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藜麦—蓝靛果复合汁发酵工艺及其上清液
抗氧化与抗疲劳作用研究

FermentationtechnologyandeffectsofantioxidantandantiＧexercise
fatigueofquinoahaskapcomplexfermentedsupernatant

白海军１

BAIHaijun１
　

庞惟俏２

PANGWeiqiao２
　

张智慧２

ZHANGZhihui２
　

王　颖２,３

WANGYing２,３

(１．黑龙江八一农垦大学体育教研部,黑龙江 大庆　１６３３１９;２．黑龙江八一农垦大学食品学院,

黑龙江 大庆　１６３３１９;３．国家杂粮工程技术中心,黑龙江 大庆　１６３３１９)
(１．DepartmentofPhysicalEducation,HeilongjiangBayiAgriculturalUniversity,Daqing,Heilongjiang

１６３３１９,China;２．CollegeofFoodScience,HeilongjiangBayiAgriculturalUniversity,Daqing,Heilongjiang
１６３３１９,China;３．NationalCoarseCerealsEngineeringCenter,Daqing,Heilongjiang１６３３１９,China)

摘要:[目的]优化藜麦—蓝靛果复合汁发酵工艺,开发营

养价值高的抗运动疲劳食品.[方法]以黑藜麦和蓝靛果

为原料,酵母菌复配乳酸菌协同发酵,通过单因素及正交

试验优化复合发酵汁发酵工艺条件,并基于动物试验深

入探究其对小鼠抗运动疲劳的作用.[结果]藜麦—蓝靛

果复合汁最佳发酵工艺条件为:初始 pH４．０,发酵时间

３２h,发酵温度３７ ℃,白砂糖添加量８％,发酵产物中超

氧化物歧化酶的活力为２５３．４９U/mL.体外抗氧化试验

表明,藜麦—蓝靛果复合汁发酵上清液具有较强的抗氧

化作用且 抗 氧 化 性 与 其 浓 度 成 正 比.动 物 试 验 结 果 表

明,不同剂量的藜麦—蓝靛果复合汁发酵上清液均延长

了小鼠负重力竭游泳时间,显著降低了血清中尿素氮等

指标,并使 肝 糖 原 和 肌 糖 原 储 备 显 著 增 加(P＜０．０５).
[结论]最优发酵条件下的藜麦—蓝靛果复合汁发酵上清

液抗氧化性强,并且可以提高小鼠机体运动耐力.
关键词:藜麦;蓝靛果;抗氧化;抗运动疲劳;发酵工艺

Abstract: [Objective] This study aimed to optimize the

fermentationprocessofquinoaＧhaskapcomplexfruitfermentation

supernatantand develop antiＧexercisefatiguefood with high

nutritionalvalue．[Methods]Usingblackquinoaandhaskapas

raw materials, yeast combined with Lactobacillus for

collaborativefermentation,thefermentationprocessconditionsof

compositefermentationjuicewereoptimizedbysinglefactorand

orthogonaltest,anditsantiＧexercisefatigueeffectonmicewas

deeplyinvestigatedbasedonanimalexperiments．[Results]The

optimumfermentationconditionsofquinoaＧindigofruitcomplex

juicewereasfollows:initialpH４．０,fermentationtime３２h,

fermentationtemperature３７ ℃,whitesugarcontent８％,and

theactivityofsuperoxidedismutaseinthefermentationproduct

was２５３．４９ U/mL．In vitro antioxidanttestsshowedthat

compositequinoaＧhaskap complexfermented supernatant had

strongantioxidanteffectandproportionaltotheconcentrationof

antioxidant．Theresultsofanimalexperimentsdemonstratedthat

differentdosesofquinoaＧhaskapfruitcomplexjuicefermented

supernatant prolonged exhaustive swimming time of mice,

significantlyreducedserum ureanitrogenandotherindexes,and

significantlyincreasedliverandmuscleglycogenreserves(P＜０．０５)．
[Conclusion]Thesupernatantofquinoaandhaskapfruitcomplex

juiceunderoptimalfermentationconditionshasstrongantioxidant

activityandcanimprovetheexerciseenduranceofmice．

Keywords: quinoa; haskap; oxidation resistance; fatigue

resistance;fermentationtechnology

藜麦为藜科藜属植物,含有丰富的蛋白质、矿物质、

氨基酸、纤维素、藜麦皂苷、黄酮及酚类化合物,具有抗氧

化、抗衰老等功能作用[１－２].蓝靛果为忍冬科植物蓝靛

果的果实,富含多酚、萜类、有机酸、维生素等活性成分,

并含有花青素和花色苷类成分,可作为理想的天然原料,

应用于抗氧化、抗辐射、抗炎、抗菌等功能性食品中[３].
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长时间高强度运动会使机体感觉疲劳,伴随体内产

生自由基及过氧化物[４－５],机体营养物质功能不能及时

供给.近年来,抗疲劳植物类饮品颇受青睐,姜加良等[６]

研究证实,发酵石榴皮百香果果皮复合饮料可延长小鼠

负重力竭游泳时间,提高小鼠的运动耐力.而目前对以

藜麦和蓝靛果两种原料作为功能性食品的全面开发及精

深加工仍存在不足,同时从营养方面考虑还不能完全满

足对营养有特定需求的人群.研究拟将藜麦和蓝靛果复

配进行发酵,深入挖掘其功能性.

单一菌种发酵或者复合菌种协同发酵得到的发酵饮

品,其发酵后产生多酚等次级代谢产物,这些代谢产物可

以发挥抗氧化、抑菌、调节肠道等功能作用[７].课题组前

期致力于研究与开发杂粮系列发酵饮品,证明其中的活

性成分经发酵后可富集并可清除自由基,具有强抗氧化

性[８－１０].同时,也对藜麦蓝靛果发酵液清汁的发酵工艺

进行摸索,不但筛选最优发酵菌株及最佳原料和菌种复

配比,亦确定最优发酵工艺[１１].但在发酵前期需多次离

心获得原料清汁,可能会损失营养成分.
研究拟以藜麦、蓝靛果浊汁为原料,在前期试验基础

上通过乳酸菌复合菌系协同发酵后得到混合发酵果汁,

并通过体外试验和动物试验探究其抗氧化、抗运动疲劳

作用,以期为开发一款新型的抗运动性疲劳功能性发酵

果汁提供理论依据和技术支持.

１　材料与方法

１．１　材料与仪器

黑藜麦、蓝靛果(成熟期采摘,－８０ ℃冷冻保存)、白
砂糖:市售;

耐高温αＧ淀粉酶(２万 U/mL)、糖化酶(１万 U/mL)、
果胶酶(５００U/mg):上海源叶生物科技有限公司;

超氧化物歧化酶(SOD)测定试剂盒、羟自由基测试

试剂盒、血清尿素氮(BUN)、谷胱甘肽过氧化物酶(GSHＧ
Px)、丙二醛(MDA):南京建成生物工程研究所;

ABTS测试盒、超氧阴离子自由基检测试剂盒:北京

索莱宝科技有限公司;
安琪酵母(yeastextract,YE):湖北安琪酵母有限公司;

植物乳杆菌(Lactobacillusplantarum,LP):东北农

业大学菌库;

嗜酸乳杆菌(Lactobacillusacidophilus,LA):中国微

生物菌种保藏中心;
雄性小鼠:SPF级,２周龄,初始体重(１８±２)g,辽宁

长生生物技术股份有限公司;
电子天平:AR２１４０型,常州励岸宝机械设备科技有

限公司;

超声波清洗机:DLＧ３６０B型,上海之信仪器有限公司;
高压灭菌锅:LMQ．CＧ５０E型,上海之信仪器有限公司;
多功能粉碎机:YCＧ０４B型,广州金本机械设备有限

公司;
酶标仪:VictorNivo型,美国PerkinElmer公司.

１．２　试验方法

１．２．１　发酵工艺流程

藜麦、蓝靛果预处理→藜麦发酵基质制备→蓝靛果

发酵基质制备→混合复配→高温灭菌→接入混合菌种→
发酵→上清液分离→过滤→复合发酵上清液

１．２．２　操作要点

(１)藜麦发酵基质制备:藜麦超微粉碎后过６０目筛,
按料 液 比 １∶１０ (g/mL)打 浆,调 节 pH 为 ６．０,加 入

１１０U/mL的αＧ淀粉酶,９５ ℃水浴下液化４５ min;调节

pH 为 ４．５,加入 １１０ U/mL 糖化酶,６０ ℃ 水浴下糖化

３０min,冷却后过滤备用.
(２)蓝靛果发酵基质制备:筛选后的蓝靛果按料液比

１∶４(g/mL)榨汁后,添加２．５％果胶酶,４５ ℃水浴下酶

解３０min,晾至室温后过滤待用.
(３)藜麦—蓝靛果复合汁制备:将藜麦发酵基质与蓝

靛果发酵基质按体积比１∶１混合,调节 pH 值为５．０,

８５℃灭菌１５min.
(４)接种与发酵:按０．０２mL/１００mL接种酵母菌、

２mL/１００mL接种LP与LA至复合浊汁中,置于恒温培

养箱中发酵２４h.
(５)上清液分离:在 ４ ℃,１．０×１０４ r/min下离心

１５min即得复合发酵上清液.

１．２．３　单因素试验　在藜麦—蓝靛果复合汁发酵上清液

发酵过程中,多种因素对其发酵效果产生影响,根据前期

的试验[１１]结果,确定初始pH、发酵时间、发酵温度、白砂糖

添加量、原料复配比、乳酸菌复配比为试验因素.SOD是

发酵液的功效酶之一,其抗氧化性对人体健康具有积极作

用,尤其是在应对氧化应激中起关键作用,故而将其作为

单因素考察指标[１２].固定原料藜麦和蓝靛果复配比例

(V藜麦发酵基质 ∶V蓝靛果发酵基质 )为１∶１,白砂糖添加量为６％,
酵母菌接种量为０．０２mL/１００mL,乳酸菌LP与LA复配

比例(VLP∶VLA)为１∶１,复合菌接种量为２mL/１００mL,
考察初始pH(３．０,４．０,４．５,５．０,５．５)、发酵时间(１６,２４,

３２,４０,４８min)、白砂糖添加量(２％,４％,６％,８％,１０％)、
发酵温度(３１,３４,３７,４０,４３℃)对藜麦—蓝靛果复合汁发

酵上清液SOD活力的影响.

１．２．４　正交试验　在单因素试验结果的基础上,选择对

SOD活力影响明显的４个因素,进行四因素三水平正交

试验.

１．２．５　体外抗氧化试验

(１)DPPH 自由基清除率测定:根据文献[１３],按

式(１)计算 DPPH 自由基清除率.

X＝ １－
A１－A２

A０
( ) ×１００％, (１)

式中:

９４１
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X———DPPH 自由基清除率,％;

A１———样品溶液的吸光度;

A２———无水乙醇代替 DPPH 时测得对应浓度的本

底吸光度;

A０———空白组的吸光度.
(２)ABTS自由基清除率测定:根据文献[１４],按

式(２)计算 ABTS自由基清除率.

R＝ １－
A１－A２

A０
( ) ×１００％, (２)

式中:

R———ABTS自由基清除率,％;

A１———１．５mLABTS溶液与１．５mL蒸馏水的吸光

度值;

A２———１．５mLABTS溶液与１．５mL未发酵复合汁

的吸光度值;

A０———１．５mL未发酵复合汁与１．５mL蒸馏水的吸

光度值.
(３)超氧阴离子自由基清除率测定:采用超氧阴离子

自由基清除率检测试剂盒.
(４)羟自由基清除率测定:采用羟自由基清除率测

试盒.

１．２．６　抗疲劳运动试验　所有小鼠饲养于SPF级洁净动

物实验室,不限制饮食饮水适应性喂养１周后随机分为

５组:空白对照组(NFD,生理盐水),阳性对照组西洋参组

(PQ,２００mg/kg),藜麦—蓝靛果复合汁发酵上清液低剂量

组(QLL,１００mg/kg)、中剂量组(QLM,２００mg/kg)、高剂

量组(QLH,４００mg/kg),每组８只小鼠.试验组小鼠每天

灌胃一次２mL的受试物,阳性对照组灌胃２mL西洋参口

服液,剂量组灌胃２mL受试物.试验期间,小鼠每日完成

２０min游泳训练,周期３０d,饮水与喂食量相同[１５].

１．２．７　血液肝脏抗氧化指标测定　在测定动物相关指标

之前,灌胃藜麦—蓝靛果复合汁发酵上清液,等待３０min
后,将小 鼠 放 入 游 泳 箱 中 运 动 ３０ min[１６],随 后 休 息

３０min取血、右腿肌肉和肝脏.从血液中分离出血清,测
定相关血液指标;肝脏用于肝糖原的测定;右腿肌肉用于

肌糖原的测定,血清指标和组织指标均按试剂盒说明书

进行测定.

１．２．８　数据处理　采用 Origin２０２３软件制图,采用SPSS
２０．０软件所获得的数据进行统计学分析.P＜０．０５表示

存在显著性差异,P＞０．０５表示无显著性差异.

２　结果与分析

２．１　单因素试验

如图１所示,随着初始pH的增大,SOD活力呈先上

小写字母不同表示差异显著性(P＜０．０５)

图１　初始pH、发酵时间、发酵温度和白砂糖添加量对SOD活力的影响

Figure１　EffectsofinitialpH,fermentationtime,fermentationtemperature,sugaradditiononSODactivity

０５１
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升后下降的趋势,当 pH 为４．５０时,SOD 活力最高,为
(２５０．２９±１．４３)U/mL.随着发酵时间的增加,SOD活力

呈上升 趋 势,在 发 酵 ４０h 时,SOD 活 力 达 到 最 高,为

(２５０．０４±１．１２)U/mL,待发酵到４８h时,SOD 活力降

低,为(２４３．０８±１．０５)U/mL.发酵温度为３１~３７℃时,

SOD 活 力 逐 渐 增 加,在 ３７ ℃ 时 最 高,为 (２４８．３６±
０．７７)U/mL;之后随着发酵温度的升高,SOD活力减弱.

当白砂糖添加量为 ８％ 时,SOD 活力最高为(２４６．１４±
１．０１)U/mL,较２％白砂糖添加量增加了５．３％.

　　综上所述,基于前期的试验考虑到影响发酵工艺的

主要因素,藜麦—蓝靛果发酵上清液最佳初始pH４．５０,

发酵时间４０h,发酵温度３７℃,白砂糖添加量８％.

２．２　正交试验

基于单因素试验的最佳结果确定正交试验的因素水

平取值见表１,试验结果与分析见表２.

　　由表２可知,发酵温度是最主要的因素,其次为初始

pH,再次为发酵时间,最后是白砂糖添加量;其最佳组合

表１　正交试验因素水平表

Table１　Factorsandlevelsoforthogonaltest

水平 A 初始pH
B发酵时

间/min

C白砂糖添

加量/％

D 发酵温

度/℃

１ ４．０ ３２ ６ ３４

２ ４．５ ４０ ８ ３７

３ ５．０ ４８ １０ ４０

表２　正交试验结果与分析

Table２　Experimentalresultsandanalysesforoptimization
ofquinoahaskapcomplexfermentedsupernatant

试验号 A B C D
SOD活力/

(U􀅰mL－１)

１ １ １ １ １ ２２７．６８３±１．１２４

２ １ ２ ２ ２ ２４７．４３２±２．２１２

３ １ ３ ３ ３ ２２８．４３２±１．８９８

４ ２ １ ２ ３ ２４６．７８２±２．９８７

５ ２ ２ ３ １ ２２７．１２３±２．０２３

６ ２ ３ １ ２ ２１９．０７４±１．６９５

７ ３ １ ３ ２ ２２４．１２３±２．０４４

８ ３ ２ １ ３ ２１３．５３４±２．２８７

９ ３ ３ ２ １ ２２２．６７５±２．５７６

k１ ２３４．５１６２３２．８６３ ２２０．０９７２２５．８２７
􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋

k２ ２３０．９９３２２９．３６３ ２３８．９６３２３０．２１０

k３ ２２０．１１１２２３．３９４ ２２６．５５９２２９．５８３

R １４．４０５ ９．４６９ １８．８６６ ４．３８３

为初始pH４．０,发酵时间３２h,发酵温度３７℃,白砂糖添

加量８％.该条件下,藜麦—蓝靛果复合汁发酵上清液中

SOD的活力为 (２５３．４９±１．６２２)U/mL,说明利用正交试

验优化藜麦—蓝靛果复合汁的发酵工艺具有可行性.

２．３　藜麦—蓝靛果复合汁发酵上清液抗氧化试验

由图２可以看出,不同体积分数藜麦—蓝靛果复合

字母不同表示不同体积分数样品之间差异显著(P＜０．０５)
图２　不同体积分数藜麦—蓝靛果复合汁发酵上清液的体外抗氧化活性

Figure２　Invitroantioxidantactivityofdifferentconcentrationsofquinoahaskapcomplexfermentedsupernatant
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汁发酵上清液较未发酵上清液的 DPPH 自由基、ABTS
自由基清除能力增加显著,同时超氧阴离子自由基和羟

自由基清除能力也显著增加,且具有剂量依赖性.说明

藜麦—蓝靛果复合汁发酵上清液体外抗氧化性较强.由

图２(a)可知,DPPH 自由基清除率总体呈上升趋势.发

酵过程 中 DPPH 自 由 基 清 除 率 显 著 上 升,最 高 可 达

８７．７４％,与 未 发 酵 的 相 比 增 加 了 ７．１８ 个 百 分 点,与

Kaprasob等[１７]的研究结果一致.这可能由于发酵后代

谢产物中抗氧化活性成分增加[１８].由图２(b)可以看出,

随着藜麦—蓝靛果复合汁发酵上清液体积分数的增加,

其对 ABTS自由基清除率不断上升,当体积分数最大时,

ABTS自 由 基 清 除 率 为 ９０．８３％,较 未 发 酵 的 增 加 了

９．０５个百分点.ABTS自由基清除能力与益生菌发酵过

程中高浓度酚类、有机酸等物质的浓度增加密切相关[１１].

乳酸菌发酵有益于发酵底物中超氧阴离子自由基清除能

力提高[１９].由图２(c)可知,藜麦—蓝靛果复合汁发酵上

清液的超氧阴离子自由基清除能力随着体积分数的增加

呈上升态势,当体积分数最大时,发酵上清液的超氧阴离

子自由基清除能力较未发酵的增加了３．９９个百分点,与
魏文倩等[２０]发现蓝靛果和红树莓复合发酵汁超氧阴离子

自由基清除能力相同.

２．４　藜麦—蓝靛果复合汁发酵上清液抗运动疲劳试验

２．４．１　小鼠力竭游泳时间　由表３可以看出,与 NFD组

相比,PQ组小鼠的力竭游泳时间显著延长(P＜０．０５),不
同剂量组的力竭时间也显著延长(P＜０．０５),QLH 组的

小鼠负重游泳时间为(３０．３８±１．５２)min,约为空白对照

组的１．７倍,表明藜麦—蓝靛果复合汁发酵上清液可能具

备更好的抗疲劳效果.

２．４．２　小鼠血液指标　如图３所示,与 NFD组相比,PQ
组、QLL组、QLM 组和 QLH 组小鼠血清中 SOD、GSHＧ
Px和 MDA 均显著升高(P＜０．０５ 或 P＜０．０１),其中

QLH 组效果最为显著,这可能是因为发酵后其功能性成

分富集,提高了抗氧化性,进而在小鼠体内加快自由基清

表３　小鼠力竭游泳时间†

Table３　Miceexhaustedswimmingtimeresults

组别
负重游泳时

间/min
组别

负重游泳时

间/min

NFD １７．８４±１．１６d QLM ２４．７３±１．５５c

PQ ４６．７３±３．５４a QLH ３０．３８±１．５２b

QLL ２１．３８±１．６０c

　†　小写字母不同表示差异显著(P＜０．０５).

& 表示PQ组与 NFD组比较差异显著(P＜０．０５),&& 表示PQ组与 NFD组比较差异极显著(P＜０．０１);∗表示PQ组与藜麦—蓝靛

果复合汁各剂量组比较差异显著(P＜０．０５),∗∗表示PQ组与藜麦—蓝靛果复合汁各剂量组比较差异极显著(P＜０．０１)

图３　藜麦—蓝靛果复合汁发酵上清液对小鼠SOD活力、GSHＧPx含量、MDA含量和BUN含量的影响

Figure３　EffectsofquinoahaskapcomplexfermentedsupernatantonSOD,GSHＧPx,MDAandBUNcontentinmice
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除能力.肌肉中蛋白质消耗量减少,进而减慢BUN的产

生,从而达到抗疲劳的效果[２１].低、中、高剂量组的 BUN
含量较 NFD组分别减少了２３．３８％,３１．１５％,４４．８９％,且
显著降低(P＜０．０５或 P＜０．０１),有利于缓解机体疲劳

感.综上,小鼠血液抗氧化指标的变化趋势与王紫玉

等[２２]的研究结果一致,这可能与蓝靛果和黑藜麦中富含

丰富的花色苷有关.上述研究结果表明,藜麦—蓝靛果

复合汁发酵上清液可显著缓解高强度耐力运动小鼠自由

基的生成,保护机体各组织细胞膜的完整性,延缓鼠的运

动疲劳产生.

２．４．３　小鼠肝糖原和肌糖原　如图４所示,与 NFD组相

比,PQ组的肝糖原和肌糖原差异显著(P＜０．０１),表明阳

性对照组能提高小鼠的运动耐力,与王迪等[１４,２３－２４]的研

究结果一致.不同的剂量组肝/肌糖原显著高于 NFD
组,同时 QLH 组也显著高于 PQ 组(P＜０．０５ 或 P＜
０．０１),表明高剂量组藜麦—蓝靛果发酵上清液可提高肝

糖原和肌糖原的含量,增加二者的储存含量,进而延长小

鼠运动耐力时间,缓解运动疲劳.

& 表示PQ组与 NFD组比较差异显著(P＜０．０５),&& 表示PQ组与 NFD组比较差异极显著(P＜０．０１);∗表示PQ组与藜麦—蓝靛

果复合汁各剂量组比较差异显著(P＜０．０５),∗∗表示PQ组与藜麦—蓝靛果复合汁各剂量组比较差异极显著(P＜０．０１)

图４　藜麦—蓝靛果复合汁发酵上清液对小鼠肝糖原和肌糖原含量的影响

Figure４　Effectsofquinoahaskapcomplexfermentedsupernatantonthecontentsofliverand
muscleglycogeninmice

３　结论

研究通过复合菌系发酵藜麦—蓝靛果复合汁,得到

最佳发酵工艺为初始pH４．０,发酵时间３２h,发酵温度

３７℃,白砂糖添加量８％.该条件下发酵上清液具有一

定的抗氧化作用,而且随着发酵上清液体积分数的增加,
其抗氧化能力逐渐增强.抗运动疲劳试验表明,藜麦—
蓝靛果复合汁发酵上清液可降低血清尿素氮等含量,提
高肝糖原和肌糖原的储备,进而缓解小鼠的运动疲劳,起
到一定的抗运动疲劳的作用和功效.但该研究未能对未

发酵浊汁的抗氧化性和抗运动疲劳作用进行研究,后续

将补充试验以更全面证明发酵过程的作用.
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