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摘要　从４种具有优良发酵豆粕能力的微生物(枯草芽孢杆菌、酿酒酵母、米根霉、产黄青霉)中筛选最优发

酵菌株组合,以粗蛋白含量和大豆肽含量为评价标准,对发酵工艺条件进行优化,并对豆粕固态发酵前后的营养

物质含量和抗营养因子变化进行分析.结果显示:枯草芽孢杆菌BＧ８和米根霉 MＧ１为最优发酵菌株组合.复合

发酵最佳发酵工艺条件为:枯草芽孢杆菌和米根霉同时接入到豆粕中,两菌株接种比例２∶１,发酵总接种量

１０％,发酵温度４０℃,料水比１．０∶１．４(质量比),发酵时间９６h.豆粕经复合发酵后,发酵产物中大豆肽、粗蛋

白、粗灰分、粗脂肪含量较发酵前均得到显著提升,水分含量显著下降,大分子蛋白质基本降解为１０ku以下的

小分子,大豆球蛋白、βＧ伴大豆球蛋白和胰蛋白酶抑制因子含量显著低于未发酵豆粕.结果表明,豆粕经复合发

酵后营养成分显著增加,抗营养因子含量显著降低,营养品质得到改善.
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　　随着中国经济的不断发展,人们对水产品的需

求日益增长.为满足国民对水产品日益增长的需

求,我国水产养殖行业发展迅速,规模越来越大,对
动物性蛋白原料的需求也愈加旺盛[１].但是我国鱼

粉、虾粉、骨粉等动物性蛋白原料生产规模小,长期

处于进口状态[２],导致鱼粉价格不断上涨.因此,目
前开发一种价格低廉、营养均衡的植物蛋白源替代

鱼粉非常迫切.
豆粕是主要的饲料原料之一,其蛋白质含量为

４０％ ~５０％,脂 肪 为 １％ ~２％,碳 水 化 合 物 为

１０％~１５％[３],相比于其他植物性蛋白源而言,豆粕

来源广,价格低,营养较均衡.然而豆粕中存在多种

抗营养因子如大豆抗原蛋白[４](包括大豆球蛋白和

βＧ伴大豆球蛋白等)、胰蛋白酶抑制因子[５]等,会降

低饲料利用率,抑制动物生长性能甚至导致疾病.
采取微生物固态发酵豆粕是降解豆粕抗营养因

子与改善营养质量的可行方法[６].发酵过程中微生

物可将豆粕中大分子蛋白质降解为活性大豆肽及游

离氨基酸[７Ｇ８],除去多种抗营养因子,平衡豆粕氨基

酸,提高其消化利用率[９].近年来有研究发现多菌

种联合发酵豆粕可以利用微生物之间互补的关系,
产生优于单菌发酵的效果[１０].在豆粕固态发酵过

程中,菌种不同,工艺参数不同,都会影响产品质量.
本研究从４株具有优良发酵能力的微生物(枯草芽

孢杆菌、酿酒酵母、米根霉、产黄青霉)中筛选出最优

菌株组合,对发酵工艺条件进行优化,并对发酵前后

营养物质和抗营养因子含量变化进行测定,以期获

得利用豆粕的更好的方法.

1　材料与方法

1.1　试验材料与菌种

豆粕:由湖北海大饲料有限公司提供.
枯草芽孢杆菌(BacillussubtilisBＧ８)、米根霉

(Rhizopusoryzae MＧ１)、酿酒酵母(Saccharomyces
cerevisiaeYＧ３)、产黄青霉(PenicilliumchrysogeＧ
num MＧ２):为笔者所在实验室分离筛选所得.
1.2　培养基

PDA培养基:葡萄糖 ２０．０g,马铃薯浸出粉

６．０g,蒸馏水定容至１０００mL,自然pH;若为固体

培养基,还需加入２０．０g琼脂.１２１℃灭菌２０min.
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LB培养基:胰蛋白胨１０．０g,酵母浸粉５．０g,
氯化钠５．０g,蒸馏水定容至１０００ mL,pH (７±
０．２);若 为 固 体 培 养 基,还 需 加 入 ２０．０g 琼 脂.

１２１℃灭菌２０min.
1.3　试验方法

１)种子液的制备.用接种环挑取平板上已活化

的枯草芽孢杆菌和酿酒酵母单菌落分别接入盛有

１５mLLB 液体培养基和 PDA 液体培养基的３０
mL锥形瓶中.将枯草芽孢杆菌、酵母菌分别置于

３７、３２℃恒温摇床１８０r/min培养２４h.２４h后分

别取１mL菌液转入装有５０mL液体培养基的２５０
mL锥形瓶中,培养至各菌株稳定期.用接种环挑

取平板上活化的米根霉和产黄青霉单菌落分别接入

到PDA斜面培养基上,３２℃下培养７２h,待孢子长

满后用１０mL０．１％吐温８０水反复冲洗,收集孢子

于离心管中.在无菌条件下将各菌株培养液适当稀

释,对枯草芽孢杆菌和酿酒酵母种子液采用平板菌

落计数,对米根霉和产黄青霉孢子液采用显微计数.
各菌株种子液活菌数调整为１．０×１０８cfu/mL.

２)固态发酵方法.取３０g豆粕经粉碎,过０．８５
mm 孔径筛后,放入２５０mL锥形瓶中,１２１℃高压

灭菌１５min,在６０℃下烘干２４h,冷却至室温后使

用.在灭菌豆粕中添加无菌水,接种种子液,搅拌均

匀后密封,一定温度下进行固态发酵(湿度为５０％~
７０％).豆粕发酵后,在６０℃下烘干４８h,经高速粉

碎机粉碎,过０．２５mm 孔径筛后于－２０℃保存.每

组试验重复３次.

３)确定复合发酵菌株组合.将４种菌株的种子

液以不同比例同时接入到豆粕中,总接种量为豆粕

质量的１０％,料水比１．０∶１．０(质量比),在３２℃下

固态发酵７２h,４种复合发酵菌株组合的比例见表

１.优化发酵工艺均以发酵产物中粗蛋白含量和大

豆肽含量为评价指标.

４)发酵菌株组合的接种比例.将枯草芽孢杆菌

和根霉的种子液以不同比例同时接种到豆粕中,总
接种量为豆粕质量的１０％,料水比１．０∶１．０(质量

比),在３２℃下固态发酵７２h,枯草芽孢杆菌和米根

霉的种子液不同接种比例见表２.

５)发酵菌株组合的接种顺序.将枯草芽孢杆菌

和米根霉的种子液按体积比２∶１以不同接种顺序

接种到豆粕中,总接种量为豆粕质量的１０％,料
水比 １．０∶１．０(质 量 比),在 ３２ ℃ 下 固 态 发 酵

７２h,枯草芽孢杆菌和米根霉的种子液不同的接

种顺序如表３所示.
表１　不同比例的４种复合发酵菌株组合

Table１　Combinationsoffourcomplexfermentation

strainswithdifferentproportions

组别

Group
枯草芽孢杆菌

B．subtilis
酿酒酵母

S．cerevisiae
米根霉

R．oryzae
产黄青霉

P．chrysogenum

１ １ １ ０ ０

２ １ ０ １ ０

３ １ ０ ０ １

４ １ １ １ ０

５ １ １ ０ １

６ １ ０ １ １

７ １ １ １ １

　注:１代 表 组 合 中 存 在 该 菌 株,０ 代 表 组 合 不 存 在 该 菌 株.

Note:１representedthepresenceofthisstraininthecombiＧ

nation,and０representedtheabsenceofthisstraininthe

combination．

表２　复合发酵豆粕菌株组合不同的接种比例

Table２　Combinedfermentationofstrainswith

differentinoculationratios

组别

Group
枯草芽孢杆菌

B．subtilis
米根霉

R．oryzae

１ １ １

２ ２ １

３ ３ １

４ １ ２

５ １ ３

　注:组１为枯草芽孢杆菌∶米根霉(V/V)＝１∶１,其他类推.

Note:Group１wasK∶P(V/V)＝１∶１,andsoon．

表３　复合发酵豆粕菌株组合不同的接种顺序

Table３　Combinedfermentationofstrainswith

differentvaccinationsequences

组别

Group
枯草芽孢杆菌

B．subtilis
米根霉

R．oryzae

１ ０ ０

２ ０ ２４

３ ０ ４８

４ ２４ ０

５ ４８ ０

　注:０代表发酵０h时接种;２４代表发酵２４h时接种;４８代表发

酵４８h时接种.Note:０representedinoculationat０hafter

fermentation;２４meansinoculationafter２４hoursoffermenＧ

tation;４８meansinoculationafter４８hoursoffermentation．

６)发酵条件(总接种量、发酵温度、料水比、发酵

时间)的优化.通过对比分析笔者之前的单菌发酵

实验结果,选取对发酵豆粕营养成分有较大影响的

４个因素按３个水平进行 L９(３４)正交试验,其中包

４２１
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括枯草芽孢杆菌和米根霉复合发酵的总接种量、料
水比、发酵时间、发酵温度,每个水平设置３个重复.
以发酵产物中粗蛋白含量和大豆肽含量为指标,确

定复合发酵豆粕最佳的发酵条件.优化复合发酵豆

粕的发酵条件(总接种量、发酵温度、料水比、发酵时

间)的正交试验设计如表４所示.
表４　优化复合发酵豆粕发酵条件的正交试验设计

Table４　Orthogonalexperimentaldesignforoptimizationoffermentationconditions

水平

Levels
接种量/％

Inoculationquantity(A)
料水比

Feed∶water(B)
发酵时间/h

Fermentationtime(C)
发酵温度/℃

Fermentationtemperature(D)

１ ６ １．０∶１．０(１) ７２ ３２

２ １０ １．０∶１．４(２) ９６ ３６

３ １４ １．０∶１．７(３) １２０ ４０

　　７)验证试验.称取３０g灭菌豆粕放入２５０mL
锥形瓶中,加入已灭菌的蒸馏水,在最佳发酵条件下

进行 固 态 发 酵,对 发 酵 豆 粕 (fermentedsoybean
meal)与未发酵豆粕(unfermentedsoybeanmeal)主
要的营养成分和抗营养因子水平进行对比分析,以
验证复合发酵豆粕的效果.

８)豆粕营养成分测定.水分:依据国家标准

GB５００９．３—２０１６,采用直接干燥法测定水分含量;
灰分测定:依据国家标准 GB５００９．４—２０１６,采用高

温灼烧法测定灰分含量;粗蛋白:依据国家标准

GB５００９．５—２０１０,釆用微量凯氏定氮法测定蛋白质

含量;粗脂肪:依据国家标准 GB/T６４３３—２００６,采
用索氏抽提法测定粗脂肪含量.

９)大豆肽含量测定.通过FolinＧ酚法测定一系

列已知浓度的牛血清蛋白溶液,制作标准曲线.准

确称取１g(精确至０．０１g)豆粕样品,定容于１０mL
１５％三氯乙酸溶液中,１８０r/min振荡１０min后静

置５min,提取其中的酸溶性蛋白,然后过滤取滤

液;准确取１mL稀释５０倍后的滤液于试管中,于

６５００nm 下测定吸光度,计算大豆肽含量.

１０)抗原蛋白的定性分析.根据蔡冬梅等[１１]的

方法,通过SDSＧPAGE对抗原蛋白进行定性分析,
称取未发酵豆粕、灭菌豆粕和发酵豆粕各１．０g,分
别加入２０mL０．０３mol/L 的 PSQ 提取液(０．０３５
mol/LPBS(含磷酸氢二钠１０．９１g/L,磷酸二氢钠

０．７１g/L,氯化钠９g/L,pH 值７．６),添加１．５％
SDS、０．１mol/L巯基乙醇),于室温下振荡浸提１h
后,４０００r/min下离心２０min,取上清４０μL加入

１０μL的５倍样品缓冲液,沸水浴５min后,取１０

μL上样液,加入电泳孔中,２００V电压恒压电泳４０

min.电泳完毕后将胶取下,用考马斯亮蓝染色液染

色１h,用脱色液脱色摇床脱色,于凝胶成像系统进行

成像处理,其图像利用QuantityOne软件进行分析.

１１)大豆球蛋白、βＧ伴大豆球蛋白、胰蛋白抑制

因子的测定.通过酶联免疫吸附双抗体夹心法

(ELISA)对大豆球蛋白、βＧ伴大豆球蛋白、胰蛋白抑

制因子测定.在预先包被不同抗原蛋白捕获抗体的

包被微孔中,依次加入标本、标准品、HRC标记的检

测抗体,经过温育并彻底洗涤.用底物 TMB显色,

TMB在过氧化物酶的催化下转化成蓝色,并在酸的

作用下转化成最终的黄色.颜色的深浅和样品中的

抗原蛋白呈正相关.用酶标仪在４５０nm 波长下测

定吸光度(OD值),计算样品浓度.

１２)数据处理.通过 SPSS２２．０forWindows
对试验数据进行统计分析.其中正交试验数据采用

一般线性模型单变量进行极差与方差分析,由于重

复取样,无空列提供一次误差,所以将重复取样误差

作为试验误差来检验显著性.其他采用单因素方差

分析,若差异显著,则用 Duncan’s检验法进行多重

比较,结果以“平均值±标准差”表示,以P＜０．０５
为差异显著.

2　结果与分析

2.1　确定复合发酵菌株组合

不同菌株组合发酵豆粕中大豆肽和粗蛋白含量

结果如图１所示,第２组(枯草芽孢杆菌和米根霉)
组合发酵豆粕大豆肽含量最高,为２１．３７％,显著大

于其他菌株组合;粗蛋白含量为５１．３６％,次于组

７(５１．５０％)(P＞０．０５).故选取枯草芽孢杆菌和米

根霉作为复合发酵菌株组合进行后续研究.

５２１
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　图中数据标不同字母表示差异显著(P＜０．０５),下同.处理组合见表１.Valueswithdifferentlettersuperscriptsmeanedsignificant

difference(P＜０．０５),thefollowingfigurewasthesame．Treatmentcombinationisshownintable１．

图１　不同菌株组合发酵的豆粕大豆肽(A)和粗蛋白(B)含量

Fig．１　Peptide(A)andcrudeprotein(B)contentofsoybeanmealfermentedbydifferentstrains

2.2　复合发酵豆粕菌株组合的接种比例

菌株不同的接种比例对发酵豆粕的影响结果

如图２所示.当枯草芽孢杆菌和米根霉的种子液比

例为２∶１时,发酵产物中的大豆肽含量和粗蛋白含

量最高,分别为２０．７４％和４９．７８％(P＜０．０５).

2.3　复合发酵豆粕菌株组合的接种顺序

菌株的接种顺序对发酵豆粕的影响结果如图３
所示.同时接种枯草芽孢杆菌和米根霉时,发酵产物

中的大豆肽含量和粗蛋白含量均为最大值,显著高

于其他组,分别为２０．４６％和５０．０５％(P＜０．０５).

处理组合见表２.Treatmentcombinationisshownintable２．

图２　菌株组合间的接种比例对发酵豆粕的影响

Fig．２　Effectsofinoculationproportionbetweenstrainsonfermentedsoybeanmeal

处理组合见表３.Treatmentcombinationisshownintable３．

图３　菌株组合的接种顺序对发酵豆粕的影响

Fig．３　Effectofinoculationsequenceofstraincombinationsonfermentedsoybeanmeal
2.4　复合发酵豆粕的发酵条件(总接种量、发酵温

度、料水比、发酵时间)

　　以大豆肽含量变化为指标,不同发酵条件的正

交试验结果见表５.从表５可以看出,４个因素对大

豆肽影响程度为D＞B＞A＞C,即发酵温度对大豆

肽含量影响最大,其次为料水比;方差分析结果显示

４个因素对发酵产物的大豆肽含量均为极显著性影

响(P＜０．０１)(表６),且温度对发酵过程影响最显

著,最佳发酵条件为 D３B２A２C３.粗蛋白含量极差

分析发现影响程度为D＞A＞B＞C,即发酵温度对

发酵产物粗蛋白含量产出影响最大,其次为发酵总

接种量(表７);方差分析结果表明,发酵总接种量、
料水比、发酵温度对发酵产物的粗蛋白含量具有显

著影响,其中发酵温度和发酵总接种量极显著影响
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表５　不同发酵条件下发酵豆粕大豆肽含量的正交试验结果

Table５　Orthogonalexperimentalresultsofsoybeanpeptidecontentinsoybeanmealunderdifferentfermentationconditions

试验号

TestNo．

因素 Factors

接种量/％
Inoculation
quantity(A)

料水比

Feed∶water
(B)

发酵时间/h
Fermentation

time(C)

发酵温度/℃
Fermentation

temperature(D)

大豆肽含量/％ Soybeanpeptidecontent

Ⅰ Ⅱ Ⅲ
和

Sum

１ ６(１) １．０∶１．０(１) ７２(１) ３２(１) １８．８８ １８．７１ １８．７８ ５６．３７

２ ６(１) １．０∶１．４(２) ９６(２) ３６(２) １６．４９ １６．２９ １６．３４ ４９．１２

３ ６(１) １．０∶１．７(３) １２０(３) ４０(３) １７．７８ １７．０６ １６．９２ ５１．７６

４ １０(２) １．０∶１．０(１) ９６(２) ４０(３) １９．３４ １９．５６ １９．８５ ５８．７５

５ １０(２) １．０∶１．４(２) １２０(３) ３２(１) １９．６０ ２０．６５ １９．９１ ６０．１６

６ １０(２) １．０∶１．７(３) ７２(１) ３６(２) １５．２４ １４．７６ １４．６４ ４４．６４

７ １４(３) １．０∶１．０(１) １２０(３) ３６(２) １５．４８ １５．３３ １５．５９ ４６．４０

８ １４(３) １．０∶１．４(２) ７２(１) ４０(３) ２０．５８ ２１．５７ １９．６８ ６１．８３

９ １４(３) １．０∶１．７(３) ９６(２) ３２(１) １４．９３ １５．６１ １５．８０ ４６．３４

K１ １５７．２３ １６１．５１ １６２．８２ １６２．８５

K２ １６３．５４ １７１．０９ １５４．１９ １４０．１４

K３ １５４．５５ １４２．７２ １５８．３１ １７２．３３

k１ ５２．４１ ５３．８４ ５４．２７ ５４．２８

k２ ５４．５１ ５７．０３ ５１．４０ ４６．７１

k３ ５１．５２ ４７．５７ ５２．７７ ５７．４４

R ３．００ ９．４５ ２．８８ １０．７３
最佳组合 Bestcollaboration D３B２A２C３

表６　大豆肽含量方差分析结果

Table６　Resultsofvarianceanalysisofsoybeanpeptidecontent

方差来源

Sourceofvariation
A B C D

误差

Error

离差平方和 Sumofsquaresofdeviations ４．７４０ ４６．２６８ ４．１３６ ６０．７８７ ３．６３２

自由度 Freedom ２．０００ ２．０００ ２．０００ ２．０００ １８．０００

均方 Meansquare ２．３７０ ２３．１３４ ２．０６８ ３０．３９４ ０．２０２

F 值FＧvalue １１．７４５ １１４．６５１ １０．２４８ １５０．６３１

F 临界值FcriticalＧvalue 　　　F０．０１(２,１８)＝６．０１３ 　　　　F０．０５(２,１８)＝３．５５５

表７　不同发酵条件下发酵豆粕粗蛋白含量的正交试验结果

Table７　Orthogonalexperimentalresultsofcrudeproteincontentinsoybeanmealunderdifferentfermentationconditions

试验号

TestNo．

因素 Factors

接种量/％
Inoculation
quantity(A)

料水比

Feed∶water(B)

发酵时间/h
Fermentation

time(C)

发酵温度/℃
Fermentation

temperature(D)

粗蛋白含量/％ Crudeproteincontent

Ⅰ Ⅱ Ⅲ
和

Sum

１ ６(１) １．０∶１．０(１) ７２(１) ３２(１) ５０．２４ ４８．３４ ４９．４５ １４８．０３

２ ６(１) １．０∶１．４(２) ９６(２) ３６(２) ５１．６６ ５２．１７ ５１．６０ １５５．４３

３ ６(１) １．０∶１．７(３) １２０(３) ４０(３) ５２．０８ ５１．８７ ５１．５１ １５５．４６

４ １０(２) １．０∶１．０(１) ９６(２) ４０(３) ５２．７１ ５１．５６ ５２．３２ １５６．５９

５ １０(２) １．０∶１．４(２) １２０(３) ３２(１) ５０．４６ ５０．３１ ５０．６７ １５１．４４

６ １０(２) １．０∶１．７(３) ７２(１) ３６(２) ５１．６３ ５１．９６ ５１．５５ １５５．１４

７ １４(３) １．０∶１．０(１) １２０(３) ３６(２) ５０．１４ ５０．０９ ４９．１２ １４９．３５

８ １４(３) １．０∶１．４(２) ７２(１) ４０(３) ５１．０８ ５０．６６ ５０．９９ １５２．７３

７２１
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续表７ContinuedTable７

试验号

TestNo．

因素 Factors

接种量/％
Inoculation
quantity(A)

料水比

Feed∶water(B)

发酵时间/h
Fermentation

time(C)

发酵温度/℃
Fermentation

temperature(D)

粗蛋白含量/％ Crudeproteincontent

Ⅰ Ⅱ Ⅲ
和

Sum

９ １４(３) １．０∶１．７(３) ９６(２) ３２(１) ４８．８５ ４８．９９ ４９．６３ １４７．４７

K１ ４５８．９１ ４５３．９７ ４５５．９１ ４４６．９５

K２ ４６３．１７ ４５９．５９ ４５９．４９ ４５９．９１

K３ ４４９．５５ ４５８．０７ ４５６．２４ ４６４．７７

k１ １５２．９７ １５１．３２ １５１．９７ １４８．９８

k２ １５４．３９ １５３．２０ １５３．１６ １５３．３０

k３ １４９．８５ １５２．６９ １５２．０８ １５４．９２

R ４．５４ １．８７ １．１９ ５．９４

最佳组合 Bestcollaboration 　　　　　　　　　D３A２B２C３

表８　粗蛋白含量方差分析结果

Table８　Resultsofvarianceanalysisresultsof

crudeproteincontent

方差来源

Sourceofvariation
A B C D

误差

Error

离差平方和

Sumofsquares
１０．７８９ １．８７７ ０．８６８ １８．８７３ ４．１２９

自由度

Freedom
２．０００ ２．０００ ２．０００ ２．０００ １８．０００

均方

Meansquare
５．３９５ ０．９３８ ０．４３４ ９．４３７ ０．２２９

F 值

FＧvalue
２３．５１７ ４．０９０ １．８９３ ４１．１３６

F 临界值

FcriticalＧvalue
F０．０１(２,１８)＝６．０１３ F０．０５(２,１８)＝３．５５５

了发酵过程(P＜０．０１)(详见表８),最佳发酵条件为

D３A２B２C３.综合分析结果可知,复合发酵豆粕最佳

发酵条件是发酵温度４０℃、总接种量１０％、料水比

１．０∶１．４、发酵时间９６h.
2.5　复合发酵豆粕中营养成分的变化

１)常规营养成分含量.在最佳发酵条件下复合

发酵豆粕,发酵产物粗蛋白质、大豆肽、粗灰分、粗脂

肪含量显著提高(P＜０．０５),水分含量显著降低

(P＜０．０５).详见表９.

２)抗营养因子的变化.未发酵豆粕中大豆抗原

蛋白分子质量分布在２０~６０ku;经过灭菌后的豆

粕,大豆蛋白分子质量主要在２０~３０ku;发酵后豆

粕中大豆抗原蛋白分子质量全部在 １０ku 以下

(图４).发酵后豆粕中胰蛋白酶抑制因子、大豆球蛋

白、βＧ伴大豆球蛋白含量显著降低(P＜０．０５),详见

表１０.

表９　发酵前后豆粕常规营养成分的变化

Table９　Changesofnutritionalingredientinsoybean

mealbeforeandafterfermentation ％

指标

Indicators

未发酵豆粕

Unfermentedsoybean
meal

发酵豆粕

Fermentedsoybean
meal

水分

Moisture
１０．５２１±０．０２２b ７．２８５±１．３０９a

粗灰分

Crudeash
７．４０４±０．００３a ８．９５８±０．２６５b

粗脂肪

Crudefat
５．１７６±０．４６０a ６．０６６±０．４０９b

粗蛋白

Crudeprotein
４７．７６２±０．０５６a ５２．３１±０．１８８b

大豆肽

Soybeanpeptide
１．３７７±０．０３８a ２０．３５２±０．０８９b

　M:蛋白分子质量标准;１:未发酵豆粕;２:灭菌豆粕;３:发酵豆

粕.M:Proteinmarker;１:Unfermentedsoybeanmeal;２:Sterilized

soybeanmeal;３:Fermentedsoybeanmeal．

图４　豆粕的蛋白质SDSＧPAGE图

Fig．４　TheproteinprofilesofsoybeanmealbySDSＧPAGE
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表１０　发酵前后豆粕抗原蛋白含量的变化

Table１０　Changesofantigenproteincontentinsoybean

mealbeforeandafterfermentation

检测指标

Measurement
indicators

未发酵豆粕

Unfermented
soybeanmeal

发酵豆粕

Fermented
soybeanmeal

胰蛋白酶抑制因子/
(μg/mL)

Trypsininhibitors
９０．８３３±２．７２９b ６０．７９２±３．７９６a

βＧ伴大豆球蛋白/
(μg/mL)

βＧConglycinin
１．１６９±０．０６７b ０．８１５±０．０２５a

大豆球蛋白/
(mg/mL)

Soybeanglobulin
５．０６３±０．２７６b ２．８８５±０．２５５a

3　讨　论

3.1　复合发酵条件的优化

枯草芽孢杆菌的许多菌株是有益菌[１２],在发酵

过程中可以分泌大量的蛋白酶,降解豆粕中绝大多

数的抗原蛋白[１３Ｇ１４].米根霉是固态发酵的传统微生

物,也是FDA 认证的安全菌株.米根霉可以降解

纤维素和半纤维素,产生的富马酸可以提高豆粕的

营养质量,同时还可以分泌淀粉酶和蛋白酶,生成的

菌体多糖也是膳食纤维的良好来源[１５].有研究发

现芽孢杆菌和米根霉均可提高豆粕抗氧化能力,米
根霉降解低聚糖效果较好,而芽孢杆菌降解抗原蛋

白和胰蛋白酶抑制因子效果较好[１６].在复合发酵

的过程中米根霉可以利用菌丝在缺乏自由水的固态

基质上良好生长,同时将豆粕中的大分子营养物质

降解,为枯草芽孢杆菌提供可直接利用的碳、氮

源[１０],通过这２种菌复合发酵豆粕可以得到更理想

的发酵效果.
本试验中,优先接入米根霉４８h的发酵产物大

豆肽含量显著性低于其他组,但是其粗蛋白含量仅

次于同时接种２种菌的发酵组,其原因可能是在发

酵过程中米根霉除了可以分解利用豆粕中蛋白质、
脂肪等成分,为其他微生物提供生长所必需的营养

成分外,米根霉菌丝可以作为菌体蛋白成为一种有

价值的副产物,增加发酵产物中粗蛋白含量.有研

究表明,与米根霉的作用不同,枯草芽孢杆菌主要是

将 豆 粕 中 大 分 子 蛋 白 降 解 为 大 豆 肽 和 游 离 氨

基酸[１７].
有关发酵豆粕最佳温度的研究结果不一.袁正

武等[１８]认为固态发酵豆粕温度保持在３０~４２℃

时,发酵豆粕的理化指标最优,小肽含量能达到

２０％以上,本研究结果与其相符.刘洋等[１９]采用枯

草芽孢杆菌液态发酵豆粕,在接种量为１０％、pH 值

５、４０℃发酵４８h的条件下,豆粕的水解率可达

７８．８０％.在固态发酵和液态发酵中发酵温度都是影

响发酵结果的关键因素.不同微生物在不同温度下

生长代谢水平不同,本研究使用的枯草芽孢杆菌和

米根霉在４０℃下产酶能力最强.
料水比影响着培养系统气体流动和微生物的生

长代谢.有研究发现在适宜的发酵温度、时间和接

种量条件下,料水比不论高低 (１．０∶１．０~１．０∶１．４)
粗蛋白含量和大豆肽含量较稳定[２０].本研究中使

用的枯草芽孢杆菌和米根霉更适应高水环境,在水

分活度较高的发酵基质中才能正常生长.
发酵时间可以影响菌株的生长量和产出酶的活

性.刘晓艳等[２１]将枯草芽孢杆菌、米曲霉和酿酒酵

母混合固态发酵豆粕,在最佳工艺条件下发酵９６h,
多肽产率最高.本研究中发酵时间９６h时发酵效

果最佳,但是发酵时间对于发酵效果影响并不显著.
廖斌等[２２]发现枯草芽孢杆菌液态发酵豆粕,发酵时

间２４h时,大豆肽转化率可达３１．５１％.固态发酵

相比于液态发酵生产周期长,在实际生产应用中,发
酵时间过长可能会导致染杂菌、生产成本提高等问

题,所以如何减少发酵时间、提高工艺水平,是今后

研究的重点.
3.2　复合发酵后对豆粕中营养成分的影响

微生物发酵豆粕后大豆肽和粗蛋白含量均是评

价发酵豆粕营养品质的重要指标.豆粕经过发酵

后,酶解产生的大豆多肽不仅具有与大豆蛋白质相

同的氨基酸组成,并且具有易吸收、耗能低、不饱和

等特点[８].杨彩艳[２３]利用枯草芽孢杆菌与黑曲霉

液态发酵豆粕,在最佳条件下大豆肽转化率高达

７７．５９％.液态发酵的培养基是液体形式,传质均匀,
发酵较为彻底,可以更好地提高大豆肽的转化率,本
研究显示该株枯草芽孢杆菌也具有良好的产酶能

力,固态发酵后大豆肽含量显著提高,对该菌株的液

态发酵能力将开展进一步的比较.
豆粕经复合发酵后,粗蛋白含量显著提高,这是

因为在发酵过程中微生物的呼吸作用消耗了部分有

机物料(释放出CO２ 和 H２O),使产物总量减少,出
现了蛋白的“浓缩效应”[２４],同时微生物的菌体蛋白

是重要且有意义的蛋白质来源[２５].吝常华等[２６]研

究显示解淀粉芽孢杆菌、植物乳杆菌和酿酒酵母３
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个菌种在最适发酵条件下混菌固态发酵豆粕,发酵

产物中小肽、粗蛋白、粗灰分含量较发酵前均得到显

著提高,大分子蛋白质被降解,大豆球蛋白含量显著

降低,本研究结果与此一致.
发酵豆粕重要的价值还在于去除了大部分抗营

养因子,大分子蛋白质被降解为小分子蛋白质,植物

细胞壁被酶解破裂,有助于动物机体对营养物质的

消化吸收[２７].豆粕中主要的抗营养因子如大豆球

蛋白、βＧ伴大豆球蛋白和胰蛋白酶抑制因子等[２８],
会导致饲料利用率下降,机体生长性能减缓,并且有

一定的致敏性[４].本研究从SDSＧPAGE电泳图中

发现豆粕经过发酵后大分子蛋白质大部分被降解,
通过酶联免疫吸附法(ELISA)检测发现大豆球蛋

白、βＧ伴大豆球蛋白和胰蛋白酶抑制因子含量都显

著降低.Seo等[１３]发现豆粕经枯草芽孢杆菌固态发

酵后,βＧ伴大豆球蛋白和胰蛋白酶抑制因子大部分

被降解,豆粕营养品质得到了提高.程友飞[２９]研究

发现豆粕经枯草芽孢杆菌、干酪乳杆菌和酵母菌混

菌固态发酵后,过敏原蛋白部分降解,豆粕的致敏性

降低.黄颖[３０]利用多菌种固态和液态发酵豆粕对

比发酵效果,其中植物乳杆菌液态发酵产物大豆总

致敏原降解率最高,达８０．９４％,其中βＧ伴大豆球蛋

白、大豆球蛋白的降解率分别为９１．４３％和７５．００％,
并且发现不同的发酵方式对微生物降解致敏原的能

力影响巨大.多种微生物复合发酵豆粕可以更好地

将豆粕的大分子蛋白质降解为小肽、氨基酸等小分

子物质,减少抗营养因子,优化了豆粕的营养质量,
提高了发酵豆粕营养价值.

参 考 文 献

[１]　张连慧,熊小辉,惠菊,等．发酵豆粕及其在动物养殖行业中的

应用研究进展[J]．中国油脂,２０１７,４２(３):１０８Ｇ１１２．
[２]　HARDYRW．Utilizationofplantproteinsinfishdiets:effects

ofglobaldemandandsuppliesoffishmeal[J]．AquaculturereＧ

search,２０１０,４１(５):７７０Ｇ７７６．
[３]　陈斌．微生物发酵对豆粕中抗营养因子及营养价值的影响[D]．

杭州:浙江大学,２００５．
[４]　WANGT,QINGX,SUNZW,etal．Advancesofresearchon

glycininandβＧconglycinin:areviewoftwomajorsoybeanallerＧ

genicproteins[J]．Criticalreviewsinfoodscience&nutrition,

２０１４,５４(７):８５０Ｇ８６２．
[５]　PEREZＧMALDONADOR A,MANNIONPF,FARRELLD

J．EffectsofheattreatmentonthenutritionalvalueofrawsoyＧ

beanselectedforlowtrypsininhibitoractivity[J]．BritishpoulＧ

tryscience,２００３,４４(２):２９９Ｇ３０８．

[６]　SARKARPK,JONESLJ,CRAVENGS,etal．Aminoacid

profilesofkinema,asoybeanＧfermentedfood[J]．FoodchemisＧ

try,１９９７,５９(１):６９Ｇ７５．
[７]　HONGK．AspergillusoryzaeGBＧ１０７fermentationimproves

nutritionalqualityoffoodsoybeansandfeedsoybeanmeals[J]．

Journalofmedicinalfood,２００４,７(４):４３０Ｇ４３５．
[８]　余勃,陆兆新．发酵豆粕生产大豆多肽研究[J]．食品科学,

２００７,２８(２):１８９Ｇ１９２．
[９]　邓露芳,范学珊,王加启．固体发酵豆粕菜粕和棉粕的复合菌筛

选[J]．中国畜牧兽医,２０１２,３９(４):１０２Ｇ１０４．
[１０]刘海燕,邱玉朗,魏炳栋,等．微生物发酵豆粕研究进展[J]．动物

营养学报,２０１２,２４(１):３５Ｇ４０．
[１１]蔡冬梅,郭吉元,杨海鹏,等．发酵豆粕抗原蛋白的客观评价方

法[J]．饲料工业,２０１３,３４(１５):３１Ｇ３４．
[１２]陈国营,詹凯,朱由彩,等．枯草芽孢杆菌及其发酵豆粕对蛋鸡

肠道菌群和粪便中 N、S含量的影响[J]．中国家禽,２０１２,３４
(６):１０Ｇ１５．

[１３]SEOSH,CHOSJ．Changesinallergenicandantinutritional

proteinprofilesofsoybeanmealduringsolidＧstatefermentation

withBacillussubtilis[J]．LWTＧfoodscienceandtechnology,

２０１６,７０:２０８Ｇ２１２．
[１４]DAIC,MA H,HER,etal．Improvementofnutritionalvalue

andbioactivityofsoybean mealbysolidＧstatefermentation

withBacillussubtilis[J]．LWTＧfoodscienceandtechnology,

２０１７,８６:１Ｇ７．
[１５]周帅,王宏勋,吴疆鄂,等．玉米皮药用真菌发酵综合利用初步

研究[J]．食品工业科技,２００６,２７(４):５２Ｇ５４．
[１６]李永凯,毛胜勇,朱伟云．益生菌发酵饲料研究及应用现状[J]．

畜牧与兽医,２００９,４１(３):９０Ｇ９３．
[１７]张艳萍,李雪平,尹望．不同微生物发酵对豆粕营养品质影响的

研究[J]．饲料研究,２０１７(１):１９Ｇ２０．
[１８]袁正武,陈凤鸣,陈清华．发酵工艺参数对发酵豆粕营养成分的

影响[J]．中国畜牧兽医,２０１５,４２(８):２０６６Ｇ２０７３．
[１９]刘洋,金承范,刘嘉,等．枯草芽孢杆菌液态发酵豆粕工艺优化

研究[J]．饲料与畜牧,２０１３(１２):８Ｇ１０．
[２０]张佳斌,张雪芳,李利君,等．不同益生菌固态发酵豆粕的工艺

研究[J]．集美大学学报(自然科学版),２０１８,２３(３):１７８Ｇ１８６．
[２１]刘晓艳,杨国力,国立东,等．混菌固态发酵法生产大豆多肽饲

料的研究[J]．饲料工业,２０１２,３３(６):５１Ｇ５６．
[２２]廖斌,贾佳,李鑫,等．液体发酵制备大豆肽工艺研究[J]．中国

酿造,２０１２,３１(２):１２１Ｇ１２４．
[２３]杨彩艳．液态发酵豆粕制备大豆肽发酵条件的优化[D]．淄博:

山东轻工业学院,２０１０．
[２４]张红,褚西宁．固体发酵饲料酵母对非蛋白氮转化能力的研究

[J]．饲料工业,１９９６(２):１７Ｇ１９．
[２５]史玉宁,赵鹏娟,陈如水,等．复合菌种对发酵豆粕营养成分的

影响研究[J]．安徽农业科学,２０１４(３):７９０Ｇ７９１．
[２６]吝常华,刘国华,常文环,等．豆粕微生物固态发酵工艺优化及

其营养物质含量变化[J]．动物营养学报,２０１８(７):２７４９Ｇ２７６２．
[２７]樊春光,尹清强,王鹏,等．发酵豆粕的生产现状及产品质量评

定研究[J]．江西农业学报,２０１２,２４(７):１５６Ｇ１５９．

０３１



　第６期 李锡阁 等:微生物复合发酵对豆粕营养品质的影响 　

[２８]XIANGP,BAIRDL M,JUNGR,etal．P３９,anovelsoybean

proteinallergen,belongstoaplantＧspecificproteinfamilyandis

presentinproteinstoragevacuoles[J]．Journalofagricultural

andfoodchemistry,２００８,５６(６):２２６６Ｇ２２７２．

[２９]程友飞．微生物固态发酵豆粕及其致敏性研究[D]．南昌:南昌

大学,２０１６．
[３０]黄颖．微生物发酵法降解大豆致敏原的研究[D]．无锡:江南大

学,２０１２．

Effectofmicrobialcompoundfermentation
onnutritionalqualityofsoybeanmeal
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１．CollegeofFisheries,HuazhongAgriculturalUniversity,Wuhan４３００７０,China;
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Abstract　Inthisstudy,theoptimumfermentationstrainwasselectedfromfourstrainswithexcelＧ
lentabilityoffermentingsoybeanmeal(Bacillussubtilis,Saccharomycescerevisiae,Rhizopusoryzae,

Penicilliumchrysogenum),andcrudeproteincontentandsoybeanpeptidecontentweretakenasevaluaＧ
tioncriteriatooptimizethefermentationprocessconditions．ThenutrientcontentandthechangesofanＧ
tiＧnutritionfactorswereanalyzedbeforeandaftersolidＧstatefermentationofsoybeanmeal．Theresults
showedthatB．subtilisBＧ８andR．oryzaeMＧ１weretheoptimalcombinationoffermentedstrains．The
optimumfermentationprocessconditionsofcompoundfermentationwere:B．subtilisandR．oryzae
weresimultaneouslyintroducedintosoybeanmeal,theinoculationratiooftwostrainswas２∶１,thetotal
inoculumoffermentationwas１０％,thefermentationtemperaturewas４０℃,theratiooffeedtowater
was１．０∶１．４,andthefermentationtimewas９６hours．Aftercompoundfermentationofsoybeanmeal,

thecontentofsoybeanpeptide,crudeprotein,crudeashandcrudefatinthefermentationproductwas
significantlyhigherthanthatbeforefermentation(P＜０．０５),themoisturecontentdecreasedsignificantＧ
ly(P＜０．０５),themacromolecularproteinwasbasicallydegradedbelow１０ku,andglycinin,βＧconglyciＧ
ninandtrypsininhibitorwassignificantlylowerthanthatofunfermentedsoybeanmeal(P＜０．０５)．The
aboveresultsindicatedthatthenutrientcompositionofsoybeanmealincreasedsignificantlyandtheantiＧ
nutritionalfactorsdecreasedsignificantlyafterthecompoundfermentation,whichmeansthatthenutriＧ
tionalqualityofsoybeanmealwasimprovedalot．

Keywords　soybeanmeal;compoundfermentation;processoptimization;soybeanpeptide;nutriＧ
tionalquality
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