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摘要!以粗壮脉纹孢菌(

.:*<1(

M
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)为试验菌株!

豆渣为发酵底物!在最适产蛋白酶条件下进行发酵!并对
不同发酵时间的豆渣多肽"总酚"总黄酮含量以及抗氧化
能力进行研究#结果表明!豆渣中的多肽"总酚和总黄酮
含量随发酵时间的延长而增加!且抗氧化能力逐渐升高#

当发酵时间为
+"7

时!总酚"总黄酮含量达最大!分别为
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$当发酵时间为
$>7

时!多肽含量"总抗氧化能力"超氧阴离子自由基清除
率"

'YYT

自由基清除率均达最大!分别为(
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!且豆渣的抗氧化能力与所
产生的抗氧化多肽最为相关#

关键词!粗壮脉纹孢菌$抗氧化多肽$总酚$总黄酮
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研究*

#

+表明%从江西本土发酵豆渣食品中分离筛选
得到的粗壮脉纹孢菌!

.:*<1(

M

1<+7<+((+

#具有较强的产
酶能力%且孢子中富含类胡萝卜素%利用粗壮脉纹孢菌对
农副产品进行固态发酵%可以很大限度地降低其抗营养
因子含量&此外%利用粗壮脉纹孢菌的产酶体系%还可以
分解农副产品中的纤维和蛋白质等%产生糖类)肽段以及
氨基酸等生物活性物质%提高农副产品的营养价值*

!P>

+

&

豆渣作为大豆加工的副产物%富含膳食纤维)蛋白质
等营养物质%但口感不佳)豆腥味浓且易腐败变质等*

)

+

&

叶俊等*

+

+研究发现%利用粗壮脉纹孢菌发酵豆渣能有效
降低豆渣中的粗纤维含量%并且发酵后的豆渣中粗蛋白)

粗纤维)可溶性总糖等营养物质含量均有显著提高&

Z84

5

等*

,

+发现%利用解脂耶罗威亚酵母发酵豆渣不仅能
提高豆渣的营养水平%还可生成谷氨酸盐等鲜味物质&

Z1D104

3

等*

$

+使用酿酒酵母对豆渣进行发酵能有效促进
总酚含量的增加和异黄酮的生物转化%提高了豆渣的抗
氧化性能&因此%利用微生物发酵豆渣不仅可以将底物

*"
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!!*
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中大分子物质转化为小分子物质%还可通过微生物自身
的生理生化反应产生新的营养成分和生物活性物质%提
高豆渣的营养价值和保健功能&

试验拟在粗壮脉纹孢菌发酵豆渣的最佳产蛋白酶条
件下%对不同发酵时间的豆渣多肽)总酚)总黄酮含量和
抗氧化性进行研究%为粗壮脉纹孢菌发酵农副产物生产
抗氧化肽提供依据&

#

!

材料与方法

#9#

!

材料与仪器
#9#9#

!

菌种及原材料
粗壮脉纹孢菌

M\SMMUQ9*"$$

"实验室保藏$

豆渣"市售$

没食子酸)芦丁)谷胱甘肽!还原型#标准品"阿拉丁
试剂!上海#有限公司$

'YYT

标准品)

&VIY

试剂盒!

LM#*#)

#"上海索莱宝
生物科技有限公司$

福林酚"分析纯%上海索莱宝生科技有限公司$

X'X.YI\-

凝胶制备试剂盒"武汉博士德生物工程
有限公司$

+k

上样缓冲液"北京全式金生物技术有限公司$

邻苯三酚标准品"美国
X1

5

/0

公司$

硫酸亚铁)硫酸铜)亚硝酸钠)硝酸铝)氢氧化钠"分
析纯%西陇科学股份有限公司&

#9#9!

!

仪器与设备
恒温恒湿箱"

TŶ.#+"LXT

型%上海新苗医疗器械制
造有限公司$

电热鼓风干燥器"

'\\.(#>"I

型%上海精宏实验设
备有限公司$

电子天平"

&I##">

型%上海精天电子仪器厂$

桌上型超净工作台"

T'.+)"

型%苏州安泰空气技术
有限公司$

立式压力蒸汽灭菌锅"

W'b̂.)"_LX

型%上海申安医
疗器械厂$

全自动酶标仪"

-Ŵ $""

型%美国
L18H;a

公司$

C

T

计"

YTX.*M

型%上海仪电科学仪器股份有限
公司&

#9!

!

试验方法
#9!9#

!

斜面培养
!

将粗壮脉纹孢菌接种至马铃薯葡萄糖
琼脂培养基!

Y'I

#的固体斜面上%于
*"j

%湿度
,"]

的
恒温恒湿培养箱中%光照条件下培养

(+7

%

>j

冰箱保存&

#9!9!

!

孢子悬浮液的制备
!

将活化好的菌种转移到
Y'I

固体培养基中%于
*"j

%湿度
,"]

的恒温恒湿培养箱中%

光照条件下培养
(+7

%收集孢子制成孢子悬液&

#9!9*

!

固态发酵豆渣
!

称取
#"

5

豆渣为固态发酵培养基
的基质物质%参照于新颖*

(

+的方法进行固态发酵
#"$7

%

每间隔
#!7

取样%将样品冻干并粉碎备用&

#9!9>

!

X'X.YI\-

电泳
!

称取样品
"9")

5

%加入
#/W

水%涡旋混匀%

>j

%

#""""B

(

/14

离心
)/14

%取上清液%

并与
+k

上样缓冲液按比例混合%沸水浴
#"/14

%冷却%取
#)

#

W

样液进行上样&浓缩胶电泳输出电压
$"Z

%分离
胶电泳输出电压

#!"Z

&按表
#

的方法配置浓缩胶与分
离胶&

表
#

!

X'X.YI\-

电泳制胶组成成分
H0G2;#

!

M8/

C

8A1@1848EX'X.YI\-;2;:@B8

C

78B;A1A

5

;2

试剂 单位
#!]

分离胶
)]

浓缩胶
水

/W *9* >9"

*"] I:B.G1A /W >9" #9"

#9)/82

(

WHB1A.TM2 /W !9) P

#9"/82

(

WHB1A.TM2 /W P #9"

X'X

#

W #""9" $"9"

IY

#

W #""9" +"9"

H-S-'

#

W #""9" $9"

#9!9)

!

多肽含量的测定
!

参照涂宗财等*

#"P##

+的方法并修
改&准确称取不同发酵时间的冻干豆渣样品

#

5

%加入
#"/W

蒸馏水%涡旋提取%

>)""B

(

/14

离心
#"/14

%取
#/W

上清液与
#/W#"]

三氯乙酸混合%充分摇匀后静置
#

"

!/14

%

>)""B

(

/14

离心
#"/14

&取
#9)/W

上清液并加入
#9)/W)]

三氯乙酸和
!/W

双缩脲试剂%充分混匀后静置
反应

#"/14

%

>"""B

(

/14

离心
#"/14

%取上清液%测定
)>"4/

处吸光值%以
*/W)]

的三氯乙酸与
!/W

双缩脲
混合溶液为空白对照%按式!

#

#计算多肽含量&

2

T

0

U

Z

U

.

6

% !

#

#

式中"

2

'''多肽含量%

/

5

(

5

$

0

'''查标准曲线值%

/

5

(

/W

$

Z

'''提取所用蒸馏水体积%

/W

$

6

'''提取所用样品质量%

5

$

.

'''提取液稀释倍数&

#9!9+

!

多肽提取液的制备
!

参照陈洁梅等*

#!

+的方法提
取豆渣水溶性蛋白%并过

"9>)

#

/

微孔滤膜去除不溶物
和细菌%

>j

冷藏备用&

#9!9,

!

总酚含量的测定
!

采用福林酚试剂法*

#*

+并修改&

取一定量的发酵豆渣提取液%冻干后用等量的
,"]

乙醇
复溶%

>)""B

(

/14

离心
#" /14

%取上清液
# /W

%加入
!/W"9!/82

(

W

福林酚溶液%混匀后静置
)/14

%再加入
*/W#"]

的碳酸钠溶液%用蒸馏水定容至
!)/W

%避光
反应

+"/14

%测定
,+"4/

处吸光值%按式!

!

#计算总酚
含量&

2

T

0

U

Z

6

% !

!

#

!"

"

Z829*+

"

U89)
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式中"

2

'''活性物质含量%

/

5

(

5

$

0

'''查标准曲线值%

/

5

(

/W

$

Z

'''提取所用蒸馏水体积%

/W

$

6

'''提取所用样品质量%

5

&

#9!9$

!

总黄酮含量的测定
!

采用亚硝酸钠'硝酸铝
法*

#>

+并修改&取一定量的发酵豆渣提取液%冻干后用等
量的

,"]

乙醇复溶%

>)""B

(

/14

离心
#"/14

%取上清液
#/W

%加入
"9> /W)]

的亚硝酸钠溶液%混匀后静置
+/14

%再加入
"9>/W#"]

的硝酸铝溶液%用
,"]

乙醇定
容至

#"/W

%避光反应
#)/14

%测定
)#"4/

处吸光值%按
式!

!

#计算总黄酮含量&

#9!9(

!

总抗氧化能力的测定
!

参照
&VIY

试剂盒说明
书%通过测定铁离子还原能力评价不同发酵时间豆渣的
总抗氧化能力&按式!

*

#计算总抗氧化能力&

2

T

0

U

Z

!

U

Z

#

Z

*

U

6

% !

*

#

式中"

2

'''总抗氧化能力%

#

/82

(

5

$

0

'''硫酸亚铁浓度%

#

/82

(

/W

$

Z

#

'''提取所用蒸馏水体积%

/W

$

6

'''提取所用样品质量%

5

$

Z

!

'''反应液总体积%

#

W

$

Z

*

'''反应中样品体积%

#

W

&

#9!9#"

!

超氧阴离子自由基清除率的测定
!

参照文献*

#)

+&

#9!9##

!

'YYT

自由基清除率的测定
!

参照
H8BB;A.

&=;4@;A

等*

#+

+的方法并修改&取
!/W

样品溶液%加入等
量的

()]

乙醇溶液!含
"9! //82

(

W'YYT

#%混匀$以
()]

的乙醇与
'YYT

混合溶液为空白组$

()]

的乙醇溶
液代替

'YYT

与样品混合为对照组%避光反应
*"/14

%测
定

)#,4/

处吸光值%按式!

>

#计算
'YYT

自由基清除率&

2

T

#

[

-(

[

-7

-H

! #

U

#""]

% !

>

#

式中"

2

'''

'YYT

自由基清除率%

]

$

-(

'''样品吸光值$

-H

'''空白组吸光值$

-7

'''对照组吸光值&

#9*

!

数据处理
使用

QB1

5

14!"#,

软件制图%用
XYXX#(

软件进行显著性
!

Y

#

"9")

#及相关性分析%结果以!平均值
n

标准差#表示&

!

!

结果与分析

!9#

!

X'X.YI\-

电泳
由图

#

可知%发酵后的豆渣存在许多原料豆渣中没有
的蛋白条带%说明这些蛋白是粗壮脉纹孢菌菌体为满足
自身代谢需求所合成的&随着发酵时间的延长%

##a'0

S9

标准蛋白
!

#9

豆渣原料
!

!9

发酵
#!7

!

*9

发酵
!>7

!

>9

发
酵

*+7

!

)9

发酵
>$7

!

+9

发酵
+"7

!

,9

发酵
,!7

!

$9

发酵
$>7

(9

发酵
(+7

!

#"9

发酵
#"$7

图
#

!

发酵不同时间豆渣的
X'X.YI\-

图
&1

5

=B; #

!

X'X.YI\-

C

B8E12;A 8EA8

3

G;04 DB;

5

A 0@

D1EE;B;4@E;B/;4@0@184@1/;

左右的条带颜色逐步加深%说明粗壮脉纹孢菌可以通过
自身酶系生成小分子物质%并逐渐积累&刘慧菊等*

#,

+研
究发现%利用微生物发酵处理脱脂蚕豆能有效提高原料
中粗蛋白)可溶性蛋白以及多肽含量&

!9!

!

豆渣的多肽含量
由图

!

可知%经粗壮脉纹孢菌发酵的豆渣多肽含量
与未经发酵的豆渣存在显著性差异!

Y

#

"9")

#%且随发酵
时间的增加而上升&当发酵时间为

$>7

时%豆渣中多肽
含量达最大%为!

,)9+"!n*9)((

#

/

5

(

5

%是未发酵豆渣的
)

倍%说明利用粗壮脉纹孢菌发酵处理豆渣能很好地降解
豆渣中的大分子蛋白并将其转化为小分子多肽&孙林
等*

#$

+研究发现%发酵后的菜籽粕多肽含量是未经发酵的
,

倍左右&发酵
$>7

后多肽含量出现下降%可能是因为
继续发酵会产生一些能降解肽的酶类*

#(

+

&

!9*

!

豆渣的总酚$总黄酮含量
由图

*

可知%经粗壮脉纹孢菌发酵的豆渣总酚)总黄
酮含量与未经发酵的豆渣存在显著性差异!

Y

#

"9")

#&

当发酵时间为
+"7

时%豆渣中总酚)总黄酮含量达最大%

字母不同表示差异显著!

Y

#
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#

图
!
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发酵不同时间豆渣的多肽含量
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字母不同表示差异显著!
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#

图
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发酵不同时间豆渣的总酚"总黄酮含量
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!

H8@02

C

7;48204D@8@02E20F8481D:84@;4@A8EA8

3

G;04DB;

5

A0@D1EE;B;4@E;B/;4@0@184@1/;

分别为!
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"9,$,n"9")!

#

/

5

(

5

%是未发酵
豆渣的

#*

%

#)

倍&宋莹等*

!"

+研究发现%经过发酵的紫薯
生粉其总酚和总黄酮含量均有显著提高&这可能是由于
微生物发酵使得结合型酚类物质与黄酮物质被释放%使
得游离酚类化合物与黄酮类化合物含量显著提高*

#>

%

!#

+

&

研究*

!!

+表明%微生物可通过自身酶系合成黄酮类物质或
者改善合成途径的方式提高基质中的黄酮含量&

!9>

!

豆渣的抗氧化能力及其相关性
由图

>

可知%经粗壮脉纹孢菌发酵的豆渣总抗氧化

能力)超氧阴离子自由基清除能力和
'YYT

自由基清除
能力均显著高于未经发酵的豆渣!

Y

#

"9")

#%三者的最高
值均出现在发酵

$> 7

时%分别为!

*#9+)# n

"9#(#

#

#

/82

(

5

%!

*)9)*,n#9>"$

#

]

%!

,"9#*#n"9))!

#

]

%

说明发酵可以很好地提高底物的抗氧化活性&

W;;

等*

!*

+

研究发现%冻融豆腐在发酵
#$7

时最理想%其还原糖)总
肽)异黄酮含量)抗氧化活性均有较大提高&

由表
!

可知%总酚)总黄酮以及多肽含量均与抗氧化
能力极显著相关!

Y

#

"9"#

#&总抗氧化能力和
'YYT

自

字母不同表示差异显著!
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图
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发酵豆渣的抗氧化能力
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发酵豆渣中多肽$总酚及总黄酮含量与抗氧化能力的相关性o
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指标 多肽含量 总酚含量 总黄酮含量总抗氧化能力 超氧阴离子自
由基清除能力

'YYT

自由
基清除能力

多肽含量
#9"""

总酚含量
"9()!

$$

#9"""

总黄酮含量
"9,+!

$$

"9$>+

$$

#9"""

总抗氧化能力
"9(>,

$$

"9(*$

$$

"9,(>

$$

#9"""

超氧阴离子自由基清除能力
"9(+*

$$

"9(,>

$$

"9$#,

$$

"9(,+

$$

#9"""

'YYT

自由基清除能力
"9(+(

$$

"9()+

$$

"9,$,

$$

"9((#

$$

"9($(

$$

#9"""

!

o

!$$

表示差异极显著!
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#"
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Z829*+

"

U89)

魏长浩等!粗壮脉纹孢菌固态发酵豆渣产抗氧化多肽研究



由基清除能力中%相关性最高的为多肽含量%其次是总酚
含量$超氧阴离子自由基清除能力中总酚含量的相关性
最高%其次是多肽含量&

S80

3

;D1

等*

!>

+研究发现%氨基酸
和多肽的浓度与抗氧化和抗菌活性之间呈良好的相关
性&综上%多肽含量的升高是抗氧化能力提升的关键因
素%粗壮脉纹孢菌发酵豆渣会产生抗氧化多肽%且最佳发
酵时间为

$>7

&

*

!

结论
以粗壮脉纹孢菌作为发酵菌种%对其固态发酵豆渣

抗氧化性质进行了探索&结果表明%利用粗壮脉纹孢菌
对豆渣进行发酵可以很好地利用豆渣中的大分子蛋白%

并将其降解为多肽%发酵过程中可释放处于结合状态的
多酚)黄酮等活性物质%提高豆渣的利用价值&多肽含量
与抗氧化能力最为相关%且当发酵时间为

$>7

时%多肽含
量)总抗氧化能力)超氧阴离子自由基清除率)

'YYT

自
由基清除率均达最高&试验仅对多肽混合液进行了研
究%后续将在此基础上通过对抗氧化肽的分离纯化以及
鉴定对抗氧化肽进行深入研究&
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