
　
第４７卷　第１期　
２０１７年１月

中 国 海 洋 大 学 学 报
ＰＥＲＩＯＤＩＣＡＬ　ＯＦ　ＯＣＥＡＮ　ＵＮＩＶＥＲＳＩＴＹ　ＯＦ　ＣＨＩＮＡ

４７（１）：０６１～０６７
Ｊａｎ．，２０１７

豆粕发酵菌株筛选和鉴定及发酵条件优化

张蓓莉１，何　艮１，皮雄娥２，王　欣２，麦康森１，周慧慧１
（１．中国海洋大学教育部海水养殖重点实验室，山东 青岛２６６００３；２．浙江省农科院植物保护与微生物所，浙江 杭州３１００２１）

摘　要：　为筛选出能够高效降解豆粕碳水化合物和蛋白的菌株，并优化菌株发酵条件。以纤维素酶、果胶酶、木聚糖酶和

蛋白酶活力为指标，从真菌Ａ－１、Ａ－２、Ｏ－１、Ｍ－４、Ｙ－１１和细菌ＫＣ　６株菌株中筛选出１株产酶丰富的菌株。利用１８ＳｒＲＮＡ
基因序列法鉴定该菌株，通过单因素实验优化菌株的发酵条件。研究表明：Ａ－１和 Ｍ－４纤维素酶活力显著高于其它菌株（Ｐ＜
０．０５），Ａ－２木聚糖酶活力显著性高于其它菌株（Ｐ＜０．０５），Ａ－１和Ａ－２果胶酶活力显著高于其他菌株（Ｐ＜０．０５），Ａ－１蛋白

酶活力显著高于其它菌株（Ｐ＜０．０５）。综合比较，选择 Ａ－１作为发酵豆粕菌株。经基因序列鉴定，Ａ－１菌株为泡盛曲霉
（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ　ａｗａｍｏｒｉ）。其最适的发酵条件为：料水比为１∶１．１，发酵温度为３１℃，发酵时间为３７ｈ，添加的营养因子为

２‰Ｋ２ＨＰＯ４、２‰ＮａＣｌ、２‰（ＮＨ４）２ＳＯ４、１％葡萄糖、２‰尿素。在此发酵条件下，豆粕中蛋白质含量从５０．８％提高到

６１．７％，可溶性氮指数（ＴＣＡ－ＮＳＩ）从３．９％提高到１９．８％，胰蛋白酶抑制因子含量从２ｍｇ／ｇ降到０．４ｍｇ／ｇ以下，水苏糖

含量从３２．５２ｍｇ／ｇ降到０．３９ｍｇ／ｇ，棉籽糖含量从１２．０９ｍｇ／ｇ降到０．７３ｍｇ／ｇ。大豆球蛋白含量从９４ｍｇ／ｇ降到１．４

ｍｇ／ｇ以下，β－伴球蛋白含量从１０９．２ｍｇ／ｇ降到２．８ｍｇ／ｇ以下。研究结果表明：泡盛曲霉能显著提高豆粕蛋白质含量，降

低抗营养因子，提高豆粕的营养价值。本研究为利用微生物发酵豆粕替代鱼粉提供了理论基础。
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　　水产品脂肪含量低、蛋白质含量高、营养平衡、味
道鲜美。随着国民生活水平的提高和健康饮食观念的
普及，水产品已成为必不可少的膳食构成成分。１９８９
年以来，我国水产品产量已连续２２年居世界首位。为
满足国民对水产品日益增长的需求，我国水产养殖规
模逐年扩大，水产品年产量不断提高。水产养殖离不
开鱼油和鱼粉。水产养殖业的发展导致鱼油和鱼粉价
格不断上扬。因此，用植物蛋白替代鱼粉备受关注。
研究表明［１－２］，植物蛋白部分替代鱼粉是可行的。但
是，过量植物蛋白会急剧降低水生动物生长［３］。因此，
亟待寻找能媲美鱼粉的蛋白源。
豆粕是主要植物蛋白源之一，来源广，价格低，易

储存，营养较均衡。用豆粕替代饲料鱼粉已有许多研
究报道［４－５］。豆粕含有大量碳水化合物、胰蛋白酶抑制
因子、大豆寡糖、抗原蛋白、植酸、凝集素和大豆皂甙等
抗营养因子，其在水产饲料特别是天然“糖尿病”的肉

食性鱼饲料中的应用受到限制。肉食性鱼不能降解糖
类也不耐受糖类，而豆粕含３５％左右的碳水化合物。
细胞壁纤维素将豆粕蛋白包裹起来，阻碍了鱼类利用
蛋白质。美国国家研究委员会（ＮＲＣ）指出植物蛋白含
大量碳水化合物和粗纤维等，肉食性鱼类难消化这些
组分［６］。豆粕中的抗营养因子阻碍鱼类消化吸收其营
养物质。另外，大豆抗原蛋白具有致敏性，易引发炎症
反应。在虹鳟（Ｏｎｃｏｒｈｙｎｃｈｕｓ　ｍｙｋｉｓｓ）［７］和大西洋鲑
（Ｓａｌｍｏ　ｓａｌａｒ）［８］饲料中，高比例豆粕替代鱼粉导致肠
道炎症，不同程度损伤黏膜。许多研究表明，微生物发
酵能降低豆粕抗营养因子含量、释放游离氨基酸，改善
豆粕营养价值［９］，提高水产动物的饲料利用率［１０］。以
往的研究［１１－１２］发现豆粕的微生物发酵不能彻底分解碳

水化合物，是豆粕不能高比例替代鱼粉的原因之一。
本研究筛选高效降解碳水化合物和蛋白质的真菌菌

株，并优化发酵条件，以降低豆粕碳水化合物含量，提
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高豆粕蛋白利用率。

１　材料与方法

１．１材料

１．１．１　微生物菌株　　真菌Ｏ－１和 Ｍ－４由本实验室
保藏。真菌Ａ－１和Ａ－２，酵母Ｙ－１１和细菌枯草芽孢杆
菌ＫＣ由浙江省农业科学院植物保护与微生物所保藏。
原料豆粕（干物质蛋白质含量５０．８％）由山东六和集团
有限公司提供。

１．１．２　察氏琼脂培养基含硝酸钠（ＮａＮＯ３）３ｇ，磷酸氢
二钾（Ｋ２ＨＰＯ４）１ｇ，硫酸镁（ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ）０．５ｇ，氯
化钾（ＫＣｌ）０．５ｇ，硫酸亚铁（ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ）０．０１ｇ，蔗
糖３０ｇ，琼脂２０ｇ，蒸馏水１０　００ｍＬ，ｐＨ值不做调整，

１２１℃灭菌２０ｍｉｎ。ＰＤＡ琼脂培养基含马铃薯（去皮）

２００ｇ，葡萄糖２０ｇ，琼脂２０ｇ，水１０００ｍｌ，ｐＨ值不做调
整，１２１℃灭菌２０ｍｉｎ。ＬＢ琼脂培养基含胰蛋白胨
（Ｔｒｙｐｔｏｎｅ）１０ｇ／Ｌ，酵母提取物（Ｙｅａｓｔ　ｅｘｔｒａｃｔ）５ｇ／Ｌ，氯
化钠（ＮａＣｌ）１０ｇ／Ｌ，琼脂２０ｇ，水１０００ｍＬ，ｐＨ值不做
调整，１２１℃灭菌２０ｍｉｎ。菌种扩繁培养基含麸皮９ｇ，
豆粕１ｇ，Ｋ２ＨＰＯ４０．１ｇ，水１０ｍＬ，ｐＨ不做调整，１２１℃
灭菌２０ｍｉｎ。豆粕发酵培养基：豆粕４０ｇ，ｐＨ 不做调
整，１２１℃灭菌２０ｍｉｎ。

１．２实验方法

１．２．１　菌种的保藏及处理　　将毛霉Ｏ－１、Ｍ－４接种
至察氏琼脂斜面培养基，曲霉 Ａ－１、Ａ－２，酵母 Ｙ－１１接
种至ＰＤＡ琼脂斜面培养基，枯草芽孢杆菌ＫＣ接种至

ＬＢ琼脂斜面培养基，并在对应培养条件下活化、培养，
活化后在４℃保存备用。

１．２．２　菌株的筛选　　将各菌株接种至豆粕发酵培
养基。真菌置于２８℃，细菌置于３７℃培养２ｄ，５５℃
烘干粉碎，检测纤维素酶、果胶酶、木聚糖酶和蛋白酶
的酶活力。

１．２．３　菌株鉴定及保藏　　菌株采用１８ＳｒＲＮＡ基
因序列测定法进行菌株鉴定，由上海美吉公司执行。
所述菌株已于２０１５年３月２４日保藏在中国典型培养
物保藏中心，保藏编号为ＣＴＣＣ　ＮＯ：Ｍ２０１５１５５。

１．２．４　发酵条件优化　　用无菌生理盐水将菌种扩
繁培养基上的孢子洗脱下来，调节孢子密度至１×１０８

个／ｍＬ，接种于发酵培养基，接种量为１ｍＬ。设置４个
因素，以不接种的豆粕发酵培养基为对照，３个重复，分
别优化料水比、发酵温度、营养因子和发酵时间。
料水比７个，分别为：１∶０．７、１∶０．８、１∶０．９、

１∶１、１∶１．１、１∶１．２和１∶１．３，发酵条件ｐＨ不调节、

２８℃、４０ｈ。固定料水比１∶１．１，设置发酵温度５个，
分别为２５、２８、３１、３４和３７℃。固定料水比１∶１．１和

３１℃发酵温度，设置营养因子５个：１％Ｋ２ＨＰＯ４＋１％

ＮａＣｌ、２％ （ＮＨ４）２ＳＯ４、２％ 葡萄糖、２％ 尿素和 ２‰
Ｋ２ＨＰＯ４＋２‰ＮａＣｌ＋２‰（ＮＨ４）２ＳＯ４＋１％葡萄糖＋
２‰尿素。固定料水比１∶１．１，添加完整营养因子（２‰
Ｋ２ＨＰＯ４、２‰ＮａＣｌ、２‰（ＮＨ４）２ＳＯ４、１％葡萄糖、２‰尿
素），固定发酵温度３１℃，设置发酵时间６个：２２、２８、

３１、３４、３７和４０ｈ。
发酵结束后，５５℃烘干，粉碎后密封备用。

１．２．５　检测方法　　纤维素酶活力测定参照王琳
等［１３］的检测方法；木聚糖酶活力测定参照费迪波［１４］；
果胶酶活力测定参照陈小湘［１５］；蛋白酶酶力测定参考
赵彩艳［１６］；蛋白质用凯氏定氮法，可溶性氮总含量的测
定用ＴＣＡ－ＮＳＩ法 ［１７］。

１．２．６　数据处理　　用ＳＰＳＳ１６．０ｆｏｒ　ｗｉｎｄｏｗｓ对数
据进行单因素方差分析。若差异显著，则用Ｄｕｎｃａｎ检
验法进行多重比较，显著水平为Ｐ＜０．０５。

２　结果与分析

２．１菌株筛选
不同菌株产酶种类和所产酶的活力不同。比较纤

维素酶、木聚糖酶、果胶酶、蛋白酶酶活力筛选菌株。
由图１可知，Ａ－１木聚糖酶活力低于 Ａ－２（Ｐ＜０．０５），
但其纤维素酶、果胶酶和蛋白酶活力显著高于其他菌
株（Ｐ＜０．０５）。因此，从整体角度考虑，我们选取 Ａ－１
为豆粕发酵菌株。

２．２菌株Ａ－１的鉴定结果
菌株Ａ－１在ＰＤＡ平板上的菌落呈橄榄褐色，菌落

反面为土黄色至黄褐色，绒毛状，放射性分布，成熟后
产生黄褐色孢子。对Ａ－１的１８ＳｒＲＮＡ基因序列进行
测定后再在 ＮＣＢＩ中使用Ｂｌａｓｔ进行比较，发现菌株

Ａ－１的１８ＳｒＲＮＡ 基因序列与 Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ　ａｗａｍｏｒｉ
（ＫＦ９２２３１９．１， ＧｅｎＢａｎｋ） 和 Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ　ｎｉｇｅｒ
（ＫＦ７５８７８４．１，ＧｅｎＢａｎｋ）的基因序列同源性为１００％，
结合菌株的形体学特征，确定菌株 Ａ－１为泡盛曲霉
（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ　ａｗａｍｏｒｉ）。

２．３发酵条件优化
研究结果表明料水比显著影响Ａ－１发酵豆粕性能

（Ｐ＜０．０５）。料水比从１∶０．７到１∶１．３，Ａ－１先提高
发酵豆粕蛋白质含量后降低其含量。料水比１∶１．１
时，发酵性能最好，发酵豆粕蛋白含量最高（见图２）。
因此，料水比１∶１．１最佳。最佳料水比时，温度显著
性影响Ａ－１豆粕发酵性能Ｐ＜０．０５）。从２５～３７℃，

Ａ－１先显著提高豆粕蛋白质含量，然后降低。２８和

３１℃时，发酵性能最好，显著提高豆粕蛋白含量（Ｐ＜
０．０５）。３１比２８℃更显著缩短发酵时间。因此，３１℃
为最佳发酵时间。

２６
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图１　不同菌株的酶活力

Ｆｉｇ．１　Ｔｈｅ　ａｃｔｉｖｉｔｙ　ｐｒｏｄｕｃｅｄ　ｂｙ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｓｔｒａｉｎｓ

　　不同营养盐也显著性影响 Ａ－１发酵豆粕性能。

２％尿素和全营养成分时，Ａ－１显著增加豆粕蛋白质含
量，全营养盐时可溶性氮指数（ＴＣＡ－ＮＳＩ）最高（见图

３）。因此，最佳营养因子为全营养盐。发酵时间显著
影响Ａ－１发酵豆粕性能。从２２～４０ｈ，豆粕蛋白质含
量呈现先升高后降低趋势。３４和３７ｈ时，发酵豆粕蛋
白质含量显著高于时间。３７～４０ｈ时，发酵豆粕可溶
性氮指数显著高于其他时间（Ｐ＜０．０５）。因此，最佳发
酵时间为３７ｈ。
综上，泡盛曲霉的最适发酵条件为：料水比为１∶

１．１，发酵温度为３１℃，发酵时间为３７ｈ，添加的营养
因子为２‰Ｋ２ＨＰＯ４、２‰ＮａＣｌ、２‰（ＮＨ４）２ＳＯ４、１％葡
萄糖、２‰尿素。

图２　料水比和温度对Ａ－１发酵豆粕蛋白质含量的影响

Ｆｉｇ．２　Ｔｈｅ　ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ｓｏｙｂｅａｎ　ｍｅａｌ　ｔｏ　ｗａｔｅｒ　ｒａｔｉｏ

ａｎｄ　ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ　ｏｎ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ｃｏｎｔｅｎｔ　ｉｎ

ｓｏｙｂｅａｎ　ｍｅａｌ　ｆｅｒｍｅｎｔｅｄ　ｂｙ　Ａ－１

图３　营养因子（Ａ）和时间（Ｂ）对Ａ－１发酵豆粕蛋白质含量和

可溶性氮指数（ＴＣＡ－ＮＳＩ）的影响

Ｆｉｇ．３　Ｔｈｅ　ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ｔｒｏｐｈｉｃ　ｆａｃｔｏｒ（Ａ）ａｎｄ

ｆｅｒｍｅｎｔ　ｔｉｍｅ（Ｂ）ｏｎ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ｃｏｎｔｅｎｔ　ａｎｄ

－ＮＳＩ　ｉｎ　ｓｏｙｂｅａｎ　ｍｅａｌ　ｆｅｒｍｅｎｔｅｄ　ｂｙ　Ａ－１

２．４发酵前后豆粕品质变化
优化发酵条件下，豆粕发酵前后蛋白质含量从

５０．８％ 提 高 到 ６１．７％，ＴＣＡ－ＮＳＩ从 ３．９％ 提 高 到

１９．８％。必需氨基酸含量也有不同程度的提高（见表

１）。发酵前后，豆粕中胰蛋白酶抑制因子含量从２ｍｇ／ｇ

３６
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降到＜０．４ ｍｇ／ｇ，水苏糖含量从３２．５２ ｍｇ／ｇ降到

０．３９ｍｇ／ｇ，棉籽糖含量从１２．０９ｍｇ／ｇ降到０．７３ｍｇ／ｇ。
大豆蛋白中，抗原蛋白分子量分布在３５～６０ｋＤ（见图

４）。豆粕经发酵后这部分蛋白几乎全部被分解。分子
量在１１～３５ｋＤ的蛋白也得到了有效的降解。发酵豆
粕的蛋白质分子量多在１１ｋＤ以下。发酵后，大豆球
蛋白由９４ｍｇ／ｇ降到＜１．４ｍｇ／ｇ，β－伴球蛋白由１０９．２
ｍｇ／ｇ降到＜２．８ｍｇ／ｇ。由此可见，豆粕经 Ａ－１发酵
后，品质有了显著提升。

表１　Ａ－１发酵前后豆粕必需氨基酸含量变化

Ｔａｂｌｅ　１　Ｔｈｅ　ｃｏｎｔｅｎｔ　ｏｆ　ｅｓｓｅｎｔｉａｌ　ａｍｉｎｏ　ａｃｉｄｓ　ｉｎ　ｓｏｙｂｅａｎ

ｍｅａｌ　ａｎｄ　ｓｏｙｂｅａｎ　ｍｅａｌ　ｆｅｒｍｅｎｔｅｄ　ｂｙ　Ａ－１

必需氨基酸① 豆粕②／％ 发酵豆粕③／％

苏氨酸 ＴＨＲ　 １．７８　 ２．２

蛋氨酸 ＭＥＴ　 ０．３５　 ０．６６

异亮氨酸ＩＬＥ　 １．９４　 ２．３９

亮氨酸ＬＥＵ　 ３．３４　 ４．０６

色氨酸ＴＲＰ　 ０．６３　 ０．８６

苯丙氨酸ＰＨＥ　 ２．１８　 ２．６２

缬氨酸ＶＡＬ　 ２．０１　 ２．５０

赖氨酸ＬＹＳ　 ２．７４　 ３．０９

①Ｅｓｓｅｎｔｉａｌ　ａｍｉｎｏ　ａｃｉｄ；②Ｓｏｙｂｅａｎ　ｍｅａｌ；③Ｆｅｒｍｅｎｔｅｄ　ｓｏｙｂｅａｎ　ｍｅａｌ

（Ｍａｋｅｒ：蛋白质标准品 Ｐｒｏｔｅｉｎ　ｓｔａｎｄａｒｄ；ＳＢＭ：豆粕 Ｓｏｙｂｅａｎ　ｍｅａｌ；

ＦＳＢＭ：发酵豆粕Ｆｅｒｍｅｎｔｅｄ　ｓｏｙｂｅａｎ　ｍｅａｌ．）

图４　豆粕的蛋白质ＳＤＳ－ＰＡＧＥ图

Ｆｉｇ．４　Ｔｈｅ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ｐｒｏｆｉｌｅｓ　ｏｆ　ｓｏｙｂｅａｎ　ｍｅａｌ　ｂｙ　ＳＤＳ－ＰＡＧＥ

３　讨论

豆粕是大豆榨油副产品，是水产饲料重要植物性

蛋白源之一。然而，其碳水化合物大约占３５％，难消
化，降低了肉食性鱼类植物蛋白消化率［６］。目前，发酵
豆粕研究热点集中在抗营养因子的钝化或降解［１８］，而
对其难消化的碳水化合物研究较少，特别是在肉食性
水产动物饲料领域。本研究用泡盛曲霉Ａ－１在３７ｈ内
有效降解豆粕碳水化合物和大分子蛋白质，获得与

Ｓｏｎｇ等［１９］和严鹤松等［２０］的研究相似的结果。
与液体发酵不同，固态发酵物料的含水量非常重

要，料水比不仅影响微生物从培养基中获取营养物质
的能力，还影响培养系统气体流动及微生物获取氧气进
行自身生长代谢的能力［２１］。本研究中，泡盛曲霉Ａ－１在
料水比为１∶１．１～１∶１．２，即含水１１０％～１２０％时，对
豆粕中的碳水化合物有最佳降解。其原因可能是发酵
基质含水量低时，基质表面形成水膜小，不能溶解足够
泡盛曲霉生长所需要的无机盐及代谢产物，影响了泡
盛曲霉的生长。而当含水量过高时，发酵基质的多孔
性降低，影响了基质内气体的体积和气体交换，难以控
温控湿，不利于耗氧的泡盛曲霉的生长。本研究结果
也表明在料水比为１∶０．７时，对豆粕碳水化合物降解
效果最差。这与刘建峰等［２２］在用响应面分析法优化豆
粕固态发酵的料水比１∶１类似。然而，杨玉芬［２３］在用
乳酸菌、酵母菌及枯草芽孢杆菌发酵豆粕时发现水分
对豆粕蛋白质含量的影响不大。这可能是与菌种有
关。乳酸菌和酵母菌对氧气的需求量不大，发酵所需
要的水分也低。王晓东等［２４］的研究发现初始水分含量
为２００％时，黑曲霉对双低菜粕中的植酸和单宁有更好
的降解效果。这可能是由于不同的物料发酵水分消耗
不同。菜粕较其他物料吸水性更强，菌种生长所需要
的水分就更多。同时，发酵后期菌株的快速生长产生
大量的热，会蒸发掉菜粕中的水分，影响发酵。
不同菌株适应温度不同，对原料的利用和分解速

度也不同。因此，在发酵过程中温度是必须优化的条
件之一。本研究发现，泡盛曲霉 Ａ－１在２８和３１℃时
发酵豆粕蛋白质含量最高（Ｐ＜０．０５）。莫重文等［２５］用
米曲霉（Ａ３．０４２）和啤酒酵母在２８℃时混合发酵豆粕，
发酵豆粕蛋白含量显著增高，增加了１２．１％。也有研
究发现混合菌株在３５℃时，发酵豆粕的蛋白质含量最
高［２６］。这可能与菌株的耐热性有关。菌株生长时会产
生大量的热，若菌株的耐热性差，就会导致发酵失败。
营养因子和时间对微生物的生长和相关酶活力也

有很大的影响。温度和营养因子可影响蛋白质、核酸
等大分子的结构和功能、细胞结构和胞内酶活力，最后
影响微生物生长和代谢［２７－２８］；营养因子如碳源、氮源
（葡萄糖、硫酸铵、尿素等）及无机离子（Ｋ＋、Ｎａ＋、

ＰＯ３－４）［２９－３０］等是菌体生长和酶的激活离子。这些因子
可调整微生物渗透压，加速菌体生长，提高产酶量和酶

４６
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活力。发酵时间可影响微生物生长速度和生长量，还
能影响代谢强度和代谢时间，特别是菌株产生的一系
列酶的活性。本研究中，尿素和完全营养因子对泡盛
曲霉发酵豆粕蛋白含量和小分子蛋白质提高有显著影

响，随时间增加，在纤维素酶、木聚糖酶及果胶酶的作
用下，豆粕的蛋白质含量随之升高，在蛋白酶的作用
下，可溶的小分子蛋白也显著提高。这与蔡俊和王立
新［２７］豆粕发酵研究结果类似。

４　结论

泡盛曲霉是一株产纤维素酶、木聚糖酶、果胶酶等
酶类，能有效降解豆粕多糖、低聚糖及细胞壁等碳水化
合物成分，进而提高豆粕蛋白质含量的菌株。用该菌
株发酵豆粕，豆粕蛋白质含量由５０．８％提高至６１．７％。
该菌株也能有效降解大分子蛋白质，使豆粕中的可溶
性氮指数由３．９％提高至１９．８％。发酵降低了大豆寡
糖（水苏糖和棉籽糖等）抗营养因子含量。降解大分子
蛋白质的同时也降低了致敏性抗原蛋白（大豆球蛋白
和β－伴球蛋白）和其他抗营养因子（胰蛋白酶抑制因
子）的含量，提高了必需氨基酸的含量和豆粕营养价
值，为发酵豆粕替代鱼粉，拓展肉食性水产动物的饲料
蛋白源提供了认知依据。
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