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两种丝状真菌发酵小麦麸皮中酚酸的释放及与 

阿魏酸酯酶和木聚糖酶的关系 
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摘要：为了评价两种丝状真菌对小麦麸皮降解能力，以及对酚酸释放能力的差异，本实验在不同时间进行总酚和 9 种酚酸组分

的变化监测并且结合阿魏酸酯酶和木聚糖酶活性，电镜观察小麦麸皮表面结构对黑曲霉和棒曲霉进行综合评估。黑曲霉发酵 7 d 阿魏

酸含量达到 416.56 μg/g 麦麸。次之是没食子酸，从 7.71 μg/g 麦麸增加到 105.77 μg/g 麦麸。棒曲霉阿魏酸含量达到 200.81 μg/g 麦麸。

次之是丁香酸，没食子酸，对羟基苯甲酸和香豆酸，从分别从原麦麸中含量 14.7 μg/g 麦麸、7.71 μg/g 麦麸、8.57 μg/g 麦麸和 5.62 μg/g

麦麸增长至 88.4 μg/g 麦麸，60.38 μg/g 麦麸，55.56 μg/g 麦麸，52.93 μg/g 麦麸。黑曲霉对麦麸的降解能力及对阿魏酸和没食子酸的释

放能力都显著优于棒曲霉，而对丁香酸的释放能力略差于棒曲霉。电镜结果显示，黑曲霉降解能力优于棒曲霉。 
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Abstract: In order to evaluate the degradation abilities of two filamentous fungi on wheat bran and the difference in their abilities to 

release phenolic acid, the changes in the contents of total phenols and nine phenolic acid components were monitored at different time. Based on 

the activities of ferulic acid esterase and xylanase, the surface structure of wheat bran was examined via electron microscopy, and Aspergillus 

niger and Aspergillus clavatus were comprehensively evaluated. After seven days of fermentation with Aspergillus niger, the ferulic acid content 

reached 416.56 μg/g wheat bran, and the gallic acid content increased from 7.71 μg/g wheat bran to 105.77 μg/g wheat bran. The ferulic acid 

content in the fermentation by Aspergillus clavatus increased to 200.81 μg/g wheat bran. The  malic acid, gallic acid, p-hydroxybenzoic acid, 

and coumaric acid contents increased to 88.4 μg/g wheat bran, 60.38 μg/g wheat bran, 55.56 μg/g wheat bran, and 52.93 μg/g wheat bran from 

14.74 μg/g wheat bran, 7.71 μg/g wheat bran, 8.57 μg/g wheat bran, and 5.62 μg/g wheat bran, respectively. Compared with Aspergillus clavatus, 

Aspergillus niger exhibited significantly higher abilities to degrade wheat bran and release ferulic acid and gallic acid, but a slightly weaker 

ability to release malic acid. The electron microscopy results showed that the degradation ability of Aspergillus niger was better than that of 

Aspergillus clavatus. 
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小麦中的酚酸以三种形式存在：可溶性游离态， 
可溶性结合态和不溶性束缚态。通常人们以强酸强碱

分解提取小麦麸皮中束缚型酚酸。然而以微生物发酵

降解麦麸释放的酚类具有更高的生物活性[1]，且可以

避免给环境带来的巨大压力[2,3]。微生物降解麦麸的过

程中会分泌多种酶来水解作用，是多种酶共同作用的

结果[4~6]。有研究报告指出阿魏酸酯酶作用于植物性的

原材料中，能破坏细胞壁的骨架结构，从而将阿魏酸

从植物细胞壁的结构中游离出来[7~9]。随之研究者以酚

酯酶和木聚糖内切酶结合共同作用小麦麸皮释放酚酸
[10]。然而，受制于大规模酶制剂生产的成本越来越多

的人研究微生物直接发酵小麦麸皮对酚酸的释放。菌

种的筛选和优化则成为研究者的研究热点，我课题组

胡博涵[11]从土壤中筛选出几株优势菌种，我们取其中

两株酚酸释放能力相对较强的菌种进行考察，期望能

对小麦麸皮的利用能力的提高有所贡献。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

小麦麦麸（南方面粉厂）；黑曲霉曲霉筛选自土

壤；PDA 培养基保藏（青岛高科园海博生物技术有限

公司）；磷酸二氢钠、磷酸氢二钠（天津市福晨化学试

剂厂）；甲醇、乙腈（色谱纯，欧普森，Oceanpak）；
冰乙酸（色谱纯，天津市科密欧化学试剂有限公司）；

没食子酸、对羟基苯甲酸、龙胆酸、绿原酸、香草酸、

咖啡酸、丁香酸、4-香豆酸、阿魏酸（色谱纯，阿拉

丁）；木聚糖、木糖，分析纯，上海源聚生物科技有限

公司；阿魏酸甲酯，色谱纯，阿法埃莎（天津）化学

有限公司。 

1.2  仪器与设备 

SW-CJ-2F 洁净工作台（苏州安泰空气技术有限

公司）；LRH-150-S 恒温恒湿培养箱（广东省医疗器械

厂）；XW-80A 旋涡震荡器（上海精科实业有限公司）；

DLSB-5L125 低温冷却液循环泵（巩义市予华仪器有

限公司）JW-3021HR 高速冷冻离心机（安徽嘉文仪器

装备有限公司）；HH-2 数显恒温水浴锅（金坛市富华

仪器有限公司）；Spectrumlab 752S 型紫外可见分光光

度计（上海棱光技术有限公司）；6CE-60F-717P 型高

效液相色谱仪（美国 Waters 公司）。 

1.3  方法 

1.3.1  小麦麸皮真菌降解 

以脱脂小麦麸皮为培养基，接种黑曲霉和棒曲霉

两种丝状真菌，进行固态发酵。分别测定为未发酵和

培养 2、3、4、5、6、7 d 的麦麸降解过程中，酚酸的

组成和释放量与阿魏酸酯酶和木聚糖酶活力。 
1.3.2  醇溶性酚酸测定 

将发酵和未发酵的小麦麸皮，以无水甲醇提取。

在温度 30 ℃，功率 30 W 下超声 30 min。12000 r/min
离心 10 min。合并上清液，于 50 mL 容量瓶中定容。

0.45 μm 微孔滤膜过滤，上样。 
根据我课题组成员杜小燕[12]摸索的实验方法得

到：HPLC 测定各酚酸含量色谱柱为 Venusil XBP 
C18(L) (4.6×250 mm)，流动相：A 为乙腈，B 为 2%
冰乙酸水溶液，洗脱程序：0~30 min，100%B~85%B，
30~50 min，85%B~50%B，50~55 min，50%B~0%B，
55~60 min，0%B~100%B，流速为 1 mL/min，进样量

为 10 μL，柱温为室温，检测波长 280 nm。 
1.3.3  粗酶液制备 

将发酵后样品捣碎，全部转移至 50 mL 试管中。

将样品分成两组，一组加入 PBS 缓冲液提取酶液。置

于 200 r/min、4 ℃下摇床 1 h，12000 r/min 离心 10 min。
合并上清液，于 50 mL 容量瓶中定容。冷藏待测。 
1.3.4  木聚糖酶活力 

参考 GB/T 23874-2009[13]的方法，对木聚糖酶进

行的测定。 
木聚糖酶活力单位定义：在 37 ℃、pH 5.5 的条

件下，每小时从浓度为 100 mg/mL 木聚糖溶液中降解

释放 1 μmol 木糖所需的酶量为一个酶活力单位（U）。 
1.3.5  阿魏酸酯酶酶活 

参考 Xie Chun-yan[14]的方法，测定酶液的阿魏酸

酯酶活力。 
（1）阿魏酸酯酶活力单位的定义：在 pH 6.0、

40 ℃条件下，每小时酶解阿魏酸甲酯生成 1 μmol 阿
魏酸所需的酶量为一个酶活力单位（U）。 

（3）高效液相色谱条件[15]：色谱柱为Venusil XBP 
C18(L) (4.6×250 mm)，流动相为乙腈：体积分数 1%
冰乙酸（20:80，V/V），流速为 1.0 mL/min，检测波长

320 nm，柱温为室温，进样量 10 μL。 

2  结果与分析 

2.1  小麦麸皮的营养成分测定结果 

为了更好的研究小麦麸皮，我们对原料进行了基

本营养成分的测定结果如表 1 所示（测定方法参考
[16~21]）： 
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表1 小麦麸皮中主要的营养组分及含量 

Table 1 Major components and content of nutrients in wheat bran 

成分 蛋白质 脂肪 淀粉 纤维素 灰分 水分 
小麦麸皮/% 12.76±0.43 4.43±0.15 12.11±1.04 30.83±0.97 4.48±0.32 16.23±0.39 

2.2  小麦麸皮酚酸混和标准曲线 

 
图1 标准混合样品液相色谱图 

Fig.1 Liquid chromatogram of mixed standards 

注：1，没食子酸(6.146 min)；2，对羟基苯甲酸(17.250 min)；

3，绿原酸(20.129 min)；4，香草酸(21.917 min)；5，咖啡酸(22.517 

min)；6，丁香酸(24.342 min)；7，p-香豆酸(30.362 min)；8，

阿魏酸(34.254 min)；9，肉桂酸(45.558 min)。 

2.3  小麦麸皮降解过程中酚类组成与含量变

化 

 

 

 

 

 
图2 不同酵解时间黑曲霉固态发酵小麦麸皮分解酚酸组分变

化 

Fig.2 Changes in the content of phenolic acid components in 

wheat bran by solid-state fermentation with Aspergillus 

从图 2 的结果分析得出，小麦麸皮中能检测到的

游离酚酸有阿魏酸，p-香豆酸，咖啡酸，没食子酸，

丁香酸，肉桂酸等九种。主要以阿魏酸为主，含量相

对较少。经过黑曲霉降解大部分酚酸随着发酵的时间

增加，含量有所提高。其中以阿魏酸，没食子酸的释

放量最为显著。原麦麸中阿魏酸测定值为 27.51 μg/g
麦麸，发酵第 2 d 已经达到 37.85 μg/g 麦麸，从第 4 d 
86.41 开始，以 2 倍数数量级迅速增加。第 7 d 的阿魏

酸含量已达到 416.56 μg/g 麦麸，比原麦麸中游离的阿

魏酸含量提高了 15 倍多。 
次之是没食子酸，虽然没有阿魏酸的增加量多，

但是从初始未发酵原麦麸中含量 7.71 μg/g 麦麸，到第

7 d 达到 105.77 μg/g 麦麸，也增加了 13 倍多。虽然在

发酵过程中出现了减少的趋势，但是分析可能是两种

原因：一，在微生物生长繁殖过程中，分泌的某种酶

或其他成分对没食子酸有分解作用。当分解速率大于

促生成速率的时候，没食子酸就会减少，当后期随着

降解程度的增加，可能酚酸的分解速率迅速增加，导

致没食子酸的增加量远远大于分解量，或者同时，在

发酵后期的生长环境中细胞会被某些成分诱导，阻断

分解没食子酸的物质合成。二，也有可能是特殊情况

偶然发生，属于误差。那么我们同时进行了重复性实

验，结果是相同的，于是我们原则上排除第二种可能。 
还有一些麸皮中含量相对较多，但是在固态发酵

中却并没有大量分解生成的酚酸，如咖啡酸，丁香酸，

香豆酸，肉桂酸等，整体增量差异不明显，但是也与

总酚的含量趋势相同，说明，黑曲霉发酵中总酚的增

加量能够代表酚酸类成分的增加量。 
另一部分酚酸随着黑曲霉发酵麦麸时间的延长，

成分会减少，如香草酸和绿原酸。香草酸从发酵开始

到第 3 d，略有增加，但是从第 3 d 开始锐减，第 7 d
检测量只有 10.71 μg/g 麦麸，低于原始未发酵的麦麸
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中游离香草酸的量。绿原酸则是从发酵开始含量直线

下降。分析可能是发酵中的微生物分泌的某些成分对

香草酸和绿原酸有分解作用。而发酵释放量远远小于

分解量，则显现含量下降趋势。 
图 3 结果分析得到：经过棒曲霉固态发酵小麦麸

皮，大部分酚酸随着发酵的时间增加，含量有所提高。

其中仍然以阿魏酸释放量最为显著。虽然开始的 3 d 
增加量不显著，但是从第 4 d 开始迅速以倍数级增加， 
第 7 d 阿魏酸含量达到 200.81 μg/g 麦麸，比原麦麸中

游离的阿魏酸含量提高了 7 倍多。 

 

 

 

 

 
图3 不同酵解时间棒曲霉固态发酵小麦麸皮分解酚酸组分变

化 

Fig.3 Changes in the phenolic acid components in wheat bran 

during the solid-state fermentation with A. clavatus 

次之是丁香酸，没食子酸，对羟基苯甲酸和香豆

酸，虽然没有阿魏酸的增加量多，但是从分别从原麦

麸中含量 14.74 μg/g 麦麸、7.71 μg/g 麦麸、8.57 μg/g
麦麸、5.62 μg/g 麦麸增长至 88.4 μg/g 麦麸，60.38 μg/g
麦麸，55.56 μg/g 麦麸，52.93 μg/g 麦麸。虽然发酵对

这些酚类的释放效果不是非常显著，但是说明发酵是

对酚酸释放具有正向作用的。我们从结果可以看到，

棒曲霉发酵后总酚测定量是先增加后减少。这个结果

说明：一，酚类物质在酵解中是确实存在被分解的情

况。二，虽然总酚增加与酚酸成分有一定相关性，但

并不能完全代表酚酸分解量。 
除了肉桂酸在发酵过程中变化不大以外，绿原

酸，咖啡酸，香草酸的含量均与发酵前无明显变化或

比发酵前少。趋势基本是先少量增加，之后减少。可

能进一步佐证了上面的分析和猜想，即在发酵中微生

物为了满足自身的生长繁殖需求，会分泌促使麸结构

分解的酶来降解出糖分等物质，但是同时也分泌出某

些酶或其他成分对酚类有相应的降解作用，当分解速

率大于生成速率时，我们检测得到减小趋势，当生成

速率大于分解速率时，我们检测得到增加趋势。 

2.4  两种丝状真菌发酵中阿魏酸酯酶酶活变

化 

为了进一步研究两种丝状真菌酵解小麦麸皮过

程中各种酚酸变化量与酶活性变化之间的关系，我们

对其中比较重要的两种酶的活性进行跟踪性测定。结

果见表 2 和表 3。 
虽然黑曲霉的阿魏酸酯酶活性没有棒曲霉的活

性强，但是我们在酚酸检测的结果却是黑曲霉的阿魏

酸释放量最大，总酚含量也是最大。那么我们可以得

出结论为：通过检测阿魏酸酯酶活性变化量，能够说

明一种微生物在发酵过程中具有释放阿魏酸的能力，

并且阿魏酸酯在固态发酵过程中酶活力趋势与阿魏酸

为主的酚酸释放量趋势基本一致，但是并不能直接代

表这种微生物分解麦麸产生酚酸的能力。评价一种微

生物释放酚酸的能力，应该结合多种酶的活性、总酚

测定结果、各种酚酸测定结果等多种因素综合判定。

于是我们测定了，两种丝状真菌在固态发酵过程中，

木聚糖酶的活性变化，结果如表 3 所示。 
由表 3 结果分析得到：黑曲霉的木聚糖酶活性远

高于棒曲霉。那么结合阿魏酸酯酶与酚酸的结果进行

分析，说明木聚糖酶在丝状真菌分解小麦麸皮过程中

酚酸的释放量具有协同阿魏酸酯酶且至关重要的作

用。木聚糖酶对暴露酚酸酯键供酚酸酯酶（主要以阿

魏酸酯酶为主）切断连接阿魏酸及阿魏酸二聚体与阿

拉伯木糖之间的酯键有关键作用。木聚糖酶的活性具

有代表一种菌种分解麸皮的能力，间接代表释放酚酸

的能力。 
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表2 两种丝状真菌不同发酵时间阿魏酸酯酶酶活变化 

Table 2 Changes in ferulic acid esterase activity at different fermentation time points using two types of filamentous fungi 

发酵时间/d 2 3 4 5 6 7 

菌种 阿魏酸酯酶酶活/(mU/g 小麦麸皮) 

黑曲 18.82±0.15d 28.58±2.53c 31.43±0.59b 50.92±0.18a 37.15±0.57b 36.28±0.75b 
棒曲 49.71±1.73c 45.49±2.34c 55.39±0.79b 66.89±4.97a 63.65±6.94a 65.43±2.69a 

表3 两种丝状真菌不同发酵时间木聚糖酶酶活变化 

Table 3 Changes in xylanase esterase activity at different fermentation time points using two types of filamentous fungi 

发酵时间/d 2 3 4 5 6 7 

菌种 木聚糖酶酶活/(U/g 小麦麸皮) 

黑曲 139.1±0.8d 654.1±3.8ab 661.2±16.8a 639.2±17.1b 660.1±11.2a 372.1±5.5c 

棒曲 321.0±3.9a 299.7±2.5b 215.3±7.8c 146.9±2.5d 45.2±0.2e 49.6±0.4e 

 

  

 

 
图4 电镜观察黑曲霉降解小麦麸皮过程中麸皮表面结构的变

化 

Fig.4 Changes in the surface structure of wheat bran during the 

degradation of wheat bran by Aspergillus niger (observed using 

electron microscopy) 

 

 

2.5  丝状真菌降解小麦麸皮过程中表面结构

的变化 

小麦麸皮包括三个部分：糊粉层，中皮层和外皮

层。通常微生物降解是从糊粉层开始的，糊粉层含有

大量的氨基酸、蛋白质、淀粉和一部分游离的酚酸类

物质。在糊粉层降解的过程中，微生物利用其中的营

养物质进行大量的生长繁殖，进而降解中皮层中的成

分产生生长繁殖中需要的糖类满足代谢需求。外皮层

由于结构坚固紧密，微生物对其降解的能力有限，或

者过程非常缓慢。这也是固态发酵一直不能用于大规

模生产的原因所在。为了更好的了解丝状真菌固态发

酵分解小麦麸皮过程中麸皮被降解的实际情况，我们

用电镜观察了小麦麸皮的不同时间的结构变化（见图

4 和图 5）。 
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图5 电镜观察棒曲霉降解小麦麸皮过程中麸皮表面结构的变

化 

Fig.5 Changes in the surface structure of wheat bran during the 

degradation of wheat bran by Aspergillus clavatus (observed 

using electron microscopy) 

图中可以看到，不同微生物在降解小麦麸皮过程

中，小麦麸皮变化状态不尽相同，其中黑曲霉降解过

程中，小麦麸皮糊粉层迅速被降解，表面呈块状结构，

随着降解时间的延长，块状趋于平滑，暴露出纤维素

骨架结构，直至降解到外皮层部分，表面趋于光滑，

伴有被降解的纤维素裂纹。而棒曲霉降解糊粉层的速

度弱于黑曲霉，并且麸皮表面呈丝状形态。纤维素丝

网状交织结构随着酵解的时间的延长，越来越松散，

第七天观察到仍以不规则的粗糙面状态存在，说明降

解程度不如黑曲霉深入。 

3  结论 

3.1  两种菌种对小麦麸皮的降解能力有所不同，与酚

酸酯酶（主要以阿魏酸酯酶为主）活性有关，但阿魏

酸酯酶酶活的高低不能判定菌种释放酚酸的能力高

低。 
3.2  两种丝状真菌固态发酵中产生的酚酸的种类基

本相同，但对某种酚酸的释放能力优越性不尽相同。

对阿魏酸和没食子酸的释放能力黑曲霉显著优于棒曲

霉；对丁香酸的释放能力棒曲霉优于黑曲霉。 
3.3  木聚糖酶的活性直接影响麸皮酵解程度，间接影

响酚酸组分的释放。由于菌种不同，微生物降解麸皮

所显现表面结构不同。 
3.4  微生物分泌酶系降解麦麸产生酚酸的同时也可

能会分泌某种酶或其他未知成分来降解某些酚酸组

分，当释放率大于降解率时，我们得到酚酸增加的检

测结果，当小于降解率时，测定酚酸值可能会低于原

麦麸测定值。 
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