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生物酶改善原酿酱油品质的研究进展

程宇勤，崔春*，冯云子

（华南理工大学食品科学与工程学院，广东广州 510640）

摘要：酱油是以大豆、小麦和盐为原料，通过多种微生物发酵而成的中国传统调味品。生物酶是微生物发酵过

程中改善酱油滋味、风味的有效手段。酱油的味道、香气和颜色之间的平衡作用赋予酱油独特的风味。在酱油酿造

过程中，原料中的蛋白质和淀粉在多种酶的共同作用下水解为氨基酸和糖类。一方面，氨基酸和糖类之间的化学反

应形成酱油饱满的色泽；另一方面，这些酶解产物不仅对酱油的口感有直接促进作用，同时被多种微生物进一步代

谢为各种有机酸和芳香族化合物，从而产生独特的风味和香气。此外，米曲霉是酱油生产中必不可少的微生物，其

可以产生各种酶用于原料的分解，对酱油的发酵起着至关重要的作用。该文重点介绍了酱油酿造过程中关键生物酶

的分类、来源及其在酱油中的应用情况，讨论了相关的微生物改良技术和酶制剂在酱油酿造中的应用进展，并对现

阶段存在的问题与未来的发展方向提出了展望，为改善原酿酱油品质提供理论支持。
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Abstract: Soy sauce is a traditional Chinese condiment that is produced through fermentation by a variety of 

microorganisms, whose raw materials include soybean, wheat, and salt. Enzymes are effective means for enhancing the taste 

and flavor of soy sauce during microbial fermentation. The  unique flavor of soy sauce is derived from the balance between 

flavor, aroma, and color. In the process of soy sauce fermentation, the proteins and starch in the raw materials are hydrolyzed 

into amino acids and sugars under the combined action of various enzymes. On the one hand, the chemical reactions between 

amino acids and sugars lead to the rich color of soy sauce. On the other hand, these enzymatic hydrolysates directly enhance 

the taste of soy sauce, as well as are further metabolized by a variety of microorganisms into various organic acids and 

aromatic compounds, resulting in a unique flavor and aroma. In addition, Aspergillus oryzae is an essential microorganism 

in soy sauce production, producing various enzymes for the decomposition of raw materials and playing a vital role in the 

fermentation of soy sauce. In this paper, the classification and sources of key enzymes in soy sauce fermentation and their 

applications in soy sauce are introduced in detail. The application progress of related microbial improvement technology and 
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酱油俗称豉油，是我国传统的调味品，距今已

有 2 500 多年的历史，在传统调味品行业的众多种

类中占据极其重要的位置，被冠以“中餐之魂”的

称号 [1] 。公元 754 年，唐朝高僧将酱油酿造技术传

至日本，此后，该技术被逐渐传播到东南亚一带和

世界各地。目前，酱油作为调味品在国际上已被广

泛接受 [2] 。酱油产业呈现蓬勃发展的势态，其年产

量也在不断增加。当前，我国酱油的年产量已经突

破 800 万 t，人均酱油消耗量已达到每年 8 L [3] ，并

且仍然处于增长阶段。从酱油的应用价值来看，酱

油中含有丰富的蛋白质、肽、氨基酸、有机酸、糖

分、维生素、矿物质等有益元素，具有较高的营养

价值；从酱油的生产工艺来看，其可分为高盐稀态

发酵和低盐固态发酵两种 [4] 。目前，应用高盐稀态

发酵法生产的酱油在中国酱油市场较为普遍，高盐

稀态发酵酱油的发酵时间为 90~180 d，工艺周期较

长；而低盐固态酱油发酵时间为 15~30 d，相比于高

盐发酵时间较短 [5] 。酱油的生产通常以大豆和小麦

为主要原料，混合之后接种质量分数为 1‰的米曲

霉后制成发酵曲，此后还需要经历半年的发酵、熟

成过程得到生酱油。酱油的生产可分为制曲、发酵

和熟成三个步骤 [6] 。其中酱油的制曲是酱油生产的

关键步骤 [7] ，在此过程会产生大量水解酶，如蛋白酶、

纤维素酶、淀粉酶等，酶通过分解原料中的蛋白质

和淀粉，生成氨基酸和糖类物质。这些酶解产物之

间的协同作用，对酱油口感不仅有直接促进作用，

还能在经过一系列生化反应之后促进醇类、酸类、

酯类、醛类等芳香物质的形成和释放，从而形成酱

油独特的色、香、味、体方面的感官特质 [8] 。而鲜

味的强弱是评价酱油品质的一个主要指标，酱油鲜

味主要由酸性氨基酸引起，包括大豆蛋白和小麦酶

解产物中的谷氨酸和天冬氨酸 [9] 。

近年来，研究人员在酿造工艺以及酿造菌种上

进行了大量研究以进一步提高发酵酱油的品质，从

而更好地满足市场大众的需求。同时，大多数酱油

生产企业也注重在生产技术方面进行创新以优化生

产工艺条件，使酱油生产原料中的淀粉、蛋白质等

能够分解更加完全，以提高原料的利用率，使酱油

风味得到进一步改善，提升经济效益，而生物酶的

应用是其中的一个有效手段。然而，目前关于酱油

发酵过程中生物酶的外源添加的研究较少，并且相

关的新兴应用技术也尚未得到深入研究。本文针对

酱油酿造过程中关键生物酶的分类、作用及其技术

发展前景进行综述，并对改善原酿酱油品质提供一

定的理论支持。

1  生物酶的发展为酿造酱油的品质提升提供

新途径

酱油通常是由大豆、小麦作为原料，经曲霉、

耐盐乳酸菌和耐盐酵母三种微生物所产酶系的共同

作用下发酵而成。传统酱油生产过程如图 1 所示，

主要包括蒸煮、接种制曲、发酵、淋油等过程。其

中在制曲与发酵过程中常见的酶（表 1）有淀粉酶

（α- 淀粉酶和葡糖淀粉酶）、蛋白酶、纤维素酶、果

胶酶、乳酸脱氢酶、多酚氧化酶、酯酶、谷氨酰胺

酶等 [10] 。酱油酿造过程中作用的生物酶类型按其

来源可分为三大类，分别是外源酶、内源酶和大豆

中原有的酶类 [11] ，三种来源的生物酶均对酿造酱油

的滋味、风味有着重要的影响。外源酶一般来自人

为添加的各类酶制剂，如外源性谷氨酰胺酶、中性

蛋白酶、酸性蛋白酶、α- 淀粉酶等；内源酶则是来

源于发酵过程中微生物分泌的各类酶，如酱油酿造

过程中主要产酶微生物米曲霉所分泌的蛋白酶、纤

维素酶、淀粉酶、谷氨酰胺酶等各种酶，其次还有

空气中落入的酵母和细菌等繁殖分泌产生的多种酶

类；酱油酿造的主要原料—大豆本身也含有多种酶

类，如蛋白酶、淀粉酶、脂肪酶、转氨基酶、糖苷酶、

蔗糖酶等，而大豆中原本所含的酶经过蒸煮后将失

去活性。

当前，有研究证明内源、外源生物酶方面的优

化，可以丰富酱油酿造过程中的酶系组成，从根源

上提升酿造酱油的品质特性 [10] 。外源性谷氨酰胺酶

添加使得影响酱油风味的关键性化学成分有机酸、

碳类化合物、色素、含氮化合物等物质的含量明显

增加，从而有效改善酱油口感，提升酱油的鲜味及

厚味 [12] 。随着对米曲霉等关键微生物的研究进展和

酶制剂产业的发展，越来越多的改良手段和工业酶

enzyme preparation in soy sauce fermentation are also discussed. Furthermore, existing problems and future development 

trends are presented. The findings of this study provide theoretical support for improving the quality of original soy sauce.

Key words: enzyme preparation; soy sauce fermentation; strain selection; quality improvement
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制剂可应用于酱油生产，为酱油感官品质提升和品

质差异化提供了更多的可能性。

图 1 传统酱油生产工艺流程图

Fig.1 Traditional soy sauce production process flow chart

表 1  酱油酿造中的主要生物酶类别

Table 1 The main categories of biological enzymes in soy 
sauce brewing

分类 作用类型 主要种类

蛋白酶

内肽酶 碱性蛋白酶、中性蛋白酶 I、II 等

外肽酶
天冬氨酸蛋白酶、亮氨酸氨基肽酶、

羧肽酶、二肽基肽酶等

谷氨酰胺酶 —
γ- 谷氨酰胺转肽酶、谷氨酰胺合成

酶、谷氨酰胺转氨酶

淀粉酶
外切酶 葡萄糖淀粉酶、β- 淀粉酶

内切酶 α- 淀粉酶

果胶酶 —
聚半乳糖醛酸酶、果胶酯酶、果胶

裂解酶

纤维素酶
外切酶 β- 葡聚糖外切酶、β- 葡糖苷酶

内切酶 β- 葡聚糖内切酶

乳酸脱氢酶

NAD-
依赖型

L- 乳酸脱氢酶、D- 依赖型乳酸脱
氢酶

NAD-
非依赖型

膜蛋白、乳酸氧化酶、乳酸单氧酶、
硫胺 b2

多酚氧化酶 —
单酚氧化酶 ( 酪氨酸酶 )、双酚氧
化酶 ( 儿茶酚氧化酶）、漆酶 ( 对

苯二酚氧化酶 )

酯酶 — 脂肪酶、羧酸酯酶

2  生物酶在酿造酱油中的应用

2.1  米曲霉分泌酶在酱油酿造中的应用

在酱油的酿造过程中，酱油成曲是其中最重要

的环节。一方面可以通过改进生产工艺来生产质量

较高的酱油成曲 [13] ，同时也可以通过对发酵菌种

进行选择改善成曲的品质。米曲霉是进行酱油发

酵的优良菌株，在酱油的酿造过程中占据重要地

位，由于其悠久的应用历史，其安全性得到了世界

卫生组织的认可。米曲霉可以分泌产生多种不同的

水解酶，包括葡萄糖淀粉酶、中性蛋白酶、酸性蛋

白酶、果胶酶、葡萄糖苷酶、木聚糖酶、谷氨酰

胺酶、纤维素酶和氨基肽酶等 [14] ，极大地促进了

酱油发酵原料分解、转化与风味物质合成。此外，

由于米曲霉具有在固态发酵中产生异源蛋白的能

力，人们对米曲霉的关注也日益增加。Oda 等 [15] 借

助基质辅助激光解析电离 - 飞行时间质谱（Matrix-
Assisted Laser Desorption/Ionization Time of Flight 
Mass Spectrometry, MALDI-TOF-MS）评估了在液

态和固态培养条件下以小麦为发酵原料的米曲霉

RIB40 细胞外蛋白质组成情况并确定了蛋白质分泌

图谱，发现其在液态和固态发酵条件下都会分泌产

生木聚糖酶 G1，在固态发酵条件下发现其会分泌

二肽基肽酶，在液态发酵条件下表达产生葡萄糖淀

粉酶 A 和木聚糖酶 G2。Liang 等 [16] 通过 MALDI-
TOF-MS 分析了在酱油曲（大豆）上生长的米曲霉

As3.951 和 RIB40 的细胞外蛋白，发现多种氨基肽

酶和蛋白酶在蛋白质组水平上是相同的，这说明米

曲霉 As3.951 和米曲霉 RIB40 对大豆蛋白具有较强

的消化能力，同时作者发现在固态和液态发酵培养

过程中葡萄糖苷酶被大量分泌，显著提高酱油酿造

过程中的原料利用率。

蛋白酶是米曲霉表达分泌的主要胞外酶，米曲

霉可分泌多种蛋白酶，包括氨肽酶、羧肽酶、二肽酶、

三肽酶、丝氨酸蛋白酶、半胱氨酸蛋白酶和天冬氨

酸蛋白酶等，蛋白酶可以将酱油原料中的大分子蛋

白质水解成小分子肽，研究表明，酱油中的小分子

肽类化合物有助于鲜味产生 [17] 。2005 年 Nature [2] 报

道了基于米曲霉 RIB40 基因组分析（表 2），发现

米曲霉可分泌 135 种蛋白酶，其中氨肽酶基因数量

19 种，丝氨酸羧肽酶基因数量 12 种，金属羧肽酶

基因数量 12 种，丝氨酸蛋白酶基因数量 11 种，半

胱氨酸蛋白酶基因数量 12 种，天冬氨酸蛋白酶基

因数量 14 种，金属蛋白酶基因数量 18 种，未知蛋

白酶基因数量 10 种。其中以亮氨酸氨基肽酶为主

的氨基肽酶和羧基肽酶属于蛋白质外切酶 [18] ，其可

以使得原料溶液中的小分子肽进一步的水解，进而产

生各种氨基酸，而氨基酸的数量和种类又是影响酱油

滋味和色泽的关键因素。酱油酿造过程中的蛋白质内

切酶主要可以分为酸性蛋白酶、中性蛋白酶及碱性蛋

白酶等。从米曲霉中分离得到的酸性蛋白酶的最适 pH
值一般在 3.5 左右，分子量约为 39 000 u，但其并不
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具备酸性羧基肽酶及氨基肽酶的活性，只能水解产

生极少量的氨基酸，若将其与酸性羧基肽酶混合之

后，可使蛋白质充分水解并且短时间内产生大量氨

基酸，从而达到更好提升酱油风味品质的目的 [19] 。

Nakadait 等 [20] 还从米曲霉中分离出了两种中性蛋白

酶，其最适 pH 值一般在 5~7，并且具备一定的耐

高温的能力，在 90 ℃条件下仍可以保留一部分的

活力，可将大豆蛋白水解成氨基酸或寡肽，进一步

提升酱油的鲜味。研究表明，在酱油酿造过程中，

碱性蛋白酶显示出最高的活力 [21] 。当前，已有多种

碱性蛋白酶从米曲霉中被分离出来。有研究人员从

米曲霉中分离纯化出一种可以水解如异亮氨酸 - 谷

氨酰胺 - 天冬酰胺 - 亮氨酸 - 甘氨酸 - 亮氨酸 - 甘

氨酸肽键等某些特定部位的肽键的碱性蛋白酶 [20] ，

其分子质量在 23 000 u 左右，同时未发现其氨基肽

酶和羧基肽酶的功能活性。

表 2  米曲霉固态发酵分泌的蛋白酶种类及基因数量

Table 2 Types and gene numbers of proteases secreted by 
Aspergillus oryzae during solid state fermentation

酶种类 酶学编号 基因数量

外
切
蛋
白
酶

氨肽酶 3.4.11.- 19

二肽酶 3.4.13.- 3

二肽酶或三肽酶 3.4.14.- 9

丝氨酸羧肽酶 3.4.16.- 12

金属羧肽酶 3.4.17.- 12

未知肽酶 14

合计 69

内
切
蛋
白
酶

丝氨酸蛋白酶 3.4.21.- 11

半胱氨酸蛋白酶 3.4.22.- 12

天冬氨酸蛋白酶 3.4.23.- 14

金属蛋白酶 3.4.24.- 18

未知蛋白酶 3.4.99- 10

合计 65

2.2  谷氨酰胺酶在酱油酿造中的应用

1931 年，海带的鲜味成分 L- 谷氨酸钠在酱油

中被发现，之后的研究表明 L- 谷氨酸是酱油中鲜味

的主要来源 [22] 。谷氨酰胺酶（L- 谷氨酰胺酰胺水解

酶EC 3.5.1.2）是一种胞内酶，广泛分布于微生物中，

包括细菌，酵母以及真菌 [23] 。谷氨酰胺酶可以催化

谷氨酰胺水解为谷氨酸，酱油中 L- 谷氨酸含量的

差别较大，可达到 7.45~146.30 mg/mL，中位值为

80.32 mg/mL [24] 。

图 2 谷氨酰胺转化为谷氨酸和焦谷氨酸

Fig.2 Conversion of glutamine to glutamic acid and 

pyroglutamic acid

在酱油酿造中，谷氨酸可以通过四种不同的途

径产生 [25] 。（1）L- 谷氨酸和 L- 谷氨酰胺直接从原

料蛋白质中释放出来；（2）释放的 L- 谷氨酰胺可

在米曲霉分泌的多种谷氨酰胺酶的催化下转化为

谷氨酸；（3）通过其中部分谷氨酰胺酶将肽链的碳

末端谷氨酰胺残基脱酰胺成谷氨酸，然后由肽酶释

放；（4）α- 酮戊二酸在谷氨酸脱氢酶的催化作用及

NH4
+ 存在下生成谷氨酸 [26] 。如图 2 所示，谷氨酰胺

通过一个相对快速的非酶促反应转化为焦谷氨酸，

而谷氨酸非酶转化为焦谷氨酸的速度非常缓慢，表

明酱油中的谷氨酸与谷氨酰胺相比具有更高的稳定

性。因此，在谷氨酰胺酶起关键作用的酱油酿造过

程中，第三途径对提高酱油的鲜味更为重要。酿造

酱油原料中所含有的谷氨酸中 46% 左右以谷氨酰胺

形式存在，谷氨酰胺酶需要达到一定的酶活力才能

将谷氨酰胺充分转化为谷氨酸 [27] 。当酶活较低时，

谷氨酰胺将进行非酶转化反应生成焦谷氨酸且反应

不可逆，而焦谷氨酸不具备“鲜味”特征，从而使

酱油鲜味被减弱 [28] 。

米曲霉在制曲过程中产谷氨酰胺酶活性通常较

低，因此导致大量的谷氨酰胺底物不能转化为鲜味

谷氨酸，造成原料利用率的降低。针对这一问题，

研究者通过引入外源谷氨酰胺酶以提高酱油中谷氨

酸含量。有研究表明在酱油发酵初期一次性添加酱

醪质量分数为 0.01% 的谷氨酰胺酶能使酱油的谷氨

酸含量提升 45%，焦谷氨酸含量降低 68%，而氨基

氮、总氮和总酸等指标不受影响 [28] 。在感官方面，

酱油的鲜味特征和口感的协调性有明显的改善，其

咸味和苦涩味得到大幅度的减弱，使酱油品质得到

进一步改善和提高。
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此外也有研究发现谷氨酰胺酶也催化 γ- 谷
氨酰转移反应。Yang 等 [29] 研究表明来自米曲霉

的谷氨酰胺酶具有转肽酶活性，在谷氨酸和苯丙

氨酸存在下，用米曲霉分泌产生的谷氨酰胺酶催

化合成了 γ- 谷氨酰 - 苯丙氨酸和 γ- 谷氨酰 -γ- 谷
氨酰 - 苯丙氨酸，其产物赋予了酱油一种厚味感

觉，收敛阈值（2.5~3.92 mmol/L）约为厚味阈值浓

度（0.78~1.53 mmol/L）的 3 倍，进一步提高了酱

油的综合风味强度。与此同时，Tang 等 [30] 利用谷氨

酰胺酶在固体浓度高达 50% 的条件下通过 γ- 谷氨酰

转肽反应合成一类 γ- 谷氨酰肽（γ- [Glu] (n ≥ 1)-Gln），
聚 γ- 谷氨酸残基位于 N 末端，谷氨酰胺残基位于 C
末端，其结构类似于聚 γ- 谷氨酸 [31] 。γ- 谷氨酰肽与

聚 γ- 谷氨酸都属于典型的厚味物质，在发酵食品中

具有重要的呈鲜作用。研究发现 50% 固体浓度下

产生的 γ- [Glu] (n=1,2,3,4,5)-Gln 的强度高于 10% 固体浓

度下的强度，表明在高固体浓度下谷氨酰胺酶生产

γ- [Glu] (n ≥ 1)-Gln 的可行性。

2.3  蛋白酶制剂在酱油酿造中的应用

蛋白酶在酱油的酿造过程中发挥着极其重要的

作用，将原料中蛋白质水解成低分子蛋白胨、多肽

及氨基酸，使酱油成为营养丰富含有鲜味的调味

品 [32] 。目前在酱油酿造过程中所使用到的蛋白酶制

剂主要酸性有蛋白酶、中性蛋白酶、碱性蛋白酶、

氨基肽酶、羧基肽酶和谷氨酰胺酶等。在高盐低 pH
值的发酵环境下，酱油曲中的内源性蛋白酶活力会

大大降低而使得原料中蛋白质不能被充分利用，因

此通过添加外源性蛋白酶制剂对提高原料蛋白质利

用率和改善酱油品质有重要影响。有研究表明外源

性中性蛋白酶与米曲霉分泌内源蛋白酶协同作用可

以增强小肽和酶促作用效果，向酱油曲中添加适量

中性蛋白酶后使酱油中氨基态氮和总氮分别提高

7.45% 和 2.21%，并使 500 u 以下的肽、乳酸与乙酸

的比例增加，从而提高了酱油的鲜味和厚味 [33] 。因

此外源性中性蛋白酶的使用可以提高酱油蛋白质的

利用率和发酵质量。

余洁瑜等 [34] 在高盐稀态发酵酱油的发酵初期添

加酸性蛋白酶，考察外源性酸性蛋白酶对酱油发酵

的影响。以未添加酸性蛋白酶的样品为对照组，在

酱油发酵初期添加 1‰的酸性蛋白酶样品为实验组。

结果显示，实验组酱油的 pH 值下降至 4.50、总酸、

氨基酸态氮含量分别增加 36.71%、16.49%，从而在

一定程度上可以提高原料的利用率。Zhao 等 [35] 通过

建立在 55 ℃下可行的两段水解法，即用中性蛋白

酶水解非酱油原料来源蛋白（大豆分离蛋白、大米

蛋白、小麦蛋白或豌豆蛋白）12 h，后用氨基肽酶

再水解 12 h，以产生富含鲜味增强肽，如天冬酰 -

脯氨酸和丙氨酰 - 组氨酸的蛋白质水解物。结果显

示，两段水解产物的天冬酰 - 脯氨酸和丙氨酰 - 组

氨酸含量分别是中性蛋白酶一段水解产物的 3.32
倍、1.15 倍，向酱油中加入 5%（m/V）的水解液可

以显著提高酱油鲜味，同时降低苦味，使酱油品质

得到明显改善。

2.4  淀粉酶制剂在酱油酿造中的应用

酱油中使用的淀粉酶制剂主要有 α- 淀粉酶和糖

化酶。α- 淀粉酶属于内切酶，能随机水解淀粉、可

溶性糊精及低聚糖中的 α-1,4 葡萄糖苷键，酶作用

后生成糊精及少量葡萄糖和麦芽糖；糖化酶能将从

淀粉非还原性末端水解 α-1,4 葡萄糖苷键产生葡萄

糖，也能缓慢水解 α-1,6 葡萄糖苷键 [32] 。淀粉酶通

过对酱油的淀粉质原料进行水解，产生还原糖、糊

精等成分，从而增加酱油固形物含量以及提供酒精

发酵、有机酸发酵的原料 [6] 。在历经半年的酱油发

酵过程中，原料中的蛋白质以及糖类会被蛋白酶和

淀粉酶降解，生成氨基酸、葡萄糖、麦芽糖等。据

报道，谷氨酸、葡萄糖与鲜味强度有很强的相关性，

被认为是鲜味的重要化合物 [36] ，产物之间通过美拉

德等相互作用形成酱油独特的风味。徐欢欢 [37] 在

制曲时通过添加适量 α- 淀粉酶，使得出曲时大曲

的酸性蛋白酶活力提高 14.55%、淀粉酶活力提高

35.02%、羧肽酶活力提高 13.89%，同时使得酱油原

油中的还原糖含量增加 11.36%，并将其应用于工业

化生产中，在一定程度上提高了酱油出油率和蛋白

质的利用率。此外，若制曲时向小麦麸皮原料中添

加 1.75% 中温淀粉酶制剂，酿造酱油中氨基酸态氮

与总氮含量分别提高了 47.40% 和 43.93%，还原糖

含量达到 4.88 mg/mL [38] ，还原糖与氨基酸发生美拉

德反应使得酱油呈现红棕色色泽，光泽饱满，香气

浓郁，明显提升了酿造酱油的品质。

2.5  纤维素酶制剂在酱油酿造中的应用

纤维素酶由可以将纤维素水解为葡萄糖的一类

酶组成，在 1906 年于蜗牛消化道内被首次发现，

主要包括葡聚糖外切酶、葡聚糖内切酶和 β- 葡萄糖

苷酶 [39] 。纤维素酶大多具有较高的热稳定性，其最

适温度在 40~65 ℃之间，最适 pH 值为 4.00~6.00。
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酱油的风味、色泽和味道是评价酱油品质高低的主

要因素，而酱油的色泽主要由其中的还原糖和氨基

酸发生美拉德反应而形成 [40] 。在酱油酿造过程中蛋

白酶可以分解蛋白质生成各类肽和氨基酸以增强酱

油风味，若在入池发酵时添加适量的纤维素酶，可

以有效提升原料的利用率。比如，纤维素酶的加入

使得原本被纤维素包裹的蛋白质得到充分裸露，使

其能够被蛋白酶充分水解，酱油的产率风味和品质

都将大幅度提高 [41] 。其次，纤维素被降解后产生的

葡萄糖、木糖等增加了酱油中的还原糖和色度，也

在一定程度上改善了酱油色泽和口感 [42] 。

3  生物酶在酱油酿造应用技术中的发展

3.1  低温胁迫法提高酱油中生物酶活力

低温胁迫能够诱导微生物发生自身溶解反

应，使微生物细胞膜、酶活性等生理特性和生化

机能发生明显变化。周文斯在高盐稀态酿造酱油

过程中利用低温胁迫米曲霉自溶，结果显示：在

低温（4 ℃）条件下，米曲霉菌丝体的自溶程度更

大，酿造酱油中谷氨酸和天冬氨酸的含量分别增加

5.73% 和 3.47%，在感官评价后，其鲜味和厚味感

较对照组明显增强 [43] 。此外，Zhou 等 [44] 利用低温

胁迫法，将酱油大曲与 2.5 倍质量饮用水混合后在

4 ℃发酵 9 d，在发酵结束后添加食盐再进行常温发

酵后，将酱油发酵上清液和酱油醅的谷氨酰酶活力

较对照组（室温下发酵 9 d）提高 1.52 倍，上清液

中谷氨酰胺酶活性提高了 65.17%，增加了甜味氨基

酸含量，酱油的鲜味感觉明显增强，苦味也得到明

显减弱，使得酱油具有更加理想的口感，表明低温

胁迫法在酱油发酵过程中具有较好的应用前景。

3.2  利用菌种诱变筛选提高酱油中生物酶
活力

通常，酱油的生产包括制曲阶段和发酵

（Moromi）阶段。微生物是酱油发酵过程中风味

形成的重要因素，微生物之间的协调作用对于酱油

品质的改善非常重要。控制 Moromi 发酵步骤是改

善酱油风味的一种重要手段。使用具有所需代谢途

径和酶活性的新的或改进的微生物菌株是实现这一

目的的有效方法 [45] 。目前，主要通过物理化学诱变

法 [46] 和原生质体融合技术 [47] 等菌种选育技术得到

高蛋白酶活性菌株进而提高原料中氨氮利用率。徐

德峰 [48] 利用电场诱导原生质体融合筛选得到一株

融合子，其酸性蛋白酶活力较原米曲霉 HN3042 提

高 82.19%，实验发现，将新菌株应用于酱油发酵

后，酱油中的总酸、总氮和氨基酸态氮含量与原米

曲霉酱油发酵液相比均显著提高，使酱油风味得到

进一步丰富。此外，研究人员通过诱变筛选米曲霉

OR101 得到突变菌株米曲霉 AB390，与亲本菌株相

比，突变体中的半纤维素酶和纤维素酶活性更高，

而淀粉酶活性更低，从而减少葡萄糖的生成以生产

浅棕色酱油 [49] 。

近年来，由于等压室温等离子（Atmospheric 
Room Temperature Plasma, ARTP）诱变技术对于脱

氧核糖核苷酸的诱变损伤机制更加多样化，更加容

易获得突变体，操作难度低，在诱变技术领域逐渐

兴起，被广泛应用于菌种的选育 [50] 。而米曲霉沪

酿 3.042 由于具有生长周期短、产酶种类丰富、安

全性高等优点，是我国酱油生产中使用最多的菌

种 [51] 。樊嘉训等 [52] 通过常压室温等离子体诱变 , 筛
选得到突变株 H34，其蛋白酶活力较出发菌米曲霉

沪酿 3.042 提高 145.60%。黄艳等 [53] 利用 ARTP 对

米曲霉 A019 进行诱变得到突变株 ZA131，突变菌

株的产酶能力较出发菌株增强，其中蛋白酶产量提

升 38.46%，谷氨酰胺酶产量提升 18.25%，谷氨酸

生成率提升了 11.18%，对酿造酱油鲜味特征有明

显改善。Shu 等 [54] 利用此技术对米曲霉沪酿 3.042
菌株进行诱变得到较出发菌的酸性蛋白酶活力增加

55% 的突变菌株 B-2，在一定程度上弥补了蛋白酶

在高盐环境下活力不足的缺陷，使其在高盐发酵环

境下的使用成为可能。

3.3  通过添加外源性酶制剂提升酱油品质

酿造酱油发酵过程中，除了上述内源酶的改良

技术以外，还会通过添加外源酶制剂来进一步提升

酱油品质。小麦麸皮作为酱油酿造的主要原料之一，

其戊聚糖含量可以达到 13.85%~19.42% [55] ，经过木

聚糖酶水解之后的水解产物戊糖与氨基酸的反应之

后的产物使酱油获得优良的色泽 [56] 。为提高酱油的

出油率，研究人员在高盐稀态法酿造酱油发酵结束

时分别添加果胶酶、中性蛋白酶、α- 淀粉酶和纤维

素酶后发现，在 30 ℃时酱油出油率随着酶添加量

的增加而显著提升，但向酱油中添加木聚糖酶、β-
葡聚糖酶后酱油的出油率反而降低 [57] 。此外，通过

向酱油盐水发酵阶段添加酸性蛋白酶以可以弥补蛋

白酶在盐水环境下活力不足的缺点，以提高原料蛋

白质的利用率 [58,59] 。研究人员通过将米曲霉与酸性
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蛋白酶菌种混合制曲之后，酱油中的酸性蛋白酶活

力也得到显著提升，进一步提高了原料利用率和氨

基酸产率 [60] 。魏鲁宁等 [61] 将甘氨酸甜菜碱作为渗透

压保护剂添加到高盐稀态酱油发酵的酱醪中，同时

添加向其中外源复合纤维素酶，使得发酵酱油中蛋

白质转化率提高 2%~8%。除了在提升酱油原料利

用率有显著优势之外，由于生产工艺的原因，酿造

酱油在一定程度上存在着沉淀问题，其货架期二次

沉淀现象，严重降低了酱油的品质，如何解决酿造

酱油二次沉淀问题显得非常迫切。赵连俊等 [62] 向酿

造酱油中添加质量分数为 1‰ 的木瓜蛋白酶并静置

两天后，酿造酱油的二次沉淀得到明显消除，表明

木瓜蛋白酶在作为酿造酱油的澄清剂方面具有一定

的应用前景。

4  结论与展望

原酿造酱油从初次记载至今已有 2 500 余年的

发展历史。受益于原料、发酵工艺、菌株选育等多

方面的研究和积累，酿造酱油的品质一直在不断提

升，也针对不同人群的需求形成了差异化的产品形

式。随着感官分析、物质分析技术的进步，生物学、

合成生物学的发展，利用生物酶对酱油酿造中关键

呈味、呈香物质的调节也逐渐成为了当下的研究热

点。酿造酱油中使用的生物酶主要分为以米曲霉分

泌酶系为代表的内源生物酶，和以各类食品工业用

酶制剂为代表的外源生物酶。其中，米曲霉对酱油

酿造过程中风味的形成起到关键作用，其分泌的蛋

白酶、淀粉酶等多种酶水解原料中蛋白质、淀粉等

产生多种氨基酸及还原糖类物质，通过协同作用使

得酱油具有独特的色泽、滋味和风味特征。生物酶

制剂的使用则更为灵活。例如，谷氨酰胺酶制剂可

以提升酱油中的谷氨酸的含量，从而提升酱油鲜味

和厚味感。蛋白酶、淀粉酶和纤维素酶的应用，则

可以使酱油具有更加饱满的色泽和鲜味感，并提升

原料的利用率和降低生产成本。通过对新曲霉菌株

的筛选及改良，以及对酶制剂在酱油酿造中的应用

进行研究，可以针对性地提升酱油酿造过程中的生

物酶活力，从而提升其关键性的呈味、呈香物质，

对于提升酱油品质及原料利用率，推动酱油产业的

绿色可持续发展具有重要作用。随着食品营养与健

康的理念日益受到消费者的重视，需要更加深入研

究和推进现代生物技术及相关先进方法以加强目前

的生产工艺，提升酶制剂的应用效率，探索其复合

使用方法，对进一步提高酿造酱油的营养价值和商

业价值尤为重要。
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