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摘要  [ 目的] 为了进行枯草芽孢杆菌发酵猪血蛋白肽工艺参数优化研究。[ 方法] 采用产蛋白酶能力较强的枯草芽孢杆菌发酵猪血粉 ,
制备猪血多肽 , 考察发酵温度、通气量( 摇瓶转速) 、pH 值、接种量、发酵时间对蛋白质利用率的影响 , 通过单因素和正交优化试验确定发
酵猪血蛋白肽的最佳条件 , 并对发酵前后血粉的品质和感官进行分析。[ 结果] 结果表明, 枯草芽孢杆菌发酵猪血粉制备猪血多肽的最
佳工艺参数 : 温度为30 ℃、转速为160 r/ min 、pH 值为7 .5、接种量为6 % 、发酵时间为50 h。[ 结论] 该研究为采用微生物发酵猪血粉制备
高营养的动物蛋白饲料和提取功能性多肽提供了试验依据。
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Abstract  [ Objective] The study was to opti mize the technical parameters for swine blood protein peptide fermentation with Bacillus subtili .[ Method]
Swine blood meals were fermented with Bacillus subtili for the preparation of peptides .To studythe effects of protein utilization conditions such as the inoc-
ulation amount ,pHvalue ,ventilation volume ,fermentationtemperature and fermentationti me .The opti mumconditions were researched through a single fac-
tor experi ment and orthogonal experi ment .Changes in sensory qualities before and post fermentation were analyzed .[ Result] The best suitable fermentation
conditions were as follows : temperature of 30 ℃ ,rotating speed of 160 r/ min,pHvalue of 7 .5 ,inoculating quantity of 6 % ,fermentingti me of 50 h.[ Con-
clusion] The experi mental results provided the basis for the fermentation process of ani mal protei nfeed and functional polypepti de .
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  我国猪血资源非常丰富, 每年由屠宰生猪而产生的副产

物猪血总量约150 万t , 但是国内对猪血深加工或综合利用

的研究进展缓慢, 资源利用率低, 既浪费了宝贵的生物资源

又造成严重的环境污染。猪血粉营养丰富, 蛋白质含量高达

80 % 以上, 是一种极其宝贵的蛋白质资源[ 1 - 2] 。目前 , 利用

不同蛋白资源开发功能多肽已成为研究热点, 但是国内多集

中在利用化学、酶解或微生物发酵方法从猪血中提取血红

素、凝血酶以及食用蛋白粉方面的研究, 对于猪血蛋白肽的

研究较少。因此, 笔者以猪血粉为蛋白源, 以高产酶活力的

枯草芽孢杆菌为发酵菌株 , 考察发酵温度、通气量( 摇瓶转

速) 、pH 值、接种量、发酵时间对蛋白质利用率的影响研究 ,

并通过正交优化试验确定了发酵猪血蛋白肽的最佳工艺条

件, 这对开发我国畜禽废弃物, 尤其是血液, 缓解蛋白饲料需

求紧张 , 丰富国内生化医药和功能性食品的种类以及优化生

态环境和繁荣地区经济等都具有重要意义。

1  材料与方法

1 .1 材料

1 .1.1 菌种。枯草芽孢杆菌 GZM1 .135 , 由广东省微生物保

藏中心提供。

1 .1 .2 培养基。细菌种子培养基: 可溶性淀粉10 .0 g 、蛋白

胨10 .0 g 、十二水磷酸氢二钠4 .0 g , 磷酸二氢钾0 .3 g , 碳酸钠

0 .1 g , 蒸馏水1 000 ml ,pH 值7 .2 ,0 .10 MPa 灭菌20 min 。猪血

粉发酵培养基: 取适量猪血粉( 过60 目筛) 配制成一定浓度 ,

调到适当pH 值,0 .10 MPa 灭菌20 min。

1 .1.3  试剂。猪血粉 , 安徽兴皖牧业有限公司;Na2 HPO4·

12H2O、KH2PO4 、Na2CO3 、CuSO4 、K2SO4 、硼酸、三氯乙酸、可溶性

淀粉、蛋白胨均为国产分析纯。

1 .1.4 仪器。电子天平( Ohaus Corp .Pine Brook ,NJ ,USA) 、电

热恒温培养箱( 上海跃进医疗仪器厂) 、SHA- C 水浴恒温振荡

器( 江苏金坛市金城国胜实验仪器厂) 等。

1 .2 方法

1 .2 .1  种子培养基的制备。在250 ml 锥形瓶中, 装入50 ml

细菌种子培养基, 接种一环已活化的枯草芽孢杆菌菌种,30

℃培养48 h。

1 .2.2 蛋白质含量的测定。采用 GB/ T 14771- 1993[ 3] 方法 ;

氨基态氮含量的测定采用 SB/ T 10318-1999[ 4-5] 方法; 可溶性

氮含量测定采用三氯乙酸( TCA) 法[ 6] ; 水解度测定采用檀志

芬等[ 7 - 9] 的方法。

2  结果与分析

2 .1  接种量对发酵液水解度的影响  枯草芽孢杆菌分别按

不同的接种量接种到猪血粉发酵培养基中 , 自然 pH 值,30

℃,160 r/ min 条件下发酵48 h , 测定可溶性氮含量及水解度 ,

结果见图1 。在接种量为1 % ～4 % 范围内, 接种量为4 % 时

最高, 且在这个范围内呈上升趋势, 随后, 随着接种量的增加

可溶性氮含量及水解度反而下降。

图1 接种量对水解度的影响

Fig .1 Effects of inoculationamount onthe hydrolysis degree

2.2 pH 值对发酵液水解度的影响  枯草芽孢杆菌接种
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4 % 于不同pH 值的猪血粉发酵培养基中,30 ℃ ,160 r/ min 条

件下发酵48 h , 测定可溶性氮含量及水解度, 结果见图2。在

pH 值为6 .5 ～7 .5 范围内, 在pH 值为7 .5 时达到最大值, 且

在这个范围内呈上升趋势,pH 值为9 .0 时明显下降, 这可能

与蛋白酶的最适pH 值条件有关。

图2 pH 值对水解度的影响

Fig .2 Effects of pHvalue onthehydrolysis degree

图3 转速对水解度的影响

Fig .3 Effects of rotationspeed onthehydrolysis degree

2 .3 通气量对发酵液水解度的影响  枯草芽孢杆菌接种

4 % 于猪血粉发酵培养基中, 设置不同的摇瓶转速,30 ℃发酵

48 h , 测定可溶性氮含量及水解度, 结果见图3 。在70 ～160

r/ min 范围内 , 转速为160 r/ min 时达最大值, 且在这个范围

内呈上升趋势,210 r/ min 条件下可溶性氮含量及水解度明显

下降。

2 .4 温度对发酵液水解度的影响  枯草芽孢杆菌接种4 %

于猪血粉发酵培养基中, 设置不同的发酵温度,160 r/ min 条

件下发酵48 h , 测定可溶性氮含量及水解度, 结果见图4。在

24～30 ℃范围内 ,30 ℃时达最大值, 且在这个范围内呈上升

趋势,40 ℃时水解度明显下降 , 且小于24 ℃时的水解度。这

是因为适当地加热使蛋白质结构疏松, 暴露出更多的酶作用

位点, 同时酶活性也达到最佳状态; 但当温度超过最适温度

后, 酶蛋白部分变性, 反应速度下降[ 10] 。

图4 温度对水解度的影响

Fig.4 Effects of temperature onthe hydrolysis degree

2.5  时间对发酵液水解度的影响 枯草芽孢杆菌接种4 %

于猪血粉发酵培养基中, 设置不同的发酵时间 ,30 ℃,160

r/ min条件下发酵, 测定可溶性氮含量及水解度, 结果见图5。

表1 L16(4
5) 正交试验方案及结果

Table 1 The scheme and result of L16(45) orthogonal test

试验号

Test No .

A 温度∥℃

Temperature

B 转速∥r/ min

Rotation speed

C pH 值

pHvalue

D 接种量∥%

Inoculation amount

E 发酵时间∥h

Fermentationti me

水解度∥%

Degree of hydrolysis

1 1(28) 1(140) 1(7 .0) 1(3) 1( 46) 11 .5

2 1 2(160) 2(7 .5) 2(4) 2( 48) 14 .8

3 1 3(180) 3(8 .0) 3(5) 3( 50) 14 .0

4 1 4(200) 4(8 .5) 4(6) 4( 52) 13 .1

5 2(30) 1 2 3 4 28 .2

6 2 2 1 4 3 30 .6

7 2 3 4 1 2 15 .7

8 2 4 3 2 1 16 .5

9 3(32) 1 3 4 2 10 .7

10 3 2 4 3 1 9 .0

11 3 3 1 2 4 8 .2

12 3 4 2 1 3 8 .2

13 4(34) 1 4 2 3 20 .4

14 4 2 3 1 4 19 .9

15 4 3 2 4 1 16 .5

16 4 4 1 3 2 13 .2

R 13 .8 5 .8 2 .3 3 .9 4 .9

最优水平 A2B2C2D4E3

Opti mumlevel
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在发酵时间为36～48 h 范围内, 发酵48 h 达到最大值, 且在

这个范围内呈上升趋势 , 随后, 随着接种量的增加水解度反

而下降。这主要是因为枯草芽孢杆菌产蛋白酶具有专一性 ,

随着水解时间延长, 蛋白酶可水解的肽键逐渐减少, 同时蛋

白酶的活力以半衰期方式下降[ 11] 。

图5 发酵时间对水解度的影响

Fig .5 Effects of fermentationti me onthe hydrolysis degree

2 .6  正交试验 单因素试验的基础上利用SPSS 进行正交

组合设计 , 试验结果见表1。结果表明,A2B2C1D4E3 组合发酵

产物的水解度最大, 通过极差分析可知,A2B2C2D4E3 应是发

酵猪血粉制备猪血多肽的最优工艺参数组合。最后, 在此条

件下发酵血粉时, 所得发酵液的水解度为32 .3 % , 因此可以

得出结论: 温度为30 ℃、转速为160 r/ min、pH 值为7 .5 、接种

量为6 % 、培养时间为50 h 时是最优的发酵组合。

2 .7 血粉发酵前后的比较 从表2 可以看出, 经枯草芽孢

杆菌发酵后, 猪血粉的蛋白质含量下降了24 .05 % , 可溶性蛋

白含量上升了53 .77 % , 氨基酸态氮含量增加了4 .44 倍。由

表3 可知, 发酵后的血粉呈现暗红色 , 且具有较浓的醇香味。

表2 猪血粉发酵前后的品质

Table 2 Thequality of swine blood meal before and after

fer mentation mg/ g

猪血粉

Swine blood meal

氨基态氮

Amino nitrogen

可溶性氮

Soluble nitrogen

粗蛋白质

Crude protein
发酵前 1 .8±0 .1   1 .6±2 .5   866 .2±9 .4

Before fermentation

发酵后 9 .8±0 .1 16 .3±1 .6 657 .9±16 .7

After fermentation

3  结论与讨论

( 1) 从正交试验结果可知, 第6 号管试验即 A2B2C1D4E3

表3 猪血粉发酵前后感官评定[12]

Table 3 Sensory evaluationof swine blood meal beforeand after fer menta-

tion

猪血粉

Swine blood meal

颜色

Color

气味

Odor
发酵前 黑褐 血腥味较浓, 刺激性气味较浓

Before fermentation

发酵后 暗红 血腥味浓, 醇香味较浓, 刺激性气味较淡

After fermentation

组合发酵产物的水解度最大, 通过极差分析可知,A2B2C2D4E3

应是发酵猪血粉制备猪血多肽的最优工艺参数组合, 最后 ,

用此条件发酵血粉时 , 所得发酵液的水解度为32 .3 % , 因此

可以得出结论: 温度为30 ℃、转速为160 r/ min、pH 值为7 .5 、

接种量为6 % 、培养时间为50 h 时是最优的发酵组合。

( 2) 经枯草芽孢杆菌发酵后 , 猪血粉的蛋白质含量下降 ,

但是氨基酸态氮、可溶蛋白含量均提高 , 说明枯草芽孢杆菌

在发酵过程中分泌蛋白酶, 将大分子量蛋白质降解成氨基酸

和小分子量的肽类。发酵后的血粉和发酵液的醇香味较浓 ,

刺激性气味较淡。
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