酵 20d 时氨

态氮含量仅达到 0.8%，45d 时才达到 1.39%。因此，在

第 46 天开始进行变温发酵。在后期发酵(A)30℃条件下

的氨态氮含量在第 80d 时达到 1.77%，在后期发酵(B)
40℃条件下的氨态氮含量在第 70 天达到 1.76%。前期

40℃发酵(即 C 和 D)时，氨态氮含量增加较快，在 20d
时就达到 1.41%，因此在第 21 天开始变温。在后期发

酵(C)20℃条件下的氨态氮含量在 60d 时达到 1.77%，在后

期发酵(D)30℃条件下氨态氮含量在 50d时达到 1.77%。由此

确定 4 种变温组合方式的发酵时间分别为：A：20℃发酵

45 d，3 0℃发酵 3 5 d，合计 8 0 d；B：2 0℃发酵 4 5 d，
40℃发酵 25d，合计 70d；C：40℃发酵 20d，20℃发酵

40d，合计60d；D：40℃发酵20d，30℃发酵30d，合计50d。

2.3.2 阶段控温对酱醅 p H 值、总酸的影响

图 4 所示为豆酱发酵过程中 pH 值和总酸含量随时间

的变化。随着发酵的进行，体系 p H 值不断下降，总

酸含量不断升高。变温后 B 和 C 体系中 pH 值和总酸含

量变化都比较缓慢，而 A 与 D 体系变化都比较快。这

是因为 A 与 D 后期发酵温度为 30℃，利于乳酸菌的快

速增殖，使得 pH 值下降和总酸含量增加明显。但 A 与

D 之间又有差异，图中 A 的 p H 值下降更快，而 D 的

pH 值下降则相对比较缓和。推测可能是因为 A 低温 20
℃条件下乳酸菌的生长受到抑制，恢复到 30℃后又能大

量增殖；而 D 前期乳酸菌一直处于 40℃的高温下，数

量较少，即使温度又降到 3 0 ℃，长势也不好。

2.3.3 阶段控温对酱醅鲜味氨基酸含量的影响

鲜味是衡量豆酱品质的一项重要指标，主要是由呈

鲜味的谷氨酸和天冬氨酸的含量决定的[10]。豆酱发酵过

程中谷氨酸和天冬氨酸的含量变化见表 2，可以看出，

A、B、C、D  4 种组合发酵中鲜味氨基酸的总量差别

较小，均在 2 7 m g / g 左右。

图 2 不同含盐量条件下豆酱保温发酵过程中氨态氮含量的变化

Fig.2   Effect of salt content on changes in amino nitrogen during
soybean paste fermentation
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图 3 不同温度组合方式下豆酱发酵过程中氨态氮含量的变化

Fig.3   Effect of different stepwise temperature settings on changes in
amino nitrogen during soybean paste fermentation
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图 4 不同温度组合方式下豆酱发酵过程中 pH 值和总酸含量的变化

Fig.4   Effect of different stepwise temperature settings on changes in
pH and total acids during soybean paste fermentation
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2.3.4 阶段控温对酱醅挥发性风味物质含量的影响

用顶空固相微萃取法(HS-SPME)提取传统发酵豆酱

中的风味物质，通过气质联用(GC-MS)结合气相 - 嗅闻

法(GC-O)分析豆酱的风味成分，确定 HEMF、亚油酸

乙酯、苯乙酸乙酯、2 , 3 - 丁二醇、乙酸、苯甲醛、

苯乙醛、2,6- 二甲基吡嗪对豆酱的风味贡献较大[11-13]。

本实验测定了 A、B、C 和 D  4 种温度组合方式变温

发酵结束时这些主要风味化合物的含量，图 5 为总离

子流色谱图，表 3 列出了终产品中主要风味化合物的

含量。其中，A 风味物质的总量最大，尤其是醇类

和酯类含量比 B、C、D 高，这可能是因为 2 0～3 0℃
条件下乳酸菌和酵母菌的生长较好，产酸、醇较多，

而且发酵时间长，有利于酯类风味物质的形成 [ 1 4 - 1 5 ]。

在 C、D 中，乳酸菌和酵母菌在前期 40℃条件下生长

较差，代谢活动弱，发酵能力低，而当后期温度降

至 2 0～3 0℃时，可以进行发酵产酸、产醇，形成了

一些风味物质。
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组合方式 鲜味氨基酸
发酵时间 /d

0 5 10 15 20 25 30 35 40
天冬氨酸 2.11 2.58 3.12 3.61 4.17 4.62 5.01 5.47 5.88

A 谷氨酸 5.45 6.34 7.41 8.57 9.49 10.32 11.11 11.98 12.73
合计 7.56 8.92 10.53 12.18 13.66 14.94 16.12 17.45 18.61

天冬氨酸 2.04 2.6 3.05 3.58 4.12 4.65 5.1 5.62 5.92
B 谷氨酸 5.42 6.3 7.32 8.49 9.4 10.25 11.12 11.89 12.64

合计 7.46 8.9 10.37 12.07 13.52 14.9 16.22 17.51 18.56
天冬氨酸 2.08 3.82 5.67 7.53 9.61 10.32 10.73 11.21 11.39

C 谷氨酸 5.4 6.98 8.74 10.39 11.88 12.25 12.78 13.34 13.89
合计 7.48 10.8 14.41 17.92 21.49 22.57 23.51 24.55 25.28

天冬氨酸 2.1 3.77 5.7 7.61 9.63 10.53 10.86 11.22 11.54
D 谷氨酸 5.43 7.03 8.79 10.44 11.86 12.66 13.34 13.85 14.42

合计 7.53 10.8 14.49 18.05 21.49 23.19 24.2 25.07 25.96

组合方式 鲜味氨基酸
发酵时间 /d

45 50 55 60 65 70 75 80
天冬氨酸含 6.22 7.03 7.9 8.92 9.75 10.66 10.86 11.28

A 谷氨酸 13.41 14.05 14.43 14.77 15.09 15.36 15.81 16.08
合计 19.63 21.08 22.33 23.69 24.84 26.02 26.67 27.36

天冬氨酸 6.31 7.52 8.99 10.81 11.14 11.5
B 谷氨酸 13.3 14.13 14.62 15.37 15.84 16.38

合计 19.61 21.65 23.61 26.18 26.98 27.88
天冬氨酸 11.57 11.69 11.88 12.01

C 谷氨酸 14.26 14.73 15.1 15.32
合计 25.83 26.42 26.98 27.33

天冬氨酸 11.93 12.3
D 谷氨酸 14.73 15.17

合计 26.66 27.47

表 2 豆酱发酵过程中鲜味氨基酸含量的变化

Table 2   Effect of different stepwise temperature settings on changes in tasty amino acid contents during soybean paste fermentation (dry base)
mg/g
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3 讨  论

发酵就是利用微生物所分泌的酶，将酱醅中的原料

分解成所需要的新物质的过程[7]。根据食盐含量的不同，

在酱油的酿造中可以分为固态低盐发酵和高盐发酵，酱醅

含盐量的多少会对发酵周期和产品品质产生较大的影响。

改变酱醅的含盐量，由总酸和氨态氮含量的变化规律可以

得出，当盐含量为 10% 时，一方面可以有效地抑制腐败

菌的生长，不致酸败的发生；另一方面蛋白酶仍然保持

了较高的活力，氨态氮的生成速率较快，可以缩短发酵

周期。因此，将酱醅的含盐量定为 1 0 % 是合适的。

日晒夜露方式发酵的豆酱以其良好的风味深受消费

者的喜爱，发酵过程中不但有昼夜的温度变化，还有季

化合物名称 A B C D
2,6- 二甲基吡嗪 26.8 25.4 26.2 24.6

乙酸 1013.5 680.9 783.1 843.2
苯甲醛 130.6 126.4 154.3 148.9

2,3- 丁二醇 45.2 31.3 22.1 28.6
苯乙醛 178.6 165.3 186.2 182

苯乙酸乙酯 40.2 34.8 28.9 23.1
4- 羟基 -2(5)- 乙基 -5(2)- 甲基 -3(2H)呋喃酮 75.9 43.2 20.1 34.8

亚油酸乙酯 168.1 139.6 86.4 90.3
合计 1678.9 1246.9 1307.3 1375.5

表 3 不同温度组合方式下发酵豆酱中主要挥发性风味物质的含量

Table 3   Contents of key flavor compounds in soybean paste prepared
under different stepwise temperature settings ng/g

节温度的变化，正是这样阶段的变化，恰恰适宜了不同

类微生物的生长和不同酶的最佳反应温度。结合传统的

露晒发酵工艺和前期研究结果，可以采用阶段控温的方

式来控制发酵，人为地模拟天然发酵过程中温度的变

化，促进各类反应的进行，优化控制发酵产品的质量。

设计实验比较了前期采用 20℃发酵，氨态氮含量达

到 1.4% 时分别变为 30℃和 40℃继续发酵，和前期 40℃
发酵，氨态氮含量达到 1.4% 时分别变为 20℃和 30℃继

续发酵等 4 种变温控制发酵方式，研究了 pH 值、总酸

以及鲜味氨基酸含量变化，测定了产品中主要风味物质

的含量。结果表明，采用 20℃→ 30℃发酵 80d 时风味物

质总量为 1678.9ng/g，氨态氮含量为 1.76%；采用 20℃→

40℃发酵 70d 时风味物质总量为 1246.9ng/g，氨态氮含量

为 1.73%；采用 40℃→ 20℃发酵 60d 时风味物质总量为

1307.3ng/g，氨态氮含量为 1.77%；采用 40℃→ 30℃发

酵 50d时风味物质总量为 1375.5ng/g，氨态氮含量为 1.79%；

从缩短发酵周期角度选择 40℃→ 30℃是合适的。

因此，本研究确定酱醅控温发酵的条件是含盐量为

10%，前期 40℃发酵 20d，调节温度至 30℃继续发酵

3 0 d，发酵周期为 5 0 d。
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图 5 不同温度组合方式下发酵豆酱中挥发性风味物质的 MS
总离子流色谱图

Fig.5   Total ion current chromatograms of flavor compounds in
soybean paste prepared under different stepwise temperature settings
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