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摘　要：以豆渣、苹果渣为发酵基质，以酿酒酵母、黑曲霉和里氏木霉为发酵菌株，筛选出最佳菌种配比，探讨了不
同接种量、时间、基质水分、温度对混合渣发酵生产饲料蛋白的影响。结果表明：酿酒酵母、黑曲霉和里氏木霉的
配比为３∶２∶４，在接种量１％，培养４８ｈ，基质含水量７０％，发酵温度为３０℃时，发酵产物中粗蛋白质的质量分数
从１５．８７％提高到１９．８３％。
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　　豆渣是生产豆奶、豆腐或腐竹等豆制品过程中的
副产品。豆渣中含有极为丰富的营养物质［１］。我国
是大豆生产大国，国内大豆食品行业每年约产生

２　０００万ｔ左右的湿豆渣，但其利用率仅为４．９６％～
１６．６０％［２］。湿豆渣的含水量大，运输困难，又极易腐
败变质，传统的豆渣处理方式对其的利用率较低。我
国是世界上最大的苹果生产国，年产苹果达２　６００万ｔ
以上，约占世界总产量的４０％，苹果加工中每年排出
苹果渣接近６００万ｔ［３］。目前，果渣除少量被用于饲
料及深加工外，绝大部分被遗弃，不仅造成资源的浪
费，而且严重污染环境，如何合理利用苹果渣类饲料
资源一直是一个迫切需要解决的难题［４］。
豆渣作为一种具有开发价值的膳食纤维和蛋白

质源［５－６］，将其作为发酵底物，利用微生物发酵生产
动物饲料是一种良好的利用途径。近几年有很多关

于豆渣发酵产动物饲料的报道，肖少香等［７］的研究
表明：采用毛霉发酵豆渣后，豆渣中蛋白质得到有效
分解，氨基酸态氮的含量由发酵期前的０．０３１％增
至０．１３０％。李应琼［８］的研究显示采用放射毛霉和
运动发酵单胞菌作为发酵剂对豆渣进行发酵后，可
溶性粗蛋白质从１．９９％上升至１２．６６％；不溶性纤
维从４７．４２％下降至３７．５０％。发酵过程使豆渣的
硬度、弹性、咀嚼性及回复性均有提高。苹果渣含有
可溶性糖、维生素、矿物质及纤维素等丰富的营养物
质，是良好的发酵底物。Ｊｏｓｈｉ等［９］的研究结果表
明，苹果废弃渣经固态发酵后可得到营养丰富的单
细胞蛋白饲料。其中粗蛋白质含量提高了３倍，脂
肪含量增加约２．０倍。武运等［１０］以热带假丝酵母
菌和啤酒酵母菌为菌剂，以苹果渣为底物进行固态
发酵后粗蛋白质、粗脂肪等主要成分含量显著提高，
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营养价值增加，具有良好的饲用价值。
以豆渣和苹果渣同时作为底料进行固态发酵生

产饲料未见报道。苹果渣中丰富的糖分和豆渣中丰
富的氮源有利于菌体的快速生长，提高了发酵效率，
同时采用酵母菌和霉菌的生长和代谢产酶，不仅使
得豆渣和苹果渣中的纤维素降低，改善口感，同时能
产生菌体蛋白和各种易于吸收的小分子物质，丰富
混合料的营养成分。因此，本研究以豆渣和苹果渣
为发酵底物，以酿酒酵母、黑曲霉和里氏木霉为发酵
菌种，以提高发酵饲料中蛋白质为目标，探索发酵条
件对豆渣混合苹果渣发酵饲料实验的影响。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　实验原料
豆渣（兰州理工大学学校豆腐坊）、苹果渣（天水

长城果汁集团有限公司）。

１．１．２　供试菌株
黑曲霉孢子粉（孢子含量≥１５０亿／ｇ，沂源康源

生物科技有限公司）、里氏木霉（纤维素酶酶活≥
３０　０００Ｕ／ｇ）、酿酒酵母（水分≤６％，酵母活性细
胞≥２００亿／ｇ），购自武汉东康源科技有限公司。

１．１．３　培养基

ＰＤＡ斜面培养基：马铃薯２００ｇ，去皮后切成
小块，加水煮沸至软而不烂，用纱布过滤；加琼脂

２０ｇ，融化过滤后加葡萄糖２０ｇ，磷酸二氢钾２ｇ，蛋
白胨１ｇ，硫酸镁１ｇ，硫酸胺１ｇ，补水至１　０００ｍｌ，

ｐＨ值调至７．２～７．４，分装在４个５００ｍｌ的锥形瓶
中，１２１℃灭菌２０ｍｉｎ，冷却待用。

ＰＤＡ种子液培养基：与配制上述ＰＤＡ 斜面培
养基的方法相同，但不加琼脂。

１．２　试剂与仪器
试剂：浓硫酸、浓盐酸、氢氧化钠、石油醚、丙酮、

硼酸、甲基红、溴甲酚绿等均为分析纯，购自天津市
富宇精细化工有限公司。
仪器：ＧＺＸ－９２４０ＭＢＺ数显鼓风干燥箱、ＨＰＸ－

９１６２ＭＢＥ 数显电热培养箱、ＳＨＢ－ＩＩＩＡ 真空泵、

ＤＳＸ－２８０Ｂ灭菌锅、ＡＢ１０４－Ｎ电子分析天平、博兰特
无菌操作台、Ｃａｒｙ５０紫外可见分光光度计等。

１．３　实验方法

１．３．１　固态发酵工艺流程
以豆渣和苹果渣为发酵基质，将酿酒酵母、黑曲

霉和里氏木霉三种菌悬液接种活化后扩大培养至活

菌／孢子数≥１０９，于超净台内用无菌玻璃棒将基质

搅拌均匀，用ｐＨ６．０磷酸盐缓冲液调节发酵基质水
分含量，按豆渣和苹果渣质量比为２∶１（前期实验
中获得的结果）分装１００ｇ于一次性餐盒中，在不同
的发酵条件下发酵。发酵结束后，将发酵产物在

６０℃下干燥，测定粗蛋白质、中性纤维素和酸性纤维
素含量。

１．３．２　单因素发酵实验

１．３．２．１　固态发酵复合菌种组合的确定
以豆渣和苹果渣（２∶１）为发酵基质，分别将活

化后扩大培养的酿酒酵母、黑曲霉和里氏木霉三种
菌悬液（活菌／孢子数≥１０９）以单独或不同组合方
式，按１％的接种量接到发酵基质上，于超净台内用
无菌玻璃棒将基质搅拌均匀，用ｐＨ６．０磷酸盐缓冲
液调节发酵基质水分为６０％，分装１００ｇ于一次性
餐盒中，在３０℃条件下发酵３ｄ，发酵结束后，将发
酵产物在６０℃下干燥，测定粗蛋白质、中性纤维素
和酸性纤维素含量，确定最佳的发酵菌种组合。

１．３．２．２　固态发酵复合菌种比例的确定
分别改变酿酒酵母、黑曲霉和里氏木霉的配比，

接种发酵菌株参照１．３．２．１节方法进行发酵，测定
粗蛋白质、中性纤维素和酸性纤维素含量，确定最佳
的菌种的比例。

１．３．２．３　接种量的确定
将酿酒酵母，黑曲霉和里氏木霉的种子液按

３∶２∶４比例混合，分别改变接种量，参照１．３．２．１
节方法进行发酵，测定粗蛋白质、中性纤维素和酸性
纤维素含量，确定最佳的接种量。

１．３．２．４　发酵时间的确定
分别改变发酵时间，接种发酵菌株参照１．３．２．１

节方法进行发酵，测定粗蛋白质、中性纤维素和酸性
纤维素含量，确定最佳的发酵时间。

１．３．２．５　初始水分含量的确定
分别改变初始发酵基质含水量，接种发酵菌株

参照１．３．２．１节方法进行发酵，测定粗蛋白质、中性
纤维素和酸性纤维素含量，确定最佳的初始含水量。

１．３．２．６　发酵温度的确定
分别改变发酵温度，接种发酵菌株参照１．３．２．１

节方法进行发酵，测定粗蛋白质、中性纤维素和酸性
纤维素含量，确定最佳的发酵时间。

１．３．３　正交实验
在单因素试验基础上，以发酵时间、水分和接种

量为因素，采用Ｌ９（３４）表做正交试验，以发酵饲料
中粗蛋白质质量分数作为评价指标，正交试验因素
与水平见表１。
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表１　因素水平表

水平
因　素

时间（Ａ）／ｈ 水分（Ｂ）／％ 温度（Ｃ）／℃ 接种量（Ｄ）／％
１　 ２４　 ６０　 ２６　 １
２　 ３６　 ６５　 ３０　 ３
３　 ４８　 ７０　 ３４　 ５

１．３．４　分析方法及发酵饲料质量评价
（１）微生物计数：采用血球计数板法对酿酒酵

母、黑曲霉和里氏木霉细胞进行计数。
（２）饲料感官评定：根据发酵饲料的气味、色泽

及质地评定饲料发酵状况的优劣。
（３）饲料基本成分测定：粗蛋白质（ＣＰ）含量采

用ＧＢ／Ｔ６４３２－１９９４方法测定；粗纤维（ＣＦ）含量采
用ＧＢ／Ｔ　６４３４－１９９４酸碱洗涤法测定；粗脂肪含量

采用 索 氏 提 取 法 测 定；灰 分 （Ａｓｈ）测 定 采 用

ＧＢ／Ｔ　６４３８－１９９２中 的 灰 化 法；酸 性 洗 涤 纤 维
（ＡＤＦ）含量参照 ＮＹ／Ｔ　１４５９－２００７方法测定；中
性洗涤纤维素（ＮＤＦ）含量参照ＧＢ／Ｔ　２０８０６－２００６
方法测定。

１．３．５　统计学分析
数据平行测定３次，结果用“平均值±标准差”

表示，采用ＳＰＳＳ　１７．０进行方差分析和显著性分析。

２　结果与分析

２．１　发酵原料营养成分分析
参照国家标准测定方法分别对豆渣和苹果渣基

本成分进行测定，结果如表２。
表２　发酵原料基本营养成分测定结果（以干基计）

原料 水分／％ 粗蛋白质／％ 粗脂肪／％ 粗纤维／％ 灰分／％ 中性洗涤纤维／％ 酸性洗涤纤维／％ 钙／％
豆渣 ８４．３３±３．６５　２３．０１±２．６２　 ８．０５±０．８８　 ５０．３１±２．０２　 ４．３８±０．２８　 ４２．５±１．６５　 ５８．６±１．７５　 ０．１６±０．０９
苹果渣 １１．８７±２．６１　 ６．２５±０．６７　 ６．１８±１．７４　 ３６．９８±１．０８　 ２．３２±０．１５　 ５３．８７±２．０５　 ６２．５４±３．１８　 ０．１０±０．０２

　　由表２可见，２种原料中主要成分是蛋白质和
纤维素，其中豆渣中的蛋白质和粗纤维含量均为最
高。基质中含有的大量非水溶性纤维素类物质影响
了各饲料原料的适口性。采用微生物发酵法通过降
解基质中的纤维素类物质，不仅可以改善饲料原料
的口感，还可以产生很多对动物消化吸收有利的代
谢产物。

２．２　单因素实验结果

２．２．１　发酵菌株的选择
实验选择酿酒酵母、黑曲霉和里氏木霉为发酵

菌株，参照１．３．２．１节方法以豆渣和苹果渣（２∶１）
为发酵基质，按照总接种量为１．０％将三种菌种以
单独或不同比例组合方式，发酵结束后测定饲料中
粗蛋白质、粗纤维含量，并以不接种任何菌种为空白
对照，结果见图１。

ＣＫ：空白；Ｎ：酿酒酵母；Ｈ：黑曲霉；Ｌ：里氏木霉

图１　菌种组合对粗蛋白质和纤维素质量分数

从图１可以看出，不同的菌种组合利用糟渣类

物质的效率不同，与空白对照组相比，采用单菌发酵
后的粗蛋白质质量分数提高了６％～１５％，三种菌
两两组合之后，粗蛋白质质量分数提高了１０％～
２０％，而酿酒酵母＋黑曲霉和酿酒酵母＋里氏木霉
组合较黑曲霉单独发酵产物的蛋白质质量分数略

低，主要原因是总接种量为１％，单位体积中微生物
菌体数量有差异，其中黑曲霉主要起到分泌纤维素
降解酶作用，因此黑曲霉组中的纤维素酶活力较高，
水解纤维素能力强，黑曲霉利用水解产物繁殖，菌体
蛋白含量较其他两组略高，但差异不显著。三种菌
同时混合后进行发酵，各种微生物分别分泌不同酶
类，互补缺陷，能够利用更多的单糖进行繁殖，进而
菌体蛋白相对较高，粗蛋白质的质量分数提高了

２５．３２％左右，所以本次试验中最佳的菌种组合是三
种发酵菌同时使用，这样保证了粗蛋白质的质量分
数能达到最大。

２．２．２　发酵菌种组合比例的确定
菌种选定后，发酵的关键在于找到发酵菌种合

适的比例。依据２．２．１发酵试验结果，确定酿酒酵
母、黑曲霉和里氏木霉的三菌组合方式为优选菌种，
固定酿酒酵母的接种量为１％，以豆渣和苹果渣
（２∶１）为发酵基质，参照１．３．２．１节方法将黑曲霉
与里氏木霉按不同比例混合，按总接种量３％接种，
发酵结束后测定饲料中粗蛋白质、粗纤维含量，并以
只接种酿酒酵母为空白对照，结果如图２。
由图２可见，不同的菌种组合较空白组发酵后。

粗蛋白质质量分数提高了１４．１３％～２７．１２％，当黑
曲霉与里氏木霉比例为１∶２时，粗蛋白质质量分数
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达到最大值（２７．１２％）。所以当酿酒酵母的接种量
为１％时，黑曲霉与里氏木霉混合接种量为２％，其
中黑曲霉与里氏木霉比例为１∶２，在此条件下粗蛋
白质的质量分数达到最大。故得到酿酒酵母∶黑曲
霉∶里氏木霉的比例为３∶２∶４。

　图２　菌株（黑曲霉和里氏木霉）不同

比例发酵产物粗蛋白质和纤维素质量分数

２．２．３　接种量的确定
接种量对于发酵过程中微生物的生长和代谢调

控有着重要影响。我们分别采用接种量（体积分数）

１％、３％、５％、７％和９％ ，接种发酵４８ｈ，发酵产物
中粗蛋白质、中性纤维素和酸性纤维素质量分数见
图３。

图３　接种量对发酵饲料蛋白质、酸性和

　　　中性洗涤纤维质量分数的影响

由图３可见，产物中蛋白质质量分数没有显著
差异，接种量为１％的时候，ＡＤＦ、ＮＤＦ含量最低。
当接种量过高时，菌体大量繁殖，基质产热过快，不
利于发酵进行下去；同时基质的养料不能满足大量
菌体的生长所需，随着发酵的进行，大部分可溶性养
分被菌体利用后，酶分解底料所产生的养分，不足以
满足菌体自身的需要，也会造成菌的早期衰亡。故
最佳接种量选为１％。

２．２．４　初始水分的确定
微生物在发酵过程中需要有适宜的水分。发酵

底物环境中的水分直接影响微生物的生长情况，随

着含水量的增加，提高了反应体系的水活度，这不仅
有利于菌体对营养物质的输送，也增加了菌株代谢
产酶量的增加；但是当基质水分过高，通气性不好，
不利于菌体的呼吸和散热，会刺激芽胞杆菌的发育，
发生怪味，并分泌抑制物质，影响发酵菌种的生长，
严重时会导致失败。参照１．３．２．１节方法分别进行
初始基质水分为６０％、６５％、７０％和７５％的发酵实
验，粗蛋白质、纤维素测定结果如图４。

图４　初始含水量对发酵饲料蛋白质、酸性和

　　　　中性洗涤纤维质量分数的影响

由图４可见，初始水分为６５％ 时，所得到的饲
料中粗蛋白质的含量最高，酸性洗涤纤维素和中性
洗涤纤维素含量最低。因此确定发酵初始基质水分
为６５％。

２．２．５　发酵时间的确定
以酿酒酵母、黑曲霉和里氏木霉为发酵菌株

（３∶２∶４），豆渣和苹果渣（２∶１）为发酵基质，参照

１．３．２．１节方法分别进行１２、２４、３６、４８、６０ｈ发酵
实验，发酵结束后饲料中粗蛋白质、酸性纤维素和中
性纤维素含量测定结果见图５。

图５　发酵时间对发酵饲料蛋白质、酸性和

　　　中性洗涤纤维质量分数的影响

　　由图５可见，随着发酵时间的增加，饲料中蛋白
质含量逐渐增加，酸性纤维素和中性纤维素逐渐降
低。当发酵时间为４８ｈ时，趋于稳定，所得到的饲
料中粗蛋白质的含量很高，纤维素含量很低，说明随
着发酵时间的增加，微生物能够利用基质中不溶性
纤维素进行繁殖和代谢，蛋白质含量逐渐增加。故
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选用４８ｈ为最佳发酵时间。

２．２．６　发酵温度的确定
温度是影响微生物生长和代谢活动的主要因素

之一，菌体一般有最适的生长温度。温度过低会使
菌体生长过慢，延长发酵周期；温度过高会造成菌体
死亡，发酵无法进行。由于本次发酵菌株都属于真
菌，因此分别在２２、２６、３０、３４、３８℃五个温度下进行
发酵，其他发酵参数同１．３．２．１。发酵结束后，饲料
中蛋白质、中性纤维素和酸性纤维素含量见图６。

图６　发酵温度对发酵饲料蛋白质、酸性和

　　　中性洗涤纤维质量分数的影响

由图６可知，在３０℃下饲料中蛋白质含量最
高，酸性纤维素和中性纤维素含量最低，初步确定发
酵温度为３０℃，这样不仅能满足微生物生长代谢，
也能满足发酵代谢中产生的各种酶类所需要的最适

宜酶解温度。

２．３　正交试验
根据上述单因素实验结果，以酿酒酵母、黑曲

霉、里氏木霉为发酵菌株（３∶２∶４），豆渣和苹果渣
（２∶１）为发酵基质，以粗蛋白质含量为评价指标分
别研究发酵时间（Ａ）、水分含量（Ｂ）、发酵温度（Ｃ）、
接种量（Ｄ）四个因素对发酵饲料的影响。按照表１
进行正交试验，结果见表３。

表３　正交试验粗蛋白质直观分析表

试验号 Ａ　 Ｂ　 Ｃ　 Ｄ 粗蛋白质／％

１　 ２４　 ６０　 ２６　 １　 １５．５８±０．４０
２　 ３６　 ６５　 ３０　 １　 １８．７７±０．８２
３　 ４８　 ７０　 ３４　 １　 １９．８３±０．５７
４　 ２４　 ７０　 ３０　 ３　 １７．１３±１．０６
５　 ３６　 ６０　 ３４　 ３　 １８．２３±０．８０
６　 ４８　 ６５　 ２６　 ３　 １９．７１±１．５０
７　 ２４　 ６５　 ３４　 ５　 １７．３２±１．２４
８　 ３６　 ７０　 ２６　 ５　 １７．６９±０．１３
９　 ４８　 ６０　 ３０　 ５　 １８．１９±０．６６
Ｋ１ １５．５８　 １６．６８　 １７．６９　 １７．３３
Ｋ２ １８．２３　 １８．０３　 １８．６３　 １８．３９
Ｋ３ １９．２４　 １８．１８　 １８．４３　 １７．７３
Ｒ　 ２．８１　 ２．５６　 ０．７４　 １．３０

　　由表３可知，各因素对发酵产品蛋白质含量的
影响程度依次为：发酵时间、发酵基质初始含水率、
发酵接种量、发酵温度。而且发酵最优条件为

Ａ３Ｂ３Ｃ２Ｄ２。即：发酵时间为４８ｈ，发酵基质初始含
水率７０％，发酵温度为３０℃，接种量为１％。在此
发酵条件下进一步对该组合进行验证试验，经测定
发酵后饲料中粗蛋白质质量分数达１９．８３％，因此
确定本组合为最佳发酵工艺条件。

３　结论
以复合基质为主要原料，利用混合菌株对原料

进行协同处理得到新型生物蛋白饲料，对其最适菌
种配伍和发酵参数进行优化，以确定最佳工艺参数，
并对发酵产物的营养价值进行评定。

（１）菌种最佳的发酵组合为酿酒酵母＋黑曲
霉＋里氏木霉；当三种菌以３∶２∶４混合接入，发酵
效果最好。最佳发酵工艺条件为：发酵时间为４８ｈ，
发酵基质初始含水率７０％，发酵温度为３０℃，接种
量为１％。

（２）发酵后基质中蛋白质含量明显升高，由原来
的１５．８７％上升到１９．８３％，增加率达到２４．９５％；
较好的改善了单纯用豆腐渣或苹果渣发酵的不足。
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