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应用中国根霉 12 发酵制备高溶栓活性
淡豆豉的条件优化

温嘉敏1，蔡尤林2，黎 攀1，蒋 卓1，肖 南1，梁钻好1，杜 冰1，*

( 1.华南农业大学食品学院，广东广州 510642;
2.无限极( 中国) 有限公司，广东广州 510627)

收稿日期: 2018－01－08
作者简介:温嘉敏( 1994－ ) ，女，硕士研究生，研究方向:食品生物技术与粮油加工，E－mail: charmingwen@ stu.scau.edu.cn。
* 通讯作者:杜冰( 1973－ ) ，男，博士，副教授，研究方向:食品新资源与生物技术，E－mail: dubing@ scau.edu.cn。

摘 要:为探究中国根霉 12 发酵淡豆豉生产高活力溶栓酶的最佳条件，以中国根霉 12 为发酵菌株，分别以 5 种豆类
( 黑豆、黄豆、红豆、绿豆、白芸豆) 为原料，筛选淡豆豉加工最佳原料及预处理方式，以溶栓酶活力为指标，通过响应面
试验优化淡豆豉发酵工艺，并对产品品质进行分析。结果表明:经过发芽处理的黑豆更适合作发酵原料，得到的最佳
工艺条件:黑豆发芽 38 h，接种量 15%，发酵温度 31 ℃，发酵时长 7 d，在此工艺下得到的发酵淡豆豉溶栓酶活力为
( 17122 ± 392.7) U /g。该淡豆豉氨态氮含量显著高于以传统发酵方式制作的市售淡豆豉( p ＜ 0.05) ，而其硬度、弹性和
咀嚼性显著低于市售淡豆豉( p ＜ 0.05) ，口感更佳。另外，干燥后的淡豆豉粉溶栓酶酶活力为 16350 U /g，显著高出于
某品牌纳豆粉的溶栓酶酶活力 22% ( p ＜ 0.05) 。研究发现，中国根霉 12 能显著提高淡豆豉溶栓酶酶活力( p ＜ 0.05) ，
对进一步开发高溶栓活性的淡豆豉有重要意义。
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Abstract: To explore the optimal conditions for the production of high－activity thrombolytic enzymes by Ｒhizopus chinesis 12
fermented semen sojae praeparatum，the Ｒhizopus Chinesis 12 was used as fermentation strain，five kinds of beans( black beans，
soybeans，red beans，mung beans，white kidney beans) were used as raw materials to screen the best raw materials and
pretreatment methods for the processing of semen sojae praeparatum.Using the activity of fibrinolytic enzyme as the indicator，
the fermentation process of semen sojae praeparatum was optimized by response surface test，and the product quality was
analyzed.The results showed that，the black soybean as raw materials and indicated the optimal formulations as follows: Black
soybean after germination treatment for 38 h，inoculation rate was 15% ( m/m) ，fermentation temperature was 31 ℃，and
fermentation time was 7 d.Under these optimal fermentation conditions，the fibrinolytic activity of Semen sojae praeparatum
reached to( 17122 ± 392.7) U /g.Furthermore，the ammonia nitrogen of the prepared semen sojae praeparatum was significantly
higher than that of a retail brand( p ＜ 0.05) ，while，its hardness，elasticity and chewiness were significant lower than those of the
retail brand( p ＜ 0.05 ) . In addition，the fibrinolytic enzyme activity of semen sojae praeparatum powder after drying was
16350 U /g，which was significantly higher than that of a certain brand of natto( 22% ) ( p ＜ 0.05) .These results indicated that
Ｒhizopus chinesis 12 could significantly increased he fibrinolytic enzyme activity of semen sojae praeparatum( p ＜ 0.05) ，which
would have a great significance for further development of the semen sojae praeparatum with high activity fibrinolytic enzyme.
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血栓病对人类健康危害极大［1］，目前国内外正式

批准临床使用的溶栓药物，虽然药效肯定，但会引起

药物抗性、发热和变态反应，溶栓效果不理想，颅内
出血率高，存在不能口服、副作用大、价格高等多方
面缺陷［2］。纳豆中提取的纳豆激酶是目前国外研究
较多的新型溶栓剂，其研究已经达到了溶栓机理等

分子水平［3－4］，我国传统发酵豆制品淡豆豉的加工工

艺与日本纳豆相似，研究人员发现淡豆豉中也存在

溶栓酶［5］，该酶能直接溶解血栓，同时还能激活体内

的纤溶酶原，增加内源性纤溶酶的量与作用，使溶血

栓效率较药物溶栓剂要高出很多［6］，而且更加安全。
国内对于淡豆豉中的异黄酮研究较为集中［7－9］，

发酵研究较少，有研究人员对曲霉型、细菌型淡豆豉
进行研究［10－11］，结果表明曲霉发酵淡豆豉对于提高豆

豉中的蛋白酶活力具有积极作用，未见溶栓酶有关

报道;而细菌型淡豆豉经过优化后，溶栓酶活性提

高，但存在气味不佳难以应用的问题。纳豆以其高
溶栓酶酶活力风靡全球，已经开发出多种大宗消费

型保健品和医疗药品，而淡豆豉的产品开发落后较

远［12－14］，溶栓酶活性明显低于日本纳豆，重要的原因

之一是:中国淡豆豉的作用仍以普通调味料为主，制

作工艺上仍然沿袭传统的自然接种制曲方式，得到

的产品药用价值不突出、产品质量不统一［15－16］。
中国本土的根霉 12 具有能产高活性溶栓酶的

特点［17］，能使每克原料的溶栓酶产量达 791.81 U( 尿
激酶单位) ［18］，但其能产高溶栓活性酶的优点未得到

利用。因此，本文利用中国根霉 12 对 5 种豆类 ( 黑
豆、黄豆、红豆、绿豆、白芸豆) 进行发酵，通过响应面
试验优化发酵条件，开发出具有高溶栓活性的淡豆

豉，并与市售豆豉、具有溶栓活性的日本纳豆进行品
质对比。以期为中国根霉 12 的应用提供参考数据，
并为日后开发高溶栓活性淡豆豉系列商品提供

指导。

1 材料与方法
1.1 材料与设备
黑豆、黄豆、红豆、绿豆、白芸豆 天地粮人有限

公司; 黑豆淡豆豉 散装，药店市售; 纳豆粉 野口

医学研究所; 中国根霉 ( Ｒhizopus Chinesis) 12 本实
验室保藏; 牛纤维原蛋白 ( ＞ 98% ) 、凝 血 酶
( 150BP) 、尿激酶 ( 1.5 万 U /mg) 广州成硕生物科
技有限公司均为生化纯; 磷酸二氢钾、磷酸氢二钠、
氯化钠、氯化钾 分析纯，广州裕立生物科技有限公
司; PDA培养基、MＲS液体培养基 广州环凯生物科
技有限公司。

GL－G－Ⅱ型立式冷冻离心机 上海安亭科学仪
器厂; BYSXT－06 型索氏脂肪提取器 上海秉越电子
仪器有限公司; SKD－3000 型全自动凯氏定氮仪 上
海沛欧分析仪器有限公司; DF－101S 型恒温加热磁
力搅拌器 郑州长城科工贸有限公司; EZ－SX 型质
构仪 日本岛津公司。

1.2 实验方法
1.2.1 中国根霉 12 菌种的活化及扩大培养 取中国
根霉 12 保藏菌种 1～2 环，接入斜面 PDA 培养基中，

32 ℃培养 3～5 d 后，接种培养好的斜面菌种 2 环到
扩大培养 MＲS液体培养基中，32 ℃振荡培养 3～5 d，
备用。
1.2.2 淡豆豉的制备工艺 豆子→挑选→浸泡→蒸煮灭
菌→冷却→接种→发酵→干燥→成品
操作要点:选择成熟，颗粒饱满匀称、无发霉腐

烂、无虫蚀的新鲜豆子为发酵原料，加入豆子质量 2
倍的蒸馏水，室温浸泡 2 h，121 ℃高压灭菌蒸煮
15 min，冷却至 35 ℃以下备用;取 1.2.1 中国根霉 12
液体培养基，按照一定的接种量( 接种量指接入的液

体培养基质量与豆子质量的百分比) 接种到蒸煮灭

菌冷却后的发酵原料中，在一定温度下发酵一定时

间，进行自然晾干或人工干制，得到干燥后淡豆豉。
1.2.3 原料及原料处理方式选择
1.2.3.1 不同豆类对淡豆豉发酵的影响 分别选择
充分成熟，颗粒饱满均匀、无虫蚀、无霉烂变质的新
鲜黄豆、黑豆、红豆、绿豆、白芸豆作为发酵原料，按
照 1.2.2 方法，接种量 15%，在 32 ℃下发酵 7 d 进行
生产，研究不同豆类的淡豆豉生物量和溶栓酶酶活

力值。
1.2.3.2 不同原料处理方式对淡豆豉发酵的影
响 将黑豆用清水冲洗干净后加入 2 倍质量的清水
浸泡 12 h，取出黑豆沥干，平铺于泡沫箱中，盖上经
润湿后的纱布，避光放置，每隔 6 h后再次润湿纱布，
分别将黑豆发芽处理 24、48、60 h，并以无发芽普通
处理新鲜黑豆和 8 目粉碎处理的黑豆作为对照，按
照淡豆豉生产工艺流程 1.2.2，接种量 15%，在 32 ℃
下发酵 7 d进行生产，研究不同原料处理方式的淡豆
豉生物量和溶栓酶酶活力值。
1.2.4 淡豆豉生物量的测定 取 200 g 发酵后的淡
豆豉，用蒸馏水将淡豆豉外壁物质清洗下来，将清洗

液 2000 r /min 离心 10 min 后，60 ℃恒温干燥至恒
重，准确称量沉淀干重。
1.2.5 溶栓酶酶活力的测定 参照庞庆芳［19］纤维蛋
白平板法，以尿激酶的活力单位表示溶栓酶活性。
1.2.6 单因素实验 以黑豆为原料，经过发芽 48 h
预处理后，按照 1.2.2 的工艺流程进行发酵生产，控制
单一变量，考察发酵时间 ( 5、7、9、11 d ) 、发酵温度
( 28、32、36、40 ℃ ) 以及接种量( 5、10、15、20% ) 对淡
豆豉生物量和溶栓酶酶活力的影响。各因素固定水
平值:发酵时间 7 d、发酵温度 32 ℃、接种量 15%。
1.2.7 响应面试验设计 在单因素实验的基础上，
选取发芽时间( A) 、发酵温度( B) 和发酵时间( C) 3
个影响因素为自变量，以溶栓酶活性为响应值，根据

Box－Behnken中心组合设计原理，设计 3 因素 3 水平
17 个实验点的响应面分析实验，以确定淡豆豉发酵
的最优工艺参数，实验因素与水平设计见表 1。
1.2.8 最优工艺发酵淡豆豉的综合评价及对比 将
最优工艺发酵淡豆豉分别与原料黑豆、市售黑豆淡
豆豉进行比对，研究黑豆发酵前后的理化指标变化

以及最优工艺发酵淡豆豉与市售淡豆豉品质的差

异，并对最优工艺发酵淡豆豉、市售淡豆豉以及原料
黑豆进行质构分析。
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表 1 响应面实验的因素和水平编码值
Table 1 Coded variables and their coded levels

in response surface analysis

因素
水平

－ 1 0 1
A发芽时间( h) 24 42 60
B发酵温度( ℃ ) 28 31 34
C发酵时间( d) 6 7 8

1.2.8.1 理化指标测定 蛋白质按照 GB 5009.5 －
2016 凯氏定氮法进行测定［20］; 氨基酸态氮按照
GB5009.235－2016 进行测定［21］;脂肪按照 GB5009.6－
2016《食品中脂肪的测定方法》索氏提取法测定［22］;
还原糖、碳水化合物按照王俊丽等［23］DNS 比色法进
行测定;粗纤维按照林晓华［24］酸碱法进行测定。
1.2.8.2 质构分析 参数条件取 10 g 样品进行多次
测定，取平均值。探头: P50; 测试方式: 二次压缩模
式;触发类型: “Auto”; 触发力: 0.05 N; 采样间隔:
10 ms;探头的向下压缩速度: 0.7 mm /s、向上速度为
0.7 mm /s、压缩程度为 60%。
1.2.9 干燥淡豆豉粉与市售纳豆激酶粉溶栓酶活力
对比 将经过低温热泵干燥( 40 ℃干燥 10 h) 并常
温粉碎过 80 目筛后得到的最优发酵淡豆豉粉，与市
售纳豆激酶粉按照 1.2.6 溶栓酶酶活力测定方法进
行测定。

1.3 数据处理
取单因素实验结果的 3 次实验平均值和标准偏

差，响应面结果采用 Design Expert.V8.0.6 软件处理，
质构测定值由质构测试仪的专业软件 TＲAPEZIUMX
1.4.0 版本自动读取硬度值、弹性和咀嚼性。

2 结果与分析
2.1 不同豆类对淡豆豉发酵的影响
2.1.1 中国根霉 12 在不同豆类上的长势 图 1 为发
酵 3 d后，中国根霉 12 在不同豆类上的长势，可以看
出，此时中国根霉 12 在以黑豆为原料发酵时长势最
好，黑豆的表面布满了菌丝，黄豆和白芸豆次之，出

现发酵不均匀的情况，可能是接种不均所致，而绿豆

和红豆的菌落长势最差。

图 1 绿豆( a) 、黄豆( b) 、红豆( c) 、黑豆( d)
和白芸豆( e) 发酵淡豆豉菌落生长情况

Fig.1 Colony growth condition of mung bean( a) ，soybean( b) ，
red bean( c) ，black soybean( d) and white kidney bean( e)

fermented Semen sojae praeparatum

2.1.2 不同豆类对淡豆豉发酵生物量和溶栓酶酶活
力的影响 尿激酶标准曲线: 以尿激酶活力单位为

横坐标，溶解圈面积为纵坐标，绘制尿激酶溶解纤维

蛋白标准曲线，见图 1。尿激酶活力标准曲线为: y =

0.7823x + 1.0782，Ｒ2 = 0.9937，该标准曲线可信。

图 2 尿激酶标准曲线
Fig.2 Standard curve of urokinase

由图 3 可知，5 种不同豆类中，黑豆发酵后所得
淡豆豉生物量和溶栓酶酶活力均显著高于其他豆类

( p ＜ 0.05) ，进一步说明黑豆发酵菌种的长势最好，发
酵产生的溶栓酶活性更高，故选择黑豆为发酵原料。

图 3 不同豆类对淡豆豉发酵生物量和溶栓酶酶活力的影响
Fig.3 Effects of different legumes on the weight of

outer wall material and the activity of fibrinolytic enzyme

据报道，黑豆和黄豆的蛋白质和脂肪的含量相

似，且高于其他 3 种豆类，而二者的碳水化合物含量
都相对较低［25］，推测黑豆中较高的蛋白质含量为中

国根霉 12 的生长提供了充足的氮源，而具有抑制溶
栓酶产生效果的易代谢利用碳源［26］含量较低，可进

一步促进溶栓酶的产生，而与之具有相似营养成分

的黄豆，其较低溶栓酶活力或与其发酵过程中豆类

的空隙大小有关。张敏等［27］的研究也表明了，黑豆
淡豆豉的溶栓酶活力要比黄豆淡豆豉的溶栓酶活力

高。此外，中国根霉 12 的外部生长环境也与发酵过
程中豆子之间的间隙有关，相比黑豆，黄豆颗粒较

小，颗粒间空隙小而密集，使用黄豆作为发酵原料

时，发酵罐下层的中国根霉 12 利用水分和氧气的效
率较低［28］。绿豆、红豆和白芸豆含有较高的碳水化
合物，这些容易代谢利用的碳源会抑制中国根霉 12
的生长［26］，因此这 3 种豆的生物量和溶栓酶酶活力
低于黑豆和黄豆。
2.2 不同原料处理方式对淡豆豉发酵的影响
由图 4 可知，淡豆豉生物量和淡豆豉酶活力均

为:发芽处理 ＞普通处理 ＞粉碎处理，其中发芽 48 h
处理 ＞发芽 24 h处理 ＞发芽 60 h处理。
发芽 48 h处理黑豆发酵后所得淡豆豉生物量和

酶活力均高于其他处理方式，原因可能是发芽后黑

豆种皮发生破损，营养物质更容易被中国根霉 12 发
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图 4 不同原料处理方式
对淡豆豉生物量和溶栓酶酶活力的影响

Fig.4 Effects of different treatment modes of raw material
on the weight of outer wall material
and the activity of fibrinolytic enzyme

注:同一指标不同字母表示有显著差异( p ＜ 0.05) 。

酵利用;另外黑豆在发芽过程中，部分蛋白质分解成

更容易被中国根霉 12 发酵利用的游离氨基酸，从而
有利于中国根霉 12 生长发酵并产生溶栓酶，发芽初
期，游离氨基酸和纤维素含量会逐渐升高，并在 48 h
左右达到峰值，之后发芽过程对营养物质的利用，游

离氨基酸含量开始下降［29－31］，后续发酵过程中供给中

国根霉 12 发酵的游离氨基酸含量降低，产生溶栓酶
效率下降。而粉碎后黑豆发酵产生的酶活力较其他
处理方式低，可能是由于粉碎黑豆间间隙变小，影响

中国根霉 12 的生长［28］。
2.3 不同接种量对淡豆豉发酵的影响
由图 5 可知，接种量为 15%实验组发酵后所得

淡豆豉生物量最高。随着接种量的增加，发酵后所
得淡豆豉生物量逐渐增加，当接种量达到 15%时趋
于平稳。发酵后所得淡豆豉溶栓酶酶活力: 15% ＞
10% ＞5% ＞20%。随着接种量的增加，溶栓酶酶活
力逐渐增加，在 15%时酶活力达到最大，但随着接种
量的进一步增加，导致产酶过快，从而会引起“烧曲”
现象，导致酶活力下降［32］。

图 5 不同接种量对淡豆豉生物量和溶栓酶酶活力的影响
Fig.5 Effects of different inoculation rate of raw material

on the weight of outer wall material
and the activity of fibrinolytic enzyme

2.4 不同发酵温度对淡豆豉发酵的影响
由图 6 可知，32 ℃发酵所得淡豆豉生物量及淡

豆豉溶栓酶酶活力最高，随着发酵温度的上升，发酵

所得淡豆豉生物量及淡豆豉溶栓酶酶活力均升高，

当发酵温度为 32 ℃时，达到最高，之后随着发酵温
度的继续上升，生物量及溶栓酶酶活力下降。当温
度过高时，不利于中国根霉 12 的生长及溶栓酶的
产生。

图 6 不同发酵温度对淡豆豉生物量和溶栓酶酶活力的影响
Fig.6 Effects of different fermentation temperature of

raw material on the weight of outer wall material
and the activity of fibrinolytic enzyme

2.5 不同发酵时间对淡豆豉发酵的影响
由图 7 可知，随着发酵时间的增加，发酵后所得

淡豆豉生物量逐渐增加，当发酵时间达到 7 d 时，生
物量逐渐趋于平稳，当发酵时间为 11 d时，发酵所得
淡豆豉生物量最高。另外，随着发酵时间的增加，淡
豆豉酶活力逐渐升高，当发酵时间为 7 d 时达到峰
值，之后随着发酵时间的增加，淡豆豉酶活力开始

下降。

图 7 不同发酵时间对淡豆豉生物量和溶栓酶酶活力的影响
Fig.7 Effects of different fermentation time of
raw material on the weight of outer wall material

and the activity of fibrinolytic enzyme

2.6 高溶栓活性淡豆豉生产条件优化
2.6.1 响应面实验结果 图 5 显示接种量为 5% ～
15%时，溶栓酶活性没有显著差异，即在该范围内接
种量因素对酶活性影响不大，因此只选取发芽时间

( A) 、发酵温度( B) 和发酵时间( C) 3 个影响因素为
自变量，以溶栓酶活性为响应值，实验结果见表 2。
2.6.2 模型的建立及其显著性检验 利用 Design－
Expert Version 8.0.6 中的响应面设计法( ＲSM) 对表 2
实验数据进行多元回归拟合，得到自变量与溶栓酶

活性( Y) 二次多项回归模型为:
Y = 16822.74 － 1911.47A － 704.52B + 277.15C －

255.13AB － 372.49AC + 1232.95BC － 3974.34A2 －
2331.48B2 －1142.59C2
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表 2 响应面设计与实验结果
Table 2 Experimental design and corresponding

results for response surface analysis

实验号 A B C 溶栓酶活性( U/g)
1 － 1 － 1 0 12915.1
2 1 － 1 0 9660.8
3 － 1 1 0 11883.3
4 1 1 0 7608.5
5 － 1 0 － 1 13187.3
6 1 0 － 1 10050.9
7 － 1 0 1 14105.7
8 1 0 1 9479.4
9 0 － 1 － 1 14752.0
10 0 1 － 1 11010.2
11 0 － 1 1 13221.3
12 0 1 1 14411.9
13 0 0 0 17087.9
14 0 0 0 16702.4
15 0 0 0 16362.2
16 0 0 0 16929.1
17 0 0 0 17031.2

从表 3 中回归方差分析显著性检验表明，该回
归模型 p ＜ 0.0001，方程模型达到极显著，失拟项 p =

表 3 回归方程模型方差分析表
Table 3 Analysis of variance of the developed regression model

方差来源 平均和 自由度 均方 F值 p值 显著性

回归模型 1.44 × 108 9 1.60 × 107 164.04 ＜ 0.0001 ＊＊
A 2.92 × 107 1 2.92 × 107 299.65 ＜ 0.0001 ＊＊
B 3.97 × 106 1 3.97 × 106 40.69 0.0004 ＊＊
C 6.15 × 105 1 6.15 × 105 6.40 0.0392 *
AB 2.60 × 105 1 2.60 × 105 2.70 0.1447
AC 5.55 × 105 1 5.55 × 105 5.72 0.0480 *
BC 6.08 × 105 1 6.08 × 105 62.61 ＜ 0.0001 ＊＊
A2 6.65 × 107 1 6.65 × 107 682.47 ＜ 0.0001 ＊＊
B2 2.29 × 107 1 2.29 × 107 234.51 ＜ 0.0001 ＊＊
C2 5.50 × 106 1 5.50 × 106 56.41 0.0001 ＊＊
残差 6.83 × 105 7 97576.5
失拟项 3.32 × 105 3 1.11 × 105 1.26 0.3997
纯误差 3.51 4 87687.3

Ｒ2 = 0.9953 Ｒ2
Adj = 0.9892

注: * .差异显著( p ＜ 0.05) ;＊＊.差异极显著( p ＜ 0.01) 。

0.3997 ＞ 0.05，不显著; 该回归模型的总决定系数 Ｒ2

= 0.9953，调整决定系数 Ｒ2
Adj = 0.9892，说明该模型的

拟合程度较好，实验误差较小。因此该回归方程模
型能较好的对淡豆豉溶栓酶活性进行分析及预测。
生产淡豆豉溶栓酶的工艺参数中，影响溶栓酶活性

的主次因素顺序:发芽时间 ＞发酵温度 ＞发酵时间。
其中发芽时间 ( A) 、发酵温度 ( B) 达到极显著水平
( p ＜ 0.01) ，发酵时间( C) 达显著性水平( p ＜ 0.05) ，接
种量没有发现显著影响( p ＞0.05) ，这与国外研究报道
的纳豆发酵产溶栓酶的影响因素显著性的结果相

近［33］; AC 的交互作用对溶栓酶活性的影响显著

( p ＜0.05) ，BC的交互作用对其影响极显著( p ＜0.01) 。
2.6.3 因素交互作用 图 7 的响应面图可较直观地
了解高溶栓活性淡豆豉生产工艺中发芽时间、发酵
时间和发酵温度 3 个因素两两之间交互作用对溶栓
酶活性的影响。
由图 8 可知，响应面的图形是凸起的曲面，溶栓

酶活性分值 Y存在极值，该值为响应面的最高点，在
发酵时间一定的情况下，随着发酵温度的增加、发芽
时间的增加，溶栓酶活力呈现先上升后下降的趋势，

可见适当的发芽和发酵温度可以提升溶栓酶活力。
等高图可判定交互作用的显著性，等高图趋向椭圆，

交互作用显著，反之，则不显著，AC、BC 交互作用的
等高图呈椭圆形，说明交互作用 AC、BC 对溶栓酶活
力的影响显著( p ＜0.05或 p ＜0.01) ，AB的等高图趋于
圆形，说明 AB 之间的交互作用不显著。等高线的疏
密程度可判定各因素对溶栓酶活力的影响大小，等高

线越密，影响越大，反之则越小，故 A对溶栓酶活力的
影响比 B、C的影响大，这与方差分析的结果一致。
利用响应面对高溶栓活性淡豆豉的参数条件进

行优化，得到最优产溶栓酶条件为: 原料黑豆发芽

37.58 h，发酵温度 30.89 ℃，发酵时长 7.19 d，接种量
15%，在该条件下，溶栓酶活性的预测值为 17105.3 U/g。
考虑到实际操作将其工艺条件优化为: 发芽 38 h，发
酵温度 31 ℃，发酵时长 7 d，接种量 15%。为验证响
应曲面法所得结果的可靠性，将上述优化生产条件

重复 3 次实验，实际测得的酶活性为 ( 17122 ±
392.7) U /g，预测值与实验值拟合良好。
2.7 最优工艺发酵淡豆豉的评价及其对比
2.7.1 理化指标分析及其对比 由表 4 可知，发酵后
的淡豆豉与原料黑豆相比，蛋白质含量略微上升，脂

肪、碳水化合物、粗纤维含量下降 27.94%、37.18%、
52.58%，还原糖含量上升 95.74%。而发酵后淡豆豉
与市售淡豆豉相比，主要差异为发酵后淡豆豉的还

原糖含量较高，粗纤维含量较低，氨基酸态氮明显升

高，而脂肪和碳水化合物含量略微低于市售淡豆豉。
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图 8 发芽时间、发酵温度和发酵时间交互作用
对溶栓酶活性影响的响应曲面

Fig.8 Effects of germination time，fermentation temperature
and fermentation time onthe the activity of fibrinolytic enzyme

表 4 两种淡豆豉及原料黑豆理化指标分析( % )
Table 4 Physicochemical index analysis of two semen sojae

praeparatums and raw material black soybean( % )

理化参数 原料黑豆 发酵淡豆豉 市售淡豆豉

水分 9.48 ± 0.22 7.32 ± 0.42 7.58 ± 0.64
蛋白质  43.75 ± 0.31 46.23 ± 0.23 45.65 ± 0.22
脂肪  18.72 ± 0.57 13.49 ± 0.48 14.64 ± 0.63
碳水化合物  27.38 ± 0.36 17.20 ± 0.29 18.20 ± 0.33
还原糖  4.70 ± 0.13 9.20 ± 0.19 6.30 ± 0.09
粗纤维  12.23 ± 0.25 5.80 ± 0.21 10.30 ± 0.42
氨基酸态氮  0.32 ± 0.08 2.23 ± 0.11 0.82 ± 0.11

注: ，g /100 g干基。

最优发酵淡豆豉的脂肪和碳水化合物含量低于

市售淡豆豉，其原因可能是:一方面黑豆在发芽过程

中消耗，以及微生物发酵过程中自身生长发酵需求，

且两者含量的下降速度与微生物生长速度正相关;

另一方面最优发酵条件下，中国根霉 12 生长良好，
速度较高，而传统自然发酵条件下，杂菌对优势菌的

生长产生一定影响，发酵效率较低。此外在发酵过
程中中国根霉 12 会产生脂肪酶，将部分脂肪

降解［17］。
原料黑豆经过 38 h 发芽后，其营养成分物质更

有利于中国根霉 12 生长的利用，脂肪和碳水化合物
消耗较大，而对蛋白质的利用更多的表现为将其分

解为多肽，这对凯氏定氮法测量粗蛋白含量的影响

较小［34］，从而导致最优发酵淡豆豉蛋白质含量高于

市售淡豆豉。
最优发酵淡豆豉还原糖的含量要高于市售淡豆

豉，可能的原因是原料黑豆在发芽过程中还原糖的

含量上升，另一方面可能是，中国根霉 12 在发酵过
程中产生的糖化酶，其酶活相比混合菌种在发酵中

产生的酶活较高。
氨基酸态氮是一项用来评价发酵程度和产品品

质的常用指标。氨基酸态氮的产生是在发酵过程中
由于发酵微生物的产溶栓酶作用，使黑豆中的蛋白

质分解成多肽和氨基酸等可溶性含氮物。同时氨基
酸态氮也是风味物质物质的重要组成，其含量越高，

产品的口感风味越好［35－36］。说明最佳发酵淡豆豉的
生产工艺、发酵程度和产品品质均比市售淡豆豉
要好。
2.7.2 最优工艺发酵淡豆豉质构分析及其对比 目
前，对淡豆豉发酵过程中的营养物质成分动态分析

较多，对纯种发酵后所得的淡豆豉评价较为单一［37］，

未找到对淡豆豉口感和质构相关方面的研究，本文

将研究所得的最优发酵淡豆豉与市售淡豆豉进行对

比，结果如表 5 所示。

表 5 淡豆豉质构分析结果
Table 5 Texture analysis of semen sojae praeparatum

硬度( N) 弹性( mm) 咀嚼性( mJ)
黑豆 36.27 ± 1.56a 1.82 ± 0.09a 10.23 ± 0.57a

最优工艺
发酵淡豆豉

19.37 ± 1.03c 0.39 ± 0.05c 3.97 ± 0.34c

市售淡豆豉 24.32 ± 1.46b 0.79 ± 0.08b 7.73 ± 0.42b

注:同一指标不同字母表示有显著差异( p ＜ 0.05) 。

在发酵过程中微生物会产生溶栓酶，而溶栓酶

能够将纤维素降解，因而发酵后淡豆豉硬度、弹性和
咀嚼性下降。由表 5 可以看出，最优工艺发酵淡豆
豉较市售淡豆豉在硬度、弹性和咀嚼性等方面均有
显著性降低( p ＜ 0.05) ，原因可能是，最优工艺发酵淡
豆豉因其溶栓酶含量更高，并且经过豆子发芽过程，

其本身纤维素含量下降、质地变软，故而最终成品表
现为硬度、弹性和咀嚼性降低。

2.8 干燥淡豆豉粉与市售纳豆激酶粉溶栓酶活力
对比
将经过干燥粉碎后得到的最优发酵淡豆豉粉与

市售某品牌纳豆激酶粉，按照溶栓酶酶活力测定方法

进行测定，平均溶栓酶酶活力分别为( 16350 ± 667.1) 、
( 13421 ± 961.2) U /g，最优工艺发酵淡豆豉粉的溶栓
酶酶活力高出市售纳豆激酶粉的溶栓酶酶活

力 22%。

3 结论
黑豆相比黄豆、红豆、绿豆、白芸豆更适合作为
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淡豆豉的发酵原料，且经过发芽处理后，淡豆豉溶栓

酶酶活力极显著提高;其他单因素中，发酵温度和发

酵时间对溶栓酶活力影响显著( p ＜ 0.05 ) ; 通过响应
面试验优化淡豆豉的发酵条件，确定最优发酵工艺

为:黑豆发芽 38 h，发酵温度 31 ℃，发酵时长 7 d，接
种量 15%，该工艺生产得到的淡豆豉溶栓酶活力达
( 17122 ± 392.7) U /g; 与市售淡豆豉进行对比，发现
最优发酵淡豆豉的蛋白质、氨基酸态氮、还原糖含量
均明显增加，豆豉鲜味更明显，另外脂肪、碳水化合
物和粗纤维含量有所降低;质构分析表明，中国根霉

12 发酵的淡豆豉硬度、弹性和咀嚼性都明显低于市
售淡豆豉。应用中国根霉 12 经过最优工艺发酵淡
豆豉，产品的发酵程度和发酵品质良好，可利用其进

一步研发具有高效溶栓活性的淡豆豉系列产品。
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因此这两方面的机制体现不显著。
斯晗［21］研究表明谷氨酸棒杆菌催化 GABA 分解

代谢的 γ－氨基丁酸转氨酶和 γ－氨基丁酸转氨酶－琥
珀酸半醛脱氢酶偶联酶在 pH5.0 以上时已具有催化
活性，当 pH大于 6.0 时，酶活性快速升高。然而，图
4 显示在 pH4.2～5.8 范围内，不存在 GABA 被下游酶
代谢的情况，可能测试的 pH 尚未达到 E. faecium
GDMCC60203 代谢 GABA 的 γ－氨基丁酸转氨酶或
γ－氨基丁酸转氨酶－琥珀酸半醛脱氢酶偶联酶的活
性依赖的 pH。基于 732 阳离子交换树脂可交换结合
GABA，减少游离 GABA，预期 732 阳离子交换树脂在
防止 GABA被下游酶代谢方面也将有很好的作用，
有待进一步验证。
综合以上分析可见，732 阳离子交换树脂可以通

过离子交换而释放 H +、L－Glu 及结合 GABA，调节反
应液 pH，并增加反应液中游离底物浓度和降低游离
产物浓度，增大细胞内外浓度差，克服细胞传质障

碍，加快细胞内外物质运送速度，从而提高细胞 GAD
的表观活力。
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