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曲霉液态发酵制备藜麦肽及其抗氧化活性研究 

李钰洋, 叶春江*, 王元秀* 
 (济南大学生物科学与技术学院, 济南  250022) 

摘  要: 目的  研究曲霉液态发酵条件对藜麦肽得率的影响, 通过单因素实验和正交实验优化藜麦肽发酵液

制备工艺, 并对优化后的藜麦发酵液进行抗氧化活性研究。方法  以藜麦为原料, 经过糖化、液化后, 采用单

因素实验考察黑曲霉和米曲霉的接种比例、接种量、发酵时间、料液比对藜麦发酵液中肽得率的影响, 通过正

交实验以发酵液藜麦肽得率为指标, 对藜麦肽的发酵工艺进行优化, 并对优化后的藜麦发酵液进行 1,1-二苯基

-2-三硝基苯肼(1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl, DPPH)自由基清除、羟自由基清除以及超氧阴离子清除能力的研究。

结果  制备藜麦肽发酵液的最佳条件为黑曲霉与米曲霉接种比例为 1:2、接种量 8%、料液比 7%、发酵时间 48 h, 

在此条件下藜麦发酵液中多肽得率为 37.73%±0.70%, 其中藜麦肽发酵液对羟自由基清除率的半抑制浓度(half 

maximal inhibitory concentration, IC50)为 89.02 μg/mL, 对 DPPH 自由基清除率的 IC50为 403.2 μg/mL, 对超氧阴离

子自由基清除率的 IC50 为 568.44 μg/mL, 其清除率分别为 92.34%、87.56%、67.50%。结论  经过曲霉发酵有

利于藜麦大分子的降解和小分子的转化, 可得到富含小肽并具有抗氧化功能的藜麦产品, 为以后藜麦发酵产

品的开发提供数据参考。 
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Preparation of Chenopdium quinoa Wild peptide by Aspergillus liquid 
fermentation and study on its antioxidant activity 

LI Yu-Yang, YE Chun-Jiang*, WANG Yuan-Xiu* 
(School of Biological Science and Technology, University of Ji’nan, Ji’nan 250022, China) 

ABSTRACT: Objective  To study the effects of liquid fermentation conditions of Aspergillus on the yield of 
Chenopdium quinoa Wild peptides, to optimize the preparation process of Chenopdium quinoa Wild fermentation 
broth by one-way and orthogonal tests, and to investigate the antioxidant activity of the optimized Chenopdium 
quinoa Wild fermentation broth. Methods  Chenopdium quinoa Wild was used as raw material, after 
saccharification and liquefaction, a single factor experiment was used to investigate the effects of inoculation ratio, 
inoculation amount, fermentation time and solid-liquid ratio of Aspergillus niger and Aspergillus oryzae on the 
polypeptide content in Chenopdium quinoa Wild fermentation broth. The orthogonal experiment was used with the 
polypeptide yield of Chenopdium quinoa Wild fermentation broth as an indicator to optimize the fermentation process 
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of Chenopdium quinoa Wild peptide, the optimized Chenopdium quinoa Wild fermentation broth was also studied for 
1,1-diphenyl-2-trinitrophenylhydrazine (DPPH) radical scavenging, hydroxyl radical scavenging, and superoxide 
anion scavenging capacity. Results  The optimal conditions for preparing Chenopdium quinoa Wild peptide 
fermentation broth were an inoculation ratio of 1:2 between Aspergillus niger and Aspergillus oryzae, an inoculation 
amount of 8%, a feed to liquid ratio of 7%, and a fermentation time of 48 hours. Under these conditions, the peptide 
yield in Chenopdium quinoa Wild fermentation broth was 37.73%±0.70%, and the half maximal inhibitory 
concentration (IC50) of Chenopdium quinoa Wild peptide fermentation broth was 89.02 μg/mL for hydroxyl radical 
scavenging, 403.2 μg/mL for DPPH radical scavenging, and 568.44 μg/mL for superoxide anion radical scavenging, 
with scavenging rates of 92.34%, 87.56%, and 67.50%, respectively. Conclusion  After Aspergillus fermentation is 
conducive to the degradation of Chenopdium quinoa Wild macromolecules and the transformation of small 
molecules, Chenopdium quinoa Wild products rich in small peptides and antioxidant function can be obtained, 
providing data reference for the development of Chenopdium quinoa Wild fermentation products in the future. 
KEY WORDS: Chenopdium quinoa Wild; Chenopdium quinoa Wild fermentation broth; Chenopdium quinoa Wild 

peptide; Aspergillus 
 
 

0  引  言 

藜麦(Chenopdium quinoa Wild), 苋科藜属植物, 原产

于南美洲安第斯山脉高原地区, 具有大约 5000~7000 年的

种植历史[1]。藜麦是全谷全营养完全蛋白碱性食物, 与小

麦、水稻等传统粮食作物相比富含优质蛋白、多不饱和脂

肪酸、膳食纤维、维生素和矿物质[2–4], 是联合国粮农组织

推荐的唯一全营养食品[5]。藜麦蛋白质的氨基酸组成接近

于酪蛋白, 是优质的植物蛋白资源[6], 几乎不含各类麸质成

分, 使藜麦成为一种良好的无麸质替代品[4], 适合乳糜泻患

者食用[7]。此外, 藜麦还含有多酚、黄酮、皂苷、植物甾醇

等多种功能活性成分, 因此藜麦种子具有一系列生物活性, 
如抗氧化、降血糖、免疫调节、降血脂等功能[8–11]。 

研究表明, 以藜麦蛋白制备的藜麦肽具有抗氧化、抗

菌、免疫调节、降血压以及血糖调节等功能。王雷等[12]采

用乳酸菌对藜麦粉进行发酵并鉴定出氨基酸序列为

LENSGDKKY 的抗氧化肽。周浩纯等[13]经液相色谱-质谱法

(high performance liquid chromatography-mass spectrometry, 
HPLC-MS)鉴定筛选出藜麦肽段 MMFPH, 在质量浓度为

0.5 mg/mL 时淀粉酶抑制活性为 66.41%, 具有明显的降血

糖作用。VILCACUNDO 等[14]从体外模拟藜麦蛋白消化物

中分离出 17 种具有抗癌生物活性的肽, 另外采用胃蛋白

酶对藜麦进行体外模拟消化后检测得到的藜麦肽含有

38.87%的疏水性氨基酸, 能够有效抑制血管紧张素转化酶

(angiotensin I-converting enzyme, ACE)的活性。此外藜麦水

解肽在抗炎、降胆固醇等方面均表现出积极作用[15–16]。 
微生物发酵能够有效地分解和转化生物大分子并产

生酶和各种次级代谢产物, 通过降解抗营养物质、产生有

益的成分来改善食品的营养特性[17]。且微生物发酵法工艺

简单、价格低廉, 更易实现工业化大规模生产[18], 可产生

酒精、乳酸等风味物质, 能直接掩盖苦味。研究表明, 通
过微生物发酵法制备的小肽产品的颜色、风味、适口性及

营养均优于酶解法制备的产品[19]。藜麦富含碳水化合物和

蛋白质这一特性可使藜麦本身作为发酵原料, 目前常用的

发酵菌种有枯草芽胞杆菌、乳酸菌、曲霉菌等。王姣琳等[20]、

俞瑜媛等[21]采用混合发酵藜麦制备藜麦 ACE 抑制肽, 经过

对发酵条件的优化后 ACE 抑制率分别可达 83.13%和

64.22%。延莎等[22]对比了不同菌种(酵母菌、植物乳杆菌

及其混合菌)发酵对藜麦蛋白质水解及脂质变化的影响 , 
为藜麦发酵食品的开发提供理论参考。李帅等[23]探究利用

益生菌发酵藜麦制备 ACE 抑制肽 , 其抑制率可达

90.41%±0.16%, 通过分离纯化得到两条 ACE 抑制肽

NIFRPFAPEL 和 AALEA-PRILNL, 可用于降血压功能食

品或者药品的开发。 
黑曲霉和米曲霉是国际公认的美国食药局评价食品

添加剂安全性指标(generally recognized as safe, GRAS)菌
株, 具有极强的糖化酶和蛋白酶生成能力[24], 除此之外还

可以产生淀粉酶、糖化酶、纤维素酶、植酸酶等, 因此被

广泛用于干腌食品加工与发酵过程[25–27]。发酵过程中曲霉

所产生的物质可以将原料中的大分子物质降解为葡萄糖、

麦芽糖、低肽、氨基酸等小分子类物质[28–29], 也丰富了藜

麦发酵液中的营养物质成分。近年来, 藜麦因其具有较高

的营养价值和健康功效, 得到众多专家学者的青睐, 但目

前对于曲霉菌发酵藜麦制备藜麦肽的相关报道较少。本研

究以藜麦为原料, 在糖化、液化处理之后, 利用米曲霉和

黑曲霉单独和混合发酵以及酵母发酵来制备肽含量相对较

高的藜麦发酵液, 并以肽得率为指标用单因素实验和正交

实验进行藜麦发酵工艺的优化, 最后对最优发酵条件下的

藜麦发酵液进行抗氧化活性分析, 为以后藜麦发酵产品的

开发提供数据参考。 
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1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

藜麦种子购于山东藜源食品有限责任公司; 黑曲霉

和米曲霉购于济宁玉园生物科技有限公司; 活性干酵母购

于安琪酵母股份有限公司。 
葡萄糖(分析纯, 国药集团化学试剂有限公司); 酵母

粉(OXOID)、蛋白胨(OXOID)、马铃薯浸粉、3,5-二硝基水

杨酸(3,5-dinitrosalicylic acid, DNS)试剂、福林酚试剂(生物

试剂, 上海源叶生物科技有限公司); 琼脂粉(生物试剂, 北
京索莱宝科技有限公司); 中温 α-淀粉酶(3700 U/g)、糖化

酶(100000 U/g)(北京奥博星生物技术有限责任公司); 考马

斯亮蓝(分析纯, 济南朋远生物科技有限公司); 磷酸、水合

茚三酮(分析纯, 上海麦克林生化科技股份有限公司); 三
氯乙酸(分析纯 , 天津市北联精细化学品开发有限公司); 
无水乙醇(分析纯, 天津富宇试剂有限公司); 磷酸二氢钾、

七水硫酸镁(分析纯, 上海国药集团化学试剂有限公司); 
1,1-二苯基 -2-三硝基苯肼 (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl, 
DPPH)自由基清除能力试剂盒、羟自由基测定试剂盒、抑

制与产生超氧阴离子自由基测定试剂盒(南京建成生物工

程研究所)。 

1.2  仪器与设备 

ZHTY-50S 振荡培养箱 (上海知楚仪器有限公司 ); 
DXL60A 全自动高压蒸汽灭菌锅(山东德祥仪器有限公司); 
DRHH-S4 数显恒温水浴锅(上海双捷实验设备有限公司); 
UV-5100B 型紫外可见分光光度计(上海元析仪器有限公

司); iCEN-24 高速冷冻离心机(杭州奥盛仪器有限公司); 
GZX-9023MBE 电热鼓风干燥箱(上海博讯实业有限公司医

疗设备厂); 1510-01653 酶标仪(美国 Thermo Fisher Scientific
公司); JYJ-C022E 九阳料理机(济南九阳股份有限公司); 
FA1104 型电子天平(精度 0.0001 g, 上饶市鸿翔实业有限公

司); MVS-1 旋涡混合器(北京金北德工贸有限公司)。 

1.3  方  法 

1.3.1  藜麦基本成分的测定 
水分采用 GB 5009.3—2016《食品安全国家标准 食品

中水分的测定》中直接干燥法测定 ; 蛋白质参照 GB 
5009.5—2016《食品安全国家标准 食品中蛋白质的测定》

中凯氏定氮法测定; 淀粉参照 GB 5009.9—2016《食品安全

国家标准 食品中淀粉的测定》中酸水解法测定; 脂肪参照

GB 5009.6—2016《食品安全国家标准 食品中脂肪的测定》

中索氏提取法测定。 
1.3.2  培养基 

黑曲霉、米曲霉均使用马铃薯葡萄糖琼脂培养基

(potato dextrose agar medium, PDA), 配制如下: 马铃薯浸

粉 1 g, 葡萄糖 2 g, 磷酸二氢钾 0.3 g, 七水硫酸镁 0.15 g, 
pH 6.0±0.2 (25 ℃)溶于 100 mL 水, 121 ℃、20 min 灭菌后

使用。 
面包酵母使用酵母浸出粉胨葡萄糖培养基 (yeast 

extract peptone dextrose medium, YPD), 配制如下: 酵母浸

粉 1 g, 蛋白胨 2 g, 溶于 90 mL 水, 121 ℃, 20 min 灭菌, 葡
萄糖 2 g, 溶于 10 mL, 115 ℃、30 min 灭菌后与上述培养基

混合。 
1.3.3  菌种活化 

曲霉菌活化: 将黑曲霉和米曲霉的斜面保藏菌种分

别转接到液体培养基中, 放入转子在磁力搅拌器上搅拌 3 h
打散孢子, 之后于 28 ℃、200 r/min 条件下振荡培养 24~48 h
得到活化的菌液用于发酵[30–31]。 

活性干酵母活化: 取 1 g 活性干酵母, 用 50 mL 浓度

为 2%的蔗糖溶液在 30 ℃条件下恒温活化 30 min 后, 按照

10%的接种量接入 YPD 液体培养基于 28 ℃、180 r/min 条

件下振荡培养 24~48 h, 得到活化的菌液用于发酵。 
1.3.4  藜麦预处理 

选用颗粒饱满、无病变、无虫害、无杂味、没有霉变

的藜麦米, 以免影响发酵液的风味, 然后挑除藜麦米中的

杂质, 用粉碎机粉碎后过 60 目筛备用。 
1.3.5  藜麦发酵液的制备 

称取粉碎后的藜麦粉 5 g 放入 250 mL 锥形瓶中并加

入 100 mL 蒸馏水后充分混匀, 调节最适 pH, 添加藜麦质

量分数 1%的 α-淀粉酶于 60 ℃水浴酶解 40 min 后升温至

100 ℃, 灭酶 10 min, 待酶解液冷却后添加藜麦质量分数

1%的糖化酶, 继续在 60 ℃水浴中酶解 40 min, 酶解后发

酵液经高温高压灭菌 , 随后接种黑曲霉与米曲霉 , 置于

180 r/min 摇床中 30 ℃恒温振荡发酵一定时间, 发酵结束

后 121 ℃灭菌 20 min, 待发酵液冷却后接种 10%酵母菌液, 
于 180 r/min摇床 30 ℃培养一定时间, 最后再进行高温高压

灭菌处理, 取冷却后发酵液于 10000 r/min 离心 10 min, 保
留上清液, 并储存在 4 ℃备用。藜麦发酵流程图详见图 1。 

 

 
 

图 1  藜麦发酵流程图 
Fig.1  Chenopdium quinoa Wild fermentation flow chart 
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1.4  藜麦发酵工艺单因素实验  

选取接种量(0%、4%、6%、8%、10%、12%)(固定水

平为 10%)、发酵时间(24、36、48、60、72、84 h)(固定水

平为 72 h)、接种比例(黑曲霉单独发酵、米曲霉单独发酵、

黑曲霉与米曲霉接种量比例: 1:2、1:1、2:1)(固定水平为黑

曲霉与米曲霉接种量比例=1:2)、料液比(1%、3%、5%、7%、

10%)(固定水平为 5%) 4 个因素的各个水平进行单因素实

验, 通过对各个条件下制备的藜麦发酵液的肽含量进行测

定, 计算肽得率选取较优的条件进行正交实验。 

1.5  藜麦发酵工艺条件的正交优化实验 

在单因素实验基础上, 以发酵时间、接种量、接种比

例、料液比为考察因素, 选取 4 个实验因素中各自较优的

3 个水平, 以藜麦发酵液肽得率为评价指标, 采用 L9(34)正
交实验设计, 确定最佳发酵工艺, 因素水平见表 1。 

 
表 1  正交实验因素水平表 

Table 1  Orthogonal test factor level table 

水平 
因素 

A(接种量) 
/% 

B(料液比) 
/% 

C(接种比例) D(发酵时间)
/h 

1 6 5 黑曲霉 48 
2 8 7 黑曲霉:米曲霉=1:1 60 

3 10 10 黑曲霉:米曲霉=1:2 72 

 
1.6  计  算 

1.6.1  肽含量测定 
采用三氯乙酸沉淀结合福林-酚法[32]并稍作修改测定

肽含量。取 2.5 mL 样品溶液, 加入 2.5 mL 10%的三氯乙酸

水溶液, 于漩涡混合仪上混合均匀, 静置 10 min, 然后在

4000 r/min 下离心 15 min, 取上清稀释一定倍数后, 取 1 mL
稀释液, 加入 5 mL 碱性铜溶液混匀, 室温静置 10 min, 加
入 0.5 mL 福林酚试剂, 混匀后置于 30 ℃水浴 30 min, 在
500 nm 下测定吸光值。以牛血清蛋白为标准品制作标准

曲线 , 从标准曲线求出可溶性肽浓度并计算肽得率

(%)[公式(1)]:  

 肽得率/%= c v
m
× ×100%    (1) 

式中: c-上清液中肽的质量浓度, mg/mL; v-溶解样品提取

肽所用蒸馏水体积, mL; m-原料测定样品质量, g。 
1.6.2  蛋白酶活测定 

采用 GB/T 23527—2009《蛋白酶制剂》测定蛋白酶

活[公式(2)]:  

 蛋白酶活/(U/mL)= 4
10

A V n
m

× × ×
×

    (2) 

式中: A-由标准曲线得出的样品最终稀释液的活力, U/mL; 
V-溶解样品所使用的容量瓶的体积, mL; 4-反应试剂的总

体积, mL; n-样品的稀释倍数; m-样品的质量, g; 10-反应时

间, min。 
1.6.3  抗氧化活性的研究 

(1) DPPH 自由基清除能力的测定 
配制不同质量浓度的藜麦发酵液、不同质量浓度的维

生素 C (vitamin C, VC)溶液(200、268、400、800、1000 μg/mL), 
DPPH 自由基清除率的测定参照试剂盒说明书步骤进行, 
在 517 nm 处测定吸光值并计算 DPPH 自由基清除率[公
式(3)]:  

DPPH 自由基清除率/%= (1 )
−

−
A A

A
对照测定

空白

×100%  (3) 

式中: A 测定-样品组吸光值; A 对照-对照组吸光值; A 空白-空白组

吸光值。 
(2)羟自由基清除能力的测定 
配制不同质量浓度的藜麦发酵液、不同质量浓度的

VC 溶液(80、100、130、200、400 μg/mL), 羟自由基清除

率的测定参照试剂盒说明书步骤进行, 在 550 nm 处测定

吸光值并计算羟自由基清除率[公式(4)]:  

 羟自由基清除率/%=
−

−

B B

B B
对照 测定

对照 空白

×100%    (4) 

式中: B 对照-对照组吸光值; B 测定-样品组吸光值; B 空白-空白组

吸光值。 
(3)超氧阴离子自由基清除能力的测定 
配制不同质量浓度的藜麦发酵液、不同质量浓度的

VC 溶液(80、200、400、800、1000 μg/mL), 超氧阴离子

自由基清除率的测定参照试剂盒说明书步骤进行 , 在

550 nm 处测定吸光值并计算超氧阴离子自由基清除率[公
式(5)]:  

 超氧阴离子清除率/%=
−C C

C
对照 测定

对照

×100%   (5) 

式中: C 对照-对照组吸光值; C 测定-样品组吸光值。 

1.7  数据处理 

采用 SPSS Statistics 26.0 软件进行统计学分析, 用
Origin 2019 软件绘制相关图表。 

2  结果与分析 

2.1  藜麦基本成分含量分析 

由表 2 可知, 藜麦蛋白含量为 14.00%±0.14%, 正如报

道中所说藜麦的蛋白质含量远高于大麦(11.00%)、水稻

(7.50%)和玉米(13.40%), 与牛肉蛋白质含量(15.40%)相当, 
是优质的植物蛋白来源[33]。藜麦脂肪含量为 6.75%±0.21%, 
与燕麦相近, 报道中表明藜麦中脂肪主要分布在胚乳和胚, 
且不饱和脂肪酸占脂肪酸的 84.83%~89.42%[34], 由于富含

不饱和脂肪酸, 藜麦油脂类似于玉米和大豆油, 因此可被
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视为高质量的油料原料, 具有潜在应用价值。藜麦淀粉含

量占 66.20%±2.14%, 藜麦淀粉具有出色的加工品质, 在食

品工业中具备广阔的发展前景。并且研究表明藜麦粉中含

量较多且丰富的微量元素例如镁、钾、锌等, 因此, 藜麦

是一种安全且营养丰富的谷物产品。 
 

表 2  藜麦基本成分含量(%) 
Table 2  Basic component content of Chenopdium quinoa Wild (%) 

成分 蛋白质 脂肪 水分 淀粉 

藜麦 14.00±0.14 6.75±0.21 3.65±0.21 66.20±2.14
 

2.2  蛋白酶酶活测定结果分析 

表 3 是黑曲霉与米曲霉单独发酵藜麦 48 h 时所测蛋

白酶酶活, 与未接种曲霉的藜麦料液相比, 接种曲霉的发

酵液中蛋白酶酶活均有所提高, 表明藜麦料液在接种曲霉

后有利于曲霉菌产生蛋白酶。发酵过程中, 黑曲霉与米曲

霉均可以产生酸性蛋白酶、中性蛋白酶和碱性蛋白酶, 其
中碱性蛋白酶呈现最高活性 , 分别是 334.67 U/mL 和

215.23 U/mL, 说明曲霉菌在发酵藜麦时能够释放具有不

同活性的蛋白酶, 且不同菌种及其混合比例会进一步影响

蛋白酶的活性, 从而有利于藜麦蛋白的发酵酶解。 
 

表 3  蛋白酶酶活(U/mL) 
Table 3  Protease activity (U/mL) 

蛋白酶酶

活 
酸性蛋白酶酶活 中性蛋白酶酶活 

碱性蛋白酶酶

活 

未接种 0 0 0 

米曲霉 28.53±1.56 40.63±1.90 215.23±3.50

黑曲霉 52.17±1.50 99.07±1.30 334.67±1.60

 
2.3  藜麦发酵工艺单因素实验结果分析 

2.3.1  曲霉接种比例对肽得率的影响 
由图 2 可知, 黑曲霉单独发酵后的藜麦发酵液中肽得

率最高为 31.35%, 黑曲霉与米曲霉接种比例为 1:1 时, 藜
麦发酵液中肽得率为 25.19%, 其次由黑曲霉与米曲霉接种

比例为 1:2 和 2:1 发酵而成的藜麦发酵液中肽得率分别为

23.37%、23.36%, 其中藜麦发酵液肽得率最低为 20.84%, 是
由米曲霉单独发酵所得。由于黑曲霉所产蛋白酶的酶活比米

曲霉所产蛋白酶酶活较高, 因此对蛋白的水解能力强, 由黑

曲霉单独或者混合发酵效果比米曲霉效果好。综上选择黑曲

霉单独发酵、黑曲霉与米曲霉接种比例为 1:1 以及黑曲霉与

米曲霉接种比例为 1:2 此 3 个因素进行正交实验优化。 
2.3.2  曲霉接种量对肽得率的影响 

由图 3 可知, 藜麦发酵液的肽得率随着曲霉接种量的

增加呈现逐渐上升又下降的趋势, 在曲霉接种量为 10%时, 
藜麦发酵液中肽得率达到最大值为 22.97%。与未接种的藜

麦料液相比, 接种曲霉有利于藜麦发酵液中肽的产生和累

积, 丰富了发酵液中的成分, 菌种接种量的增加使菌体数

量增多, 会产生更多酶对藜营养物质进行降解从而产生更

多的肽以及降解物, 因此, 确定菌种接种量 6%、8%、10%
作为正交实验的 3 个水平。 

 

 
 

图 2  接种比例对肽得率的影响 
Fig.2  Effects of inoculation ratio on the yield of peptides 

 

 
 

图 3  接种量对肽得率的影响 
Fig.3  Effects of inoculum amount on the yield of peptides 

 
2.3.3  藜麦料液比对肽得率的影响 

如图 4 所示, 随着藜麦料液比的增加, 藜麦发酵液中

肽得率呈现先上升后下降的趋势, 料液比为 7%时, 发酵液

中肽得率最高为 25.85%, 之后随着料液比增加后, 发酵液

的肽得率呈缓慢下降趋势。当料液比较低时, 藜麦原料较

少, 营养物质不足以供菌体利用, 不利于菌体生长繁殖, 
曲霉产酶量较少, 同时水添加量较多, 使营养物质浓度较

低, 故肽含量低; 当料液比较高时, 发酵基质含水量较少, 
曲霉生长需要水分, 因此不利于菌的生长繁殖, 如果料液

比过低水分供应就会不足, 且料液黏稠度增加, 通气量也

会受影响, 而曲霉生长是好氧气的, 由此曲霉生长会受抑
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制进而影响发酵结果, 肽含量会下降[35]。由此选择料液比

5%、7%、10%作为正交实验优化水平。 
 

 
 

图 4  料液比对肽得率的影响 
Fig.4  Effects of material liquid ratio on the yield of peptides 

 
2.3.4  藜麦发酵时间对肽含量的影响 

如图 5 所示, 随着曲霉发酵时间的增加, 藜麦发酵液

中肽得率呈现上升又下降的趋势, 在曲霉发酵 72 h 时, 藜
麦发酵液的肽得率最高为 27.81%, 而发酵 24 h 时, 藜麦发

酵液肽得率呈最低为 18.6%。发酵初期时间较短, 曲霉菌

生长不充分 , 次级代谢产物合成量较低 [2], 肽含量较低 , 
随着发酵时间的延长, 曲霉菌数量增多, 可充分利用藜麦

料液中碳水化合物和蛋白质等营养成分, 产生一部分肽、

氨基酸和氨基酸代谢物, 丰富了发酵液中活性成分[36]。因

此选择发酵时间 48、60、72 h 作为正交实验的 3 个水平。 

2.4  藜麦发酵工艺正交实验结果分析 

根据单因素实验结果, 以藜麦发酵液肽得率为评价

指标, 对接种量、料液比、接种比例、发酵时间进行 4 因

素 3 水平的正交实验设计, 正交实验结果见表 4 和表 5, 如
表 5 所示, 基于藜麦发酵液肽得率建立的模型 P<0.01, 表
明该模型显著, 说明该模型拟合程度较好, 根据结果表明, 
4 个因素对藜麦发酵液肽得率均有显著影响。按极差大小

顺序或 F 大小顺序排出各因素对藜麦发酵液肽得率的影响

顺序为: D>C>B>A, 即发酵时间>接种比例>料液比>接种

量, 由 k 值得到藜麦发酵工艺最优组合条件为: A2B1C1D1。

结合实验结果, A2B2C3D1 和 A2B1C1D1 均可作为最优水平组

合。 

 

 
 

图 5  发酵时间对肽得率的影响 
Fig.5  Effects of fermentation time on the yield of peptides 

 
通过对两个最优组合的发酵条件进行验证实验, 结

果 发 现 A2B2C3D1 和 A2B1C1D1 的 肽 得 率 分 别 为

37.73%±0.70%和 36.33%±0.65%, 故选取 A2B2C3D1 作为最

优藜麦发酵条件, 即接种量 8%、料液比 7%、黑曲霉与米

曲霉接种比例为 1:2、发酵时间 48 h。 
 

表 4  正交实验直观分析表 
Table 4  Orthogonal experiment visual analysis table 

实验号 A B C D 肽得率/% 

1 1 1 1 1 36.48 
2 1 2 2 2 16.80 
3 1 3 3 3 24.06 
4 2 1 2 3 27.31 
5 2 2 3 1 37.54 
6 2 3 1 2 23.12 
7 3 1 3 2 22.62 
8 3 2 1 3 28.47 
9 3 3 2 1 26.03 

k1 25.780 28.803 29.357 33.350  

k2 29.323 27.603 23.380 20.840  

k3 25.707 24.403 28.073 26.613  

R  3.616  4.400  5.977 12.502  
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表 5  正交实验方差分析表 
Table 5  Orthogonal test analysis of variance table 

方差来源 偏差平方和 自由度 均方 F 显著性 

校正模型  1004.833 8   125.604   389.301 <0.001 

截距 19656.296 1 19656.296 60923.232 <0.001 

A    68.393 2    34.197   105.990 <0.001 

B    90.097 2    45.048   139.624 <0.001 

C   165.672 2    82.836   256.744 <0.001 

D  6880.671 2   340.336  1054.845 <0.001 

误差     5.808 18     0.323   

总计 20666.937 27    

修正后总计  1010.641 26    

注: R2=0.994(调整后 R2=0.9920)。 

 

2.5  藜麦发酵液抗氧化活性分析 

2.5.1  DPPH 自由基清除能力 
DPPH(二苯代苦味酰自由基)在有机溶剂中是一种稳

定的自由基[37], 深紫色, 在 517 nm 有强吸收。有自由基清

除剂存在时, DPPH 的单电子被配对, 而使其颜色变浅, 最
大吸收波长处的吸光度变小, 且这种颜色变浅的程度与配

对电子数是成化学计量关系的。因此, 用该波长处的吸收可

检测自由基的清除情况, 从而评价实验样品的抗氧化能力。抗

氧化剂清除 DPPH 的清除率越高表明其抗氧化性越强。由图 6
可知, 在一定范围内藜麦发酵液的质量浓度与 DPPH 自由基

清除率呈线性关系, 当藜麦发酵液质量浓度为 1000 μg/mL 时

DPPH 自由基清除能力最强, 为 87.56%, VC 对 DPPH 自由基

清除率的半抑制浓度(half maximal inhibitory concentration, 
IC50)为 40.12 μg/mL, 藜麦发酵液对 DPPH自由基清除率的

IC50 为 403.2 μg/mL。由此可知, 藜麦料液经曲霉发酵后具

有清除 DPPH 自由基的能力。 
 
 

 
 

图 6  DPPH 自由基清除率 
Fig.6  Scavenging rates of DPPH radical 

2.5.2  羟自由基清除能力 
羟自由基是最活泼的自由基, 细胞内的 H2O2 能与 F2+

或 Cu2+离子反应生成 OH, 另外, 紫外线也能使 H2O2 均裂

生成羟自由基。同时, 羟自由基也是毒性最大的自由基, 
它可与活细胞中的任何分子发生反应而造成损害, 且反应

速度快[38]。由图 7 可知, 在一定范围内藜麦发酵液的质量

浓度与羟自由基清除率呈线性关系。VC 及藜麦发酵液在

100~300 μg/mL 范围内, 藜麦发酵液的抗氧化活优于 VC。当

藜麦发酵液质量浓度为 400 μg/mL 时羟自由基清除能力最强, 
为 92.34%, VC 对羟自由基清除率的 IC50为 94.37 μg/mL, 藜
麦发酵液对羟自由基清除率的 IC50为 89.02 μg/mL, 最终藜

麦发酵液表现出比 VC 更强的羟自由基清除能力, 这与文

献中报道的藜麦蛋白经过酶解后可成为具有较强的抗氧化

性的藜麦多肽结果一致[39], 其对 DPPH 自由基、羟基自由

基的清除率能力较强。 
2.5.3  超氧阴离子自由基清除能力 

超氧阴离子自由基是生物体内常见的一种自由基 , 
它在机体衰老和各种疾病中扮演着重要角色[40–41]。因此, 

 

 
 

图 7  羟自由基清除率 
Fig.7  Scavenging rates of hydroxyl radical 
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测定物质对超氧阴离子自由基的清除能力是评估其抗氧化

能力的重要指标。由图 8 可知, 藜麦发酵液具有清除超氧

阴离子自由基的能力, 在一定范围内藜麦发酵液的质量浓

度与超氧阴离子自由基清除率呈线性关系。藜麦发酵液及

VC 抗氧化活性在 80~1000 μg/mL 范围内, 其抗氧化活性

逐渐升高, 当藜麦发酵液质量浓度为 1000 μg/mL时超氧阴

离子自由基清除能力最强, 为 67.50%。VC 溶液超氧阴离

子自由基清除率的 IC50为 71.12 μg/mL, 藜麦发酵液对超氧

阴离子自由基清除率的 IC50 为 568.44 μg/mL, 具有较好的

抗氧化能力。 

 

 
 

图 8  超氧阴离子自由基清除率 
Fig.8  Scavenging rates of superoxide anion radical 

 

3  结  论 

本研究以藜麦为原料, 探究了曲霉液态发酵条件对

藜麦肽得率的影响, 通过单因素实验和正交实验优化藜麦

肽发酵液的制备工艺, 并对优化后的藜麦发酵液进行抗氧

化活性研究。实验表明, 曲霉在液体发酵过程中, 能够产

生具有活性的蛋白酶, 对藜麦蛋白进行酶解制备藜麦肽发

酵液, 通过正交优化后得出藜麦肽发酵液的最佳制备条件

为: 接种量 8%、料液比 7%、黑曲霉与米曲霉接种比例为

1:2、发酵时间 48 h, 在此条件下藜麦发酵液肽得率为

37.73%±0.70%。经过活性实验表明藜麦肽发酵液对羟基自

由基的清除能力明显优于 DPPH 自由基和超氧阴离子自由

基的清除能力, 且存在一定的量效关系, 在一定浓度范围

内藜麦发酵液对羟基自由基的清除能力强于 VC。藜麦肽

发酵液对羟自由基、DPPH 自由基和超氧阴离子自由基的

清除率 IC50 值分别为 89.02、403.2 和 568.44 μg/mL, 其最

高清除率分别可达 92.34%、87.56%和 67.50%, 具有较好

的抗氧化能力。曲霉发酵不仅促进了藜麦中大分子营养物

质的降解 , 还有利于小分子活性成分的转化 , 如肽类物

质、糖类物质及氨基酸代谢物等, 这些成分共同丰富了藜

麦发酵液的生物活性。并且, 通过曲霉发酵获得的藜麦产

品不仅富含小肽, 还具备显著的抗氧化功能, 为藜麦发酵

产品的开发提供数据参考, 未来对于藜麦肽的活性功能还

需进一步研究。 
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