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枯草芽孢杆菌发酵牦牛血制备抗氧化肽工艺优化
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摘要$为优化枯草芽孢杆菌液态发酵制备牦牛血抗氧化肽工

艺&以酵解液的羟基自由基!(

;V

"清除率为主要指标&研究

发酵时间#接种量#底物浓度对酵解液抗氧化效果的影响&在

该基础上进行响应面优化试验$确定最佳发酵条件为%底物

浓度
0.

7

'

8

&接种量
").5

!

T

'

T

"&发酵时间
%/).L

$在该条

件下制备出(

;V

清除率为
02)215

的牦牛血抗氧化肽&

(

;V

清除率理论值为
0.)015

&最终发酵上清液多肽含量

为
")!$6

7

'

68

$

关键词$牦牛血)抗氧化肽)发酵)枯草芽孢杆菌
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中国牦牛资源丰富!饲养量占世界牦牛总数的
/#5

以

上!具有明显的数量优势0

$I"

1

"鉴于其生存环境的特殊

性)))几乎无任何污染!故牦牛原料产品属于真正的绿色产

品"牦牛血作为主要的屠宰废弃物!蛋白含量明显高于其他

畜禽血0

!

1

!具有更广阔的开发利用前景"

随着生物技术发展!蛋白质中的生物活性多肽功能逐渐

被发现"抗氧化肽可以有效清除体内活性氧和自由基!其通

常由
.

!

$"

个氨基酸组成!分子量小于
%@J

!具有易吸收#安

全#无毒等特点!成为国内外研究的重点0

2I1

1

"将抗氧化肽

作为抗氧化剂添加到食品体系中!不仅可以减少储存过程中

的氧化变化0

/

1

!其保水性#起泡性及乳化性等特性还可为食

品体系带来特殊的功效0

$#

1

"此外!抗氧化肽可直接作为功

能食品!通过保护肌肉免受氧化损伤来抑制其老化!并为健

康老龄化提供多功能营养支持0

$$I$!

1

"目前抗氧化肽制备方

法多集中在酶解法0

$2I$.

1

!但其商业酶选择少!成本较高!蛋

白利用率低不适合大规模生产"发酵法制备生物活性肽具

有成本低!得率高等优点!近年来成为研究热点"目前已有

研究者利用枯草芽孢杆菌发酵花生粕0

$%

1

#菜籽粕0

$0

1

#小米

糠0

$1

1

#猪血0

$/I"#

1等原料抗氧化肽!但利用牦牛血制备抗氧

化肽的研究迄今为止未见报道"

为高效利用牦牛血蛋白资源!制备天然抗氧化肽!本研

究拟采用枯草芽孢杆菌液态发酵方式!分别采用单因素试验

和响应面试验优化制备牦牛血抗氧化肽的最佳液态发酵工

艺!旨为牦牛血多肽的抗氧化活性研究#分离纯化以及进一

步生产利用提供理论依据"

$

!

材料与方法
$)$

!

材料与试剂

牦牛血*雅安汉源大渡河牦牛厂(

.%$



枯草芽孢杆菌*

YU33$)$/0

!四川省微生物资源平台菌种

保藏中心(

其他化学试剂*均为分析纯"

$)"

!

仪器与设备

酸度计*

<VYC!3

9型!成都世纪方舟科技有限公司(

移液枪*

P-FDL6,H

型!美国
:LF-6'

公司(

高速冷冻离心机*

J!0."#

型!美国
:LF-6'4>DLF-

公司(

恒温振荡器*

:VfC/1KX

型!上海一恒科学仪器有限

公司(

数显恒温水浴锅*

VVC%

型!国华电器有限公司(

紫外分光光度计*

&̀C!"##

型!上海
+,

Q

,G,

公司(

手提式不锈钢压力蒸汽灭菌器*

JYgC"1#K

型!上海申

安医疗器械厂(

超纯水装置*

8̀̀ <CU&C$#:

型!西安优普仪器设备有限

公司"

$)!

!

培养基

基础培养基*

$#

7

+

8

葡萄糖!

$#

7

+

8

蛋白胨!

$#

7

+

8

牛

肉膏!

.

7

+

8

氯化钠!

"#

7

+

8

琼脂!

Q

V0)#

(

种子培养基*

$#

7

+

8

葡萄糖!

$#

7

+

8

蛋白胨!

$#

7

+

8

牛

肉膏!

.

7

+

8

氯化钠!

Q

V0)#

(

试验发酵培养基*以牦牛血为底物的培养基"

$)2

!

试验方法

$)2)$

!

菌株的活化与种子液制备
!

将实验室保存的菌种接

到基础培养基上于
!.\

条件下静置培养
"2L

!使菌种活化"

挑取活化后的枯草芽孢杆菌!接入装有
.#68

种子培养基的

锥形瓶中!置于恒温振荡器中扩大培养!温度
!. \

!转速

$!.-

+

6>H

!培养
$"L

!得到试验用种子液-

$#

/个+
68

."

$)2)"

!

发酵培养
!

将装有
.#68

发酵培养基的
$.#68

锥

形瓶进行高压灭菌-

$"$\

#

$.6>H

.!冷却后接入一定体积活

化后的枯草芽孢杆菌!置于恒温振荡器中液体发酵"发酵结

束后取样分析"

$)2)!

!

酵解液处理
!

将发酵一定时间的发酵产物取出!于

%###-

+

6>H

条件下离心
$.6>H

!取上清液保存备用"

$)2)2

!

牦牛血抗氧化肽制备工艺单因素试验

-

$

.发酵底物浓度对酵解液2

;V

清除率的影响*分别

配制不同底物浓度牦牛血-

!#

!

.#

!

0#

!

/#

!

$$#

!

$!#

7

+

8

.作为

发酵培养基!

$"$\

#

$.6>H

高压灭菌!接种量为
!5

-

T

+

T

.!

发酵
0"L

!考察发酵上清液2

;V

清除率的变化"

-

"

.接种量对酵解液2

;V

清除率的影响*配制底物浓

度为
0#

7

+

8

的牦牛血培养基!

$"$\

#

$.6>H

高压灭菌!分别

接种
#5

!

$5

!

"5

!

!5

!

25

!

.5

-

T

+

T

.种子液!发酵
0"L

!考

察发酵上清液2

;V

清除率的变化"

-

!

.发酵时间对酵解液2

;V

清除率的影响*配制底物

浓度为
0#

7

+

8

的牦牛血培养基!

$"$\

#

$.6>H

高压灭菌!接

种量为
!5

-

T

+

T

.!分别发酵
!%

!

!1

!

%#

!

0"

!

12

!

/%L

!考察发

酵上清液2

;V

清除率的变化"

$)2).

!

2

;V

清除率测定
!

根据张凤英0

"$

1测定方法修改如

下*各试管中加入
$ 68

待测样品溶液!分别加入
$ 68

/66'8

+

8

水杨酸)乙醇溶液与
$68/66'8

+

84FY;

2

混

合均匀!最后加入
$681)166'8

+

8 V

"

;

"

混匀!静置于

!0\

水浴锅保温
!#6>H

!采用紫外)可见分光光度计测

I?

.$#H6

"空白组以超纯水代替样品溶液!对照组以超纯水

代替除样品以外
!

种溶液"样品对羟基自由基的清除率按

式-

$

.计算*

9

X

$

B

-

F

$

B

F

"

.

F

#

Y

$##5

! -

$

.

式中*

9

)))2

;V

清除率!

5

(

F

#

)))空白组的吸光值(

F

$

)))试验组的吸光值(

F

"

)))对照组的吸光值"

$)2)%

!

多肽含量及肽得率的测定
!

根据陈昌琳等0

""

1测定

方法修改如下*取
268

待测样品加入等体积
$.5

-

N

+

T

.的

三氯乙酸-

:3K

.!混合均匀后静置!待大分子蛋白沉淀!

%###-

+

6>H

离心
$.6>H

!采用
8'R-

N

法测定上清液蛋白质

含量!计为上清液中多肽含量"牦牛血中粗蛋白含量测定采

用凯氏定氮法-

WX

+

:.##/).

)

"#$#

."样品肽得率按式-

"

.

计算*

9

X

C

$

C

"

Y

$##5

! -

"

.

式中*

9

)))多肽得率!

5

(

C

$

)))上清液中多肽含量!

7

(

C

"

)))原料粗蛋白含量!

7

"

$)2)0

!

牦牛血化学成分的测定

-

$

.水分含量*按照
WX/%/.)$.

)

"##1

执行"

-

"

.灰分含量*按照
WX.##/)2

)

"#$#

执行"

-

!

.粗蛋白质含量*按照
WX.##/).

)

"#$#

执行"

-

2

.粗脂肪含量*按照
WX/%/.)0

)

"##1

执行"

-

.

.总糖含量*参照文献0

"!

1"

"

!

结果与分析

")$

!

牦牛血化学成分

牦牛血中化学成分分析见表
$

"

表
$

!

牦牛血中化学成分

! !

:,O(F$

!

3LF6>?,(?'6

Q

'HFH=D>H

N

,@O(''G

7

)

$##

7

水分 粗蛋白 粗脂肪 总糖 灰分

01)%$ $2)0% #)#" #)#. $)#$

")"

!

单因素试验结果

")")$

!

发酵底物浓度对酵解液2

;V

清除率的影响
!

由

图
$

可知!发酵上清液2

;V

清除率随底物浓度的增加呈上

升趋势!且在底物浓度为
!#

!

0#

7

+

8

时显著增长-

<

$

#)#.

.!之后!2

;V

清除率趋于平缓"当底物浓度过低时!

蛋白浓度过低导致多肽产量低(当底物浓度达到饱和后!使

水分活度降低!不利于底物水解充分!导致抗氧化能力趋于

平稳0

"2

1

"因此选取
0#

7

+

8

为最佳底物浓度"

%%$

提取与活性
!

"#$%

年第
!

期



图
$

!

底物浓度对(

;V

清除率的影响

4>

7

E-F$

!

:LFFPPF?='PDEOD=-,=F?'H?FH=-,=>'H'H

(

;VD?,SFH

7

>H

7

-,=F

")")"

!

发酵时间对酵解液2

;V

清除率的影响
!

由图
"

可

知!发酵上清液2

;V

清除率随发酵时间加长而逐渐提高!

当发酵时间为
0"L

时达到最高值-

%1)0/5

.!之后再延长发

酵时间!2

;V

清除率下降"发酵时间对2

;V

清除率影响

显著-

<

$

#)#.

.!可能是发酵初期随时间的延长!产生的蛋白

酶不断增加!水解得到目的肽段多使抗氧化能力提高!而后

随发酵的进行!已获得的目的肽段被进一步水解成不具有活

性的小肽或氨基酸!导致发酵上清液整体抗氧化能力降

低0

$%

!

".

1

"因此选取
0"L

为最佳发酵时间"

图
"

!

发酵时间对(

;V

清除率的影响

4>

7

E-F"

!

:LFFPPF?='PPF-6FH=,=>'H=>6F'H

(

;VD?,SFH

7

>H

7

-,=F

")")!

!

发酵接种量对酵解液2

;V

清除率的影响
!

由图
!

可知!发酵上清液2

;V

清除率随接种量增加显著提高-

<

$

#)#.

.!在接种量为
"5

-

T

+

T

.时达到最高值-

0")215

.!之后

再增加接种量!2

;V

清除率下降"可能是接种量过小时!

发酵过程中活菌数少!代谢蛋白酶不足!不能充分利用底物

蛋白产生目的肽!使发酵效率低下(接种量达到一定量值后!

受到培养基营养物质限制!大量菌体生长引起供氧不足!代

谢废物过多!且对底物蛋白的消耗高于酶解生成多肽物质!

使抗氧化能力逐渐降低"因此选取
"5

-

T

+

T

.为最佳接

种量"

")!

!

牦牛血抗氧化肽制备工艺响应面试验

根据单因素试验结果!以发酵底物浓度#发酵时间#接种

量为相应变量!2

;V

清除率作为响应值!进行
!

因素
!

水平

的响应面优化试验!得出制备牦牛血抗氧化肽的最佳工艺"

试验因素水平编码见表
"

"

图
!

!

接种量对(

;V

清除率的影响

4>

7

E-F!

!

:LFFPPF?='P>H'?E(E6DD>bF'H

(

;V

D?,SFH

7

>H

7

-,=F

表
"

!

X'MCXFLH@FH

设计试验因素水平及编码

:,O(F"

!

&,->,O(FD,HG=LF>-?'GFGS,(EFDEDFG>H=LF

X'MCXFLH@FHGFD>

7

H

水平
K

底物浓度+-

7

2

8

I$

.

X

发酵时间+
L 3

接种量+
5

-

T

+

T

.

$ .# %# $

# 0# 0" "

I$ /# 12 !

")!)$

!

模型建立与显著性检验
!

利用
JFD>

7

HBM

Q

F-=

软件

中的
X'MCXFLH@FH

试验设计对试验数据进行多元回归拟合

分析!因素编码表及结果见表
!

"对该模型进行方差分析!结

果见表
2

"

!!

对表
!

中数据进行回归拟合分析!以上清液2

;V

清除

率为响应值-

$

.!得到各因素对响应值的二次多项回归方

程为*

!!

$^0!)//92)".FI.)%1O92)$/-9")!$FOI

#)02F-9#)22O-I%)12F

"

I$")%O

"

I%)#/-

"

" -

!

.

表
!

!

响应面试验设计方案及分析结果

:,O(F!

!

BM

Q

F->6FH=,(GFD>

7

H,HG-FDE(=DP'-

-FD

Q

'HDFDE-P,?F,H,(

N

D>D

试验号
K X 3

2

;V

清除率+
5

$ # $ $ ..)/#

" # # # 0!)/2

! # # # 02).%

2 I$ # $ %#)0%
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表
2

!

方差与显著性分析a

:,O(F2

!

KH,(

N

D>D'PS,-(,H?F,HGD>

7

H>P>?,H?F=FD=

方差来源 平方和 自由度 均方
7

值
<

值 显著性

模型
$!%2)$% / $.$).0 ..)%" #)###"

%%

K $22)0% $ $22)0% .!)$" #)###1

%%

X ".1)$# $ ".1)$# /2)0$ #)###"

%%

3 $2#)!0 $ $2#)!0 .$).$ #)###1

%%

KX "$)!/ $ "$)!/ 0)1. #)#!0/

%

K3 ")$/ $ ")$/ #)1# #)2$$#

X3 #)01 $ #)01 #)"/ #)%$2/

K

"

$0")/% $ $0")/% %!)20 #)###.

%%

X

"

.1.)11 $ .1.)11"$.)##

$

#)###$

%%

3

"

$!%)/# $ $!%)/# .#)"2 #)###/

%%

残差
'''''''''''''''''''''''

$!)%! . ")0!

失拟
$!)#2 ! 2)!. $2)1# #)#%2#

不显著

纯误差
#)./ " #)"/

总和
$!00)0/ $2

!!

a

!%%

)

极显著差异-

<

$

#)#$

.(

%

)

显著差异-

<

$

#)#.

."

!!

由表
2

可知!该模型中!

K

#

X

#

3

#

KX

#

K

"

#

X

"

#

3

"对上清液

2

;V

清除率影响显著!即底物浓度#发酵时间#接种量以及

底物浓度与发酵时间的交互作用对发酵上清液的2

;V

清

除率有显著影响"在该模型中!响应面回归模型极显著-

<

$

#)#$

.!失拟项不显著(且该模型
R

"

^ #)//#$

!

R

"

KG

c

^

#)/0"!

!说明该模型能解释
/0)"!5

的相应变化值!即使用

该回归方程模拟实际试验点对2

;V

清除率影响是可行的"

通过回归方程所作出响应面图见图
2

!可直观反映底物

浓度与发酵时间-

KX

.交互作用对发酵上清液2

;V

清除率

的影响!且响应面曲面坡度较陡!说明交互作用对响应值影

响较显著!与表
2

结果一致"

")!)"

!

最佳工艺条件的验证
!

由方程-

!

.预测得到最佳发

酵条件为*底物浓度
0.)"#

7

+

8

!发酵时间
%/)%2L

!接种量

")!"5

-

T

+

T

.!此时2

;V

清除率理论值为
0.)015

"为方

便验证!将参数修正为底物浓度
0.)#

7

+

8

#发酵时间
%/).L

#

接种量
").5

-

T

+

T

.!经重复实验
!

次!测得牦牛血抗氧化肽

平均
&

;V

清除率为
02)215

!接近于理论值"

")2

!

多肽含量及肽得率的测定

根据响应面试验优化结果!最终发酵上清液的多肽含量

为
")!$6

7

+

68

!未发酵牦牛血中多肽含量为
#)#/6

7

+

68

!

显著提高了多肽含量!且肽得率为
"#)105

"

!

!

结论
通过单因素试验考察了底物浓度#发酵时间#接种量对发

酵液上清液2

;V

清除率的影响!并通过响应面分析法研究牦

牛血抗氧化肽制备工艺!得出牦牛血抗氧化肽最佳制备工艺

为*底物浓度
0.

7

+

8

#发酵时间
%/).L

#接种量
").5

-

T

+

T

.!

此时多肽含量为
")!$6

7

+

68

!2

;V

清除率为
02)215

"

本试验确定的牦牛血抗氧化肽制备工艺可为牦牛血的

综合利用提供一定的参考数据!但其分离纯化工艺还有待进

一步研究"

图
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底物浓度与发酵时间交互作用对发酵上清液
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清除率的影响
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图
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不同金属离子对红曲色素色价的影响
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结论
作为食用色素要求稳定性要好!这样在使用过程中其化

学结构及色泽均不易发生变化"红曲色素稳定性虽不及合

成色素!但作为天然色素安全性高"从试验数据来看!红曲

色素在常温下比较稳定!其相关产品能够满足食品饮料加工

过程中的中#高温消毒要求!为了保证米粒的完整和色素的

稳定!在红曲米酒的生产中建议用巴氏杀菌工艺"光照能够

引发红曲色素光解!不同光照条件下红曲色素色价都有下降

的趋势!所以为了更好地保持红曲色素稳定性!红曲米酒应

避光保存"不同金属离子对红曲色素的影响各不相同!离子

的氧化性越强!对红曲色素的影响越大(李浩然等0

1

1在红曲

色素稳定性研究中提到!红曲色素对
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V

是稳定的!不像其

他因素那样因
Q

V

改变而颜色变化显著"虽然现在食用色

素仍以合成色素为主!但随着经济的发展!人们生活品质的

提高及功能食品的开发!以及对红曲霉研究的深入!更多的

红曲发酵产品或双向发酵药品0
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1在食品乃至药品生产中将

有更广泛的应用价值"
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