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黑曲霉发酵豆粕制备抗氧化肽研究

秦卫东，陈学红，马利华，吕  洁
(徐州工程学院食品工程学院，江苏 徐州      221008)

摘   要：研究黑曲霉发酵豆粕制备大豆多肽的工艺条件及多肽的抗氧化性能，并考察多肽的分子质量。结果表明：

在接种量为 2%、发酵液 pH6.0、底物质量浓度 9g/100mL、发酵时间 34h 的条件下，所得发酵液中豆粕多肽的质

量浓度最高，为 3.38mg/mL。经凝胶层析分离后得到两个组分的大豆多肽(组分 I 和组分 II)。大豆多肽清除 DPPH
自由基和羟自由基活性及对脂质过氧化反应产物的抑制作用与其质量浓度均呈现良好的线性关系，且组分 I 优于组

分 II。大豆多肽组分 I 和组分 II 的分子质量分别为 675.58D 和 1625.54D。
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早在 1980 年，Yee 等[1]就报道了大豆蛋白水解产物

具有抗氧化性，1991 年 Prokomy 提出[2]，蛋白水解产物

能降低自动氧化速率和脂肪的过氧化物含量。目前，以

蛋白质特别是提取油脂后的油料粕为原料采用酶法水解是

制备活性肽工业化生产的主要方法。但是，酶法制备肽

时往往会产生一些苦味肽，碱性蛋白酶水解物苦味最

强，木瓜蛋白酶和α- 胰凝乳蛋白酶水解物苦味较低[3]。

利用微生物发酵制备多肽的方法引起了许多研究人员的

兴趣。万琦等[ 4 -5 ]研究了大豆多肽生产菌株的筛选，得

到了一株能在发酵过程中产蛋白酶的枯草芽孢杆菌，并

研究了其发酵大豆多肽的条件优化。邵伟等[6]报道了以

豆粕粉为原料添加枯草杆菌将大豆蛋白水解为大豆多

肽。陈学红等 [ 7 ]以芝麻粕为原料接种枯草芽孢杆菌发

酵，结果发现发酵时间为 48h 所得发酵液中芝麻多肽的

质量浓度达到 3.585mg/mL。李理等[8]用毛霉发酵大豆蛋

白制备多肽，经 24～30h 发酵水解度达到 25%～30%，

多肽得率高达 75%。本实验以黑曲霉(Aspergillus niger)
为菌种，研究制备大豆多肽的工艺条件，同时测定多

肽的抗氧化性能。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

豆粕由新沂明帝食品有限公司提供。

黑曲霉(Aspergillus niger)由本院食品与生物工程实

验中心提供。

1,1-二苯基 -2-苦基苯肼(1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl，

. .
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D P P H )     美国 S i g m a 公司；标准品牛血清白蛋白

(Mw67000D)、溶菌酶(Mw14400D)、短菌肽(Mw1422.7D)、
L- 精氨酸(Mw174.2D)     国药集团化学试剂有限公司；其

余化学试剂均为国产分析纯。

1.2 方法

1.2.1 豆粕多肽发酵实验

1.2.1.1 接种量的影响

准确称取 5 份 5.00g 豆粕置于 250mL 三角瓶中，再

称取 5 份 0.50g 蔗糖分别加入上述三角瓶中，再各加蒸

馏水 100mL，调节发酵液培养基 pH7.0，灭菌。向灭菌的

发酵液中分别加入 1、2、3、4、5mL(3.2 × 107CFU/mL)
菌液，29℃、120r/min 培养 32h 后将这些发酵液离心，

上清液在 80℃的水浴中灭活 10min，测此发酵上清液的

多肽含量。

1.2.1.2 pH 值的影响

准确称取 5 份 5.00g 豆粕置于 250mL 三角瓶中，再

称取 5 份 0.50g 蔗糖分别加入上述三角瓶中，再各加蒸

馏水 100mL。调节发酵液培养基 pH 值分别为 4.0、5.0、
6.0、7.0、8.0，灭菌。向灭过菌的发酵液加3.2×107CFU/mL
菌液 3mL， 29℃、150r/min 培养 32h。取出发酵液离心，

上清液在 80℃的水浴中灭活 10min，测此发酵上清液的

多肽含量。

1.2.1.3 豆粕质量浓度的影响

分别称取 3.0、5.0、7.0、9.0、11.0g 豆粕于 250mL
三角瓶中，再称取 5 份 0.50g 蔗糖分别加入上述三角瓶

中，各加蒸馏水 100mL 制备成底物质量浓度分别为 3、
5、7、9、1 1 g / 1 0 0 mL 的发酵培养基，向灭过菌的发

酵液中加 3.2 × 107CFU/mL 菌液 3mL， 29℃、150r/min
培养 32h。取出发酵液离心，上清液在 80℃的水浴中灭

活 1 0min，测此发酵上清液的多肽含量。

1.2.1.4 发酵时间的影响

准确称取 5 份 5.0g 豆粕置于 250mL 三角瓶中，再称

取 5 份 0.50g 蔗糖分别加入上述三角瓶中，各加蒸馏水

100mL，调节发酵液培养基 pH 值为 7.0，灭菌。向灭

完菌的发酵液中加入2.4×107CFU/mL菌液 3mL，在29℃、

150r/min 条件下分别考察发酵时间为 28、30、32、34、
36h 时发酵液中多肽含量，到发酵时间后，分别取出发

酵液离心，上清液在 80℃的水浴中灭活 10min，测此发

酵上清液的多肽含量。

1.2.1.5 正交试验

根据上述单因素试验结果，以接种量、pH 值、豆

粕质量浓度、发酵时间作四因素三水平的正交试验。

1.2.2 多肽含量的测定

参照鲁伟等 [ 9 ]的方法，多肽含量以酸可溶性多肽

计，将等体积的 1 0 % 三氯乙酸加入到豆粕多肽混合液

中，4000r/min 离心 15min，去除酸不溶性的蛋白和长链

肽沉淀。向上清液中分别加入 3 mL 待测多肽液。再加

入 2 mL 双缩脲试剂，充分混匀，静置片刻，以蒸馏水

为空白，用可见分光光度计于 540nm 波长处测各管吸光

度。以牛血清白蛋白为标准品，通过标准曲线计算处

理液中的肽含量。

1.2.3 Sephadex G-15 凝胶层析法分离大豆多肽

取 150mL G-15胶，用漏斗慢慢装入 90cm层析柱中，

并用蒸馏水保持湿润，保持上面水平，同时开动真空

泵，把胶抽实。当蒸馏水下降到与胶液面相切的时候，

加入样品，进行检测。上样量为 0 . 5 m L，用蒸馏水作

洗脱剂，流速为 15mL/min。在出现波峰时收集各个组

分，经过多次分离收集样品。

1.2.4 蛋白肽分子质量测定

SDS-PAGE 电泳法。电泳条件：加样量 20μL、电

流为 32mA、电泳时间 2h。采用考马斯亮蓝 R-250 染色

法测定电泳迁移率。以不同分子质量蛋白质标准品的迁

移率为横坐标，以其对应的分子质量对数为纵坐标作

图，线性回归得到标准曲线方程。根据未知样品的迁

移率用回归方程计算其分子质量。

1.2.5 多肽抗氧化活性的测定

1.2.5.1 DPPH 自由基清除活性

按照Brand-Williams等[10]的方法测定DPPH自由基清

除活性。将100μL大豆多肽溶液与400μL 100mmol/L Tris-
HCl (pH7.4) 和500μL 新制备的 80mmol/L DPPH 乙醇溶液

混合，暗处放置 20min 后测定波长 517nm 处的吸光度

(A1)。以蒸馏水为对照(A 2)。由式(1)计算 DPPH 自由基

清除率。

                   A1

I/%=(1－——)×100                                                      (1)
                   A2

1.2.5.2 羟自由基清除活性

根据 Zhang 等[11]的方法测定。

1.2.5.3 脂质过氧化反应的抑制作用

根据 Pena-Ramos 等[12]的方法稍作改进。用 pH7.4、
0.1mol/L 磷酸缓冲液(PBS)配制 0.04mg/mL 的卵磷脂悬浊

液，取卵磷脂悬浊液 0.2mL，分别加入不同质量浓度的

大豆多肽溶液、0.2mL 25mmo1/L FeSO4·7H2O 溶液，

用上述 PBS 补足至 2mL，在 37℃水浴振荡 15min 取出后，

加入 20% 三氯乙酸 0.5mL，静置 10min，于 3500r/min 离

心 10min，取上清液 2mL，分别加入 0.8% 硫代巴比妥

酸(TBA)1mL，混匀，置 100℃水浴 15min，取出冷却，

以分光光度计测定其在波长 532nm 处的吸光度 A1。以不
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加大豆多肽溶液为对照，其吸光度记为 A 0。则样品对

脂质过氧化反应的抑制率可表示为：

         A0 － A1

I/%=————×100                                                       (2)
              A0

2 结果与分析

2.1 豆粕多肽的制备

2.1.1 接种量对提取多肽的影响

pH7.0 时多肽产量最高，pH 值增大后则不利于蛋白酶的

合成，分解蛋白质的能力降低，多肽产量下降。

2.1.3 底物质量浓度对提取多肽的影响

从图 1 可见，随着接种量的增加，多肽的产量在

一定范围内是上升的。当接种量为 2% 时，多肽的产量

最大，为 2 .69mg/mL。此后，随着接种量增加，多肽

产量下降。因此，黑曲霉在此发酵过程中接种量以 2%
为最佳。

2.1.2 pH 值对提取多肽的影响

由图 2 可知，随着 pH 值的增大多肽产量也随之增大，

但当到达 pH7.0 时，多肽的产量达最大值 2.93mg/mL。但

当 pH 值继续增大时，多肽的产量随之下降。这是由黑

曲霉产蛋白酶性能决定的。罗跃中等[13]指出，培养基初

始 pH 值对酶的合成有重大影响，在培养基初始 pH7，
即接近于中性时最为理想。本实验结果与此一致，即

从图 3 可以看到，随着底物质量浓度的增大多肽产

量也随之增大，当底物质量浓度为 9g/100mL 时，多肽

的产量达最大值 2.94mg/mL。底物质量浓度过高，多肽

的产量反而下降。这可能是由于大豆粕含丰富的蛋白

质，当其质量浓度过高时会造成氮源过多的环境，使

菌体生长过于旺盛，容易导致溶氧不足，不利于水解

酶类的积累，从而导致多肽质量浓度下降。

2.1.4 发酵时间对提取多肽的影响

从图 4 可以看到，随着时间的延长，多肽产量在

一定范围内上升，在 32h 达到最大值 3.00mg/mL，但此

后多肽的产量随着时间延长而降低。这可能是因为继续

发酵会产生一些能够降解肽的酶类，从而导致多肽产量

降低。因此，黑曲霉在此发酵过程中最佳发酵时间为

3 2 h。

2.1.5 正交试验工艺优化

由表 1 可以看到，因素主次顺序为发酵时间＞接种

量＞底物质量浓度＞起始 p H 值，理论最佳组合为

A1B2C3D3，即发酵时间 34h、底物质量浓度 9g/100mL、
接种量 2%、pH6.0，与试验最佳组合 A1B3C3D3 有差异，

图 1 接种量对多肽产量的影响

Fig.1   Effect of inoculation amount on the yield of soybean peptide
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图 2  pH 值对多肽产量的影响

Fig.2   Effect of pH on the yield of soybean peptide
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图 3  底物质量浓度对多肽产量的影响

Fig.3   Effect of substrate concentration on the yield of soybean peptide
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图 4 发酵时间对多肽产量的影响

Fig.4   Effect of fermentation time on the yield of soybean peptide
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以此理论最佳组合进一步实验，得到多肽质量浓度为

3.38mg/mL。故 A 1B 2C3D3 为最佳组合。

图 7 豆粕多肽清除羟自由基的活性

Fig.7   Concentration-dependent scavenging activity of soybean peptides
on hydroxyl free radicals
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试验号
A 接种 B 起始 C 底物质量浓 D发酵时 多肽产量

量 /% pH 度 /(g/100mL) 间 /h /(mg/mL)
1 1(2) 1(5) 1(5) 1(30) 0.76
2 1 2(6) 2(7) 2(32) 2.49
3 1 3(7) 3(9) 3(34) 2.60
4 2(3) 1 2 3 2.12
5 2 2 3 1 1.80
6 2 3 1 2 1.10
7 3(4) 1 3 2 1.19
8 3 2 1 3 1.40
9 3 3 2 1 0.92
K1 5.85 4.07 3.26 3.48
K2 5.02 5.69 5.53 4.78
K3 3.51 4.62 5.59 6.12
k1 1.95 1.36 1.09 1.16
k2 1.67 1.90 1.84 1.59
k3 1.17 1.54 1.86 2.04
R 0.78 0.54 0.77 0.88

表 1 正交试验工艺优化结果

Table 1   Results of orthogonal experiments for optimizing fermentation
conditions of soybean meal

将上述条件下得到的 3 0 0 0 mL 大豆多肽发酵液在

4000r/min 离心 15min，取上清液，在 0.08MPa、料液

温度为室温、膜面积为 0.1m2、膜截留分子质量为 5kD
的条件下，对豆粕多肽提取液进行超滤纯化。收集所

得样品 2500mL，测得其多肽含量为 3.75mg/mL。
2.2 Sephadex G-15 凝胶层析法分离豆粕多肽

如图 5 所示，多肽液经过层析柱分离后得到两种

主要成分，在 0.4～0.5h 之间出现第一个峰(组分 I)，在

0.7～0.8h 之间出现第二个峰(组分 II)。多次分离收集组

分 I 和组分 I I，分别浓缩备用。

2.3 豆粕多肽的抗氧化活性

2.3.1 DPPH 自由基清除活性

图 6 豆粕多肽清除 DPPH 自由基活性

Fig.6   Concentration-dependent scavenging activity of soybean peptides
on DPPH free radicals
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两个豆粕多肽组分清除 DPPH 自由基活性与其质量

均呈良好的线性关系，拟合方程分别为：

I1/%=225.13x+25.476 (R2=0.9284)和 I2/%=221.97x+
21.805 (R2=0.9896)，且组分 I 对清除 DPPH 自由基活性强

于组分 I I。

2.3.2 羟自由基的清除活性

两个豆粕多肽组分清除羟自由基活性与其质量均呈

良好的线性关系，拟合方程分别为：

I1/%=209.87x+14.162(R2=0.9873)和 I2/%=211x+11.328
(R2=0.9679)，且组分 I 清除羟自由基活性强于组分 II。

2.3.3 脂质过氧化反应的抑制作用

图 5 豆粕多肽 Sephadex G-15 凝胶层析结果

Fig.5   Sephadex G-15 gel permeation chromatographic separation of
soybean peptides
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图 8 豆粕多肽对脂质过氧化反应的抑制作用

Fig.8   Concentration-dependent inhibitory effect of soybean peptides
on lipid peroxidation



293※生物工程 食品科学 2010, Vol. 31, No. 23

豆粕多肽 SDS-PAGE 电泳结果如图 9 所示。以标准

蛋白质分子质量的对数为纵坐标，相对迁移距离(相对

迁移距离 = 蛋白质分子迁移距离 / 染料迁移距离)为横坐

标作图，得到标准曲线，经回归计算得回归方程为：

y= － 1.2705x+4.9897(R2=0.9902)。由此，得到豆粕多肽

组分 I 和组分 II 的分子质量分别为 675. 58D 和 1625.54D。

Chen 等[14-16]提出具有抗氧化性多肽片段应由 5～16 个氨

基酸残基组成，分子质量在 6 0 0～1 7 0 0 D 之间。何荣

等[17]在研究菜籽肽清除自由基能力时发现，分子质量越

小的菜籽肽对 DPPH 自由基的清除能力越强。余勃[18]在

研究枯草芽孢杆菌发酵豆粕时发现，经 36h 发酵主要得

到分子质量在 300～1000D 范围内的短肽。庞宗文等[19]用

毛霉发酵豆粕后所产大豆肽分子质量主要集中在10 kD 以
下。本研究得到的两个主要组分的分子质量在 6 7 0～
16 30 D 之间，且分子质量较小的组分 I 的抗氧化能力

强于分子质量较大的组分 I I，这些结果与上述报道基

本一致。

3 结  论

本实验以脱脂豆粕为原料，采用黑曲霉发酵制备抗

氧化肽。正交试验法确定的最适发酵条件为：发酵时间

34h、底物质量浓度 9g/100mL、接种量 2%、pH 6.0，
得到的多肽质量浓度为 3.38mg/mL。该最适条件下制备

的大豆多肽发酵液经离心、超滤纯化后用 Sephadex G-
1 5 凝胶层析分离，得到两个主要多肽组分，两个多肽

两个豆粕多肽组分对脂质过氧化反应的抑制与其质

量均呈良好的线性关系，拟合方程分别为：

I1/%=277.9x+18.245(R2=0.9506)和 I2/%=213.33x+22.67
(R2=0.9729)，且组分 I 对脂质过氧化反应的抑制能力强

于组分 I I。
2.4 豆粕多肽的分子质量

67000D

A B C

14400D

1422.7D
174.2D

A.组分 I I；B.组分 I；C.标准蛋白。

图 9 豆粕多肽 SDS-PAGE 电泳图

Fig.9   SDS-PAGE electrophoresis of soybean peptides

组分的分子质量分别为 675.58D 和 1625.54D。

以清除 DPPH 自由基和羟自由基活性及对脂质过氧

化反应产物的抑制作用等方法测定黑曲霉发酵大豆多肽

的抗氧化活性。结果表明：大豆多肽的 3 种抗氧化活性

与其质量均呈现良好的线性关系，且组分 I 优于组分 II。
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