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微生物固态发酵芡实工艺优化及抗氧化活性分析
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摘要：［目的］利用微生物固态发酵提高芡实功能性成分的转化效率。［方法］以芡实为原料，以总黄酮和总多酚含量为

指标，筛选出优势菌种，再用优势菌进行正交试验，探究发酵温度、发酵时间、料液比、接种量和碳源添加量对发酵后芡

实活性成分的影响，并以 DPPH 自由基清除率、总抗氧化性和 ABTS 自由基清除率为指标分析芡实的体外抗氧化活性。

［结果］优势菌为黑曲霉 H，最优发酵工艺条件为发酵时间 5 d、发酵温度 35 ℃、料液比 1∶2 （g/mL）、接种量 11%、碳源添

加量 2%，此条件下总黄酮含量为 9.036 mg/g，比发酵前的提高了 6.24 倍，总多酚含量为 109.284 mg/g，比发酵前的提高

了 4.68 倍。芡实发酵后对 DPPH 自由基、ABTS 自由基清除率的 IC50 分别为 0.023，0.024 mg/mL。维生素 C 阳性对照对

铁离子的还原能力与发酵后的基本相同，且高于发酵前的。［结论］利用微生物对芡实原料进行发酵可有效提升其活性

成分含量和抗氧化能力，具有良好的应用前景。
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Abstract: ［［Objective］］ To improve the transformation of functional components in the Euryale ferox by microbial solid-state fermentation. 

［［Methods］］ Euryale ferox is taken as the raw material to screen out the dominant strains, with the total flavonoid and total polyphenol 

content as indicators. Then, orthogonal experiments are conducted on the dominant bacteria to investigate the effects of fermentation 

temperature, fermentation time, material-liquid ratio, inoculation amount, and carbon source addition amount on the active components of 

the fermented Euryale ferox. The in vitro antioxidant activity of Euryale ferox is analyzed, with DPPH free radical scavenging rate, total 

antioxidant activity, and ABTS free radical scavenging rate as indicators. ［［Results］］ The dominant bacterium is Aspergillus niger H, and the 

optimal fermentation condition is as follows: fermentation time 5 days, fermentation temperature 35 ℃ , material-liquid ratio of 1∶2 (g/mL), 

inoculation amount of 11%, and carbon source addition amount of 2%. Under these conditions, the total flavonoid content is 9.036 mg/g, 

which is 6.24 times higher than that of the unfermented one, and the total polyphenol content is 109.284 mg/g, which is 4.68 times higher 

than that of the unfermented one. The IC50 values of DPPH and ABTS free radical scavenging rates of fermented Euryale ferox are 0.023 and 

0.024 mg/mL, respectively. The reducing ability of vitamin C positive control to iron ions is basically the same as that after fermentation, 

and is higher than that before fermentation. ［［Conclusion］］ It is feasible to use microbial to ferment the raw materials of Euryale ferox, which 

improves the extraction content and antioxidant activity of its active ingredients, demonstrating an ideal application prospect.
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芡实，睡莲科水生草本植物芡的干燥成熟种仁，又名

鸡头米等 ，主要分布在亚热带和温带 ，为药食两用材料 ，

具有补脾、止泻、除湿、益肾固精等功效［1-2］。芡实中除了

含有碳水化合物、矿物质、蛋白质等人体所需的营养成分

外 ，还含有多酚、黄酮、甾醇类以及脑苷脂类化合物等生

物活性物质［3-4］。

目 前 ，有 关 芡 实 中 多 酚 及 黄 酮 类 物 质 的 研 究 多 集 中

在结构分析及生物活性等方面。李美红等［4］利用 95% 甲

醇 回 流 提 取 芡 实 黄 酮 并 分 离 出 5，7，4'-三 羟 基 -二 氢 黄 酮

和 5，7，3'，4'，5'-五羟基二氢黄酮。孙海林等［5］研究表明，

芡 实 中 多 酚 类 成 分 主 要 包 括 鞣 花 酸 、柯 里 拉 京 、老 鹳 草

素、阿魏酸、没食子酸等；黄酮类成分主要包括柚皮素、5，

7，3，4，5'-五羟基二氢黄酮、（-）-表儿茶素-3-O-没食子酸

酯 等 。 王 瑀［6］利 用 95% 乙 醇 提 取 芡 实 功 能 成 分 ，其 黄 酮

类成分为柚皮素和（-）-表儿茶素 -3-O-没食子酸酯。而

有关利用微生物发酵或种子萌发的方式富集芡实中活性

物质的研究较少。彭灿灿等［7］研究表明，微生物发酵转化

可 有 效 提 高 药 食 同 源 原 料 中 生 物 活 性 物 质 含 量 ，并 有 效

提高其生物利用率。闫雍雍等［8］利用干酪乳杆菌发酵芡

实，其上清液中总酚和总黄酮含量显著增加，且其他芡实

发酵研究也多以乳酸菌为发酵菌种的发酵饮品工艺优化

研 究 ，鲜 有 以 真 菌 为 出 发 菌 株 固 态 发 酵 富 集 芡 实 中 总 黄

酮和多酚物质的研究。试验拟以 5 种真菌为出发菌株对

芡实进行固态发酵，筛选出优势菌种，探索富集总黄酮和

多酚类物质的最优发酵工艺，并分析其体外抗氧化活性，

以期为芡实的深度开发利用提供依据。

1　材料与方法

1.1　材料与仪器

1.1.1　材料与试剂　

芡实：市售；

白 地 霉 S12 （Galactomyces geotrichum CCTCC 

AF2012005）、白 地 霉 S13（Geotrichum sp. CCTC C AF 

2012006）：中国典型微生物保藏中心（武汉）；

黑 曲 霉 H、青 霉 Q（分 离 自 土 壤）、酵 母 A2（分 离 自 商

城筒鲜鱼）：信阳农林学院食品科学与工程学院实验室；

硝酸铝、氢氧化钠、亚硝酸钠、无水乙醇、维生素 C、水

杨酸、无水碳酸钠、过硫酸钾、甲醇、铁氰化钾、三氯乙酸、

三氯化铁、磷酸二氢钠、磷酸氢二钠、葡萄糖等：分析纯，

郑州派尼化学试剂厂；

芦丁标准品：95%，上海源叶生物科技有限公司；

没食子酸标准品：98%，合肥博美生物科技有限责任

公司；

DPPH、ABTS：分析纯，国药集团化学试剂有限公司。

1.1.2　主要仪器与设备　

高 速 破 碎 机 ：RS-FS553 型 ，北 京 科 伟 永 兴 仪 器 有 限

公司；

电子天平：WT-H50001 型，五鑫衡器有限公司；

电 热 鼓 风 干 燥 箱 ：JC101-2A 型 ，上 海 翱 艺 仪 器 有 限

公司；

电热恒温水浴锅：HH-6 型，上海翱艺仪器有限公司；

紫外—可见分光光度计：A390 型，上海翱艺仪器有限

公司；

超 声 波 清 洗 机 ：UC-5240L 型 ，深 圳 市 佳 源 达 科 技 有

限公司；

循环水式多用真空泵：SHB-IIIA 型，上海沪析实业有

限公司；

旋 转 蒸 发 仪 ：UC-5240L 型 ，北 京 科 伟 永 兴 仪 器 有 限

公司；

真空冷冻干燥机：WT-H50001 型，北京科伟永兴仪器

有限公司；

恒 温 培 养 箱 ：SPX-150C 型 ，上 海 博 迅 实 业 有 限 公 司

医疗设备厂。

1.2　试验方法

1.2.1　样品预处理　芡实于 60 ℃干燥 2 h，粉碎，过 60 目

筛，密封，待用。

1.2.2　培养基配制及菌种活化　

（1） PDA 培养基：去皮土豆 100 g，切块，加入 400 mL

蒸馏水煮沸 20 min，8 层纱布过滤，加入 10 g 无水葡萄糖，

加蒸馏水至 500 mL，121 ℃灭菌 20 min（固体培养基需另

加入 10 g 琼脂）。

（2） YPD 培 养 基 ：精 确 称 取 2 g 酵 母 膏 、2 g 蛋 白 胨 、

4 g 葡萄糖，加蒸馏水至 200 mL，121 ℃灭菌 20 min（固体

培养基需另加入 4 g 琼脂）。

（3） 菌 种 活 化 ：分 别 将 冻 存 的 白 地 霉 S12、白 地 霉

S13、黑曲霉 H 和青霉 Q 接种至 PDA 固体培养基上，将酵

母 A2 接种至 YPD 固体培养基上，30 ℃培养 3 d。接种至

液体培养中，传代两次以保持菌的活性。

1.2.3　 接 种 和 发 酵　 称 取 3 g 芡 实 粉 末 ，按 料 液 比 1∶

3 （g/mL）加 入 蒸 馏 水 ，搅 拌 混 匀 ，121 ℃ 灭 菌 20 min，冷

却，于无菌操作台中接种 6.5×106 CFU/mL 的菌液（9%），

33 ℃发酵 3 d。

1.2.4　菌种筛选　灭菌后，按料液比 1∶3 （g/mL）制备 3 种

不同的固体培养基 ：空白组（水+原料）、试验 A 组（水+
原 料+ 菌 种）、试 验 B 组（水 +原 料+菌 种+碳 源），碳 源
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为添加 2% 灭菌后的葡萄糖溶液。将活化好的菌种按 9%

的接种量接种至培养基上，30 ℃固态发酵 3 d。以总黄酮

和总多酚提取率为指标筛选优势菌株。

1.2.5　 单 因 素 试 验　 通 过 菌 种 筛 选 ，选 择 优 势 菌 种 进 行

单因素试验，固定菌种接种量 9%，发酵时间 3 d，发酵温度

33 ℃、碳源添加量 2% 和料液比 1∶3 （g/mL）。分别考察料

液 比［（1∶1，1∶2，1∶3，1∶4，1∶5 （g/mL）］、发 酵 时 间（2，3，

4，5，6 d）、发 酵 温 度（28，30，33，35，37 ℃）、接 种 量（5%，

7%，9%，11%，13%）、碳 源 添 加 量（1.0%，1.5%，2.0%，

2.5%，3.0%）对芡实发酵后总黄酮和总多酚含量的影响。

1.2.6　正交试验　在单因素试验基础上，选择发酵温度、

发酵时间、料液比、接种量 4 个因素进行 L9（43）正交试验，

优化芡实的最佳发酵条件。

1.2.7　活性物质测定　参照秦晶晶等［9］的方法，将发酵好

的培养基分别移入离心管中，加入 30 mL 体积分数为 70%

的乙醇，用超声波辅助乙醇法于 40 ℃、120 W 提取 2 h，采

用紫外分光光度法测其总黄酮、总多酚含量。

1.2.8　总黄酮含量测定　参照秦晶晶等［9］的方法稍作修

改。精确称取 13.40 mg 芦丁标准品，定容至 50 mL。分别

移取 0，0.1，0.4，0.8，1.2，1.6，2.0 mL 芦丁溶液至 10 mL 容

量瓶中，加 0.4 mL 质量分数 5% 的 NaNO2 溶液，摇匀，静置

6 min；加入 0.4 mL 质量分数为 10% 的 Al（NO3）3 溶液 ，摇

匀，静置 6 min；加入 4 mL 质量分数为 4% 的 NaOH 溶液，

用蒸馏水定容，混匀，静置 15 min，测定 510 nm 处吸光度。

以芦丁质量浓度为横坐标，吸光度为纵坐标，绘制标准曲

线 得 线 性 方 程 为 y=0.011 4x-0.023 4，R2=0.990 5。 按

式（1）计算提取液总黄酮含量。

R= C× V× V 2

V 1 × m× 1 000 ， （1）

式中：

R1——芡实总黄酮含量，mg/g；

C——最终定容时溶液中总黄酮质量浓度，mg/L；

V——提取液最初定容体积，L；

m——芡实质量，g；

V1——总黄酮粗提液体积，mL；

V2——最终定容的体积，mL。

1.2.9　 总 多 酚 含 量 测 定　 参 照 张 潇 等［10］的 方 法 并 修 改 。

以没食子酸为标准品，配制标准系列溶液，反应完成后测

定 760 nm 处 吸 光 度 。 以 没 食 子 酸 溶 液 质 量 浓 度 为 横 坐

标 ，吸 光 值 为 纵 坐 标 ，绘 制 标 准 曲 线 得 线 性 方 程 为 y=
0.006 6x+0.032，R2=0.997 1。 按 式（2）计 算 提 取 液 中 总

多酚含量。

R= C× V 0 × V 2

V 1 × m× 1 000 ， （2）

式中：

R2——总多酚含量，mg/g；

C——最终定容时溶液中总多酚质量浓度，mg/L；

V0——提取液最初定容体积，L；

m——芡实质量，g；

V1——吸取总多酚最初定容后溶液体积，mL；

V2——溶液最终定容体积，mL。

1.2.10　抗氧化活性分析　

（1） DPPH 自由基清除率测定：参照章烨雯等［11］的方

法，按式（3）计算 DPPH 自由基清除率。

A= 1 - A 1 - A 2

A 0
× 100%， （3）

式中：

A——自由基清除率，%；

A0——反应中反应液+无水乙醇吸光度；

A1——反应中反应液+乙醇溶液+样品溶液吸光度；

A2——样品液+乙醇的吸光度。

（2） 总抗氧化能力测定：参照黄丽华等［12］的方法。用

75% 乙 醇 溶 液 代 替 多 酚 提 取 液 作 零 ，用 维 生 素 C 为 阳 性

对照。

（3） ABTS 自由基清除率测定：参照李思淇等［13］的方

法，按式（3）计算 ABTS 自由基清除率。

1.2.11　 数 据 分 析　 试 验 数 据 以“x±s”表 示 ，采 用 SPSS 

20.0 软 件 进 行 方 差 分 析 和 显 著 性 分 析 ，利 用 Origin 2018

软件绘图。

2　结果与讨论

2.1　菌种筛选

由表 1 可知，发酵后，芡实中总黄酮、总多酚含量均有

不同程度的提升。除白地霉 S12 组发酵后黄酮含量较空

白 组 无 显 著 差 异 外 ，其 他 发 酵 组 均 显 著 提 升 。 其 中 黑 曲

霉 H+C 组发酵后总黄酮含量最高，且与其他发酵组相比

差异显著。黑曲霉 H+C 组发酵后总多酚含量最高，且较

空白组和其他发酵组差异显著。未添加碳源的 5 组中，黑

曲霉 H 发酵的总黄酮和总多酚含量较空白组和其他微生

物 发 酵 组 提 升 较 高 ，且 添 加 碳 源 后 总 黄 酮 和 总 多 酚 含 量

较单一黑曲霉 H 有显著提高。

植 物 中 ，多 酚 与 黄 酮 类 物 质 常 以 可 溶 性 和 结 合 态 两

种形式存在［14］。可溶性结构容易提取且易被吸收利用，

但与植物细胞壁中的纤维素、木质素、蛋白质、多糖等结

合形式存在的多酚及黄酮类物质较多［15-16］，简单的化学

提取方式无法将其充分释放。黑曲霉能产生丰富的纤维

素 酶 ，且 较 高 的 β-葡 萄 糖 苷 酶 活 性 能 有 效 提 高 水 解 纤 维

素、木质素的能力［17-18］。因此，黑曲霉 H 在芡实固态发酵

过程中，通过释放的纤维素酶系可有效破碎细胞壁，促进

黄酮和多酚类物质释放。且葡萄糖可为黑曲霉生长代谢
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提供良好的生长环境［19］，因此，黑曲霉 H 为芡实固态发酵

的最优菌株，且在此基础上添加 2% 葡萄糖为碳源的效果

更好。

2.2　单因素试验

2.2.1　料液比对总黄酮和总多酚含量的影响　由图 1 可

知，当料液比为 1∶1~1∶5 （g/mL）时，总黄酮和总多酚含量

整 体 呈 先 上 升 后 下 降 趋 势 ，且 在 料 液 比 为 1∶2 （g/mL）时

达到最大。Nguyen 等［20］研究表明，发酵时水分含量过高

或 过 低 均 会 抑 制 酶 的 产 生 。 因 此 ，水 分 含 量 过 多 或 过 少

会 抑 制 黑 曲 霉 H 产 生 相 关 纤 维 素 酶 ，从 而 使 得 总 黄 酮 和

总多酚含量有所降低。故最优料液比为 1∶2 （g/mL）。

2.2.2　 发 酵 时 间 对 总 黄 酮 和 总 多 酚 含 量 的 影 响　 由 图 2

可知，总多酚和总黄酮含量在发酵第 2~5 天呈上升趋势，

发 酵 第 4~5 天 的 上 升 速 度 最 大 ，发 酵 第 5~6 天 呈 下 降 趋

势。发酵第 2~4 天，可能是发酵时间不足，黑曲霉 H 繁殖

的数量少，相关次级代谢产物酶含量较少，因此总多酚和

总黄酮含量缓慢增加。发酵第 5 天，黑曲霉 H 的菌浓度达

到了适宜浓度，相关酶的数量和活力增加，因此总黄酮和

总 多 酚 含 量 达 到 峰 值 。 发 酵 第 6 天 ，随 着 发 酵 时 间 的 延

长 ，黑 曲 霉 H 的 生 长 进 入 了 衰 亡 期 ，其 数 量 减 少 ，使 其 对

总黄酮和总多酚的提取能力减弱，与牛丽亚等［21-22］的研

究结论一致。故最优发酵时间为 5 d。

2.2.3　接种量对总黄酮和总多酚含量的影响　由图 3 可

知，随着黑曲霉 H 接种量的增加，总黄酮和总多酚含量呈

先上升后下降趋势，且在黑曲霉 H 接种量为 9% 时达到峰

值 。 随 着 接 种 量 的 增 加 ，黑 曲 霉 H 在 培 养 基 中 的 繁 殖 周

期缩短 ，繁殖数量快速增加 ，纤维素酶产量提高 ，从而使

总 黄 酮 和 总 多 酚 释 放 量 更 多 。 当 黑 曲 霉 H 接 种 量 ＞9%

小写字母不同表示差异显著（P<0.05）

图 1　料液比对总黄酮和总多酚含量的影响

Figure 1　Effect of material-liquid ratio on total flavonoid 

and total polyphenol content

小写字母不同表示差异显著（P<0.05）

图 2　发酵时间对总黄酮和总多酚含量的影响

Figure 2　Effect of fermentation time on total flavonoid 

and total polyphenol content

表 1　菌种筛选结果表†

Table 1　Strain screening results

组别

空白

青霉 Q

青霉 Q+C

白地霉 S12

白地霉 S12+C

白地霉 S13

白地霉 S13+C

酵母 A2

酵母 A2+C

黑曲霉 H

黑曲霉 H+C

黄酮含量/

（mg·g-1）

0.82±0.02g

1.08±0.07ef

1.25±0.16de

0.93±0.05fg

1.35±0.02d

1.43±0.03d

1.68±0.05c

1.36±0.04d

1.75±0.04bc

1.88±0.03b

2.12±0.04a

与空白组

相比倍数

1.00

1.32

1.52

1.13

1.64

1.74

2.05

1.66

2.13

2.29

2.59

多酚含量/

（mg·g-1）

13.64±2.14e

18.18±0.54ed

14.77±1.07e

15.91±1.07ed

16.29±2.14ed

18.37±2.41ed

28.60±1.88bc

22.35±1.07cd

28.03±3.75bc

29.55±1.07b

37.69±1.34a

与空白组

相比倍数

1.00

1.33

1.08

1.17

1.19

1.35

2.10

1.64

2.05

2.17

2.76

 † 小写字母不同表示差异显著（P<0.05）。

小写字母不同表示差异显著（P<0.05）

图 3　接种量对总黄酮和总多酚含量的影响

Figure 3　Effect of inoculation amount on total flavonoid 

and total polyphenol content
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时 ，可能因菌浓度过高 ，生存空间和条件有限 ，限制了黑

曲 霉 H 的 繁 殖 并 降 低 了 酶 活 性 ，使 得 总 黄 酮 和 总 多 酚 含

量下降，与王妍等［23-24］的研究结果一致。因此，最优黑曲

霉 H 接种量为 9%。

2.2.4　 发 酵 温 度 对 总 黄 酮 和 总 多 酚 含 量 的 影 响　 由 图 4

可知，当发酵温度为 28~37 ℃时，随着发酵温度的升高，总

黄 酮 和 总 多 酚 含 量 呈 先 升 高 后 下 降 趋 势 ，且 在 发 酵 温 度

为 35 ℃时达到峰值。温度对微生物的生长及代谢酶活力

有重要影响，当发酵温度为 35 ℃时，可能加快了黑曲霉 H

的生长发育 ，使得产酶量有所增加 ，而发酵温度过高 ，黑

曲 霉 H 可 能 容 易 衰 老 ，且 固 态 发 酵 体 系 中 理 化 环 境 发 生

变化，可能影响酶的合成与催化效果，与唐诗潮等［25］的结

论一致。故最优发酵温度为 35 ℃。

2.2.5　碳源添加量对总黄酮和总多酚的影响　由图 5 可

知 ，当 碳 源 添 加 量 为 1%~3% 时 ，总 黄 酮 和 总 多 酚 含 量 呈

先增加后下降趋势，且在碳源添加量为 2% 时达到峰值。

当碳源添加量为 1%~2% 时，随着葡萄糖含量逐渐达到适

宜浓度，黑曲霉 H 的繁殖速度增加，相关纤维素酶代谢增

加 ，总 黄 酮 和 总 多 酚 含 量 呈 上 升 趋 势 ；当 碳 源 添 加 量 为

2%~3% 时，随着碳源浓度的增加，黑曲霉 H 相关酶的代谢

被 抑 制 ，因 此 总 黄 酮 和 总 多 酚 含 量 有 所 下 降 。 这 与 刘 媛

媛等［19］的结论一致。因此，最佳碳源添加量为 2%。

2.2.6　方差分析　参照陈玮莹［26］的方法用熵权法求得两

者 的 综 合 评 分 ，进 行 单 因 素 方 差 分 析 求 得 F 值 和 P 值 如

表 2 所示。由表 2 可知，单因素组内显著性大小顺序为发

酵 时 间>发 酵 温 度>料 液 比>接 种 量>碳 源 添 加 量 ，因

此选择发酵温度、发酵时间、料液比和接种量 4 个因素进

行 L9（43）正交试验，用以优化最佳发酵条件。

2.3　正交试验

正交试验因素水平见表 3。参照陈玮莹［26］的方法用

熵 权 法 求 得 总 黄 酮 和 总 多 酚 含 量 的 综 合 评 分 ，结 果 见

表 4。由表 5 可知，黑曲霉发酵芡实对综合评分的影响次

序 为 发 酵 时 间>料 液 比>发 酵 温 度>接 种 量 ，固 态 发 酵

芡 实 的 最 优 发 酵 工 艺 条 件 为 发 酵 时 间 5 d、发 酵 温 度

35 ℃、料 液 比 1∶2 （g/mL）、接 种 量 11%、碳 源 添 加 量 2%。

此条件下的总黄酮含量为 9.04 mg/g，比未发酵时提高了

6.24 倍 ，总 多 酚 含 量 为 109.28 mg/g，比 未 发 酵 时 提 高 了

4.68 倍。

2.4　抗氧化活性分析

2.4.1　DPPH 自由基清除能力　由图 6 可知，发酵前后的

芡实提取物和维生素 C 对 DPPH 自由基清除能力随质量

浓 度 的 增 加 逐 渐 增 大 。 相 同 质 量 浓 度 下 ，3 种 样 品 对

DPPH 自由基的清除能力顺序为维生素 C＞发酵后的芡实

小写字母不同表示差异显著（P<0.05）

图 4　发酵温度对总黄酮和总多酚含量的影响

Figure 4　Effect of fermentation temperature on total 

flavonoid and total polyphenol content

表 2　单因素试验方差分析

Table 2　Results of one-way ANOVA

因素

料液比

发酵时间

接种量

发酵温度

碳源添加量

F 值

5.37

48.50

5.87

19.56

4.58

P 值

4.69×10-2

3.44×10-4

3.95×10-2

3.00×10-3

6.32×10-2

表 3　正交试验因素水平表

Table 3　Factors and levels of the orthogonal experiments

水平

1

2

3

A 发酵时

间/d

4

5

6

B 发酵温

度/℃
33

35

37

C 料液比

（g/mL）

1∶1

1∶2

1∶3

D 接种

量/%

7

9

11

小写字母不同表示差异显著（P<0.05）

图 5　碳源添加量对总黄酮和总多酚含量的影响

Figure 5　Effect of carbon source addition amount on total 

flavonoid and total polyphenol content
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提取物＞发酵前的芡实提取物，维生素 C 的清除能力与发

酵后的接近，且高于发酵前的。发酵前后的芡实提取物和

维 生 素 C 对 DPPH 自 由 基 清 除 率 的 IC50 分 别 为 0.032，

0.023，0.020 mg/mL。说明发酵可以提升芡实的 DPPH 自

由基清除能力。

2.4.2　ABTS 自由基清除能力　由图 7 可知，随着样品质

量浓度的增加，ABTS 自由基清除率逐渐增加。相同质量

浓度下，3 种样品对 ABTS 自由基的清除能力顺序为发酵

后的芡实提取物＞维生素 C＞发酵前的芡实提取物。发

酵前后的芡实提取物和维生素 C 对 ABTS 自由基清除率

的 IC50 分 别 为 0.037，0.024，0.028 mg/mL。 芡 实 发 酵 后 对

ABTS 自由基的清除能力略高于维生素 C，明显高于发酵

前的，表明发酵能提升芡实的 ABTS 自由基清除能力。

2.4.3　总还原能力　由图 8 可知，发酵前后的芡实提取物

和维生素 C 对铁离子的还原能力随着样品质量浓度的增

大而增加。相同质量浓度下，3 种样品对铁离子还原能力

大小为维生素 C＞发酵后的芡实提取物＞发酵前的芡实

提 取 物 ，维 生 素 C 阳 性 对 照 对 铁 离 子 的 还 原 能 力 与 发 酵

后的基本相同，大于发酵前的。因此，发酵能提升芡实的

表 4　正交试验设计及结果

Table 4　Designs and results of the orthogonal experiments

试验

号

1

2

3

4

5

6

7

8

9

k1

k2

k3

R

A

1

1

1

2

2

2

3

3

3

29.02

44.65

35.74

15.63

B

2

1

3

1

3

2

2

1

3

35.60

39.51

34.30

5.20

C

2

1

3

3

2

1

3

2

1

30.52

43.27

35.62

7.65

D

2

1

3

2

1

3

1

3

2

35.90

35.21

38.31

3.10

总黄酮含量/

（mg·g-1）

5.96

3.88

2.86

5.75

8.86

7.60

4.67

6.74

3.54

总多酚含量/

（mg·g-1）

81.06

46.40

62.50

91.45

103.60

93.18

82.58

94.13

58.14

综合

评分

37.59

21.64

27.84

41.67

48.71

43.58

37.36

43.51

26.36

表 5　正交试验方差分析†

Table 5　ANOVA of orthogonal experiment

来源

A

B

C

D

误差

总计

校正总计

平方和

737.43

88.05

493.95

31.82

111.87

25 406.50

1 463.13

自由度

2.00

2.00

2.00

2.00

9.00

18.00

17.00

均方

368.72

44.03

246.98

15.91

12.43

F 值

29.66

3.54

19.87

1.28

P 值

1.09×10-4

7.33×10-2

4.99×10-4

0.32

 †  R2=0.924，R2
Adj=0.856。

图 7　芡实的 ABTS 自由基清除率能力

Figure 7　ABTS free radical scavenging abilities of 

Euryale ferox

图 6　芡实的 DPPH 自由基清除能力

Figure 6　DPPH free radical scavenging abilities of 

Euryale ferox

图 8　芡实的总抗氧化能力

Figure 8　Total antioxidant ability of Euryale ferox
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总抗氧化能力。

3　结论

以芡实为原料，总黄酮和总多酚含量为指标，从白地

霉 S12、白地霉 S13、黑曲霉 H、青霉 Q 和酵母 A2 5 种菌种

中筛选出发酵芡实的优势菌种为黑曲霉 H，最佳芡实发酵

工 艺 条 件 为 发 酵 时 间 5 d、发 酵 温 度 35 ℃ 、料 液 比 1∶

2 （g/mL）、接种量 11%、碳源添加量 2%，此条件下总黄酮

含量为 9.036 mg/g，比发酵前提高了 6.24 倍 ，总多酚含量

为 109.284 mg/g，比 发 酵 前 提 高 了 4.68 倍 。 发 酵 后 ，芡 实

对 DPPH 自 由 基 、ABTS 自 由 基 清 除 率 的 IC50 分 别 为

0.023，0.024 mg/mL。维生素 C 阳性对照对铁离子的还原

能力与发酵后的基本相同，大于发酵前的。综上，利用微

生物对芡实原料进行发酵可提升其活性成分含量和抗氧

化能力。后续可进一步深入研究黑曲霉 H 如何通过固态

发 酵 手 段 提 高 芡 实 中 黄 酮 及 多 酚 类 物 质 的 释 放 量 ，以 及

基于发酵后芡实的功能产品开发。
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