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摘要：以黄豆为原料，通过纯种米曲霉ＡＳ３．０４２制曲，以氨基

酸态氮含量为考察指标，采用响应面分析法优化黄豆酱的后

发酵工艺条件。结果表明：黄豆酱后发酵期为４０ｄ的最适保

持温度为４０．２８℃，添加盐水的最佳浓度为９．６６％（质量百

分数），该浓度盐水的最适添加量为７４．７０％（体积百分数）。

采用该工艺条件发酵的黄豆酱，其氨基酸态氮含量为

０．８３７６ｇ／ｋｇ，与理论值（０．８４１ｇ／ｋｇ）接近。该工艺可运用

于实际生产。
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　　自然发酵是自制黄豆酱最常见的发酵方式，在工厂与实

验室中多采用人工接种不同菌种的方式来获得不同口感的

产品［１，２］。最常见的制曲菌种为纯种米曲霉，其优势在于蛋

白酶活力强［３］。经过制曲阶段菌种分解大豆产生蛋白质、糖

类等有机物，在加入盐水的制酱过程中，这些有机物会在酵

母菌及乳酸菌等的作用下进行分解产生醇、醛、酸、酚、酯类

物质。其中氨基酸态氮含量［４］常作为评判酱品质的指标。

笔者［５］前期曾分别用米曲霉、高大毛霉、根霉、黑曲霉等菌种

制曲制酱，发现米曲霉制曲酱的效果最好，其游离氨基酸含

量为１７４．１７ｍｇ／ｇ（干基），挥发性物质种类多于其他３种酱，

对香味有贡献的物质含量也最多，在香味和营养价值方面最

理想。吴兰芳等［６］曾对曲霉型豆豉制取工艺进行优化，但目

前尚未有关于用响应面法优化纯种米曲霉 ＡＳ３．０４２制曲黄

豆酱后发酵条件的研究。

　　本研究选取纯种米曲霉ＡＳ３．０４２制曲发酵黄豆酱，在单

因素试验的基础上以氨基酸态氮含量为考察指标，采用响应

面分析法优化后发酵温度、盐水添加量、盐水浓度，旨在提高

原料转化率，降低生产成本，为黄豆的综合利用和开发提供

依据。研究［５］表明，黄豆酱在后发酵进行４０ｄ左右时氨基酸

态氮含量开始趋于稳定，因此本研究选取后发酵４０ｄ的酱

测定其氨基酸态氮含量。

１　材料与方法

１．１　材料与仪器

１．１．１　材料与试剂

　　黄豆：市售；

　　米曲霉（犃狊狆犲狉犵犻犾犾狌狊狅狉狔狕犪犲）３．０４２：湖南农业大学食品

科技学院教研室提供。
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１．１．２　主要仪器设备

　　电子分析天平：ＢＴ１２５Ｄ 型，广州深华生物技术有限

公司；

　　ｐＨ计：ＰＨＳ３Ｅ型，上海雷磁仪器厂；

　　电热恒温培养箱：ＤＮＰ９０５２Ｅ型，广州沪瑞明仪器有限

公司。

１．２　方法

１．２．１　黄豆酱制作工艺流程

　　大豆除杂→清洗３遍→浸泡（１０ｈ）→沥干蒸煮→接种

制曲→成曲→加盐水拌匀→入坛发酵→后期成熟→成品
［５］

１．２．２　氨基酸态氮含量测定　称取后发酵期为４０ｄ的黄豆

酱５ｇ研磨均匀后，采用甲醛法
［７］测定其氨基酸态氮含量，

每个样品做３次平行。

１．２．３　单因素试验设计　本试验选取氨基酸态氮作为评价

指标，分别考察后发酵温度、添加盐水浓度、盐水添加量。

１２１℃蒸煮２５ｍｉｎ，待大豆冷却到４０℃时加入纯种米曲霉

ＡＳ３．０４２，接种量为１％，于一定温度下培养４８ｈ，即得曲坯。

　　（１）后发酵温度对黄豆酱氨基酸态氮含量的影响：向曲

坯中加入浓度为１０％体积为曲坯７０％的盐水，拌匀，放入陶

瓷坛子中于３０，３５，４０，４５，５０℃保温后发酵。

　　（２）盐水浓度对黄豆酱氨基酸态氮含量的影响：向曲坯

中加入浓度为６％，８％，１０％，１２％，１４％（质量百分数）体积

为曲坯７０％的盐水，拌匀，放入陶瓷坛子中于４０ ℃保温

后发酵。

　　（３）盐水添加量对黄豆酱氨基酸态氮含量的影响：向曲

坯中加入浓度为１０％体积为曲坯４０％，６０％，８０％，１００％，

１２０％（体积百分数）的盐水，拌匀，放入陶瓷坛子中于４０℃

保温后发酵。

１．２．４　响应面优化试验方案　取后发酵期为４０ｄ的黄豆酱

采用响应面法进行试验数据处理，选用ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ模型对

影响黄豆酱氨基酸态氮含量的因素进行响应面设计［８］，以氨

基酸态氮含量为响应值进行黄豆酱后发酵条件（温度、盐水

浓度、盐水添加量）的优化，以得到氨基酸态氮含量更高的黄

豆酱。

２　结果与分析
２．１　后发酵温度对氨基酸态氮含量的影响

　　由图１可知，后发酵温度很大程度上影响了酱品氨基酸
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图１　后发酵温度对氨基酸态氮含量的影响
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态氮含量，氨基酸态氮含量随着温度的增加先增加后降低，

当温度超过４０℃时，氨基酸态氮含量逐渐下降，所以选择

４０℃为最适宜后发酵温度。高温可以促进蛋白酶作用，缩

短蛋白酶水解的时间，但所得产品的风味不浓厚，且色泽偏

深；低温有利于产品风味浓厚，但所需时间较长［９］。根据

ＳＡＳ８．２数据分析软件处理可知，温度对氨基酸态氮含量影

响显著（Ｐ＜０．０５）。

２．２　盐水浓度对氨基酸态氮含量的影响

　　由图２可知，盐水浓度对黄豆酱氨基酸态氮含量的影响

较大，氨基酸态氮含量随着盐水浓度增加先增加后降低，当

浓度超过１０％（质量百分数）后，氨基酸态氮含量逐渐下降，

所以选择１０％（质量百分数）为最适宜添加盐水浓度。不仅

可以抑制酸败细菌的生长还可以保持蛋白酶有较高的活

性［１０］。根据ＳＡＳ８．２数据分析软件处理可知，添加盐水浓

度为１０％（质量百分数）时对氨基酸态氮含量影响显著（Ｐ＜

０．０５）。
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图２　盐水浓度对氨基酸态氮含量的影响
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２．３　盐水添加量对氨基酸态氮含量的影响

　　由图３可知，盐水添加量对氨基酸态氮含量的影响较

大。黄豆酱中氨基酸态氮含量随着盐水添加量增加先增加

后降低，但是当添加量超过８０％（体积百分数）后，氨基酸态

氮含量逐渐下降，所以选择８０％（体积百分数）为最适宜盐水
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图３　盐水添加量对氨基酸态氮含量的影响
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添加量。水分太少会抑制酶活性，影响蛋白质和淀粉等成分

的水解，反之水分太多又会降低蛋白酶反应速率，使得产品

氨基酸态氮含量不高，导致风味不足［１１］。根据ＳＡＳ８．２数

据分析软件处理可知，盐水添加量为８０％（体积百分数）时对

氨基酸态氮含量影响显著（Ｐ＜０．０５）。

２．４　响应面试验结果与分析

２．４．１　ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ响应面设计及结果　综合单因数试验

结果，选后发酵温度、盐水浓度、盐水添加量３个因素，用Ｄｅ

ｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ８．０．６软件按照ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ原理进行３因素３

水平响应面设计。试验设计见表１，试验方案及结果见表２。

２．４．２　回归方程的建立与检验　通过对试验数据分析，建

立氨基酸态氮含量对后发酵温度、盐水浓度、盐水添加量的

二次多项回归方程见式（１）：

　　犢＝０．８３０＋６．２５０×１０
－３犃－０．０２７犅－０．０２１犆－

７．５００×１０－３犃犅－５．０００×１０－３犃犆＋２．５００×１０－３犅犆－

０．０８１犃２－０．０５３犅２－０．０６６犆２ （１）

　　由表３可知，该模型Ｐ＜０．０００１，表明二次回归方程模

型极显著，模型的相关系数犚２＝０．９９７３，校正决定系数

犚２Ａｄｊ＝０．９９３８，失拟项Ｐ＝０．２４５１＞０．０５，失拟向不显著，故

对后发酵条件的研究可以采用该模型。

表１　ＢＢＤ试验设计因素水平表

Ｔａｂｌｅ１　ＩｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｖａｒｉａｂｌｅｓｔｈｅｉｒｌｅｖｅｌｓｕｓｅｄｆｏｒＢＢＤ

水平 Ａ后发酵温度／℃ Ｂ盐水添加量／％ Ｃ盐水浓度／％

－１ ３５ ６０ ８

０ ４０ ８０ １０

１ ４５ １００ １２

　　各因素对氨基酸态氮含量的影响均显著（表３），其中盐

水浓度与盐水添加量对氨基酸态氮含量的影响极显著，表明

盐水浓度与盐水添加量对氨基酸态氮含量的影响都很大，交

互项ＡＢ显著，即后发酵温度与盐水浓度存在交互作用，表

明后发酵温度与盐水浓度对氨基酸态氮含量的影响不是简

单的线性关系。

表２　ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ试验设计及结果

Ｔａｂｌｅ２　ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｄｅｓｉｇｎａｎｄｒｅｓｕｌｔｓ

试验号 Ａ Ｂ Ｃ
氨基酸态氮含量／

（ｇ·ｋｇ－１）

１ －１ －１ ０ ０．７１

２ １ －１ ０ ０．７４

３ －１ １ ０ ０．６７

４ １ １ ０ ０．６７

５ －１ ０ －１ ０．７０

６ １ ０ －１ ０．７２

７ －１ ０ １ ０．６６

８ １ ０ １ ０．６６

９ ０ －１ －１ ０．７６

１０ ０ １ －１ ０．７０

１１ ０ －１ １ ０．７２

１２ ０ １ １ ０．６７

１３ ０ ０ ０ ０．８３

１４ ０ ０ ０ ０．８３

１５ ０ ０ ０ ０．８３

１６ ０ ０ ０ ０．８４

１７ ０ ０ ０ ０．８３

表３　回归模型分析


Ｔａｂｌｅ３　Ａｎａｌｙｓｉｓｏｆｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎｍｏｄｅｌ

方差来源 平方和 自由度 均方 犉值 Ｐ值 显著性

模型 ０．０７５ ９ ８．３２２×１０－３ ２８４．１８ ＜０．０００１ 

Ａ ３．１２５×１０－４ １ ３．１２５×１０－４ １０．６７ ０．０１３７ 

Ｂ ６．０５０×１０－３ １ ６．０５０×１０－３ ２０６．５９ ＜０．０００１ 

Ｃ ３．６１２×１０－３ １ ３．６１２×１０－３ １２３．３５ ＜０．０００１ 

ＡＢ ２．２５０×１０－４ １ ２．２５０×１０－４ ７．６８ ０．０２７６ 

ＡＣ １．０００×１０－４ １ １．０００×１０－４ ３．４１ ０．１０７１

ＢＣ ２．５００×１０－５ １ ２．５００×１０－５ ０．８５ ０．３８６３

Ａ２ ０．０２８ １ ０．０２８ ９４３．３０ ＜０．０００１ 

Ｂ２ ０．０１２ １ ０．０１２ ４１１．５２ ＜０．０００１ 

Ｃ２ ０．０１８ １ ０．０１８ ６２６．２８ ＜０．０００１ 

残差 ２．０５０×１０－３ ７ ２．９２９×１０
－５

失拟向 １．２５０×１０－４ ３ ４．１６７×１０－５ ２．０８ ０．２４５１ 不显著

纯误差 ８．０００×１０－３ ４ ２．０００×１０－５

总和 ０．０７５ １６

　　　　　　　　　　表示差异极显著（Ｐ＜０．００１）；表示差异高度显著（Ｐ＜０．０１）；表示差异显著（Ｐ＜０．０５）；

犚２＝０．９９７３；犚２Ａｄｊ＝０．９９３８。
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２．４．３　因素间交互作用分析　由图４可知，当盐水添加量

固定在８０％（体积百分数）时，研究后发酵温度与盐水浓度对

氨基酸态氮含量的交互影响，氨基酸态氮含量随着后发酵温

度与盐水浓度的增加而提高，在４０℃左右，８％（质量百分

数）时含量最高，后发酵温度与盐水浓度对氨基酸态氮含量

影响显著，两者对氨基酸态氮含量的提高起到了一定的作

用。由图５可知，当盐水添加量为８０％（体积百分数），后发

酵温度与盐水浓度的交互作用不显著，在所选范围内无极

值；由图６可知，当温度固定在４０℃时，盐水浓度与添加量

的交互作用不显著，在所选范围内无极值。

２．４．４　响应面优化模型诊断　实际值与回归估计值的差称

为残差，通过残差信息，可分析数据的可靠性、周期性或其它

干扰。残差分析原理是在模型无法完全解释变异的基础上

借助图形分析工具进行分析的，通常用于诊断响应面优化模

型的好坏［１２］。检验误差方差齐性在模型诊断中具有重要意

义。如果预测值内部狋化残差呈随机散点分布，则残差方差

图４　后发酵温度与盐水添加量对氨基酸态氮含量的响应面分析

Ｆｉｇｕｒｅ４　ＴｈｅＲｅｓｐｏｎｓｅｓｕｒｆａｃｅｏｆｅｆｆｅｃｔｓｏｆｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅａｎｄａｄｉｔｉｏｎｏｆｓａｌｔｙｗａｔｅｒｏｎｔｈｅｆｉｇｕｒｅｏｆｎｉｔｒｏｇｅｎａｍｉｎｏａｃｉｄ

图５　后发酵温度与盐水浓度对氨基酸态氮含量的响应面分析

Ｆｉｇｕｒｅ５　Ｒｅｓｐｏｎｓｅｓｕｒｆａｃｅｐｌｏｔｓｏｆｅｆｆｅｃｔｓｏｆｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅａｎｄｄｅｎｓｉｔｙｏｆａｄｄｅｄｓａｌｔｙｗａｔｅｒｏｎｔｈｅｆｉｇｕｒｅｏｆｎｉｔｒｏｇｅｎａｍｉｎｏａｃｉｄ

图６　盐水浓度与盐水添加量对氨基酸态氮含量的响应面分析

Ｆｉｇｕｒｅ６　ＴｈｅＲｅｓｐｏｎｓｅｓｕｒｆａｃｅｏｆｅｆｆｅｃｔｓｏｆｄｅｎｓｉｔｙｏｆａｄｄｅｄｓａｌｔｙｗａｔｅｒａｎｄ

ａｄｉｔｉｏｎｏｆｓａｌｔｙｗａｔｅｒｏｎｔｈｅｆｉｇｕｒｅｏｆｎｉｔｒｏｇｅｎａｍｉｎｏａｃｉｄ
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齐性是合符要求的［１３］。此外，残差正态分布也是检验模型

准确性的重要工具，如残差呈正态概率分布，则残差拟合曲

线呈线性态势（图７）
［１４］。由图８可知，模型预测值与实测值

拟合度较高，试验误差较小。模型预测值与实测值若拟合良

好，则数据散点分布且沿模型诊断线呈近似直线分布。微扰

曲线（ｐｅｒｔｕｒｂａｔｉｏｎｐｌｏｔ）可在响应优化曲面特定区域比较各

自变量对响应值的影响，如曲线陡直，表明响应值对因素敏

感，如曲线平缓，则表明响应值对因素变化不敏感。由图９

可知，因素Ｂ（盐水添加量）对响应值最敏感，因素Ｃ（盐水浓

度）对响应值较为敏感，而 Ａ（后发酵温度）对响应值变化不

敏感。因此，因素Ｂ为最重要因素，其影响为正影响
［１５］。

图７　内部ｔ化残差正态分布曲线

Ｆｉｇｕｒｅ７　Ｉｎｔｅｒｎａｌｌｙｓｔｕｄｅｎｔｉｚｅｄｒｅｓｉｄｕａｌｓ

图８　模型预测值ＶＳ实测值

Ｆｉｇｕｒｅ８　Ｐｒｅｄｉｃｔｅｄｖｓ．Ａｃｔｕａｌ

图９微扰曲线

Ｆｉｇｕｒｅ９　Ｐｅｒｔｕｒｂａｔｉｏｎｐｌｏｔ

２．４．５　优化后发酵工艺参数的验证　采用 ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ

软件，分析得到的最佳工艺条件为：后发酵温度４０．２８℃、盐

水添加量７４．７％（体积百分数）、盐水浓度９．６６％（质量百分

数），产品氨基酸态氮含量为０．８４１ｇ／ｋｇ。采用黄豆酱后发

酵条件为温度４０．３℃、盐水添加量７４．７％（体积百分数）、盐

水浓度为９．７％（质量百分数），进行３次平行验证实验，黄豆

酱的氨基酸态氮含量平均值为０．８３７６ｇ／ｋｇ，与理论值很接

近。说明该工艺参数是可行的。

３　结论
　　本研究运用响应面法优化黄豆酱后发酵条件，通过Ｂｏｘ

Ｂｅｈｎｋｅｎ试验设计建立数学模型并进行分析，确定黄豆酱后

发酵条件为温度４０．３℃、盐水添加量７４．７％（体积百分数）、

盐水浓度为９．７％（质量百分数），该条件下氨基酸态氮含量

为０．８３７６ｇ／ｋｇ。本研究采用响应面分析法优化后发酵条

件，提高了原料转化率，降低了生产成本，对发酵豆类调味品

的综合利用和开发具有较大参考价值。

参考文献

１　韦公远．天然晒酱的生产工艺［Ｊ］．食品与药品，２００５，７（２）：

３９～４０．

２　黄持都，鲁绯，张建．豆酱研究进展［Ｊ］．中国酿造，２０１０（６）：４～７．

３　袁圆，纪凤娣，鲁绯．多菌种制曲在原池浇淋酱油制曲工艺中的应

用研究［Ｊ］．中国酿造，２０１０（７）：５３～５６．

４　徐琳娜，王璋，许时婴．豆瓣酱后熟过程中氨基酸和风味物质的变

化［Ｊ］．中国调味品，２００６（９）：２１～２５．

５　康蕾，胡茂丰，刘素纯．不同单菌制曲豆酱风味物质及氨基酸分析

比较［Ｊ］．中国酿造，２０１４（１１）：１４０～１４４．

６　吴兰芳，黄舒婷，胡稢莹．基于抗氧化活性的曲霉型豆豉制曲工艺

优化［Ｊ］．食品与机械，２０１４，３０（２）：１５６～１６１．

７　刘邵．食品分析与检验［Ｍ］．武汉：华中科技大学出版社，２０１１：

１９２～１９４．

８　王成恩，黄章俊．基于高斯函数和信赖域更新策略的Ｋｒｉｇｉｎｇ响应

面法［Ｊ］．计算机集成制造系统，２０１１，１７（４）：７４０～７４６．

９　乔鑫，李冬生，乔宇．顶空固相微萃取—气质联用分析酿造温度对

黄豆酱风味的影响［Ｊ］．湖北农业科学，２０１１，５０（１５）：３１４８～

３１５５．

１０　李大鹏，高玉荣，马晶．富含纤溶酶低盐豆酱加工工艺及品质分

析［Ｊ］．中国酿造，２０１４，３３（５）：１５７～１６０．

１１　赵建新．传统豆酱发酵过程分析与控制发酵的研究［Ｄ］．无锡：

江南大学，２０１１．

１２　ＲｙａｄＡ，ＬａｋｈｄａｒＫ，ＭａｊｄａＫＳ，ｅｔａｌ．Ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｃｕｌ

ｔｕｒｅｍｅｄｉｕｍｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｔｏｉｍｐｔｏｖｅｔｈｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｏｆｈｙｏｓｃｙａ

ｍｉｎｅｉｎｅｌｉｃｉｔｅｄＤａｔｕｒａｓｔｒａｍｏｎｉｕｍＬ．ｈａｉｒｙｒｏｏｔｓｕｓｉｎｇｔｈｅｒｅ

ｓｐｏｎｓｅｓｕｒｆａｃｅｍｅｔｈｏｄｏｌｏｇｙ（ＲＥＭ）［Ｊ］．Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌｊｏｕｒｎａｌｏｆ

ｍｏｌｅｃｕｌａｒｓｃｉｅｎｃｅｓ，２０１０，１１（１１）：４７２６～４７４０．

１３　ＭｏｎｔｇｏｍｅｒｙＤＣ．Ｄｅｓｉｇｎａｎｄａｎａｌｙｓｉｓｏｆｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ［Ｍ］．Ｎｅｗ

Ｙｏｒｋ：Ｗｉｌｅｙ，２００８．

１４　肖怀秋，李玉珍，林亲录．响应面优化冷榨花生粕酶法制备多肽

工艺的研究［Ｊ］．中国粮油学报，２０１３，２８（９）：５０～５５．

１５　ＭａｓｏｎＲＬ，ＧｕｎｓｔＲＦ，ＨｅｓｓＪＬ．Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｄｅｓｉｇｎａｎｄａｎａｌｙ

ｓｉｓｏｆｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ：ｗｉｔｈａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓｔｏｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇａｎｄｓｃｉｅｎｃｅ

［Ｍ］．ＮｅｗＹｏｒｋ：Ｗｉｌｅｙ，２００３．

７０２

第３１卷第４期 康　蕾等：纯种米曲霉ＡＳ３．０４２制曲黄豆酱的后发酵条件优化 　


