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一种新型功能性海带豆酱的制备工艺研究 

杨星星1, 崔迎雪1, 武凌宇1, 王亚囡1, 刘远平2, 李钰金2, 魏玉西1 

(1. 青岛大学 生命科学学院, 山东 青岛 266071; 2. 荣成泰祥食品股份有限公司, 山东 荣成 264309) 

摘要: 为了探究一种新型纳豆菌发酵食品的最佳工艺, 利用纳豆菌发酵大豆和海带, 以发酵物中游离

氨基酸态氮含量和纳豆激酶活性为评价指标, 通过单因素试验和正交试验确定最佳发酵条件。结果表

明, 发酵温度 42℃、发酵时间 54 h、接种量 1%、料水比(m/v)1︰ 4、配料比( ︰大豆 海带) 2︰ 1 时发酵

产物中游离氨基酸态氮含量最高(0.041%); 发酵温度 40℃、发酵时间 48 h、接种量 3%、料水比(m/V) 

1︰ 2, 配料比( ︰大豆 海带) 3︰ 1 时发酵产物中纳豆激酶活性最高(可达 1426.53IU/g)。  
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纳豆作为一种最早起源于中国的传统发酵食品, 

系由纳豆菌发酵大豆制得, 在日本已有 2000 年的食

用历史[1-2]。纳豆菌(Bacillus natto)属细菌科、芽孢杆

菌属, 具有耐酸、耐碱、耐 100℃高温及耐挤压的特

性, 在胃部酸性环境中仍能保持其稳定性[3]。由于纳

豆菌能分解蛋白质、碳水化合物、脂肪等大分子物

质, 使纳豆菌发酵产品中富含氨基酸、寡聚糖等多种

易被人体吸收利用的营养成分[4]。同时, 纳豆制品中

还含丰富的纳豆激酶, 具有溶血栓、降血压、抗肿瘤、

抗氧化性等作用[5-6]。因此, 纳豆制品是一类很好的

功能性食品。 

海带(Laminaria japonica Aresch)又名昆布 , 属

于褐藻门 (Phaeophyta)海带目 (Laminarales)海带科

(Laminariaceae)海带属(Laminaria), 因其富含褐藻多糖、

褐藻多酚以及碘等人体需宜营养成分, 具有抗癌、防

癌、降三高、补钙、提高免疫力、皮肤祛皱增白等

功效, 还是低脂肪、低热量的保健食品[7]。但是, 由

于海带中的褐藻糖胶、褐藻淀粉及海藻酸盐等多糖

不易被肠道消化, 大大限制了海带的利用领域。 

如果将纳豆与海带搭配作为纳豆菌发酵原料 , 

一方面 , 海带为纳豆菌的生长提供了充分的碳源 , 

另一方面, 纳豆菌的发酵过程可以将海带中褐藻胶

进行降解, 可进一步提高海带的利用率。所获得的发

酵产物, 不仅保留传统纳豆制品与海带原有的营养

价值及药用价值, 而且有利于人体对海带的吸收 [8], 

两者之间作用互补, 堪称黄金搭档。中国是农业大国, 

海带与大豆资源丰富且价格低廉, 二者搭配制成的

功能性食品适合中国的大众消费。目前, 国内外尚未

见纳豆菌发酵海带和黄豆制备功能性食品的报道。 

本文以大豆和海带为纳豆菌发酵的原料, 探究

使发酵产品中游离氨基酸态氮和纳豆激酶含量最高

的功能性海带豆酱的生产工艺。研究结果可为大豆

和海带的高值化利用提供参考。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

大豆 市售优质大豆, 新鲜饱满颗粒完整; 海带 

市售新鲜海带 ; 纳豆芽孢杆菌(Bacillus natto)菌粉 , 

购于北京川秀贸易国际有限公司。 

1.2  仪器与设备 

HC-2518 高速离心机  安徽中科中佳科学仪器

有限公司; HH4 数显恒温水浴锅  常州国华电器有

限公司; 721G 可见分光光度计  上海精密仪器有限

公司; 88-1 型定时恒温磁力搅拌器  上海司乐仪器

公司; Sartorius PB-10 pH 计 赛多利斯科学仪器(北
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京)有限公司; 电热恒温培养箱   上海-恒科学仪器 有限公司; 电子天平  奥豪斯仪器(上海)有限公司。 

1.3  工艺流程 

 

1.4  方法 

1.4.1  原料处理 

大豆, 选取颗粒饱满完整的大豆浸泡 12 h 后用

搅碎机打碎 ; 海带 , 选取新鲜的海带洗净后放入烘

干箱中烘干、粉碎, 过 60目筛, 海带粉备用。 

1.4.2  游离氨基酸态氮(free ammonia nitrogen, FAN)

含量的测定 

参照文献[9]进行, 游离氨基酸态氮含量 X 计算

如下:  
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其中, c: 氢氧化钠标准溶液的浓度(mol/L); m: 被测

样品的质量(g); V1: 滴定消耗的 NaOH标准溶液消耗

的体积(mL); V2: 空白试验消耗的 NaOH标准溶液消

耗的体积(mL); N: 稀释倍数。 

1.4.3  纳豆激酶(natto kinase, NK)活性的测定 

采用 Folin-酚法[10-14]进行, 酶活力计算公式如下:  

(
V
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T

    对样 ）  

其中, A 样: 样品液的光吸收值 OD680nm; A 对: 对照液

的光吸收值 OD680nm; K: 标准曲线上光吸收为 1时的

酪氨酸的质量(g); V: 酶促反应体系的总体积(mL); 

T: 酶促反应的时间(min); N: 粗酶液的稀释倍数。 

1.4.4  单因素试验 

发酵后置于冰箱后熟 24 h, 分别用 Folin-酚法、

甲醛滴定法测定发酵物中纳豆激酶活性及游离氨基

酸态氮含量, 以此评价发酵效果并确定单因素试验

水平。各因素试验及后续正交试验均做三组平行试

验, 结果取其平均值。 

1.4.4.1  接种量的选择 

取 5 g大豆(打碎后的颗粒状, 下同)、2.5 g海带

粉(干粉末, 下同), 22.5 mL水, 121℃灭菌 20 min, 分

别接入质量分数为 1%、2%、3%、4%、5%的纳豆菌

粉, 放入 42℃的恒温培养箱中发酵 48 h。 

1.4.4.2  料水比(大豆、海带总质量与水的质量的比

例)的选择 

取 5 g大豆、2.5 g海带粉, 分别加水 15 mL(1︰2)、

22.5 mL(1︰3)、30 mL(1︰4)、37.5 mL(1︰5), 121℃

灭菌 20 min, 接入质量分数为 2%的纳豆菌粉, 放入

42℃的恒温培养箱中发酵 48 h。 

1.4.4.3  发酵时间的选择 

取 5 g大豆、2.5 g海带粉, 22.5 mL水, 121℃灭

菌 20 min, 接入质量分数为 2%的纳豆菌粉, 放入 42℃

的恒温培养箱中分别发酵 24、36、42、48、54、60 h。 

1.4.4.4  配料比(大豆和海带质量的比例)的选择 

取编号分别为 1、2、3、4、5 的 5 个锥形瓶, 1

号瓶中加入 5 g大豆、10 g海带粉(1︰2); 2号瓶中加

入 5 g大豆、15 g海带粉(1︰3); 3号瓶中加入 5 g大

豆、2.5 g海带粉(2︰1); 4号瓶中加入 5 g大豆、1.67 g

海带粉(3︰1); 5号瓶中加入 5 g大豆、5g海带粉(1︰1)。

以料水比 1︰3, 分别加水 45、60、22.5、20.1、30 mL, 

121℃灭菌 20 min, 接入质量分数为 2%的纳豆菌粉, 

放入 42℃的恒温培养箱中发酵 48 h。 

1.4.4.5  发酵温度的选择 

取 5 g大豆、2.5 g海带粉, 22.5 mL水, 121℃灭

菌 20 min, 接入质量分数为 2%的纳豆菌粉, 分别放

入 38、40、42、44、46℃的恒温培养箱中发酵 48 h。 

1.4.5  正交试验方案设计 

根据上述单因素试验结果, 按照 L18(3
7)方案设

计正交试验。 

1.5  数据处理 

本试验数据采用 SPSS 19.0软件分析。 

2  结果与讨论 

2.1  单因素实验 

2.1.1  接种量的选择 

接种量是影响发酵的主要因素之一。一般来说, 

采用大的接种量会缩短发酵时间, 同时也会减少杂

菌的污染。但是, 由于纳豆菌是需氧菌, 接种量过大

不但会造成菌种浪费、生产成本增加, 也会引起溶氧

不足影响菌体生长和产物的合成。而且, 菌种繁殖过

快 , 也会造成菌体生长的营养物质不足 , 产生的游

离氨基酸可能被菌体重新利用, 从而导致游离氨基
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酸态氮含量降低[15-16]。本试验研究了不同接种量对

发酵大豆和海带的影响, 分别取样测定了纳豆激酶

活力和游离氨基酸态氮含量, 纳豆激酶活力和游离

氨基酸态氮含量随接种量不同而变化的趋势见图 1。 

 

图 1  接种量对游离氨基酸态氮含量及纳豆激酶活性的影响 

Fig. 1  Effect of inoculum quantity on free amino nitrogen 
concentration and nattokinase activity 

 
从图 1中可知, 48 h发酵时间内, 游离氨基酸态

氮含量在接种量为 2%时达到峰值(0.025%), 当接种

量超过 2%时, 游离氨基酸态氮含量逐渐降低; 纳豆

激酶活力和游离氨基酸态氮的变化趋势基本一致 , 

在接种量为 2%时达到峰值(332.12 IU)。 

2.1.2  料水比的选择 

料水比也是影响发酵的主要因素之一。本试验

研究了不同的料水比对发酵大豆和海带的影响。各

样品中游离氨基酸态氮含量和纳豆激酶活力变化趋

势如图 2所示。 

 

图 2  料水比对游离氨基酸态氮含量和纳豆激酶活力的影响 

Fig. 2  Effect of solid-to-water ratio on free amino nitrogen 
concentration and nattokinase activity 

 

从图 2 可以看出, 当料水比为 1︰3 时游离氨基

酸态氮含量和纳豆激酶活力达到峰值 , 分别为

0.038%和 404.27IU; 此后, 游离氨基酸态氮含量与

纳豆激酶活力逐渐降低。 

2.1.3  发酵时间的选择 

发酵时间是控制发酵效果的又一主要因素。一

般来说, 发酵时间过长, 可能导致菌体死亡、自溶, 

对发酵产物可能产生不良影响; 发酵时间过短 , 则

可能导致发酵不完全 , 产品品质低下 , 增加产品生

产成本[17]。本试验研究了不同发酵时间对发酵产物

的影响, 分别取样测定了游离氨基酸态氮含量和纳

豆激酶活力, 其变化趋势如图 3所示。 

 

图 3   发酵时间对游离氨基酸态氮含量和纳豆激酶活力

的影响 

Fig. 3  Effect of fermentation time on free amino nitrogen 
concentration and nattokinase activity 

 
在 60 h 发酵时间内, 游离氨基酸态氮含量先呈

上升趋势并在 48 h 达到峰值(0.036%), 之后随发酵

时间延长其含量逐渐降低。同时, 纳豆激酶活力也在

48 h时达到峰值(为 404.27IU)。 

2.1.4  配料比的选择 

与大豆相比, 海带中蛋白质含量较低, 但含有大

量活性海藻多糖等活性成分, 可为纳豆菌生长提供碳

源。碳源按照利用快慢又分为迅速利用的碳源和缓慢

利用的碳源。前者能够较快速地参与代谢, 提供菌体

生长所需要的能量, 因此有利于菌体生长, 但是碳源

代谢产生的某些分解产物有可能对某些发酵产物的

合成产生阻遏作用; 缓慢利用的碳源, 被菌体缓慢利

用, 有利于延长代谢产物的合成。因此, 一方面大豆与

海带搭配给纳豆菌提供了新型碳源, 另一方面二者的

配比对发酵效果可能会有影响。本试验研究了不同配

料比对游离氨基酸态氮含量和纳豆激酶活力的影响, 

游离氨基酸态氮和纳豆激酶活力的变化趋势如图4所示。 

由图 4可见, 当大豆与海带的比例为 3︰1时, 游

离氨基酸态氮含量达到峰值(0.032%), 纳豆激酶活

力也达到峰值(745.24IU)。 

2.1.5  发酵温度的选择 

纳豆菌虽然对环境适应性较强, 但不同的温度

对纳豆菌的生长繁殖都有不同的影响[18]。 本试验研

究了不同的温度对游离氨基酸态氮含量和纳豆激酶

活力的影响, 各样品中游离氨基酸态氮含量和纳豆

激酶活力的变化趋势如图 5。 
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图 4  大豆与海带配料比对游离氨基酸态氮含量和纳豆激

酶活力的影响 

Fig. 4  Effect of mixing ratio on free amino nitrogen con-
centration and nattokinase activity 

 

图 5   发酵温度对游离氨基酸态氮含量及纳豆激酶活力

活性的影响 

Fig. 5  Effect of fermentation temperature on free amino 
nitrogen concentration and nattokinase activity 

由图 5可见, 随温度升高, 游离氨基酸态氮含量

和纳豆激酶活力均呈上升趋势, 在 42℃时两者同时

达到峰值, 游离氨基酸态氮含量和纳豆激酶活力的

峰值分别为 0.032%和 758.30IU。42℃之后随温度升

高, 发酵物中游离氨基酸态氮含量和纳豆激酶活力

均逐渐下降。推测这是因为高温使得纳豆菌发酵过

程中酶部分失活, 影响发酵效果。 

2.2  正交试验结果 

在上述单因素筛选基础上, 确定的因素与水平

排列表见表 1。 

2.2.1  以纳豆激酶活力为评价指标 

正交试验方案与结果见表 2。根据极差结果 R

分析可知, C>B>A>D>E, 即发酵温度对发酵产物中

纳豆激酶活力的影响最大, 其次依次为发酵时间、

接种量、料水比、配料比, 根据均值结果 k1、k2、

k3, 分析可知 , 最优组合为 A3B2C1D1E3, 因此纳豆

菌发酵大豆和海带产高活力纳豆激酶的最适宜条

件为: 发酵温度 40℃、发酵时间 48 h、接种量 3%、

料水比 1︰2, 大豆与海带配料比 3︰1。按此最佳工

艺制备的功能性海带豆酱中 , 纳豆激酶活力为

1426.53IU/g。 

 
表 1  因素与水平排列表 
Tab. 1  Factors and levels 

因素 A接种量(%) B发酵时间(h) C发酵温度(℃) D料水比(m/v) E配料比(m/m) 

1 42 40 1︰2 1︰2 

2 48 42 1︰3 2︰1 水平 

3 54 44 1︰4 3︰1 

 
表 2  以纳豆激酶活力为评价指标的正交试验方案及结果 
Tab. 2  Orthogonal array design with experimental values of nattokinase activity as evaluation item 

试验号 A接种量(%) B发酵时间(h) C发酵温度(℃) D料水比(m/V) E配料比(m/m) 纳豆激酶活力(IU)

1 1 1 1 1 1 510.79 

2 1 2 2 2 2 357.98 

3 1 3 3 3 3 204.97 

4 2 1 1 2 2 1111.08 

5 2 2 2 3 3 278.24 

6 2 3 3 1 1 379.65 

7 3 1 2 1 3 1026.93 

8 3 2 3 2 1 1188.75 

9 3 3 1 3 2 426.74 

10 1 1 3 3 2 423.09 

11 1 2 1 1 3 1172.99 

12 1 3 2 2 1 205.72 

13 2 1 3 3 1 426.74 
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续表     

试验号 A接种量(%) B发酵时间(h) C发酵温度(℃) D料水比(m/V) E配料比(m/m) 纳豆激酶活力(IU)

14 2 2 1 1 2 947.29 

15 2 3 2 2 3 1197.76 

16 3 1 2 2 3 247.38 

17 3 2 3 3 1 1292.88 

18 3 3 1 1 2 550.47 

k1 479.257 624.335 952.040 764.687 667.422  

k2 723.460 873.022 474.347 718.112 636.108  

k3 788.858 494.218 565.188 508.777 688.045  

R 309.601 378.804 477.693 255.910 51.937  

 
2.2.2  以游离氨基酸态氮含量为评价指标 

正交试验方案与结果见表 3, 根据极差R分析可

知, C>A>E>B=D, 发酵温度对游离氨基酸态氮含量

的影响最大, 其余影响因子的影响顺序依次为接种

量、配料比、发酵时间和料水比; 根据均值结果 k1、

k2、k3分析可知, 最优方案为 A1B3C1D3E2, 因此纳豆

菌发酵大豆和海带产生游离氨基酸态氮含量的最

优方案为: 发酵温度 44℃、发酵时间 54 h、接种量

1%、料水比 1︰4、配料比 2︰1。按此最佳工艺制

备的功能性海带豆酱中 , 游离氨基酸态氮的含量

0.041%。 

因此, 最高纳豆激酶酶活的发酵条件与最高游

离氨基酸态氮的发酵条件并不完全一致, 实际生产

时可根据对产品鲜度或纳豆激酶活性的需要灵活选

用发酵条件。如优先考虑功能, 则选前者; 如优先考

虑风味, 则选后者。 
 
表 3  以游离氨基酸态氮含量为评价指标的正交试验方案及结果 
Tab. 3  Orthogonal array design with experimental values of free amino nitrogen concentration as evaluation item 

试验号 A接种量(%) B发酵时间(h) C发酵温度(℃) D料水比(m/v) E配料比(m/m) 游离氨基酸态氮含量(g/100g)

1 1 1 1 1 1 0.035 

2 1 2 2 2 2 0.021 

3 1 3 3 3 3 0.011 

4 2 1 1 2 2 0.032 

5 2 2 2 3 3 0.026 

6 2 3 3 1 1 0.035 

7 3 1 2 1 3 0.031 

8 3 2 3 2 1 0.018 

9 3 3 1 3 2 0.011 

10 1 1 3 3 2 0.011 

11 1 2 1 1 3 0.018 

12 1 3 2 2 1 0.012 

13 2 1 3 3 1 0.021 

14 2 2 1 1 2 0.011 

15 2 3 2 2 3 0.015 

16 3 1 2 2 3 0.015 

17 3 2 3 3 1 0.017 

18 3 3 1 1 2 0.016 

k1 0.034 0.024 0.037 0.024 0.023  

k2 0.023 0.019 0.021 0.019 0.033  

k3 0.018 0.032 0.017 0.032 0.019  

R 0.016 0.013 0.020 0.013 0.014  
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3  结论 

纳豆作为一种传统的功能性食品, 深受消费者

喜爱。 本文在其原有营养价值和保健功效的基础上, 

尝试在大豆中加入营养和医用价值丰富的海带共同

作为发酵原料, 制作一种新型的功能性海带豆酱。正

交试验结果显示: 以纳豆激酶为评价指标的最优发

酵条件为: 发酵温度 40℃、发酵时间 48 h、接种量

3%、料水比 1︰2, 大豆与海带配料比 3︰1, 按此最

佳工艺制备的功能性海带豆酱中, 纳豆激酶活力为

1426.53IU/g; 以游离氨基酸态氮含量为评价指标的

最优发酵条件为: 发酵温度 44℃、发酵时间 54 h、

接种量 1%、料水比 1︰4、配料比 2︰1, 按此最佳工

艺制备的功能性海带豆酱中, 游离氨基酸态氮的含 

量 0.041%。 

本文确定了纳豆菌发酵大豆和海带的最佳工艺

条件 , 产品既保留了纳豆食品原有的功效 , 又增加

了海带的营养和活性成分。 
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Abstract: This study investigated the optimal fermentation technology for a new type of food using Bacillus natto. 

[Method] After fermentation of kelp and soybean by Bacillus natto, the concentration of free amino nitrogen and 

nattokinase activity were determined, and then the optimum conditions were confirmed by single factor analysis and 

orthogonal test. [Result] The maximum concentration of free amino nitrogen reached 0.041% when the fermentation 

was performed at 44℃ for 54 h with an inoculation amount of 1%, a solid-to-water ratio of 1︰4 (m/V), and a 

mixing ratio of 2︰1. Meanwhile, the maximum activity of nattokinase reached 1426.53 IU/g after 48 h of fermen-

tation at 40℃ with an inoculation amount of 3%, a solid-to-water ratio of 1︰2 (m/V), and a mixing ratio of 3︰1. 
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