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摘要:目的:通过调控渥堆期间水分提高浏阳豆豉的品质

风味.方法:采 用 宏 基 因 测 序 技 术,结 合 顶 空 固 相 微 萃

取—气质联用(HSＧSPMEＧGCＧMS)技术,研究了曲料不同

水分(低３５％、中４２％、高５０％)对渥堆期间浏阳豆豉的

细菌群落变化及挥发性组成的影响.结果:渥堆水分对

渥堆过程中细菌多样性具有明显的影响:第一次渥堆发

酵、第二次渥堆发酵两个阶段棒状杆菌的相对丰度与渥

堆水分呈正相关,第一次渥堆发酵阶段葡萄球菌相对丰

度与渥堆水分呈负相关,且第二次渥堆发酵阶段中未分

类的葡萄球菌和片球菌与渥堆水分呈负相关.中水分渥

堆豆豉的挥发性物质种类最丰富,且吡嗪类物质比其他

水分渥堆豆豉高,但醛类、酸类含量较低.进一步的相关

性分析显示葡萄球 菌 属 对 差 异 性 挥 发 性 物 质 的 影 响 最

大,与６种差异性挥发性物质如２,３,５Ｇ三甲基吡嗪、２Ｇ乙

基Ｇ３,５,６Ｇ三甲基吡嗪、愈创木酚等显著正相关;其次是海

洋芽孢杆菌属.结论:渥堆水分通过改变细菌多样性影

响浏阳豆豉的品质.
关键词:浏阳豆豉;渥堆;水分;挥发性成分;细菌多样性

Abstract:Objective:Pilefermentationisanimportantprocessfor

theformationofLiuyangDouchiflavor,theinitialmoistureof

the douchi qu during pile fermentation could induce the

temperaturechangeswhichmightfurtheraffectedthemicrobial

communityandflavorcompoundsformation．Methods:Inthis

paper,metagenomicsequencing,combinedwithheadspacesolidＧ

phase microextractionＧgas chromatographyＧmass spectrometry
(HSＧSPMEＧGCＧMS),wasusedtoinvestigatetheeffectsof

differentmoisture(low３５％,medium４２％,high５０％)ofthe

douchiqu on the bacterialcommunity changes and volatile

compositionofLiuyangDouchiduringpilefermentation．Results:

Theresultsshowedthatbacteriainhigh moisturedouchiqu

proliferatedfasterduetothelowercentertemperature．Indetail,

therelativeabundanceofCorynebacterium duringthefirstand

secondstagesofpileＧfermentationwaspositivelycorrelatedwith

pilefermentationmoisture,whileStaphylococcusduringthefirst

stageofpileＧfermentation wasnegativelycorrelated with pile

fermentation moisture;StaphylococcusandPediococcusduring
the second stage of pileＧfermentation were also negatively
correlated with pile fermentation moisture． For volatile

compounds,theDouchipileＧfermented with medium moisture

hadtherichestvarietyofvolatilesubstances,especiallypyrazine,

butthecontentofaldehydesandacids werelower．Further

correlationanalysisshowedthatStaphylococcushadthegreatest

impactondifferentialvolatilesubstancesand wassignificantly

positivelycorrelatedwithsixdifferentialvolatilesubstancessuch

as ２, ３, ５Ｇtrimethylpyrazine and ２ＧethylＧ３, ５, ６ Ｇ

Trimethylpyrazine,guaiacol,etc．are significantly positively
correlated,followedbyOceanobacillus which wassignificantly

positivelycorrelated withfivedifferentialvolatilesubstances．

Conclusion:Themoisturecontentofpilefermentationaffectsthe

qualityofLiuyangDouchibyalteringbacterialdiversity．

Keywords:LiuyangDouchi;pilefermentation;moisture;volatile

components;bacterialdiversity

豆豉是一种中国传统的发酵调味品,最常见的类型

有曲霉型、毛霉型、根霉型、细菌型[１].浏阳豆豉是曲霉

型豆豉的典型代表,具有独特的风味和品质.黑豆经清

洗、浸泡、蒸煮、摊凉、制曲、凉曲、洗曲、渥堆、拌或不拌盐

翻曲、发酵成熟、干燥后即可制得浏阳豆豉,其发酵工艺
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简单,一般发酵时间为１２~１５d.其中渥堆是浏阳豆豉

独有的工艺,即将洗曲并沥干的豆豉曲进行堆积发酵.
渥堆期间的较高水分(＞３５％)、低盐度(＜３％)的发酵环

境促使酶发挥作用并使得细菌类微生物代谢旺盛.前期

研究[２]发现,渥堆阶段是有机酸、游离氨基酸及挥发性物

质大量积累的主要阶段.因此,研究渥堆期间水分对浏

阳豆豉风味品质形成的相关性具有重要意义.
通常,微生物是发酵食品风味形成的决定性因素,而

特定渥堆工序不仅影响酶活性释放,更主要影响微生物

群落变化.任婷婷等[３]研究发现,在洞口酱香酒堆积发

酵到７２~９６h时细菌群落结构受水分、酸度、温度影响较

大,大部分的优势菌属与水分、温度、酸度和还原糖呈显

著负相关.许蒙蒙等[４]在研究不同发酵水分及菌酶协同

发酵对豆粕品质的影响时发现,随着料水比的适度增加,
能显著增加菌的活性和发酵效率.

谢靓等[５]发现浏阳豆豉的发酵过程中,菌落总数最高

可达３．８×１０１１CFU/g,显著高于霉菌数量.而陈怡[６]在研

究浏阳豆豉发酵微生物及物质成分变化时发现,与风味物

质具有相关性的真菌有５种,细菌则有１８种,说明细菌对

豆豉风味物质的形成具有重要作用.张芃芃等[７]在研究

蚕豆豆瓣酱发酵微生物群落与风味物质的相关性时发现,
葡萄球菌在后酵过程中有助于改善豆瓣酱的风味.

研究拟采用传统培养法结合宏基因组学技术对不同

节点豆豉样品的细菌群落结构变化进行测定,利用 GCＧ
MS对比分析不同渥堆水分浏阳豆豉挥发性物质的差异,
进一步探讨“水分—微生物群落—风味物质”之间的相关

性,以期为浏阳豆豉生产的品质风味调控提供理论参考.

１　材料和方法

１．１　材料与试剂

浏阳豆豉样品:湖南坛坛香食品科技有限公司;
甲醛:分析纯,西陇科学股份有限公司;
氢氧化钠、福林试剂、碳酸钠、三氯乙酸、磷酸二氢

钾、磷酸氢二钠:分析纯,国药集团化学试剂有限公司;
葡萄糖、酚酞:分析纯,天津市化学试剂研究所有限

公司;

DP７１２Ｇ０２磁珠法土壤和粪便基因组 DNA 提取试剂

盒:天根生化科技(北京)有限公司;
测序 试 剂 盒 NovaSeq６０００ SP ReagentKitv１．５

(２００２８４００):美国Illumina公司;

DNS溶液:纯度９９％以上,福州飞净生物科技有限

公司;

PCA培养基:广东环凯微生物科技有限公司;

５７３３０ＧU型聚二甲基硅氧烷萃取头(５０/３０μmDCB/

CARR/PDM):美国Supelco公司.

１．２　仪器与设备

超净 工 作 台:SWＧCJＧ１FD 型,苏 州 净 化 设 备 有 限

公司;

恒 温 培 养 摇 床:SKYＧ２００B 型,上 海 苏 坤 实 业 有 限

公司;

冷冻干燥机:SCIENTZＧ１０N 型,宁波新芝生物科技

股份有限公司;

恒温水浴锅:HHＧ６D型,上海比郎仪器制造有限公司;

梯度PCR仪:MG９６G型,朗基科学仪器有限公司;

气质联用仪:７８９０B５９７７型,美国 Agilent公司;

分析天平:BSa２２４S型,德国Sartorius公司.

１．３　试验方法

１．３．１　样品制作流程

黑豆→筛 选 → 洗 涤 → 浸 泡 → 沥 干 → 蒸 煮(１００ ℃,

４０min)→冷却→制曲(温度２５~３０℃,７d)→洗曲→第

一次渥堆发酵(２d)→转桶加盐(２．５％)→第二次渥堆发

酵(１．５d)→自然晒干→成品

１．３．２　样品采集　通过不同洗曲工艺调节洗曲后豆豉曲

料水分为３５％(低水分)、４２％(中水分)和５０％(高水分).

不同曲料水分的样品分别在单独的发酵桶中进行渥堆发

酵８４h,每隔１２h从发酵桶中取出２００g样品,共计２４个

样品进行菌落总数分析.

分别于洗曲后(渥堆０h)、转桶前(渥堆４８h)和渥堆

８４h３个关键节点各取５００g样品,共计９个样品.所有

采集的样品用自封袋密封,并立即冷冻保存在－２０ ℃的

冰箱中,以备分析.

１．３．３　测定方法

(１)菌落总数:按 GB４７８９．２—２０２２«食品安全国家

标准　食品微生物学检验　菌落总数测定»执行.
(２)总酸:按 GB１２４５６—２０２１«食品安全国家标准

　食品中总酸的测定»中的pH 计电位滴定法执行.
(３)氨基酸态氮:按GB５００９．２３５—２０１６«食品安全国

家标准　食品中氨基酸态氮的测定»中的酸度计法执行.
(４)中心温度测量:使用电子温度探针深入渥堆豆豉

中心,自洗曲后每隔２h测定１次.

１．３．４　微生物多样性测定方法

(１)基因组提取及宏基因组测序:使用磁珠法粪便基

因组 DNA 提取试剂盒,对总样品的 DNA 进行分离和纯

化.然后用 Qubit１XdsDNA HSAssayKits检测 DNA
浓度.取２００ng符合 QC要求的DNA到０．６mL低吸附

离心管中,补水到５２μL,调整打断仪参数,对 DNA 进行

打断,使用 TruSeq建库试剂盒磁珠纯化回收打断产物,

使 用 Agilent２１００ Bioanalyzer(HighSensitivity DNA
Reagents,Agilent,５０６７Ｇ４６２７)检测片段化产物大小是否

符合要求,对不符合片段范围要求的样本重新取样片段

化.使用 TruSeqNanoDNALTLibraryPreparationKit
对片段产物进行基因组文库构建,经过末端修复、接头连

接、indexPCR扩增及纯化完成基因组文库构建.使用
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Qubit１XdsDNA HSAssayKits对文库进行定量,最后,
使用IlluminaNovaseq６０００对其进行２×２５０bp的双端

测序,测序模式为PE１５０.
(２)宏基因组数据分析:将测序得到的原始数据进行

去接头cutadapt(v１．９)、去低质量序列fqtrim(v０．９４).当

已知宿主的情况下,需要去除宿主序列bowtie２(v２．２．０),

保证后续组装以及分析结果均为微生物的序列.得到有

效数据后,按照样本分别进行组装 megahit(v１．２．９),将组

装好的contigs进行CDS预测 MetaGeneMark(v３．２６),随
后根据预测结果进行聚类和去冗余 CDＧHIT(v４．６．１);通
过bowtie２(v２．２．０)比对每个样本的read,并进行 TPM 丰

度计算;过滤低丰度表达后获得 Unigenes;将 Unigenes与

NR_mate库进行比对,获得物种注释信息;将 Unigenes
与 GO,KEGG,eggnog,CAZy,CARD,PHI,MGEs,

VFDB数据库进行比对及功能注释;统计unigene进行差

异比较分析:在物种、功能、基因水平进行丰度统计分析

及差异比较分析.

１．３．５　顶空固相微萃取(SPME)结合GCＧMS测定挥发性

成分

(１)挥发性物质提取方法:将 DVB/CAR/PDMS萃

取头插入气相色谱进样口,在２５０℃温度下老化２５min;

与此同时称取研磨后豆豉样品２g置于１５mL顶空进样

瓶中,加７mL饱和食盐水,再加入质量浓度为１．７μg/μL
二甲基Ｇ３庚酮２０μL作为内标物,置于恒温水浴磁力搅

拌锅中在６０℃下平衡１５min,将老化完毕的萃取头穿过

密封垫插入顶空进样瓶内后推出纤维头(距离样品表面

约１０mm),顶空吸附４０min后插入气相色谱进样口解吸

５min.
(２)挥发性物质检测方法:参考吴梓仟等[８]的检测方

法,使用安捷伦气质联用仪开展气相色谱―质谱分析法

(GCＧMS)分 析,每 个 样 品 设 置 ３ 组 重 复.数 据 通 过

QualitativeAnalysisB．０７．００软件经由 NIST２０．L数据库

进行处理分析.

GC条件:CDＧWAX石英毛细管柱(３０m×０．２５mm,

０．２５μm);载气高纯氦气(He),流量１mL/min;进样口温

度２５０℃;不分流进样.程序升温:起始柱温为４０℃,保
持５ min 后,以 ３ ℃/min 的 速 度 升 温 至 １４０ ℃ 保 持

５min,再以５℃/min的速度升温至２１０℃保持１０min,

最后以５℃/min的速度升温至２４０℃保持３min.

MS条件:电子离子(EI);接口温度２２０℃,离子源温

度２００℃,电子能量７０eV,质量扫描范围４５~５００(m/z).

１．４　数据处理

每个数据均为３次测定的平均值,采用 Excel、SPSS
２６．０统计分析软件分析试验数据,用均值±标准差(sad)

方法表示,偏最小二乘判别分析(PLSＧDA)通过用联川生

物云平台计算分析,Origin２０２３进行绘图.

２　结果与分析

２．１　不同渥堆水分豆豉中心温度的变化

如图１所示,第一次渥堆发酵期间(０~４８h)渥堆豆

豉样品中心温度迅速提升至４８．２~５７．１ ℃,直至渥堆

４８h温度保持稳定;转桶时进行了翻曲、加盐混合导致曲

料快速放热,至第二次渥堆发酵阶段豆豉的中心温度降

低至３８．１~４３．３℃.此外,由于转筒时食盐的加入,微生

物的生长代谢作用被抑制,因此第二次渥堆发酵期间温

度增速较第一次缓慢,且最高温度只达到了５０．９℃.

第一次渥堆发酵期间,３５％水分渥堆豆豉样品温度

提升快,１６h达最高温度５７．１℃,然后缓慢下降,发酵至

４６h达到５２．１℃.而４２％水分渥堆豆豉样品和５０％水

分渥堆豆豉样品均呈上升趋势,前２６h增速较快,分别增

加了２７．６,１９．５℃,至４６h达最高温度５４．０,４６．８ ℃.第

一次渥堆发酵期间(４８~８４h),３５％水分渥堆豆豉样品和

５０％水分渥堆豆豉样品随着发酵时间的延长而增加至

５０．９~５０．２℃,而４２％水分渥堆豆豉样品在转桶渥堆期

间温度变化较小.渥堆前期豆豉中心温度升高主要依靠

酶反应和细菌的作用,且随着曲料水分的减少而升温迅

速,其原因可能是随着水分的减少渥堆曲料间隙填充多

为空气,而空气相对于水比热容小、导热性能差[９].第二

次渥堆发酵阶段温度的缓慢回升可能与微生物继续缓慢

生长和缓慢的酶水解反应有关.

２．２　不同水分豆豉渥堆菌落总数的变化

由图２可知,渥堆期间各样品中的细菌总数均呈先

上升后下降趋势.其中,第一次渥堆发酵期间,４２％和

５０％水分渥堆豆豉样品细菌菌落总数上升最快,在发酵

到１２h时达到最高值,５０％水分渥堆豆豉样品菌落总数

上升最多,达到了９．２lg(CFU/g),４２％水分渥堆豆豉样

品达到了８．９lg(CFU/g);相比之下３５％水分样品细菌菌

落总数上升较慢,在２４h达到最高值８．８lg(CFU/g).细

菌菌落总数在达到最高值后,逐步下降,可能是由于渥

堆期间过高的温度抑制了细菌的生长[１０].转桶渥堆后

图１　渥堆期间不同水分浏阳豆豉中心温度的变化

Figure１　ThechangesofcentertemperatureinLiuyang
Douchiatdifferent moisturecontentduring
pilefermentation
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图２　渥堆期间不同水分浏阳豆豉菌落总数的变化

Figure２　Thechangesofthetotalnumberofcoloniesin
LiuyangDouchiatdifferentmoisturecontent
duringpilefermentation

(４８h),由于降低了曲料的温度及环境中微生物的引入,

豆豉细菌菌落总数上升;而第二次渥堆发酵期间,由于加

盐环境细菌的繁殖受到了抑制,导致渥堆豆豉菌落总数

随着发酵时间的延长而下降至８．６~８．９lg(CFU/g),其中

５０％渥堆水分豆豉下降得最多,为０．８lg(CFU/g).

２．３　不同水分渥堆豆豉发酵阶段细菌菌落多样性分析

２．３．１　门水平的多样性分析　各组水分间以及同水分不

同时间的门水平相对丰度存在明显差异,具体结果见

图３.其中渥堆０h样品中优势菌门以变形菌门和厚壁

菌门为主,二者在３种渥堆水分豆豉中差异不大,其中变

形菌门的平均相对丰度为８７．３％,显著高于其他细菌门

(P＜０．０５).

　　渥堆４８h时的样品中主要的优势菌门仍为变形菌门

和厚壁菌门,但厚壁菌门的相对丰度迅速上升,变形菌门

相对减少.且随着水分含量的增加,变形菌门的相对丰

度呈上升趋势,在３５％水分渥堆豆豉样品中的相对丰度

图３　渥堆期间不同水分浏阳豆豉在不同阶段细菌在门

水平的相对丰度变化

Figure３　The changes in the relative abundance of

bacteriaatthePhylumlevelindifferentstages

ofLiuyangDouchiatdifferentmoisturecontent

duringpilefermentation

增加了８０．８％,厚壁菌门的相对丰度呈下降趋势,在３５％
水分渥堆豆豉样品中相对减少了７８．９％.厚壁菌门是一

类具有芽孢形成能力的细菌门[１１],其在渥堆２d后占据

优势地位,与此时较高的温度(４８．６~５４．０℃)适宜其生长

和芽孢萌发有关.

渥堆８４h时,３种不同水分的样品中的厚壁菌门和

变形菌 门 的 相 对 丰 度 逐 渐 接 近,分 别 占 相 对 丰 度 的

５５．９％~６７．１％和２６．４％~４３．２％.相对于前两个发酵节

点,放线菌门的相对丰度有所上升,且随着水分的降低而

增加,在３５％水分渥堆豆豉样品中达到１１．９％.放线菌

门是一类嗜热性细菌,可以在高温条件下分解有机物[１２],

从图３可知,在第二次渥堆发酵期间随着发酵的进行渥

堆豆豉温度逐渐增加,且３５％水分渥堆豆豉样品的温度

始终在最高水平,较高的温度有利于放线菌门的生长和

活性,而水分的减少也会降低其他微生物的竞争力,使放

线菌门占据优势.

２．３．２　属水平的多样性分析　不同水分豆豉属水平多样

性的相对丰度变化如图４所示.

　　渥堆０h的样品中主要优势菌属为克雷伯氏菌和泛

菌属,其相对丰度最高分别达到了４６．６％和３０．５％.随

着水分含量的增加,克雷伯氏菌和肠球菌属的相对丰度

也呈上升趋势,在５０％水分渥堆样品中其含量分别为

４６．６％和１４．０％,而泛菌属及肠杆菌属随着洗曲进行而分

别减少至０．７％和５．０％.

图４　渥堆期间不同水分浏阳豆豉在不同阶段的细菌属

水平的相对丰度变化

Figure４　 Thechangesintherelativeabundanceof
bacteriaatthegenuslevelindifferentstages
of Liuyang Douchi at different moisture
contentduringpilefermentation
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　　渥堆４８h的样品中优势菌群主要为肠球菌、片球菌

和变形杆菌,其相对丰度分别在５０％,４２％,５０％水分渥

堆豆豉中达到了最高值.此外,葡萄球菌和未分类的葡

萄球菌的相对丰度也呈上升趋势,其中３５％水分渥堆豆

豉中相对丰度最高,达到了４８．６％.相反,泛菌属和克雷

伯氏菌 的 相 对 丰 度 则 呈 显 著 下 降 趋 势,分 别 降 低 至

０．７％~０．９％和２．８％~５．２％.说明在渥堆过程中豆豉渥

堆的环境更适合肠球菌、片球菌和变形杆菌等耐酸性细

菌的生长繁殖,而不利于泛菌属、克雷伯氏菌属等细菌的

生长繁殖.

渥堆８４h的样品中不同水分渥堆豆豉葡萄球菌是各

样品中最主要的优势菌,其相对丰度最高达到了５５．１％;

肠球菌、变形杆菌、片球菌含量显著降低,分别在４２％,

５０％,４２％ 水 分 渥 堆 豆 豉 中 下 降 得 最 大,分 别 下 降 了

２５．６％,１６．３％,３０．２％;葡萄球菌是一种耐盐性较强的细

菌[１３],可以分解食品中的糖类、蛋白质和脂肪,产生乙醇、

乳酸、乙酸、丁酸等有机酸和挥发性化合物,如乙醛、丙
醇、异戊醇等,这些物质可以改善食品的风味和口感[１４].

２．４　不同渥堆水分豆豉总酸和氨基酸态氮含量变化

由图５可知,３种不同水分渥堆豆豉的总酸含量在渥

堆发酵过程中呈先增后减的变化规律,而氨基酸态氮含

量则呈逐步上升的趋势.

在第一次渥堆发酵期间,渥堆发酵到４８h时,４２％和

５０％水分渥堆豆豉样品总酸含量上升最多,４２％水分渥

堆豆豉样品达到了２．３％,３５％水分渥堆豆豉样品最低,

仅为０．６％;４２％和５０％水分渥堆豆豉样品的总酸均有不

同程度的下降,但３５％水分渥堆豆豉样品总酸略有增加.

　　从结果可以看出,不同水分渥堆豆豉中氨基酸态氮

的含量与豆豉水分含量呈正相关,至渥堆８４h时达到最

大值,其中５０％水分渥堆豆豉样品最高,为２．７％,而３５％

图５　渥堆期间不同水分浏阳豆豉总酸和氨基酸态氮

含量变化

Figure５　Thechangesinthecontentoftotalacidand

aminoacid nitrogen of Liuyang Douchiat

different moisture content during pile

fermentation

水分渥堆豆豉样品最低,为１．８％.结合图２菌落总数变

化发现发酵程度与微生物的数量密切相关,说明在豆豉

渥堆发酵过程中,随着发酵的进行,豆豉中的蛋白质逐渐

被分解,且随着渥堆水分的增加分解更彻底.

２．５　不同渥堆水分豆豉挥发性成分的变化

不同水分渥堆豆豉样品中共鉴定出７类化合物,共

６５种物质(表１),分别为醛类(７)、醇类(９)、酸类(１１)、酯
类(１４)、酚类(６)、吡嗪类(１２)酮类(６).根据图６可知,随
着渥堆时间延长,挥发性物质种类及含量均呈上升趋势.

其中４２％水分渥堆豆豉样品增加最为明显.渥堆４８h,

不同水分渥堆豆豉样品中醛类/酯类物质明显增加,二者

在４２％水分渥堆豆豉样品中增加最为明显,醛类物质从

１．３５mg/kg增加到了８．６２mg/kg,酯类物质从０．６６mg/kg
增加到了１３．２０mg/kg;渥堆８４h,吡嗪类/酚类物质明显

增加,其中吡嗪类物质在４２％水分渥堆豆豉样品中增加

最为明显,较渥堆４８h豆豉样品增加了３２．３９mg/kg;而
酚类物质在５０％水分渥堆豆豉样品中增加最多,较第二

次渥堆发酵阶段样品增加了１２．４２mg/kg;而醛类物质明

显减少,特别是４２％渥堆豆豉样品减少幅度最大,从渥堆

４８h的８．６２mg/kg减少到了１．０９mg/kg.

　　吡嗪类化合物大多具有令人愉悦的坚果、烘烤以及

酱香香气,且普遍阈值较低[１５],一般来源于蛋白质/氨基

酸的热分解以及其与糖类发生美拉德反应[１６].吡嗪类化

合物随着渥堆发酵时间的增加而呈上升趋势,并且于渥

堆８４h达到顶峰,推测为温度的增加促进了美拉德反应

的进行,有利于产生和积累吡嗪类物质,此趋势与王继

刚[１７]对浏阳豆豉后发酵挥发性化合物检测结果一致.其

中４２％水分豆豉的吡嗪化合物上升趋势最为显著,武顺

等[１８]对产吡嗪类细菌的麸曲制作工艺优化结果亦显示中

间水分的麸曲吡嗪类物质含量最高.其中,呈现谷物气

息的２,３,５Ｇ三甲基吡嗪为吡嗪类中含量最高,且于４２％
豆豉中尤为高,为２０．０７mg/kg.２Ｇ乙基Ｇ３,５,６Ｇ三甲基吡

图６　不同水分浏阳豆豉在不同渥堆阶段挥发性

成分含量变化

Figure６　ChangesofvolatilecomponentsofLiuyang
Douchiatdifferent moisturecontentduring
pilefermentation
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表１　渥堆期间不同水分浏阳豆豉在不同阶段挥发性成分含量†

Table１　VolatilecomponentsofLiuyangDouchiatdifferentmoisturecontentduringpilefermentation mg/kg

种类 名称
渥堆０h

３５％ ４２％ ５０％

渥堆４８h

３５％ ４２％ ５０％

渥堆８４h

３５％ ４２％ ５０％

醛类 ２,２Ｇ二甲基戊醛 ０．５６±０．１２ － － － － － － － －

苯甲醛 ０．３４±０．１８ ０．６５±０．１９ ０．５６±０．１８ １．８２±０．３１ ４．５０±０．１９ １．４４±０．０２ １．６２±０．１１ ０．２３±０．１３ ２．３８±０．３９

苯乙醛 １．０３±０．１７ ０．７０±０．４０ ０．６７±０．１４ ０．７６±０．２９ １．７１±０．３４ ０．７４±０．０２ １．４９±０．１２ ０．４９±０．２７ １．６２±０．４３

异丁醛 － － － ０．２５±０．０３ － ０．２９±０．０５ － ０．３６±０．０６

２Ｇ苯基巴豆醛 － － － ０．５６±０．２９ ２．４０±０．４７ － － － －

可卡醛 － － － ０．２２±０．０５ － － － － －

αＧ亚乙基Ｇ苯乙醛 － － － － － ０．７０±０．１５ － － －

醇类 异戊醇 ０．４１±０．２８ ０．１８±０．０２ － － ０．９９±０．０２ ０．４３±０．０９ １．２１±０．１７ １．６０±０．１２ ０．６７±０．３８

蘑菇醇 ０．５９±０．０３ １．０８±０．２７ ０．５８±０．２０ ０．４３±０．０５ ２．９５±０．３１ １．８５±０．１２ １．３０±０．３５ ２．１４±０．４１ ４．６６±０．１９

苯乙醇 １．０１±０．１８ ０．５４±０．１３ ０．８６±０．３７ ２．２３±０．２３ ４．４３±０．１８ １．６９±０．２９ ５．１７±０．３７ ５．０４±０．２７ －

(－)Ｇ异雪松醇 ０．１８±０．０４ － ０．１６±０．０６ ０．２２±０．０４ － － ０．７２±０．０９ ０．３４±０．１９ ０．５８±０．４２

alphaＧ松油醇 － － － － － － ０．５６±０．２４ － ０．４１±０．２１

２,３Ｇ丁二醇 － － － － ０．３２±０．１２ － － － －

(２S,３S)Ｇ(＋ )Ｇ２,３Ｇ丁

二醇

－ － － － ０．４０±０．２５ ０．４３±０．０４ － － －

DLＧβＧ乙基苯乙基乙醇 － － － － － － － ０．２０±０．０７ －
苏合香醇 － － － － － － － － ４．１４±０．７０

酸类 (E)Ｇ十六碳Ｇ７Ｇ烯酸 ０．２２±０．０９ － － － － － － － －

棕榈酸 ３．９４±０．７３ １．５５±０．０６ ４．７０±０．５５ ４．１６±０．１６ ４．９０±０．６７ ３．１７±０．４５ ９．８６±０．６８ ５．００±０．３６ ５．７１±０．２８

共轭亚油酸 １．５８±０．１３ － １．８９±０．３９ － － － － １．８２±０．４１ －
甲酸 － － １．１２±０．０８ ３．６９±０．３１ － １．０３±０．３６ － ４．２８±０．１２ －

乙酸 － － － ０．３８±０．０９ １．９６±０．３５ － － ０．２７±０．０４ －

肉豆蔻酸 － － ０．３８±０．０８ ０．５８±０．１６ － － ０．９４±０．０５ － －
十五酸 － － － ０．４５±０．１３ ０．３４±０．０６ － ０．６１±０．１２ ０．２５±０．０７ －

顺式Ｇ１１Ｇ十六碳二烯酸 － － ０．３８±０．０４ ０．９２±０．１６ ０．５４±０．０７ ０．６１±０．２９ １．１２±０．２６ ０．４９±０．１２ －

２Ｇ甲基丁酸 － － － － － － １．０４±０．０９ － １．５８±０．４７
十五烷酸 － － ０．２２±０．０３ － － ０．２７±０．０７ － － －

冰醋酸 － － － － － ０．７２±０．２５ － － １．８５±０．３３

酯类 棕榈酸乙酯 ０．４９±０．１５ ０．２５±０．０５ － ０．８５±０．３１ ３．８５±０．９１ － ２．２１±０．２４ １．９８±０．３１ －
亚油酸乙酯 ０．７４±０．２１ １．２８±０．１６ ２．９５±０．５７ １．２８±０．１６ ５．２６±０．１２ ２．１６±０．３１ ２．７５±０．５６ ２．１６±０．１５ ４．６８±０．４２

乙酸乙烯酯 － － － ０．３２±０．０２ － － － － －

苯乙酸乙酯 － － － － ０．７２±０．０６ ０．３１±０．１６ ０．６７±０．１５ ２．０５±０．１７ １．３７±０．３７
甲氧基肉桂酸乙酯 － － － － － － ０．５４±０．０２ － －

乙酸乙酯 － － － － ０．８１±０．１７ － － － －

苯甲酸乙酯 － － － － ０．３６±０．０４ － － － －
反油酸乙酯 － － － － ２．２０±０．１３ ０．８６±０．２４ － １．１７±０．２５ ２．０３±０．４５

乙酸异戊酯 － － － － － － － ０．６１±０．２４ ０．９９±０．２３

安息香酸乙酯 － － － － － － － ０．２０±０．０５ ０．４０±０．１１
乙酸苯乙酯 － － － － － － － ０．４３±０．０７ －

对甲氧基肉桂酸乙酯 － － － － － － － ０．４３±０．１６ －

水杨酸苄酯 － － － － － － － ０．２０±０．０３ －
十六酸乙酯 － － ０．６８±０．１７ － － １．４８±０．３１ － － ３．３３±０．２５
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续表１

种类 名称
渥堆０h

３５％ ４２％ ５０％

渥堆４８h

３５％ ４２％ ５０％

渥堆８４h

３５％ ４２％ ５０％

酚类　 愈创木酚 ０．２５±０．０５ － － ４．３２±０．１６ ６．７９±０．５６ ４．００±０．７１ １２．０１±０．５８ ６．０３±０．６５ ５．８７±０．５７

４Ｇ乙烯基Ｇ２Ｇ甲氧基苯酚 ２．３８±０．８２ １．０４±０．４１ － ４．１０±０．３３ ３．２６±０．４３ － ６．８４±０．１７ － －

对乙基苯酚 － － － － ０．４１±０．０５ － － － －

苯酚 － － － － － ０．５８±０．２４ － ０．６３±０．１１ －

４Ｇ乙基苯酚 － － － － － ０．３６±０．０９ － ０．３８±０．０６ ９．８５±０．８７

２Ｇ甲氧基Ｇ４Ｇ乙烯苯酚 － － １．７３±０．０７ － － １．３９±０．３２ － １０．２２±０．７６ ３．０２±０．２４

吡嗪类 ２,３,５Ｇ三甲基吡嗪 － － － １．８７±０．２３ － － － ２０．０７±０．７８ ７．２９±０．９４

２Ｇ乙 基Ｇ３,５,６Ｇ三 甲 基

吡嗪

－ － － ０．５６±０．０８ － ０．３８±０．１４ ３．０４±０．８０ ５．４０±０．１４ ５．５４±０．５６

２,５Ｇ二甲基吡嗪 － － － － － － ４．５５±０．３８ ６．０８±０．５６ ０．７９±０．０７

２Ｇ乙烯基Ｇ６Ｇ甲基吡嗪 － － － － － － ０．８８±０．１８ － －

２,３,５,６Ｇ四甲基吡嗪 － － － － ４．４８±０．５６ － １０．５７±０．８６ － －

２Ｇ乙酰基Ｇ３Ｇ５Ｇ二甲基吡嗪 － － － － － － ０．９４±０．３５ － －

２Ｇ异丁 基Ｇ３,５,６Ｇ三 甲 基

吡嗪

－ － － － － － ２．９５±０．０７ １．６２±０．５７ ２．２７±０．５７

２Ｇ乙基Ｇ６Ｇ甲基吡嗪 － － － － － － － ０．６７±０．０４ －

２Ｇ甲基Ｇ６Ｇ乙烯基吡嗪 － － － － － － － ０．４０±０．０１ －

２Ｇ乙基Ｇ３,６Ｇ二甲基吡嗪 － － － － － － － １．９６±０．２７ ０．６５±０．０７

３,５Ｇ二甲基Ｇ２Ｇ(２Ｇ甲基丙

基)吡嗪

－ － － － － － － ０．６８±０．１６ －

８ＧMethylＧ[１,２,４]triazolo
[４,３Ｇb]pyridazine

－ － － － － － ６．８８±０．６６ － －

酮类　 ４Ｇ辛酮 ０．３６±０．０９ ０．３１±０．１２ ０．３６±０．０８ ０．２５±０．０１ ０．２９±０．１１ ０．２９±０．０７ － ０．２９±０．０９ －

２,３Ｇ丁二酮 － － － ０．３４±０．１５ － － ０．７６±０．２４ － －

３,４Ｇ二甲基Ｇ２Ｇ己酮 － ０．５０±０．２４ ０．５４±０．０４ － － － － － －

２Ｇ丁酮 － － － － － ０．２０±０．０６ － ０．２０±０．０５ －

３Ｇ辛酮 － － － － ０．１８±０．０６ ０．８６±０．２５ － ０．８６±０．２２ ０．８５±０．０６

苯乙酮 － － － － － ０．５０±０．２３ － ０．５０±０．１３ －

　†　“－”为未检出.

嗪、２,５Ｇ二甲基吡嗪及２Ｇ异丁基Ｇ３,５,６Ｇ三甲基吡嗪为３个

水分渥堆８４h后样品中的共有化合物,其中２,５Ｇ二甲基

吡嗪具有明显的酱香香气[１９],在４２％水分豆豉中含量最

高(６．０８mg/kg),而５０％水分豆豉中仅含有０．７９mg/kg.

２,３,５,６Ｇ四甲基吡嗪具有烘焙、烧烤、坚果香味[２０],但仅

存在于３５％水分与４２％的豆豉中,推测原因可能为水分

过高而不利于产２,３,５,６Ｇ四甲基吡嗪细菌生长.烤香味

以及坚果香味的２Ｇ乙基Ｇ６Ｇ甲基吡嗪、２Ｇ甲基Ｇ６Ｇ乙烯基吡

嗪及３,５Ｇ二甲基Ｇ２Ｇ(２Ｇ甲基丙基)吡嗪为４２％豆豉的特有

香味,共同赋予了４２％豆豉的独特风味[２１].综上,４２％
水分豆豉整体酱香风味浓郁且丰富,其次为３５％豆豉,而

５０％水分较次.

酯类化合物具有花果香、酒香等香气特征[２２],主要来

源于醇和羧酸的酯化反应[２３],酯类化合物在渥堆阶段有

明显增加,渥堆８４h的样品中５０％水分渥堆豆豉样品酯

类物质含量最高,４２％水分渥堆豆豉样品酯类物质种类

最丰富,共有９种;３５％水分渥堆豆豉样品酯类物质含量

最低且种类最少.此外,在渥堆８４h样品中亚油酸乙酯、

苯乙酸乙酯为３个样品中共有的化合物,其中亚油酸乙

酯具有蜡香和甜香气息[２４],在５０％水分渥堆豆豉样品中

含量最高,有４．６８mg/kg;苯乙酸乙酯具有香甜的蜂蜜

香、玫瑰花香和果香气味[２５],在４２％水分渥堆豆豉样品

中含量最高,有２．０５mg/kg;具有玫瑰花香[２６]的乙酸苯

乙酯、甜香气息[２７]的对甲氧基肉桂酸乙酯、琥珀香气[２８]

的水杨酸苄酯是４２％水分渥堆豆豉样品特有的酯类物

质,说明４２％水分渥堆豆豉样品的香气相较于其他两种
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样品酯类物质香气更为丰富.

酚类物质具有陈酿气息[２９],在不同水分渥堆８４h的

样品中含量差异不大(１７．２６~１８．８４mg/kg).醛类物质

多表现为甜香和花果香[３０],渥堆８４h样品中含量较低且

种类较少(３种),醇类物质和酸类物质在渥堆８４h阶段

样品种类没有较大差异,提示这几种物质可能并不是构

成不同水分豆豉香气差异的主要因素.

２．６　不同水分渥堆豆豉在不同渥堆阶段细菌与挥发性物质

之间的相关性分析

　　为了明确豆豉渥堆发酵过程中细菌和风味物质之间

的关联性,对不同样品的挥发性物质组成进行 PLSＧDA
分析,结果如图７.其中３５％水分发酵０h样品、４２％水

分发酵０h样品、５０％水分发酵０h样品之间的距离较

近,表明洗曲后样品的挥发性物质组成相似,发酵４８h和

发酵８４h不同水分样品之间的距离变大,说明洗曲后随

着发酵的进行,水分的不同对豆豉渥堆发酵的挥发性物

质形成的影响逐渐增大.PLSＧDA 结果中 VIP≥１的物

质共有１１种,包含了５种吡嗪类物质、１种醇类物质、１种

酸类物质、１种酯类物质、２种酚类物质.

　　进一步分析差异挥发性成分与微生物的相关性(图８)

图７　渥堆期间不同水分浏阳豆豉挥发性物质

PLSＧDA分析图

Figure７　 PLSＧDA analysisofvolatilesubstancesof
LiuyangDouchiatdifferentmoisturecontent
duringpilefermentation

可知,葡萄球菌对６种关键差异性挥发性物质的形成具

有明显贡献,如２,３,５Ｇ三甲基吡嗪、２Ｇ乙基Ｇ３,５,６Ｇ三甲基

吡嗪、愈创木酚、２Ｇ异丁基Ｇ３,５,６Ｇ三甲基吡嗪、２,５Ｇ二甲基

吡嗪、棕榈酸.于美娟等[３１]研究发现,葡萄球菌是传统发

酵鲊鱼发酵过程中的主要微生物且与吡嗪类化合物存在

显著正相关.与葡萄球菌类似,海洋芽孢杆菌亦与５种

图８　渥堆期间不同水分浏阳豆豉细菌和挥发性物质相关性聚类标记热图

Figure８　ClustermarkedheatmapofthecorrelationbetweenbacteriaandflavorsubstancesofLiuyang
Douchiatdifferentmoisturecontentduringpilefermentation
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关键差异性挥发性物质显著正相关,如２Ｇ乙基Ｇ３,５,６Ｇ三甲

基吡嗪、愈创木酚、２Ｇ异丁基Ｇ３,５,６Ｇ三甲基吡嗪、２,５Ｇ二甲

基吡嗪、棕榈酸.海洋芽孢杆菌在其他的发酵食品和发酵

设备中也有发现,张春林等[３２]研究发现,海洋芽孢杆菌在

高温大曲第二次翻曲阶段为主要菌属且与酒醅中的１０种

风味物质之间显著相关.与海洋芽孢杆菌类似,棒状杆菌

属与亚油酸乙酯显著正相关[３３].芽孢杆菌是一种被广泛

用于食品发酵的菌属,但在试验中,芽孢杆菌属仅与２Ｇ乙

基Ｇ３,５,６Ｇ三甲基吡嗪、愈创木酚显著正相关.张盼文等[３４]

在利用地衣芽孢杆菌纯种发酵豆豉时亦发现,地衣芽孢杆

菌对吡嗪类风味物质有重要贡献,与试验结果一致.

３　结论

对不同渥堆水分豆豉在渥堆过程中基本理化指标、

细菌群落多样性及挥发性成分进行了联合分析.研究发

现,随着渥堆水分的增加,渥堆温度降低,因而有利于细

菌的生长和代谢,酯类物质含量明显增加而酸类物质减

少.然而,从挥发性物质总量上来说,过高和过低的水分

都不利于豆豉中挥发性物质的生成,特别是吡嗪类物质

在４２％水分渥堆豆豉中含量最高(３６．９mg/kg).此外,

转桶前,３５％水分豆豉中主要优势菌为葡萄球菌,而４２％
水分豆豉中以形杆菌和片球菌为主,５０％水分豆豉中则

以变形杆菌和肠球菌相对丰度最大.转桶后由于食盐的

加入,其他不耐盐的微生物被抑制,葡萄球菌成为各水分

豆豉中的优势菌.进一步分析细菌多样性和差异性挥发

性物质的相关性发现,吡嗪类物质是主要的差异性挥发

性物质,其形成与葡萄球菌、海洋芽孢杆菌等具有显著的

相关性.后续可基于不同水分渥堆浏阳豆豉中细菌和挥

发性物质相关性分析结果指导关键功能细菌的筛选,并

通过进一步的强化发酵印证其对挥发性物质的影响.
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