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复合菌固态发酵啤酒糟培养基优化的研究!

翁佩芳，吴祖芳

（宁波大学生命科学与生物工程学院，浙江 宁波 78<588）

摘 要： 利用黑曲霉、绿色木霉、热带假丝酵母7株菌株对啤酒糟进行固态发酵转化，通过单菌种初步试验，进一步对

复合菌的培养基组成进行四因素、三水平的正交试验，确定较优培养基配方为：麸皮8< =，>5?@AB 6;< =，尿素5 =，硫

酸铵8 =，:)CD 6;669 =，啤酒糟E9;< =；由适宜的发酵条件，经5F G，566 & H ("+发酵< I得到的产品，具有多种酶活性

（以干基计）：酸性蛋白酶酶活力7956 $ H ,，纤维素酶活力B75 $ H ,和糖化酶活力567 $ H ,，真蛋白质含量（以干基计）提高

85;8 =。
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啤酒糟是啤酒生产的主要副产物，含粗蛋白7< =]<8 =，粗纤

维86 =]88 =^8_，是一种不错的饲料蛋白来源。我国啤酒产量以E =
左右的年增长速度在递增，至8FFF年底，已位居世界第二，啤酒糟

产量极为可观，目前国内多数啤酒生产企业将酒糟直接出售用作

低级饲料，这种饲料中的非蛋白氮和无机氮不能被饲养动物有效

利用，其中的纤维素也阻碍了营养成分的消化吸收，而且啤酒糟水

分含量较高，常温贮藏易霉烂、腐败而影响环境或降低其饲用价

值；随着养殖业的发展，高质量的饲料短缺成为一个全球性的问

题；利用有益菌种发酵转化食品发酵工业生产的下脚料是一种有

效的途径，国内有利用黑曲霉、米曲霉等菌种发酵啤酒糟制造高蛋

白饲料的研究 ^5_。由于霉菌能分泌多种酶系，降解纤维素和淀粉，

而酵母菌是获得菌体蛋白较好的菌种，且由霉菌将培养基中的淀

粉和纤维素分解为单糖，酵母菌能以这些糖类为营养继续生长繁

殖，将其转化为菌体蛋白，产物中蛋白质 含 量 不 断 增 加 ^8_；故 本 研

究以黑曲霉、热带假丝酵母、绿色木霉多菌种混合对其进行固态协

同发酵转化，为使各菌种在发酵基质上生长及产酶良好，故以啤酒

糟为主要原料，对单菌种发酵变化及混合菌种发酵培养基组成建

立正交试验进行优选 ^7_，生产出蛋白氮含量 高 ，富 含 蛋 白 酶 、纤 维

素酶和糖化酶等复合酶的活性饲料，该产品原料来源丰富，生产成

本低，具有良好的发展前景。

8 材料与方法

8;8 实验材料与仪器

8;8;8 原料啤酒糟：浙江金狮啤酒有限公司提供，麸皮：宁波市天

天调味食品有限公司提供。

8;8;5 试验菌种与基本培养基：黑曲霉，绿色木霉，热带假丝酵母，

由本校微生物实验室保存；@‘C培养基，88< G灭菌56 ("+。

8;8;7 主要仪器：J<5型紫外可见分光光度计，上海精密科学仪器

有限公司；?P’E5C型气浴恒温震荡器，江苏省金坛市医疗仪器厂；

S@558E型电子天平，北京赛多利斯天平有限公司；E66型离心沉淀

器，上海手术器械厂等。

8;5 实验方法

8;5;8 原料和产品分析预处理方法

真蛋白测定：称取固态发酵产物< ,，用B6 (3 J< =乙醇浸提5B
2，充分搅拌，抽滤，残渣再用B6 (3 J< =乙醇反复洗涤5次，以洗去

无机氮和尿素，同时沉淀蛋白质。将沉淀于86< G干燥至恒重，称

取56 (,进行消化，测定方法见文献 ^B_，蛋白质含量以湿基计算。

酶液提取方法：取< ,发酵产物，加入各缓冲溶液8< (3，酸性蛋

收稿日期：5665’85’69
"宁波市科委资助项目，课题编号!!"#!!$。
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图5 酵母菌培养真蛋白含量的变化

图8 黑曲霉（产酸性蛋白酶）、绿色木霉（产纤维素酶）与培养时间的关系

白酶于<6 =、纤维素酶于<> =、糖化酶于76 =浸提8 2后，于5>66
& ? ("+离心分离5> ("+，取上层清液备用。

8;5;5 试验菌种种子的制备方法

黑曲霉、绿色木霉：@AB培养基5C =斜面培养D5 2后用无菌生

理盐水洗下；热带假丝酵母：@AB培养基5C =培养5< 2后，用接种

环取7E>环至锥形瓶，566 & ? ("+摇瓶培养<F 2。

8;5;7 基本培养基的确定和制备

啤酒糟的营养成分并不能完全满足微生物生长繁殖的需要，

必须添加适量的碳源和氮源。据报道 G>，9H，麸皮是理想的碳源，添加

量以8> I为宜，硫酸 铵 、尿 素 是 较 好 的 氮 源 ，且 其 比 例 以8J5为 宜

GFH，KL5@M<对提高蛋白转化有一定 促 进 作 用 G5H，故 确 定 基 本 培 养 基

添加物组成为：麸皮8> I，尿素5 I，硫酸铵8 I，KL5@M< 6;> I。

制备：鲜啤酒糟与营养盐按比例混合拌料，分装于锥形瓶，858
=灭菌76 ("+，冷却备用。

8;5;< 分析方法

蛋白质的测定：微量凯氏 定 氮 法 GDH；水 分 的 测 定 ：恒 重 法 GDH；蛋

白酶活性的测定：福林酚法 GDH；纤维素酶活 性 测 定 ：滤 纸 糖 化 力 法

GFH；糖化酶活性的测定：斐林法 GDH。

5 结果与讨论

5;8 单菌种发酵试验

由确定的基本培养基，分别按86 I（N ? O）量接入单菌种，于5C
=，566 & ? ("+摇床培养，观察单菌种长势，其中黑曲霉以酸性蛋白

酶、绿色木霉以纤维素酶为考察指标，每天测定酶活力，酵母菌以

真 蛋 白 含 量 为 指 标 ，每 隔8 P测 定 真 蛋 白 含 量 ，结 果 如 图8，图5所

示。

图8结 果 表 明 ，基 本 培 养 基 能 满 足 黑 曲 霉 的 生 长 ，在 培 养

的 第 三 天 ，黑 曲 霉 开 始 产 生 大 量 的 孢 子 ，生 长 旺 盛 ，黑 曲 霉 接

种 后 第 五 天 酶 活 力 最 高 达85566 $ ? ,，而 后 有 所 下 降 。 绿 色 木

霉 在 第 三 天 后 纤 维 素 酶 活 力 迅 速 增 加 ， 绿 色 木 霉 培 养 第 五 天

产 生 明 显 的 绿 色 色 素 ，且 生 长 旺 盛 ，至 第9天 纤 维 素 酶 活 力 达

到 最 大 （5D6 $ ? ,）。

由图5可知，酵母菌生长周期短，第三天真蛋白含量达到最大

值7C I（湿基），比对照原料57 I提高9C I，同时产生特有的香味，

酵母菌经活菌计数达到5Q86C个 ? ,。由各单菌种试验生长效果及产

酶活力变化情况，确定混合菌种发酵培养基正交实验的接种方式

为：先接黑曲霉、绿色木霉，后接酵母，培养时间为9 P。

5;5 混合菌发酵培养基配方正交试验

由单菌种试验可知7种菌在基本培养基中均能生长，但该培养

基并不一定是7种菌种混合培养的最佳培养基，改变培养基的营养

盐组成，可以得到不同的酶活力 和 蛋 白 提 高 量 ， 据 文 献 报 道 GCH，

:)BR对黑曲霉产纤维素酶有特殊促进作用，也列入因素表；故以

麸皮，硫酸铵、尿素，:)BR和KL5@M<添加量为因素建立正交实验，

因素水平如表8。

按上述培养基配方同时接入7种菌，培养9 P后测其酸性蛋白

酶、纤维素酶及糖化酶活力，真蛋白量提高，对试验结果进行方差

分析如表5所示。

由方差分析得到因素对7种酶活力及其蛋白量提高的影响：麸

皮和氮源对酸性蛋白酶有影响但不显著，醋酸钠对酸性蛋白酶的

影响不大，KL5@M<对其几乎无影响。麸皮对真蛋白含量的提高有

影响但不显著，氮源和KL5@M<的影响不大，醋酸钠无影响。麸皮添

加量对纤维素酶活力有显著影 响 ，KL5@M<和 氮 源 有 不 显 著 影 响 。

氮源对糖化酶活力的提高有显著影响，麸皮和KL5@M<有不显著影

响，醋酸钠对其无影响。

由于不同因素对不同酶活力和真蛋白含量的提高影响程度及

主次顺序不尽相同，将<项指标按权重系数转化成综合指标评分进

行分析（即每个指标的总分定为86分），来确定一较优的培养基配

方，得到表5的方差分析结果。

由表5可知，<种因素对综合指标均无显著影响，但由表7可知

影响综合评分因子主次顺序为：氮源S醋酸钠S麸皮S磷酸二氢钾，

最佳组合为B5T5R7A5，即麸皮添加量为8> I，硫酸铵为8 I，尿素为

5 I，醋酸钠为6;669 I，KL5@M<为6;> I。

5;7 验证实验

根据确定好的培养基配方，和选择最佳的菌种发酵条件进行

9F
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“茅台”红酒南方市场受青睐
本刊讯：首批“茅台”牌系列葡萄酒投放市场不久，便得到经销单位和消费者的认可。销售地域已经覆盖四川、广东、浙江、福

建、江西、河北等省，在成都、杭州、海口、上海、广州、北京、重庆等地市场反应很好。首批推出的茅台葡萄酒系列产品包括礼盒装

的茅台高级解百纳、茅台干红、茅台品丽珠酒庄，还有茅台高级干红（黑标）、茅台高级干红（红标）、茅台高级解百纳干红、茅台横

标酒庄干红、茅台竖标酒庄干红等 < 大品种。其中，茅台高级解百纳干红采用昌黎生产的国际解百纳名贵品种，利用先进的工艺

技术，经控温浸渍发酵，橡木桶贮存陈酿而成，其酒体呈深红色，果香浓郁、酒香优雅宜人、入口醇和柔顺，酒体完整、典型性强，

是葡萄酒中的精品。=江源>

固体发酵 ?@A，对发酵转化的产物进行指标分析，得到成品的酸性蛋

白酶活力为7956 $ B ,，纤维素酶活力为C75 $ B ,，糖化酶活力为567
$ B ,，真蛋白量提高为85;8 D。

7 结论

7;8 单菌种发酵试验表明，以啤酒糟为主要原料，添加8 D硫酸

铵，5 D尿素，6;E D磷酸二氢钾，8E D麸皮能满足黑曲霉、绿色木霉

和热带假丝酵母的生长，使黑曲霉和绿色木霉在发酵E F后达到产

酶高峰，热带假丝酵母发酵7 F即可达到较好的菌体生长量。

7;5 根据各菌种产酶能力和蛋白提高量的综合评分，确定复合菌

发酵最佳 培 养 基 配 方 为 ：麸 皮8E D，醋 酸 钠6;669 D，磷 酸 二 氢 钾

6;E D，硫酸铵8 D和尿素5 D。

7;7 在最佳培养基的基础之上，结合已优化的发酵条件（如控制

培养基初始水分C6 D及最佳的菌种配比和接种顺序，培养时间为

9 F），进行固态发酵试验，最后得到以啤酒糟为主要原料，添加适

当的营养物，具有较高酶活性和菌体蛋白含量的复合酶活性饲料。

该复合酶活性饲料的生产扩大试验以及动物饲喂试验和效果评价

有待进一步研究。
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加了部分试验工作，特此致谢。
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耙，C 2时后开第二耙，控制品温不超过76 V，直到品温接近室温，

不再升高时，可以停止开耙。后熟CE F。

C 玉米黄酒质量

色泽：橙黄，清亮透明。

香：有黄酒特有香及焦香味。

味：醇香爽口，酸甜协调。

酒度：85 D（S B S）

酸度：6;C6 , B 866 (3（琥珀酸计）

总糖：88;5 , B 866 (3

E 问题与讨论

E;8 玉米酿造黄酒必须去除胚芽。玉米胚芽内脂肪属半干性植物

油，大约由U5 D的液态脂肪酸和5< D的固态脂肪酸组成。脱下的

胚芽可榨油。国际市场上很受欢迎。

E;5 由于玉米进行脱胚预处理，部分玉米被打碎，浸泡时淀粉损

失较大，故我们采取部分浆水回用，效果较好。

E;7 炒米是黄酒酿制的一个工艺部分，主要产生色素和焦香味，

用量较大，费时费工。我们采用培养生香酵母和加部分糖料代替，

口味有所改变，但效果仍不好，尚需进一步探索和研究。

E;C 由于玉米淀粉颗粒呈不规则形状，堆积非常紧密，除浸泡、蒸

饭时采取特定的工艺外，人们在落缸时加入少量淀粉酶，使糖化、

发酵能够正常进行。

E;E 黄酒发酵所用麦曲，为保证糖化率和发酵力，过去一般都用

中温曲。为解决减少炒米用量、增加黄酒香味问题，我们选用高温

曲，特别是仿茅曲，取得了较好的效果。
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