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摘要: 制曲是豆豉生产过程中的重要环节，制曲结果的好坏直接影响最终产品的品质。该研究在单因素试验的基础上，通过Box-Benhnken的中心组合试验设计原理，测定豉曲中总蛋白酶活力和纤维素酶活力等指标，利用模糊数学评定方法确定豉曲相关指标权重并得出综合评分，以综合评分为响应面值，对毛霉型豆豉传统自然制曲工艺进行优化。结果表明：最优制曲条件为菌粉接种量0.21%、制曲温度17 ℃、发酵时间6 d、制曲相对湿度86%，在此条件下豉曲质量指标综合评分达到97.187。该研究结果可为传统毛霉型豆豉产业化的开发奠定理论基础。	Comment by Victor Dong: 中文摘要字数在300字左右，摘要应具有独立性和自含性，不应出现图表、冗长的数学公式和非公知公用的符号、缩略语。中文摘要前加“摘要：”作为标志。
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豆豉以黄豆或黑豆为原料，通过霉菌或细菌等微生物在制曲阶段分泌的酶系物质将大豆中的大豆蛋白分解，并经制曲到豉曲成熟，然后通过加入食用盐、酒等抑制剂来抑制各类酶的活性，再经不同程度的后发酵而制成[1-2]。通过毛霉制曲生产的毛霉型豆豉具有独特的风味及多种生理活性物质，具有较高的食用价值和一定的药用价值，深受广大消费者喜爱[3]。	Comment by Victor Dong: 采用顺序编码制，按正文中引用的文献出现的先后顺序用阿拉伯数字连续编码，并将序号置于“[ ]”中。
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毛霉型豆豉大多采用毛霉自然制曲工艺生产，通过毛霉菌在制曲过程中分泌大量的酶，如蛋白酶、纤维素酶等[4-5]酶系物质，使得豆豉后发酵过程在多种酶系作用下将高蛋白大豆水解为小分子多肽和氨基酸等功能和风味营养物质[6]。但由于参与制曲的毛霉不耐高温，受季节
[bookmark: _Hlk36494076]制约不能常年生产，且制曲时间一般在20 d左右，后发酵所需时间少则几个月，多则长达数年之久，同时豉曲质量更因受当时生产环境和温湿度情况影响而参差不齐，严重制约了企业的发展。据研究报道[7-8]，豆豉产品品质在很大程度上由制曲工艺决定，因此在生产中控制制曲环节尤为重要。目前对毛霉型豆豉发酵工艺的研究较多，但对于具有地域特色的传统毛霉型豆豉的发酵工艺，特别是制曲工艺的报道较少。
[bookmark: _Hlk36495342]豉曲中蛋白酶、纤维素酶等酶活性决定了蛋白质、粗纤维等物质降解速率，从而影响豉曲的成熟时间，同时还会影响豆豉的品质[9]。本研究对毛霉型豆豉传统自然制曲工艺进行了优化，在单因素试验的基础上，通过Box-Benhnken的中心组合试验设计原理，测定豉曲中总蛋白酶活力和纤维素酶活力等指标，利用模糊数学评定方法确定豉曲相关指标权重并得出综合评分，以综合评分为响应面值，对在制曲过程中影响豉曲质量的主要因素菌粉接种量、制曲温度、制曲时间、相对湿度等进行优化，并对试验结果进行了验证。
1 材料和方法	Comment by Victor Dong: 一级标题采用宋体，小四号字
1.1 材料	Comment by Victor Dong: 二级标题及以下正文采用五号字，文章最多四级标题，四级以上标题用a，b，c等代替。

黄豆：购于成都好乐购超市；毛霉菌种：通过从潼川豆豉产地采集传统自然制曲阶段分离筛选得到的毛霉菌，并制成直投式发酵菌剂。
1.2 试剂
L-酪氨酸（分析纯）：国药集团化学试剂有限公司；干酪素（生物试剂）：北京奥博星生物技术有限责任公司；福林酚、三氯乙酸、无水碳酸钠、盐酸、无水磷酸二氢钠、无水磷酸氢二钠、氢氧化钠、冰乙酸、三水碳酸钠、葡萄糖、羧甲基纤维素钠、3,5-二硝基水杨酸（3,5-dinitrosalicylic acid, DNS）、四水酒石酸钾钠、苯酚、无水亚硫酸钠：均为分析纯，成都市科隆化学品有限公司。
1.3主要仪器与设备
Biotek Synergy HTX多功能酶标仪  美国伯腾仪器有限公司；SH-020恒温恒湿试验箱   上海上器集团试验设备有限公司；pH计量仪  上海仪电科学仪器股份有限公司；电子天平 上海佑科仪器仪表有限公司；XW-80A涡旋振荡器  海门市其林贝尔仪器制造有限公司；SW-CJ-2D超净工作台  苏州进化设备有限公司。
1.4方法
1.4.1 蛋白酶活力测定[10]
[bookmark: OLE_LINK1]配制浓度分别为0，20，40，60，80 μg/mL的酪氨酸溶液，以酪氨酸浓度为横坐标，吸光度为纵坐标，绘制酪氨酸标准曲线，回归方程为：y=0.0237x－0.0316，相关系数R2=0.9993。参照SB/T 10317－1999中的Folin酚试剂法对样液进行酸、中、碱性蛋白酶活力的测定。根据酪氨酸标准曲线计算出蛋白酶活力。将在40 ℃下每分钟水解酪蛋白产生1 μg酪氨酸，定义为1个蛋白酶活力的单位。
1.4.2 纤维素酶活力测定[11]
以乙酸-乙酸钠缓冲溶液为标准空白样，配制0.10~0.70 mg/mL葡萄糖标准溶液，以葡萄糖浓度为纵坐标，吸光度为横坐标，绘制葡萄糖标准曲线，回归方程为：y=1.8285x+0.0122，相关系数R2=0.9992。参照NY/T 912－2004中的分光光度法对豉曲样液进行纤维素酶活力的测定，根据葡萄糖标准曲线计算出纤维素酶活力。
1.4.3 单因素试验
以蛋白酶活力和纤维素酶活力为指标，采用单因素试验研究菌粉接种量、制曲温度、制曲时间以及制曲相对湿度对制曲的影响，试验水平分别选取菌粉接种量0.05%、0.1%、0.15%、0.2%、0.25%、0.3%；制曲温度13，15，17，19，21，23 ℃；制曲时间3，4，5，6，7，8 d；制曲相对湿度75%、80%、85%、90%、95%。对制曲条件进行初步优化，确定较佳因素试验参数范围，每个处理重复3 次，结果取平均值。
1.4.4 响应面优化试验
根据Box-Benhnken中心组合设计原则，在单因素试验的基础上，以菌粉接种量、制曲温度、制曲时间、相对湿度为自变量，以总蛋白酶活力和纤维素酶活力为指标，根据模糊数学评定方法得到的豉曲质量综合评分为响应值，进行四因素三水平的响应面分析，试验因素水平见表1。
表1响应面试验因素和水平	Comment by Victor Dong: 推荐使用三线表，表题需要中英文对照，表序按表格在文中出现的先后顺序从“1”开始连续编号，如“表1”、“表2”等。
Table 1 The factors and levels of response surface test
	水平
	因素

	
	A菌粉接种/%
	B制曲温度/℃
	C制曲时间/d
	D相对湿度/%

	－1
	0.15 
	15
	5
	80

	0
	0.20 
	17
	6
	85

	1
	0.25 
	19
	7
	90


1.4.5 豉曲品质的模糊综合评价
设待评价的试验组别集为[image: ]，影响豉曲质量的因素集为[image: ]，其中，[image: ]表示总蛋白酶活力；[image: ]表示纤维素酶活力。对于组别[image: ]，按第[image: ]个因素[image: ]进行测度，得到[image: ]条件下关于因素[image: ]的数据[image: ]，从而构成模糊数学中的信息矩阵[image: ]。	Comment by Victor Dong: 关于数字式中字母的正、斜体：变量、变动附标及函数用斜体字母表示，具有特殊定义的函数（例如sin,exp, ln等）用正体表示，其值不变的数字常数用正体字母表示，需在写稿时认真区分。
由于本试验中测得的数据大于1，但应用模糊数学方法在确定权重以及进行评价时要求隶属度（试验数据）介于0~1之间。故本文对试验数据进行如下的规范化处理，给出文献的处理方法如下：
[image: ]。
式中：[image: ]表示在影响因素[image: ]下，[image: ]中最大的值；[image: ]表示在影响因素[image: ]下，[image: ]中最大的值。
下面给出文献[12]确定权重集的方法如下:
[image: ]。
式中：[image: ]表示因素[image: ]的属性权重，且[image: ]，[image: ]表示各组数据与最大值的差的平方。
综上可得关于豉曲质量模糊评定综合评分[13]：
[image: ]。
2结果与分析
2.1 单因素试验结果
2.1.1菌粉接种量考察结果
菌粉接种量直接影响豆豉制曲的周期。菌粉接种量若控制恰当可在一定程度上缩短制曲周期，减少杂菌污染；菌粉接种量过大，易造成微生物种间竞争而不利于发酵产酶，同时制曲微生物的大量繁殖，将产生大量热量而使曲料温度升高，严重时会导致“烧曲”现象[14]；而接种量过小，则菌体细胞生长繁殖不足，未能充分利用豉曲中的营养物质，酶活力也会降低，同时将影响豉曲品质，对后发酵及豆豉成品质量产生影响。选定制曲温度15 ℃，制曲相对湿度为85%，制曲时间为6 d，以不同的菌粉接种量制备豉曲，考察菌粉接种量对豉曲质量的影响，结果见图1。
[image: ]
图1菌粉接种量对蛋白酶活力和纤维素酶活力的影响	Comment by Victor Dong: 图题需要中英文对照，图序按图在文中出现的先后顺序从“1”开始连续编号，如“图1”、“图2”等。

Fig.1 Effect of inoculation amount on protease activity and cellulase activity
由图1可知，总蛋白酶活力以及纤维素酶活力随着菌粉接种量的增加也随之增大，达到最大值时的菌粉的接种量分别为0.20%、0.15%，相对应的酶活力分别为306.171，1.282 U/g；但随着菌粉接种量的持续增加，酶活力均呈逐渐减少趋势。这是由于为接种量过大时，毛霉菌生长繁殖旺盛，有限的营养物质难以维持毛霉菌生长繁殖，会形成大量休眠孢子，从而降低酶活力[15]。因此，控制菌粉接种量为0.15%~0.20%。
2.1.2制曲温度考察结果
制曲温度将影响制曲微生物的生长繁殖，根据相关文献报道以及潼川豆豉技艺传人经验，传统毛霉型豆豉制曲微生物毛霉菌一般最适生长温度在15 ℃左右[16]。本试验以菌粉接种量为0.2%，制曲相对湿度为85%，制曲时间为6 d，以不同的制曲温度制备豉曲，考察制曲温度对豉曲质量的影响，结果见图2。
[image: ]
图2 制曲温度对蛋白酶活力和纤维素酶活力的影响
Fig.2 Effect of koji-making temperature on protease activity and cellulase activity
由图2可知，在制曲温度为13~17 ℃时，总蛋白酶活力随制曲温的增加而增大；制曲温度为17 ℃时，总蛋白酶活力达到最大值，之后随着制曲时间的增加，酶活力呈减小趋势。在制曲温度为13~19 ℃时，纤维素酶活力随制曲温度增加而增大，但制曲温度超过19℃后，纤维素酶活力呈降低趋势。因此，控制制曲温度在17~19 ℃之间。
2.1.3制曲时间考察结果
制曲时间的长短对豆豉制曲微生物的生长有极其重要的影响。制曲时间过短，微生物对原料的分解利用不足，导致毛霉菌分泌酶系不足、酶活力很低，同时也造成原料的浪费。而制曲时间过长，大部分菌丝老化，菌丝生长代谢减弱，使得酶活力降低[17]。本试验以菌粉接种量为0.20%，制曲温度为17 ℃，制曲相对湿度为85%，以不同的制曲时间制备豉曲，考察制曲时间对豉曲质量的影响，结果见图3。
[image: ]
图3 制曲时间对蛋白酶活力和纤维素酶活力的影响
Fig.3 Effect of koji-making time on protease activity and cellulase activity
由图3可知，随着制曲时间的增加，总蛋白酶活力以及纤维素酶活力也随之增大，达到最大值时的制曲时间分别为6，5 d，之后随着制曲时间的增加，总蛋白酶活力以及纤维素酶活力呈降低趋势。因此，控制制曲时间为5~6 d。
2.1.4制曲相对湿度考察结果
[bookmark: _Hlk36597650]在制曲过程中，由传统毛霉型豆豉的生产工艺为通风制曲，曲料水分极易挥发[18]。因此，保持制曲环境的湿度，有利于制曲微生物的生长和酶系物质的分泌。本试验以菌粉接种量为0.20%，制曲温度为17 ℃，制曲时间为6 d，以不同的制曲相对湿度制备豉曲，考察制曲相对湿度对豉曲质量的影响，结果见图4。
[image: ]
图4 相对湿度对蛋白酶活力和纤维素酶活力的影响
Fig.4 Effect of relative humidity on protease activity and cellulase activity
由图4可知，随着制曲相对湿度的增加，在相对湿度从75%增加到85%时，总蛋白酶活力增大到最大值317.212 U/g，但再增加制曲相对湿度，总蛋白酶活力逐渐减小。纤维素酶活力随着制曲相对湿度的增加，在相对湿度达到80%时即达到最大值1.386 U/g，之后再增加相对湿度，酶活力也表现出下降趋势。因此，选择制曲相对湿度80%~85%用于后续试验。
2.2响应面法优化试验设计及结果分析
在单因素试验基础上，以总蛋白酶活力和纤维素酶活力为指标，采用Design-Expert 8.0.6 软件Box-Benhnken法进行试验设计，确定豉曲制备最佳制曲工艺参数，试验设计及结果见表2。
表2 响应面试验设计及结果
[bookmark: _Hlk36501400]Table 2 The response surface experimental design and results 
	编号
(xi)
	A菌粉接种
量/%
	B制曲温度/℃
	C制曲时间/d
	D相对湿度/%
	u1总蛋白酶
活力/(U/g)
	u2纤维素酶
活力/(U/g)
	Yi综合评分

	1
	1
	0
	0
	1
	282.081
	1.253
	87.435 

	2
	－1
	0
	－1
	0
	267.933
	1.091
	80.915 

	3
	0
	－1
	－1
	0
	274.164
	1.149
	83.499 

	4
	0
	0
	1
	－1
	271.255
	1.101
	81.841 

	5
	1
	1
	0
	0
	278.142
	1.165
	84.696 

	6
	0
	0
	1
	1
	282.144
	1.173
	85.726 

	7
	1
	－1
	0
	0
	263.858
	1.117
	80.600 

	8
	0
	0
	0
	0
	314.629
	1.385
	97.252 

	9
	1
	0
	0
	－1
	254.341
	1.067
	77.485 

	10
	0
	1
	－1
	0
	273.850
	1.117
	82.743 

	11
	1
	0
	1
	0
	281.326
	1.265
	87.531 

	12
	0
	0
	－1
	1
	278.771
	1.187
	85.305 

	13
	0
	－1
	0
	－1
	258.323
	1.012
	77.154 

	14
	－1
	0
	0
	－1
	264.646
	1.055
	79.434 

	15
	0
	0
	0
	0
	309.152
	1.399
	96.381 

	16
	0
	1
	0
	－1
	269.212
	1.009
	79.423 

	17
	0
	0
	0
	0
	320.211
	1.382
	98.385 

	18
	0
	－1
	0
	1
	266.454
	1.024
	79.155 

	19
	0
	0
	0
	0
	312.541
	1.393
	96.978 

	20
	0
	－1
	1
	0
	274.492
	1.137
	83.311 

	21
	0
	0
	0
	0
	308.294
	1.457
	97.445 

	22
	0
	1
	0
	1
	282.593
	1.249
	87.459 

	23
	0
	0
	－1
	－1
	262.186
	1.098
	79.833 

	24
	－1
	0
	1
	0
	277.395
	1.195
	85.181 

	25
	－1
	－1
	0
	0
	259.340
	1.106
	79.397 

	26
	1
	0
	－1
	0
	281.343
	1.203
	86.200 

	27
	0
	1
	1
	0
	283.371
	1.227
	87.152 

	28
	－1
	0
	0
	1
	263.285
	1.107
	80.262 

	29
	－1
	1
	0
	0
	263.876
	1.062
	79.420 


对表2试验数据进行二次多项回归拟合，获得豉曲质量指标（总蛋白酶活力和纤维素酶活力）的综合评分对菌粉接种量(A)、制曲温度（B）、制曲时间（C）、相对湿度（D）的多元回归方程为：Y=97.29+1.61A+1.48B+1.02C+2.51D+1.02AB－0.73AC+2.28AD+1.15BC+
1.51BD－0.40CD－7.62A2－8.19B2－5.04C2－8.63D2。
[bookmark: _Hlk36501365]该模型的方差分析结果见表3。
表3回归模型方差分析
Table 3 Analysis of variance for the regression model
	变异源
	平方和
	自由度
	均方
	F值
	P>F
	显著性

	模型
	1149.11
	14
	82.08
	75.66
	<0.0001
	**

	A
	31.16
	1
	31.16
	28.72
	0.0001
	**

	B
	26.34
	1
	26.34
	24.27
	0.0002
	**

	C
	12.50
	1
	12.50
	11.52
	0.0044
	**

	D
	75.86
	1
	75.86
	69.93
	<0.0001
	**

	AB
	4.15
	1
	4.15
	3.82
	0.0708
	＃

	AC
	2.15
	1
	2.15
	1.99
	0.1807
	＃

	AD
	20.80
	1
	20.80
	19.17
	0.0006
	**

	BC
	5.28
	1
	5.28
	4.87
	0.0445
	*

	BD
	9.11
	1
	9.11
	8.39
	0.0117
	*

	CD
	0.63
	1
	0.63
	0.58
	0.4588
	＃

	A2
	376.91
	1
	376.91
	347.41
	<0.0001
	**

	B2
	435.21
	1
	435.21
	401.15
	<0.0001
	**

	C2
	164.62
	1
	164.62
	151.73
	<0.0001
	**

	D2
	482.90
	1
	482.90
	445.11
	<0.0001
	**

	残差误差
	15.19
	14
	1.08
	
	
	

	失拟项
	13.04
	10
	1.30
	2.43
	0.2036
	＃

	纯误差
	2.15
	4
	0.54
	
	
	

	总和
	1164.30
	28
	
	
	
	

	
	R2=0.9870
	
	RAdj2=0.9739
	
	
	


注：“*”表示差异显著（0.01<P<0.05），“**”表示差异极显著（P<0.01），“＃”表示差异不显著（P>0.05）。	Comment by Victor Dong: 在图表中出现的符号需要注明表示的意思，便于读者更好了解表述的内容。
[bookmark: _Hlk36597703]由表3可知，对豉曲质量综合评分回归模型P<0.0001，极具显著性，而失拟项P=0.2036>0.05，不显著，此外，该回归模型相关系数R2=0.9870，RAdj2=0.9739，表明该模型拟合程度良好，可用来分析响应值与因素值的关系及变化情况。试验中的菌粉接种量（A）、制曲温度（B）、制曲时间（C）、相对湿度（D）对模型的曲面影响皆为极显著（P<0.01），且由F值可知，4个因素对豉曲质量综合评分的影响次序为：相对湿度>菌粉接种量>制曲温度>制曲时间。在二次项中，A2、B2、C2、D2均为极显著（P<0.01），而在对综合评分的交互影响，AB、AC、CD交互作用不显著（P>0.05），AD交互作用极显著（P<0.01），BC、BD交互作用显著（P<0.05）。
菌粉接种量和相对湿度、制曲温度和制曲时间、制曲温度和相对湿度这三组因素间有交互作用，对其进行响应面分析，探究它们之间的具体交互规律。对回归模型获得的响应曲面图和等高线图见图5~图7。	Comment by Victor Dong: 因本刊最终见刊的文章是黑白印刷，如文章中有以颜色表示的图表内容，请确认黑白印刷是否会影响最终的见刊效果。如黑白印刷后不能从图表中看出所表述内容，建议以其他形式表示。
类似上图中这样用颜色表示的图例，建议换成不同条纹形式加以区分。
[image: AD响应面7.8][image: 等高线]
图5 菌粉接种量和相对湿度对综合评分影响的响应面及等高线
Fig.5 Response surface and contour of the effects of inoculation amount and relative humidity on comprehensive score

[image: BC交互响应面_5.23][image: BC等高线_5.23ok]
[bookmark: _Hlk36500305]图6 制曲温度和制曲时间对综合评分影响的响应面及等高线
Fig.6 Response surface and contour of the effects of koji-making temperature and koji-making time on comprehensive score


[image: BD交互响应面_5.23][image: BD等高线_5.23]
图7 制曲温度和相对湿度对综合评分影响的响应面及等高线
Fig.7 Response surface and contour of the effects of koji-making temperature and relative humidity on comprehensive score
由图5~图7可知，4个响应因素在相对应的试验范围内都有响应极值，且3组因素的交互作用结果与方差分析结果一致。通过对各响应因素交互作用对综合评分影响的响应面及等高线图分析，并结合软件计算回归模型可以预测出当菌粉接种量（A）为0.21%、制曲温度（B）为17.24 ℃、制曲时间（C）为6.10 d、制曲相对湿度（D）为85.86%时，豉曲质量综合评分可达到97.753。
2.3 最佳工艺条件试验验证
为验证回归模型的预测值与试验真实值之间的拟合程度，采用豉曲质量指标综合评分最大值对响应因素进行验证。考虑试验的可操作性，将响应因素选定为菌粉接种量0.21%、制曲温度为17 ℃、发酵时间为6 d、制曲相对湿度为86%，其他条件不变，进行3组平行试验，按模糊数学评定方法得出豉曲质量指标综合评分平均值为97.187，此试验值与回归模型豉曲质量指标综合评分预测值（97.753）相对误差为0.57%，此时所得的蛋白酶活力和纤维素酶活力平均值分别为312.611，1.402 U/g。因此，通过模糊数学评定和响应面法优化得到的制曲最佳工艺条件的回归模型是符合实际的，对今后制曲工艺参数选择具有一定指导意义。
3 结论
[bookmark: _Hlk36495273]通过单因素试验并结合模糊数学评定方法对豉曲质量指标进行综合评分，以综合评分为响应值进行响应面优化试验，结果表明：菌粉接种量、制曲温度、制曲时间、相对湿度对制曲过程中毛霉菌产蛋白酶活力和纤维素酶活力均有极显著影响，且显著顺序为：相对湿度>菌粉接种量>制曲温度>制曲时间，同时，菌粉接种量和相对湿度、制曲温度和制曲时间、制曲温度和相对湿度这3组因素间交互作用显著。得出最优制曲条件：菌粉接种量为0.21%，制曲温度为17 ℃，发酵时间为6 d，制曲相对湿度为86%，在此条件下豉曲质量指标综合评分达到97.187。同时，本试验建立的回归模型是有效可行的，可以用来预测设定试验因素条件下的毛霉型豆豉制曲工艺参数的响应值。该研究结果可为传统毛霉型豆豉制曲工艺的工业化应用提供参数借鉴。
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