
梯度升温发酵工艺对不同盐分稀态发酵酱油微生物变化和风味形成的影响

李心智，刘  希，徐新玉，周其洋，吴昌正，童  星，欧仕益

Effect of Gradient Heating Method on the Microbial Changes and Flavor Formation of Liquid-State Soy Sauce Fermented
with Different Salt Concentrations
LI Xinzhi, LIU Xi, XU Xinyu, ZHOU Qiyang, WU Changzheng, TONG Xing, and OU Shiyi

在线阅读 View online: https://doi.org/10.13386/j.issn1002-0306.2023080043

您可能感兴趣的其他文章

Articles you may be interested in

固形物浓度对高盐稀态酱油滋味物质的影响

Effect of solid concentration on the taste of soy sauce with high salt liquid state fermentation

食品工业科技. 2017(08): 133-138   https://doi.org/10.13386/j.issn1002-0306.2017.08.018

不同发酵工艺糙米酵素中游离氨基酸、γ-氨基丁酸及挥发性香气成分分析

Component Analysis of Free Amino Acids,GABA and Volatile Aroma in Brown Rice Enzymes with Different Fermentation Processes

食品工业科技. 2019, 40(23): 36-41   https://doi.org/10.13386/j.issn1002-0306.2019.23.006

以小麦粉为基质的地衣芽孢杆菌与酵母混酵氨基酸代谢特征

Metabolic Characteristics of Amino Acid in Mixed Fermentation of Bacillus and Yeast Using Wheat Flour as Substrate

食品工业科技. 2019, 40(23): 88-92,97   https://doi.org/10.13386/j.issn1002-0306.2019.23.015

气相色谱-嗅闻/质谱联用分析酵母菌发酵酱油中香气物质

Analysis of Aroma Compounds in Yeast-fermented Soy Sauce by GC-O/MS

食品工业科技. 2020, 41(16): 259-265   https://doi.org/10.13386/j.issn1002-0306.2020.16.041

红曲霉菌混合制曲高盐稀态发酵过程挥发性物质的变化

Variation of Volatile Substances in High-salt Dilute Fermentation Process of Monascus Mixed Koji Production

食品工业科技. 2021, 42(13): 51-58   https://doi.org/10.13386/j.issn1002-0306.2020080316

安福火腿游离脂肪酸、风味物质及氨基酸分析

Analysis of Free Fatty Acids, Flavor Substances and Amino Acids in Anfu Ham

食品工业科技. 2021, 42(16): 236-242   https://doi.org/10.13386/j.issn1002-0306.2020090113

关注微信公众号，获得更多资讯信息

http://www.spgykj.com//article/doi/10.13386/j.issn1002-0306.2023080043
http://www.spgykj.com//article/doi/10.13386/j.issn1002-0306.2017.08.018
http://www.spgykj.com//article/doi/10.13386/j.issn1002-0306.2019.23.006
http://www.spgykj.com//article/doi/10.13386/j.issn1002-0306.2019.23.015
http://www.spgykj.com//article/doi/10.13386/j.issn1002-0306.2020.16.041
http://www.spgykj.com//article/doi/10.13386/j.issn1002-0306.2020080316
http://www.spgykj.com//article/doi/10.13386/j.issn1002-0306.2020090113


 

李心智，刘希，徐新玉，等. 梯度升温发酵工艺对不同盐分稀态发酵酱油微生物变化和风味形成的影响 [J]. 食品工业科技，2024，
45（9）：106−114. doi: 10.13386/j.issn1002-0306.2023080043
LI Xinzhi,  LIU Xi,  XU Xinyu, et  al.  Effect  of  Gradient  Heating Method on the Microbial  Changes and Flavor Formation of Liquid-
State Soy Sauce Fermented with Different Salt Concentrations[J]. Science and Technology of Food Industry, 2024, 45(9): 106−114. (in
Chinese with English abstract). doi: 10.13386/j.issn1002-0306.2023080043

 · 研究与探讨 · 

梯度升温发酵工艺对不同盐分稀态发酵酱油
微生物变化和风味形成的影响

李心智1,2，刘　希3，徐新玉4，周其洋3,5，吴昌正4,6，童　星3,5, *，欧仕益1, *

（1.暨南大学食品科学与工程系，广东广州 510632；
2.佛山市海天调味食品股份有限公司，广东佛山 528000；

3.佛山市海天（高明）调味食品有限公司，广东佛山 528511；
4.广东海天创新技术有限公司，广东佛山 528000；

5.广东省调味食品生物发酵先进技术企业重点实验室，广东佛山 528000；
6.广东省酿造微生物育种与发酵工程技术研究中心，广东佛山 528000）

摘　要：本文以 12%和 18%（w/v）两种盐分浓度的稀态发酵酱醪为研究对象，探究梯度升温（15 ℃-20 ℃-25 ℃-
30 ℃）工艺对发酵酱醪微生物计数和风味形成的影响。结果显示：采用梯度升温工艺的低盐分酱醪样品（TC12）
的酵母计数在发酵到期时比恒温（30 ℃）对照组（C12）要高 1.0 log CFU/g左右，这表明酵母在梯度升温工艺中

维持生长代谢时间较长。这或与发酵前期较低的温度限制了酵母过快的繁殖有关。其中，TC12的发酵到期原油的

氨基酸态氮高达 1.14 g/100 g，达到我国规定的特级酿造酱油标准。同时，TC12中的鲜味（19.03 g/L）和甜味氨基

酸（19.32 g/L）含量较高，共占氨基酸总量约 60%，呈现较好的鲜甜滋味。挥发性物质检测数据显示，TC12中的

乙醇、苯乙酸乙酯、棕榈酸乙酯、3-甲硫基丙醛和苯甲醛等含量较高，样品整体呈现“水果甜香和酯香”。另一方

面，高盐组梯度升温样品（TC18）则测得更多的愈创木酚和甲基麦芽酚，呈现“烟熏香和酱香”。感官鉴评数据显

示，低盐分梯度升温发酵样品 TC12相比恒温发酵组 C12具有更高的香气和滋味得分，综合口感更优。综上所

述，梯度升温工艺有利于限制低盐分（12%）发酵酱醪中酵母在前期的过快生长，保持其在发酵后期的活性细胞

计数，使其能持续发酵生成更多风味物质，提升低盐发酵原油的整体风味。

关键词：梯度升温，低盐发酵酱油，酵母，氨基酸态氮，游离氨基酸，挥发性风味物质
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Abstract：In this paper, liquid-state fermented sauce mash with salt concentrations of 12% and 18% (w/v) was used as the
research object,  to explore the effect of gradient heating (15 ℃-20 ℃-25 ℃-30 ℃)  on the microbial counting and flavor
formation  of  fermented  sauce  mash.  The  results  showed that  the  yeast  counts  of  the  low-salt  sauce  mash sample  (TC12)
using the  gradient  heating  method was  about  1.0  log  CFU/g higher  than that  of  the  constant  temperature  (30 ℃)  control
group (C12) at the end of fermentation, which indicated that the yeasts maintained growth and metabolism for a long time
in the gradient heating group. This might be related to the fact that the lower temperature in the early stage of fermentation
limited the rapid propagation of yeasts. Among them, the amino nitrogen of the fermented soy sauce from TC12 was as high
as  1.14 g/100 g,  which met  the  standard of  premium-grade brewed soy sauce in  China.  At  the  same time,  the  content  of
umami (19.03 g/L) and sweet amino acids (19.32 g/L) in TC12 was high, accounting for about 60% of the total amino acids,
presenting a better sweet and savory taste. The volatile compound detection data showed that the content of ethanol, ethyl
phenylacetate,  ethyl  palmitate,  3-(methylthiopropionaldehyde)  and  benzaldehyde  in  TC12  was  relatively  high,  and  the
sample showed an overall sweet-fruity aroma and ester-like aroma. On the other hand, the gradient heating sample of the
high-salt  group  (TC18)  contained  more  guaiacol  and  methyl  maltol,  showing  a  smoky  incense  and  saucy  aroma.  The
sensory evaluation results showed that the low-salt gradient heating fermentation samples TC12 had higher aroma and taste
scores,  as  well  as  better  comprehensive  tastes  than  the  constant  temperature  fermentation  samples  C12.  In  summary,  the
gradient heating method is beneficial to limit the excessive growth of yeast in low-salt (12%) fermented sauce mash in the
early  stage  and  maintaining  a  considerable  cell  count  of  yeast  in  the  late  stage  of  fermentation,  so  that  the  yeast  can
continuously ferment and generate more flavor substances and improve the overall flavor of low-salt fermented soy sauce.

Key words：gradient heating method；low-salt fermented soy sauce；yeast；amino nitrogen；free amino acids；volatile flavor

compounds

酱油是起源于我国的一种传统发酵调味品，具

有浓厚的鲜咸口感和独特的香气，广泛流行于中国、

日韩及其他亚洲地区[1]。在酱油传统酿造工艺中，酱

油制曲和酱醪发酵都是在非无菌的环境中进行的，因

此原生微生物菌落的生长代谢对酱油风味的形成具

有重要影响[2]。酱油作为亚洲消费者日常生活中的

必需调味料，已经被广泛应用于人们日常饮食和烹饪

中。随着健康饮食意识的提高，人们开始注意限制食

物中钠盐的日常摄入。数据显示，在许多亚洲国家和

地区，人们日常摄入的钠盐有 80%来自酱油和酱料

等调味品[3]。因此，开发出风味和品质较好的减盐酱

油和酱料成为调味品行业发展的新趋势，且具有巨大

的市场潜力。

开发减盐酱油的关键技术问题之一为腐败微生

物的防控：因为盐分降低后，发酵酱油中的环境渗透

压随之降低，对有害微生物抑制力度降低；问题之二

为酱油风味调控：盐分降低后，传统嗜盐发酵微生物

的生长代谢受到影响，从而影响了发酵酱油中风味物

质的形成[4]。LIN等[5] 提出减盐酱油的研发的关键

为调控和利用好关键发酵微生物如酵母和乳酸菌的

相互作用，在降低有害微生物污染的同时保证酱油风

味物质的形成。酱醪微生物的生长规律及代谢作用

与体系中的盐分浓度、温度控制关系较大，其中，活

性乳酸菌和酵母之间的拮抗作用对酱油的风味形成

影响较大 [1]。尹文颖等 [6] 探究了不同发酵温度

（25 ℃、35 ℃、自然温度）对高盐稀态酱油原油品质

的影响，发现在 25 ℃ 下发酵 60 d获得的原油品质

和风味最好，这款原油的总氮、氨基酸态氮、还原糖

等理化指标均为最高。于茜雅等 [7] 探究 37、 30、
15 ℃ 和自然温度对高盐稀态发酵原油的品质的影

响，发现在 30 ℃ 的温度下发酵的原油中检测到的醇

类、酯类及酚类挥发性化合物的相对含量最丰富，且

该组的感官评分最高，综合品质最佳。HOANG等[8]

发现，在酱醪发酵的第一个月，把温度控制在 15 ℃，

后期再逐步升温至 30 ℃ 的工艺有利于调控前期乳

酸菌和酵母的生长，从而影响整体酱油风味形成，并

获得品质更优的发酵原油。

然而，目前国内外有关温度对发酵酱油风味影

响的研究多采用同一温度的恒温发酵工艺，关于梯度

升温发酵工艺的研究少有报道。因此，本文对两种盐

分浓度—高盐分（18%，w/v）和低盐分（12%，w/v）的
酱醪进行梯度控温发酵，并通过测定酱醪在发酵过程

中的微生物计数、理化指标的变化，以及发酵到期原

油中游离氨基酸、挥发性风味物质的形成，探究梯度

升温工艺对不同盐分下稀态发酵酱油风味形成的影

响，为开发出一种高品质的低盐发酵酱油提供理论

指导。 

1　材料与方法 

1.1　材料与仪器

曲料和盐水　佛山市海天（高明）调味食品股份

有限公司；PCA、PDA、MRS培养基　广东环凯生物

公司；纳他霉素、氯霉素、游离氨基酸标准样　美国
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Sigma-Aldrich公司；高浓度甲醛、氢氧化钠溶液等

测定试剂　天津市大茂化学试剂厂。

YXQ-70A型立式压力蒸汽灭菌器　上海东亚

压力容器制造有限公司；DL-CJ-2NDI单面普及型洁

净工作台　北京东联哈尔仪器制造有限公司；JC-
100-SE型恒温培养箱　青岛精诚仪器仪表有限公

司；PHscan40 笔形 pH 计　上海般特仪器制造有限

公司；905 自动电位滴定仪　瑞士万通中国有限公

司；1290 infinity ll高压液相-质谱联用仪、7890B-
5977B气相色谱-质谱联用仪　美国安捷伦公司；

LA8080高速氨基酸分析仪　日本株式会社日立高

新技术科学公司。 

1.2　实验方法 

1.2.1   酱醪制备与发酵　通过计算调整成曲和盐水

的混合比例，落黄后获得高盐分酱醪和低盐分酱醪的

含盐量分别为 18%和 12%（w/v）。酱醪样品以落黄

日开始记为 0 d，这个发酵周期为 60 d。样品在 2 L
的小型发酵罐中进行静态发酵。梯度升温组的升温

调控分为四个阶段：（a）0~5 d发酵温度为 15 ℃；（b）
5~15 d发酵温度为 20 ℃；（c）15~30 d发酵温度为

25 ℃；（d）30~60 d发酵温度为 30 ℃。其中梯度升

温实验组根据盐分浓度标记为 TC12（盐分浓度为

12%）和 TC18（盐分浓度为 18%），对应的恒温发酵

对照组则持续在 30 ℃（本项目所在地区进行自然酱

油发酵时的实际平均温度）条件下发酵至到期，样品

标记为 C12和 C18。发酵过程中定期（约每 5 d）对
发酵样品进行通气搅拌，并于第 0、5、15、30、45和

60 d进行酱醪取样约 50 g，随即进行微生物计数和

用手持式 pH计对酱醪进行 pH测定；剩余样品冻存

留作后续理化分析。 

1.2.2   微生物菌落计数　参考 HOANG等[8] 微生物

菌落计数的方法并进行适当调整，将取得的酱醪样品

先用灭菌的 0.85%盐水进行梯度稀释至适宜浓度，

取 1.0 mL稀释液于平板内，倒入 PCA培养基（添加

5%氯化钠），置于 30 ℃ 培养箱培养约 48 h，记录总

菌落数；取 0.1 mL 稀释液涂布于 PDA培养基（添加

5%氯化钠和 0.1 g/L氯霉素），置于 30 ℃ 培养箱静

置培养 48~72 h，记录总酵母计数；取 1.0 mL稀释液

于平板内，倒入MRS培养基（添加 5%氯化钠 0.5 g/L
纳他霉素），置于 37 ℃ 培养箱培养 24~36 h，记录总

乳酸菌计数。 

1.2.3   理化指标的测定　各个发酵阶段取样的酱醪

样品压榨过滤后获得酱醪清液。还原糖的测定参照

GB 5009.7-2016《食品中还原糖的测定》的直接滴定

法[9]；氨基酸态氮的测定使用 GB 5009.235-2016《食
品中氨基酸态氮的测定》的甲醛滴定法[10]。游离氨

基酸的含量测定根据 GB/T 30987-2020《植物中游离

氨基酸的测定》的方法进行[11]。 

1.2.4   挥发性风味物质测定　参考阮志强等[12] 测定

酱油挥发性风味物质的方法并作一定优化后对样品

中的挥发性物质进行处理和进样测定。每个样品测

定三次平行并根据 NIST 17.0数据库和内标物进行

半定量分析。

样品处理：吸取 5.0 mL原油和 25 μL浓度为

3.30 μg/mL的 2-辛醇溶液（内标物）于 20 mL顶空瓶

中，在孵化器中于 40 ℃ 平衡 15 min，并在 40 ℃ 下

用 CAR/PDMS固相微萃取头顶空萃取 30 min。萃

取完成后在进样口于 250 ℃ 中解析 1 min，完成进

样。GC条件：HP-INNOWax毛细色谱柱（60  m×
250 µm×0.25 µm）；进样口温度为 250 ℃，程序升温

条件为 40 ℃ 保持 5 min，后以 5℃/min升温至 240 ℃，

保持 15 min。载气为氦气，流速为 1.2 mL/min。MS
条件：EI 离子源，离子源温度为 250 ℃，电子能量为

70 eV，四级杆和传输线温度分别为 200 ℃ 和 220 ℃，

质量扫描范围为 35~500 amu。 

1.2.5   感官评定　参考苏国万等[13] 使用的酱油感官

评价方法及标准（表 1）进行。本实验邀请了 22位某

调味品公司具有两年以上酱油鉴评丰富经验的鉴评

员（11位男性和 11位女性，年龄分布在 20~40岁之

间）对梯度升温发酵样品和恒温发酵样品进行感官评

价，并记录其在各项评定标准上的得分，汇总处理。 

1.3　数据处理

本实验重复三次以上，数据使用 SPSS Statistics
29.0进行分析，实验结果以平均值±标准差（SD）表

示，并进行单因素方差分析（P<0.05）；采用 Graph
Pad Prism 8.0.1软件对实验数据作图。 

2　结果与分析 

2.1　不同盐分酱醪在不同发酵温度过程中微生物菌落

计数变化

酱油的发酵主要依赖多种耐盐微生物的协同作

用，微生物菌群在酱油发酵过程中会随着营养物质的
 

表 1    发酵原油感官鉴评评分指导

Table 1    Scoring guidance for the sensory evaluation of fermented soy sauce

酱油感官鉴评标准 4分 3分 2分 1分

色泽 色泽鲜艳，呈深红色，具有光泽 红褐色或红棕色，有光泽 深褐色，色泽较暗，无光泽 棕褐色，色泽黑暗，无光泽

香气 具有酱香特有的浓郁香气，
无不良风味

具有酱香较浓的芳香味，
无不良异味 酱香味稍平淡，无不良气味 酱香味很淡，基本无不良气味

滋味 味道鲜美适口，醇厚，柔和绵长，
咸味适度 整体味鲜美适口，咸味适度 鲜味较淡，醇味薄，咸味适度 鲜味非常淡，醇味薄，咸味适度

体态 澄清，无漂浮物，无杂质 较澄清，基本无杂质 有少量悬浮物和杂质 悬浮物和杂质较多

综合喜好度 十分喜欢 喜欢 不太喜欢 不喜欢
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消耗、环境的改变和微生物间的相互作用而呈现出

动态变化[14]。图 1汇总了恒温和梯度升温发酵样品

过程中两种盐分浓度中的总菌落数、总酵母数和总

乳酸菌数的变化过程。

其中，如图 1（A）、（B）所示，不同温度和盐分的

发酵样品均呈现总菌落数随着发酵时间延长而逐渐

降低的趋势，由落黄时的 6.5 log CFU/g稍升高后逐

渐下降。梯度升温的 TC12样品总菌落数在发酵至

60 d时仍维持在 4.5 log CFU/g水平，表明在低盐分

酱醪中，发酵前期较低的温度或有利于保留微生物在

发酵后期的活性，防止其在后期因营养不足或环境 pH

大幅降低而大量死亡的情况[15]。而在高盐分酱醪中，

梯度升温工艺对总微生物的生长繁殖影响并不明显，

表现为 C18和 TC18的总菌落变化无显著差异。

在传统高盐稀态酱油的酱醪发酵的体系中，酵

母主要随着曲料自然带入，对酱油风味的形成至关重

要[16]。如图 1（C~F）所示，在发酵前期，乳酸菌对原

料中的蛋白质和糖类进行分解代谢的活动较为活跃，

而酵母的增殖主要处于被抑制或较缓慢状态。当体

系中有机酸逐渐积累导致酱醪环境的酸度逐渐增强

后，酵母菌的增殖代谢则有一定提升[17]。到后期，由

于体系营养中的成分的消耗和某些有害细胞代谢物

的积累，酵母和其他微生物的生长则再次受到抑

制[18]。在本研究中，平板计数获得的总酵母数量随着

酱醪发酵进程的进行，基本呈现先增殖后下降的规

律，基本符合文献报道的酱油酵母的生长规律。梯度

升温发酵样品 TC12比恒温发酵样品检测到酵母数

在发酵后期多 1.0 log CFU/g左右，或因梯度升温工

艺有效地控制酵母在前期的快速生长繁殖，后期有较

多酵母菌仍保有较高活性[8]。

在本研究的酱醪发酵过程中，乳酸菌一直是其

中的优势群体，尤其是在发酵前期，总乳酸菌计数高

达 6.0 log CFU/g 以上。在高盐酱油发酵中，常见的

乳酸菌如噬盐四联球菌等在发酵前期生长代谢十分

活跃，参与原料的蛋白质和糖类的分解，同时通过自

身代谢途径降解氨基酸，生成相应的风味有机酸和香
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图 1    盐分浓度为 12%和 18%的酱醪在不同控温发酵过程中微生物变化

Fig.1    Microbial changes of sauce mash with salt concentrations of 12% and 18% during different temperature-controlled fermentation
注： 同一样品中的不同小写字母表示在 0.05 水平不同发酵时间的样品之间差异显著。
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气物质等[19]。在酱醪发酵后期，由于营养物质的消

耗、环境酸度的增加和细胞代谢物的积累，体系中的

乳酸菌的生长逐渐受到抑制[20]。在本实验中，乳酸菌

的计数最终降至约 2.5~3.5 log CFU/g水平。在本研

究中，梯度升温和恒温发酵酱醪的乳酸菌计数变化规

律较为相似，或因梯度升温工艺对酱醪发酵乳酸菌的

生长代谢的影响并不显著。 

2.2　不同盐分酱醪在不同发酵温度过程中理化指标的

变化

不同盐分酱醪在恒温和梯度升温工艺下，样品

的 pH、还原糖和氨基酸态氮的变化如图 2所示。可

见，酱醪在落黄时的 pH大致为 5.8，并随着发酵的推

进而逐渐下降。高盐分组的 pH在发酵结束时下降

至 5.0左右，而低盐分组的 pH则大幅下降至约 4.5。
整体来讲，梯度升温发酵的样品 pH下降速率较恒温

发酵样品低，表明在发酵前期的低温调控或有效地抑

制了部分产酸微生物的增殖，防止低盐体系中的环境

变酸过快。

四组样品的还原糖含量均出现稍升高后下降的

情况。在低盐分组中，恒温发酵的 C12样品还原糖

含量由初始的 4.0 g/100 g左右到第 5 d先升高至

4.5 g/100 g，然后下降至发酵结束时约 1.3 g/100 g水

平；梯度升温发酵的 TC12的还原糖含量则在第

15 d升高至峰值约 5.1 g/100 g，然后下降至发酵结

束时的 1.5 g/100  g水平。在高盐分组中，C18和

TC18样品的还原糖含量分别在第 5 d内升高至 4.2

和 4.4 g/100 g 左右，后逐渐下降至发酵结束时的约

1.6 g/100 g。还原糖含量在发酵过程中是一个不断

生成和被消耗的动态过程[21]。还原糖含量在发酵初

期的短暂升高可能是由于曲料中的淀粉酶在发酵前

期依然具有较高活性，将原料中的淀粉降解成葡萄糖

等，导致测定的还原糖含量升高[22]。同时，微生物在

发酵前期也在逐渐开始消耗还原糖，但由于发酵前期

还原糖的生成速率比消耗速率更高，于是出现了还原

糖含量短暂升高的情况[21]。因为高浓度盐分对米曲

霉的酶活具有一定的抑制作用，因此出现低盐分组样
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图 2    盐分浓度为 12%和 18%的酱醪在不同控温发酵过程中各项理化指标的变化

Fig.2    Changes of physicochemical index of sauce mash with salt concentrations of 12% and 18%
during different temperature-controlled fermentation
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品在前期的还原糖生成率比高盐分组更高的情况[1]。

氨基酸态氮的含量是评价发酵酱油质量高低的

重要指标之一[23]。我国酿造酱油标准规定，酱油中氨

基酸态氮指标≥0.8 g/100 mL（对应为≥1.0 g/100 g）
可评价为特级酱油[24]。如图 2（E）、（F）所示，发酵至

60 d时，低盐分发酵样品 C12、TC12和高盐分发酵

样品 C18、TC18的氨基酸态氮含量分别为 1.06、
1.14 g/100 g和 1.07、1.10 g/100 g，均达到特级酱油

的等级。氨基酸态氮的升高主要由米曲霉中的酶系

对原料中的蛋白质、多肽等进行水解的结果；而另一

方面，微生物代谢和体系中的美拉德反应也会消耗掉

一部分氨基酸态氮，导致其含量下降[22]。在低盐分组

中，恒温和梯度升温样品的氨基酸态氮的含量呈均匀

上升趋势，两者在氨氮的生成速率方面并无显著差

异。在高盐分组中，梯度升温组 TC18中的氨基酸态

氮在 30 d前生成速率低于恒温组 C18，但在 30 d后

则开始快速生成甚至速率超过恒温样品。这个现象

和 KUANG等[25] 在他们的研究中提及的情况相似，

推测为在高盐分的条件下，米曲霉的酶活受到一定抑

制，而生成氨基氮的微生物在恒温条件下发酵初期生

长良好；而到后期，营养的缺乏或是造成恒温发酵组

氨基酸态氮生成速率降低的原因。 

2.3　不同盐分酱醪发酵到期样品中的游离氨基酸含量

恒温和梯度升温发酵到期样品（60 d）和未发酵

酱醪（0 d）的游离氨基酸对比情况汇总于表 2。如

表 2所示，经过 60 d发酵后的四个样品的氨基酸含

量都较未发酵样品显著增高（P<0.05），其中，梯度升

温发酵的 TC12和 TC18样品的氨基酸总量比未发

酵样品高出 2倍以上。其中，TC18的总鲜味氨基酸含

量最高，达 20.07 g/L，占该样品总游离氨基酸比例约

32.4%；而 TC12的总甜味氨基酸最高，为 19.32 g/L，

约占 29.7%。可见发酵前期的低温调控能有效地保

留了部分水解力较强的微生物在发酵后期的活性，能

在发酵后期更充分地生成有利风味的物质[8]。不同

盐分的恒温发酵样品（C12和 C18）在 60 d时的各个

类别氨基酸含量占总游离氨基酸的比例并无显著差

异（其中鲜味、甜味和苦味氨基酸占比分别为 31%、

27%和 42%左右），推测可能因为酱醪中营养物质

有限，在足够长的发酵时间内，不同盐分浓度下的微

生物基本都能水解原料生成相似含量的氨基酸[26]。

游离氨基酸在酱油原油中贡献了鲜、甜、酸等味

觉感受，是酱油独特滋味的重要呈现物质之一[1]。可

见，梯度升温发酵的 TC12和 TC18在鲜甜这些让人

愉悦口感的呈现上或有一定优势。另一方面，游离氨

基酸也是后期原油维温热处理中发生美拉德反应的

重要前提物之一，对最终酱油的风味形成至关重

要[27]。例如，含硫氨基酸半胱氨酸（Cys）和甲硫氨酸

（Met），虽然在单体水溶液中呈现苦味，但能在美拉

德反应中和还原糖（特别是戊糖类）反应生成各类含

硫的“酱香、烧烤和鲜咸香气”的挥发性物质，如 2-糠
 

表 2    盐分浓度为 12%和 18%的酱醪在不同控温发酵后游离氨基酸的含量（g/L）
Table 2    Free amino acid contents of sauce mash with salt concentrations of 12% and 18% after

different temperature-controlled fermentation (g/L)

氨基酸分类 未发酵对照
低盐分组（60 d） 高盐分组（60 d）

C12 TC12 C18 TC18

鲜味 Asp 1.78±0.12e 6.50±0.15c 5.56±0.23d 7.09±0.07b 7.43±0.12a

鲜味 Glu 4.25±0.21e 9.97±0.19d 13.48±0.31a 10.57±0.31c 12.63±0.25b

小计 6.03±0.33e 16.47±0.34d 19.03±0.54b 17.66±0.38c 20.07±0.36a

甜味 Thr 1.03±0.04e 2.52±0.05d 3.20±0.10a 2.85±0.13c 3.10±0.12b

甜味 Ser 1.46±0.04e 3.40±0.05d 4.20±0.10a 3.66±0.09c 3.88±0.13b

甜味 Gly 1.62±0.07e 2.42±0.04d 2.99±0.06a 2.62±0.07c 2.82±0.08b

甜味 Ala 2.35±0.04d 3.26±0.05c 5.49±0.11a 3.36±0.15c 3.52±0.07b

甜味 Pro 1.97±0.18d 2.57±0.11c 3.44±0.18a 2.49±0.48c 2.99±0.26b

小计 8.43±0.37e 14.16±0.30d 19.32±0.56a 14.97±0.93c 16.28±0.66b

苦味 Cys 0.61±0.00b 0.66±0.01a 0.56±0.05c 0.49±0.02e 0.53±0.03d

苦味 Val 2.50±0.04d 3.56±0.05c 4.26±0.29a 3.78±0.11b 3.88±0.10b

苦味 Met 0.74±0.00e 0.80±0.01d 1.13±0.17a 1.01±0.02c 1.07±0.03b

苦味 Ile 1.62±0.07d 3.28±0.06c 3.91±0.34a 3.79±0.11b 3.90±0.11a

苦味 Leu 2.52±0.11e 4.94±0.08d 5.89±0.41b 5.70±0.11c 6.08±0.16a

苦味 Tyr 0.77±0.04a 0.60±0.01b 0.45±0.11c 0.29±0.01d 0.26±0.02e

苦味 Phe 2.32±0.04c 3.10±0.04b 3.74±0.03a 3.13±0.05b 3.76±0.32a

苦味 Lys 2.48±0.03d 4.01±0.06c 4.78±0.03a 4.34±0.12b 4.42±0.10b

苦味 His 1.20±0.02d 1.27±0.03c 1.87±0.01a 1.63±0.04b 1.65±0.04b

苦味 Arg 1.10±0.03a 0.14±0.01c 0.16±0.00b 0.10±0.01d 0.13±0.01c

小计 15.86±0.39e 22.37±0.36d 26.76±1.44a 24.25±0.60c 25.69±0.93b

总计 30.32±1.09e 53.00±0.99d 65.10±2.54a 56.88±1.91c 62.04±1.95b

注： 同行不同小写字母表示在 0.05 水平不同样品之间差异显著。
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硫醇（2-furfurylthiol）、5-甲基噻吩-2-甲醛（5-methyl-
2-thiophenecarboxaldehyde）和甲硫基丙醛（3-（meth-
ylthio） propionaldehydel）等，对酱油成品的整体特征

风味的构成十分重要[28]。梯度升温发酵的 TC12和

TC18中较多的 Cys 和 Met含量或有利于原油后期

热处理阶段的“酱香、焦香”等风味的进一步生成，对

酱油产品的风味品质具有较强的提升作用。 

2.4　不同盐分酱醪发酵到期样品中的挥发性风味物质

含量

表 3呈现了在恒温与梯度升温发酵工艺下不同

盐分浓度发酵到期原油的挥发性成分的含量。显然，

发酵后的酱醪中总挥发性风味物质含量均显著提升，

原油风味明显增强。作为酵母最重要的代谢产物之

一，挥发性乙醇的含量在发酵后整体增加 2~3倍。

低盐分组中梯度升温的 TC12样品中乙醇含量最高，

达到 491.69 μg/L左右；C12样品中乙醇含量约为

403.71 μg/L。高盐分组的乙醇含量相对较少，均为

330 μg/L左右。可见，低盐分的稀态酱醪发酵体系

中的较低渗透压对体系中的微生物特别是酵母的生

长代谢有利，不仅有利于进一步提升原油的“酒香和

酱香”，还对低盐分原油的腐败菌防控有一定的帮

助[18]。与乙醇的形成相似的是，低盐分发酵原油中酯

类含量比高盐分原油要更高，如苯乙酸乙酯和棕榈酸

乙酯，在 TC12组中含量分别约为 6.15和 74.84 μg/
L，而在对应的高盐分组 TC18中含量约为 1.89 和
51.93 μg/L。“花香、果香型和奶香”型的酯类的生成

为酵母的代谢的特征性挥发性成分之一，再次验证了

本研究中低盐分发酵样品的酵母生长代谢对风味形

成的优势[29]。3-甲硫基丙醛（10.22 μg/L）和苯甲醛

（19.49 μg/L）等与“烧烤、焦香”有关的挥发性化合物

同样在低盐分组（TC12）中含量也较高，其中，3-甲硫

基丙醛和苯甲醛等的增多推测均为酵母或乳酸菌对

苯丙氨酸等相关氨基酸通过 Ehrlich路径的代谢

的产物，是构成酱油香气的重要挥发性物质之

一[19−20,22]。然而，与酱油的“烟熏、酱香”有关的酚类

物质如愈创木酚和甲基麦芽酚等，在高盐分组含量

更多（在 TC18中含量分别约为 2.47和 7.96 μg/L）。
这或和其中嗜盐微生物如鲁氏接合酵母、噬盐四联

球菌等在高盐分体系中占据主导发酵地位有关[1,14]。

LIU等[22] 曾在高盐稀态酱醪发酵初期接入鲁氏接合

酵母，发现发酵到期的原油中愈创木酚含量显著增

高，酱油的风味明显提升。本研究中其他常见的挥发

性化合物如苯乙醛、苯乙醇、异戊醛和 2-甲基丁醛

等，在不同盐分条件下生成的含量无显著差异。可见，

降低酱醪发酵环境中的盐分浓度或能导致发酵到期

原油的风味从原来的更具“焦香、烟熏和酱香”的风

味型转变为偏“花香、蜜香和酯香”更浓郁的风味型。 

2.5　感官鉴评

本研究根据不同发酵工艺获得的四款发酵原油

在经过短时间热处理灭菌后，共邀请 22名对酱油产

品感官鉴评有丰富经验的从业者，采取评分法对样品

进行感官鉴评。其中酱油原油的评分标准参考表 1
所示指导表进行[13]。本次评分鉴评结果汇总于图 3。
结果显示，在高盐分发酵条件下，梯度升温发酵（TC18）
和恒温发酵组（C18）样品在色泽、香气、滋味、体态

及综合喜爱度的得分都十分接近，其中香气的得分最

高约为 3.6，而滋味的得分最低只有 2.45水平。表明

高盐分发酵原油在“酱香”的生成方面较好，而滋味

方面或由于样品过咸、口感偏苦涩而抑制了其鲜甜

醇厚味的呈现，导致评分降低[30]。另一方面，梯度升

温发酵的样品 TC12样品的滋味、香气、色泽和综合

喜好得分均高于恒温发酵样品。其中，TC12中更高

的色泽评分或由于发酵过程中微生物并未过度消耗

还原糖，使得部分还原糖能参与到后期热反应的美拉

德反应中，形成更深的酱油色[31]。TC12中更好的香

气和滋味得分或得益于梯度升温发酵工艺下，酵母和

乳酸菌等功能性微生物在后期仍保有较高活性，继而

持续生成和积累更多的香气和滋味物质，形成更好的

原油风味[8]。综上，梯度升温发酵工艺有效地改善了

低盐分发酵原油的风味不足的问题。 

 

表 3    盐分浓度为 12%和 18%的酱醪在不同控温发酵后挥发性化合物的含量（μg/L）
Table 3    Contents of volatile compounds in sauce mash with salt concentrations of 12% and 18% after

different temperature-controlled fermentation (μg/L)

挥发性化合物 气味描述[22] 未发酵对照
低盐分组（60 d） 高盐分组（60 d）

C12 TC12 C18 TC18

乙醇 酒精香 159.17±5.41 403.71±13.1 491.69±13.51 326.43±11.29 331.69±10.61
苯乙醛 花香、蜜香 5.67±1.44 30.81±0.93 28.98±0.18 26.46±0.85 30.41±1.92
苯乙醇 甜香 0.63±0.08 20.76±0.25 22.12±0.16 20.76±1.34 21.23±3.66

苯乙酸乙酯 花香、蜜糖香 1.37±0.17 5.95±0.54 6.15±0.42 2.09±0.49 1.89±0.22
棕榈酸乙酯 奶油香气 20.98±3.10 75.8±9.53 74.84±1.57 54.81±3.58 51.93±5.16

异戊醛 水果甜香 11.5±2.54 10.04±0.38 9.62±0.88 10.32±0.84 9.48±6.97
2-甲基丁醛 麦芽香 6.02±1.73 4.99±0.43 5.37±0.46 5.41±0.62 5.28±0.42
3-甲硫基丙醛 烤土豆香 4.26±0.57 10.22±1.68 9.13±0.09 5.76±0.46 6.33±0.30

苯甲醛 焦糖香 7.18±0.70 19.49±1.52 18.03±0.89 15.08±0.36 15.45±2.20
愈创木酚 烟熏、香料 0.98±0.31 1.54±0.02 1.74±0.09 1.95±0.08 2.47±0.27

甲基麦芽酚 水果型芳香 2.91±0.52 3.27±0.73 3.11±0.86 5.99±1.68 7.96±2.64
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3　结论
本研究结果表明，采用梯度升温工艺的低盐分

酱醪样品（TC12）的酵母计数在发酵到期时比恒温对

照组（C12）要高 1.0 log CFU/g左右，且该组发酵原

油中检测氨基酸态氮高达 1.14 g/100 g，酱油品质较

高；其中，TC12中的鲜味（19.03 g/L）和甜味氨基酸

（19.32 g/L）含量较高，呈现较好的鲜甜滋味。挥发性

物质检测同样指出 TC12中的乙醇、苯乙酸乙酯、棕

榈酸乙酯、3-甲硫基丙醛和苯甲醛等含量较高，其中

TC12中的苯乙酸乙酯和棕榈酸乙酯含量较 TC18组

高出 1.5~3倍，整体呈现强烈的“水果甜香和酯香”。

但该低盐升温发酵工艺产出的原油与传统高盐稀态

发酵酱油中的“焦香、酱香”型风味特征仍有一定差

距。因此，在将来的研究中，可考虑在梯度升温工艺

的基础上，向低盐酱醪中添加部分耐盐酵母（如鲁氏

接合酵母等）和耐盐乳酸菌（如噬盐四联球菌等），增

加低盐酱醪中呈“焦香、酱香”等挥发性风味物质的

形成，进一步缩小低盐发酵原油与传统高盐发酵原油

的风味差距。
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concentrations of 12% and 18%
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