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响应面优化枯草芽孢杆菌发酵豆粕

制备 ＡＣＥ抑制肽条件
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摘要：以豆粕为原料，对枯草芽孢杆菌发酵制备血管紧张素转化酶（ＡｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎＩ－ｃｏｎｖｅｒｔｉｎｇｅｎ
ｚｙｍｅ，ＡＣＥ）抑制肽发酵条件进行研究。以多肽得率和ＡＣＥ抑制率为指标，通过单因素试验研究起
始物料含水率、接种量、发酵温度、发酵时间对枯草芽孢杆菌发酵豆粕制备 ＡＣＥ抑制肽的影响，通
过响应面试验对发酵条件进行优化。结果表明：最佳发酵条件为起始物料含水率５９．５％，接种量
４．７％，发酵温度３８℃，发酵时间４８ｈ。在此条件下，ＡＣＥ抑制率达到６１．４３％。
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　　目前，国产大豆的自给能力已降至２０％，大豆
生产的比较效益低是最主要因素［１］。我国大豆主

要用于制油，豆粕作为饲料［２－３］，大豆精深加工欠

缺，很多工厂在加工大豆时未充分利用副产品，导致

蛋白、磷脂等功能产品没有很好地发挥功能性作

用［４］。可利用蛋白为原料，通过酶解、发酵或直接

提取等方式获得对血管紧张素转化酶（ＡＣＥ）具有
抑制活性的肽类物质，而ＡＣＥ是导致人类患高血压
的主要因素之一［５］，食源性ＡＣＥ抑制肽可通过抑制

ＡＣＥ活性达到降血压的作用，Ｋｏｎｔａｎｉ等［６］的研究

表明从大米蛋白水解物中分离纯化得到的 ＡＣＥ抑
制肽在体内具有抑制活性，且食源性ＡＣＥ抑制肽只
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对高血压患者起降压作用，对血压正常者无降压作

用，具有安全有效、无副作用等优点，可开发为保健

食品，用于预防、缓解和辅助治疗高血压［７］。

国内外研究制备食源性 ＡＣＥ抑制肽方法多为
酶法［８－１１］，酶法制备 ＡＣＥ抑制肽存在酶消耗量大、
多肽产率低、工序烦琐等缺点［１２－１３］，且酶水解各种

蛋白质经常表现为苦味；与酶法相比，微生物发酵法

可利用自身在生长过程中分泌的蛋白酶水解大豆蛋

白，获取 ＡＣＥ抑制肽，此法成本较低，且可脱除苦
味，因而具有良好前景［１４］。

枯草芽孢杆菌分泌蛋白酶能力较强，生长速率

快，发酵周期短，具有公认的安全特性［１５］，是对人和

动物安全有益的微生物。本研究以豆粕为原料，利

用枯草芽孢杆菌发酵豆粕制备ＡＣＥ抑制肽，应用响
应面法优化其发酵条件，为提高豆粕利用附加值和

食源性ＡＣＥ抑制肽制备生产提供一定理论依据。
１　材料与方法
１．１　试验材料
１．１．１　原料与试剂

枯草芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ），天津天狮学院
生物与食品工程学院微生物学实验室保藏菌种；豆

粕（蛋白质含量为４８．７４％），金天源食品科技（天
津）有限公司提供；营养琼脂，北京奥博星生物技术

有限公司；马尿酰 －组胺酰 －亮氨酸（Ｈｉｐ－Ｈｉｓ－
Ｌｅｕ，ＨＨＬ）、血管紧张素转化酶和 Ｇｌｙ－Ｇｌｙ－Ｔｙｒ－
Ａｒｇ四肽，购自美国 Ｓｉｇｍａ公司；其余试剂均为分
析纯。

１．１．２　仪器与设备
Ａｌｌｅｇｒａ６４Ｒ台式离心机：贝克曼库尔特商贸

（中国）有限公司；ＦＤ－１Ａ－５真空冷冻干燥箱；
ＸＭＴＤ－２０４电热恒温水浴锅；ＭＪ－７８Ａ高压蒸汽灭
菌锅；ＡＲ１２４ＣＮ电子天平；ＳＷ－ＣＪ－１Ｇ超净工作
台；ＨＮＹ－２１０２Ｃ全温振荡培养箱；ＢＰＸ－５２电热恒
温培养箱；ＵＶ１０００紫外可见分光光度计。
１．２　试验方法
１．２．１　菌种活化

无菌操作条件下，从保藏菌种斜面挑取１环于
新鲜营养琼脂斜面培养基，恒温培养箱３７℃培养４８
ｈ，转接２～３次，至其充分活化。
１．２．２　枯草芽孢杆菌生长曲线测定

无菌操作将枯草芽孢杆菌挑取１环接种于营养
琼脂液体培养基中，３７℃、１２０ｒ／ｍｉｎ振荡培养，培养
过程中每隔２ｈ取样５ｍＬ，２０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ
沉淀菌体，加入无菌蒸馏水混匀后定容至１０ｍＬ，置
于６００ｎｍ波长处测定其ＯＤ值，绘制枯草芽孢杆菌

的生长曲线。

１．２．３　液体种子制备
无菌操作从活化菌种挑取１环接种于种子培养

基（营养琼脂液体培养基），于全温振荡培养箱

３７℃、１２０ｒ／ｍｉｎ培养１８ｈ，调整菌体浓度达到１０７

ｃｆｕ／ｍＬ。
１．２．４　发酵培养

发酵培养基：豆粕１０ｇ，葡萄糖０．５ｇ，调整含水
率至一定比例。１２１℃灭菌 ２０ｍｉｎ，取一定量的液
体种子液，接入已灭菌的发酵培养基恒温培养。取

发酵培养物５ｇ，加入２００ｍＬ蒸馏水，在２５℃、２００
ｒ／ｍｉｎ条件下水浴振荡２ｈ，５０００ｒ／ｍｉｎ条件下离心
２０ｍｉｎ，取上清液经０．４５μｍ滤膜过滤即为样品液。
１．２．５　发酵液多肽得率的测定

（１）Ｇｌｙ－Ｇｌｙ－Ｔｙｒ－Ａｒｇ四肽标准曲线［１６］

按要求绘制 Ｇｌｙ－Ｇｌｙ－Ｔｙｒ－Ａｒｇ四肽标准曲
线，得到回归方程ｙ＝０．１５３３ｘ＋０．００３２（ｙ表示吸
光值；ｘ表示肽质量浓度，ｍｇ／ｍＬ），Ｒ２＝０．９９６５，呈
现良好线性关系。

（２）多肽得率
取样品液２．５ｍＬ，加入２．５ｍＬ的１０％三氯乙

酸溶液，摇匀后静置１０ｍｉｎ，５０００ｒ／ｍｉｎ条件下离
心２０ｍｉｎ后，将上清液转移至５０ｍＬ容量瓶，用５％
的三氯乙酸溶液定容至刻度。取６．０ｍＬ上述溶液
至另一试管，加入双缩脲试剂４．０ｍＬ，混匀后静置
１０ｍｉｎ后，２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取上清液于５４０
ｎｍ处测定吸光值，对照Ｇｌｙ－Ｇｌｙ－Ｔｙｒ－Ａｒｇ四肽标
准曲线，得到样品液中的多肽质量浓度，进而得到样

品中的多肽得率。

多肽得率＝（Ｃ×Ｖ）／Ｍ×１００％
式中：Ｃ为样品液多肽质量浓度，ｍｇ／ｍＬ；Ｖ为

样品液体积，ｍＬ；Ｍ为豆粕中蛋白质质量，ｍｇ。
１．２．６　ＡＣＥ抑制率测定

ＡＣＥ抑制率采用紫外分光光度法，参照文献
［１７］进行测定。
１．２．７　数据处理

数据采用 Ｅｘｃｅｌ２０１０和 Ｄｅｓｉｇｎ－Ｅｘｐｅｒｔ８．０．６
进行处理与分析。

２　结果与讨论
２．１　枯草芽孢杆菌生长曲线

枯草芽孢杆菌生长曲线见图１。由图１可知，
培养开始阶段（０～１０ｈ）吸光值变化较小，菌体数目
在此时间段增加不明显，菌体生长存在延滞期，分析

其原因可能由于不同菌种具有不同生长特性，且接

种量为 １环，初始菌种数量较少。当培养时间在
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１０～１８ｈ时，吸光值明显增大，菌体数目增长很快；
在１８～３４ｈ时吸光值基本稳定，说明菌体数目保持
稳定，至３４ｈ以后吸光值呈现降低趋势，表明发酵
液中菌体数量开始减少。因此可知，１０～１８ｈ为菌
株对数期，其代谢旺盛，抗不良条件能力强，因而选

取培养１８ｈ菌株为种子液。

图１　枯草芽孢杆菌生长曲线

２．２　单因素试验
２．２．１　起始物料含水率对多肽得率及ＡＣＥ抑制率
的影响

发酵培养基起始物料含水率分别为 ３０％、
４０％、５０％、６０％、７０％，接种量为５％，３７℃发酵培
养４８ｈ后，测定其发酵培养物的多肽得率和 ＡＣＥ
抑制率，确定最佳起始物料含水率，结果见图２。

图２　起始物料含水率对多肽得率及ＡＣＥ抑制率的影响

　　由图２可知，多肽得率和ＡＣＥ抑制率随着起始
物料含水率的增加呈先升后降的趋势，当起始物料

含水率低于５０％时，由于发酵过程中水分的散失以
及发酵过程的影响，菌体生长代谢受限，所得多肽得

率和ＡＣＥ抑制率较低，当起始物料含水率为６０％
时，菌体生长较好，所得多肽得率和 ＡＣＥ抑制率较
高，当起始物料含水量为７０％时，菌体前期生长较
好，后期由于营养消耗以及代谢产物的堆积，菌体生

长受限，多肽得率和ＡＣＥ抑制率开始降低。综合考
虑，发酵培养基起始物料含水率选择６０％。
２．２．２　接种量对多肽得率及ＡＣＥ抑制率的影响

发酵培养基超始物料含水率为６０％，接种量分
别为１％、３％、５％、７％、９％，３７℃发酵培养 ４８ｈ
后，测定其发酵培养物的多肽得率和 ＡＣＥ抑制率，
确定最佳接种量，结果见图３。

图３　接种量对多肽得率及ＡＣＥ抑制率的影响

　　由图３可知，接种量在３％ ～７％之间时，多肽
得率和ＡＣＥ抑制率相对较高，当接种量５％时，多
肽得率和ＡＣＥ抑制率达到最高，分别为２４．０％和
５５．５０％。接种量的多少影响枯草芽孢杆菌生长速
度，接种量过低，微生物生长缓慢；接种量过高，微生

物生长速度过快，过早进入衰亡期，发酵能力下降。

因此，选择接种量为５％。
２．２．３　发酵温度对多肽得率及ＡＣＥ抑制率的影响

发酵培养基起始物料含水率为６０％，接种量为
５％，发酵温度分别为２７、３２、３７、４２、４７℃，发酵培养
４８ｈ后，测定其发酵培养物的多肽得率和ＡＣＥ抑制
率，确定最佳发酵温度，结果见图４。

图４　发酵温度对多肽得率和ＡＣＥ抑制率的影响

　　微生物发酵过程需维持适当的温度，才能使菌
体生长和代谢产物的生产顺利进行。由图４可知，
发酵温度对多肽得率和 ＡＣＥ抑制率产生了明显影
响。当发酵温度低于３７℃时，多肽得率和 ＡＣＥ抑
制率随着发酵温度的升高而升高；当发酵温度高于

３７℃时，多肽得率和ＡＣＥ抑制率随着发酵温度的升
高而降低；当发酵温度为３７℃时，多肽得率和 ＡＣＥ
抑制率最高，分别为２３．５％和５８．３１％。因此，选取
发酵温度为３７℃。
２．２．４　发酵时间对多肽得率及ＡＣＥ抑制率的影响

发酵培养基起始物料含水率为６０％，接种量为
５％，发酵温度３７℃，分别发酵培养２４、３６、４８、６０、
７２ｈ后，测定其发酵培养物的多肽得率和ＡＣＥ抑制
率，确定最佳发酵时间，结果见图５。

由图５可知，当培养时间短于４８ｈ时，多肽得
率和ＡＣＥ抑制率随着发酵时间的延长而升高，４８ｈ
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时多肽得率和ＡＣＥ抑制率达到最大值；当发酵时间
超过４８ｈ时，多肽得率和 ＡＣＥ抑制率随着发酵时
间的延长略有下降，原因可能由于随着菌体的生长，

营养的消耗，代谢产物的产生，菌体生长受到抑制导

致。因此，确定发酵时间为４８ｈ。

图５　发酵时间对多肽得率和ＡＣＥ抑制率的影响

２．３　响应面优化试验
２．３．１　响应面试验设计及结果

依据单因素试验的结果，确定发酵时间为４８ｈ，
选取起始物料含水率、接种量、发酵温度３个因素为
响应变量，以ＡＣＥ抑制率为响应值进行试验，优化
枯草芽孢杆菌发酵豆粕制备 ＡＣＥ抑制肽的发酵条
件。依据Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ中心组合试验设计原理，设
计１７组试验。因素水平见表１，响应面试验设计及
结果见表２。

表１　因素水平

水平 Ａ起始物料含水率／％ Ｂ接种量／％ Ｃ发酵温度／℃
－１ ５０ ３ ３２
－０ ６０ ５ ３７
－１ ７０ ７ ４２

表２　响应面试验设计及结果

试验号 Ａ Ｂ Ｃ ＡＣＥ抑制率／％
１ －１ ０ １ ５６．７８
２ １ ０ １ ５７．３４
３ ０ ０ ０ ６０．２７
４ ０ ０ ０ ６０．４４
５ ０ ０ ０ ６１．５２
６ －１ ０ －１ ４８．６５
７ ０ １ －１ ４８．７９
８ ０ １ １ ５６．８９
９ ０ ０ ０ ６０．９８
１０ １ １ ０ ５８．９８
１１ －１ １ ０ ５８．２９
１２ ０ －１ －１ ４８．９７
１３ －１ －１ ０ ５８．３５
１４ １ ０ －１ ４８．８７
１５ ０ ０ ０ ６１．４７
１６ ０ －１ １ ５７．７１
１７ １ －１ ０ ５９．１２

２．３．２　模型的建立与显著性分析
通过Ｄｅｓｉｇｎ－Ｅｘｐｅｒｔ８．０．６软件对表２进行回

归拟合，获得 ＡＣＥ抑制率（Ｙ）的二次多项回归方
程：Ｙ＝６０．９４＋０．２８Ａ－０．１５Ｂ＋４．１８Ｃ－０．０２０ＡＢ＋
０．０８５ＡＣ－０．１６ＢＣ－１．２２Ａ２－１．０４Ｂ２－６．８１Ｃ２。

对二次多项回归方程进行方差分析，结果见表

３。由表３可知，模型Ｐ＜０．０００１，表明模型极显著；
失拟项不显著（Ｐ＝０．９２６６＞０．０５），Ｒ２＝０．９８７７，
Ｒ２Ａｄｊ＝０．９９０６，说明回归方程拟合度良好，该模型成
立，可进行分析和预测。方程的一次项中 Ｃ极显著
（Ｐ＜００１），说明发酵温度对 ＡＣＥ抑制率影响极显
著，根据Ｆ值大小，可以判断３个因素对 ＡＣＥ抑制
率影响的主次顺序为发酵温度（Ｃ）＞起始物料含水
率（Ａ）＞接种量（Ｂ）；二次项 Ａ２、Ｂ２、Ｃ２影响极显著
（Ｐ＜０．０１）。

表３　方差分析

方差

来源
平方和 自由度 均方 Ｆ Ｐ

模型 ３５５．７７ ９ ３９．５３ １８９．１７ ＜０．０００１

Ａ ０．６３ １ ０．６３ ３．００ ０．１２６８
Ｂ ０．１８ １ ０．１８ ０．８６ ０．３８４２
Ｃ １３９．７８ １ １３９．７８ ６６８．９３ ＜０．０００１

ＡＢ １．６０Ｅ－００３ １ １．６０Ｅ－００３ ７．６６Ｅ－００３ ０．９３２７
ＡＣ ０．０３ １ ０．０３ ０．１４ ０．７２１０
ＢＣ ０．１０ １ ０．１０ ０．４９ ０．５０６５
Ａ２ ６．２２ １ ６．２２ ２９．７７ ＜０．０００９

Ｂ２ ４．５１ １ ４．５１ ２１．６１ ＜０．００２３

Ｃ２ １９５．３０ １ １９５．３０ ９３４．６１ ＜０．０００１

残差 １．４６ ７ ０．２１
失拟项 ０．１５ ３ ０．０５ ０．１５ ０．９２６６
纯误差 １．３２ ４ ０．３３
总和 ３５７．２３ １６

　注：为差异极显著（Ｐ＜０．０１）；为差异显著（Ｐ＜０．０５）。

２．３．３　响应面优化与验证
对二次多项回归方程求导，得到发酵培养基起

始物料含水率、接种量、发酵温度分别为５９．４５％、
４．７１％、３８．１８℃时，ＡＣＥ抑制率最高为 ６１．５４％。
考虑实际操作的可能性，修正条件为起始物料含水

率５９．５％、接种量４．７％、发酵温度３８℃，为验证方
程预测的准确性，在此条件下进行３次平行试验，测
得平均ＡＣＥ抑制率为６１．４３％，与理论预测值基本
吻合，说明此模型对枯草芽孢杆菌发酵豆粕制备

ＡＣＥ抑制肽具有一定的指导意义。
３　结　论

本研究以多肽得率和 ＡＣＥ抑制率为指标进行
单因素试验，测定发酵培养基起始物料含水率、接种
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量、发酵温度、发酵时间对枯草芽孢杆菌发酵豆粕制

备ＡＣＥ抑制肽的影响，得出各因素较优值，确定了
发酵时间为４８ｈ。通过 Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ试验设计进
行优化，得出各因素对ＡＣＥ抑制率影响程度大小顺
序为：发酵温度＞起始物料含水率＞接种量，确定枯
草芽孢杆菌发酵豆粕制备 ＡＣＥ抑制肽的最优发酵
条件为起始物料含水率５９．５％、接种量４．７％、发酵
温度３８℃、发酵时间４８ｈ，在此条件下ＡＣＥ抑制率
达到 ６１．４３％。因此，利用响应面法可对枯草芽孢
杆菌发酵豆粕制备ＡＣＥ抑制肽进行优化。
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（２）因菜籽毛油中基本指标都在标准范围内，

适当降低精炼条件可以增加菜籽油中有益成分，减

少有害成分，而影响这些成分主要阶段在脱色和脱

臭；现有的脱色工艺为油温 １０５℃、白土添加量
１３％、反应时间约６０ｍｉｎ、真空度１１ｋＰａ、直接蒸汽
压力０．０５ＭＰａ，建议减少白土添加量到１．０％，缩短
反应时间到 ５０ｍｉｎ。脱臭工 艺 为 进 油 油 温
２４９３℃、反应时间６０ｍｉｎ以上、真空度０．２６ｋＰａ、
直接蒸汽压力０．０５ＭＰａ、出塔油温２５３．６℃，建议缩
短反应时间到４０ｍｉｎ。
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