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响应面法优化芝麻粕发酵制备小肽的工艺研究
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摘要：为充分开发并有效利用芝麻粕，以小肽含量为指标，通过Ｐｌａｃｋｅｔｔ－Ｂｕｒｍａｎ试验、最陡爬坡试
验和响应面试验对米曲霉发酵芝麻粕制备小肽的工艺进行优化。结果表明，米曲霉发酵芝麻粕制

备小肽的最佳工艺条件为芝麻粕与麸皮质量比９∶１、米曲霉接种量０．０１％、发酵温度３１．３℃、发酵
时间 ６４．２４ｈ、料水比１∶１．１８，在此条件下发酵样品中的小肽含量可达２０．０４％。通过米曲霉发酵
芝麻粕，可得到富含小肽的产品。
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　　芝麻属胡麻科（Ｐｅｄａｌｉａｃｅａｅ）胡麻属（Ｓｅｓａｍｕｍ
ｉｎｄｉｃｕｍＬ．）植物，在我国具有悠久的栽培历史，是
我国四大油料作物之一［１］。芝麻经提油后的副产

物芝麻粕［２］，其粗蛋白质含量在４５％以上，还含有
约５％粗脂肪、２０％碳水化合物、１．５％钾、３％磷及
其他矿物质元素［３－４］，是一种优质的饲用蛋白源。

据估计，我国８０％以上的芝麻用于制油，而随之产
生的大量芝麻饼粕［５］大多被当作肥料或直接作

为饲料使用，附加值较低，造成了很大的资源

浪费。

蛋白质经蛋白酶酶解后产生小肽和氨基酸。研

究证实，在生物体内蛋白质是以氨基酸或小肽的形

式被吸收的［６－７］。动物对小肽的吸收快、不易饱和，

因此以小肽的形式提供蛋白质源，利用率显著提高，
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同时可有效消除游离氨基酸间的吸收竞争［８］。可

通过酶解法和微生物发酵法制备小肽［９］。酶解法

生产的小肽多有苦味，适口性不好，且产品单

一［１０－１１］。微生物发酵法可产生酒精、乳酸等风味物

质，能直接掩盖苦味。研究发现，通过微生物发酵法

制备的小肽产品的颜色、风味、适口性及营养均优于

酶解法制备的产品［１２］。与其他油料粕相比，国内外

对芝麻粕利用的研究不多，且采用微生物发酵芝麻

粕制备小肽的研究报道较少。

米曲霉（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｏｒｙｚａｅ）是联合国粮农组织和
世界卫生组织公认安全的食品级菌种，其生长迅速、

使用方便、对营养环境要求低［１３］。作为一种好气性

益生真菌，米曲霉可产纤维素酶、糖化酶、植酸酶、蛋

白酶和淀粉酶等复合酶，将原料降解成小肽、氨基酸

和寡糖等［１４］，提高产品的营养价值、保健功效和饲

料消化率。国内外学者对米曲霉发酵开展了大量的

研究：陈中平等［１５］采用米曲霉对大豆粕进行固态发

酵，提高了小肽和游离氨基酸水平，同时产生了微生

物蛋白，有效消除了大豆粕中抗营养因子及抗原蛋

白；亢乐等［１６］通过筛选构建了米曲霉 ＬＢＭ３０００７、
ＬＢＭ３０００８和米曲霉沪酿 ３．０４２的复合菌剂，蛋白
酶和淀粉水解酶活力提高，使郫县豆瓣酿造中至关

重要的酸性蛋白酶活力提高了２３．２５％，鲜味氨基
酸含量上升１１．３３％；Ｂａｌａｋｒｉｓｈｎａｎ等［１７］以花生粕为

原料，通过米曲霉固态发酵生产α－淀粉酶，运用响
应面法进行优化和放大试验，使 α－淀粉酶产量增
加了１１．４％。此外，米曲霉因具有较高的丝氨酸羧
肽酶［１８］和脯氨酸氨肽酶［１９］活性，能够从蛋白多肽

的Ｃ端或Ｎ端破坏影响苦味的疏水性氨基酸，从而
具有一定的脱苦作用。

本研究以芝麻粕为原料，采用米曲霉进行固

态发酵，通过 Ｐｌａｃｋｅｔｔ－Ｂｕｒｍａｎ试验、最陡爬坡试
验探索发酵温度、发酵时间、料水比等对芝麻粕发

酵制备小肽的影响，采用响应面试验优化制备工

艺，以期为芝麻粕的深加工与综合利用提供技术

思路。

１　材料与方法
１．１　试验材料
１．１．１　原料与试剂

米曲霉３．０４２，菌种保存于华中农业大学生命
科学技术学院发酵工程室。芝麻粕，由湖北省普林

标准技术服务有限公司；麸皮，安徽李林面粉有限公

司。浓硫酸、硫酸钾、硫酸铜、三氯乙酸、氢氧化钠、

溴甲酚绿、甲基红、盐酸、七水硫酸镁、硼酸等，均为

分析纯，国药集团化学试剂有限公司。

１．１．２　仪器与设备
ＦＥ２０实验室ｐＨ计，ＴＨＺ－８２Ａ恒温水浴摇床，

中草药粉碎机，ＰＬ３０３电子分析天平，高速冷冻离心
机，ＨｌａｎｏｎＫ９８６０全自动凯氏定氮仪，ＦＯＳＳＤＴ２０８
型消化炉，３０３Ａ－５电热恒温培养箱，ＨＨ－６恒温
水浴锅。

１．２　试验方法
１．２．１　芝麻粕固态发酵工艺

取适量过０．２５ｍｍ（６０目）筛的芝麻粕、一定量
的麸皮、０．４％的硫酸镁（以培养基质量计），按一定
的料水比加入纯水，搅拌均匀，分装于三角瓶中，塞

上棉塞并用报纸包好，于 １２１℃灭菌锅中灭菌
２０ｍｉｎ。待冷却至室温后，加入一定量的米曲霉，放
入一定温度的培养箱中培养一定时间。

１．２．２　小肽含量的测定
参照ＧＢ／Ｔ２２４９２—２００８《大豆肽粉》附录 Ｂ测

定小肽含量。采用凯氏定氮法［２０－２１］测定酸溶蛋白

质含量：称取 １０５℃烘干的样品 １．００ｇ于５０ｍＬ离
心管中，加入２０ｍＬ１５０ｇ／Ｌ的三氯乙酸溶液提取
１ｈ，１０ｍｉｎ摇动混匀１次，提取结束后于８０００ｒ／ｍｉｎ
离心 １０ｍｉｎ，取５ｍＬ上清液进行消化操作，冷却至
常温后用全自动凯氏定氮仪分别测定系统空白值与

样品蛋白质含量。采用甲醛滴定法［２２］测定游离氨

基酸含量：吸取 ５ｍＬ上清液，进行适当稀释后用
０．０５ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ标准溶液滴定至 ｐＨ为８．２，记录
此时消耗ＮａＯＨ标准滴定溶液的体积。用移液管取
１０．０ｍＬ甲醛溶液加入上述溶液中，搅拌均匀后继
续滴加ＮａＯＨ标准溶液至ｐＨ为９．２，记录此时消耗
的 ＮａＯＨ标准溶液的体积；用 ５ｍＬ蒸馏水代替
５ｍＬ上清液，做试剂空白试验，其他操作同上，计算
游离氨基酸含量。试样中的小肽含量为酸溶蛋白质

含量与游离氨基酸含量的差值。

２　结果与讨论
２．１　Ｐｌａｃｋｅｔｔ－Ｂｕｒｍａｎ试验

在前期试验基础上确定发酵时间、发酵温度、

接种量、芝麻粕与麸皮质量比和料水比 ５个因素
的水平，各取高（１）、低（－１）两个水平，另设１个
虚拟变量，选用 ｎ＝１２的试验设计，Ｐｌａｃｋｅｔｔ－
Ｂｕｒｍａｎ试验设计及结果见表１。对表１结果进行
统计学分析，得到各因素的效应值、Ｔ值和 ｐ值，结
果如表２所示。
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表１　Ｐｌａｃｋｅｔｔ－Ｂｕｒｍａｎ试验设计及结果

试验号 接种量 发酵时间 料水比 发酵温度 芝麻粕与麸皮质量比 虚拟变量 小肽含量／％
１ １（０．０３％） １（６０ｈ） －１（１∶０．８） １（３４℃） １（７∶３） －１ １７．０８
２ －１（０．０１％） －１（２４ｈ） －１ １ １ １ ５．３２
３ １ １ １（１∶１．２） －１（２８℃）　　 １ １ ２０．６５
４ －１ －１ １ １ １ －１ ７．５９
５ －１ １ １ １ －１（９∶１）　 １ ２２．９３
６ １ －１ －１ －１ １ １ ９．７２
７ １ －１ １ １ －１ １ ９．２４
８ １ －１ １ －１ －１ －１ １３．５６
９ －１ １ －１ －１ －１ １ ２０．７６
１０ －１ １ １ －１ １ －１ ２０．４３
１１ －１ －１ －１ －１ －１ －１ ９．０４
１２ １ １ －１ １ －１ －１ １８．２２

表２　Ｐｌａｃｋｅｔｔ－Ｂｕｒｍａｎ试验因素效应分析

因素 效应值 Ｔ ｐ
接种量 ０．４０１ ０．４８ ０．６５
发酵时间 １０．９３４ １３．１１ ０．００
料水比 ２．３７８ ２．８５ ０．０４
发酵温度 －２．２９８ －２．７５ ０．０４
芝麻粕与麸皮质量比 －２．１６１ －２．５９ ０．０５
虚拟变量 ０．４５３ ０．５４ ０．６１

由表２可知，发酵时间、料水比和发酵温度的 ｐ
值都小于０．０５，表明这３个因素对小肽含量有显著
影响。其中，发酵时间的效应值为１０．９３４，料水比
的效应值为２．３７８，发酵温度的效应值为 －２．２９８，
说明发酵时间和料水比对小肽含量有正效应，发酵

温度有负效应。因此，为提高小肽含量可提高料水

比，延长发酵时间，降低发酵温度。

２．２　最陡爬坡试验
对由Ｐｌａｃｋｅｔｔ－Ｂｕｒｍａｎ试验确定的主要因素设

计最陡爬坡的路径，在不同的路径下进行试验，分析

发酵样品中的小肽含量，以确定响应面试验的水平。

固定接种量０．０１％，芝麻粕与麸皮质量比９∶１，以小
肽含量为考察指标进行最陡爬坡试验。最陡爬坡试

验设计及结果见表３。
表３　最陡爬坡试验设计及结果

发酵温度／℃ 发酵时间／ｈ 料水比 小肽含量／％
４５ ２４ １∶０．６ ７．９２
４０ ３６ １∶０．８ １３．５１
３５ ４８ １∶１．０ １７．３７
３０ ６０ １∶１．２ ２０．２５
２５ ７２ １∶１．４ １７．５２

　　由表３可知，在发酵温度３０℃、发酵时间６０ｈ、
料水比１∶１．２条件下，小肽含量最高。因此，可将此

发酵条件设为Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ响应面试验的中心点。
２．３　响应面试验

根据最陡爬坡试验结果，以发酵温度（Ａ）、发酵
时间（Ｂ）、料水比（Ｃ）为考察因素，以小肽含量（Ｙ）
为响应值，设计 ｎ＝１５的 Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ响应面试
验。Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ试验设计及结果如表４所示。

表４　Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ试验设计及结果

试验号 Ａ Ｂ Ｃ Ｙ／％

１ 　０（３０℃） －１（４８ｈ） －１（１∶１．０） １６．９９

２ ０ －１ １（１∶１．４） １５．２７

３ －１（２５℃） 　１（７２ｈ） ０（１∶１．２） １６．５２

４ 　１（３５℃） 　０（６０ｈ） １ １７．７０

５ ０ ０ ０ １８．６８

６ ０ １ １ １８．１７

７ －１ －１ ０ １０．７５

８ １ －１ ０ １６．６７

９ ０ ０ ０ ２１．２８

１０ １ ０ －１ １７．９０

１１ ０ １ －１ １８．６８

１２ １ １ ０ １８．５５

１３ ０ ０ ０ ２０．７９

１４ －１ ０ －１ １４．６９

１５ －１ ０ １ １４．７５

　　运用Ｄｅｓｉｇｎ－Ｅｘｐｅｒｔ８．０软件对表４试验结果
进行回归拟合［２３］，得到回归方程：Ｙ＝－２０７．３４１７２＋
８．１７５９７Ａ＋１．９６７６３Ｂ＋３．１４１０２Ｃ－０．１１２８８Ａ２－
０．０１２５４Ｂ２－０．０７２９９Ｃ２－０．０１６２４ＡＢ－０．００３２０
ＡＣ＋０．００６３０ＢＣ。

Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ试验因素效应分析结果如表 ５
所示。
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表５　Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ试验因素效应分析

方差来源 自由度 平方和 均方 Ｆ ｐ

模型 ９ ８９．９２１５ ９．９９１３ ８．３７ ０．０１５

Ａ １ ２４．８９８７ ２４．８９８７ ２０．８７ ０．００６

Ｂ １ １８．７５６７ １８．７５６７ １５．７２ ０．０１１

Ｃ １ ０．７０２４ ０．７０２４ ０．５９ ０．４７８

Ａ２ １ ２９．４０４５ ２９．４０４５ ２４．６５ ０．００４

Ｂ２ １ １２．０３５１ １２．０３５１ １０．０９ ０．０２５

Ｃ２ １ ５．０２２９ ５．０２２９ ４．２１ ０．０９５

ＡＢ １ ３．７９６９ ３．７９６９ ３．１８ ０．１３５

ＡＣ １ ０．０１６１ ０．０１６１ ０．０１ ０．９１２

ＢＣ １ ０．３６７８ ０．３６７８ ０．３１ ０．６０３

误差 ５ ５．９６５４ １．１９３１

失拟项 ３ ２．１２２０ ０．７０７３ ０．３７ ０．７８８

纯误差 ２ ３．８４３４ １．９２１７

合计 １４ ９５．８８６９

由表５可知，模型的 ｐ值为０．０１５，小于０．０５，
表明模型显著。失拟项ｐ值为０．７８８，大于０．０５，说
明失拟项不显著，模型比较稳定。同时，模型的决定

系数（Ｒ２）为９３．７８％，表明拟合良好，该模型可用于
米曲霉发酵芝麻粕制备小肽的工艺优化。Ａ、Ａ２对小
肽含量的影响极显著（ｐ＜０．０１），Ｂ、Ｂ２对小肽含量的
影响显著（ｐ＜０．０５）。各因素对小肽含量的影响大小
顺序为Ａ＞Ｂ＞Ｃ，即发酵温度＞发酵时间＞料水比。

通过响应面试验优化，得到米曲霉发酵芝麻

粕制备小肽的最优工艺条件为发酵温度３１．３℃、
发酵时间６４．２４ｈ、料水比１∶１．１８，在此条件下小
肽含量预测值为２０．７５％。在最优工艺条件下进
行３批次验证试验，得到小肽含量平均值为
２０．０４％，对实际值与预测值进行 ｔ检验，得到的 ｔ
值为０．７２，大于０．０５，说明差异不显著，实际与模
型预测的基本一致。

３　结　论
本研究以小肽含量为指标，通过 Ｐｌａｃｋｅｔｔ－

Ｂｕｒｍａｎ试验、最陡爬坡试验以及响应面试验对米曲
霉发酵芝麻粕制备小肽的工艺条件进行优化，得到

米曲霉发酵芝麻粕制备小肽的最优工艺条件为米曲

霉接种量０．０１％、芝麻粕与麸皮质量比９∶１、发酵温
度３１．３℃、发酵时间 ６４．２４ｈ、料水比１∶１．１８，在此
条件下发酵样品中的小肽含量可达２０．０４％。
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ｈｔｔｐｓ：／／ｄｏｉ．ｏｒｇ／１０．３３９０／ｆｏｏｄｓ１０１１２６２２．
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备大豆活性肽［Ｊ］．食品与发酵工业，２０１４，４０（１１）：
１２１－１２６．

［２１］王君．猴头菌发酵大豆多肽及其生理功能的研究［Ｄ］．

武汉：华中农业大学，２０１３．
［２２］石慧，梁运祥．差量法测定发酵豆粕类饲料中肽氮含

量的研究［Ｊ］．粮食与饲料工业，２０１５（２）：５８－６０．
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