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米曲霉大米发酵提取物抗氧化活性的比较研究 
 

陈周潭，金一琼，吴晖，赖富饶 

（华南理工大学轻工与食品学院，广东广州 510640） 

摘要：用米曲霉发酵后的大米，其提取物是一种非常有效的天然抗氧化剂，具有清除自由基，金属螯合的效果。提取物中含有

多种成分，其中最具有生物活性的成分是酚类物质。本文通过测定大米发酵过程中的淀粉酶、纤维素酶、β-葡萄糖苷酶三种酶的活

性和自由基清除能力、还原能力、金属螯合能力、总酚含量，比较购于日本的 Aspergillus oryzae M-1、Aspergillus oryzae MC-01、Aspergillus 

oryzae SP-01、Aspergillus soji。最后选取其发酵提取物总酚含量 9.60 mg/g的 Aspergillus soji 用于进一步实验。 
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Abstract: The extracts from Aspergillus oryzae (A.oryzae), a common commercial fungus, are considered as natural antioxidants. To 

comparing the bioactivity of the extracts from fermented rice by four kinds of A.oryzae strains (A.oryzae M-1, A.oryzae MC-01, A.oryzae SP-01 

and A. soji), the enzymatic activities of α-Amylase ,cellulose and β-Glucosidase in the extracts were analyzed and the DPPH radical scavenging 

abilities, reducing power, metal chelating activities, and total phenolic contents of the extracts were determined. A.soji was chosen as the best 

strain for further experiment, with which the fermented rice showed the highest phenolic compounds (9.60 mg/g). 
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人体内的氧化反应中形成的过度的活性氧和活性

分子，以及由人体内能量代谢，蛋白质和脂类的分解

产生的自由基可以破坏生物分子，比如 DNA、蛋白质

脂类和碳水化合物，并可以导致各种疾病[1]。而植物

中的抗氧化物质具有还原能力，自由基清除能力和金

属螯合能力[2]，可以保持人体内的氧化物质和抗氧化

物质的平衡。 

米曲霉（Aspergillus oryzae），半知菌亚门，丝孢

纲，丝孢目，从梗孢科，曲霉属真菌中的一种非常常

见的商业用菌。在日本，由于它能产生淀粉酶、纤维

素酶和 β-葡萄糖苷酶，它被用于工业发酵生产各种产

品，包括日本清酒、酱油和味噌等。在清酒发酵中，

将米曲霉加入已经蒸熟的大米进行发酵，发酵时间为

5~7 d。它的发酵产物中含有多酚，其中最有效的可能

是阿魏酸，是非常有效果的天然抗氧化剂。大米发酵

的关键点在于制曲，其实质就是使米曲霉在原料上生 
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长繁殖，以分泌大量的淀粉酶、纤维素酶、β-葡萄糖

苷酶，制曲的条件直接决定有效酚类物质的产量[3~4]。 

本论文以米曲霉发酵提取物的淀粉酶、纤维素酶、

β-葡萄糖苷酶三种酶的活性和自由基清除能力、还原

能力、金属螯合能力、总酚含量为指标比较 4 种购于

日本的米曲霉。以期选出最合适的菌种用于后期实验。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

市场购买新鲜大米；DPPH，西格玛公司；福林

酚，健阳生物科技有限公司；DNS，天津富宇精细化

工有限公司；对硝基酚-β-葡萄糖苷，菲洛秦购于阿拉

丁公司。 

1.2  菌种 

Aspergillus oryzae M-1、Aspergillus oryzae MC-01、

Aspergillus oryzae SP-01、Aspergillus soji购于日本酿造

工业株式会社。 

1.3  仪器 

XW-80A 漩涡混合器，上海精科实业有限公司；

KDC-40 离心机，科大创新股份有限公司；FA2204B

http://baike.baidu.com/view/200463.htm
http://baike.baidu.com/view/296531.htm
http://baike.baidu.com/view/296531.htm
http://baike.baidu.com/view/1041619.htm
http://baike.baidu.com/view/1041619.htm
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电子天平，上海精科；Spectrumlab 752s 紫外分光光度

计，上海分析仪器总厂；YJ308G 美的电饭锅。 

1.4  试验方法 

1.4.1  发酵大米酶提取液的制备 

原材料预处理：将大米用水冲洗多次，加水浸泡

48 h 至大米达到无硬芯。 

煮熟：将浸泡好的大米放入电饭锅中煮至大米熟

而不粘。 

制曲：煮熟的大米平均分装至 4 个容器中，并放

入相同重量的 4 种不同米曲霉并混匀。置于 37 ℃，

96%湿度下培养。培养 6 d，并分别取0~6 d 共 7份样，

取出的样放入-20 ℃的冰箱中保存。 

制备酶提取液：将上述样品放入容器中，加入磷

酸缓冲溶液(100 mM, pH 7.0) (1:10, m/V)。均质3 min

后，4200 r/min 离心分离 5 min，取上清液，用于酶活

性测定。 

1.4.2  酶活性的测定 

α-淀粉酶活性的测定：取0.5 mL的酶提取液，加入

0.5 mL溶于0.05 mM pH 4.8柠檬酸缓冲液中的可溶性

淀粉（2%, m/V），50 ℃水浴加热20 min后，加入1 mL 

DNS终止反应，并沸水浴加热10 min。冷却后，加入5

倍的蒸馏水稀释，于540 nm处测定其吸光度。酶活力

单位是每分钟内生成1 μmol D-葡萄糖的所需的酶量为

一个酶活力单位[5]。 

纤维素酶的测定：采用Mandels方法测定[6]，取0.5 

mL的酶提取液，加入1 mL 0.05 M pH 4.8的柠檬酸缓冲

溶液，并加入1 cm×6 cm的用玻璃棒卷成漩涡状的滤纸

条，在50 ℃下存放60 min。加入1 mL DNS停止反应，

并将上清液取出后沸水浴加热5 min，冷却后，加入5

倍蒸馏水并用紫外分光光度计在540 nm下测定。酶活

力单位是每分钟内生成1 μmol葡萄糖的所需的酶量为

一个酶活力单位。 

β-葡萄糖苷酶的测定[7]：取0.5 mL酶提取液，加入

含有1 mL 5 mM对硝基酚-β-葡萄糖苷乙酸缓冲溶液

（100 mM，pH 5.0）。在50 ℃下存放30 min。加入2 mL 

1 M Na2CO3终止反应，于400 nm处测定其吸光值。酶

活力单位是每分钟内生成1 μmol对硝基苯酚的所需的

酶量为一个酶活力单位。 

1.4.3  大米发酵提取液的制备 

按照Liyana-Pathirana and Shahidi[8]的方法，将发酵

后的大米放入60 ℃的烘箱中干燥，并在室温下用正己

烷去除脂肪。室温中风干过夜后，用54%的乙醇抽提，

过滤液即大米发酵提取液。 

1.4.4  自由基清除、还原、金属螯合能力和总酚含量

的测定  

DPPH自由基去除能力的测定[9]：取0.5 mL的发酵

提取液，加入0.5 mL的100 μM DPPH甲醇溶液，0.5 mL

的去离子水，混匀后，保存15 min，于517 nm处测定其

吸光值。 

还原能力的测定[10]：取1 mL的发酵提取液，加入1 

mL 1%铁氰化钾，混合物在50 ℃下保存20 min，再加

入1 mL 10% (m/V)的三氯乙酸溶液，混合均匀。最后加

入0.1%的三氯化铁溶液，并在700 nm下测定吸光度。 

金属螯合能力的测定[11]：取0.1 mL的发酵提取液，

加入4.9 mL的乙醇、0.1 mL 2mM FeCl2和0.2mL 5 mM

菲洛秦。混合均匀后在室温下保存10 min，于562 nm处

测定吸光值。 

抑制率(%)=[(A0-A1)/A0]×100% 

式中：A0空白蒸馏水对照组的吸光度；A1样品的吸光度。 

总酚含量的测定[12]：总酚含量的测定依照Emmons 

and Peterson的方法做了适当改变，在0.5 mL的上述提

取液中加入0.2 mL的福林酚，并保存10 min。然后加入

2 mL 7%的Na2CO3溶液，混合均匀后，室温下保存15 

min，于750 nm处测定其吸光值。用标准没食子酸作标

准曲线，结果以没食子酸的等效的微克数表示。 

2  结果与分析 

米曲霉是一种好氧的微生物，在生长的过程中能

够分泌多种酶类，其中含有丰富的糖化酶和淀粉酶。

在酿酒的过程中主要是利用米曲霉分解淀粉的能力，

将原料中的淀粉转化为葡萄糖[13]，因此，原料分解很

大程度上依赖于酶活力的高低，并可以依靠酶的活性

比较，来判断米曲霉发酵的优劣。 

自由基清除能力，金属螯合能力，还原能力这三

种能力的比较，是其发酵提取物的主要生物学功能性

比较。而酚类物质是其最主要的生物活性物质，因此，

比较总酚含量尤其重要。 

2.1  三种酶的活性比较 

 
图 1 大米发酵过程中α-淀粉酶活性的变化 

Fig.1 The α-amylase activity of the fermented rice  

图 1 是大米发酵过程中 α-淀粉酶随着发酵天数增
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加的活性变化。由图中可以看出，前期酶提取液中的

α-淀粉酶活性随发酵天数增加而增强，到第 4 d 时几

乎都达至最大活性。其中 M-1 的酶提取液 α-淀粉酶活

性最高，SP-01 其次，A. soji 和 MC-01 的酶提取液 α-

淀粉酶活性相近。 

 

图 2 大米发酵过程中纤维素酶活性的变化 

Fig.2 The cellulose activity of fermented rice 

图 2 中是大米发酵中纤维素酶随着发酵天数增加

的活性变化。由图中可以看出，前期酶提取液中的纤

维素酶活性随发酵天数增加而增强，到第 4、5 d时达

至最大活性。其中M-1的酶提取液纤维素酶活性最高，

A. soji 最低，SP-01 和 MC-01的酶提取液纤维素酶活

性相近。 

 
图 3 大米发酵过程中β-葡萄糖苷酶的活性变化 

Fig.3 The β-Glucosidase activities of the fermented rice 

图 3 是大米发酵中 β-葡萄糖苷酶随着发酵天数增

加的活性变化。由图 3 可以看出，除了A. soji，其他

3 种米曲霉的酶提取液中的 β-葡萄糖苷酶活性随发酵

天数增加而增强。其中A. soji 酶提取液 β-葡萄糖苷酶

活性最高,其他 3 种米曲霉 β-葡萄糖苷酶活性相近。 

2.2  自由基清除能力的比较 

图 4 是大米发酵过程中自由基清除能力随着发酵

天数增加发生的变化。4 种米曲霉的大米发酵提取物

的自由基清除能力在前期都随着发酵天数的增加而增

强，发酵 4~5 d时达到最强。其中 A. soji 发酵提取物

的自由基清除能力最强，MC-01 和SP-01 发酵提取物

的自由基清除能力相近，而 M-1 发酵提取物自由基清

除能力最低。 

 
图 4 大米发酵过程自由基清除能力的变化 

Fig.4 The DPPH radical scavenging abilities of the fermented 

rice 

2.3  还原能力比较 

 
图 5 是大米发酵过程中还原能力的变化 

Fig.5 The reducing power of the fermented rice 

图 5 是大米发酵过程中还原能力随着发酵天数增

加发生的变化。除了A. soji 的发酵提取物还原能力在

第四天达到最强，并在后期减弱外，其他 3种米曲霉

在第 6 d达到最强还原性。其中 M-1 的发酵提取物还

原能力最强，A. soji 次之，MC-01 和 SP-01发酵提取

物的还原能力相近。 

2.4  金属螯合能力比较 

 
图 6 是大米发酵过程中金属螯合能力的变化 

Fig.6 The metal chelating abilities of the fermented rice 

图 6 是大米发酵过程中金属螯合能力随着发酵天

数增加发生的变化。4 种米曲霉的大米发酵提取物的
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金属螯合能力都在发酵 3、4 d 的时候，达到最强的金

属离子螯合能力，各提取物的金属离子螯合能力相近。 

2.5  总酚含量的比较 

 
图 7 是大米发酵过程中总酚含量的变化 

Fig.7 The total phenol contents of the fermentation rice 

图 7 是大米发酵过程中总酚含量随着发酵天数增

加发生的变化。4 种米曲霉的大米发酵提取物的总酚

含量在前期都随着发酵天数的增加而增加，发酵 4 d

时达到最强。其中 A. soji发酵提取物的总酚含量远高

于其他 3 种，MC-01、SP-01 和 M-1 的发酵提取物总

酚含量相近。 

3  讨论 

大米固体发酵提取物中，最具有生物活性功能的

是酚类物质，同时后期实验需要研究其提取物对自由

基破坏 DNA 的抑制作用。因此，米曲霉的自由基清

除能力具有非常重要的意义，选择自由基清除能力高

达 91.3%和总酚含量9.60 mg/g A. soji 作为下阶段实验

的发酵菌。同时，由于各项指标基本能在发酵第 4 d

达到一个较高水平，所以将发酵时间确定为4 d。在下

一阶段的实验中，该项目将以阿魏酸和曲酸作为参照，

测定 A. soji的大米发酵提取物的氧自由基吸收能力，

并深入研究其 β-胡萝卜素漂白抑制能力，对虾体变黑

的抑制作用，以及和对超螺旋质粒 DNA的保护作用。 
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