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摘要：目的：以米曲霉为菌种制备核桃酱油，开发功能性

酱油。方法：制备酱油基础上，利用高效液相色谱仪、全

自动氨基酸分析仪和气相色谱仪测定酱油营养成分，使

用超滤对１０ｋＤａ以下组分进行分离，然后测定核桃酱油

组分中多肽含量、ＡＢＴＳ自由基清除能力、羟自由基清除

能力及ＤＰＰＨ自由基清除能力。结果：核桃酱油中１６种

氨基酸总含量为４．８６ｇ／１００ｇ，不饱和脂肪酸含量占脂肪

酸总 量 的 ８２．８４％。核 桃 酱 油 组 分 中 多 肽 含 量 为

６．８０４ｇ／１００ｍＬ，当多肽质量浓度为３．６ｍｇ／ｍＬ时，核桃

酱油组分ＡＢＴＳ自由基清除能力达到９５．１３％、羟自由基

清除能力达到２８．２０％、ＤＰＰＨ 自由基清除能力达到

２０．０８％。结论：核桃酱油组分具有较高的抗氧化性，且其

抗氧化能力与多肽含量有关。
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核桃是胡桃科胡桃属植物。与扁桃、腰果、榛子并称

为世界著名的“四大干果”。核桃仁含有丰富的营养素，

每百克含蛋白质１５～２０ｇ，碳水化合物１０ｇ，脂质５５～

７０ｇ
［１］，其中约７０％的脂质成分为亚油酸（Ｃ１８：２）和亚麻

酸（Ｃ１８：３）等多不饱和脂肪酸，并含有丰富的胡萝卜素、核

黄素等维生素以及铬、锌、硒、钙、磷、铁等多种对人体有

益的微量元素和矿物质且不含胆固醇［２］。酱油作为如今

的生活必需品之一，以核桃为原料制成酱油，能够将核桃

的各种功效存于酱油之中，制成功能性酱油，使酱油的品

质和营养价值得以提升。

中国是核桃大国，但市面上的核桃除直接食用外，大

多仅被用于提取核桃油、制备核桃蛋白粉、核桃蛋白乳及

饮料等产品，核桃多肽的加工产品则相对较少，对于核桃

产品的开发存在很大空白，特别是对于核桃产品的深加

工工艺。门德盈等［３］通过研究发现核桃蛋白经发酵或直

接酶解可以产生多种天然生物活性肽。其中，抗氧化肽

是一种天然的抗氧化剂，可以促进人体对其他营养素如

钙和铁的吸收，最重要的是可以起到抗氧化的作用，食用

外源抗氧化肽，可以有效阻断和消除各种氧化损伤，使身

体保持健康状态，延缓衰老。弘子姗等［４］对核桃粕多肽

的制备及其抗氧化活性进行了研究，但将核桃粕深加工

为酱油后，其多肽抗氧化活性及其机理尚未见报道。

研究拟以核桃酱油组分的抗氧化性为研究重点，在

对核桃酱油组分分离基础上，分别对核桃酱油组分的多

肽含量、ＡＢＴＳ自由基清除能力、羟自由基清除能力及
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ＤＰＰＨ自由基清除能力进行研究，旨在为功能性酱油的

开发提供理论支持。

１　材料与方法
１．１　材料与仪器

核桃粕、麸皮、面粉：市售；

米曲酶：北京工商大学实验室保存；

羟自由基清除能力试剂盒：苏州格锐思生物科技有

限公司；

电热恒温培养箱：ＤＨＰ９２７２型，上海一恒科技有限

公司；

立式自动电热压力蒸汽灭菌锅：ＹＸＱＬＳ５０Ａ型，上

海博迅医疗生物仪器；

恒温水浴锅：Ｂ２６０型，上海亚荣生化仪器厂；

磁力搅拌器：ＲＨ数显型套装，广州仪科实验室技术

有限公司；

液相色谱仪：１２６０ＩＩ型，美国安捷伦公司；

全自动氨基酸分析仪：Ａ３００型，德国曼默博尔公司；

气相色谱仪：ＧＣ２０１０ＭＳ型，日本岛津公司。

１．２　酱油制备方法

１．２．１　工艺流程

　　　　　　　 　　麸皮（０．５ｋｇ）

　　　　 　　　　　　　↓ 　

　　核桃粕（２．５ｋｇ）→混合→润水（４５ｍｉｎ）→灭菌

（０．１５ＭＰａ，３０ｍｉｎ）→冷却（３０℃）→接种米曲霉→制

曲→混合→发酵（１５ｄ）→淋油→成品

　 　↑
水（７．５ｋｇ）和食盐（１．２ｋｇ）

１．２．２　制曲　根据文献［５］，优化核桃酱油制曲发酵工

艺，修改如下：准备２．５ｋｇ核桃粕搅碎，０．５ｋｇ麸皮，分别

过５０ 目 筛 后 混 合，按 １１５％ 加 水，润 水 ４５ ｍｉｎ。在

０．１５ＭＰａ条件下灭菌３０ｍｉｎ。冷却至３０℃左右，将灭菌

的０．２ｋｇ面粉拌匀，按０．５％接种米曲霉，搅拌均匀。平

铺发酵，厚度２ｃｍ 左右。３０℃下接种，３０～３３℃培养

２０ｈ，然后温度降为２６～２８℃继续培养２０ｈ，培养时长共

４０ｈ，制曲完成。

１．２．３　发酵　发酵容器中加７．５ｋｇ水，１．２ｋｇ食盐及制

好的核桃曲，搅拌均匀，纱布封口。在４５℃下保温发酵

１５ｄ，当酱醅呈红褐色，有光泽，不发黑，醅层的颜色一致

且醅层柔软，松散不黏，不干燥，无硬心，有酱香时，即为

成熟酱醅。成熟酱醅在９０℃下浸泡后淋油，经１２ｈ后取

上清液即得到生酱油。

１．３　营养成分测定

１．３．１　感官、氨基酸态氮、黄曲霉毒素的测定　根据ＧＢ

２７１７—２０１８《食品安全国家标准　酱油》、ＧＢ５００９．２３５—

２０１６《食品安全国家标准　食品中氨基酸态氮的测定》及

ＧＢ５００９．２２—２０１６《食品安全国家标准　食品中黄曲霉毒

素Ｂ族和Ｇ族的测定》测定核桃酱油感官、氨基酸态氮和

黄曲霉毒素。

１．３．２　氨基酸及不饱和脂肪酸含量的测定　根据 ＧＢ

５００９．１２４—２０１６《食品安全国家标准　食品中氨基酸的测

定》测得核桃酱油中的氨基酸含量；根据 ＧＢ５００９．１６８—

２０１６《食品安全国家标准　食品中脂肪酸的测定》测得核

桃酱油中的脂肪酸含量。

１．３．３　核桃酱油的脱色　量取一定体积的酱油原液，按

照１∶２０的比例稀释。再按照活性炭的添加量１．８％，调

节酱油稀释液的ｐＨ 值为６．４，在水浴摇床上５５℃震荡

４０ｍｉｎ，所得溶液进行抽滤，离心，取上清备用
［６］。

１．３．４　核桃酱油组分分离　将脱色后的自制核桃酱油利

用１０ｋＤａ的膜包将酱油组分分成两段，收集１０ｋＤａ以下

的酱油组分，在－４℃保存备用
［７］。

１．３．５　多肽含量测定　根据ＧＢ／Ｔ２２４９２—２００８《大豆肽

粉》中肽含量测定方法测定核桃酱油组分中多肽的含量。

１．４　核桃酱油组分的抗氧化性测定

１．４．１　ＡＢＴＳ自由基清除能力　取超滤后的自制核桃酱

油组分，用无水乙醇稀释成浓度梯度分别为３．６，１．８，０．９，

０．４５，０．２２５，０．１１２５ｍｇ／ｍＬ的溶液。根据ＧＢ／Ｔ３９１００—

２０２０《多肽抗氧化性测定　ＤＰＰＨ和 ＡＢＴＳ法》测定不同

浓度的多肽对ＡＢＴＳ自由基的清除率。

１．４．２　羟自由基清除能力　取适量自制核桃酱油组分，用

蒸馏水配制成浓度梯度分别为３．６，１．８，０．９，０．４５ｍｇ／ｍＬ

的溶液作为样本备用。采用羟自由基清除能力试剂盒测

定多肽清除羟自由基的能力。

１．４．３　ＤＰＰＨ自由基清除能力　取适量自制核桃酱油组

分，用无水乙醇配制浓度梯度分别为３．６，１．８，０．９，０．４５，

０．２２５ｍｇ／ｍＬ的溶液。根据ＧＢ／Ｔ３９１００—２０２０《多肽抗

氧化性测定　ＤＰＰＨ 和 ＡＢＴＳ法》测定不同浓度的多肽

清除ＤＰＰＨ自由基的能力。

１．５　数据处理

以上所有试验均重复进行３次以上，采用Ｅｘｃｅｌ２０１９

软件计算平均值，用ＳＰＳＳ１９．０软件进行显著性分析，

Ｏｒｉｇｉｎ２０２２软件作图。显著性水平犘＜０．０５。

２　结果与分析
２．１　感官、氨基酸态氮、黄曲霉毒素

由表１、表２可知，核桃酱油感官、氨基酸态氮和黄曲

霉毒素指标均符合对应的国标（ＧＢ２７１７—２０１８《食品安全

国家标准　酱油》、ＧＢ５００９．２３５—２０１６《食品安全国家标准

　食品中氨基酸态氮的测定》及ＧＢ５００９．２２—２０１６《食品安全

国家标准　食品中黄曲霉毒素Ｂ族和Ｇ族的测定》）要求。

说明在此制备工艺下，核桃酱油色泽、滋味、气味及状态良

好，理化指标正常，符合食品安全国家标准。

２．２　氨基酸及不饱和脂肪酸含量

根据ＧＢ５００９．１２４—２０１６《食品安全国家标准　食品

３８１
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表１　核桃酱油感官测定

Ｔａｂｌｅ１　Ｏｒｇａｎｏｌｅｐｔｉｃｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｗａｌｎｕｔｓｏｙｓａｕｃｅ

项目 要求 检测结果

色泽 具有产品应有的色泽 符合要求

滋味、气味 具有产品应有的滋味和气味，无异味 符合要求

状态 不浑浊，无正常视力可见外来异物，无

霉花浮膜

符合要求

表２　核桃酱油理化指标测定

Ｔａｂｌｅ２　Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｐｈｙｓｉｃａｌａｎｄｃｈｅｍｉｃａｌ

ｉｎｄｅｘｅｓｏｆｗａｌｎｕｔｓｏｙｓａｕｃｅ

项目 单位 指标 检测结果 单项结论

氨基酸态氮 ｇ／１００ｍＬ ≥０．４ ０．７３ 符合要求

黄曲霉毒素Ｂ１ ｍｇ／ｋｇ ≤５．０ 未检出 符合要求

中氨基酸的测定》测得核桃酱油中１６种氨基酸总含量为

４．８６ｇ／１００ｇ。由表３可知，其中含有７种必需氨基酸，必需

氨基酸含量在总氨基酸含量中的比例达到３２．０６ｇ／１００ｇ。

世界卫生组织与联合国粮农组织（ＦＡＯ／ＷＨＯ）
［８］提出优

质蛋白质中必需氨基酸在总氨基酸中的比例应大于

１２．７０ｇ／１００ｇ。由此可以看出，该工艺制备的核桃酱油

富含氨基酸，具有较高的营养价值。

表３　核桃酱油中１６种氨基酸含量

Ｔａｂｌｅ３　Ｃｏｎｔｅｎｔｏｆ１６ａｍｉｎｏａｃｉｄｓｉｎｗａｌｎｕｔｓｏｙｓａｕｃｅ

氨基酸

种类

含量／

（１０－２ｇ·ｇ－１）

占比／

％

氨基酸

种类

含量／

（１０－２ｇ·ｇ－１）

占比／

％

天冬氨酸 ０．５２ １０．７０ 蛋氨酸　 ０．０６８ １．４０

苏氨酸　 ０．２２ ４．５３ 异亮氨酸 ０．２２ ４．５３

丝氨酸　 ０．２６ ５．３５ 亮氨酸　 ０．３４ ７．００

谷氨酸　 ０．９６ １９．７５ 酪氨酸　 ０．１０ ２．０６

脯氨酸　 ０．２２ ４．５３ 苯丙氨酸 ０．２０ ４．１２

甘氨酸　 ０．２６ ５．３５ 赖氨酸　 ０．２４ ４．９４

丙氨酸　 ０．２８ ５．７６ 组氨酸　 ０．１２ ２．４７

缬氨酸　 ０．２７ ５．５６ 精氨酸　 ０．５８ １１．９３

　　由表４可知，核桃酱油中含有两种不饱和脂肪酸，不

饱和脂肪酸含量占脂肪酸总量的８２．８４％。该工艺制备

的酱油，不饱和脂肪酸含量高，具有较高的营养功能。但

是，核桃中不饱和脂肪酸含量占脂肪酸总量的９０％以

上［９］，不饱和脂肪酸含量占脂肪酸总量稍微降低的原因

可能是由于米曲霉的生成将其作为底物消耗导致的［１０］。

２．３　核桃酱油组分中的多肽含量

经检测，试验制备的核桃酱油的多肽含量高达

６．８０４ｇ／１００ｍＬ。经过该工艺发酵，米曲霉产生的蛋白

酶能够很好地将核桃蛋白分解为多肽，提高了核桃酱油

的营养价值。

表４　核桃酱油中不饱和脂肪酸含量

Ｔａｂｌｅ４　Ｃｏｎｔｅｎｔｏｆｕｎｓａｔｕｒａｔｅｄｆａｔｔｙａｃｉｄｓｉｎ

ｗａｌｎｕｔｓｏｙｓａｕｃｅ

不饱和脂肪酸种类
含量／

（１０－２ｇ·ｇ－１）
占比／％

油酸顺９十八碳一烯酸Ｃ１８：１狀９ｃ ０．００５５ ２３．６１

亚油酸顺，顺９，１２十八碳二烯

酸Ｃ１８：２狀６ｃ

０．０１３８ ５９．２３

脂肪酸总量 ０．０２３３


２．４　核桃酱油组分的ＡＢＴＳ自由基清除活性

由图１可以看出，核桃酱油组分中多肽对 ＡＢＴＳ自

由基的清除率随其浓度的增加而增大，当组分中多肽浓

度为３．６ｍｇ／ｍＬ时，ＡＢＴＳ自由基清除率为９５．１３％。抗

氧化能力与多肽空间构型、氨基酸组成和分子空间排列

等发生变化，产生离子化的氨基或羧基等供氢体［１１］有关。

张建友等［１２］也获得了类似的结果。

图１　酱油多肽浓度对ＡＢＴＳ自由基清除率的影响

Ｆｉｇｕｒｅ１　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｓｏｙｓａｕｃｅｐｅｐｔｉｄｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｎ

ＡＢＴＳｓｃａｖｅｎｇｉｎｇｒａｔｅ

２．５　核桃酱油组分的羟自由基清除能力

由图２可以看出，核桃酱油组分中多肽对羟自由基

的 清 除 率 随 浓 度 的 增 加 而 增 大，当 多 肽 浓 度 为

３．６ｍｇ／ｍＬ时，核桃酱油组分中多肽的羟自由基清除率

为２８．２０％。羟自由基清除能力主要与暴露的氨基酸侧

链基团和肽序列有关［１３］。多肽中富含供氢体，具有提供

氢质子的能力，可使具有高度氧化性的自由基还原，起到

清除或抑制自由基的目的［１４］。

图２　酱油多肽浓度对羟基自由基清除率的影响

Ｆｉｇｕｒｅ２　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｓｏｙｓａｕｃｅｐｅｐｔｉｄｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｎ

ｈｙｄｒｏｘｙｌｒａｄｉｃａｌｓｃａｖｅｎｇｉｎｇｒａｔｅ
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２．６　核桃酱油组分的ＤＰＰＨ自由基清除能力

由图３可以看出，核桃酱油组分中多肽对ＤＰＰＨ自由基

的清除率随其浓度的增加而增大，当多肽浓度为３．６ｍｇ／ｍＬ

时，ＤＰＰＨ自由基清除率为２０．０８％。ＤＰＰＨ自由基清除能力

可能是由于核桃发酵过程中释放出可作为质子供体的物质，

这种物质可与ＤＰＰＨ自由基反应使其转变成稳定的反磁性

分子，从而呈现出较强的抗氧化能力［１５］。

图３　酱油多肽浓度对ＤＰＰＨ自由基清除率的影响

Ｆｉｇｕｒｅ３　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｓｏｙｓａｕｃｅｐｅｐｔｉｄｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｎ

ＤＰＰＨｓｃａｖｅｎｇｉｎｇｒａｔｅ

　　研究表明，蛋白多肽具有氧化性，拥有供氢基团的多

肽在适当分子量时，供氢基团能最大程度与自由基作

用［１６］；肽链内氨基酸的短程相互作用强化了氨基酸作为质

子供体的能力，增强了与自由基的相互作用［１７］。核桃酱油

具有良好的抗氧化能力，可能与其中含有丰富的多肽有

关。另外，核桃酱油中的油酸和亚油酸对于其氧化稳定性

也有一定的影响，油酸作为不饱和脂肪酸中的单不饱和脂

肪酸，具有较高的抗氧化性［１８］，能够实现自由基的清除。

３　结论
采用米曲霉为菌种发酵核桃粕，能将大量核桃蛋白

分解为氨基酸，增加核桃酱油营养。利用 ＡＢＴＳ自由基、

ＤＰＰＨ自由基及羟自由基的清除能力为指标，研究核桃

酱油组分的抗氧化性。结果表明，当酱油组分中多肽浓

度为３．６ｍｇ／ｍＬ时，ＡＢＴＳ自由基清除能力达到９５．１３％、

羟自由基清除能力达到２８．２０％、ＤＰＰＨ自由基清除能力

达到２０．０８％。核桃酱油组分具有较高的抗氧化性，且其

抗氧化能力可能与多肽含量及其氨基酸组成有关。后续

将进一步进行细胞和动物试验来验证核桃酱油组分的抗

氧化能力。
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