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摘　要：以高温豆粕为原料，研究了枯草芽孢杆菌固态发酵法制备多肽饲料的最优发酵工艺。首先对影响固态发

酵多肽得率的培养基组成进行了研究，采用正交试验确定了最佳的固态发酵培养基为：豆麸比 ２∶１，加水量 １１０％，

加蜜量 ４％。然后对影响固态发酵中多肽得率的发酵工艺参数进行了研究，采用响应面分析法（ＲＳＡ）确定最佳发

酵工艺条件为：接种量 １５％，发酵温度 ３２℃，发酵时间 ７３ｈ，在此条件下多肽得率为 ４６．２９％。
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　　高温变性豆粕是大豆提油后经高温脱溶后得
到的产品，其蛋白质含量约占４０％～４５％，但是经过
高温处理后，蛋白质变性严重，很难食用。豆粕是

目前畜牧养殖业使用量很大的一种优质蛋白源。大

豆多肽是经过蛋白酶水解处理后得到的由 ３～６个
氨基酸组成的小分子肽，其分子量一般为１０００Ｄａ。
大豆多肽具有溶解度好、粘度低、能抑制蛋白质凝

胶和促进微生物发酵、降低血脂、抗疲劳，与蛋白质

相比更容易消化吸收的理化特性及功能特性
［１３］
。

多肽饲料是通过化学或生物方法将本来不适合动

物利用的蛋白原料分解，制成的含有大量多肽的饲

料产品。目前，生产多肽饲料的方法主要有酸解

法、酶解法、微生物发酵法。酸解法通过强酸、强碱

的作用分解大分子蛋白为小分子肽，由于强酸强碱

具有腐蚀性，该法会带来大量的污染；酶解法利用

酶定向分解的特性将大分子蛋白分解为小分子肽，

但酶解法生产的多肽苦味较重，适口性差
［４６］
；微生

物发酵法是利用微生物的生化反应将蛋白转化为

肽。目前，饲用小肽主要采用微生物发酵法和酶解

法进行生产，从本质上讲，微生物发酵法和酶解法

生产饲用小肽都是通过蛋白酶的酶解内剪切作用

而产生的。微生物发酵法生产小肽是利用米曲霉、

乳酸菌、芽孢杆菌等能分泌蛋白酶的菌种，让所有

菌种分泌的蛋白酶在微环境下酶解蛋白质产生小

肽蛋白，其肽产物的分子量分布大多在 ３０００Ｄａ以
上，分子量较大，属于多肽范畴，产品中的肽含量和

可溶物含量也有一定的限制，其产品中的小肽以营

养性小肽为主
［７］
。目前，微生物发酵法豆粕饲料的

文献在国内报道较多。刘超等
［８］
以米曲霉菌和酵

母菌为出发菌株，通过培养基的优化和混合固态发

酵工艺的研究，获得一条富含小肽的新型蛋白饲料

生产工艺。莫重文等
［９］
采用米曲霉（Ａ３．０４２）和啤

酒酵母混合菌株固态发酵法生产发酵豆粕，优化发

酵条件后，发酵豆粕中粗蛋白含量可达 ４９．１０％，
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比原料中增加 １２．１％。王金斌等［１０］
对影响混菌种

发酵豆粕生产高蛋白饲料的发酵条件进行了研究，

结果基质粗蛋白由３１．７５％上升到４９．２７％，粗蛋白
增加率为 ５５．１８％。戚伟等［１１］

利用枯草芽杆菌和

产朊假丝酵母菌混合发酵生产富肽蛋白饲料，使得

酸可溶性氮含量达到３３．６１％。但以高温豆粕为主
要原料，添加糖蜜，采用枯草芽孢杆菌为菌种固态

发酵豆粕制备多肽饲料的研究鲜有报道。

该文以高温豆粕为主要原料，添加麸皮和糖

蜜，采用枯草芽孢杆菌为固态发酵菌种，以多肽得

率为检测指标，优化固态发酵豆粕制备多肽饲料的

发酵工艺条件。

１　材料与方法

１．１　试剂与仪器
１．１．１　材料与试剂　高温豆粕：齐齐哈尔大明油
脂厂；小麦麸皮：市购；结晶葡萄糖蜜：嘉吉生化有

限公司；其它试剂均为化学分析纯。

１．１．２　主要仪器　７２２Ｓ可见分光光度计：上海精
密科学仪器有限公司；隔水式恒温培养箱：上海跃

进医疗器械厂；ＤＳＸ２８０Ａ型不锈钢手提式灭菌器：
上海申安医疗器械厂；ＳＶＳ１３００型净化工作台：上
海跃进医疗器械厂；ＬＧ１０２．４型高速离心机：北京
医用离心机厂。

１．１．３　菌种　枯草芽孢杆菌：实验室保存。
１．１．４　培养基　斜面培养基：ＮａＮＯ３１．０ｇ·Ｌ

－１
、

ＫＨ２ＰＯ４０．３ｇ·Ｌ
－１
、Ｎａ２ＨＰＯ４４．０ｇ·Ｌ

－１
、ｐＨ９．０、

豆粕粉（６０目）４０ｇ·Ｌ－１、２０ｇ琼脂。
液体种子培养基：ＮａＮＯ３１．０ｇ·Ｌ

－１
、ＫＨ２ＰＯ４

０．３ｇ·Ｌ－１、Ｎａ２ＨＰＯ４４．０ｇ·Ｌ
－１
、ｐＨ９．０、豆粕粉

（６０目）４０ｇ·Ｌ－１。
１．２　试验方法
１．２．１　固态发酵培养基的优化　按一定比例称取
２０ｇ原料（豆粕和麸皮）装入 ２５０ｍＬ三角瓶中，并
调整其含水率，在 １２１℃，２０ｍｉｎ灭菌后取出，使其
自然冷却，当温度降至 ３０℃左右时，接入制备好的
液体种子，于恒温培养箱中培养。

首先分别对影响多肽得率的加蜜量、豆麸比和

加水量３个因素进行单因素试验，在单因素试验的
基础上，对影响多肽得率的主要因素进行 Ｌ９（３

３
）正

交试验，以确定最佳的固态发酵培养基。

１．２．２　固态发酵条件的优化　在固态发酵培养基
优化试验的基础上，按一定比例称取 ２０ｇ原料（豆
粕和麸皮）装入 ２５０ｍＬ三角瓶中，并调整其含水
率，在１２１℃，２０ｍｉｎ灭菌后取出，使其自然冷却，当
温度降至 ３０℃左右时，接入制备好的液体种子，于

恒温培养箱中培养。首先分别对影响多肽得率的

接种量、发酵时间和发酵温度进行单因素试验，在

单因素的基础上，采用响应面分析法对上述 ３个因
素进行研究，考察各因素及其相互作用对多肽得率

的影响，并确定最佳发酵条件。

１．３　检测方法
１．３．１　发酵产物水提液制备　称取发酵后的样品
５．０ｇ（精确至 ０．０００１ｇ），加入蒸馏水 ２００ｍＬ，在
２５℃、２００ｒ·ｍｉｎ－１条件下水浴振荡 ２ｈ，然后，于
２５℃、４０００ｒ·ｍｉｎ－１离心 ２０ｍｉｎ，过滤，滤液加入
３倍体积的三氯乙酸，静置３０ｍｉｎ，于４０００ｒ·ｍｉｎ－１

的离心机中离心 ２０ｍｉｎ，得到的上清液即为发酵产
物水提液。

１．３．２　多肽含量测定　采用三氯乙酸可溶性氮
（Ｔｒｉｃｈｌｏｒｏａ ｃｅｔｉｃＡｃｉｄ Ｎｉｔｒｏｇｅｎ Ｓｏｌｕｂｉｌｉｔｙ Ｉｎｄｅｘ，
ＴＣＡＮＳＩ）含量来反映多肽含量。
１．３．３　多肽得率计算　多肽得率（％）＝样品中多
肽含量／样品中蛋白质含量 ×１００。

２　结果与分析

２．１　最佳发酵培养基的确定
２．１．１　加蜜量对多肽得率的影响　接入 １０％的菌
种，按照 ６∶１的比例加入豆粕和麸皮，添加 １２０％
（相对于干基）的水，分别加入 ０、２％、４％、６％的糖
蜜，在３７℃的恒温培养箱培养７２ｈ。结果见图１。

图 １　加蜜量对多肽得率的影响

Ｆｉｇ．１　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｍｏｌａｓｓｅｓａｄｄｉｔｉｏｎｏｎｙｉｅｌｄ

ｏｆｓｏｙｂｅａｎｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅ

由图１可知，随着加蜜量的增加，多肽得率呈
先增加后降低的趋势，当加蜜量达到 ４％时，多肽得
率最大。表明加蜜量在 ４％时，枯草芽孢杆菌产蛋
白酶最高，对培养基中的蛋白质利用率最高，糖蜜

量过多或过少，都会影响多肽的产量。

２．１．２　豆麸比对多肽得率的影响　接入 １０％的菌
种，分别按照２∶１、４∶１、６∶１、８∶１的比例加入豆粕和
麸皮，添加１２０％（相对于干基）的水，加入 ４％的糖
蜜，在３７℃的恒温培养箱培养７２ｈ。结果见图２。
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图 ２　豆麸比对多肽得率的影响

Ｆｉｇ．２　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｒａｔｉｏｏｆｓｏｙｂｅａｎｍｅａｌａｎｄｗｈｅａｔｂｒａｎ

ｍｅａｌｏｎｙｉｅｌｄｏｆｓｏｙｂｅａｎｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅ

由图２可知，随着豆麸比的增加，多肽得率呈
逐渐下降的趋势，当豆麸比在 ２∶１时，多肽得率最
大。表明豆麸比过大可能会影响多肽的产量，原因

为培养基中麸皮减少，通风透气不良，对于枯草芽

孢杆菌的生长产生严重影响，蛋白酶量减少，进而

影响多肽得率。

２．１．３　加水量对多肽得率的影响　接入 １０％的菌
种，按照 ６∶１的比例加入豆粕和麸皮，分别添加
９０％、１００％、１１０％、１２０％、１４０％（相对于干基）的
水，加入４％的糖蜜，在 ３７℃恒温培养箱培养 ７２ｈ。
结果见图３。

图 ３　加水量对多肽得率的影响

Ｆｉｇ．３　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｗａｔｅｒａｄｄｉｔｉｏｎｏｎｙｉｅｌｄ

ｏｆｓｏｙｂｅａｎｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅ

由图３可知，随着加水量的增大，多肽得率呈
先升高后降低的趋势，当加水量达到 １１０％时，多肽
得率最大。表明培养基中水分过少，会严重影响枯

草芽孢杆菌的生长，进而影响多肽得率；培养基中

水分过多，会造成培养基成团，严重影响培养基的

通风效果，最终影响枯草芽孢杆菌的生长。

２．１．４　正交试验优化最佳发酵培养基　在以上单

因素试验的基础上，对影响多肽得率的培养基组成

的３个主要因素（豆麸比、加水量、加蜜量）进行
Ｌ９（３

３
）正交试验，设计水平因素及结果见表１、表２。

表 １　正交试验因素水平

Ｔａｂｌｅ１　Ｆａｃｔｏｒｓａｎｄｌｅｖｅｌｓｏｆｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｔｅｓｔ

水平

Ｌｅｖｅｌｓ

因素 Ｆａｃｔｏｒｓ
加蜜量 Ａ

Ｍｏｌａｓｓｅｓ

ａｄｄｉｔｉｏｎ／％

加水量 Ｂ

Ｗａｔｅｒａｄｄｉｔｉｏｎ

／％

豆麸比 Ｃ

Ｒａｔｉｏｏｆｓｏｙｂｅａｎｍｅａｌ

ａｎｄｗｈｅａｔｂｒａｎｍｅａｌ
１ ２ １１０ ２∶１

２ ４ １２０ ４∶１

３ ６ １３０ ６∶１

表 ２　正交试验结果分析

Ｔａｂｌｅ２　Ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｄｅｓｉｇｎａｎｄｒｅｓｕｌｔｓ

试验号

Ｎｏ．
Ａ Ｂ Ｃ

多肽得率

Ｙｉｅｌｄｏｆｓｏｙｂｅａｎ

ｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅ／％

１ １ １ １ ３２．４８

２ １ ２ ２ ２７．６２

３ １ ３ ３ ２５．１９

４ ２ １ ２ ３２．４７

５ ２ ２ ３ ２８．３１

６ ２ ３ １ ３８．０２

７ ３ １ ３ ３３．６５

８ ３ ２ １ ３７．２７

９ ３ ３ ２ ２７．７９

Ｋ１ ２８．５４ ３２．８７ ３５．９２

Ｋ２ ３２．９３ ３１．０７ ２９．２９

Ｋ３ ３２．９０ ３０．３３ ２９．０５

Ｒ ４．３９ ２．５４ ６．８７

　　由表２可知，各因素的最佳水平为 Ａ２Ｂ１Ｃ１，即
加蜜量４％，加水量１１０％，豆麸比 ２∶１；Ｒ值大小分
别为 Ｃ＞Ａ＞Ｂ，即加蜜量对多肽得率的影响最大，
其次是加水量，豆麸比的影响最小。

２．２　最佳发酵条件的确定
２．２．１　接种量对多肽得率的影响　分别接入
１０％、１５％、２０％、２５％的菌种，按照２∶１的比例加入
豆粕和麸皮，添加１１０％（相对于干基）的水分，添加
４％的糖蜜，在３７℃的恒温培养箱培养７２ｈ。由图４
可知，随着接种量的增加，多肽得率增大。当接种

量达到 ２０％时，多肽得率最大，随后呈下降趋势。
这说明接种量在２０％时，枯草芽孢杆菌产生的蛋白
酶对发酵物的作用处于同期最佳水平。

２．２．２　发酵温度对多肽得率的影响　接入 １０％的
菌种，按照２∶１的比例加入豆粕和麸皮，添加 １１０％
（相对于干基）的水分，添加 ４％的糖蜜，分别在
２８℃、３１℃、３４℃、３７℃的恒温培养箱培养 ７２ｈ。结
果见图５。
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图 ４　接种量对多肽得率的影响

Ｆｉｇ．４　ＥｆｆｅｃｔｏｆＢａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎａｍｏｕｎｔ

ｏｎｙｉｅｌｄｏｆｓｏｙｂｅａｎｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅ

图 ５　发酵温度对多肽得率的影响

Ｆｉｇ．５　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｏｎ

ｙｉｅｌｄｏｆｓｏｙｂｅａｎｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅ

由图５可知，多肽得率随发酵温度的增加呈先
升高后降低的趋势，在３１℃时多肽得率最高。说明
温度越高，反而影响枯草芽孢杆菌的生长，进而微

生物对豆粕蛋白的作用减弱，多肽产量下降。

２．２．３　发酵时间对多肽得率的影响　接入 １０％的
菌种，按照２∶１的比例加入豆粕和麸皮，添加 １１０％
（相对于干基）的水分，添加 ４％的糖蜜，在 ３７℃的
恒温培养箱分别培养 ３６、４８、６０、７２、８４、９６ｈ。结果
见图６。

图 ６　发酵时间对多肽得率的影响

Ｆｉｇ．６　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｐｅｒｉｏｄｏｎｙｉｅｌｄ

ｏｆｓｏｙｂｅａｎｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅ

由图６可以看出，随发酵时间的延长，多肽得

率先呈缓慢增加的趋势，在 ７２ｈ时达到最高值，但
进一步增加发酵时间，多肽得率呈下降趋势。这是

因为随着时间的增加，按照微生物一步生长曲线，

在７２ｈ之后，枯草芽孢杆菌的菌种活力下降，次级
代谢产物增多，微生物生长环境恶劣，从而影响蛋

白酶的活力，多肽产量下降。

２．２．４　响应面法优化最佳发酵条件试验　在以上
单因素试验的基础上，采取 ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔｖｅｒｓｉｏｎ７
软件，应用 ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ中心组合试 验设 计原
理

［１２］
，以发酵时间，发酵温度，接种量进行三因素三

水平的试验设计，多肽得率为响应值。试验因素及

水平结果见表３、表４。
表 ３　ＲＳＡ试验因素水平编码表

Ｔａｂｌｅ３　Ｔｈｅｆａｃｔｏｒｓａｎｄｌｅｖｅｌｏｆｅｎｃｏｄｉｎｇｔａｂｌｅ

水平

Ｌｅｖｅｌｓ

因素 Ｆａｃｔｏｒｓ

发酵时间 Ｘ１

Ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ

ｔｉｍｅ／ｈ

发酵温度 Ｘ２

Ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ

ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ／℃

接种量 Ｘ３

Ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ

ａｍｏｕｎｔ／％

－１ ６０ ３１ １０

　０ ７２ ３４ １７．５

　１ ８４ ３７ ２５

　　以发酵时间，发酵温度，接种量作如下变换：Ｘ１＝
（ｔ－７２）／１２，Ｘ２＝（Ｔ－３４）／３，Ｘ３＝（ｚ－１７．５）／７．５，
以多肽得率为响应值（Ｙ），试验设计及数据分析见
表４（其中 １５个试验中，１～１２是析因试验，１３～１５
是中心试验，用来估计试验误差）。

表 ４　ＲＳＡ试验设计及数据分析表

Ｔａｂｌｅ４　ＲＳＡｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｐｒｏｇｒａｍａｎｄ

ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｒｅｓｕｌｔ

试验号

Ｎｏ．
Ｘ１ Ｘ２ Ｘ３ Ｙ／％

１ －１ －１ ０ ４６．５７

２ －１ １ ０ ３４．５１

３ １ －１ ０ ３８．８４

４ １ １ ０ ３９．２２

５ ０ －１ －１ ３５．４５

６ ０ －１ １ ３９．９７

７ ０ １ －１ ３７．１４

８ ０ １ １ ３８．２７

９ －１ ０ －１ ３６．３９

１０ １ ０ －１ ３４．１３

１１ －１ ０ １ ３５．８２

１２ １ ０ １ ３４．６９

１３ ０ ０ ０ ４６．２０

１４ ０ ０ ０ ４６．５７

１５ ０ ０ ０ ４５．５８

　　经 ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔｖｅｒｓｉｏｎ７软件对试验数据分析
后发现用二阶多项式回归模型较优，以多肽得率为
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响应值回归方程如下：

Ｙ＝４５．１８－０．５５Ｘ１ －１．２１Ｘ２ ＋０．７０Ｘ３ ＋

２．６１Ｘ１Ｘ２ ＋０．２８Ｘ１Ｘ３ －０．８５Ｘ２Ｘ３ －４．１７Ｘ
２
１ －

１．７２Ｘ２２－５．７５Ｘ
２
３

表 ５　回归与方差分析表

Ｔａｂｌｅ５　Ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎａｎｄａｎａｌｙｓｉｓｏｆｖａｒｉａｎｃｅｒｅｓｕｌｔｓ

方差来源

Ｓｏｕｒｃｅ

平方和

Ｓｕｍｏｆ

ｓｑｕａｒｅｓ

自由度

ｄｆ

均方

Ｍｅａｎ

ｓｑｕａｒｅ

Ｆ值

ＦＶａｌｕｅ
Ｐｒｏｂ＞Ｆ

Ｍｏｄｅｌ ２２６．０６ ９ ２５．１２ ６．３９ ０．０２７４

Ｘ１ ２．４３ １ ２．４３ ０．６２ ０．４６７１

Ｘ２ １１．７４ １ １１．７４ ２．９９ ０．１４４５

Ｘ３ ３．９８ １ ３．９８ １．０１ ０．３６０５

Ｘ１Ｘ２ ２７．２５ １ ２７．２５ ６．９４ ０．０４６３

Ｘ１Ｘ３ ０．３２ １ ０．２３ ０．０８１ ０．７８７０

Ｘ２Ｘ３ ２．８７ １ ２．８７ ０．７３ ０．４３１５

Ｘ２１ ６４．２３ １ ６４．２３ １６．３５ ０．００９９

Ｘ２２ １０．９３ １ １０．９３ ２．７８ ０．１５６１

Ｘ２３ １２２．０１ １ １２２．０１ ３１．０６ ０．００２６

残差

Ｓｕｐｌｕｓ
１９．４０ ５ ３．９３

失拟性

Ｌａｃｋｏｆｆｉｔ
１６．４０ ３ ５．４７ ３．３７ ０．２３７３

总差

Ｔｏｔａｌ
２４５．７０ １４

　　由表 ５可知，此模型的负相关系数 Ｒ２ 为
０．９２０１，响应面回归模型达到显著水平（Ｐ＝０．０２７４
＜０．０５００），模型失拟性不显著（Ｐ＝０．２３７３＞
０．１０００）。说明该模型拟合程度好，试验误差小，可
以用此模型对枯草芽孢杆菌固态发酵豆粕生产多

肽的发酵条件进行分析和预测。在所选试验条件

下，对多肽得率影响的大小顺序依次为发酵温度 ＞
发酵时间 ＞接种量。

通过对以上方程和响应面进行分析，预测枯草

芽孢杆菌固态发酵豆粕生产多肽的最佳发酵条件

为：接种量 １５．１％，发酵温度 ３２．０４℃，发酵时间
７３．０８ｈ，响应值为 ４６．７５％。为检验可靠性，采取
上述最佳发酵条件进行验证试验，多肽得率为

４６．２９％，与理论值的误差为０．９８％。

３　结论

采用枯草芽孢杆菌固态发酵豆粕制备多肽饲

料最佳培养基是：加蜜量４％，加水量１１０％，豆麸比
２∶１。以此优化培养基发酵制备多肽饲料最佳条件
为：接种量１５％，发酵温度３２℃，发酵时间７３ｈ。在

此条件下的多肽得率可达４６．２９％。
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