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用固定化生长微生物细胞改善氨基酸调味液品质

汪 钊， 郑裕国， 王春花
（浙江工业大学 生物与环境工程学院，浙江 杭州 #"$$"4）

摘 要：利用固定化生长的酵母细胞和黑曲霉菌丝体，对酸法水解的氨基酸水解液进行发酵，除去

水解液异臭味，使调味液的口味和风味得到明显改善，产品既有氨基酸调味液的特点，又具有酱油

的风味 )
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酱油作为我国传统调味料，深受人们的喜爱，

传统酱油风味优美，口味浓厚 ) 然而，传统工艺存在

生产周期长、成本高、效率低，总氮利用率低、氨基

氮游离率低的缺陷，为了解决这些问题，酱油制造

工艺从最早的自然发酵、高盐固态发酵、无盐固态

发酵，发展到现在的低盐固态发酵、高稀发酵及欧

美等国家采用的盐酸水解法生产氨基酸调味液（又

称化学酱油）) 国内对氨基酸调味液的研究，近年来

报道较多［" X #］，由于盐酸水解的氨基酸液腥臭味很

浓，所以改善风味是研究氨基酸调味液的重要课题

之一，鉴于人们的习惯，常把氨基酸液酱油化，各国

一般采用物理或化学处理 )王荣民等人对氨基酸液

加游离酵母和酱油曲来改善其风味［4］，许多研究者

用固定化细胞改善酱油风味，缩短发酵周期［% X 0］，

但是利用固定化细胞技术改善氨基酸液的风味，在

国内尚未见报导 ) 作者利用酵母、曲霉的细胞共固

定化技术改善氨基酸液的风味，去除异味，制得风

味较好的调味料 )

E 材料与方法

E F E 原料

豆粕：杭 州 酿 造 厂 提 供，蛋 白 质 质 量 分 数 为

4! ) .Y；小麦：宁波酿造厂提供，蛋白质质量分数为

"4 ) "Y；麸皮：东南面粉厂提供，蛋白质质量分数为
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!" # $%；海藻酸钠：上海化学试剂厂提供 #
! " # 菌种

酱油酵母：浙江工业大学食品系保存菌种；黑

曲霉：浙江工业大学食品系保存菌种 #
! " $ 培养基

酱油酵母斜面培养基：麦芽汁琼脂培养基；黑

曲霉斜面培养基：查氏培养基；黑曲霉扩大曲培养

基：麸皮、米渣培养基；酵母、曲霉增殖培养基：&%
麦芽汁培养基，自然 ’(，!!) *、") +,- 灭菌 #
! " % 分析方法

还原糖 ：亚铁氰化钾法［.］；细胞数：用磷酸盐

溶解固定化细胞凝胶颗粒，用血球计数板测定；酒

精：比重计法；总酸：氢氧化钠中和法［.］；氨基氮：甲

醛法［.］；游离氨基酸：/01234 高效液相色谱法 #
! " & 实验方法

! #& #! 酸水解液的制备! 将豆粕、小麦原料加入一

定量盐酸，在温度水浴中水解 "$ 5，取出冷却到 6)
*以下，加碱中和至 ’( 7 # $，过滤，定容到一定体

积，即得酸水解液 #
! #& ## 固定化细胞的制备! 将 "%海藻酸钠水溶

液 !)) *灭菌 ") +,-，冷却到室温，加入细胞和孢

子悬液，混合均匀，用吸管滴入 !)% 8089" 溶液中，

在 $ *硬化 !) 5，用无菌水洗净，即得固定化细胞

或孢子凝胶颗粒 #

! #& #$ 固定化细胞的增殖培养! 将固定化细胞或

孢子加入 &%的麦芽汁，然后在摇床上 6) *振荡培

养 "$ : $& 5 #
! #& #% 固定化细胞氨基酸水解液的发酵! 在 ! ;
酸水解液中加入固定化生长的酵母和黑曲霉细胞，

进行发酵，酵母发酵温度为 6) *，曲霉发酵温度为

67 * #共固定化生长的酵母和曲霉细胞进行发酵，

温度为 6< * #

# 结果与讨论

# " ! 不同菌种及其生理状态的初步选择

豆粕酸水解液中虽然氨基酸含量较高，但酸水

解后会产生异臭味，据报导主要是蛋氨酸等含硫氨

基酸分解产生二甲硫醚［$］，呋喃甲醛等；酸水解液

还缺少传统酱油多菌种发酵产生的许多风味物质，

如醇、酯、有机酸等 #因此可以用酵母发酵产生各种

风味物质，增强产品的风味 # 酵母发酵时产生的二

氧化碳也可以将一部分易挥发的异味物质排出 #另
外利用黑曲霉菌丰富的酶系，特别是葡萄氧化酶，

使水解液中的异味物质氧化被除去 #
作者用游离的、固定化的黑曲霉孢子和菌丝体

及游离的和固定化的酱油酵母对酸水解液进行发

酵试验，通过感官评定，结果见表 ! #
表 ! 固定化细胞对酸水解液处理效果比较

’()"! *++,-. /+ .0, 122/)1314,5 -,336 (75 +8,, -,336 /7 (217/ (-15 319:15 6,(6/717;

酵 母

游离细胞 固定化细胞

固定化黑曲霉

孢 子 菌 丝 体

游离黑曲霉

孢 子 菌 丝 体

风味较好 腥味较重 腥味除去 腥味较重 但风味不

腥味除去 风味无明显改善 酱香味淡 腥味除去 如固定化

酱香稍淡 风味无明显改善 菌丝体

酱香较浓

= = = = = = = = = = = = = = = =

综合评定：= = = = = 好，= = = = 较好，= = = 一般，= = 较差，= 差

表 ! 结果说明，酸水解液经固定化生长细胞处

理后，风味、色泽都明显好转，其中固定化酵母，固

定化曲霉菌丝体对酸水解液风味改善能力较强，作

者选择固定化酵母细胞和固定化黑曲霉菌丝体作

进一步试验 #
# " # 酵母、曲霉的共固定与分别固定试验

由于固定化酵母、固定化黑曲霉菌丝体对水解

液的风味都有显著影响，因此，作者进行了两者的

共固定与分别固定共发酵试验，结果见表 " #

表 # 共固定与分别固定发酵的比较

’()"# *++,-. /+ .0, -/<122/)1314,5 -,336 (75 617;3, 122/)1<

314,5 -,336 /7 .0, +,82,7.(.1/7 /+ (217/ (-15 319:15

6,(6/717;

发酵
方式

酵母细
胞数 >个

残糖质
量浓度 >

（? > @;）

乙醇
质量分
数 > %

感官评定

共固定
共发酵 6 # . A !)B ! # ) ) # <" 风味好，无异味，酱

香较浓，色泽较深 #

分别固定
共发酵 " # $ A !)& ) # B ! # )B

腥味去除，风味尚
可，色泽较浅，有霉
味 #
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表 ! 表明，共固定共发酵比分别固定共发酵的

效果好，出现此现象的原因可能是酵母、曲霉单独

生长和共同生长，它们的比例和数量是不同的，这

从酵母细胞数可看出，共固定酵母的细胞数比分别

固定低，另外酵母和曲霉在海藻酸钙凝胶颗粒中的

分布也不同 "从水解液发酵后风味及操作等综合因

素考虑，作者采用共固定共发酵形式 "
! " # 酵母、黑曲霉添加比例试验

酵母和黑曲霉的比例和数量不同直接影响到

风味改善的效果，作者以酵母菌悬液（细胞数为 # " $
% #&’ 个 ( )*）添加量 ! )* 为基准，按不同比例改

变黑曲霉孢子悬浮液（孢子数为 ! " ! % #&’ 个 ( )*）

添加量，包埋在海藻酸钙中，增殖后分别对 #+& )*
水解液进行发酵，结果见表 , "

表 # 酵母和黑曲霉添加比例试验结果

$%&"# ’(()*+ ,( +-) .%+/, ,( 0)%1+ *)221 %34 !"#$%&’’(" )*&$%
,3 %5/3, %*/4 2/67/4 1)%1,3/38

添加比例

项 目

酵母细胞
数 (（个 ( )*）

乙醇质量
分数 ( - 感官评定

, . # # " ’ % #&$ & " ’/ 酱香偏浓，香味欠柔和 "

! . # # " , % #&$ & " /! 酱香适中，香味柔和 "

# . # $ " ’ % #&’ & " ,# 酱香稍淡泊，香味欠浓 "

# . ! 0 " ! % #&’ & " #$ 酱香淡泊，稍有异味 "

# . , # " $ % #&’ & " #/ 酱香淡泊，异味较浓 "

结果表明，固定化细胞增殖前酵母添加的比例

与增殖后酵母中细胞数呈正比，发酵后水解液酱香

味浓，异味小；酵母细胞数过高时酱香虽浓，但整体

香味不够柔和，过少时酱香淡泊，异味较浓 "酵母和

黑曲霉添加比例 ! . # 为最佳比例，虽然乙醇含量不

是最高，但是产品酱香味浓，异味少，风味好 "
! " 9 酵母和曲霉共固定化细胞发酵温度试验

酸水解液分别在 ,&、,,、,/、0& 1下用共固定

化细胞发酵，测定发酵后残糖，分别为 # " #2、# " ,,、

& "+,、# " ,, 3 ( 4* " ,/ 1发酵糖利用最快，发酵后水

解液香味较浓，柔和，无异味，取 ,/ 1发酵较为适

宜 "
! " : 原料配比对水解液发酵的影响

原料的选择是影响氨基酸调味液品质的重要

因素 " 一般选择糖类含量较少，蛋白质含量高的豆

粕为原料 "但酱油香气成分主要是糖类经酵母发酵

所产生，糖含量少，不利于香气物质的生成 "原料配

比时在豆粕中加入一定量淀粉含量较高的小麦，水

解后增加水解液的糖含量，既提供了酵母发酵的糖

分，又可以为黑曲霉葡萄糖氧化酶提供酶反应的底

物 "不同原料配比对水解液发酵的影响见表 0 "可以

看出，加入小麦发酵后，氨基酸调味液酱香味明显

比单独使用豆粕好，香味柔和，风味改善明显，但是

随着小麦比例的增加，水解液的含糖量增加，氨基

氮减少，异味也增加，因此小麦的比例不宜过高，加

量以 #&-为最好 "
! " ; 共固定化生长的酵母和曲霉细胞发酵过程试

验

取 # * 酸水解液，用共固定化生长的酵母和曲

霉细胞进行发酵，测定发酵过程中乙醇、氨基氮、总

酸、56 值、残糖的变化，结果见图 # " 测定发酵前后

水解液游离氨基酸组成变化，结果见表 + "

表 9 不同原料配比对水解液发酵的影响

$%&"9 ’(()*+ ,( +-) .%+/, ,( .%< 5%+)./%2 ,3 +-) ().5)3+%+/,3 ,( %5/3, %*/4 2/67/4 1)%1,3/38

原料中添加
小麦比例 ( -

总酸质量
浓度 (（3 ( 4*）

氨基氮质量
浓度 (（3 ( 4*）

还原糖质量
浓度 (（3 ( 4*）

乙醇质量
分数 ( - 感官评价

&
发酵前 # " !/ & " /0 , " & ( 异味较重，无酱香味

发酵后 & " ’# & " /+ # " 0 & " +0 有异味，香味欠柔和

#&
发酵前 # " ,& & " /! , " + ( 异味较重，无酱香味

发酵后 & " ’2 & " /& # " 2 & " /+ 酱香较浓，香味柔和 "

!&
发酵前 # " &0 & " +$ 0 " # ( 异味较重，无酱香味

发酵后 & " // & " +$ # " $ & " ’# 酱香淡泊，有异味 "

,&
发酵前 # " !& & " +& 0 " 2 ( 异味较重，无酱香味

发酵后 & " /2 & " +, ! " 0 & " ’$ 酱香淡泊，异味较浓 "
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图 ! 酸水解液在发酵过程中理化分析值变化曲线

"#$% ! &#’( )*+,-(- *. /’#0* /)#1 -(/-*0#0$ 2#3+#1 .(,4
’(05/5#*0

表 6 发酵前后水解液游离氨基酸组成变化

&/7%6 8’#0* /)#1- #0 59( 2#3+#1 -(/-*0#0$ .(,’(05(1 :#59
#’’*7#2#;(1 )(22-

氨基酸
发酵前游离氨基
酸质量分数 ! "

发酵后游离氨基
酸质量分数 ! "

门冬氨酸 # $ %& # $ #&

异亮氨酸 ’ $ () ’ $ )*

苏氨酸 ’ $ )+ ’ $ #&

亮氨酸 # $ *, # $ #&

丝氨酸 + $ *- ’ $ #’

酪氨酸 + $ &’ + $ #%

谷氨酸 % $ (# & $ (+

苯丙氨酸 ’ $ ## ’ $ +)

甘氨酸 ’ $ +- ’ $ ##

续表 )：

氨基酸
发酵前游离氨基
酸质量分数 ! "

发酵后游离氨基
酸质量分数 ! "

组氨酸 ’ $ ++ ’ $ ,#

丙氨酸 # $ -& # $ &%

赖氨酸 # $ +, ’ $ (&

胱氨酸 微量 微量

精氨酸 + $ %) + $ #*

缬氨酸 # $ && ’ $ (*

蛋氨酸 + $ -( + $ )+

从图 ’ 可见，在发酵 ’# . 内，除氨基氮外，各值

变化较大，#% . 后，总酸开始增加，其它指标趋于稳

定，发酵 &- . 时产品风味最佳，结合发酵时间和产

品风味，取 &- . 为最佳发酵时间 $分析表 % 可知，固

定化细胞发酵前后氨基酸组分和含量没有明显变

化 $
< % = 固定化细胞的稳定性试验

用固定化细胞进行分批发酵，发酵时间为 # /，

发酵温度为 &- 0，通过测定发酵液中乙醇体积分

数，观察固定化细胞的外观及对水解液风味改善的

能力，考查固定化细胞的稳定性，结果如图 # 所示 $

图 < 固定化细胞稳定性试验曲线

"#$% < &#’( )*+,-(- *. 59( -5/7#2#5> *. #’’*7#2#;(1 )(22-
固定化细胞使用 ) 批后，产生乙醇的能力降低

&+"左右，改善风味的能力稍有下降，固定化细胞

颗粒无破损，弹性、机械强度都较好 $发酵能力减弱

的主要原因是酵母衰老及酶活力下降，用海藻酸钠

固定化细胞的成本低，从发酵后水解液风味等综合

指标看，固定化细胞使用 ) 批后仍能达到除去异

味、改善风味的要求 $
分析以本工艺生产的产品，总氮质量浓度为

’ $ %( 1 ! /2，氨基氮质量浓度为 ’ $ +* 1 ! /2，氨基酸

生成率达 *# $ #"，全氮利用率在 ,+"以上，既有氨

基酸调味液的特点，又经固定化细胞发酵，具有酱

油的风味 $与传统酱油相比，出品率高、成本低、生

产周期短 $产品氨基酸得率高，味鲜，在风格上略有

#-# 无 锡 轻 工 大 学 学 报 第 #’ 卷

万方数据



不同，经过调配，可以制成各种类型的氨基酸调味

液，经过浓缩干燥，也可制成固体调味料，具有良好

的市场前景 !
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