
现代食品科技 Modern Food Science and Technology 2027, Vol.43, No.5 

1 
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摘要：传统酱油发酵过程中，内源酶系对原料的分解效率在一定程度上限制了风味物质的释放。为进一步提高原料利用率并促

进风味物质积累，本文以高盐稀态发酵酱油为对象，在发酵中分别添加植酸酶（PHY）、酸性羧肽酶（ACP）及谷氨酰胺酶（GLN），

分析其对理化指标、氨基酸积累及挥发性香气的影响。结果表明，不同外源酶处理下，各组总酸含量和 pH 变化趋势基本一致。发酵

初期，PHY 组还原糖含量相对较高；60 d 时，ACP 组总游离氨基酸含量达 61.96 g·kg-1，较对照组（53.28 g·kg-1）提升 16.20%，显著

提高了发酵中后期蛋白水解效率，且滋味活性值（TAV）较高；GLN 组谷氨酸含量达 8.11 g·kg-1，较对照组（6.15 g·kg-1）提升 31.80%，

提高了鲜味相关氨基酸的积累。香气方面，ACP 组通过提升甲硫氨酸和苯丙氨酸等含量，促进了 3-甲硫基丙醛（相对含量 7.87%，

对照组为 3.68%）及吡嗪类化合物的生成；GLN 组热处理后 3-甲基丁醛和苯乙醛相对含量较高。本研究为外源酶在酱油酿造中的应

用提供理论基础。 
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Abstract: In traditional soy sauce fermentation, the efficiency of raw material degradation by endogenous enzyme systems may, to some 

extent, limit the release of flavor substances. To further improve raw material utilization and promote the accumulation of flavor substances, 

phytase (PHY), acid carboxypeptidase (ACP) and glutaminase (GLN) were added to high-salt liquid-state fermented soy sauce to analyze their 

effects on physicochemical indexes, amino acid accumulation and volatile aroma. The results showed that, under different exogenous enzyme 

treatments, the trends of total acid content and pH were generally similar among all groups. In the early stage of fermentation, the PHY group 

showed relatively higher reducing sugar content. At 60 d, the total free amino acid content in the ACP group reached 61.96 g·kg-1, which was 

16.20% higher than that of the control group (53.28 g·kg-1), significantly improving the proteolysis efficiency in the middle and late stages of 

fermentation, and the taste activity value (TAV) was also relatively high. The content of glutamic acid in the GLN group reached 8.11 g·kg-1, 

which was 31.80 % higher than that in the control group (6.15 g·kg-1), improving the accumulation of umami-related amino acids. In terms of 

aroma, the ACP group promoted the formation of 3-methylthiopropanal (relative content 7.87%, compared with 3.68% in the control group) and 

pyrazine compounds by increasing the contents of methionine and phenylalanine. The GLN group showed relatively higher contents of 

3-methylbutanal and phenylacetaldehyde after heat treatment. This study provides a theoretical basis for the application of exogenous enzymes 

in soy sauce brewing. 
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酱油作为传统发酵豆制品，凭借独特的鲜味和复杂的香气体系，在饮食文化中占据重要地位[1]。高盐稀态酱

油是以大豆或脱脂大豆、小麦或小麦粉为原料，经蒸煮、曲霉菌制曲后与盐水混合成稀醪，再经发酵制成的酱油。

在酿造过程中，米曲霉分泌的内源生物酶系主导了大分子物质的降解，生成氨基酸、小分子肽、还原糖及有机酸

等关键呈味物质，这些物质的含量与组成是酱油独特风味的物质基础[2]。然而，传统高盐稀态发酵仅依赖内源酶

系往往存在局限：原料大豆中天然含有较高浓度的植酸盐（9.2~16.7 mg·g
-1），其易与可溶性蛋白质结合形成难溶

复合物，阻碍了蛋白酶与蛋白质底物的有效接触与反应，导致原料利用率下降，进而造成呈味物质释放不足[3,4]；

同时，内源蛋白酶系的酶切位点有限，往往难以充分释放呈味氨基酸，易残留苦味肽。更重要的是，酱油特征性

酱香和焦糖香的形成高度依赖于热处理阶段的美拉德反应（Maillard reaction），而该反应的底物浓度与种类直接受

限于发酵阶段的酶解效率[5]。因此，优化发酵酶系从而提高原料利用率，是目前酱油酿造领域关注的重点。 

添加外源性酶制剂进行辅助发酵是常见的方法。外源酶辅助酱油发酵可在一定程度上改善发酵过程中物质  

转化，并影响酱油品质形成。谷氨酰胺酶能将 L-谷氨酰胺特异性转化为 L-谷氨酸，是直接提升酱油鲜味特征的关

键[6]；植酸酶通过降解植酸解除其对蛋白质的螯合，有助于释放更多可利用的氮源；而酸性羧肽酶作为外切型肽

酶，可从多肽 C 端持续释放游离氨基酸，有望与米曲霉内源蛋白酶系形成协同互补，促进发酵后期多肽的进一步

降解[7]，并为后续热处理阶段相关香气物质的形成提供基础[8]。关于这些外源酶对酱油滋味成分和挥发性香气的具

体影响，目前尚需进一步明确。 

本研究以高盐稀态发酵酱油为对象，在发酵过程中分别添加植酸酶、酸性羧肽酶和谷氨酰胺酶进行辅助发酵。

通过监测发酵理化指标（pH 值、总酸、还原糖及氨基酸态氮），分析游离氨基酸含量的变化，对比热处理前后挥

发性风味的演变，探究外源酶添加对酱油发酵的影响，为工业化精准酿造提供技术支撑和参考依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

米曲霉（Aspergillus oryzae）T89（保藏号：GDMCC No. 66894），以课题组前期工作选育的 U2
[9]为出发菌株，

经进一步紫外-硫酸二乙酯复合诱变筛选获得，具有较高的中性蛋白酶活力和较好的遗传稳定性；麸皮、面粉、黄

豆，取自鹤山市东古调味食品有限公司；植酸酶（酶活 5 750 FTU·g
-1），美国帝斯曼公司；酸性羧肽酶（酶活         

1 000 u·g
-1）、谷氨酰胺酶（酶活 100 u·g

-1），日本天野公司。 

甲醛、冰乙酸、盐酸、硫酸、硫酸钠、甲磺酸（均为分析纯），广州化学试剂厂；乳酸、乳酸钠（均为分析纯），

广州市利胜化工有限公司；酪氨酸、干酪素，天津市大茂化学试剂厂；酒石酸钾钠、亚铁氰化钾、乙酸锌、三氯

乙酸、福林酚试剂、DNS 试剂（均为分析纯），国药集团化学试剂有限公司；硫酸铜、碳酸钠、磷酸氢二钠、磷

酸二氢钠、葡萄糖、可溶性淀粉（均为分析纯），广东广试试剂科技有限公司；17 种氨基酸混合标准品（浓度为

2.50 μmol·mL
-1），美国西格玛公司；衍生化试剂 FMOC、衍生化试剂 OPA，安捷伦科技贸易（上海）有限公司；

甲醇、乙腈（均为色谱纯），北京迪马科技有限公司。 

1.2  主要仪器设备 

PHS-3C pH 计，上海雷磁仪器有限公司；HH-4 数显恒温水浴锅，常州澳华仪器有限公司；GF-6100 电子天平，

日本 AND 公司；TU-1901 双光束紫外可见分光光度计，上海澳普斯有限责任公司；Metrohm 905 Titrando 自动电

位滴定仪，瑞士万通（中国）有限公司；Agilent 1260 Infinity II 高效液相色谱仪（配置荧光检测器和蒸发光检测

器）、Agilent 8860 GC-5977B GC/MSD 气相色谱质谱联用仪，美国安捷伦科技有限公司；50/30 μm DVB/CAR/PDMS

固相萃取头，美国西格玛公司。 

1.3  试验方法 

1.3.1  高盐稀态酱油的制备 

成曲发酵：黄豆常温浸泡 8 h，蒸 30 min 后，干豆:面粉:米曲霉菌粉质量比为 1:0.35:0.003，32±1 ℃、90%±2%

湿度下培养 44 h，其中分别在 4、16 和 24 h 进行翻曲。 

酱醪晒制：成曲:盐水质量比为 3:5，盐水浓度为 18%（m/m），曲料搅拌均匀后进行为期 60 d 的户外天然晒制
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发酵。共分 4 组，以不加酶组为对照，其余三组分别于发酵 0 d 添加 0.25%植酸酶，于发酵 20 d 分别添加 0.5%酸

性羧肽酶和 1%谷氨酰胺酶，各酶添加量均以黄豆质量为基准，按质量百分比（m/m）计算。 

1.3.2  样品采集与处理 

在第 4、8、12、20、30、45 和 60 天取样，经快速滤纸过滤后进行各项指标测定。将第 60 天的生酱油置于密

封耐热玻璃瓶中，85±1 ℃水浴加热 12 h，用于挥发性风味物质的测定。样品简称：空白（CTL）、添加植酸酶（PHY）、

添加酸性羧肽酶（ACP）、添加谷氨酰胺酶（GLN）。 

1.3.3  pH 值测定 

使用 pH 计测定。 

1.3.4  总酸含量测定 

参照 GB 12456-2021
[10]，使用自动滴定仪进行测定。 

1.3.5  氨基酸态氮含量测定 

参照 GB 5009.235-2016
[11]，使用自动滴定仪进行测定。 

1.3.6  还原糖含量测定 

参照 GB 5009.7-2016
[12]，使用直接滴定法进行还原糖含量测定。 

1.3.7  蛋白酶活力测定 

采用福林酚法，参照 GB/T 23527-2023
[13]。蛋白酶活力定义：1 g 样品在 pH 值为 3.0/7.5、40 ℃下，1 min 水

解酪蛋白产生 1 μg 酪氨酸为一个酶活力单位，以 U·g
-1表示。 

1.3.8  淀粉酶活力测定 

采用 DNS 法，参照徐欢欢[14]的方法。淀粉酶活力定义：1 g 样品在 pH 值为 6.0、40 ℃下，1 min 水解可溶性

淀粉产生 1 mg 葡萄糖为一个酶活力单位，以 U·g
-1表示。 

1.3.9  还原糖组成测定 

使用高效液相色谱法分析酱油样品中还原糖组成[15]。色谱柱：ValueLab LC GP-NH2（4.6 mm × 250 mm，5 μm）；

流动相：乙腈:水（70:30，V/V）；流量 1.0 mL·min
-1；进样量 10.0 μL；柱温 35 ℃；蒸发管温度 70~80 ℃；载气流

速 2.5 mL·min
-1。 

1.3.10  游离氨基酸测定 

使用高效液相色谱法分析酱油样品中游离氨基酸，参考余洁瑜等[16]的方法。色谱柱：AdvanceBio AAA C18

（4.6 mm×100 mm，2.7 μm）；流动相 A：10 mmol·L
-1

 Na2HPO4:10 mmol·L
-1

 Na2B4O7（50:50，V/V）；流动相 B：

甲醇:乙腈:水（45:45:10，V/V）；流量 1.5 mL·min
-1；进样量 1.00 μL；柱温 40 ℃。 

1.3.11  挥发性香气成分测定 

使用顶空固相微萃取-气相色谱-质谱联用法分析酱油样品中的挥发性有机化合物，参考万博恺等[17]的方法。

取6.40 mL样品加入16 mL顶空瓶中，在45 ℃下平衡20 min后，并在55 ℃下振荡萃取40 min，250 ℃下解吸3 min。

He 作为载气，进样量 1.00 μL，流速为 1 mL·min
-1，采用不分流模式。气相色谱柱温程序为：40 ℃保持 10 min，

以 5 ℃·min
-1的速率升温至 100 ℃并保持 2 min，再以 15 ℃·min

-1的速率升温至 230 ℃并保持 5 min。质谱条件为：

70 eV 电子电离模式，扫描范围 35~350 m/z，离子源 230 ℃，接口 250 ℃。 

1.3.12  数据处理与图片绘制 

所有实验均进行 3 次平行测定，图中结果以平均值±标准差表示。采用 IBM SPSS Statistics 进行单因素方差分

析（One-way ANOVA），并采用 Tukey多重比较进行事后检验，P<0.05 表示差异显著。使用Origin 2022 和 TBTools-Ⅱ

绘制图片。 

2  结果与分析 

2.1  总酸含量和 pH值的变化 

总酸含量和 pH 值是反映酱油发酵过程中有机酸积累及体系酸碱环境变化的重要指标。由图 1a 可知，在发酵

前期（0~12 d），各组总酸含量呈现快速增加的趋势。这主要归因于发酵初期耐盐微生物的旺盛代谢，较快积累了

乳酸、乙酸等有机酸；当发酵进行到 12 d 时，总酸含量升至 1.50 g/100 g 左右。随着发酵时间在 12~60 d 范围内
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的延长，总酸含量进入波动平衡期。发酵结束时（60 d），CTL 组、PHY 组、ACP 组及 GLN 组的总酸含量均稳定

在 1.45~1.55 g/100 g 之间，各组间无显著差异（F=3.534，P=0.084>0.05）。由图 1b，伴随着有机酸的积累，各组

pH 值均呈下降趋势。在发酵起始阶段（0~4 d），pH 值下降最为剧烈，由初始的 6.38 迅速降至 5.32 左右；随着发

酵时间（4~60 d）的延长，pH 值下降趋于平缓。发酵结束时，各组 pH 值均稳定在 4.90 左右。 

在整个高盐稀态发酵过程中，各实验组酱醪的总酸含量及 pH 值变化趋势基本一致。结果表明，在发酵 0 d

添加植酸酶及 20 d 添加酸性羧肽酶和谷氨酰胺酶，对酱醪发酵过程中的总酸生成及 pH 环境的变化无显著影响。 

 

图1 酱油发酵过程中总酸含量及pH值的变化 

Fig.1 Changes in total acid content and pH value during soy sauce fermentation 

注：a-总酸含量；b-pH 值。 

2.2  蛋白酶活力和氨基酸态氮含量的变化 

 

图2 酱油发酵过程中酸性、中性蛋白酶活力和氨基酸态氮含量的变化 

Fig.2 Changes in acid protease activity, neutral protease activity, and amino acid nitrogen content during soy sauce fermentation 

注：a-酸性蛋白酶活力；b-中性蛋白酶活力；c-氨基酸态氮含量。 

蛋白酶系是驱动酱油发酵成熟、风味前体转化的核心动力。由图 2a、2b 可知，发酵初期（0~12 d），来源于

a b 

a b 

c 
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米曲霉自身的蛋白酶活力占据主导，各组中性蛋白酶与酸性蛋白酶活力均处于较高水平，随后受高盐环境胁迫呈

自然衰退趋势。在中性蛋白酶活力方面，发酵 20 d 前各组间无显著差异，均由初始的 220 U·g
-1左右降至 50 U·g

-1

以下。在发酵 20 d 添加酸性羧肽酶后，其中性蛋白酶活力在 30 d 出现显著提升，达到 152.30 U·g
-1，显著高于同

期 CTL 组（11.50 U·g
-1）、PHY 组（14.00 U·g

-1）和 GLN 组（24.50 U·g
-1）（F=1 176.125，P<0.01）；即便在发酵

后期（45~60 d），ACP 组仍维持着较高的蛋白酶活性；酸性蛋白酶活力呈现出相似规律，ACP 组在发酵中后期的

酶活水平显著优于对照组，在 60 d 时仍保持在 100.50 U·g
-1左右。说明添加酸性羧肽酶后该组在发酵中后期仍维

持较高的蛋白水解相关活力。 

氨基酸态氮是衡量酱油品质及鲜味强度的核心指标，其积累趋势与蛋白酶活力的变化高度正相关。由图 2c，

发酵前期随着体系蛋白酶的快速作用，各组氨基酸态氮含量急剧上升，由 0.01 g/100 g 增至 0.69 g/100 g 左右，组

间差异不显著。20 d 后，随着外源酶的加入，CTL 组由于内源酶活力的衰减，氨基酸态氮增长趋于平缓；PHY 组

的氨基酸态氮含量在发酵中后期（30~60 d）逐渐显现出略高于 CTL 组的趋势。这可能是因为在发酵后期易水解

蛋白耗尽时，前期植酸酶解除植酸和蛋白复合物所释放出的底物发挥了作用，维持了体系缓慢但持续的氨基酸释

放；而 ACP 组的氨基酸态氮含量继续保持稳步增长态势，至发酵结束（60 d）时，ACP 组的氨基酸态氮含量达到

峰值，为 0.82 g/100 g，较 CTL 组提高了约 15%。相比之下，GLN 组因特征性催化谷氨酰胺脱酰胺反应，对总氨

基酸态氮含量的贡献并不明显，其终点值与 CTL 组持平。 

结果表明，在发酵中期（20 d）补充酸性羧肽酶，有效弥补了后期内源蛋白酶活力不足的缺陷，通过持续水

解多肽链末端，显著促进了游离氨基酸的释放与积累，从而为酱油风味的形成奠定了物质基础。 

2.3  淀粉酶活力和还原糖含量的变化 

 

图3 酱油发酵过程中淀粉酶活力和还原糖含量的变化 

Fig.3 Changes in amylase activity and reducing sugar content during soy sauce fermentation 

注：a-淀粉酶活力；b-还原糖含量。 

 

图4 发酵终点酱油样品的还原糖组成 

Fig.4 Composition of reducing sugars at the end of fermentation (60 d) 

淀粉酶系将酱醪中的淀粉质原料转化为还原糖，为发酵微生物提供碳源，同时也为后期的美拉德反应提供羰

a b 



现代食品科技 Modern Food Science and Technology 2027, Vol.43, No.5 

6 

基供体。由图 3a 可知，淀粉酶活力在整个发酵周期内呈现持续下降的趋势。在发酵初期（0~8 d），来源于成曲的

淀粉酶活性较高，维持在 15~25 U·g
-1之间。随着发酵时间的延长，受高盐环境抑制及酸性代谢产物积累的影响，

酶蛋白逐渐变性失活。至发酵 20 d 时，各组淀粉酶活力降至 10 U·g
-1左右。发酵后期（30~60 d），各组淀粉酶活

力均维持在较低水平（5~8 U·g
-1）。 

由图 3b，伴随着淀粉酶的作用，还原糖含量呈现出先积累后消耗的变化规律。在发酵前期（0~12 d），还原

糖生成速率大于消耗速率，还原糖含量快速积累并在 12 d 达到峰值。PHY 组在此期间的还原糖含量略高于其他

组，这可能是因为植酸酶降解了体系中的植酸，减少了植酸与淀粉的结合，释放出了更多的游离淀粉，使其更易

被淀粉酶接触和水解[18]。发酵中后期（20~60 d），还原糖含量开始显著下降，这主要是因为还原糖与体系中的氨

基酸发生了美拉德反应。 

图 4 展示了发酵终点（60 d）各组样品的单糖组成。结果显示，各组样品中仅检出葡萄糖和果糖两种单糖。

其中，葡萄糖是主导组分（约 3.20 g/100 mL），而果糖含量较低（约 0.25 g/100 mL），不同处理组间两种单糖含量

存在一定波动，但整体变化幅度较小，表明外源酶处理对发酵终点单糖组成的影响较为有限。 

2.4  游离氨基酸含量的变化 

 
图5 酱油发酵过程中游离氨基酸的变化 

Fig.5 Changes in free amino acids during soy sauce fermentation 

注：a-折线图；b-堆积柱状图；c-热图。Asp 为天冬氨酸，Glu 为谷氨酸，Ser 为丝氨酸，His 为组氨酸，Gly 为甘氨酸，Thr 为苏

氨酸，Arg 为精氨酸，Ala 为丙氨酸，Tyr 为酪氨酸，Cys 为胱氨酸，Val 为缬氨酸，Met 为甲硫氨酸，Phe 为苯丙氨酸，Ile 为异亮氨

酸，Leu 为亮氨酸，Lys 为赖氨酸，Pro 为脯氨酸。 

游离氨基酸不仅是酱油风味的核心物质基础，也是衡量蛋白质水解程度的关键因素。对不同处理组游离氨基

a 
b 

 

c 
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酸变化进行分析，有助于评价外源酶添加对发酵过程中蛋白质降解和氨基酸积累的影响。图 5a 和图 5b 展示了四

组酱油在发酵过程（4~60 d）中游离氨基酸的积累，图 5c 则通过热图直观体现游离氨基酸的变化情况。由图 5a

可知，随着发酵时间的延长，四组样品的总游离氨基酸含量均呈上升趋势。在发酵前期（0~20 d），曲料中米曲霉

分泌的蛋白酶系发挥作用，迅速将原料中的蛋白质降解为小分子肽和氨基酸，游离氨基酸含量快速增加。PHY 组

游离氨基酸含量比 CTL 稍有提升，这说明植酸酶在发酵初期一定程度上水解了植酸盐，解除了其对大豆蛋白的限

制，但在发酵后期与 CTL 逐渐一致，这可能是由于植酸酶被内源蛋白酶水解失活，进而限制了其解离植酸及促进

蛋白水解的能力。进入发酵中后期（30~60 d），游离氨基酸的增长趋于平稳，这是由于底物浓度降低以及部分氨

基酸参与了美拉德反应消耗。在发酵 20 d 添加酸性羧肽酶和谷氨酰胺酶后，ACP 组酱醪中的蛋白酶得到补足，总

氨基酸含量出现二次提升，至发酵终点达到最高值（61.96 g·kg
-1），分别较 CTL 组（53.28 g·kg

-1）、PHY 组      

（55.63 g·kg
-1）和 GLN 组（53.97 g·kg

-1）提升了 16.29%、11.38%和 14.80%（F=73.187，P<0.01）。图 5c 清晰地

体现了这一趋势，ACP 组在 30~60 d 阶段，绝大多数氨基酸均转为深红色，均显著高于其他组。特别是疏水性氨

基酸（如 Leu、Phe、Val、Ile 含量分别达到 5.31、3.20、3.77、3.71 g·kg
-1）积累尤为突出，提示酸性羧肽酶在酱

油发酵后期仍具有高效外切活性，实现蛋白质的深度水解，增强了酱油的风味[19]。叶茂等[20]通过优化黑曲霉固态

发酵产羧肽酶条件，并将其应用于酱油发酵，有效提升酱油中氨基酸态氮含量至 1.38 g/100 mL。发酵结束（60 d）

时，GLN 组的 Glu 含量达到最高，为 8.11 g·kg
-1，较 CTL 组（6.15 g·kg

-1）提升了 31.80%，同时也高于 PHY 组     

（7.57 g·kg
-1）和 ACP 组（8.00 g·kg

-1）（F=67.340，P<0.05）。该结果表明，谷氨酰胺酶可显著提升谷氨酸含量，

成功将酱醪中积累的谷氨酰胺转化为谷氨酸[21]。 

2.5  游离氨基酸滋味分析 

 

图6 酱油发酵过程中滋味活性值（TAV）的变化 

Fig.6 Changes in Taste Activity Values (TAV) during soy sauce fermentation 

为了更真实地评估游离氨基酸对酱油感官风味的实际贡献，本研究引入滋味活性值（Taste Activity Value，TAV）

进行评价。TAV 计算公式为氨基酸浓度与其呈味阈值的比值，各氨基酸呈味阈值参考 Kato 等[22]的研究。当 TAV>1

时，表明该物质对滋味有直接贡献；TAV 值越大，呈味强度越高。图 6 展示了四组样品在发酵过程中鲜味、甜味

和苦味总 TAV 的增长趋势。 

鲜味是高盐稀态酱油最核心的感官属性。如图 6 所示，发酵初期（4~20 d）四组样品的鲜味 TAV 均随发酵进

行快速上升。进入发酵中后期（30~60 d），CTL 组鲜味 TAV 趋于平缓，而各外源酶添加组则继续保持增长态势。

其中，ACP 组在发酵终点达到最高值（33.96），这归因于酸性羧肽酶外切能力，其在水解过程中高效释放了天冬

氨酸和谷氨酸，通过总量的积累实现了显著的增鲜效果。GLN 组则展现出不同的增长模式，在 20 d 添加谷氨酰

胺酶后，其鲜味 TAV 出现提升（20~30 d 期间从 25.61 增至 32.65），最终达到 33.12，高于 CTL 组（28.67）。这是

由于谷氨酰胺酶通过特异性的脱酰胺作用，定向提升了谷氨酸含量。与 ACP 组不同，该过程在大幅增鲜的同时，

未引入过多的苦味氨基酸，从而赋予了酱油更纯正的鲜味特征。 
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甜味氨基酸在酱油中主要起缓冲咸味、赋予回甘的作用[23]。ACP 组的甜味 TAV 在发酵终点达到 24.11，高于

其他三组。甜味氨基酸能有效柔和酱油的口感，产生绵长而细腻的余味。 

各组的苦味总 TAV 值均呈现较高水平（35~41）。ACP 组的苦味 TAV 达到 41.16，高于 CTL 组的 36.09，这与

其高含量的疏水性氨基酸数据一致。尽管计算所得的 TAV 较高，但其在实际感官中的苦味表现受到显著抑制。

Ogawa 等[24]通过人体感官实验证实，在高盐与精氨酸共存的体系下，苦味氨基酸产生的感官苦味信号可被抑制至

原始强度的 19.40%，这种生理屏蔽效应有效缓解了高浓度疏水性氨基酸带来的负面苦味，使得风味中心依然聚焦

于咸鲜。事实上，疏水性氨基酸对发酵食品的贡献不应该仅局限于对其苦味属性的探讨。近年来的研究表明，它

们在复杂的风味基质中发挥着至关重要的作用。Zhu 等[25]指出，酱油中富含疏水性氨基酸的肽段不仅能调节鲜味，

还能显著提升产品的醇厚感（Kokumi）和整体口感的厚度（Thickness）。此外，含有疏水性侧链的 γ-谷氨酰肽已

被证实能赋予发酵食品特征性的厚味和延绵感[26]，这种由疏水性组分贡献的厚实口感在高盐环境下依然保持稳 

定[27]。 

2.6  热反应前后酱油挥发性风味化合物的变化 

 
图7 热处理前后各组酱油挥发性风味物质类别的相对含量变化 

Fig.7 Changes in relative content of volatile flavor compound categories in soy sauce before and after heat treatment. 

 

图8 热反应前后酱油中关键挥发性风味物质的热图分析 

Fig.8 Heatmap analysis of the distribution of volatile flavor compounds in soy sauce before and after heat treatment. 

注：图中颜色代表挥发性化合物的归一化相对含量，红色代表含量较高，蓝色代表含量较低。横坐标中 Pre/Post 分别代表热处

理前/后。纵坐标化合物缩写对应如下：Ald（醛类）：Ald1 为 3-甲基丁醛；Ald2 为 2-甲基丁醛；Ald3 为 3-甲硫基丙醛；Ald4 为苯乙

醛；Ald5 为苯甲醛；Ald6 为 2,4-二甲基苯甲醛。Het（杂环类）：Het1 为 2-乙酰基吡咯；Het2 为 2-乙酰基呋喃；Het3 为 2-乙基-6-甲

基吡嗪；Het4 为糠醛；Het5 为 5-甲基糠醛；Het6 为 3-苯基呋喃。Phe（酚类）：Phe1 为 4-乙基-2-甲氧基苯酚（4-乙基愈创木酚）；Phe2

为 4-乙基苯酚；Phe3 为愈创木酚。Alc（醇类）：Alc1 为 2-呋喃甲醇；Alc2 为苯乙醇；Alc3 为 1-辛烯-3-醇；Alc4 为 2-丙基-1-戊醇。

Acd（酸类）：Acd1 为乙酸。 

挥发性风味物质的组成变化与酱油的香气特征密切相关。图 7 与图 8 展示了热反应前后酱油挥发性组分的变



现代食品科技 Modern Food Science and Technology 2027, Vol.43, No.5 

9 

化情况。在热处理前（生酱油），挥发性物质种类较少，主要以醇类、酸类及醛类等发酵代谢产物为主；经热处理

（85 ℃，12 h）后，组分发生显著变化，以乙酸、丁酸、戊酸为主的挥发性酸类物质受长时高温影响大量挥发，

其相对含量大幅度降低，这有效减弱了酱油的刺激性酸气，醛类化合物仍维持着高香气组分，杂环类化合物的种

类和相对含量增加，提示美拉德反应及斯特雷克降解（Strecker Degradation）可能是影响酱油特征香气形成的重要

过程。 

醛类化合物是美拉德反应的核心产物。3-甲硫基丙醛与煮土豆味和酱香味相关，热处理后，ACP 组的 3-甲硫

基丙醛相对含量为 7.87%，约为 CTL 组（3.68%）的 2.1 倍，高于 GLN 组（4.12%）。结合前文游离氨基酸数据，

这可能与 ACP 组中甲硫氨酸积累较高、并在热反应过程中发生斯特雷克降解有关；苯乙醛与花香特征相关，ACP

组（11.25%）与 GLN 组（11.55%）在热处理后均维持在较高水平，这与其前体苯丙氨酸的积累密切相关；3-甲基

丁醛与麦芽样香气相关，GLN 组在热处理后含量达到 3.58%，高于其他组，表明谷氨酰胺酶处理可能间接优化了

亮氨酸相关的转化路径。吡嗪类及部分杂环类化合物与烘烤香、坚果香等特征相关，这些物质主要来源于氨基酸

与还原糖在热反应中的复杂缩合反应。四甲基吡嗪与纳豆样及烘烤香特征相关，ACP 组热处理后的占比高达

11.96%，高于 CTL 组的 2.53%。这表明，酸性羧肽酶释放的丰富游离氨基酸和短肽，可能为吡嗪类化合物的形成

提供了充足的氮源；2,5-二甲基吡嗪与清淡的坚果香特征相关，CTL 组（5.92%）与 GLN 组（5.85%）的相对含量

较高，说明添加不同外源酶可能导致热反应后香气组成呈现不同特征。苯乙醇与柔和的花香、蜂蜜样香气特征相

关，ACP 组的苯乙醇含量较高（热处理后为 2.74%），这可能与苯丙氨酸前体积累较高有关；ACP 组检测出 4-乙

基愈创木酚（0.05%）和较高的 4-乙基苯酚（0.92%），这些成分与烟熏样、药香样气味相关。 

2.7  基于 Pearson相关性热图的风味前体转化解析 

 

图9 酱油发酵终点游离氨基酸与关键香气物质的相关性分析 

Fig.9 Correlation analysis between free amino acids and key aroma compounds in soy sauce at the fermentation endpoint 

注：Ald1 为苯乙醛、Ald2 为苯甲醛、Ald3 为 2-甲基丁醛、Het1 为 2-乙酰基吡咯、Het2 为 2-乙基-6-甲基吡嗪、Alc1 为 2-呋喃

甲醇、Alc2 为苯乙醇、Phe1 为 4-乙基-2-甲氧基苯酚、Phe2 为 4-乙基苯酚、Ket 为 2,6-二甲基-3-庚酮、Asp 为天冬氨酸，Glu 为谷氨

酸，Ser 为丝氨酸，His 为组氨酸，Gly 为甘氨酸，Thr 为苏氨酸，Arg 为精氨酸，Ala 为丙氨酸，Tyr 为酪氨酸，Cys 为胱氨酸，Val

为缬氨酸，Met 为甲硫氨酸，Phe 为苯丙氨酸，Ile 为异亮氨酸，Leu 为亮氨酸，Lys 为赖氨酸，Pro 为脯氨酸。图中颜色代表 Pearson

相关系数（红色为正相关，蓝色为负相关），“*”表示统计学显著（P<0.05），“**”表示极显著（P<0.01）。 

为了探究游离氨基酸对酱油特征香气的贡献，本研究选取发酵终点（60 d）的 17 种游离氨基酸与热处理后的

10 种关键香气化合物，构建了 Pearson 相关性热图。 

如图 9 所示，4-乙基-2-甲氧基苯酚与除脯氨酸、胱氨酸以外的绝大多数氨基酸均呈显著正相关（P<0.05），其

中与缬氨酸的相关性达到极显著水平（P<0.01）。同样的趋势也出现在 4-乙基苯酚和苯乙醇中。这一结果表明，酸

性羧肽酶处理后发酵体系中氨基酸底物整体丰度有所提高，并可能进一步影响部分香气相关化合物的形成。Feng

等[28]指出，酱油特征香气在较大程度上与氨基酸分解代谢产物有关，其中 3-甲基丁醛和 3-甲硫基丙醛等化合物被
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认为是重要香气活性成分。 

苯丙氨酸与苯乙醇之间表现出显著的正相关性（r>0.95，P<0.05）。结合理化指标分析，ACP 组中高浓度的苯

丙氨酸（3.20 g·kg
-1）可能与后续微生物代谢过程中苯乙醇的形成有关。Bernardino 等[29]指出，L-苯丙氨酸可经

Ehrlich 途径转化生成 2-苯乙醇，该化合物具有典型的玫瑰样香气。此外，谷氨酸与 2-甲基-3-庚酮呈现显著正相关

（P<0.05），表明鲜味氨基酸的积累可能通过复杂的氨基-羰基反应网络，间接影响了特定酮类香气的形成。 

在与醛类化合物（如苯乙醛、苯甲醛）的关联分析中，甲硫氨酸呈现出与大多数氨基酸截然不同的正相关趋

势。这表明在 ACP 组中，甲硫氨酸的富集模式与斯特雷克醛类的生成具有更高的同步性[30]，可能在修饰酱油整

体香气轮廓中扮演了独特的协同角色。 

3  结论 

外源酶的添加未对酱油发酵体系中 pH 值及总酸含量变化趋势产生明显影响，各组 pH 值及总酸含量变化趋势

与对照组基本一致。植酸酶在发酵初期通过降解植酸，减少了植酸与淀粉的结合，有效促进了还原糖的生成。酸

性羧肽酶处理组在发酵中后期（20~60 d）表现出较高的蛋白水解相关活性。酸性羧肽酶添加后，发酵终点 ACP

组总游离氨基酸含量较对照组提高了 16.20%，氨基酸积累较为明显；TAV 分析表明，ACP 组鲜味、甜味及苦味

相关滋味活性值均处于较高水平。GLN 组谷氨酸含量较对照组提高了 31.80%，提高了鲜味相关氨基酸的积累水

平。热反应前后的风味演变及相关性分析表明，外源酶处理与部分香气相关化合物的形成存在一定关联。ACP 组

中较高含量的甲硫氨酸和苯丙氨酸可能与 3-甲硫基丙醛、苯乙醇以及 2-乙基-6-甲基吡嗪等化合物的形成有关；

GLN 组热处理后 3-甲基丁醛和苯乙醛相对含量较高。研究结果较系统地分析了植酸酶、酸性羧肽酶和谷氨酰胺酶

辅助发酵对高盐稀态酱油氨基酸积累及挥发性香气特性的影响，为外源酶在酱油酿造中的应用提供了参考。今后

可进一步结合多酶复配、挥发性成分定量、感官评价及微生物群落变化等研究，深入阐明不同外源酶对高盐稀态

发酵酱油品质形成的影响机制。 
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