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　　摘要：为了提高Ｂ－１５菌株发酵豆粕产蛋白酶能力，采用单因素法对 Ｂ－１５菌株发酵培养基所需的碳源、氮源、
无机盐进行筛选，采用正交试验对Ｂ－１５菌株的发酵培养基组成及发酵培养条件进行优化，最终确定最适发酵培养
基组成为葡萄糖为２％、豆粕浓度为１２％、ＫＣｌ为０．０１％、ＭｇＳＯ４为０．０５％。通过发酵工艺条件参数的正交优化试验

得出发酵培养基的最佳工艺参数为：发酵时间为４８ｈ，装瓶量为５０ｍＬ，种龄为１４ｈ，ｐＨ值为６５。在此条件下Ｂ－１５
菌株发酵产蛋白酶活力为１２５．０５Ｕ／ｍＬ，与基础发酵培养基相比，提高了１１．９％。
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　　大豆肽是一种比大豆蛋白质更为优质、新型的大豆蛋白
酶改性产品，广泛应用于发酵、制药、食品、化妆品、饲料及植

物营养剂等行业［１－３］。大豆肽易消化吸收，能迅速供给机体

能量，无蛋白变性，无豆腥味，液体黏性小和受热不凝固等，并

具有降低血清胆固醇［４］、降低血压、抗疲劳［５］、抗氧化［６］等许

多生物功能，因此大豆肽成为研究热点。目前，大豆肽多采用

酶解法和微生物发酵法生产［７］，微生物发酵法把蛋白酶的发

酵生产和大豆肽的酶解生产有机结合在一起，降低了大豆肽

功能的生产成本，克服了酶水解法制备大豆肽产品的苦味大

和口感差等缺点［８］。目前，利用微生物发酵法生产大豆肽被

认为是较先进有效方法，应用前景较好。本试验以蛋白酶活

力为指标，通过单因素和正交试验对产蛋白酶芽孢杆菌

Ｂ－１５发酵处理豆粕的产酶培养基组成、发酵工艺条件进行
了优化，以确定最佳的豆粕发酵产酶工艺，为大豆肽的大规模

液态发酵生产奠定坚实基础。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　供试菌株　细菌菌株：解淀粉芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓ
ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ）Ｂ－１５，由河北农业大学生命科学学院制药
工程实验室分离并保存。

１．１．２　培养基　ＮＡ培养基、ＮＢ培养基的配制详见文献
［９］。种子培养基即 ＮＢ培养基；基础发酵培养基：豆粕
１０％、Ｎａ２ＨＰＯ４０．８４％、ＫＨ２ＰＯ４０．０３２％、ＣａＣｌ２０１７％、混匀
后调ｐＨ值６．０～６．５。
１．１．３　试剂　福林 －酚试剂；０．５５ｍｏｌ／Ｌ碳酸钠溶液、１０％
三氯醋酸溶液、０．０２ｍｏｌ／ＬｐＨ值７．５磷酸缓冲液、１％酪蛋白
溶液、１００μｇ／ｍＬ标准酪氨酸溶液，所用试剂皆为分析纯。

１．２　试验方法
１．２．１　菌种的培养与发酵
１．２．１．１　摇瓶种子曲线（生长曲线）及种子培养　将斜面培
养的菌株接种于ＮＢ培养基中，２５０ｍＬ三角瓶中的装瓶量为
７５ｍＬ（２５０ｍＬ，下同），在３７℃下１８０ｒ／ｍｉｎ振荡培养，在零
时开始取样，以后每隔１ｈ或２ｈ取样１次，直至培养２４ｈ为
止，以未接菌的培养基作空白调零，用分光光度计在６００ｎｍ
下测Ｄ，以发酵时间为ｘ轴、以 Ｄ为 ｙ轴作曲线，绘制生长曲
线。将斜面培养的菌株接种于 ＮＢ培养基中，装瓶量为
７５ｍＬ，１８０ｒ／ｍｉｎ摇床培养，培养时间由生长曲线确定，得到
种子液。

１．２．１．２　发酵培养　对培养基成分采用以下的培养条件进
行优化：将种子液以２％的接种量接入７５ｍＬ／２５０ｍＬ三角瓶
发酵培养基中，于３７℃、１８０ｒ／ｍｉｎ下振荡培养４８ｈ，将发酵
液在５０００ｒ／ｍｉｎ条件下离心１０ｍｉｎ，弃去沉淀，收集上清液，
进行蛋白酶活力测定。

１．２．２　单因素试验
１．２．２．１　不同碳源　分别以２％的蔗糖、葡萄糖、乳糖、甘露
醇、可溶性淀粉、玉米淀粉、Ｄ－果糖等７种碳源进行 Ｂ－１５
菌株产酶活力比较试验，配制７种碳源不同的发酵培养基，均
加入 １０％氮源豆粕，０．８４％ Ｎａ２ＨＰＯ４，０．０３２％ ＫＨ２ＰＯ４，
０１７％ ＣａＣｌ２，混匀后调ｐＨ值６．０～６．５，筛选出最适碳源。
１．２．２．２　不同氮源浓度　配制豆粕浓度分别为 ２％、５％、
８％、１１％、１４％的培养基发酵培养，进行Ｂ－１５菌株产酶活力
比较试验，均加入 ２％最适碳源，０．８４％ Ｎａ２ＨＰＯ４、０．０３２％
ＫＨ２ＰＯ４、０．１７％ ＣａＣｌ２，混匀后调 ｐＨ值６．０～６．５，筛选出最
适氮源浓度。

１．２．２．３　不同无机盐　以浓度为０．０５％的 ＣａＣｌ２、ＭｇＳＯ４、
ＦｅＳＯ４、ＭｎＣｌ２、ＫＣｌ、ＮａＣｌ、ＺｎＣｌ２等７种供试无机盐进行Ｂ－１５
菌株产酶活力比较试验，配制７种无机盐不同的发酵培养基，
均加入 ２％ 最适碳源，最适氮源浓度的豆粕，０．８４％
Ｎａ２ＨＰＯ４、０．０３２％ ＫＨ２ＰＯ４，混匀后调 ｐＨ值６．０～６．５，筛选
出最适２种无机盐。
１．２．３　正交试验
１．２．３．１　培养基组分　在培养基各组分初步筛选的基础上，
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研究培养基成分的不同配比对酶活力的影响。选用 Ｌ１６（４
４）

设计方案设计４因素４水平正交试验（表１），根据上述试验
确定的最适碳源、氮源、无机盐配制不同组成的培养基，测定

发酵菌株产酶活力。综合正交试验结果，初步确定最佳组合，

得出Ｂ－１５菌株产酶的最佳培养基组成。

表１　Ｂ－１５菌株产酶培养基组成正交试验因素水平

水平 Ａ：碳源 Ｂ：氮源 Ｃ：无机盐Ⅰ
（％）

Ｄ：无机盐Ⅱ
（％）

１ １ ８ ０．０１ ０．０１
２ ２ １０ ０．０５ ０．０５
３ ３ １２ ０．１０ ０．１０
４ ４ １４ ０．２０ ０．２０

１．２．３．２　培养条件　在确定培养基组分配比的基础上，根据
所得结果配制培养基，研究发酵过程中的发酵时间、装液量、

ｐＨ值、种龄等４个因素对菌株产酶活力的影响。Ｂ－１５菌株
产酶选用Ｌ１６（４

４）设计方案设计４因素４水平正交试验（表
２），综合正交试验结果初步确定最佳组合，从而得出 Ｂ－１５
菌株产酶的最佳发酵工艺条件。

表２　Ｂ－１５菌株产酶发酵工艺条件正交试验因素水平

水平
Ａ：发酵时间
（ｈ）

Ｂ：装瓶量
（ｍＬ／２５０ｍＬ）

Ｃ：种龄
（ｈ） Ｄ：ｐＨ值

１ ２４ ５０ １０ ６．０
２ ３６ ７５ １２ ６．５
３ ４８ １００ １４ ７．０
４ ６０ １２５ １６ ７．５

１．２．４　蛋白酶活性的测定［１０］　采用福林－酚法测定酶活。

２　结果与分析

２．１　最适接种时间的确定
本试验采用比浊法，测定种子液中的菌体浓度以找出对

数末期，此时即为发酵液最佳接种时间，结果如图１所示。

２．２　单因素试验
２．２．１　最适碳源　分别以蔗糖、葡萄糖、乳糖、甘露醇、
Ｄ－果糖、玉米淀粉、可溶性淀粉等７种碳源进行发酵产酶条
件筛选，结果如图２所示。从图２可以看出，发酵培养基碳源
为葡萄糖时，产酶活力最高，为９３．０１Ｕ／ｍＬ，因此最终确定葡
萄糖为最适碳源。

２．２．２　最适氮源　确定葡萄糖为最适碳源后，分别取２％、
５％、８％、１１％、１４％等豆粕浓度进行发酵产酶条件筛选，结果

如图３所示。从图３可以看出，发酵培养基氮源浓度为１１％
时，产酶活力最高，因此最佳氮源浓度为１１％。

２．２．３　最适无机盐　无机盐是微生物生长的必需物质，参与
微生物细胞的各种组分，能调节微生物细胞的渗透压、ｐＨ值
和氧化还原电位。无机盐对微生物的生长不可或缺，选择合

适的无机盐对Ｂ－１５菌株发酵产蛋白酶尤为重要。分别以
ＣａＣｌ２、ＭｇＳＯ４、ＦｅＳＯ４、ＭｎＣｌ２、ＫＣｌ、ＮａＣｌ、ＺｎＣｌ２等７种无机盐
进行发酵产酶条件筛选，结果见图４。从图４可以看出，发酵
培养基无机盐为 ＫＣｌ和 ＭｇＳＯ４时，酶活力最高，因此确定最
佳无机盐Ⅰ为ＫＣｌ，无机盐Ⅱ为ＭｇＳＯ４。

　　综上所述，通过单因素试验对碳源、氮源浓度及无机盐进
行优化，筛选得到最适发酵培养基组成，即碳源为蔗糖、氮源

浓度为１１％、无机盐为ＫＣｌ和ＭｇＳＯ４。
２．３　正交试验
２．３．１　培养基组成　通过碳源、氮源及无机盐的３个单因素
试验后，筛选得到发酵培养基组成：碳源为葡萄糖，氮源浓度

为１１％，无机盐Ⅰ为ＫＣｌ，无机盐Ⅱ为ＭｇＳＯ４。发酵培养基成
分优化的正交试验就是在确定以上发酵培养基成分的基础上

进行的不同碳源、氮源及无机盐浓度的组合正交试验，结果如

表３所示。从表３可以看出，Ａ４Ｂ１Ｃ２Ｄ４的培养基组合为最佳
组合，即葡萄糖为 ４％，豆粕浓度为 ８％，ＫＣｌ为 ０．０５％，
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ＭｇＳＯ４为０２％。由Ｒ可以看出ＲＡ＞ＲＢ＞ＲＤ＞ＲＣ，即碳源和
氮源浓度对发酵豆粕产酶活力影响较大。由于试验设计的组

合并没有出现理论得出的 Ａ４Ｂ１Ｃ２Ｄ４的培养基组合。因此将
其与试验中酶活力最高的１１号组合进行比较试验，结果发现
１１号组合酶活力较高，为１０３．１１Ｕ／ｍＬ。最终确定最佳的培
养基组合：葡萄糖为２％，豆粕浓度为１２％，ＫＣｌ为０．０１％，
ＭｇＳＯ４为０．０５％。

表３　培养基组成正交试验结果

序号
Ａ：碳源
（％）

Ｂ：氮源
（％）

Ｃ：无机
盐Ⅰ（％）

Ｄ：无机
盐Ⅱ（％）

酶活

（Ｕ／ｍＬ）
１ ０．５ ８ ０．０１ ０．０１ ７３．４０
２ ０．５ １０ ０．０５ ０．０５ ７３．７９
３ ０．５ １２ ０．０１ ０．１０ １００．１９
４ ０．５ １４ ０．２０ ０．２０ ９２．６２
５ １ ８ ０．０５ ０．１０ ６３．８８
６ １ １０ ０．０１ ０．２０ ８５．２４
７ １ １２ ０．２０ ０．０１ ８３．６９
８ １ １４ ０．１０ ０．０５ ９０．１０
９ ２ ８ ０．１０ ０．２０ ７８．４５
１０ ２ １０ ０．２０ ０．１０ ８５．６３
１１ ２ １２ ０．０１ ０．０５ １０３．１１
１２ ２ １４ ０．０５ ０．０１ １０１．９４
１３ ４ ８ ０．２０ ０．０５ ９４．７６
１４ ４ １０ ０．１０ ０．０１ ９５．１５
１５ ４ １２ ０．０５ ０．２０ ８８．７４
１６ ４ １４ ０．０１ ０．１０ １０１．１７
ｋ１ ８５．０００ ７７．６２３ ９０．７３０ ８８．５４５
ｋ２ ８０．７２７ ８４．９５４ ８２．０８８ ９０．４４０
ｋ３ ９２．２８４ ９３．９３３ ９０．９７２ ８７．７１９
ｋ４ ９４．９５５ ９６．４５７ ８９．１７６ ８６．２６３
Ｒ １４．２２８ １８．８３４ ８．８８４ ４．１７７

２．３．２　培养条件　在培养基成分及浓度组合确定后进行发
酵工艺参数优化的正交试验，即不同的发酵时间、装瓶量、种

龄和ｐＨ值的正交组合试验进行考察，结果见表４。表４表
明，最佳的发酵工艺参数的组合为 Ａ４Ｂ１Ｃ１Ｄ２，即发酵时间为
６０ｈ，种龄为１０ｈ，装瓶量为 ５０ｍＬ，ｐＨ值为６．５。通过 Ｒ可
以看出，ＲＣ＞ＲＡ＞ＲＢ＞ＲＤ，发酵时间和装瓶量对发酵豆粕产
酶活力影响较大。试验设计组合中没有出现理论得出的

Ａ４Ｂ１Ｃ１Ｄ２的培养基组合，因此将其与试验中酶活力最高的
１１号组合进行比较试验，结果１１号组合的酶活力最高，最终
确定最佳发酵工艺组合：发酵时间为４８ｈ，装瓶量为 ５０ｍＬ，
种龄为１４ｈ，ｐＨ值为６．５。

３　结论与讨论

豆粕是我国主要的蛋白质饲料之一，含粗蛋白质约

４３％，必需氨基酸含量高、组成合理，且含有许多能产生生物
效应的活性物质；但是与鱼粉等优质动物源性蛋白相比，豆粕

由于经过高温处理，蛋白存在着不同程度的变性，溶解性较

差。发酵豆粕能够降解大分子蛋白为小肽，富含有益菌，发酵

后不影响氨基酸组成，消化率较高，富含多种生物活性因子，

适口性好，成为提高豆粕利用率的重要途径。微生物发酵处

理豆粕等植物蛋白应用前景广阔，虽然目前已有产品问世，但

对产品的品质控制、发酵工艺参数控制以及规模化生产方面

良莠不齐，须进一步研究［１１］。

　　本试验通过单因素和正交试验得到Ｂ－１５菌株产大豆

表４　发酵条件正交试验方案及结果

序号
Ａ：时间
（ｈ）

Ｂ：种龄
（ｈ）

Ｃ：装瓶量
（ｍＬ／２５０ｍＬ） Ｄ：ｐＨ值

酶活力

（Ｕ／ｍＬ）
１ ２４ １０ ５０ ６．０ ９０．２９
２ ２４ １２ ７５ ６．５ ８３．３０
３ ２４ １４ １００ ７．０ ６７．３８
４ ２４ １６ １２５ ７．５ ５８．６４
５ ３６ １０ ７５ ７．０ １１０．１０
６ ３６ １２ ５０ ７．５ ９３．２０
７ ３６ １４ １２５ ６．０ ７４．３７
８ ３６ １６ １００ ６．５ ８６．０２
９ ４８ １０ １００ ７．５ ８６．０２
１０ ４８ １２ １２５ ７．０ １０２．７２
１１ ４８ １４ ５０ ６．５ １２５．０５
１２ ４８ １６ ７５ ６．０ １１５．９２
１３ ６０ １０ １２５ ６．５ １０２．９１
１４ ６０ １２ １００ ６．０ １００．５８
１５ ６０ １４ ７５ ７．５ １２２．１４
１６ ６０ １６ ５０ ７．０ １００．５８
ｋ１ ７４．９０３ ９７．３３０ １０２．２８０ ９５．２９０
ｋ２ ９０．９２２ ９４．９５０ １０７．８６５ ９９．３２０
ｋ３ １０７．４２８ ９７．２３５ ８５．０００ ９５．１９５
ｋ４ １０６．５５２ ９０．２９０ ８４．６６０ ９０．０００
Ｒ ３２．５２５ ７．０４０ ２３．２０５ ９．３２０

肽发酵培养基最佳组成，即葡萄糖为２％，豆粕浓度为１２％，
ＫＣｌ为０．０１％，ＭｇＳＯ４为０．０５％。通过对其进行发酵工艺条
件参数的正交优化试验得出发酵培养基的最佳工艺参数，即

发酵时间为４８ｈ，装瓶量为５０ｍＬ，种龄为１４ｈ，ｐＨ值为６．５。
在此条件下，Ｂ－１５菌株发酵产蛋白酶活力为１２５．０５Ｕ／ｍＬ，
与基础发酵培养基相比提高了１１．９％，研究结果为进一步利
用豆粕提供了理论依据。
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