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摘要：由于豆豉传统自然发酵过程中微生物区系复杂，深入分析豆豉蛋白水解物与黑色素形成的关系存在一定难度，本试验以

毛霉型豆豉自然发酵过程中四种主要毛霉（总状毛霉 PR9.00140、雅致毛霉 PR9.00018、腐乳毛霉 PR9.00148和五通桥毛霉 PR9.00151）

为发酵菌种，通过分析豆豉纯种发酵过程中颜色变化和各种蛋白水解产物含量的变化趋势的关系，得出三种蛋白水解产物与颜色的相

关性依次为多肽>游离氨基酸>大分子可溶性蛋白，其中多肽和游离氨基酸含量变化与豆豉颜色变化高度相关。对豆豉纯种发酵过程

中各个相对分子质量段多肽的含量变化与豆豉颜色变化相关性分析表明：相对分子质量为 500~200 u的多肽更多的参与了豆豉黑色素

的形成。因此，本研究结果为完善豆豉质量控制与评价体系以及豆豉快速生产工艺的研发构建奠定了理论基础。 
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Abstract: The complex microbial flora during traditional fermentation of douchi makes it a challenge to conduct in-depth analysis of the 

correlation between douchi protein hydrolysate and the formation of melanin. In this study, four main Mucor species from naturally 

Mucor-fermented douchi, namely Mucor racemosa PR9.00140, Actinomucor elegans PR9.00018, Mocor sufu PR9.00148, and Mucor 

wutongqiao PR9.00151, were used and the correlation between changes in the content of protein hydrolysates and color of douchi during 

pure-breed fermentation was studied. The results showed that the degree of correlation between three protein hydrolysates and color was in the 

following order: polypeptides > free amino acids > macromolecular soluble proteins, while the changes in the content of polypeptides and free 

amino acids significantly correlated with changes in the douchi color. The correlation evulation  between polypeptides in different relative 

molecular mass ranges and color change of douchi during pure-breed fermentation of douchi indicated that polypeptides with a relative mass of 

500 to 200 were more involved in the formation of melanin. Therefore, these results provide data for the development of improved quality 

control and evaluation system as well as rapid production of douchi. 
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豆豉是大豆原料经过润水蒸煮、制曲发酵、加盐、

加酒或干燥等措施制成的干态或半干态的颗粒状发酵
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肽研究 

豆制品，以其豉香诱人、风味独特、易于消化、具有

特殊功效而深受消费者欢迎，在世界饮食文化中具有

特殊的地位。永川豆豉作为毛霉型豆豉的典型代表，

更是受到重庆地区乃至全国的赞誉。永川豆豉的生产

工艺起源于家庭作坊，目前其生产主要采用传统自然

发酵工艺，生产周期通常长达半年以上，极大的限制

了永川豆豉产业的发展，究其根本原因在于其发酵过

程中基础研究不够深入。对于永川豆豉的研究现在主

要集中在优化豆豉发酵微生物[1]、降低产品含盐量[2]、
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缩短生产周期[3]、豆豉功能活性成分[4]等方面。 

豆豉在发酵阶段颜色由黄绿色到暗黄色直至成

熟为黑褐色，因此豆豉颜色可以作为评价其成熟标志

的指标。研究发现，豆豉颜色的形成主要发生在成熟

期，并认为豆豉在成熟时急剧褐变的原因是豆豉产品

成熟期间大豆蛋白水解参与 Maillard 反应，为其提供

反应底物[5~8]。因此，蛋白的水解作用对于豆豉颜色品

质的形成具有重要影响。目前，对于永川豆豉发酵过

程中颜色形成与蛋白水解之间的关系尚缺乏深入研

究。本课题组前期研究了传统永川豆豉动态发酵过程

中蛋白水解物含量以及豆豉颜色变化规律，并在此基

础上分析了蛋白质水解与黑色素形成的关系，结果表

明，永川豆豉发酵过程中黑色素主要形成于后发酵阶

段，其中后发酵前 10 d 是黑色素快速形成阶段
[6]
。在

后发酵过程中，多肽含量与颜色形成相关性最高，其

次是游离氨基酸含量。这一结果与 Fan
[9]等研究结果一

致，他们发现后发酵时期多肽含量显著下降，并可能

参与了类黑精的形成。但由于传统自然发酵的微生物

区系复杂，进一步深入研究豆豉蛋白水解物与黑色素

形成的关系存在很大难度。 

本研究拟采用豆豉自然发酵过程中的四种主要

微生物分别进行纯种发酵，重点研究发酵过程中黑色

素快速上升阶段豆豉蛋白水解物与黑色素形成的关

系，旨在进一步验证分析参与黑色素形成的主要蛋白

水解物，为建立与完善豆豉质量控制与评价体系、豆

豉快速生产工艺提供理论基础，使未来豆豉走向系统

化、标准化、产业化。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

表 1 不同发酵阶段豆豉样品的编号 

Table 1 IDs of douchi samples at different fermentation stages 

时间编号 对应样品 时间编号 对应样品 

S1 蒸煮的黄豆 S6 后发酵 4 d 

S2 前发酵 8 d S7 后发酵 5 d 

S3 后发酵 1 d S8 后发酵 10 d 

S4 后发酵 2 d S9 后发酵 20 d 

S5 后发酵 3 d S10 后发酵 100 d 

纯种发酵豆豉的菌种分别是总状毛霉 (Mucor 

racemosus PR9.00140)、雅致毛霉(Actinomucor elegans 

PR9.00018)、腐乳毛霉(Mucor sufu PR9.00148)和五通

桥毛霉(Mucor wutungkiao PR9.00151)，为豆豉自然发

酵的四种主要毛霉。豆豉发酵过程中不同阶段的样品

编号如表 1 所示。发酵豆豉所用大豆，购于重庆市北

碚区天生丽街永辉超市。 

硫酸铜、酒石酸钠、碳酸钠、氢氧化钠、亮氨酸、

茚三酮和三氟乙酸均为分析纯，购于成都市科龙化工

试剂厂；牛血清蛋白为分析纯，上海生工试剂厂产品；

福林酚试剂为生化试剂，美国Sigma 公司产品；乙腈

为色谱纯，成都市科龙化工试剂厂产品。 

1.2  仪器 

ALPAAI-4LSC 真空冷冻干燥机，德国 Christ 公

司；UltraScan PRO 测色仪，美国 HunterLab 公司；5810

型高速离心机，德国 Eppendorf 公司；QL-901 漩涡震

荡仪，海门市其林贝尔仪器制造公司；JA50002、

JA2003A电子分析天平，上海精天电子仪器有限公司；

pHS-3C 酸度计，成都世纪方舟科技有限公司；H-22

恒温水浴锅，金坛市富华仪器有限公司；LC-20A 高

效液相色谱仪，日本岛津公司；SHZ-B水浴震荡摇床，

上海将任实验设备有限公司。 

1.3  方法 

1.3.1  豆豉样品制作制备 

用四种纯种毛霉进行发酵豆豉，所有样品经冷冻

干燥打粉过筛（20 目筛），密封存放于低温冰箱中。

豆豉生产工艺流程如下： 

 
图 1 豆豉发酵工艺流程图 

Fig.1 Process flow diagram of douchi fermentation  

1.3.2  颜色测定 

将粉末状豆豉样品置于标准比色皿中，采用

L*a*b*颜色系统记录数值。以煮过的黄豆S1 为空白，

所以其 dE*值空缺。在 L*a*b*系统中，L*表示亮度，

颜色要素 a*表示由绿色（-a）到红色（+a)，颜色要素

b*表示由蓝色（-b）到黄色（+b），dE*表示样品总颜

色差异。色差计用标准白色平板校准（L*=96.82，

a*=0.65，b*=2.32）。综合考虑，可用 dE*的变化趋势

来反映发酵过程中豆豉的颜色变化。颜色计算公式： 

2222

ab )()()(dE   ttt bbaaLL  

其中 L*t 、a*t、b*t代表蒸煮大豆的颜色值，L*、a*、b*

代表其他阶段样品的颜色值[10]。 

1.3.3  可溶性蛋白的测定 

采用福林酚法[11]测定。 
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1.3.4  游离氨基酸的测定 

采用茚三酮比色法[12]测定。 

1.3.5  多肽的测定 

准确吸取处理后的可溶性蛋白的样液 1.0 mL，加

入 9.0 mL 质量分数为 10%的三氯乙酸(TCA)溶液，在

室温下静置 2 h，然后离心30 min（8000 r/min），保留

上清液备用。取上清液 1.0 mL，然后按可溶性蛋白测

定方法[11]进行测定。 

1.3.6  大分子可溶性蛋白的测定 

大分子可溶性蛋白(g/100 g)=可溶性蛋白(g/100 

g)-多肽(g/100 g)-游离氨基酸(g/100 g) 

1.3.7  豆豉的多肽组分分析 

准确称量 0.500 g 纯种发酵豆豉粉末，加入 10 mL

水，在漩涡振荡器上振荡 10 s 后，超声提取10 min，

移入水浴振荡摇床振荡 2 h。然后离心 10 min（5000 

r/min），取上清液，上清液与乙腈按 60:40 的比例混

合，然后用 0.22 μm有机滤膜过滤，保存在 10mL进

样瓶中备用。采用 HPLC 分析，条件为色谱柱：TSK 

gel2000 SWXL (300 mm×7.8 mm)；流动相：乙腈:水:

三氟乙酸(45:55:0.1, V/V)；检测波长：UV 220 nm；流

速：0.6 mL/min；柱温：30 ℃；进样量10 μL。 

根据 HPLC 图计算出各相对分子质量段多肽的组

分相对含量，以各组分相对含量 area%为纵坐标(y)，

以后发酵天数（S3-S8）为横坐标(x)做图，分析各组

分变化趋势。 

1.3.8  豆豉蛋白水解成分与黑色素相关性分析 

利用 SPSS 17.0 数据统计软件分别对发酵过程中

豆豉颜色和几种蛋白质水解物含量进行相关性分析。

利用 Pearson 相关系数对各指标与颜色间的相关性进

行评价，并利用双尾检验法评价其显著水平。其中

Pearson 相关系数的计算是为了总体估计蛋白质水解

物的含量和豆豉的颜色变化值之间的相关性。变量之

间的相关性强度是用Cohen所提出的效应值[13]来估计

的。相关性大小分为三个层次：低度相关（0.1~0.3），

中度相关（0.3~0.5），和高度相关（>0.5）。 

表 2 豆豉多肽相对分子质量段的划分编号 

Table 2 IDs of the polypeptides with different relative molecular 

mass ranges in douchi 

编号 相对分子质量/u 

组分 1 3000~1000 

组分 2 1000~500 

组分 3 500~200 

此外，为了便于寻找与颜色相关的多肽相对分子

质量，对发酵过程中豆豉颜色和不同相对分子质量段

多肽相对含量进行相关性分析，多肽分子划分如表 2

所示，方法同上。 

1.3.9  数据分析 

数据分析处理采用 Microsoft excel 2010 和SPSS 

17.0 软件。每次试验设置三个平行实验，数据以平均

值±标准偏差表示。 

2  结果与讨论 

2.1  纯种发酵过程中颜色的变化趋势 

 
图 2 不同菌种发酵过程中豆豉颜色变化 

Fig.2 Changes in color of douchi during fermentation with 

different strains 

由图 2 可见，在不同菌种纯种发酵过程中，后发

酵前 10 d（S2-S8）豆豉颜色均处于快速上升趋势，四

种 纯 种 毛 霉 发 酵 豆 豉 颜 色 dE* 值 分 别 达 到

26.40±0.01(总状毛霉)、29.59±0.15（雅致毛霉）、

31.83±0.11（腐乳毛霉）、26.53±0.08（五通桥毛霉）。

在其后的发酵过程中（S9，S10），豆豉的颜色基本不

再加深，说明豆豉的色泽品质主要在后发酵前期形

成，这一结果与传统发酵过程中豆豉颜色变化规律一

致
[14]

。这是由于豆豉发酵初期是毛霉大量繁殖的时

期，此时的毛霉代谢旺盛，产生的蛋白酶活性较高，

催化蛋白质降解，产生了大量的水解产物，为美拉德

反应生成呈色物质提供了充分的底物，促使黑色素大

量生成。 

2.2  纯种发酵过程中可溶性蛋白含量的变化

趋势 

不同菌种发酵过程中，豆豉的可溶性蛋白含量变

化如图 3所示。发酵前期到后发酵 3 d，可溶性蛋白一

直处于上升趋势，后酵 3 d 含量达到高值，四种纯种

毛霉发酵豆豉可溶性蛋白含量分别为 13.23±0.20（总状

毛霉）、12.54±0.36（雅致毛霉）、12.31±0.32（腐乳

毛霉）、11.23±0.31（五通桥毛霉）g/100g；后发酵 3 d

到 10 d，可溶性蛋白含量没有显著差异（P<0.05），处
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于相对稳定状态；后发酵10 d到100 d，可溶性蛋白含

量均显著下降（P<0.05），四种纯种毛霉发酵豆豉可溶

性蛋白含量的范围在 7.49~8.43 g/100 g 之间。这一趋

势与传统豆豉发酵过程中可溶性蛋白变化趋势类似
[15]

，这可能是因为进入后发酵期后，毛霉产生大量蛋

白酶，使不可溶性蛋白大量水解，转化为可溶性蛋

白，导致可溶性蛋白在前发酵到后发酵 3 d 含量上

升，之后随着蛋白酶活性逐渐减弱，可溶性蛋白生成

量开始降低，同时大量可溶性蛋白参与美拉德反应或

被微生物消耗，导致可溶性蛋白消耗和产生处于平衡

状态，表现为后发酵 3~10 d 内可溶性蛋白含量保持稳

定；后酵 10 d 后，随着蛋白酶活力进一步减弱，可溶

性蛋白消耗大于生成，使其含量呈现下降趋势。为了

进一步分析豆豉颜色与蛋白水解物的关系，将可溶性

蛋白分为游离氨基酸、多肽和大分子可溶性蛋白三部

分进行研究。 

 
图 3 不同菌种发酵过程中豆豉可溶性蛋白含量的变化趋势 

Fig.3 Changes in soluble protein content of douchi during the 

fermentation with different strains 

2.3  纯种发酵过程中游离氨基酸含量的变化

趋势 

不同菌种发酵过程中，豆豉的游离氨基酸含量的

变化见图 4，随着后发酵时间的延长四种豆豉中游离

氨基酸都有不同程度的增加，至后发酵 10 d，四种纯

种毛霉发酵豆豉游离氨基酸含量分别达到 3.46±0.08

（总状毛霉）、3.20±0.12（雅致毛霉）、3.50±0.10（腐

乳毛霉）、3.06±0.10（五通桥毛霉）g/100g，后发酵

10 d 后，游离氨基酸含量开始呈现上升趋势放缓或下

降趋势，后发酵 20 d 后，全部呈现下降趋势，至后酵

100 d，四种纯种毛霉发酵豆豉游离氨基酸含量较后发

酵 10 d 均有所下降，幅度范围为 0.61~1.18 g/100 g。

这与细菌型豆豉[8]和曲霉型豆豉[16]游离氨基酸变化趋

势一致，但同传统毛霉型豆豉变化趋势不同，传统毛

霉型豆豉后发酵过程中，游离氨基酸始终呈现上升趋

势[17]，这可能是因为传统毛霉型豆豉发酵过程中，微

生物区系较曲霉型和细菌型豆豉丰富，致使后期厌氧

菌活性迅速升高，产生大量蛋白酶，继续维持游离氨

基酸含量的上升。本实验采用人工接种，纯种发酵毛

霉型豆豉，微生物区系较为单一，缺乏厌氧菌，因此

导致后期游离氨基酸消耗大于生产，含量下降。 

 
图 4 不同菌种发酵过程中豆豉游离氨基酸含量的变化趋势 

Fig.4 Changes in free amino acid content of douchi during the 

fermentation with different strains 

2.4  纯种发酵过程中多肽含量的变化趋势 

 

图 5 不同菌种发酵过程中豆豉多肽含量的变化趋势 

Fig.5 Changes in polypeptides content of douchi during the 

fermentation with different strains 

不同菌种发酵过程中，豆豉多肽的含量变化见图

5，从前酵8 d到后发酵10 d多肽含量总体呈上升趋势，

四种纯种毛霉发酵豆豉多肽含量分别上升到

4.32±0.10（总状毛霉）、4.48±0.11（雅致毛霉）、

4.32±0.12(腐乳毛霉)、4.04±0.12（五通桥毛霉）g/100 g。

后酵 10 d 到后酵 100 d 期间除总状毛霉外，其他菌种

发酵豆豉多肽含量无显著差异（P>0.05），与传统毛霉

型豆豉多肽变化趋势相似[17]。这可能是因为在前酵 8 d

到后发酵 10 d 期间，蛋白质在较高活性中碱性蛋白酶

的作用下，产生大量多肽。但随着后酵时间的延长，

氧气消耗致使毛霉活性降低，同时有机酸慢慢积累，

体系里 pH值逐渐降低，使得蛋白酶活力大大降低[18]，

致使多肽的产生和消耗基本达到平衡。 
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2.5  纯种发酵过程中大分子可溶性蛋白含量

的变化趋势 

 
图 6 不同菌种发酵过程中豆豉大分子可溶性蛋白含量的变化

趋势 

Fig.6 Changes in macromolecular soluble protein content of douchi 

during the fermentation with different strains 

不同菌种发酵过程中，豆豉的大分子可溶性蛋白

含量的变化见图 6。大分子可溶性蛋白含量在后发酵

前期上升，在后发酵前 3 d 内，其含量最高值分别为

7.61±0.14（总状毛霉）、7.79±0.21（雅致毛霉）、

6.55±0.10（腐乳毛霉）、6.09±0.22（五通桥毛霉）g/100 

g。后发酵 3 d 后均呈现下降趋势，到后酵100 d，四

种纯种毛霉发酵豆豉大分子可溶性蛋白含量明显下

降，与胡鹏[19]等研究一致，其研究表明前发酵及后发

酵前期大分子可溶性蛋白含量明显增多，后发酵一段

时间后，随着蛋白酶催化蛋白质水解为多肽和氨基酸

等较低分子物质，大部分大分子可溶性蛋白被降解为

多肽和氨基酸，所以含量出现了下降趋势。 

2.6  豆豉蛋白水解物与黑色素关系拟合 

表 3 豆豉蛋白质水解物与豆豉颜色的相关性 

Table 3 Correlation between protein hydrolysates and color of 

douchi 

总状 Pearson P 

可溶性蛋白 0.245 - 

大分子可溶性蛋白 -0.307 - 

多肽 0.969** 0.01 

游离氨基酸 0.800** 0.01 

注：-，不具相关性；**，相关系数在 0.01水平显著。 

相关性分析表明，多肽与颜色的皮尔逊相关系数

为 0.969，双尾检验显著性值为 0.000，因而多肽与颜

色高度相关，在 0.01 水平上具有极显著相关性。游离

氨基酸与颜色的皮尔逊相关系数为 0.800，双尾检验显

著性值为 0.000，说明豆豉游离氨基酸与颜色高度相

关，在 0.01水平上具有极显著相关性。 

综上所述，四种纯种发酵豆豉的蛋白质水解物

中，可溶性蛋白与豆豉颜色变化低度相关，组成可溶

性蛋白的游离氨基酸、多肽与大分子可溶性蛋白与颜

色的相关性依次为多肽>游离氨基酸>大分子可溶性

蛋白。其中多肽和游离氨基酸与颜色高度相关，而大

分子可溶性蛋白与颜色无相关性。可溶性蛋白包含多

肽和游离氨基酸，且可溶性蛋白与颜色的相关性不如

多肽和游离氨基酸，说明并非所有的可溶性氮都与豆

豉颜色形成有关。可以确定参与豆豉颜色黑色素形成

的主要是多肽，其次是游离氨基酸，进一步证明了以

前的研究结果
[14]
。 

2.7  多肽的相对分子质量与黑色素形成关系 

以上通过对豆豉蛋白水解成分与黑色素形成关

系拟合研究得出，参与豆豉颜色黑色素形成的主要是

多肽，根据豆豉发酵过程中各相对分子质量段多肽的

组分相对含量，分析其变化趋势，从而确定参与黑色

素形成的主要多肽的相对分子质量段。四种纯种毛霉

发酵豆豉多肽相对分子质量分布变化如图 7所示。在

各纯种毛霉发酵豆豉颜色快速变化阶段，组分 1和组

分 3 均保持上升趋势，如雅致毛霉发酵豆豉后发酵 1 d

到 10 d，其组分 1 与组分 3 相对含量分别增加了

2.36%、2.56%，与豆豉颜色变化趋势[14]类似，另外，

除五通桥毛霉发酵豆豉外，其余三种纯种毛霉发酵豆

豉的组分 2 在该过程中保持下降趋势，其中雅致毛霉

纯种发酵豆豉的组分 2 相对含量在后发酵 1 d 到 10 d

下降了 12.40%，可能是因为更多的被降解或被毛霉利

用。 

表 4 豆豉颜色与各相对分子质量段肽相关性 

Table 4 Correlation between color of douchi and polypeptides 

with different relative molecular mass ranges 

组分 Pearson P 

组分 1 0.403* 0.049 

组分 2 0.142 0.508 

组分 3 0.577** 0.003 

然后对各个相对分子质量段多肽组分与颜色 dE*

值进行显著性分析和回归方程拟合，确定与颜色形成

最相关的多肽相对分子质量，如表 4 所示。组分 3 与

颜色的皮尔逊相关系数为 0.577，双尾检验的显著性值

为 0.003（P<0.01），因而组分 3 与颜色高度相关。组

分 1 与颜色的相关系数为 0.403，双尾检验的显著性值

为 0.049（P<0.05），所以组分 1 与颜色中度相关。组

分 2 与颜色间的相关系数为 0.142，双尾检验的显著性

值为 0.508（P>0.05），故组分 2 与颜色无相关性。所



现代食品科技 Modern Food Science and Technology 2015, Vol.31, No.8 

115 

以进一步证明，组分 3（500~200 u）最有可能参与豆

豉黑色素的形成，其次是组分 1（3000~1000 u）。 

 

 

 

 

图 7 不同菌种发酵豆豉后发酵过程中多肽相对分子质量分布

变化 

Fig.7 Changes in relative molecular mass distribution of 

polypeptides in douchi the post fermentation with different strains 

注：a：总状毛霉豆豉，b：毛霉豆豉，c：腐乳毛霉豆豉，

d：五通桥毛霉豆豉。 

 

3  结论 

3.1  豆豉发酵过程中蛋白水解成分与黑色素的相关性

分析显示，多肽和游离氨基酸的含量变化与豆豉颜色

变化高度相关，其中多肽与颜色的Pearson相关系数最

高，达到 0.969，证明豆豉发酵过程中多肽更多的参与

了黑色素的形成。 

3.2  从黑色素快速形成阶段各相对分子质量段多肽含

量变化与豆豉颜色变化相关性分析表明，相对分子质

量为 500~200 u 的组分与颜色变化高度相关，证明该

相对分子质量段的多肽更多的参与了豆豉黑色素的形

成。 
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