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摘　要：通过单因素优化实验研究影响固载纳豆菌发酵鹰嘴豆溶栓活力的因素，优化固载纳豆菌
发酵鹰嘴豆的条件，为发酵鹰嘴豆的进一步开发利用以及工业化生产提供依据。结果表明，固载

基质种类、基质浓度、氯化钙浓度、菌液浓度和菌球直径对固载纳豆菌发酵鹰嘴豆的溶栓活力均有

较大影响。纳豆菌固载的最优条件为：固载基质为海藻酸钠，海藻酸钠浓度７％（Ｗ／Ｖ）、氯化钙浓
度２５％（Ｗ／Ｖ）、菌液浓度７４ｌｏｇｃｆｕ／ｍＬ、菌球直径５ｍｍ，此固载条件下制备的菌球具有极高的
可复用性。采用单因素实验对固载纳豆菌发酵鹰嘴豆工艺进行优化，得到的优化条件极大地提高

了发酵鹰嘴豆的溶栓活力，具有极高的可行性，可在实际生产中推广应用。
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　　固载微生物技术是将特选的微生物固定在选
证的载体上，使其高度密集并保持生物活性，在适

宜条件下能够快速、大量增殖的生物技术［１］。固载

技术最早是应用于酶的固载，它将具有生物活性的

酶通过吸附或者共价结合的方式固定在基质上，

方便酶与底物的分离。目前为止固载酶技术已在

医药、食品、环保、农业、能源开发等多个领域得到

广泛应用。

固载细胞技术是酶固载技术的发展，主要是利

用细胞内的酶和酶系。其优点主要是无需进行酶
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的分离纯化、酶的回收率高、细胞内酶辅因子可再

生、稳定性更高、细胞自身的多酶体系可催化反应、

抗污染能力强［２］。

目前固载的方法按照固定载体与作用方式的

不同，主要可分为吸附、包埋和交联３种方法。在实
际应用中常常将这三种方法结合起来使用，其中包

埋法的应用较为普遍［３］。

鹰嘴豆为豆科草本植物，别名桃尔豆、鸡心豆

等，是印度和巴基斯坦的重要蔬菜之一。因其面形

奇特，尖如鹰嘴，故称此名。其性味甘、平，有补中

益气，温肾壮阳等功效［４］。鹰嘴豆的淀粉具有板栗

香味，制成的鹰嘴豆粉易于消化吸收，是常用的营

养食品。前期研究发现，鹰嘴豆经纳豆菌发酵后的

产品，可以解决传统经大豆制得的纳豆所存在的感

官问题，使得纳豆产品能被更多人接受，为更多人

的健康问题作出贡献。因此，进行鹰嘴豆产品的开

发与研究有着巨大的经济和社会价值［５］。

本实验结合固载微生物技术，将纳豆菌固载后

用于鹰嘴豆的发酵，研究固载基质种类、基质浓度、

氯化钙浓度、菌液浓度和菌球直径对固载纳豆菌发

酵鹰嘴豆溶栓活力的影响，优化出最佳的固载条

件，并且对固载菌球的重复使用次数进行研究。

１　材料与方法
１１　实验材料

鹰嘴豆购自甘肃；纳豆菌购自中国微生物菌种

保藏中心（ＣＩＣＣ２１９２７）；其他试剂均为市售分析
纯。ＨＺＱ－Ｃ空气浴振荡器，哈尔滨市东联电子技
术开发有限公司；ＢＰＨ－９１６２精密恒温培养箱，上
海一恒科学仪器有限公司。

１２　实验方法
１２１　菌液的制备

向新鲜的纳豆菌斜面试管中注入２０ｍＬ无菌
水，用接种环将菌种刮下，混合均匀后备用。

１２２　固载菌球的制备
纳豆菌的固载应用的是凝胶包埋技术，在室温

下将均匀的纳豆菌菌液与固载基质混合后滴入到

氯化钙溶液中，边滴边迅速搅拌，形成完好的菌球

后静置２ｈ，用无菌水冲洗３次得到固载菌球。
１２３　发酵基质的制备

将鹰嘴豆用蒸馏水浸泡２４ｈ后投入到无糖马
铃薯液体培养基中，１２１℃高压灭菌３０ｍｉｎ，制备得
到发酵基质。

１２４　固载纳豆菌发酵鹰嘴豆过程
将５ｇ制备的固载纳豆菌球投入到发酵基质

中，恒温摇床培养，转速为１１０ｒ／ｍｉｎ。
１２５　溶栓活力的测定

固载纳豆菌球发酵鹰嘴豆溶栓活力的测定方

法为纤维蛋白平板法［２］。

１２６　固载菌球活力的检测
采用 ｐＮＰＧ法［６］测定固载菌球的酶活力。以

硝基酚－β－葡萄糖苷（ｐＮＰＧ）为底物，以对硝基苯
的生成量表示酶活力。

１２７　固载基质筛选
采用包埋法对纳豆菌进行固载，对固载基质进

行筛选，包括卡拉胶（Ａ）、海藻酸钠（海藻胶）（Ｂ）、
聚丙烯酰胺凝胶（Ｃ）、二醋酸纤维素（Ｄ）、甲壳素
（Ｅ）、硅胶（Ｆ）、聚乙烯醇（Ｇ）、胶原（Ｈ）和琼脂（Ｉ）。
以溶栓活力为指标，筛选出最佳基质。

１２８　固载纳豆菌菌球重复使用次数检测
固载微生物的可复用性在工业生产中是非常

重要的因素，其再循环重复使用可以提供连续稳定

的酶。因此检测使用３、５、７、９、１１、１３、１５次后固载
菌球的酶活力，由此评估固载菌球的可重复操作性。

１２９　纳豆菌固载条件单因素优化
测定在不同的固载基质浓度（３％、４％、５％、

６％、７％、８％、９％）、氯化钙浓度（１０％、１５％、
２０％、２５％、３０％、３５％、４０％）、菌液浓度（７０、
７１、７２、７３、７４、７５、７６ｌｏｇｃｆｕ／ｍＬ）和菌球直径
（１、２、３、４、５、６、７ｍｍ）下固载纳豆菌发酵鹰嘴豆的溶
栓活力，确定最适的纳豆菌固载条件。

２　结果与分析
２１　固载纳豆菌菌球基质筛选

由图１可知，采用海藻酸钠作为基质包埋的鹰

图１　固载基质的筛选
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嘴豆发酵后溶栓活性最好。海藻酸钠作为一种天

然多糖，具有很好的稳定性和安全性。海藻酸钠具

有价廉易得、安全无毒、固载操作简单、反应条件温

和等优点，采用海藻酸钠制备的小球还具有较高的

传质性能与生物活性，因此海藻酸钠是目前研究应

用最广的包埋剂之一。

２２　固载纳豆菌菌球重复使用次数检测

固载菌球初始酶活力为７５ＩＵ／ｇ，图２为固载

纳豆菌菌球使用第１、３、５、７、９、１１、１３、１５次后酶的

剩余活力，固载纳豆菌菌球使用１５次后，剩余酶活

性仍可达初次使用的８５２％。可见固载微生物具

有极高的可重用性，容易应用在食品工业和生产中。

图２　重复使用次数对固载纳豆菌菌球活力的影响

２３　纳豆菌固载条件单因素优化

２３１　海藻酸钠浓度对纳豆菌固载的影响

为了寻找纳豆菌最适宜的固载条件，实验选取

了不同浓度的海藻酸钠（３％、４％、５％、６％、７％、

８％、９％）进行研究，结果表明（图３ａ），固载纳豆菌

发酵鹰嘴豆的溶栓活力先随着固载基质海藻酸钠

浓度的增大而提高，当海藻酸钠的浓度达到 ７％

时，发酵鹰嘴豆的溶栓活力最大，为 １２８５０３±

８０５ＩＵ／ｇ。而后，发酵鹰嘴豆的溶栓活力随着海

藻酸钠浓度的提高而逐渐下降，因为凝胶浓度过

大会影响酶发生作用时底物和产物的扩散，从而

影响到固载菌球的活力。海藻酸钠的浓度也直接

对固载菌球的机械强度和成球的难易程度有很大

的影响。当海藻酸钠浓度过低时，形成的小球会

出现拖尾现象，强度低且透明易碎；而当海藻酸钠

的浓度过高时，制备菌球时推压针筒的过程较困

难，并且过厚的包埋基质会阻碍菌球内外营养物

质和活性氧的传递［７］。因此，选用海藻酸钠浓度

为７％，此时制备的固载菌球球体完整、光洁、活力

较好。

２３２　氯化钙浓度对纳豆菌固载的影响

氯化钙浓度对固载菌球的活力也有较大的影

响，本实验选择１０％、１５％、２０％、２５％、３０％、

３５％、４０％等氯化钙浓度进行优化。实验结果

（图３ｂ）表明，当氯化钙的浓度由 １０％升高到

２５％时固载纳豆菌发酵鹰嘴豆的溶栓活力逐渐增

强，氯化钙浓度为 ２５％时，固载菌球溶栓活力最

强，为１３３１１７±４０３ＩＵ／ｇ，而随着氯化钙浓度的

继续升高菌球溶栓活力开始有明显的下降趋势。

海藻酸钠包埋菌的过程中，氯化钙起到重要的交联

作用，低浓度的氯化钙会导致菌球难以成型，而高

浓度的氯化钙又会导致菌球壁过厚，阻碍营养物质

和活性氧的传递，从而影响菌球活力［８］。

２３３　菌液浓度对纳豆菌固载的影响

图３ｃ为不同的菌液浓度（７０、７１、７２、７３、

７４、７５、７６ｌｏｇｃｆｕ／ｍＬ）对固载纳豆菌发酵鹰嘴豆

的溶栓活力的影响。菌液浓度采用平板计数法测

定。菌液浓度为７４ｌｏｇｃｆｕ／ｍＬ时，所制备的固载

菌球溶栓活力最高，达到 １３６８０３±１６０４ＩＵ／ｇ。

当菌液浓度低于７４ｌｏｇｃｆｕ／ｍＬ时，随着菌液浓度

的提高菌球的溶栓活力呈现逐渐增大的趋势，这是

由于在氧气和营养物质充足的一定空间内，菌球的

密度越大，代谢产生的酶越多，酶活力越好。而当

菌液浓度超过７４ｌｏｇｃｆｕ／ｍＬ时，营养物质和氧气

都不充足，此时菌与菌之间的竞争作用越来越大，

菌代谢受阻，从而导致酶活力下降［９］。

２３４　菌球直径对纳豆菌固载的影响

除了上述研究的几个影响因素外，固载菌球的

直径也是影响菌球活力的重要因素之一。本实验

研究了不同直径（１、２、３、４、５、６、７ｍｍ）的固载纳豆

菌发酵鹰嘴豆的溶栓活力，对固载菌球的直径进行

优化。实验结果（图３ｄ）表明，菌球直径在１～５ｍｍ

之间时，固载纳豆菌发酵鹰嘴豆的溶栓活力随着菌

球直径的增大而增强，菌球直径为５ｍｍ时发酵鹰

嘴豆的溶栓活力最强，达到１３５７０２±２５２ＩＵ／ｇ。

而当菌球直径大于５ｍｍ时，随着菌球直径的增大

发酵鹰嘴豆的溶栓活力开始逐渐下降。较小的菌

球限制了菌体的生长，抑制了菌的代谢，而当菌球

过大时则会因为较小的比表面积而限制固载基质

的物质传递过程［１０］。

上述实验结果表明，通过单因素优化实验得到
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７９　　　

　　ａ海藻酸钠浓度对溶栓活力的影响；ｂ氯化钙浓度对溶栓活

力的影响；ｃ菌液浓度对对溶栓活力的影响；ｄ菌球直径对溶栓

活力的影响

图３　纳豆菌固载条件单因素优化

纳豆菌固载的最优条件为：海藻酸钠浓度７％、氯化

钙浓度 ２５％、菌液浓度 ７４ｌｏｇｃｆｕ／ｍＬ、菌球直

径５ｍｍ。

３　结论
近年来，微生物固载技术迅速发展，在各个领

域均显示了其巨大的优越性。本实验将微生物固

载技术应用于纳豆菌发酵鹰嘴豆的过程中，以溶栓

活力为考察指标，对影响纳豆菌固载的因素进行优

化，研制出了具有较高溶栓活力的发酵鹰嘴豆，产

品采用的固载技术无需进行酶的分离和纯化，减少

酶活力损失，大大降低了成本，填补了人们对于具

有溶栓功效的药食同源保健食品的需求。研究发

现纳豆菌固载的最优条件为：固载基质为海藻酸

钠，海藻酸钠浓度 ７％（Ｗ／Ｖ）、氯化钙浓度 ２５％

（Ｗ／Ｖ）、菌液浓度７４ｌｏｇｃｆｕ／ｍＬ、菌球直径５ｍｍ，

此固载条件下制备的菌球具有最佳活力，且菌球的

重用性良好，为后期系列溶栓产品的开发提供了技

术支撑。
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