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摘　要：以普通饲料豆粕为原料，选用枯草芽孢杆菌、啤酒酵母和黑曲霉作为发酵菌种，以发酵产物中的可溶性蛋

白（包括游离氨基酸和小肽）为测定指标，对影响固态发酵豆粕制备大豆肽的主要因素，包括不同的二元组合菌种、

菌种比例、菌种接种量、发酵时间、基质水分含量、发酵温度进行了单因素研究；并运用响应面法对最优组合菌种固

态发酵大豆肽的条件进行了优化。结果表明：选用枯草芽孢杆菌和黑曲霉混合菌固态发酵豆粕，大豆肽含量最高；

其优化条件为：接种量２７．９５％和５２．７１％，发酵温度３５．９２℃，基质含水量５２．７１％，枯草芽孢杆菌与黑曲霉的菌种

比例 ２∶１，发酵时间 ４８ｈ，在此优化条件下的大豆肽含量为 ８．７３％。
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　　豆粕是目前畜禽最重要的植物性蛋白源，其粗
蛋白含量高达４３％～４８％，并有较平衡的氨基酸组
成，尤其是其它植物性饲料易缺的赖氨酸，其含量

高达２．５％～２．８％［１２］
。但大豆蛋白质分子结构复

杂，分子量较大，从而导致消化率和生物学效价不

高；同时豆粕中还存在多种抗营养因子，极大地影

响了豆粕的饲用价值
［３］
。通过生物转化处理可有

效地降低去除豆粕中的各种抗营养因子，同时使豆

粕中的蛋白质分解成大量的植物小肽，即大豆

肽
［４］
。大豆肽是大豆蛋白质经过控制性的水解、精

制得到的一类活性肽，通常是由 ３～６个氨基酸组
成的低分子量肽。这种无抗原的植物小肽吸收率

高，可作为许多高档经济动物的优良蛋白质来

源
［５］
。常见的大豆肽的生物转化方法有酶解豆粕

和发酵豆粕。酶解豆粕主要用于大豆肽的液态生

产，它存在一定的限制因素，主要表现在蛋白质水

解过程中产生的苦味、臭味无法完全抑制，尤其是

大规模生产中，降低和脱除水解过程中的苦味和臭

味需要很高的成本
［６］
。固态发酵不仅可以应用于

液态生产不能实现的过程，而且可以弥补液态生产

的不足与缺陷。应用现代固体发酵技术实现规模

化生产成本往往比液态法要低，更重要的是豆粕经

固态发酵可有效提高蛋白质的生物转化率
［７］
。

目前国内外微生物发酵豆粕生产大豆肽的发



１３２　　 大 豆 科 学 １期

酵方式主要集中于单一菌种的发酵和发酵菌株的

筛选，而复合菌株的协同发酵研究甚少，并且该方

面的研究是豆粕固态发酵中的一个难点
［８９］
。因

此，笔者以普通豆粕为原料，采用枯草芽孢杆菌、黑

曲霉和啤酒酵母的二元复合菌进行固态发酵，通过

单因素试验及其中心组合设计试验研究不同因素

对豆粕发酵对大豆肽含量的影响，以期获得高大豆

肽含量的发酵产品，从而提高大豆生产的附加值。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂
原料：豆粕、麸皮，购于芜湖市大砻坊希望饲料

有限公司。其中豆粕含水量为 １３．３％，粗蛋白含量
为４４．２１％，小肽含量１．４５％（干基）。

菌种：黑曲霉（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｎｉｇｅｒ），枯草芽孢杆菌
（Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ），啤酒酵母（Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓｃｅｒｅｖｉｓｉ
ａｅ）均为安徽工程大学生物技术专业实验室保藏菌
种。试验中用 Ｈ、Ｋ和 Ｐ分别表示黑曲霉、枯草芽孢
杆菌和啤酒酵母菌种，利用 ＫＨ、ＰＨ和 ＫＰ表示该 ３
种菌种组合。

培养基：马铃薯蔗糖培养基（简称 ＰＤＡ），用于
黑曲霉和啤酒酵母的分离平板及斜面、啤酒酵母的

液体种子培养；牛肉膏蛋白胨培养基 （简称 ＬＢ），用
于枯草芽孢杆菌分离平板及斜面、枯草芽孢杆菌的

液体种子培养
［１０］
。基础发酵培养基：４５ｇ豆粕 ＋

５ｇ麸皮 ＋０．１５ｇＭｇＳＯ４，其含水量为５０％。

主要检测试剂：茚三酮溶液（５．０ｍｇ·ｍＬ－１）、
氨基酸贮备溶液（０．２ｍｇ·ｍＬ－１）、氨基酸标准使用
液（２０μｇ·ｍＬ－１）。
１．２　试验方法
１．２．１　发酵菌液的制备　将枯草芽孢杆菌、啤酒
酵母分别接入各菌种的液体培养基中，枯草芽孢杆

菌于３０℃振荡培养４８ｈ，啤酒酵母菌于２８℃静置培
养４８ｈ；并以培养好的菌液为菌种，按 ２％接种量接
到各菌种发酵种子液培养基中扩大培养 ２４ｈ，制成
发酵种子液（注：黑曲霉不进行液体发酵，而是采用

洗孢子的方式制备菌液）。

１．２．２　发酵液中大豆肽的提取　大豆肽浸提：在
发酵样品中加１５０ｍＬ的蒸馏水，在８０℃水浴中分３
次浸泡提取，每次大约 ４０ｍｉｎ左右，然后将样品进
行过滤分离，废渣再加水继续浸泡提取过滤分离，

提取３次，最后合并滤液加水至 ３５０ｍＬ，即可得到
样品的大豆肽粗提取液

［１１］
。

沉淀：取 ３ｍＬ滤液于离心管内，另加 ３ｍＬ
２０％ＴＣＡ摇匀静置１５ｍｉｎ。

离心：将静置液于 ５０００ｒ·ｍｉｎ－１转速下离心

１５ｍｉｎ，离心后取上清液于另一离心管中保存待测。
１．２．３　大豆肽的测定　标准曲线绘制：精确吸取
０、１．０、２．０、３．０、４．０、５．０、６．０、７．０和 ８．０ｍＬ甘氨
酸标准溶液分别置于９个试管中；并分别加 ２．０ｍＬ
茚三酮显色剂溶液，再加蒸馏水稀释至 １０ｍＬ，摇
匀。然后置于沸水浴中加热 ２０ｍｉｎ，产生蓝紫色
后，流水冷却至室温，于５７０ｎｍ处测定吸光度，并绘
制甘氨酸溶液标准曲线

［１２］
。其方程为 Ｙ＝０．０４５７Ｘ＋

０．０３７１（Ｒ２＝０．９９２１）。
发酵液中大豆多肽含量的测定：取 １．０ｍＬ样

品保存液于试管中，调节 ｐＨ至５～７，然后向试管内
加入２．０ｍＬ茚三酮溶液，再于沸水浴加热 ２０ｍｉｎ，
冷却后于５７０ｎｍ下测定吸光度，根据标准曲线方程
计算大豆多肽含量

［１３］
。该试验大豆肽含量的计算

公式为：Ｈ％ ＝Ａｎ３２３５０／４５００００００×１００％
（Ｈ％：大豆肽含量；Ａ：所测 ＯＤ值通过曲线方程求
得的大豆肽浓度；ｎ：稀释倍数）。
１．２．４　单因子试验设计　将基础发酵培养基灭菌
后，按２∶１，１∶１和 １∶２接种比例分别接入 ＫＨ、ＰＨ
和 ＫＰ３种组合菌种，接种量为２０％，置于３０℃的摇
床中培养４８ｈ后，测定发酵样品大豆肽含量；得到
的最佳菌种组合及其接种的菌种比例，用于接种

量、发酵时间、基质初始含水量以及发酵温度对豆

粕发酵大豆肽含量影响的研究，具体设计见表１。
表 １　单因素试验水平表

Ｔａｂｌｅ１　Ｔｈｅｌｅｖｅｌｏｆｓｉｎｇｌｅｆａｃｔｏｒｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ

水平

Ｌｅｖｅｌ

影响因素 Ｆａｃｔｏｒｓ

接种量

Ｉｎｏｃｕｌｕｍ

／％

发酵时间

Ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ

ｔｉｍｅ／ｈ

含水量

Ｗａｔｅｒｃｏｎｔｅｎｔ

／％

发酵温度

Ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ

ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ／℃

１ １５ ２４ ４５ ２６

２ ２０ ３６ ５０ ３０

３ ２５ ４８ ５５ ３４

４ ３０ ６０ ６０ ３８

１．２．５　中心组合试验设计　根据单因素试验的结
果，选取３个影响较大的因素，采用 ＳＡＳ８．２统计软
件设计中心组合试验，并对试验数据进行回归分

析，从而得出最优菌种组合的最优发酵条件
［１４１５］

。

１．２．６　验证试验　综合分析单因素试验和 Ｂｏｘ
Ｂｅｎｈｎｋｅｎ中心组合试验结果，验证最优组合菌种在
最优发酵条件下的大豆肽含量与回归模型最大理

论大豆肽含量的拟合度。

２　结果与分析

２．１　组合菌种的接种比例对豆粕发酵产生大豆肽
的影响

　　图 １为不同组合菌种的接种比例对豆粕发酵
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产生大豆肽的影响。从中可以看出，组合菌种中，

接种比例不同，发酵产物中大豆肽含量存在一定的

差异。对于 ＫＨ组合菌种，当枯草芽孢杆菌与黑曲
霉的接种比例为 ２∶１时，大豆肽含量最高，发酵后
基质上能够看到黑曲霉生长的孢子和菌丝体，并且

基质有结块现象；对于 ＰＨ组合菌种，当啤酒酵母与
黑曲霉的接种比例为 １∶１时，大豆肽含量最高，且
发酵后基质上同样能够看到黑曲霉生长的孢子和

菌丝体，基质有结块现象，并有曲香气味产生；对于

ＫＰ组合菌种，当枯草芽孢杆菌与啤酒酵母的接种
比例为 ２∶１时，大豆肽含量最高，发酵后产物略有
结块现象，其表面有一层白色菌体，并有曲香产生。

另外，从图 １中还可以看出，二元组合菌发酵豆粕
产生大豆肽的含量均明显高于单菌；３种单菌中以
枯草芽孢杆菌产生的大豆肽含量最高，而黑曲霉发

酵产生大豆肽的能力较差。

比较３种组合菌种，可知 ＫＨ菌种组合发酵豆
粕生产的大豆肽含量高于 ＰＨ和 ＫＰ菌种组合。因
此，选用 ＫＨ组合菌种，并按照 ２∶１接种比例的进行
下列优化试验。

图 １　不同组合菌种的接种比例对豆粕发酵产生

大豆肽的影响

Ｆｉｇ．１　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｓｔｒａｉｎｒａｔｉｏｏｆｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｓｔｒａｉｎｓｏｎ

ｓｏｙｂｅａｎｐｅｐｔｉｄｅｓｃｏｎｔｅｎｔ

２．２　接种量对大豆肽含量的影响
图２为接种量对豆粕发酵产品中大豆肽含量

的影响。随着接种量的增加，发酵产品中大豆肽含

量先增加后降低。当接种量为 ２５％左右时，发酵产
品中大豆肽含量达最大值，继续增加接种量，大豆

肽含量反而下降。可能原因是由于接种量过大，致

使菌体生长速度加快，从而消耗大量的营养物质。

因此，产品中大豆肽的含量呈现下降趋势。

２．３　发酵时间对大豆肽含量的影响
图３为发酵时间对豆粕发酵产品中大豆肽含

量的影响。在发酵初期，随着发酵时间的延长，产

品中大豆肽含量逐渐增加，当发酵时间为 ４８ｈ左右
时，产品中大豆肽含量最高。继续延长发酵时间，

反而会使大豆肽含量减少。可能原因是随着发酵

时间的延长，微生物会发生自溶现象；另外，前期提

供的 Ｃ、Ｎ源已经耗尽，因而菌体生长所需营养需靠

大豆肽提供，从而导致大豆肽含量下降。因此，在

实际的生产中，发酵周期不宜过长。

图 ２　接种量对大豆肽含量的影响

Ｆｉｇ．２　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｉｎｏｃｕｌｕｍｏｎｓｏｙｂｅａｎｐｅｐｔｉｄｅｓｃｏｎｔｅｎｔ

图 ３　发酵时间对大豆肽含量的影响

Ｆｉｇ．３　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｔｉｍｅｏｎｓｏｙｂｅａｎ

ｐｅｐｔｉｄｅｓｃｏｎｔｅｎｔ

２．４　基质含水量对大豆肽含量的影响
固态发酵过程中，只有适度的水分才能催化蛋

白酶的活力，从而使发酵产品中大豆肽含量达到最

高值。图４为基质含水量对豆粕发酵产品中大豆
肽含量的影响。可以看出，在发酵初期，随着含水

量的增加，产品中大豆肽含量逐渐增加，当含水量

为５５％左右时，产品中大豆肽含量最高，之后又有
降低趋势，说明５５％含水量的培养基质适宜微生物
生长繁殖。

图 ４　含水量对大豆肽含量的影响

Ｆｉｇ．４　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｗａｔｅｒｃｏｎｔｅｎｔｏｎｓｏｙｂｅａｎ

ｐｅｐｔｉｄｅｓｃｏｎｔｅｎｔ
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２．５　发酵温度对大豆肽含量的影响
细菌的最适生长温度高于真菌的最适生长温

度，因此，混菌发酵的最适温度并不一定就是各单

菌各自生长的最适温度。由图 ５可以看出，随着发
酵温度的增加，大豆肽含量也不断增加，当温度为

３４℃时，大豆肽含量达到最大值，继续增加温度，大
豆肽含量反而减少。

图 ５　发酵温度对大豆肽含量的影响

Ｆｉｇ．５　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｏｎｓｏｙｂｅａｎ

ｐｅｐｔｉｄｅｓｃｏｎｔｅｎｔ

２．６　ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ中心组合设计及其结果分析
根据以上单因素试验结果，确定接种量、发酵

温度、含水量为 ３个对大豆肽含量影响较大的因
素，进行三因素三水平共 １５个试验点 ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ
中心组合设计试验，其因素水平选取见表 ２，试验方
案与结果见表３。

表 ２　响应面试验因素与水平

Ｔａｂｌｅ２　Ｆａｃｔｏｒｓａｎｄｌｅｖｅｌｓｉｎｒｅｓｐｏｎｓｅｓｕｒｆａｃｅｄｅｓｉｇｎ

变量因子

Ｖａｒｉａｂｌｅｆａｃｔｏｒｓ

代号

Ｃｏｄｅ

水平 Ｌｅｖｅｌ

－１ ０ １

接种量 Ｉｎｏｃｕｌｕｍ／％ Ｘ１ ２２ ２５ ２８

温度 Ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ／℃ Ｘ２ ３０ ３４ ３８

含水量 Ｗａｔｅｒｃｏｎｔｅｎｔ／％ Ｘ３ ５０ ５５ ６０

表 ３　响应面分析试验结果

Ｔａｂｌｅ３　Ｒｅｓｐｏｎｓｅｓｕｒｆａｃｅｄｅｓｉｇｎｍａｔｒｉｘａｎｄｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ

ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｓｏｙｂｅａｎｐｅｐｔｉｄｅｓｃｏｎｔｅｎｔ

编号

Ｎｏ．
Ｘ１ Ｘ２ Ｘ３

Ｙ大豆肽含量

Ｓｏｙｂｅａｎｐｅｐｔｉｄｅｓｃｏｎｔｅｎｔ／％

１ －１ －１ 　０ ５．４１１０８４
２ －１ 　１ 　０ ４．１０３８１１
３ 　１ －１ 　０ ３．５８８３３１
４ 　１ 　１ 　０ ７．０７９７５３
５ 　０ －１ －１ ３．２１０５０３
６ 　０ －１ 　１ ２．９６５４２９
７ 　０ 　１ －１ ７．２５３０３６
８ 　０ 　１ 　１ ４．１７７３２９
９ －１ 　０ －１ ６．５８５２０３
１０ 　１ 　０ －１ ６．９７１１９７
１１ －１ 　０ 　１ ６．２５４３５１
１２ 　１ 　０ 　１ ６．２９１１１５
１３ 　０ 　０ 　０ ７．５３９９３３
１４ 　０ 　０ 　０ ８．０１７５７６
１５ 　０ 　０ 　０ ８．４２９０９７

　　表４为 ＫＨ组合菌种豆粕发酵大豆肽含量的回
归模型方差分析表。从中可以看出，响应面模型总

体 Ｐ＜０．０１，说明该模型达到极显著水平；模型的复
相关系数 Ｒ２＝０．９５０１，说明该回归方程可以准确地
预测不同发酵条件对大豆肽含量值的影响；方程的

一次项和二次项均达到显著和极显著水平，说明发

酵条件对大豆肽值有显著影响；方程的交互项也达

到极显著水平，说明各发酵条件之间相互影响显

著，有较强的交互性。以 Ｘ１、Ｘ２、Ｘ３分别表示接种
量、发酵温度、含水量 ３个变量，以 Ｙ表示响应值
（大豆肽含量），经回归分析，Ｙ与 Ｘ１、Ｘ２、Ｘ３的关系
可 用 方 程：Ｙ１ ＝７．９９５５３５ ＋０．１９６９９３Ｘ１ ＋
０．９２９８２３Ｘ２ －０．５４１４６５Ｘ３ －０．４１２９４９Ｘ１Ｘ１ ＋
１．１９９６７４Ｘ１Ｘ２ －０．０８７３０８Ｘ１Ｘ３ －２．５３６８４１Ｘ２Ｘ２ －
０．７０７６５８Ｘ２Ｘ３－１．０５７１２Ｘ３Ｘ３表示。由表 ４中方差
分析可以看出，该模型的失拟项 Ｐ＝０．２４６＞０．０５，
差异不显著，表明该方程对试验结果拟合良好。

表 ４　回归模型方差分析表
Ｔａｂｌｅ４　Ａｎａｌｙｓｉｓｏｆｖａｒｉａｎｃｅｆｏｒｃｒｅａｔｅｄｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎｅｑｕａｔｉｏｎ

变异来源

Ｓｏｕｒｃｅｏｆｖａｒｉａｔｉｏｎ

自由度

ＤＦ

平方和

ＳＳ
Ｒ２ Ｆ Ｐｒ＞Ｆ

显著性

Ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ

总回归 Ｔｏｔａｌｍｏｄｅｌ ９ ４３．９７５９２ ０．９５０１ １０．５９ ０．００９１ 

线性项 Ｌｉｎｅａｒ ３ ９．５７２４８６ ０．２０６８ ６．９１ ０．０３１４ 

二次项 Ｑｕａｄｒａｔｉｃ ３ ２６．６１２９５ ０．５７５ １９．２２ ０．００３６ 

交互项 Ｃｏｒｓｓｐｒｏｄｕｃｔ ３ ７．７９０４８１ ０．１６８３ ５．６３ ０．０４６５ 

失拟项 Ｌａｃｋｏｆｆｉｔ ３ １．９１１９４５ ０．６３７３１５ ３．２２ ０．２４６０

纯误差 Ｐｕｒｅｅｒｒｏｒ ２ ０．３９６０３４ ０．１９８０１７

总误差 Ｔｏｔａｌｅｒｏｏｒｒ ５ ２．３０７９８ ０．４６１５９６

　　图６为 ＫＨ组合菌种的豆粕发酵大豆肽含量响
应面分析图。从中可以看出，影响大豆肽含量的各

因素按影响大小排依次为发酵温度 ＞含水量 ＞接

种量，其具体表现为 Ｘ２（发酵温度）曲线最陡，Ｘ３
（含水量）次之，而 Ｘ１（接种量）曲线变化最为缓慢。

对上述回归方程取一阶偏导数等于零，得响应
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图 ６　大豆肽含量响应面分析图
Ｆｉｇ．６　Ｒｅｓｐｏｎｓｅｓｕｒｆａｃｅｐｌｏｔｓｈｏｗｉｎｇｔｈｅｐａｉｒｗｉｓｅｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｅｆｆｅｃｔｓａｍｏｎｇｔｈｒｅｅｖａｒｉａｂｌｅｓｏｎｓｏｙｂｅａｎｐｅｐｔｉｄｅｓｃｏｎｔｅｎｔ

值最大时，其最优点（Ｘ１，Ｘ２，Ｘ３）对应的代码为
（０．９８３４８，０．４７９５８，－０．４５７２４），其 实 际 值 为
（２７．９５％，３５．９２℃，５２．７１％），此时大豆肽含量的
最大理论估计值为８．４４％。
２．７　验证试验

根据优化得出的最佳试验条件，进行验证试

验，重复５次，大豆肽含量平均值为 ８．７３％；此试验
值与预测值 ８．４４％接近，因此，该模型可以较好的
反映出大豆肽最佳发酵条件。

３　结论

通过单因素试验以及 ＢｏｘＢｅｎｈｎｋｅｎ中心组合
设计响应面法，建立了 ＫＨ菌种组合 ３个影响因素
与响应值（大豆肽含量）相互作用的数学模型。其

最优发酵条件接种量为２７．９５％，枯草芽孢杆菌与
黑曲霉的接种比例为２∶１，发酵温度为 ３５．９２℃，含
水量为５２．７１％，发酵时间为４８ｈ；在此优化条件下
发酵豆粕实际产生大豆肽含量为 ８．７３％，比由原料
的１．４５％提高了６．０２倍。
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