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间型脉孢菌固态发酵对野生黑豆功能成分
和抗氧化活性的增效机制研究

翟康ꎬ刘毅飞ꎬ孙梦君ꎬＧｈａｄａ Ｓａｉｄ Ｂａｇｈｄａｄｙꎬ董明盛∗

(南京农业大学食品科学技术学院ꎬ江苏 南京 ２１１８００)

摘要:[目的]本文旨在探究间型脉孢菌发酵对野生黑豆功能成分和抗氧化活性的影响及机制ꎮ [方法]以带皮野生黑豆

(Ｇｌｙｃｉｎｅ ｓｏｊａ)为原料ꎬ采用间型脉孢菌(Ｎｅｕｒｏｓｐｏｒａ ｉｎｔｅｒｍｅｄｉａ ＨＪ ２０２２￣０６)进行固态发酵ꎬ通过测定发酵过程中间型脉孢菌

胞外酶的活性ꎬ探究其对野生黑豆功能成分生物转化的影响ꎬ并以体外抗氧化指标来衡量间型脉孢菌发酵的增效作用ꎮ
[结果]间型脉孢菌发酵过程中胞外酶(蛋白酶、α－淀粉酶、β－葡萄糖苷酶及纤维素酶)的活性显著提高ꎬ促进了多肽和氨基

酸、可提取多酚、异黄酮、类胡萝卜素、肉碱和麦角硫因等功能性物质的形成与转化ꎮ 发酵 ７２ ｈ 后ꎬ相对于未发酵野生黑豆ꎬ
多肽含量增加 ２.３５ 倍ꎬ多酚含量增加 ４３.９６％ꎬＬ－肉碱含量增加 １３.３１ 倍ꎬ异黄酮从糖苷型向苷元型高效转化(苷元型占比

从 ４.０９％提高到 ８９.３６％)ꎬ类胡萝卜素含量提高 ８３.６６％ꎬ麦角硫因和 β－胡萝卜素含量分别达到(１９３.９３±７.４０)ｍｇ􀅰ｋｇ－１和

(１６.１０±１.７５)μｇ􀅰ｇ－１ꎮ 同时ꎬ发酵显著增强了野生黑豆的抗氧化能力ꎬ其 ＤＰＰＨ、羟基自由基清除能力及还原潜力的 ＥＣ５０值

均显著降低ꎮ Ｐｅａｒｓｏｎ 相关性分析表明ꎬ麦角硫因和异黄酮苷元含量增加与抗氧化能力增强呈显著正相关(Ｒ２>０.９５)ꎮ [结论]
值间型脉孢菌固态发酵提升了野生黑豆的功能成分含量和抗氧化活性ꎬ是推动野生黑豆高值化利用的有效策略ꎮ
关键词:间型脉孢菌ꎻ野生黑豆ꎻ多酚ꎻ胞外酶ꎻ抗氧化ꎻ固态发酵
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野生大豆亦称野生豆或马料豆ꎬ是一种栽培大豆的野生近缘种ꎬ其中野生黑豆含有丰富的多酚、花青

素、蛋白质及膳食纤维等功能性成分ꎬ有开发功能食品的巨大潜力[１]ꎮ 然而ꎬ由于野生黑豆味苦质硬ꎬ食
用可接受性差ꎬ限制了其作为药食两用资源的开发利用ꎬ此外ꎬ传统加工及炮制方式(如蒸煮、烘烤、醋泡

等)对野生黑豆功能成分的保留与转化效率存在局限性ꎮ 黑豆皮中具有丰富的水溶性多酚物质ꎬ具有良

好的抗氧化、抗癌及抗炎等生物活性ꎬ但目前对于黑豆的加工通常是去皮处理ꎬ在豆油、豆腐、豆芽和其他

豆制品生产中会产生大量黑豆皮渣等副产品[２]ꎬ常被作为饲料或废弃物遗弃ꎬ造成资源浪费和环境问

题[３]ꎮ 刘芸等[４]在黑豆酸奶加工过程中ꎬ将黑豆带皮磨浆ꎬ既保留了黑豆皮的营养价值ꎬ还使产品呈淡枣

红色ꎬ别具特色ꎮ 因此ꎬ在黑豆加工中需充分利用豆皮资源ꎮ 同时ꎬ一些涉及高温的食品加工方法虽然在

一定程度上能改善黑豆的食用品质ꎬ但也伴随着热敏性营养物质的流失以及风味改善欠佳等问题[５]ꎮ Ｘｕ
等[６]研究发现ꎬ煮制过程会导致黑豆总酚含量损失 ４０％~６０％ꎮ 郭颖等[３]研究表明ꎬ焙炒会导致小粒黑大

豆的总酚、总黄酮含量以及总抗氧化能力显著降低ꎮ 此外ꎬ传统的醋泡黑豆加工多为手工作坊式操作ꎬ工
艺简单、口味单一ꎬ长期以来未能实现标准化和规模化推广[７]ꎮ 因此ꎬ开发更具优势的加工技术以提升黑

豆的营养价值和产品多样性势在必行ꎮ
固态发酵作为一种低成本、高效益的绿色生物发酵技术ꎬ不仅能够实现资源的规模化利用ꎬ还能极大

地提升食品的营养保健价值ꎬ具有广阔的开发利用前景ꎮ 该技术通过微生物在固态基质上的生长代谢活

动ꎬ促使底物发生复杂的生物转化ꎬ显著改善基质的营养与功能特性[８]ꎮ Ｑｕｅｉｒｏｚ￣Ｓａｎｔｏｓ 等[９] 通过酿酒酵

母固态发酵豆渣ꎬ发现其总酚含量和抗氧化活性显著提升ꎬ并在 β－葡萄糖苷酶的作用下ꎬ实现了异黄酮葡

萄糖苷向糖苷配基形式的生物转化ꎻＺｈａｎｇ 等[１０] 在冠突散囊菌固态发酵黑豆时发现ꎬ发酵不仅改善了黑

豆的风味品质ꎬ还促使黑豆中总多酚、类黄酮以及支链氨基酸等含量显著升高ꎬ提升了黑豆的功能特性ꎮ
因此ꎬ采用生物发酵技术来提升野生黑豆的功能成分并改善其食用价值ꎬ具有重要的应用意义与现实必

要性ꎮ
间型脉孢菌(Ｎｅｕｒｏｓｐｏｒａ ｉｎｔｅｒｍｅｄｉａ)是一种安全的可食用微生物ꎬ其菌体本身不仅含有大量的营养成

分ꎬ还像其他丝状真菌一样ꎬ具有产酶丰富、活性高等特点ꎬ其分泌的蛋白酶、淀粉酶及纤维素酶等水解酶

能降解发酵底物中的大分子蛋白、纤维素等物质[１１]ꎮ 间型脉孢菌生长迅速ꎬ能在多种农副产品中生长ꎬ通
过发酵实现对植物基质的生物转化ꎬ提高基质中活性物质的含量和功能特性[１２]ꎮ 因间型脉孢菌的无性孢

子和菌丝中积累大量类胡萝卜素而呈现出独特的红橙色ꎬ故俗称为红菌或红色面包菌ꎮ 传统上ꎬ间型脉孢

菌被广泛用于天然发酵食品ꎬ如我国福建、广西等地传统红菌豆腐以及印度尼西亚传统发酵食品“Ｏｎｃｏｍ”等
的生产和加工[１２－１３]ꎮ 近年来ꎬ间型脉孢菌被应用于豆渣、豆粕及谷物粕等副产品的发酵改性ꎬ它也是当今

真菌蛋白生产的热门菌种[１４]ꎮ 本研究以野生黑豆为原料ꎬ采用间型脉孢菌进行带皮固态发酵ꎬ利用菌丝

分泌的丰富酶系生物转化多酚、异黄酮等活性物质ꎬ并生成麦角硫因、类胡萝卜素等功能化合物ꎬ以期为野

生大豆资源的高值化利用提供理论依据和技术支撑ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 材料与仪器

野生黑豆(Ｇｌｙｃｉｎｅ ｓｏｊａ)ꎬ产自山东东营ꎬ购自老农店旗舰店ꎮ 间型脉孢菌(Ｎ􀆰 ｉｎｔｅｒｍｅｄｉａ ＨＪ ２０２２￣０６)
由南京农业大学食品科学技术学院食品微生物组实验室保存ꎬ并经宏基因组学分析鉴定ꎮ 福林酚、羧甲基

纤维素、微晶纤维素、ＤＮＳ、乙酸乙酯等试剂均为国产分析纯ꎬ购自上海麦克林生化科技有限公司ꎻＦｅＳＯ４、
ＦｅＣｌ３、水杨酸以及铁氰化钾等均为国产分析级ꎬ购自上海阿拉丁生化科技股份有限公司ꎻ麦角硫因、肉碱、
异黄酮等标准品购自上海源叶生物科技有限公司ꎻ甲醇、乙腈等均为国产色谱纯ꎬ三氯乙酸、无水乙醇均为

分析级ꎬ购自上海吉至生化科技有限公司ꎻ磺基水杨酸、ＤＰＰＨ 等均购自北京索莱宝科技有限公司ꎮ
ＳＨＰ－２５０ 型智能生化培养箱购自上海三发仪器有限公司ꎻＥｎＳｉｇｈｔ 多功能酶标仪购自珀金埃尔默公

司ꎻＬ－８９００ 氨基酸自动分析仪购自日本日立公司ꎻＡｇｉｌｅｎｔ １２６０ 型高效液相色谱仪购自美国 Ａｇｉｌｅｎｔ 公司ꎮ

１２９
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１.２　 试验方法

１.２.１　 野生黑豆的固态发酵　 野生黑豆以 １ ∶１.５ 的质量比加水ꎬ１２１ ℃灭菌 ２０ ｍｉｎꎬ添加 １％(质量分数)
乳酸ꎬ接种 ２％间型脉孢菌孢子悬浮液(１×１０６ ＣＦＵ􀅰ｍＬ－１)ꎬ拌匀后置于 ３０ ℃培养箱发酵ꎬ每隔 ２４ ｈ 取样ꎬ
重复 ３ 次ꎮ
１.２.２　 发酵过程中相关酶活性的测定　 参考 Ｂｈａｎｊａ 等[１５]的方法制备酶液ꎬ并稍作修改ꎮ 准确称取不同

发酵时间的样品放入提取瓶中ꎬ然后按料液质量比 １ ∶１０ 加入去离子水充分混合ꎬ置于 ３０ ℃水浴摇床中

１８０ ｒ􀅰ｍｉｎ－１提取 １ ｈꎻ４ ℃、８ ０００ ｒ􀅰ｍｉｎ－１离心 １０ ｍｉｎꎬ收集上清液ꎻ重复操作 ２ 次ꎬ合并上清液后用去离子

水定容ꎬ于－２０ ℃贮藏备用ꎮ 试验结果以每克发酵野生黑豆(干重)含有的酶活性表示(单位:Ｕ􀅰ｇ－１)ꎮ
蛋白酶活性的测定参照 Ｅｌｋｈａｌｉｆａ 等[１６]的方法ꎬ并稍作修改ꎮ 反应液室温下放置 ３０ ｍｉｎꎬ４ ℃、１０ ０００

ｒ􀅰ｍｉｎ－１离心 １０ ｍｉｎꎬ用紫外分光光度计测定上清液在 ２８０ ｎｍ 处的吸光值ꎮ 蛋白酶活性单位(Ｕ)定义为在

测定条件下每分钟从酪蛋白中释放 １ μｇ 酪氨酸所需的酶量ꎮ α－淀粉酶和 β－葡萄糖苷酶活性测定参照

Ｂｈａｎｊａ 等[１５]的方法ꎮ 内切葡聚糖酶活性测定参照 Ａｎｇ 等[１７]的方法ꎬ并稍作修改ꎮ 反应液于 ５０ ℃条件下

孵育 ３０ ｍｉｎꎬ以 ＤＮＳ 法测定产生的还原糖量ꎬ以高温灭活的酶液为对照ꎮ 外切葡聚糖酶活性测定参照

Ｏｌａｊｕｙｉｇｂｅ[１８]的方法ꎬ并稍作修改ꎮ 取提取的 ０.５ ｍＬ 酶液ꎬ加入 ０.５ ｍＬ 含有 １％微晶纤维素的醋酸钠缓冲

液(０.０５ ｍｏｌ􀅰Ｌ－１ꎬｐＨ５.０)ꎬ于 ５０ ℃条件下振荡反应 ６０ ｍｉｎꎬ以 ＤＮＳ 法测定产生的还原糖量ꎬ以高温灭活的

酶液为对照ꎮ
１.２.３　 多肽含量的测定　 参照 Ｗｕ 等[１９]的方法ꎬ并稍作修改ꎮ ＯＰＡ 试剂的配制:５ ｍＬ ＳＤＳ(２００ ｇ􀅰Ｌ－１)ꎬ
２００ μＬ β－巯基乙醇ꎬ２ ｍＬ 邻苯二甲醛(４０ ｍｇ􀅰ｍＬ－１)ꎬ５０ ｍＬ 硼砂(０.１ ｍｏｌ􀅰Ｌ－１)ꎬ最后以去离子水定容到

１００ ｍＬꎬ并避光保存ꎮ
１.２.４　 游离氨基酸含量的测定　 参照张浩等[２０]的方法ꎬ并稍作修改ꎮ 取 ０.５ ｇ 样品加入 １０ ｍＬ ４０ ｇ􀅰Ｌ－１磺

基水杨酸溶液ꎬ混匀ꎬ１０ ０００ ｒ􀅰ｍｉｎ－１离心 １０ ｍｉｎꎬ取上清液经 ０.２２ μｍ 微孔滤膜过滤ꎬ采用氨基酸自动分析

仪测定游离氨基酸的组成及含量ꎮ
１.２.５　 多酚含量的测定　 参照 Ｘｉａｏ 等[２１]的方法ꎬ并稍作修改ꎮ 用纯水提取不同发酵时间样品ꎬ取上清液

１ ｍＬꎬ加 ０.５ ｍＬ 福林酚溶液ꎬ反应 ３ ｍｉｎ 后加入 １.５ ｍＬ ７５ ｇ􀅰Ｌ－１ Ｎａ２ＣＯ３ 溶液ꎬ再加 ５ ｍＬ 蒸馏水稀释ꎬ混匀

后室温避光反应 １２０ ｍｉｎꎬ测定 ７６０ ｎｍ 处的吸光值ꎮ 以没食子酸系列标准溶液(０ ~ ０.１ ｍｇ􀅰ｍＬ－１)绘制标

准曲线ꎮ
１.２.６　 异黄酮含量的测定　 参照黄璐[２２]的方法ꎬ并稍作修改ꎮ 称取适量干燥的样品ꎬ加入 ８０％(体积分

数)乙醇溶液超声提取 ２ ｈꎬ离心后取上清液过 ０.２２ μｍ 有机滤膜ꎬ上机待测ꎮ 液相条件:色谱柱:ＺＯＲＢＡＸ
Ｅｃｌｉｐｓｅ Ｐｌｕｓ Ｃ１８ 色谱柱(４.６０ ｍｍ×２５０ ｍｍꎬ５ μｍ)ꎻ流动相:Ａ 相为 ０.１％(体积分数)三氟乙酸的水溶液ꎬ
Ｂ 相为乙腈ꎻ进样量:２０ μＬꎻ流速:０.８ ｍＬ􀅰ｍｉｎ－１ꎻ柱温:２５ ℃ꎻ检测器:ＤＡＤ 检测器ꎻ检测波长:２５４ ｎｍꎮ 按

照梯度洗脱:０~１０ ｍｉｎꎬ１０％Ｂꎻ１０~１２ ｍｉｎꎬ２５％Ｂꎻ１２~２５ ｍｉｎꎬ３０％Ｂꎻ２５~２６ ｍｉｎꎬ５５％Ｂꎮ
１.２.７　 类胡萝卜素和 β－胡萝卜素含量的测定　 类胡萝卜素含量的测定参照骆琴等[２３]的方法ꎬ并稍作修

改ꎮ 取干燥的发酵样品 ０.３０ ｇꎬ加入 １０ ｍＬ 丙酮－乙酸乙酯混合溶液(体积比 ２ ∶３)ꎬ超声提取 ３０ ｍｉｎꎬ然后

在室温下避光浸提 ２ ｈꎬ离心后取上清液即为类胡萝卜素浸提液ꎬ在 ４６９ ｎｍ 处测定浸提液的吸光值ꎮ 取类

胡萝卜素浸提液经 ０.２２ μｍ 有机微孔滤膜过滤后测定 β－胡萝卜素含量ꎬ液相条件参照何跃等[２４]的方法ꎮ
１.２.８　 肉碱含量的测定 　 参照詹越城等[２５] 的方法ꎬ并稍作修改ꎮ 配制浓度梯度为 ０.５、１、１０、１００、５００、
１ ０００ μｇ􀅰Ｌ－１的 Ｌ－肉碱、丙酰基肉碱和乙酰基肉碱混合标准工作液ꎬ用 ０.２２ μｍ 滤膜过滤后备用ꎮ 液相色

谱条件:色谱柱:Ａｇｉｌｅｎｔ Ｐｏｒｏｓｈｅｌｌ １２０ ＨＩＬＩＣ－Ｚ(３.０ ｍｍ×１００ ｍｍꎬ２.７ μｍ)ꎻ流动相:Ａ 相ꎬ水ꎻＢ 相ꎬ９０％乙

腈水溶液ꎻ进样量:１ μＬꎻ流速:０.３０ ｍＬ􀅰ｍｉｎ－１ꎮ 质谱条件:采用电喷雾离子源(ＥＳＩ)ꎬ正离子多反应监测模

式(ＭＲＭ)检测ꎻＩＳ 为 ４ ５００ Ｖꎻ干燥气流速:１０ Ｌ􀅰ｍｉｎ－１ꎬ干燥气温度:３５０ ℃ꎻ喷雾压力:４５ ｐｓｉꎮ
１.２.９　 麦角硫因含量的测定　 参照标准«ＮＹ / Ｔ ３８７２—２０２１ 食用菌中 Ｌ－麦角硫因的测定 超高效液相色

谱法»ꎬ并稍作修改ꎮ 准确称取干燥样品ꎬ加入 １５ ｍＬ ７０％甲醇水溶液ꎬ超声提取 ３０ ｍｉｎꎬ１０ ０００ ｒ􀅰ｍｉｎ－１离

心 １０ ｍｉｎꎬ取上清液过 ０.２２ μｍ 有机滤膜后待测ꎮ 液相色谱条件:色谱柱:ＨＩＬＩＣ 色谱柱(２.１ ｍｍ×１００
ｍｍꎬ１.７ μｍ)ꎬ或相当规格色谱柱ꎻ流动相:０.１％甲酸－乙腈溶液:０.１％甲酸水溶液(体积比 ８８ ∶１２)ꎻ流速:
０.４ ｍＬ􀅰ｍｉｎ－１ꎻ柱温:４０ ℃ꎻ波长:２６２ ｎｍꎻ进样量:３ μＬꎮ
１.２.１０　 体外抗氧化能力的测定　 称取发酵前、后干燥的样品 ０.５ ｇꎬ加入 １０ ｍＬ 纯水超声辅助提取 ２ ｈꎬ

２２９
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１０ ０００ ｒ􀅰ｍｉｎ－１离心 １５ ｍｉｎ 后取上清液为原始溶液ꎬ浓度为 ５０ ｍｇ􀅰ｍＬ－１ꎬ以此溶液分别稀释至 １０、５、２、１、
０.５、０.１、０.０５ ｍｇ􀅰ｍＬ－１用于抗氧化活性的测定ꎮ

１)ＤＰＰＨ 自由基清除能力的测定参照 Ｘｉａｏ 等[２６] 的方法ꎬ并稍作修改ꎮ 纯水代替 ＤＰＰＨ 反应液作为

对照组ꎬ纯水代替样品溶液作为空白组ꎮ
ＤＰＰＨ 自由基清除率＝(Ａ０－(Ａｉ－Ａ ｊ)) / Ａ０×１００％ (１)

式中:Ａ０ 为空白组吸光值ꎻＡｉ 为样品组吸光值ꎻＡ ｊ 为样品对照组吸光值ꎮ
２)羟基自由基清除能力的测定参照 Ｘｉａｏ 等[２６]的方法ꎬ并稍作修改ꎮ 取 ０.４ ｍＬ ９ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１硫酸亚铁

溶液和 ０.４ ｍＬ ０.０１５％(体积分数)过氧化氢溶液ꎬ再加入 ０.４ ｍＬ 水提样品溶液(０.０５~１０ ｍｇ􀅰ｍＬ－１)和 ０.４
ｍＬ ９ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１水杨酸－乙醇溶液ꎬ摇匀后在 ３７ ℃条件下水浴 ３０ ｍｉｎꎬ取出后在 ５１０ ｎｍ 波长下测定其吸光

值ꎮ 用蒸馏水取代样品重复步骤作为空白对照ꎬ按照公式计算羟基自由基清除率ꎮ
羟基自由基清除率＝(Ａ０－Ａ１) / Ａ０×１００％ (２)

式中:Ａ０ 为空白对照吸光值ꎻＡ１ 为样品吸光值ꎮ
３)还原潜力测定参考 Ｘｉａｏ 等[２６]的方法ꎮ

１.３　 数据分析

试验均为 ３ 次重复ꎬ以平均值±标准差(􀭰ｘ±ＳＤ)表示ꎮ 采用单因素方差分析对数据进行显著性分析ꎬ当
Ｐ<０.０５ 时具有显著性差异ꎻ使用 Ｏｒｉｇｉｎ ２０２４ 和 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８ 软件绘图并进行线性回归分析ꎻ采用双

尾检验确定各变量之间的皮尔逊相关系数并分析相关性ꎮ

图 １　 间型脉孢菌发酵野生黑豆过程中相关酶活性的变化

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｒｅｌａｔｅｄ ｅｎｚｙｍｅ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｄｕｒｉｎｇ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｏｆ Ｇｌｙｃｉｎｅ ｓｏｊａ ｂｙ Ｎｅｕｒｏｓｐｏｒａ ｉｎｔｅｒｍｅｄｉａ
不同小写字母表示差异显著(Ｐ<０.０５)ꎮ 下同ꎮ

Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｏｗｅｒｃａｓｅ ｌｅｔｔｅｒｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ(Ｐ<０.０５) . Ｔｈｅ ｓａｍｅ ａｓ ｆｏｌｌｏｗｓ.

２　 结果与分析

２.１　 间型脉孢菌发酵野生黑豆过程中相关酶活性变化

如图 １ 所示ꎬ蛋白酶活性在发酵前 ４８ ｈ 内快速上升ꎬ可能与这段时间内菌丝生长旺盛有关ꎬ而后趋于

平缓ꎻ发酵过程中 α－淀粉酶活性随着发酵时间的延长显著升高ꎬ发酵 ７２ ｈ 时酶活性可达(１６５.７７±４.９９)
Ｕ􀅰ｇ－１ꎬ说明间型脉孢菌在发酵过程中可能通过水解大量淀粉ꎬ为自身生长提供碳源和能量ꎮ 随着发酵时

间的延长ꎬ间型脉孢菌分泌的外切葡聚糖酶和内切葡聚糖酶活性逐渐增强ꎬ然后基本趋于平稳ꎬ发酵 ７２ ｈ
时外切葡聚糖酶和内切葡聚糖酶活性分别达到(２.０５±０.３９)和(１.９４±０.３１)Ｕ􀅰ｇ－１ꎬ说明间型脉孢菌在发酵

过程中能够破坏野生黑豆细胞壁ꎬ从而分解野生黑豆豆皮ꎮ 发酵过程中 β－葡萄糖苷酶活性随着发酵时间

的延长不断增强ꎬ发酵 ７２ ｈ 时酶活性可达(３.０７±０.３１)Ｕ􀅰ｇ－１ꎬ可水解野生黑豆基质中的葡萄糖苷键ꎮ 以上

３２９
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结果表明ꎬ间型脉孢菌在发酵野生黑豆的过程中ꎬ能够分泌大量胞外酶ꎬ通过水解底物基质ꎬ不仅为自身生

长提供能量和物质需求ꎬ还为野生黑豆中功能成分的利用和转化提供前提ꎮ
２.２　 间型脉孢菌发酵过程中野生黑豆功能成分的变化

图 ２　 间型脉孢菌发酵野生黑豆过程中多肽含量的变化

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｄｕｒｉｎｇ
ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｏｆ Ｇ􀆰 ｓｏｊａ ｂｙ Ｎ􀆰 ｉｎｔｅｒｍｅｄｉａ

２.２.１　 多肽和游离氨基酸含量的变化 　 由图 ２ 可

知ꎬ发酵前 ２４ ｈ 内多肽含量处于较低水平ꎬ且增长

速度较慢ꎬ随着发酵时间的延长ꎬ多肽含量迅速增

加ꎬ发酵 ７２ ｈ 时可达到(８０.４２±７.４３)ｍｇ􀅰ｇ－１ꎬ相比于

０ ｈ 增加了 ２.３５ 倍ꎮ 这一结果明显高于 Ｗｕ 等[１９]的

研究ꎬ其用米根霉发酵燕麦后ꎬ多肽的含量在 ７２ ｈ
内增加到 ３５６.３５ ｍｇ􀅰ｇ－１ꎬ相比于未发酵燕麦(０ ｈ)提
高了 ９.７２％ꎮ 相关关系分析表明ꎬ蛋白酶活性与多

肽含量呈显著正相关(Ｒ２ ＝ ０.９２)ꎮ 试验测得间型脉

孢菌发酵野生黑豆 １２０ ｈ 时蛋白酶活性为(１ ６３２.０８±
２９.１８)Ｕ􀅰ｇ－１ꎬ通过拟合公式计算出发酵 １２０ ｈ 时多

肽的含量为 ９３.３１ ｍｇ􀅰ｇ－１ꎬ与实际测得发酵 １２０ ｈ 时

的多肽含量(８８.２３±２.８８)ｍｇ􀅰ｇ－１相近ꎬ因此该拟合曲线具有准确性ꎮ 说明间型脉孢菌发酵野生黑豆过程

中分泌的蛋白酶具有很强的活性ꎬ能作用于野生黑豆中的大分子蛋白质ꎬ使其分解为小分子的多肽ꎮ
由表 １ 可知ꎬ间型脉孢菌发酵 ７２ ｈ 后野生黑豆的游离氨基酸总量从 ５. ７２４ ｍｇ􀅰ｇ－１ 增加到 ８. ８０９

ｍｇ􀅰ｇ－１ꎬ提高 ５３.９０％ꎬ必需氨基酸含量从 ０.５９０ ｍｇ􀅰ｇ－１增加到 ３.３０５ ｍｇ􀅰ｇ－１ꎬ提高 ４６０.１７％ꎬ其中 ３ 种支链

氨基酸(缬氨酸、亮氨酸和异亮氨酸)含量从 ０.０６８ ｍｇ􀅰ｇ－１增加到 ０.４２２ ｍｇ􀅰ｇ－１ꎬ提高 ５２０.５９％ꎬ含硫氨基酸

(甲硫氨酸和半胱氨酸)含量相对于 ０ ｈ 也提高了 ６５.０９％ꎮ 这与 Ｒｅｎ 等[５]的研究结果相似ꎬ通过灵芝发酵

也能显著增加黑豆中的游离氨基酸总量和必需氨基酸总量ꎬ发酵 １７ ｄ 与未发酵相比分别增加了 ３４.９９％
和 ７９.３９％ꎮ 上述研究结果表明ꎬ间型脉孢菌在发酵野生黑豆过程中产生大量蛋白酶ꎬ可有效降解基质中

的蛋白质ꎬ并提高发酵产物中多肽和游离氨基酸含量ꎮ
表 １　 发酵野生黑豆游离氨基酸含量的变化

Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｈｅ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｆｒｅｅ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ ｆｅｒｍｅｎｔｅｄ Ｇ􀆰 ｓｏｊａ ｍｇ􀅰ｇ－１

游离氨基酸 Ｆｒｅｅ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ　 　 未发酵野生黑豆 Ｕｎｆｅｒｍｅｎｔｅｄ Ｇ􀆰 ｓｏｊａ(ＵＦ￣ＧＳ) 发酵野生黑豆 Ｆｅｒｍｅｎｔｅｄ Ｇ􀆰 ｓｏｊａ(Ｆ￣ＧＳ)

　 必需氨基酸 Ｅｓｓｅｎｔｉａｌ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ
　 　 苏氨酸 Ｔｈｒｅｏｎｉｎｅ ０.０１８±０.００１ｂ １.４７９±０.１０８ａ

　 　 缬氨酸 Ｖａｌｉｎｅ ０.０３２±０.００２ｂ ０.２７２±０.００６ａ

　 　 异亮氨酸 Ｉｓｏｌｅｕｃｉｎｅ ０.０２２±０.００２ｂ ０.０６０±０.００４ａ

　 　 亮氨酸 Ｌｅｕｃｉｎｅ ０.０１４±０.００１ｂ ０.０９０±０.０１４ａ

　 　 甲硫氨酸 Ｍｅｔｈｉｏｎｉｎｅ ０.０１６±０.００１ｂ ０.０５１±０.００４ａ

　 　 苯丙氨酸 Ｐｈｅｎｙｌａｌａｎｉｎｅ ０.２６６±０.０１５ｂ ０.６４３±０.０７９ａ

　 　 赖氨酸 Ｌｙｓｉｎｅ ０.０８９±０.００２ｂ ０.３２５±０.０１５ａ

　 　 组氨酸 Ｈｉｓｔｉｄｉｎｅ ０.１３３±０.００３ｂ ０.３８５±０.０１１ａ

　 小计 Ｓｕｂｔｏｔａｌ ０.５９０ ３.３０５
　 其他氨基酸 Ｏｔｈｅｒ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ
　 　 天冬氨酸 Ａｓｐａｒｔｉｃ ａｃｉｄ ０.４４３±０.００４ａ ０.１４９±０.０１４ｂ

　 　 丝氨酸 Ｓｅｒｉｎｅ ０.０２９±０.００３ｂ ０.３７９±０.０２０ａ

　 　 谷氨酸 Ｇｌｕｔａｍｉｃ ａｃｉｄ ０.５４５±０.００７ｂ ２.１８１±０.０７５ａ

　 　 甘氨酸 Ｇｌｙｃｉｎｅ ０.０２７±０.００２ｂ ０.０９５±０.００４ａ

　 　 丙氨酸 Ａｌａｎｉｎｅ ０.０７９±０.００５ｂ ０.６３８±０.０１７ａ

　 　 半胱氨酸 Ｃｙｓｔｅｉｎｅ ０.１９６±０.００３ｂ ０.２９９±０.００９ａ

　 　 酪氨酸 Ｔｙｒｏｓｉｎｅ ０.２７３±０.０１６ｂ １.００９±０.２１５ａ

　 　 精氨酸 Ａｒｇｉｎｉｎｅ ３.５４２±０.０３６ａ ０.７５４±０.０６４ｂ

　 总计 Ｔｏｔａｌ ５.７２４ ８.８０９
　 　 注:同行不同小写字母表示两组间差异显著(Ｐ<０.０５)ꎮ

Ｎｏｔｅ:Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｏｗｅｒｃａｓｅ ｌｅｔｔｅｒｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｌｉｎｅ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｗｏ ｇｒｏｕｐｓ(Ｐ<０.０５) .

２.２.２　 多酚含量的变化　 如图 ３ 所示ꎬ野生黑豆中可提取多酚含量在间型脉孢菌发酵 ２４ ｈ 后明显上升ꎬ
发酵 ７２ ｈ 时增加到(１５.９７±０.１６)ｍｇ􀅰ｇ－１ꎬ相对于 ０ ｈ 增加 ４３.９６％ꎬ延长发酵时间ꎬ多酚含量趋于平衡ꎮ 说

明间型脉孢菌固态发酵可以显著增加野生黑豆可提取多酚的含量ꎮ

４２９
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多酚含量与 α－淀粉酶、β－葡萄糖苷酶、内切葡聚糖酶及外切葡聚糖酶的相关系数 Ｒ２ 分别为 ０.９５、
０.６５、０.８３ 和 ０.９９ꎮ 多酚含量变化除与 β－葡萄糖苷酶的关系相对较弱外ꎬ与其他 ３ 种酶都显著相关ꎬＲ２ 值

都大于 ０.８ꎮ 因此ꎬ野生黑豆发酵过程中 α－淀粉酶、纤维素酶和 β－葡萄糖苷酶均参与多酚类的释放ꎬ使野

生黑豆中可提取多酚物质得到富集ꎮ
２.２.３　 异黄酮组分及含量变化　 如图 ４ 所示ꎬ间型脉孢菌发酵后ꎬ野生黑豆糖苷型异黄酮逐渐下降ꎬ而苷

元型异黄酮显著上升ꎻ发酵前ꎬ野生黑豆中苷元型异黄酮含量占总异黄酮含量的 ４.０９％ꎬ发酵 ７２ ｈ 后大豆

苷元、黄豆黄素以及染料木素 ３ 种苷元型异黄酮的含量分别为(１.２４±０.０３)、(０.２７±０.０１)和(０.９２±０.０２)
ｍｇ􀅰ｇ－１ꎬ占总异黄酮含量的 ８９.３６％ꎬ大豆苷元、黄豆黄素和染料木素的含量相对于未发酵黑豆分别增加

２４.９６、８.５０ 和 ２１.４１ 倍ꎬ表明间型脉孢菌发酵促使野生黑豆中糖苷型异黄酮转变为苷元型异黄酮ꎮ 这与

Ｘｉａｏ 等[２６]的研究结果相似ꎬ经少孢根霉发酵后大豆的大豆苷元、黄豆黄素和染料木素含量分别为 ０.３０、
０.０６ 和 ０.５６ ｍｇ􀅰ｇ－１ꎬ分别比未发酵的大豆高 １３.１４、５.４９ 和 １８.７９ 倍ꎻ其认为苷元形式的增加来源于微生物

产生的 β－葡萄糖苷酶的作用ꎬ该酶可以在发酵过程中将葡萄糖苷水解成糖苷配基形式ꎮ 前面研究表明间

型脉孢菌在发酵过程中能分泌 β－葡萄糖苷酶ꎬ因此ꎬ发酵后野生黑豆中苷元型异黄酮的增加可能是 β－葡
萄糖苷酶的作用ꎮ

图 ３　 间型脉孢菌发酵野生黑豆过程中

多酚含量的变化

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｐｏｌｙｐｈｅｎｏｌ ｃｏｎｔｅｎｔ ｄｕｒｉｎｇ
ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｏｆ Ｇ􀆰 ｓｏｊａ ｂｙ Ｎ􀆰 ｉｎｔｅｒｍｅｄｉａ

图 ４　 间型脉孢菌发酵野生黑豆过程中

异黄酮含量的变化

Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｉｓｏｆｌａｖｏｎｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｄｕｒｉｎｇ
ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｏｆ Ｇ􀆰 ｓｏｊａ ｂｙ Ｎ􀆰 ｉｎｔｅｒｍｅｄｉａ

相关关系分析表明ꎬ糖苷型异黄酮含量与 β－葡萄糖苷酶活性呈负相关ꎬ相关系数 Ｒ２ 为 ０.７１ꎻ而苷元

型异黄酮含量与 β－葡萄糖苷酶活性呈正相关ꎬ相关系数 Ｒ２ 为 ０.７６ꎮ 说明异黄酮含量的变化与 β－葡萄糖

苷酶活性显著相关ꎬβ－葡萄糖苷酶催化水解基质中大分子多糖或多糖与非碳水化合物之间的糖苷键ꎬ从
而将野生黑豆中异黄酮的糖苷形式水解成糖苷配基形式ꎮ

图 ５　 间型脉孢菌发酵野生黑豆过程中类胡萝卜素和 β－胡萝卜素含量的变化

Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｃａｒｏｔｅｎｏｉｄ ａｎｄ β￣ｃａｒｏｔｅｎｅ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｄｕｒｉｎｇ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｏｆ Ｇ􀆰 ｓｏｊａ ｂｙ Ｎ􀆰 ｉｎｔｅｒｍｅｄｉａ

２.２.４　 类胡萝卜素组分及含量变化　 如图 ５ 所示ꎬ野生黑豆经间型脉孢菌发酵 ７２ ｈ 后类胡萝卜素含量可

达(６３.２３±２.４２)μｇ􀅰ｇ－１ꎬ与未发酵对照相比增加了 ８３.６６％ꎻ而野生黑豆本身不存在 β－胡萝卜素ꎬ发酵后含

量可达(１６.１０±１.７５)μｇ􀅰ｇ－１ꎮ 表明间型脉孢菌发酵通过提高类胡萝卜素含量和合成 β－胡萝卜素从而增

强了野生黑豆的营养健康功能ꎮ
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２.２.５　 肉碱化合物组成及含量变化　 如图 ６ 所示ꎬ野生黑豆经间型脉孢菌发酵后其 Ｌ－肉碱、乙酰基肉碱

(ＡＬＣ)和丙酰基肉碱(ＰＬＣ)含量显著增加(Ｐ<０.０１)ꎬ发酵 ７２ ｈ 时野生黑豆中 Ｌ－肉碱、ＡＬＣ 和 ＰＬＣ 含量分

别为(２０.８９ ± ０. ６２)、(１０. ２３ ± ０. ４９)和(０. ７６ ± ０. ０７)ｍｇ􀅰ｋｇ－１ꎬ比未发酵黑豆分别增加 １３. ３１、３３９. ９３ 和

２０.６５ 倍ꎮ 　
２.２.６　 麦角硫因含量的变化　 如图 ７ 所示ꎬ麦角硫因在间型脉孢菌发酵野生黑豆 ２４ ｈ 后开始形成ꎬ野生

黑豆本身并不存在麦角硫因ꎬ发酵 ７２ ｈ 其含量达(１９３.９３±７.４０)ｍｇ􀅰ｋｇ－１ꎮ 这一结果与 Ｒｅｋｄａｌ 等[１４] 的研

究相似ꎬ豆渣中不存在麦角硫因ꎬ经间型脉孢菌发酵后其含量达到(３７６.５４±６３.４３)ｍｇ􀅰ｋｇ－１ꎮ

图 ６　 野生黑豆发酵前后肉碱组分及含量的变化

Ｆｉｇ􀆰 ６　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｃａｒｎｉｔｉｎｅ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ ａｎｄ ｃｏｎｔｅｎｔｓ
ｏｆ Ｇ􀆰 ｓｏｊａ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ａｆｔｅｒ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ

∗∗Ｐ<０.０１. Ｔｈｅ ｓａｍｅ ａｓ ｆｏｌｌｏｗｓ.

图 ７　 间型脉孢菌发酵野生黑豆过程中麦角硫因

含量的变化

Ｆｉｇ􀆰 ７　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｅｒｇｏｔｈｉｏｎｅｉｎ ｃｏｎｔｅｎｔ ｄｕｒｉｎｇ
ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｏｆ Ｇ􀆰 ｓｏｊａ ｂｙ Ｎ􀆰 ｉｎｔｅｒｍｅｄｉａ

图 ８　 发酵野生黑豆与未发酵野生黑豆的体外抗氧化活性

Ｆｉｇ􀆰 ８　 Ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｆｅｒｍｅｎｔｅｄ Ｇ􀆰 ｓｏｊａ ａｎｄ ｕｎｆｅｒｍｅｎｔｅｄ Ｇ􀆰 ｓｏｊａ ｉｎ ｖｉｔｒｏ
　 　 Ａ. ＤＰＰＨ 自由基清除率与样品浓度的关系 Ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ ＤＰＰＨ ｒａｄｉｃａｌ ｓｃａｖｅｎｇｉｎｇ ｒａｔｅ ａｎｄ ｓａｍｐｌｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎꎻＢ. 羟基自

由基清除率与样品浓度的关系 Ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ ｈｙｄｒｏｘｙｌ ｒａｄｉｃａｌ ｓｃａｖｅｎｇｉｎｇ ｒａｔｅ ａｎｄ ｓａｍｐｌｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎꎻＣ. 还原潜力与样品浓度的

关系 Ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ ｒｅｄｕｃｉｎｇ ｐｏｗｅｒ ａｎｄ ｓａｍｐｌｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ.

２.３　 野生黑豆发酵后抗氧化能力的变化

如图 ８ 所示ꎬＵＦ￣ＧＳ 和 Ｆ￣ＧＳ 水提液的 ＤＰＰＨ 自由基清除能力均随着浓度的增加而增强ꎬ且在相同浓

度下 Ｆ￣ＧＳ 的 ＤＰＰＨ 自由基清除率高于 ＵＦ￣ＧＳꎮ ＵＦ￣ＧＳ 和 Ｆ￣ＧＳ 水提液都具有较强的羟基自由基清除能

力ꎬ且间型脉孢菌发酵后能显著提高野生黑豆的羟基自由基清除能力ꎮ 在 ０.０５ ~ １０ ｍｇ􀅰ｍＬ－１的 Ｆ￣ＧＳ 与

ＵＦ￣ＧＳ 样品浓度范围内ꎬ还原潜力(ＲＰ)与浓度呈正相关关系ꎬ且 Ｆ￣ＧＳ 水提液的 ＲＰ 显著高于 ＵＦ￣ＧＳꎮ 为

了便于比较发酵前后野生黑豆水提液的抗氧化能力ꎬ计算了各试验样品的 ＥＣ５０值(清除率为 ５０％和 ＲＰ 值

为 ０.５ 时所需样品的浓度)ꎮ 抗氧化能力与 ＥＣ５０值成反比ꎬ即检测样品的 ＥＣ５０值越低ꎬ其抗氧化效果越好ꎮ
对于间型脉孢菌发酵 ７２ ｈ 的野生黑豆ꎬ其 ＤＰＰＨ 自由基清除能力、羟基自由基清除能力以及还原潜力的

ＥＣ５０值分别为(０.６３±０.０３)、(５.１６±０.２０)和(１４.７３±０.２９)ｍｇ􀅰ｍＬ－１ꎬ显著低于未发酵野生黑豆的 ＥＣ５０值ꎮ
以上结果表明间型脉孢菌固态发酵可以显著增强野生黑豆的抗氧化活性ꎮ
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２.４　 发酵野生黑豆抗氧化活性与其活性成分的关系

由表 ２ 可见ꎬ抗氧化活性与野生黑豆中多酚、多肽、麦角硫因、Ｌ－肉碱、异黄酮苷元以及类胡萝卜素含

量均极显著相关(Ｐ<０.０１)ꎬ且野生黑豆中的这些活性物质与 ＤＰＰＨ 自由基清除能力、羟基自由基清除能

力以及还原潜力的相关系数均大于 ０.８５ꎬ其中麦角硫因和异黄酮苷元与抗氧化活性的相关系数均大于

０.９５ꎬ说明间型脉孢菌发酵野生黑豆过程中产生的多酚、多肽、麦角硫因及苷元型异黄酮等物质在野生黑

豆的抗氧化能力增强方面起重要作用ꎬ这些活性物质的含量越高ꎬ野生黑豆的抗氧化活性越强ꎮ
表 ２　 野生黑豆抗氧化活性与活性成分的皮尔逊相关系数

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｐｅａｒｓｏｎ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ｂｅｔｗｅｅｎ ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ａｃｔｉｖｉｔｙ ａｎｄ ａｃｔｉｖｅ ｉｎｇｒｅｄｉｅｎｔｓ ｏｆ Ｇ􀆰 ｓｏｊａ

指标
Ｉｎｄｅｘ

多酚
Ｐｏｌｙｐｈｅｎｏｌ

多肽
Ｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅ

麦角硫因
Ｅｒｇｏｔｈｉｏｎｅｉｎ

Ｌ－肉碱
Ｌ￣ｃａｒｎｉｔｉｎｅ

异黄酮苷元
Ｉｓｏｆｌａｖｏｎｅ ａｇｌｙｃｏｎｅ

类胡萝卜素
Ｃａｒｏｔｅｎｏｉｄ

ＤＰＰＨ ０.９５∗∗ ０.９７∗∗ ０.９８∗∗ ０.９８∗∗ ０.９８∗∗ ０.８６∗∗

􀅰ＯＨ ０.９３∗∗ ０.９６∗∗ ０.９９∗∗ ０.９８∗∗ ０.９９∗∗ ０.８８∗∗

ＲＰ ０.８８∗∗ ０.９１∗∗ ０.９６∗∗ ０.９４∗∗ ０.９６∗∗ ０.８９∗∗

　 　 注:ＤＰＰＨ:ＤＰＰＨ 自由基清除率 ＤＰＰＨ ｒａｄｉｃａｌ ｓｃａｖｅｎｇｉｎｇ ｒａｔｅꎻ􀅰ＯＨ:羟基自由基清除率 Ｈｙｄｒｏｘｙｌ ｒａｄｉｃａｌ ｓｃａｖｅｎｇｉｎｇ ｒａｔｅꎻＲＰ:还原潜力
Ｒｅｄｕｃｉｎｇ ｐｏｗｅｒ.

３　 讨论与结论

本研究通过间型脉孢菌对野生黑豆进行带皮固态发酵ꎬ系统探究了发酵过程中的产酶情况、功能成分

的动态变化及其抗氧化活性增强机制ꎮ 野生黑豆粒小质硬ꎬ带皮固态发酵不仅可以减少成本ꎬ还促进了野

生黑豆中活性物质的转化和释放ꎬ提高了野生黑豆的功能成分含量和抗氧化活性ꎮ
酶的生成通常被认为是真菌在发酵过程中的重要功能ꎬ真菌通过向胞外分泌丰富的酶系ꎬ分解基质为

自身生长繁殖提供能量和物质基础ꎬ同时催化发生复杂的代谢行为ꎬ增强底物基质的生物活性ꎮ ｄｅ Ｃａｓｔｒｏ
等[２７]在利用米曲霉发酵麦麸、豆粕、棉籽粕过程中检测到了较高的蛋白酶和 α－淀粉酶活性ꎻＭａｔｓｕｏ[２８]在

用间型脉孢菌发酵大豆和豆渣时发现ꎬβ－葡萄糖苷酶和纤维素酶活性在发酵过程中显著增强ꎮ 本研究结

果与以上研究相似ꎬ在间型脉孢菌发酵野生黑豆过程中ꎬ蛋白酶、α－淀粉酶、β－葡萄糖苷酶以及纤维素酶

活性显著增强ꎮ 多酚作为一种天然的抗氧化物质而引起人们的广泛关注ꎬ在本研究中发现ꎬ经间型脉孢菌

发酵的野生黑豆的可提取多酚含量显著增加ꎬ相比于未发酵的野生黑豆增加 ４３.９６％ꎬＬｅｅ 等[２９]研究发现

用泡盛曲霉发酵黑豆 ７２ ｈ 后多酚含量相较于未发酵黑豆增加 ６３.８６％ꎮ 通过对间型脉孢菌发酵野生黑豆

过程中多酚含量的变化与 α－淀粉酶、β－葡萄糖苷酶和纤维素酶活性的相关性分析可知ꎬα－淀粉酶、β－葡
萄糖苷酶和纤维素酶均参与酚类物质的富集ꎮ Ｂｈａｎｊａ 等[１５]研究表明米曲霉发酵小麦过程中分泌的 α－淀
粉酶和 β－葡糖苷酶与小麦多酚含量的增加密切相关ꎬ且相关系数大于 ０.９ꎻＸｉａｏ 等[２１]也指出ꎬ微生物发酵

过程中产生的各种微生物酶类如 α－淀粉酶、β－葡糖苷酶、纤维素酶等均对酚类物质的释放起促进作用ꎮ
同时ꎬ发酵野生黑豆中多肽以及异黄酮的含量也与酶活性有显著的线性相关关系ꎬ间型脉孢菌分泌的蛋白

酶可通过水解大分子蛋白质ꎬ将其转化为小分子多肽和氨基酸等ꎻ在未发酵的野生黑豆中ꎬ异黄酮主要以

糖苷型存在ꎬ虽然结构稳定ꎬ但生物利用度较低ꎬ经间型脉孢菌发酵后ꎬ且在 β－葡萄糖苷酶的作用下ꎬ糖苷

型异黄酮转化为相应的糖苷配基形式ꎬ功能活性明显增强ꎮ
间型脉孢菌发酵野生黑豆不仅可以实现对底物活性物质的生物转化ꎬ还会产生麦角硫因、类胡萝卜素

以及肉碱等功能物质ꎮ 麦角硫因是一种类氨基酸ꎬ被称为自然界最强抗氧化剂之一ꎬ由于人类不能直接合

成麦角硫因ꎬ只能通过饮食摄入ꎬ但天然食物中的麦角硫因含量较低ꎬ因此本研究为麦角硫因提供了食物

来源的新途径ꎮ 同时ꎬ间型脉孢菌发酵能提高野生黑豆中类胡萝卜素的含量ꎮ 由增长趋势可知ꎬ类胡萝卜

素和 β－胡萝卜素的含量主要集中在发酵的 ２４~７２ ｈ 富集ꎬ这一时期菌丝生长旺盛且产生大量孢子ꎬ说明

类胡萝卜素和 β－胡萝卜素的产生与间型脉孢菌的菌丝和孢子有关ꎬ这一结论与 Ｓｔａｒｚｙńｓｋ￣Ｊａｎｉｓｚｅｗｓｋａ
等[３０]的研究结果相似ꎮ ２ 种短链肉碱酯 ＡＬＣ 和 ＰＬＣ 与 Ｌ－肉碱一起ꎬ形成内源性肉碱库ꎬ在间型脉孢菌发

酵野生黑豆过程中ꎬ３ 种肉碱含量均显著增加ꎬ这与 Ｐａｒｋ 等[３１]研究结果相似ꎮ Ｌ－肉碱对减肥和促进身体

运动机能具有增效作用ꎬ且由于其有效的抗氧化活性ꎬ能最大限度地减少因自由基引起的与年龄相关的疾

病ꎮ 同时ꎬ有证据表明ꎬ短链肉碱酯ꎬ尤其是 ＰＬＣ 似乎比 Ｌ－肉碱具有显著的治疗优势[３２]ꎮ
间型脉孢菌固态发酵野生黑豆不仅提高了野生黑豆中功能活性物质的含量ꎬ还显著增强了野生黑豆

的抗氧化能力ꎮ 本研究结果表明ꎬ间型脉孢菌发酵的野生黑豆ꎬ其水提液的 ＤＰＰＨ 自由基清除能力、羟基

７２９
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自由基清除能力和还原潜力均强于未发酵野生黑豆ꎮ Ｓｉｎｇｈ 等[３３] 研究表明固态发酵能显著提高样品中

ＤＰＰＨ 自由基清除能力ꎬ且这种较高的抗氧化活性与发酵后酚类化合物的富集密切相关ꎻＣｈａｎｄｒａｓｅｋａｒａ
等[３４]指出ꎬ样品提取液中存在的酚类化合物是有效的亚铁离子螯合剂ꎬ而亚铁离子是产生羟基自由基的

关键因素ꎬ因此ꎬ样品表现出的羟基自由基清除活性ꎬ可能源于对羟基自由基的直接清除作用ꎬ或通过螯合

亚铁离子ꎬ抑制羟基自由基的生成ꎻ同样ꎬＣｈｉ 等[３５]研究表明通过芽胞杆菌固态发酵可以提高豆粕的还原

潜力ꎬ且还原潜力的提高主要归因于发酵过程中多酚物质和多肽含量的增加ꎮ 因此ꎬ间型脉孢菌发酵野生

黑豆的抗氧化能力增强可能是发酵后多酚等物质富集的作用ꎮ 同时ꎬ采用皮尔逊双变量相关性分析了抗

氧化能力与多酚、多肽、麦角硫因、肉碱、异黄酮苷元以及类胡萝卜素之间的相关性ꎬ结果表明野生黑豆的

抗氧化能力与这些活性物质显著相关ꎬ且相关系数均大于 ０.８５ꎮ Ａｌｂｉｓｈｉ 等[３６]指出ꎬ提取物中多酚物质的

含量和其抗氧化活性呈现密切的正相关关系ꎮ Ｂｈａｔｔａｃｈａｒｙａ 等[３７]研究发现蘑菇提取物中的麦角硫因浓度

与 ＤＰＰＨ 自由基清除能力存在正相关关系(Ｒ２ ＝ ０.９４)ꎮ Ｇｕｚｍ􀅡ｎ￣Ｏｒｔｉｚ 等[３８]也发现大豆发芽过程中异黄酮

的含量与抗氧化能力存在显著的正相关关系ꎮ 因此ꎬ发酵野生黑豆的抗氧化活性主要与其所含的多酚、麦
角硫因、异黄酮苷元及多肽等活性物质有关ꎬ且这些活性物质的含量越高ꎬ其抗氧化能力就越强ꎮ

综上所述ꎬ本研究系统阐明了间型脉孢菌发酵对野生黑豆功能成分和抗氧化活性的增效机制ꎬ为其在

功能性食品开发中的高值化利用提供了理论依据和技术支撑ꎮ
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