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纳豆芽孢杆菌发酵黑豆豆豉的前发酵工艺优化
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摘要!以黑豆为主要原料#以总多酚含量和
&==;

)清除

率为指标#采用单因素试验与正交试验设计优化纳豆芽

孢杆菌发酵黑豆豆豉的前发酵工艺条件%结果表明&其

最优发酵工艺条件为发酵时间
@H

#发酵温度
%*\

#纳豆

芽孢杆菌接种量
!7?

4

(

#""

4

)黑豆#在该条件下得到的

黑豆豆豉总多酚含量为
@7!@-

4

(

4

#

&==;

)清除率为

$*7+(Q

#表明黑豆经纳豆芽孢杆菌发酵后能够获得具有

较高抗氧化活性的黑豆豆豉%

关键词!黑豆'豆豉'纳豆芽孢杆菌'前发酵'多酚'抗氧化

活性
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黑豆为豆科植物大豆的黑色种子%又称乌豆)黑大

豆%在东北地区产量最大&黑豆营养丰富%因含植物固

醇)黄酮)皂苷等成分%具有较好的降血脂)降胆固醇)抗

氧化等功能*

#T%

+

%是开发抗氧化)抗衰老食品的优质药食

兼用资源&

豆豉是一种以大豆为主要原料%经过制曲)微生物发

酵阶段和后熟而形成的传统发酵食品*

@

+

%具有药食两用

性&目前%豆豉的制作原料以黄豆为主%发酵采用的菌种

较多%所得产品的抗氧化性也各不相同&例如%侯竹美

等*

?

+通过米曲霉发酵黄豆%发现黄豆豉在发酵
!@H

时还原

能力和总酚含量达到最高值%总酚含量为
"7"!@-

4

(

-D

$

发酵
!$H

时黄豆豉对羟自由基和
&==;

自由基的清除

率达到最大%分别达到了
%(7"$Q

和
(@7+(Q

&吴兰芳

等*

(

+研究了霉菌型黑豆豆豉的主要成分及其抗氧化活

性%结果显示"黑豆经过选用米曲霉!
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#发酵

后%抗氧化活性增强&

枯草芽孢杆菌!

U3>'99*AA*S?'9'A

#是发酵细菌型豆豉

的最主要的菌株%而纳豆芽孢杆菌!

U3>'99*AA*S?'9'A

G.339

%
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#是枯草芽孢杆菌的一个亚种%其对环境具有

较高的耐受性和稳定性*

$

+

%是制作发酵食品常用的一种
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有益菌*

+

+

&例如%徐春明等*

*

+研究了纳豆芽孢杆菌发酵

大豆!黄豆#的不同发酵阶段%纳豆总酚和异黄酮含量的

变化规律以及体外模拟消化过程中总酚)异黄酮含量与

抗氧化活性的变化%结果表明"总酚含量提高了
(?7#!Q

%

然而异黄酮含量却降低了
(%7%"Q

%在模拟胃消化阶段%

后熟
!@K

大豆清除
O_JR

自由基能力和
<XOC

值分别

是干燥大豆的
#7+"

%

!7!!

倍$模拟肠消化阶段%后熟
!@K

大豆清除
O_JR

自由基能力和
<XOC

值分别是干燥大豆

的
#7$"

%

#7@#

倍%经过发酵的纳豆抗氧化活性加强&

试验拟以黑豆为原料%采用纳豆芽孢杆菌为菌种%发

酵制备黑豆豆豉%以总多酚含量和
&==;

,清除率为指

标%采用正交试验来确定其最佳的前发酵工艺条件%以期

为黑豆豆豉工业化生产提供理论依据&

#

!

材料与方法
#7#

!

试剂和仪器

#7#7#

!

原料和试剂

黑豆"黑龙江省农垦九三荣军农场$

纳豆芽孢杆菌粉"上海贺普实业有限公司$

福林酚试剂"上海蓝季科技发展有限公司$

没食子酸)氢氧化钠)三氯化铁)磷酸二氢钠)磷酸氢

二钠)三氯乙酸)抗坏血酸)铁氰化钾)碳酸钠"分析纯%天

津市科密欧化学试剂有限公司$

#

%

#'

二苯基
'!'

三硝基苯肼基自由基!

&==;

#"分析

纯%梯希爱化成工业发展有限公司&

#7#7!

!

仪器与设备

电子天平"

,b%!@

型%奥豪斯仪器!上海#有限公司$

隔水式恒温培养箱"

Z;='*#("

型%上海市一恒科学

仪器有限公司$

电热恒温鼓风干燥箱"

&ZZ'*"?%O

型%上海森信实

验仪器有限公司$

低速离心机"

D@!"

型%湖南湘仪实验室仪器开发有

限公司$

紫外'可见分光光度计"

D?

型%上海仪电分析仪器

有限责任公司$

立式压力蒸汽灭菌锅"

D&)b'$?̀ _

型%上海中安医

疗器械厂&

#7!

!

方法

#7!7#

!

工艺流程

黑豆
'

浸泡
'

高温高压蒸豆
'

冷却
'

接菌
'

发酵
'

取样
'

测定

#7!7!

!

操作要点

!

#

#室温下%黑豆与蒸馏水的比例为
#

#

?

!

4

(

-D

#%

浸泡
!@K

后取出沥干%然后在
#!#\

的高温高压蒸汽灭

菌锅中蒸豆处理
#$-/G

&

!

!

#蒸豆后在室温下冷却
%"-/G

%接入不同比例的纳

豆芽孢杆菌粉!均匀撒在黑豆样品表面#&

!

%

#在温度为
%?

#

%*\

的恒温箱中培养
#

#

@H

%进

行前发酵%并按发酵时间进行取样%测定相关指标&

#7!7%

!

单因素试验设计

!

#

#发酵时间对黑豆豆豉总多酚含量和
&==;

,清

除率的影响"将高温高压处理 的 黑 豆 冷 却 后%接 入

#7?

4

(

#""

4

,黑豆纳豆芽孢杆菌%置于
%*\

恒温箱中培

养发酵%发酵时间分别为
#

%

!

%

%

%

@H

%测定所得黑豆豆豉

的总多酚含量和
&==;

,清除率&

!

!

#发酵温度对黑豆豆豉总多酚含量和
&==;

,清

除率的影响"将高温高压处理 的 黑 豆 冷 却 后%接 入

#7?

4

(

#""

4

,黑豆纳豆芽孢杆菌分别置于
%?

%

%$

%

%*

%

@#

%

@%\

的恒温箱中培养发酵
%H

%测定所得黑豆豆豉的总多

酚含量和
&==;

,清除率&

!

%

#纳豆芽孢杆菌接种量对黑豆豆豉总多酚含量和

&==;

,清除率的影响"将高温高压处理的黑豆冷却后%

接入纳豆芽孢杆菌%其接种量分别为
"7?

%

#7"

%

#7?

%

!7"

%

!7?

4

(

#""

4

,黑豆%后置于
@#\

恒温箱中培养发酵
%H

%

测定所得黑豆豆豉的总多酚含量和
&==;

,清除率&

#7!7@

!

正交试验设计
!

在单因素试验的基础上%以发酵

时间)发酵温度)接种量为试验因素%以总多酚含量和

&==;

清除率为评价指标%设计
D

*

!

%

%

#正交试验优化纳

豆芽孢杆菌发酵黑豆豆豉工艺条件&

#7!7?

!

总多酚测定
!

采用
V90/G'C/98.03FL

比色法&标准

曲线的绘制根据文献*

#"

+%修改如下"准确称取没食子酸

"7#"""

4

%用容量瓶定容至
#""-D

%得到没食子酸标准液

浓度为
#"""-

4

(

D

&分别配制浓度为
"7"

%

#!7?

%

!?7"

%

?"7"

%

#""7"-

4

(

D

的标准溶液&得到没食子酸标准曲线

!见图
#

#方程为"

)

l"7"#+<m"7"$+@

%

G

!

l"7**+?

&

取
!

4

黑豆样品加以研磨后加蒸馏水定容至
!"-D

&

%"""E

(

-/G

离心
#"-/G

%取上清液
#-D

%将其稀释
?"

倍$

图
#

!

没食子酸标准曲线
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分别加入福林酚显色剂
#-D

%

!"Q B.

!

C<

%

溶液
%-D

%

混匀%在
?"\

水浴反应
%"-/G

后测定吸光度&按式!

#

#

计算总多酚含量*

##

+

&

G

L

,

N

F

N

#

!

% !

#

#

式中"

G

'''总多酚含量%

-

4

(

4

$

,

'''样液总酚浓度%

-

4

(

-D

$

F

'''提取液体积%

-D

$

#

'''稀释倍数$

!

'''黑豆质量%

4

&

#7!7(

!

&==;

自由基!

&==;

,#清除率的测定
!

根据文

献*

#!

+%修改如下"称取
#*7$-

4

&==;

%用
*?Q

乙醇溶解

并定容至
#""-D

!

&==;

浓度为
"7?--90

(

-D

#%配制好

后
"

#

@\

下避光保存&取
!-D

稀释后的样液与
"7?-D

&==;

溶液%混合均匀后在
%$\

下黑暗处放置
!"-/G

%

此时用
*?Q

甲醇为空白%在
?#$G-

条件下测定其吸光

度$取
!-D*?Q

甲醇与
"7?-D&==;

溶液混合%混合均

匀后在
%$\

下黑暗处放置
!"-/G

%此时用无水甲醇为空

白%在
?#$G-

条件下测定其吸光度$取
!-D

处理好的样

液与
"7?-D*?Q

甲醇混合%混合均匀后
%$\

下黑暗处

放置
!"-/G

%此时用
*?Q

甲醇为空白%在
?#$G-

条件下

测定其吸光度&按式!

!

#计算
&==;

,清除率&

+l

">T

!

"'T"

2

#

">

]#""Q

!

!

#

式中"

+

'''

&==;

,清除率%

Q

$

"'

'''加发酵液反应后
&==;

溶液的吸光度$

">

'''加
&==;

溶液%不加发酵液的吸光度$

"

2

'''加发酵液%不加
&==;

溶液的吸光度&

#7%

!

数据处理

采用
R=RR!"7"

软件对试验所得数据进行统计计算%

并采用
<E/

4

/G*7"

软件进行作图分析&所有试验均进行

%

次平行&

!

!

结果与分析
!7#

!

发酵时间对黑豆豆豉总多酚含量和
&==;

(清除率

的影响

!!

由图
!

可知%在前
%H

%随着发酵时间的延长%总多酚

含量和
&==;

,清除率均升高%说明发酵初期对纳豆芽孢

杆菌的代谢活动有很大影响$当发酵时间到第
%

天时%总

多酚含量和
&==;

,清除率达到最高值%分别为
%7($-

4

(

4

和
+@7*Q

%可能是纳豆芽孢杆菌将复杂的大分子酚类物

质转化成小分子酚类物质%使得总多酚含量升高$此外%

随着发酵时间的不断增加%自身的抗氧化物质不断浸出%

而酚类物质能给出一个氢离子并通过共振杂化而稳

定*

#%

+

%且含有的多酚类化合物具有较强的自由基清除能

图
!

!

发酵时间对黑豆豆豉总多酚含量和

&==;

)清除率的影响

V/

4

LEF!
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/G

4

E.3F9IIFE-FG3FHM0.8AMF.G

力*

#@

+

&发酵到第
@

天时%多酚含量相对较低%但是%此时

&==;

,清除率仍然较高%说明黑豆豆豉中除了多酚物质

外%还含有其他具有较高
&==;

,清除率的活性物质%如

黄酮类物质)原花青素物质等&因此%发酵时间选择
!

%

%

%

@H

进行正交试验&

!7!

!

发酵温度对黑豆豆豉总多酚含量和
&==;

(清除率

的影响

!!

由图
%

可知%在
@#\

之前%随着发酵温度的升高%总

多酚含量也持续升高%当温度在
@#\

时%总多酚含量达

到最高%为
%7**-

4

(

4

%可能是在发酵过程中%分子的渗

透)扩散)溶解速率会随着温度升高而加快*

#?

+

%然而高温

可在一定程度上破坏细胞壁的完整性*

#(

+

&当温度为

%*\

时%

&==;

,清除率达到最高&可以初步判断当发

酵时间在
%*

#

@# \

时总多酚含量高%抗氧化能力强%

&==;

,清除率高&由于纳豆芽孢杆菌的发酵温度一般

在
%+

#

@?\

%所以%在后续正交试验中%发酵温度选择

%*

%

@#

%

@%\%

个水平&

图
%

!

发酵温度对黑豆豆豉总多酚含量和

&==;

)清除率的影响

V/

4

LEF%

!

,IIF839IH/IIFEFG3IFE-FG3.3/9G3F-

:

FE.3LEF9G

393.0

:

90

6:

KFG90189G3FG3.GH &==; E.H/8.0

18.NFG

4

/G

4
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!7%

!

接种量对黑豆豆豉总多酚含量和
&==;

(清除率的

影响

!!

由图
@

可知%随着接种量的增加%总多酚含量及

&==;

,清除率均呈先升高再降低的趋势%当接种量为

!7"

4

(

#""

4

,黑豆时%总多酚含量及
&==;

,清除率均

达到最高值%可能是菌种在发酵的过程中产酸%使
:

;

降

低%从而在一定程度上影响酶的活性%微生物的细胞膜所

带电荷会有所改变%因此改变了细胞膜的透性%从而降低

了菌种对营养物质的吸收和代谢物的排泄*

#$

+

&因此%在

后续正交试验中接种量选择
#7?

%

!7"

%

!7?

4

(

#""

4

,黑豆

%

个水平&

图
@

!

接种量对黑豆豆豉总多酚含量和

&==;

)清除率的影响

V/

4

LEF@

!

,IIF839IH/IIFEFG3/G98L0.3/9G.-9LG39G393.0
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90
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KFG90 89G3FG3 .GH &==; E.H/8.0

18.NFG

4

/G

4

E.3F9IIFE-FG3FHM0.8AMF.G

!7@

!

正交试验

以发酵时间)发酵温度)接种量为试验因素%按照表
#

进行正交试验%以确定最佳发酵条件%结果见表
!

&由

表
!

可知%对总多酚含量和
&==;

,清除率两个指标的

主次影响顺序均为
O

%

C

%

_

&由发酵产物的总多酚含量

的正交试验结果可知%发酵的最佳条件是
O

%

_

!

C

!

$由发

酵产物的
&==;

,清除率的正交试验结果可知%发酵的

最佳条件是
O

%

_

#

C

%

&由表
%

)

@

可知%各因素对总多酚含

量和
&==;

,清除率的影响均不显著!

=

$

"7"?

#&

综合考虑上述两个正交试验结果的差异%进行验证

实验%如表
?

所示%最佳的发酵条件为
O

%

_

#

C

%

%即发酵时

间
@H

)发酵温度
%*\

)接种量
!7?

4

(

#""

4

,黑豆%该条

件发酵所得黑豆豆豉的总多酚含量可达到
@7!@-

4

(

4

%

&==;

,清除率达到
$*7+(Q

&

表
#

!

正交试验因素水平表

J.M0F#

!

V.839E1.GH0FNF019I9E3K9

4

9G.0F2

:

FE/-FG3

水平
O

发酵时

间(
H

_

发酵温

度(
\

C

接种量(!

#"

T!

4

,

4

T#

,

_0.8A_F.G

#

# ! %* #7?

! % @# !7"

% @ @% !7?

表
!

!

正交试验结果分析

J.M0F!

!

OG.0

6

1/19I3KFEF1L0319I9E3K9

4

9G.0F2

:

FE/-FG3

试验号
O _ C

总多酚含量(

!

-

4

,

4

T#

#

&==;

,清

除率(
Q

# # # # !7#" (#7"@

! # ! ! %7## ?*7!#

% # % % #7*! (+7!(

@ ! # ! %7!# ?*7#"

? ! ! % %7#" ("7#!

( ! % # %7$? @#7$#

$ % # % @7!@ $*7+(

+ % ! # %7(@ (?7*!

* % % ! @7"( $@7"(

总
X

#

!7%$$ %7#+% %7#(%

))))))))))))))))))))))

多
X

!

%7%?% %7!+% %7@("

酚
X

%

%7*+" %7!@% %7"+$

含量
G #7("% "7#"" "7%$%

&==;

,

X

#

(!7+%$ ((7(($ ?(7!!%

清
X

!

?%7(@% (#7$?" (@7#!%

除
X

%

$%7!+" (#7%@% (*7@#%

率
G #*7(%$ ?7%!@ #%7#*

表
%

!

以总多酚含量为评价指标的正交试验结果方差分析

J.M0F%

!

[.E/.G8F.G.0

6

1/19I9E3K9

4

9G.0F2

:

FE/-FG31L1/G

4
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:

90

6:

KFG9089G3FG3.1FN.0L.3/9G/GHF2

来源 平方和 自由度 方差
K

值 显著性

O %7*#$ ! #7*?* %7+*@ "7!"@

_ "7"#? ! "7""+ "7"#? "7*+?

C "7!%% ! "7##$ "7!%! "7+#!

误差
#7""( ! "7?"%

))))))))))))))))))))))

校正总计
?7#$! +

表
@

!

以
&==;

(清除率为评价指标的正交试验

结果方差分析

J.M0F@

!

[.E/.G8F.G.0

6

1/19I9E3K9

4

9G.0F2

:

FE/-FG31

L1/G

4

&==;18.NFG

4

/G

4

E.3F.1FN.0L.3/9G/G'

HF2

来源 平方和 自由度 方差
K

值 显著性

O ?$*7#$* ! !+*7?*" #@7#@@ "7"((

_ ?!7($$ ! !(7%%+ #7!+( "7@%$

C !(@7%$" ! #%!7#+? (7@?( "7#%@

误差
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))))))))))))))))))))))

校正总计
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表
?

!

验证实验

J.M0F?
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[FE/I/8.3/9GF2

:

FE/-FG3

工艺条件 总多酚含量(!

-

4

,

4

T#

#

&==;

,清除率(
Q

O

%

_

#

C

%

@7!@ $*7+(

O

%

_

!

C

!

@7"+ ($7??

"(!

会议专栏
C<DUSBV<XC<BV,X,BC,

#

!"#*

国际杂豆产业科技论坛$ 总第
!#(

期
"

!"#*

年
#"

月
"



%

!

结论
通过单因素试验和正交试验得出%黑豆豆豉前发酵

的最优工艺组合为发酵时间
@H

%发酵温度
%*\

%接种量

!7?

4

(

#""

4

,黑豆%该条件发酵所得黑豆豆豉的总多酚含

量为
@7!@-

4

(

4

%

&==;

,清除率为
$*7+(Q

&研究结果表

明%采用纳豆芽孢杆菌发酵来生产抗氧化能力较强的黑

豆豆豉是可行的&后续将对后发酵中发酵时间)发酵温

度以及食盐)白酒等辅料对黑豆豆豉风味物质形成)营养

成分变化)功能因子形成及抗氧化活性的影响作进一步

的研究&
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