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豆豉生产中高大毛霉和纳豆芽孢杆菌HT8共发酵条件研究
*

方雅洁,和七一,陈治霖,陈 斌

(重庆师范大学 生命科学学院 重庆高校生物活性物质工程研究中心 活性物质生物技术教育部工程研究中心,重庆401331)

摘要:通过实验室人工模拟条件,以豆豉感官、生长和纳豆激酶活性作为评判标准,首先采用单因素实验探索了豆豉生产

中高大毛霉和纳豆芽孢杆菌 HT8共发酵的接种量、菌种比例、接种时间和发酵温度4个单因素的最佳条件,然后通过正

交实验探索了这4个因素的联合最佳条件。结果表明,高大毛霉和纳豆芽孢杆菌共发酵的最佳接种量为4%,菌种比例

为10∶1,培 养 温 度 为 25 ℃,发 酵 时 间 为 56h;在 此 条 件 下 毛 霉 生 长 繁 茂,豉 香 浓 郁,且 纳 豆 激 酶 活 力 达

1092.71IU·mL-1。高大毛霉和纳豆芽孢杆菌 HT8混合发酵在保持豆豉原有风味的同时丰富了发酵产生的蛋白酶系,
使之具有纳豆激酶活性,为新型保健食品的开发提供了新思路。
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豆豉,始创于中国,在古代被称为幽菽,也被称为为大苦、荫豉、嗜[1],富含丰富的蛋白质和人体所需维生素

及氨基酸,营养价值高。豆豉食药两用[2],不仅是大众消费的豆制品,也是一味中药,有开胃增食、消食化滞、发
汗解表、除烦平喘、驱风散寒之功效[3]。近些年的研究发现,豆豉还具有抗癌、抗菌、抗氧化、降血压、降血糖、抗
老年痴呆症等生理功能特性[4]。因此,豆豉对国内饮食文化和医疗保健品的开发都发挥了重大作用[5],并日益

引起国内外消费者及食品、医学界甚至工业界的广泛关注。
中国豆豉按使用的微生物不同,大致可分为3个大类:传统毛霉型发酵豆豉、曲霉发酵豆豉及细菌型发酵豆

豉。目前中国广泛食用的豆豉常用毛霉进行发酵,毛霉发酵生产的豆豉具有霉系丰富,水解蛋白质无苦味等优

点,发酵中还能产生出一些烃、醇、酯、酸等芳香物质,因而具有浓郁的醇香和酯香[6]。纳豆是日本传统的大豆发

酵食品,由纳豆芽孢杆菌在一定温度、湿度下发酵蒸煮大豆制备而成[7]。研究表明,纳豆激酶能够有效地清除人

体血液内的血栓[8],防止心脑血管栓塞[9],具有降血压[10]、抗菌等作用;还可预防骨质疏松、提高蛋白质的消化

率、抗氧化等[7]。但是,纳豆在发酵过程中会产生氨臭味及黏丝,让人难以接受。本研究拟将高大毛霉与纳豆芽

孢杆菌共发酵制备豆豉,一方面避免了由单菌发酵或传统自然发酵而来的豆豉所存在的风味单一、营养物质不

全等问题;另一方面则改善了纳豆芽孢杆菌单独发酵影响风味的缺点,同时使豆豉具有更多医疗保健功能。

1材料与方法

1.1材料

1.1.1菌种 纳豆芽孢杆菌HT8由重庆高校生物活性物质工程研究中心分离筛选,保藏于中国微生物菌种保藏

管理委员会普通微生物菌种保藏管理中心,保藏编号为CGMCC7168。高大毛霉由重庆市忠县忠州腐乳酿造有

限公司提供。

1.1.2培养基及药品 黄豆购于重庆市大学城农贸市场。PDA培养基、LB培养基配制分别参照文献[11]和
[12];麸皮培养基配制参考文献[13],具体做法为:在300mL三角瓶中加入10g麸皮和lg豆粉,然后加入11g
水,混合均匀,瓶口塞棉塞并包扎防潮纸,121℃灭菌40min,取出摇动。

1.1.3仪器设备 ZHJH-C1112C超净工作台、ZHWY-200B恒温培养振荡器、ZFD-全自动新型鼓风干燥箱、

ZSD-1160全自动新型生化培养箱(上海智城分析仪器制造有限公司);GI54DWS自动压力蒸汽灭菌锅(致微(厦
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门)仪器有限公司);SL-II数控层析冷柜(北京松源华兴科技发展有限公司);Sigma-3K15高速冷冻离心机(德国

Sigma实验室离心机股份有限公司);QHX-250人工气候箱(常州朗越仪器制造有限公司);PL303电子天平(梅
特勒-托利多仪器(上海)有限公司)。

1.2方法

1.2.1菌种的制备 菌种的活化:将斜面保藏的高大毛霉菌种于无菌操作下接种到PDA斜面培养基,于恒温培养

箱18℃培养72h,于4℃冰箱中保存备用[14]。吸取100μL保藏纳豆芽孢杆菌菌种到10mLLB培养基中,37℃,

160r·min-1培养18h,于4℃冰箱中保存备用。毛霉孢子液的制备:将活化的高大毛霉斜面菌种加入适量的无菌

生理盐水,用移液枪吸取适量菌液,接种于麸皮培养基中,18℃下培养96h,至三角瓶内长满菌丝和灰色孢子后取出

备用。在培养好的种曲培养瓶中加入500mL灭菌生理盐水充分摇匀,双层纱布过滤;滤渣再加入500mL灭菌生理

盐水洗涤1次,过滤。两次滤液混合制成孢子悬液。将此孢子悬浮液置于4℃ 冰箱中,保存备用。

1.2.2黄豆的处理 称取一定量的黄豆,洗净,沥干,黄豆与清水按1∶3的比例混合,在30℃浸泡3h,沥干,

0.1MPa,121℃蒸煮30min[13],使其中的营养物质渗出,有利于微生物的分解利用。

1.2.3不同接种量对纳豆芽孢杆菌和高大毛霉共发酵的影响 湿度控制在90%~95%,根据单因素实验法,在

25℃下,把高大毛霉与纳豆芽孢杆菌以1∶1的菌种比例并分别按2%,4%,6%,8%,10%的接种量培养48h,
以确定最佳接种量。

1.2.4不同菌种比例对纳豆芽孢杆菌和高大毛霉共发酵的影响 湿度控制在90%~95%,在25℃下,混合菌液

按4%的接种量、高大毛霉与纳豆芽孢杆菌分别按50∶1,10∶1,1∶1,1∶10,1∶50的菌种比例培养48h,以确

定最佳菌种比例。

1.2.5不同培养温度对纳豆芽孢杆菌和高大毛霉共发酵的影响 湿度控制在90%~95%,混合菌接种量为4%,
高大毛霉与纳豆芽孢杆菌菌种比例为1∶1,培养温度分别为15,20,25,30℃,培养48h,以确定最佳培养温度。

1.2.6不同发酵时间对纳豆芽孢杆菌和高大毛霉共发酵的影响 湿度控制在90%~95%,混合菌接种量为4%,
高大毛霉和纳豆芽孢杆菌菌种比例为1∶1,培养温度为25℃,培养时间分别为16,24,32,40,48,56,64,72h,以
确定最佳发酵时间。

表1 正交试验因素水平表

水平

因素

接种量
菌种比例(高大毛

霉∶纳豆芽孢杆菌)
培养温度/℃ 培养时间/h

1 2% 10∶1 20 40
2 4% 1∶1 25 48
3 6%  1∶10 30 56

表2 I型感官评价标准

指标 评分标准

色泽 黄褐色(15~20)、深黄褐色或浅黄褐色(11~14)、黑褐色(0~10)

豉香 浓郁(16~20)、中等(11~15)、豉味淡或有异味(0~10)

氨味 轻(16~20)、中等(11~15)、重(0~10)

酱香 浓郁(16~20)、中等(11~15)、轻(0~10)

质地 适中(15~20)、硬或软(10~14)

表3 两个菌种不同总体接种量的豆豉发酵情况及纳豆激酶活性

接种量
感官评价

色泽 豉香 氨味 酱香 质地 综合评分

纳豆激酶活

性/(IU·mL-1)

2% 19 16 20 17 14 86 304.93
4% 20 18 20 20 18 96 953.56
6% 18 19 18 20 18 93 710.84
8% 15 17 17 18 13 80 569.72
10% 14 15 15 16 10 70 346.72

1.2.7高大毛霉和纳豆芽孢杆菌共发酵豆豉的

最佳条件的确定 以单因素实验为基础,设计

L9(34)正交实验(表1),以期获得高大毛霉和纳

豆芽孢杆菌共发酵的最佳工艺条件。

1.2.8粗酶液制备及测定 将已发酵的豆豉在

4℃冰箱中用磷酸缓冲液按1∶2的比例浸提

2h,碾碎,15000r·min-1,离心15min,提取

上清液,测定其中纳豆激酶活性,并对豆豉进行

感官评价,初步确定最佳发酵条件。纳豆激酶活

力测定方法为纤维蛋白平板法[15],并稍作改进,
具 体 方 法 为:取 尿 激 酶 标 准 品 适 量,用

0.01mol·L-1 的磷酸缓冲液(pH值为7.5)将
尿激酶标准品稀释为50,100,200,300,400,

500,600,700,800,900,1000IU·mL-1共11
个含量梯度,将这11个含量梯度的尿激酶溶液

和豆豉粗酶液用10μL移液枪注入平板孔内,每
孔10μL,37℃孵育10h,用游标卡尺测量每个

溶圈的直径,计算出溶圈的面积,以尿激酶活力

为纵坐标,溶圈面积为横坐标,绘制标准曲线。
根据样品溶圈面积在标准曲线上找出相对应的

尿激酶的活力单位数;感官评价标准参考文献

[16],具体为表2所示。
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表4 两个菌种不同接种比例下豆豉发酵情况及纳豆激酶活性

菌种比例

(高大毛霉:

纳豆芽孢

杆菌 HT8)

感官评价

色泽 豉香 氨味 酱香 质地 综合评分

纳豆激

酶活性/

(IU·mL-1)

50∶1 20 16 20 14 14 84 359.62
10∶1 20 18 20 15 17 90 600.40
1∶1 20 20 20 18 20 98 968.67
 1∶10 18 19 17 20 19 93 1003.67
 1∶50 13 15 12 19 15 74 1094.03

表5 不同培养温度下的豆豉发酵情况及纳豆激酶活性

培养温

度/℃

感官评价

色泽 豉香 氨味 酱香 质地 综合评分

纳豆激

酶活性/

(IU·mL-1)

15 20 15 20 14 15 84 47.80
20 20 18 20 16 16 90 47.80
25 20 20 19 20 18 97 952.18
30 15 18 14 15 13 75 1065.13

表6 不同接种比例下豆豉发酵情况及纳豆激酶活性

发酵时

间/h

感官评价

色泽 豉香 氨味 酱香 质地 综合评分

纳豆激

酶活性/

(IU·mL-1)

16 18 12 20 12 11 73 431.79
24 20 14 20 14 13 81 762.60
32 20 15 20 16 15 86 875.42
40 20 18 20 19 19 96 933.98
48 20 20 19 20 20 99 989.67
56 19 20 19 20 20 98 908.75
64 18 17 16 17 16 84 881.13
72 16 15 14 15 13 73 948.16

2结果与分析

2.1不同接种量的影响

纳豆芽孢杆菌HT8和高大毛霉按1∶1
的菌种比例接种于豆豉上,在25℃下培养

48h,考察不同接种量的豆豉发酵情况;通过

I型感官评价对豆豉进行评分,并测定各接种

量下豆豉的纳豆激酶活性。从表3可见,随
着接种量的增加,豆豉的感官效果和纳豆激

酶活性都呈现出先增强后减弱的趋势,且都

在接种量为4%时达到最大值,故最佳接种量

为4%。

2.2不同菌种比例的影响

纳豆芽孢杆菌 HT8和高大毛霉按4%
的总体接种量、不同接种比例接种于豆豉上,

25℃下培养48h,通过I型感官评价对豆豉

进行评分,并测定各菌种比例下的豆豉的纳

豆激酶活性。表4显示,随着高大毛霉与纳

豆芽孢杆菌接种比例的变化,豆豉的感官效

果随着纳豆芽孢杆菌含量的增加呈现出先增

强再减弱的趋势,在菌种比例为1∶1时达到

最佳;而纳豆激酶活性随着纳豆芽孢杆菌含

量的增加逐渐升高。综合来看,高大毛霉与

纳豆芽孢杆菌的接种比例在1∶1时为最佳。

2.3不同培养温度的影响

纳豆芽孢杆菌 HT8和高大毛霉混合液

按4%总体接种量,1∶1的菌种比例接种豆

豉,在不同培养温度发酵豆豉,通过I型感官

评价对豆豉进行评分,并测定各培养温度下

的豆豉的纳豆激酶活性。结果显示,豆豉的

感官效果随着培养温度的升高呈现出先增强

再减弱的趋势,在25℃时达到最佳,而纳豆激酶活性呈现出逐渐增强的趋势(表5)。综合来看,最佳培养温度为

25℃。

2.4不同发酵时间的影响

纳豆芽孢杆菌HT8和高大毛霉混合液按4%接种量、1∶1的菌种比例、25℃培养温度在不同的发酵时间条

件下发酵豆豉,通过I型感官评价对豆豉进行评分,并测定各发酵时间下的豆豉的纳豆激酶活性。由表6可知,
随着发酵时间的增加,豆豉的感官效果及纳豆激酶活性都呈现出先增强后减弱的趋势,在48h达到最佳,故豆豉

的最佳发酵时间为48h。

2.5正交实验

在四因素对豆豉发酵情况及产纳豆激酶活性的影响中,影响豆豉风味的主要因素由高到低排序为培养温度

(C)、菌种比例(D)、发酵时间(B)、接种量(A)。从感官角度来看较优发酵条件为 A1B1C1D1、A2B1C2D3、

A2B3C1D2、A3B2C1D3。在较优发酵条件下,以纳豆激酶活性为评价指标,则可知最优发酵条件为A2B1C2D3,即
接种量4%、菌种比例10∶1、培养温度25 ℃、发酵时间56h为最 佳 条 件,此 条 件 下 纳 豆 激 酶 活 性 达

1092.71IU·mL-1(表7)。
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表7 正交实验结果分析表

试验

号

接种

量(A)
菌种比

例(B)
培养温

度(C)
发酵时

间(D)
综合

评分

纳豆激

酶活性/

(IU·mL-1)

1 1 1 1 1 94 52.70
2 1 2 2 2 86 1115.26
3 1 3 3 3 80 1152.38
4 2 1 2 3 94 1092.71
5 2 2 3 1 83 1222.21
6 2 3 1 2 92 436.34
7 3 1 3 2 87 52.70
8 3 2 1 3 96 470.56
9 3 3 2 1 78 1182.74

综合

评分

K1 260 275 282 255
K2 269 265 258 265
K3 270 250 250 270
R 10 25 32 15

纳豆

激酶

活性

K1 2320.341198.11 959.60 2457.65
K2 2751.262808.033390.711604.30
K3 1706.002771.462427.292715.65
R 1045.261609.922431.111111.35

3结论

豆豉是中国传统的发酵食品,所具有的

食药两用性广为人知。然而当前中国豆豉

多为传统的自然发酵或单菌发酵,难以满足

广大消费者的对食品营养保健等方面的需

求。目前有关豆豉多菌发酵的报道还较少,
本研究以黄豆为原料,利用高大毛霉和 HT8
纳豆芽孢杆菌在人工气候箱中共发酵。对

发酵过程中影响两种菌的各种因素分别进

行了探究,并通过正交实验确定了最佳发酵

工艺条件:高大毛霉与纳豆芽孢杆菌 HT8
共发酵的最佳接种量为4%,菌种比例为

10∶1,培养温度为25℃,发酵时间为56h。
在此条件下毛霉生长繁茂,豉香浓郁,且纳

豆激酶活力达1092.71IU·mL-1。由此可

见,高大毛霉和纳豆芽孢杆菌 HT8混合发

酵,既保持了豆豉原有风味,同时丰富了发

酵产生的蛋白酶系,使之具有了纳豆激酶活

性,这为新型保健食品的开发提供了新思

路。
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ResearchonCo-fermentationConditionofTwoKindsofMicrobesinDouchiProduction

FANGYajie,HEQiyi,CHENZhilin,CHENBin
(EngineeringResearchCenterforBioactiveSubstanceBiotechnologyofMinistryofEducation,

ChongqingEngineeringResearchCenterforBioactiveSubstances,CollegeofLifeSciences,

ChongqingNormalUniversity,Chongqing401331,China)

Abstract:Inthepresentstudy,throughlaboratorysimulationofartificialclimatewithchamber,thebestco-fermentationconditions
ofMucormucedoandBacillusnatto HT8wereinvestigatedinDouchiproductiveprocess.Thesinglefactorexperimentwasem-
ployedtoinvestigatethebestconditionoffourco-fermentationfactorsfortheco-fermentation,whichincludedtotalbacteriainocula-
tionquantity,theratioofthetwobacteriainoculation,fermentationtimeandcultivationtemperature.Theorthogonalexperiment
wasthenusedforcombinedthebestconditionfortheco-fermentationbasedontheresultsofsinglefactorexperiment.Theorgano-
lepticcomfortoffermentedsoybeans,growthofDouchi,andtheactivityofNattokinasewereusedasevaluatingindicator.There-
sultsshowedthattheoptimalbacteriainoculationquantityis4% ,thebeststrainratiobetweenMucormucedoandBacillusnatto
HT8is10∶1,theoptimalcultivationtemperatureis25℃,andthebestfermentationtimeis56hours.Underthecombinedcondi-
tion,theMucormucedohyphaegrowthandDouchinaturalqualityarebothexcellent,andtheNattokinaseactivityreachedto
1092.71IU·mL-1.Theco-fermentationretainedtheoriginalflavorofDouchi,andalsoproducedabundantproteases.Thismeth-
odmakestheDouchiwithnattokinaseactivity,andprovideswithnewtechniqueforthedevelopmentofnew-typehealth-caringfood.
Keywords:Douchiproduction;BacillusnattoHT8;Mucormucedo;co-fermentation;nattokinase
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