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红茶菌发酵黄浆水的体外抗氧化活性
唐思颉，涂传海，胡文秀，董明盛*

（南京农业大学食品科技学院，江苏 南京 210095）

摘  要：黄浆水是豆制品加工过程中产生的废液，但其中含有丰富的营养物质，且适宜微生物生长。传统的红茶

菌由醋酸菌和酵母菌组成的液面生物膜发酵茶糖水得到。本研究利用黄浆水作为红茶菌的新型发酵基质，期望开

发出新型功能型饮料。随发酵时间延长至第6天，发酵黄浆水pH值下降至3.24，总酸浓度为0.121 mol/L，还原糖质量

浓度下降至1.37 mg/mL。用体积分数80%甲醇溶液对发酵前后黄浆水进行提取并测定总黄酮质量浓度，采用高效液

相色谱法对大豆异黄酮进行定性、定量分析。采用1,1-二苯基-2-三硝基苯肼自由基清除能力、2,2’-联氮-二(3-乙基-苯 

并噻唑-6-磺酸)阳离子自由基清除能力、亚铁离子还原力和还原力4 种抗氧化模型对发酵前后黄浆水的抗氧化活

性进行分析。结果表明，发酵第6天黄浆水的总黄酮质量浓度为268.45 mg/L，糖苷型大豆异黄酮质量浓度下降至

49.76 mg/mL，苷元型大豆异黄酮质量浓度增加至150.95 mg/mL。经发酵后的黄浆水抗氧化活性相比未发酵黄浆水

明显提高。本研究为黄浆水的资源利用提供了新的途径。
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Abstract: Soy whey is a major by-product from the soy product industry, which is suitable for the growth of microorganisms 
due to rich nutrients. Kombucha is a sweet and sour functional beverage made from sweet black tea fermented by a 

symbiotic consortium of yeasts and acetic acid bacteria. In this study, we used soy whey as a new fermentation substrate 
for kombucha consortium to develop a novel functional beverage. The results demonstrated that after fermentation for 6 
days, pH decreased to 3.24, which corresponded to an increase in total titration acidity up to 0.121 mol/L, and the content 
of reducing sugar decreased to 1.37 mg/mL. Total flavonoids from unfermented and fermented soy whey were extracted 
using 80% methanol and were qualitatively and quantitatively determined by high performance liquid chromatography 
(HPLC). Their antioxidant capacity was evaluated by 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) radical and 2,2’-azino-
bis(3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid) (ABTS) cation radical scavenging ability, ferric reducing antioxidant power 
and reducing power. The results showed that the total flavonoids concentration of 6-day fermented soy whey was up to  
268.45 mg/L; the soybean isoflavonoids glycoside concentration was reduced to 49.76 mg/mL, and the soybean isoflavonoids 
aglycone concentration was increased to 150.95 mg/mL compared with the unfermented one. The fermentation could 
significantly improve the antioxidant activity of soy whey. This study provides a new way of utilizing soy whey resource.
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红茶菌也被称为康普茶、“海宝”，是一种味道酸

甜可口的纯天然保健饮品[1]，对于多种胃病具有一定保健

作用，在亚洲已有2 000多年的食用历史。传统红茶菌制

备方法为以茶糖水为基质，添加红茶菌菌液及菌膜经自

然发酵而成。最新研究表明，红茶菌菌膜是一种液面生

物膜，其中包含醋酸菌、酵母菌和少量的乳酸菌。红茶

菌的功能特性主要取决于发酵液中含有的茶叶浸出物、

活的微生物及其代谢产物。由于菌种的差异性和培养方

法的不同，红茶菌的代谢途径复杂，所得到菌液中功能

成分的种类、含量也有所不同，其功能特性主要归因于

在发酵过程中产生的有机酸和酚类等抗氧化物质[2]。

黄浆水是豆腐生产过程中所产生的副产品，其中含

有大量的低聚糖、大豆异黄酮及少量的蛋白质等营养物

质[3]。随着豆制品在世界范围内产量的增加，黄浆水的排

放所造成的资源浪费和环境污染备受关注。已有研究表

明，经过益生菌发酵黄浆水的营养价值和功能活性有所

提高，尤其是经过微生物发酵后，糖苷型的异黄酮转化

为苷元型的异黄酮，其体外抗氧化能力有所提高，微生

物发酵有可能为黄浆水的利用提供新的途径[4-6]，实现黄

浆水资源的利用，减少排污，为豆制品企业带来良好的

经济效益。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

黄浆水 南京市豆果果豆制品有限公司；红茶菌发

酵母液由南京农业大学食品微生物研究室保存；红茶茶

包、白砂糖 南京市苏果超市。

1 , 1 -二苯基 - 2 -三硝基苯肼（ 1 , 1 - d i p h e n y l - 2 -
picrylhydrazyl，DPPH）、2,2’-联氮-二(3-乙基-苯并噻

唑-6-磺酸)二铵盐（2,2’-azino-bis(3-ethylbenzthiazoline-6-
sulfonic acid)，ABTS）、三吡啶基三嗪（tripyridyltriazine，
TPTZ）、抗坏血酸 南京双领化玻有限公司；大豆异

黄酮标准品（色谱级） 上海源叶生物科技有限公司；

乙腈、三氟乙酸（色谱级） 南京大光明器化玻及供应

部；其他试剂均为国产分析纯。

1.2 仪器与设备

LDZX-40AI型立式电热压力灭菌锅 上海申安医

疗器械厂；64RL高速冷冻离心机 美国Beckman公司；

SYG-1220数显恒温水浴锅 美国Crystal有限公司；

AUY-120分析天平、UV-2450紫外分光光度计 日本岛

津公司；IS128 pH计 上海仪迈仪器科技有限公司；

Synergy-2酶标仪 美国Biotek公司；UP-250-HE数控超

声波清洗器 南京垒君达超声电子仪器设备有限公司；

1100型高效液相色谱仪 美国安捷伦公司。

1.3 方法

1.3.1 红茶菌发酵液的制备

将红茶以5 g/L添加到沸水中，煮沸5 min，加入质量

分数10%白砂糖，充分溶解后过滤，待茶糖水冷却至室

温后，按质量分数10%接入红茶菌发酵母液，28 ℃恒温

静置培养8 d，发酵好的红茶菌用于后续黄浆水的发酵。

1.3.2 红茶菌发酵黄浆水的制备

黄浆水于108 ℃灭菌15 min后冷却至室温。参照谢惠

青[7]、Vitas[8]等的方法，在无菌环境下，按质量分数10%

接入红茶菌，28 ℃恒温静置培养8 d，每隔1 d无菌操作取

样，样品经12 000 r/min离心10 min后放置于4 ℃冰箱，用

于后续实验测定。

1.3.3 pH值和总酸浓度的测定 

用pH计测定发酵过程中pH值的变化；用0.1 mol/L 
NaOH溶液滴定发酵黄浆水，总酸浓度的计算如式（1）
所示。

c2

c1 V1 V2

V3
	 （1）

式中：c2为发酵黄浆水总酸浓度/（mol/L）；c1为

NaOH溶液浓度/（mol/L）；V1为NaOH滴定发酵液后的

体积/mL；V2为NaOH滴定发酵液前的体积/mL；V3为待测

发酵液体积/mL。
1.3.4 还原糖质量浓度的测定 

参照Sengupta等[9]的方法，采用3,5-二硝基水杨酸比

色法测定黄浆水发酵过程中还原糖质量浓度。

1.3.5 样品提取

参照Fei Yongtao等[10]的方法，采用体积分数80%甲醇

溶液提取样品，其中一部分提取液经0.45 μm无菌微孔滤

膜过滤后用于高效液相色谱测定大豆异黄酮质量浓度；

另一部分提取液经旋转蒸发浓缩后冷冻干燥，并按实验

需要用体积分数80%甲醇溶液复溶，稀释至不同质量浓

度，用于体外抗氧化活性测定。

1.3.6 总酚和总黄酮质量浓度的测定

参照Chakravorty等[11]的方法，采用福林-酚比色法测

定总酚质量浓度，以没食子酸质量计，根据标准曲线计

算。总黄酮质量浓度的测定参照Jia Zhishen等[12]的方法，

以芦丁质量计，根据标准曲线计算。

1.3.7 大豆异黄酮组分的测定

采用高相液相色谱法测定黄浆水中大豆异黄酮质量

浓度。参考Xiao Yu等[4]的实验方法。实验条件为：色谱

柱为C18柱（250 mm×4.6 mm，5 μm）；流动相A为体

积分数0.1%三氟乙酸水溶液，流动相B为乙腈；流速：

0.7 mL/min；柱温：25 ℃；检测器：紫外检测器；检

测波长：254 nm；进样量：20 μL。梯度洗脱条件为：

0～10 min，体积分数90%～75%流动相A；10～12 min，
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体积分数75%～70%流动相A；12～25 min，体积分数

70%～45%流动相A；25～30 min，体积分数45%～90%

流动相A。

大豆异黄酮的种类通过将未知峰与标准品在完全相

同条件下的保留时间进行对比而确定。通过大豆异黄酮

标准品的标准曲线计算发酵黄浆水中各大豆异黄酮的质

量浓度。

1.3.8 体外抗氧化能力测定

1.3.8.1 DPPH自由基清除能力测定

参照丁艳如等 [ 1 3 ]的方法，配制不同质量浓度的

样品及生育酚，向2 mL样品中加入2 mL DPPH溶液

（0.5 mmol/L），振荡摇匀，在室温下避光反应30 min，
于517 nm波长处测定吸光度。DPPH自由基清除率如 

式（2）所示计算。

DPPH /% 1            　 100 
Asample Ablank

ADPPH
	 （2）

式中：ADPPH为DPPH和甲醇溶液的吸光度；Asample为

DPPH和样品溶液的吸光度；Ablank为样品和甲醇溶液的吸

光度。

1.3.8.2 ABTS阳离子自由基清除能力测定

参考Xiao Yu等[4]的方法，配制7 mmol/L ABTS溶液和

2.45 mmol/L过硫酸钾溶液，按体积比1∶2混匀后置于黑暗

环境16 h。使用前用乙醇稀释ABTS溶液，使其在734 nm
波长处的吸光度为0.70±0.02。配制不同质量浓度的样品

和生育酚溶液0.3 mL，加入1.2 mL ABTS溶液，在室温下

反应6 min，测定734 nm波长处的吸光度。ABTS阳离子

自由基清除率如式（3）所示计算。

ABTS /% 1        100 
Asample

Acontrol
	（3）

式中：Asample为ABTS和样品溶液的吸光度；Acontrol为

ABTS和甲醇溶液的吸光度。

1.3.8.3 亚铁离子还原力测定

参照Xiao Yu等[14]方法，配制0.3 mol/L醋酸缓冲液

（pH 3.6），用40 mmol/L HCl溶液配制浓度为10 mmol/L 
的TPTZ溶液和20 mmol/L FeCl3·6H2O溶液，按体积

比10∶1∶1将上述溶液混匀制得亚铁离子还原力溶液。

配制不同质量浓度的样品和生育酚溶液0.2 mL，加入

1 mL亚铁离子还原力溶液，在37 ℃下放置20 min，测

定593 nm波长处的吸光度。配制梯度FeSO4标准溶液

（100～1 400 μmol/L），于593 nm波长处测定吸光度，

绘制标准曲线：y＝0.002 1x＋0.202 5（R²＝0.999），通

过标准曲线计算亚铁离子浓度以表示亚铁离子还原力。

1.3.8.4 还原力测定

参照朱晓庆等 [ 1 5 ]方法，将 0 . 2   m L样品、 1   m L  
0.2 mol/L磷酸盐缓冲液（pH 6.6）和1 mL质量分数1%

铁氰化钾溶液混匀，于50 ℃反应30 min。冷却后加入体

积分数10%三氯乙酸溶液1 mL，混匀，3 000 r/min离心

10 min。取1 mL上清液加入0.2 mL质量分数1%三氯化

铁溶液，混匀，静置10 min。以蒸馏水为空白对照，于

700 nm波长处测定吸光度。以样品溶液与空白对照吸光

度的差表示还原力。

1.4 数据统计与分析

实验数据为3 次重复的平均值，结果均以 ±s表示。

采用SPSS 16.0软件进行统计分析，采用Duncan’s法进行

多重比较，采用Origin Pro 8.0软件作图。半最大效应浓度

（concentration for half of maximal effect，EC50）的计算

采用SPSS 16.0软件拟合S曲线得到。

2 结果与分析

2.1 黄浆水发酵过程中pH值和总酸浓度的变化
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图 1 黄浆水发酵过程中pH值和总酸浓度的变化

Fig. 1 Changes in pH and titratable acidity during soy whey fermentation

如图1所示，pH值下降伴随着总酸浓度的增加。8 d
发酵期间出现两个明显的转折点。第1个转折点出现在

第1天，pH值由为初始的4.89降至4.16，其后pH值稳定在

4.15左右。第3天，pH值再次下降到3.28，此后pH值稳定

在3.24～3.30之间。与此相反，总酸浓度持续增加至第6
天，在第3～6天之间增加幅度最明显，从0.049 mol/L增
加至0.121 mol/L，在第8天略下降至0.093 mol/L。pH值下

降是由于发酵过程中产生的酸所致。有研究发现，红茶

菌发酵过程中存在两个阶段，即乙醇发酵阶段和醋酸发

酵阶段[16]。在发酵初期为乙醇发酵阶段，主要由酵母发

挥重要作用，酵解果糖产生乙醇和二氧化碳；此后为醋

酸发酵阶段，其间醋酸菌利用葡萄糖产生葡萄糖酸或葡

萄糖醛酸等活性物质，并利用乙醇产生乙酸等多种有机

酸，其中乙酸被公认为红茶菌发酵过程中产生的最主要

的有机酸。Jayabalan等[17]证明红茶菌发酵液具有缓冲作

用，因其产生的二氧化碳溶于水中产生HCO3
－，与有机酸

释放的H＋反应，导致即使在醋酸发酵阶段产生大量有机

酸时pH值仍然保持稳定。

2.2 还原糖质量浓度的变化

如图2所示，第1天还原糖质量浓度略增加，第1～3
天还原糖质量浓度从9.68 mg/mL急速下降至1.37 mg/mL， 
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此后在1.24～1.83 mg/mL之间波动。结合2.1节pH值和总

酸浓度在发酵过程中的变化情况，可推断前3 d为乙醇发

酵阶段，其间酵母菌为主要生长代谢的菌种，消耗了大

量还原糖，并将其转化为乙醇和二氧化碳，所产生的乙

醇在发酵后期被醋酸菌迅速氧化为乙酸及其他有机酸，

导致发酵液中H＋浓度升高，在酸性环境中加速蔗糖水

解产生葡萄糖和果糖；同时，醋酸菌消耗水解产生还原

糖，进而使发酵体系中还原糖的产生和代谢维持平衡，

表现为发酵第3天之后还原糖质量浓度保持稳定。
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图 2 黄浆水发酵过程中还原糖质量浓度的变化

Fig. 2 Changes in reducing sugar content during soy whey fermentation

2.3 总酚和总黄酮质量浓度的变化

表 1 发酵前后黄浆水体积分数80%甲醇溶液提取物中总酚和 

总黄酮质量浓度

Table 1 Contents of total phenols and total flavonoids in 80% methanol 

extracts from unfermented and fermented soy whey

指标 发酵前 第2天 第4天 第6天 第8天
总酚质量浓度/（mg/L） 387.50±5.10d 417.44±3.91c 432.98±3.47b 580.00±3.63a 584.80±4.63a

总黄酮质量浓度/（mg/L） 111.61±2.94d 116.75±2.42d 147.19±1.96c 268.45±2.20a 264.44±1.10b

注：同行肩标小写字母不同表示存在显著性差异（P＜0.05）。下同。

如表 1 所示，发酵黄浆水中总酚和总黄酮质

量 浓 度 都 有 显 著 提 升 。 黄 浆 水 提 取 物 中 总 酚 质

量浓度从（ 3 8 7 . 5 0± 5 . 1 0）m g / L提高至发酵第 8
天的（ 5 8 4 . 8 0± 4 . 6 3）m g / L，总黄酮质量浓度由

（ 1 1 1 . 6 1± 2 . 9 4）m g / L持续增加至发酵第 6天的

（268.45±2.20）mg/L。结果表明，发酵后黄浆水中新生

成了酚类、黄酮类物质。许多研究表明酚类物质（包括

黄酮类物质）多与蛋白、脂肪等物质相结合，以复杂且

不可溶的形式存在于植物中[18]，在发酵过程中由于微生

物分泌的各种酶或发酵环境酸碱度的变化等，结合酚被

释放出来[19-20]；另一方面，微生物的代谢活动也可以作用

于某些生物活性物质，改变其性质，从而产生新的酚类

和黄酮类化合物[21]。

2.4 大豆异黄酮质量浓度的变化

表 2 4 种大豆异黄酮标准品的线性方程

Table 2 Standard curves for various soybean isoflavonoids

大豆异黄酮 出峰时间/min 线性方程 R2

黄豆黄苷 11.112 Y＝110.67X－46.608 0.999
染料木苷 12.778 Y＝83.996X－15.782 0.994
黄豆黄素 19.988 Y＝122.64X－15.728 0.999
染料木素 23.102 Y＝178.01X－71.204 0.995
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A.标准品；B.未发酵黄浆水；C.红茶菌发酵黄浆水；

1.黄豆黄苷；2.染料木苷；3.黄豆黄素；4.染料木素。

图 3 大豆异黄酮的高效液相色谱图

Fig. 3 HPLC chromatogram of extracts rich in soybean isoflavonoids

如图3、表2所示，本实验测定了4 种主要的大豆异

黄酮，其中黄豆黄苷和染料木苷属于结合型的糖苷，黄

豆黄素和染料木素属于游离型的苷元。如表3所示，总

体而言，在红茶菌发酵黄浆水过程中，糖苷型异黄酮

总质量浓度逐渐降低，从（86.49±1.61）mg/L减少至

（47.65±3.74）mg/L，苷元型异黄酮总质量浓度提高，

从（28.17±2.96）mg/L增加至（150.11±2.50）mg/L，
发酵至第6天时大豆异黄酮总质量浓度比接种第0天增加

约86.05 mg/L。综合上述实验结果，发酵至第6天的黄浆

水中大豆异黄酮质量浓度达到最大值，因此确定发酵终

点为第6天。

表 3 发酵前后黄浆水体积分数80%甲醇溶液提取物中 

大豆异黄酮的质量浓度

Table 3 Soybean isoflavonoids composition of 80% methanol extracts 

from unfermented and fermented soy whey

大豆异黄酮
质量浓度/（mg/L）

发酵前 第2天 第4天 第6天 第8天
黄豆黄苷 37.21±1.54a 31.94±1.68b 27.70±2.11bc 23.53±3.05cd 22.63±1.69d

染料木苷 49.28±0.33a 35.74±2.68b 27.70±1.06c 26.22±2.40c 27.02±2.96c

糖苷型异黄酮 86.49±1.61a 67.68±3.58b 55.39±1.12c 49.76±1.13d 47.65±3.74d

黄豆黄素 9.69±1.32c 10.98±0.87c 31.24±0.86b 77.61±1.72a 77.37±0.62a

染料木素 18.49±1.67d 30.51±2.29c 52.72±1.62b 73.34±1.46a 72.74±2.02a

苷元型异黄酮 28.17±2.96d 41.49±2.89c 83.95±1.93b 150.95±0.79a 150.11±2.50a

总量 114.66±4.42c 109.28±1.93c 139.35±2.82b 200.71±1.67a 197.77±3.37a
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表3结果表明，苷元型的物质是由发酵前糖苷型的物

质转化而来。已有很多研究表明，在微生物发酵后，大

豆制品中苷元型物质的含量显著提高，这可能是由于微

生物在发酵过程中产生的β-葡萄糖苷酶或是酸水解的作

用，导致了苷元型物质含量的增加[22-24]；另一方面，与蛋

白、脂肪等物质相结合的黄酮类物质可能在发酵前无法

被检测出，在发酵过程中逐渐被释放，转化成游离型的

异黄酮，从而导致异黄酮总质量浓度增加[25]。由于游离

型的苷元已被证实具有更高的生物活性，且更易被人体

小肠吸收利用[26]。因此，黄浆水可作为红茶菌的一种新

型发酵基质，从而为其赋予更高的营养价值。

2.5 发酵黄浆水的抗氧化活性

如图4A所示，与未发酵黄浆水相比，发酵黄浆水对

DPPH自由基的清除能力明显提高，在样品质量浓度为

0.25～10 mg/mL时，未发酵黄浆水的DPPH自由基清除率

从5.22%提高至58.25%，而发酵黄浆水则从15.19%提高

至93.19%。结果表明，发酵过程对提高DPPH自由基清除

能力起着重要作用。Marazza等[27]利用鼠李糖乳杆菌发酵

豆浆，发现发酵豆浆内苷元型异黄酮质量浓度增加，导

致DPPH自由基清除率也随之增加；苷元型异黄酮相较于

其对应的β-葡萄糖苷型前体具有更高的抗氧化活性。因

此，推测苷元型大豆异黄酮质量浓度的提高是DPPH自由

基清除率提高的重要原因。

如图4B所示，未发酵黄浆水和发酵黄浆水的ABTS阳

离子自由基清除能力在0.25～4 mg/mL之间明显提高。当

质量浓度超过4 mg/mL时，两者对ABTS阳离子自由基的

清除能力分别维持在55%和80%左右。Dani等[28]认为酚类

化合物的抗氧化能力具有浓度饱和上限，这意味着当浓

度超过饱和上限的时候，酚类化合物对ABTS阳离子自由

基的清除能力不再增加。

如图4C所示，未发酵黄浆水和发酵黄浆水的亚铁离

子还原力与样品质量浓度成正比。发酵黄浆水的亚铁离

子浓度从7.70 μmol/L增加至681.03 μmol/L，而未发酵黄

浆水仅从15.37 μmol/L增加至253.24 μmol/L，可以看出经

过发酵的黄浆水明显增强了亚铁离子还原力。

从图4D可知，随着质量浓度的增加，未发酵黄浆水

和发酵黄浆水的还原力均增强。4～10 mg/mL时，发酵黄

浆水的还原力明显强于未发酵黄浆水。在6 mg/mL下，未

发酵黄浆水的还原力为0.08，而发酵黄浆水为0.27，是未

发酵黄浆水的3.4 倍。研究表明，发酵过程中微生物产生

的一些还原酮物质可以向自由基提供电子而使其更加稳

定，进而有利于终止自由基链式反应的进行[29]，因此发

酵后的黄浆水具有更强的还原力。
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图 4 发酵前后黄浆水体积分数80%甲醇溶液提取物体外抗氧化活性

Fig. 4 In vitro antioxidant activity of 80% methanol extracts from 

unfermented and fermented soy whey

事实上，红茶菌发酵体系复杂，发酵液抗氧化活性

的提高取决于多种因素，在发酵过程中，存在多种次级

代谢产物，包括葡萄糖酸和葡萄糖醛酸。已有研究证明

这些物质具有钙离子和铁离子螯合剂的特性[30]。除此之

外，发酵过程中的一些物理化学变化也会给黄浆水发酵

产物的抗氧化活性带来一定的影响[31-32]。

黄浆水的抗氧化活性与其EC 50成反比。发酵黄浆

水的DPPH自由基清除力、ABTS阳离子自由基清除力

和还原力的EC50分别为1.660、1.306、11.339 mg/mL， 

显著低于未发酵黄浆水（分别为 9 . 1 0 8、 4 . 5 8 4、 

821.722 mg/mL）（P＜0.05）。上述结果表明，利用红

茶菌发酵黄浆水可明显提高其抗氧化活性。
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3 结 论

本研究以红茶菌为菌种、以黄浆水为基质进行

发酵，得到具有功能活性的新型黄浆水发酵产品。

本研究结果可支持一种改善营养价值和功能特性的

红茶菌发酵饮品的开发。经发酵后的黄浆水营养和

功能特性相比未发酵黄浆水明显提高。相比于未发

酵黄浆水，发酵至第6天黄浆水中的游离型苷元质量

浓度增加至（150.95±0.79）mg/L，是未发酵黄浆水

的5.3 倍；黄豆黄素质量浓度从（9.69±1.32）mg /L
增加至（77.61±1.72）mg /L；染料木素质量浓度从

（18.49±1.67）mg/L增加至（73.34±1.46）mg/L。经红

茶菌发酵后的黄浆水抗氧化活性明显提高。本研究结果

表明，苷元型大豆异黄酮质量浓度的增加是发酵黄浆水

抗氧化活性提高的重要原因。
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