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曲酒丢糟培养白地霉生产富硒饲料蛋白的研究

李新社, 陆步诗, 黎小武
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摘 要: 将白地霉接种在添加亚硒酸钠的培养液中进行驯化 , 以大曲丢糟为主要原料 , 以富硒

白地霉为菌种, 适当添加纤维素酶进行富硒饲料蛋白的发酵生产, 通过正交试验得到最佳的饲料

生产工艺条件为: Na2SeO3 添加量为 0.50 mg/kg, 富硒白地霉接种量为 15 %, 纤维素酶添加量为

0.03 %, 培养时间 4 d。所生产得的富硒饲料粗蛋白和有机硒含量分别达到了 18.9 %、0.18 mg/kg。
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硒是畜禽生长必需的微量元素, 当饲料中的硒含量

低于 0.05 mg/kg 时 , 幼龄畜会出现牛羊白肌病、仔猪肝

营养不良、桑椹心、犊牛和幼驹腹泻、雏鸡脑软化、胰腺

纤维化等病症。成年畜禽则表现为繁殖机能障碍, 繁殖

力低下等。因此开发含硒饲料具有非常重要的意义。

白酒酿造行业是耗粮大户, 每年粮耗都在 1500 万 t

以上 , 由此产生的废弃酒糟( 丢糟) 每年超过 2500 t。丢

糟含水量高 , 易霉烂 , 不便贮存 , 造成了污染与浪费 , 由

于丢糟中含有淀粉( 10 %左右) 、粗纤维( 20 %左右) 、粗

蛋白( 7 %～9 %) 、氨基酸、有机酸、低碳糖、杂醇等有机

成分[1]。利用纤维素酶对丢糟中的残余粗纤维进行分解

产生可发酵性糖, 通过对蛋白质转化能力强的菌株进行

富硒驯化后 , 对添加有无机硒的丢糟进行再发酵,可以

获得富硒丢糟蛋白饲料。

本试验通过对白地霉进行富硒驯化, 利用纤维素酶

对丢糟进行分解 , 以富硒白地霉为发酵菌 , 进行丢糟发

酵生产富硒蛋白饲料的工艺条件进行探讨,以期获得一

种营养丰富、易被动物吸收的富硒生物活性蛋白饲料。

为丢糟利用探索一条新途径,为饲料生产提供一种新的

富硒蛋白质来源。

1 材料与方法

1.1 材料、设备仪器

1.1.1 材料

丢糟: 邵阳市酒厂提供;

菌 种 : 白 地 霉 (Geotrichum candidium link)GIM2.69,

由广东省微生物研究所菌种保存中心提供;

纤维素酶 : 酶活性≥10000 u/g,由国药集团化学试

剂有限公司生产。

试剂: 亚硒酸钠等化学试剂均为市售分析纯。

1.1.2 培养基

麦芽汁培养基[2]: 用于菌种活化及扩大培养。
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Abstract: Geotrichum candidium link was inoculated in the culture solution (Na2SeO3 was added) for domestication, then

Daqu distiller's grain was used as the main raw materials and Se-enriched geotrichum candidium link was used as microbial

species to produce Se-enriched feed protein by the addition of cellulase. The best technical conditions were summed up

through orthogonal test as follows: the addition level of Na2SeO3 was 0.50 mg/kg, the inoculating quantity of Se-riched

Geotrichum candidium link was 15 % , the addition level of cellulase was 0.03 % and the culture time was 4 d. The content

of rough protein and organic-Se in the produced feed protein increased up to 18.9 % and 0.18 mg/kg respectively.
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丢糟培养基 : 以丢糟为主要原料 , 适量添加亚硒酸

钠、麸皮等辅料。

1.1.3 主要仪器设备

超净工作台、恒温培养箱、高压灭菌锅、鼓风干燥

箱、紫外可见分光光度计、分析天平等。

1.2 方法

1.2.1 测定方法

1.2.1.1 总氮的测定

采用凯氏定氮法[3]。

1.2.1.2 还原糖的测定

直接滴定法[3], 以葡萄糖计。

1.2.1.3 硒含量的测定

采用 3,3'- 氨基联苯胺比色法[4, 5]。

硒含量标准曲线的绘制 : 硒标准溶液 : 准确称取

0.1000 g 硒,置于 50 mL 小烧杯中,加入 1∶1 盐酸 10 mL,

加热溶解,冷却并转移至 100 mL 容量瓶中定容。此溶液

1 mL 含 1 mg 硒, 用时可稀释成相当于 1 mL 含 1 μg 硒。

标准溶液曲线绘制: 准确吸取 1 μg/mL 的硒标准溶

液 0.0 mL、0.2 mL、0.4 mL、0.6 mL、0.8 mL 和 1.0 mL, 分

别加入分液漏斗中, 加水至 35 mL, 再分别加入 5 % ED-

TA- 2Na 溶液 1 mL, 摇匀, 并用 1∶1 盐酸调节溶液 pH 至

2～3, 各加 0.5 %的 3,3'- 氨基联苯胺( DAB) 溶液 4 mL,

摇匀 , 置于暗处 30 min, 再用 5 %的 NaOH 溶液调节至

中性, 加入 10 mL 甲苯振摇 2 min, 静置分层, 弃去水层。

甲苯层通过棉花拴过滤于 100 mL 容量瓶中, 甲苯定容。

分别取适量于比色皿中, 置于分光光度计 420 nm 波长

处测定吸光度。绘制标准曲线。

残留无机硒含量的测定: 取适量样品 , 10000 r/min

高速离心 30 min, 取 20 mL 上清液, 加水至 35 mL, 加入

2 mL 5 %EDTA- 2Na 溶液,以下同标准曲线。根据样品

测得的吸光度 , 从标准曲线中查得相应的硒含量 , 则为

无机硒含量。

有机硒含量 = 总硒含量- 残留无机硒含量

有机硒转化率 = 有机硒含量
总硒含量

×100 %

1.2.1.4 白地霉含量检测

显微镜视野计数法[6]。

1.2.2 操作要点

1.2.2.1 菌种的活化

麦芽汁固体培养基斜面→接种白地霉→培养( 恒温

30 ℃、72 h)

1.2.2.2 菌种的扩大培养

麦芽汁液体培养基→分装三角瓶→灭菌→接种( 活

化菌) →培养( 30 ℃、72 h)

1.2.2.3 种子的驯化

将白地霉按 10 %的接种量接种在 Na2SeO3 浓度依次

为 10 μg/mL、15 μg/mL、20 μg/mL、25 μg/mL、30 μg/mL、

35 μg/mL 和 40 μg/mL 的麦芽汁培养基中, 于 29～30 ℃

下进行硒浓度梯度驯化, 每代驯化时间为 72 h。

1.2.2.4 丢糟发酵试验

配制丢糟培养基 (称取一定量丢糟置三角瓶中 , 补

充少量蔗糖、麸皮、KCl、MgSO4、NaNO3、K2HPO4、FeSO4,

用 石 灰 水 调 节 pH 值 )→灭 菌→适 当 添 加 纤 维 素 酶 和

Na2SeO3→接种( 驯化种) →发酵→检测

2 结果与分析

2.1 驯化效果检测

每代驯化完成后, 对驯化液进行白地霉的含量及富

硒率检测, 以确定驯化效果, 结果见表 1。

由表 1 可知,随着驯化液硒浓度的提高,驯化代数增

加,白地霉细胞数和富硒率均逐渐增加,当驯化液中,硒

浓度达到 25 μg/mL 时,白地霉细胞数达到或接近最高。

硒浓度继续提高, 细胞数与富硒率增加缓慢或呈减少趋

势。因此, 选择在硒浓度为 25 μg/mL 中驯化了 4 代的白

地霉( 含菌量 4.8×105 个 /mL, 富硒率为 84.7 %) 作为发

酵菌种。

2.2 最佳工艺条件的确定

确定 Na2SeO3 添加量、富硒白地霉接种量﹑纤维素

酶添加量、发酵时间为 4 个变量 , 进行四因素三水平的

L9( 34) 正交试验[7]( 见表 2) , 通过有机硒含量的检测,确定

最佳发酵条件, 结果见表 3。

由 表 3 的 K 值 大 小 可 知 , 试 验 的 最 佳 组 合 是

A2B3C3D1。由极差值看 , RA> RB> RC> RD, 因此 , 各因素
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的主次关系是 A> B> C> D。即以大曲丢糟生产白地霉

富 硒 蛋 白 饲 料 的 最 优 生 产 条 件 是 : Na2SeO3 添 加 量 为

0.50 mg/kg, 富硒白地霉接种量为 15 %, 纤维素酶添加

量为 0.03 %, 培养时间 4 d。

2.3 发酵前后丢糟成分的比较

将最佳水平条件下获得的富硒丢糟蛋白饲料与未

经发酵的丢糟进行粗蛋白、有机硒、还原糖等主要指标

的比较, 检测结果见表 4。

从表 4 中可知, 经发酵后的丢糟饲料的粗蛋白、有

机硒及还原糖含量都有明显提高。

3 结论

丢糟经白地霉发酵后,其蛋白质、有机硒和还原糖

含量明显增加,因此经转化后的丢糟饲料营养价值大幅

提高,是一种较为理想的富硒饲料蛋白质资源 , 具有明

显的社会效益、经济效益和环保效益。
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D- 葡萄糖苷酶的催化作用。因此确定葡萄和葡萄酒中

β- D- 葡萄糖苷酶的测定方法将对今后进一步研究葡萄

酒中香气成分和香气形成的机理具有促进作用。目前,

国内茶叶中 β- 葡萄糖苷酶活性的检测方法研究比较成

熟, 但是条件各不相同[5～6, 8～9]。

本试验采用分光光度计法研究了检测霞多丽葡萄

浆果中的 β- 葡萄糖苷酶活性测定条件, 从而得出 , 检测

波长选择在 405 nm 最为理想 , 粗酶提取液中 PVP 加入

量为 3 %, 反应温度和时间选择 37 ℃, 90 min 的条件检

测酶活性最为理想, 且酶反应缓冲液体系为柠檬酸- 磷

酸氢二钠 pH 为 6.0 时酶活性最大, 选用酶活反应温度、

时间和缓冲液 p H 的正交试验, 得出霞多丽葡萄浆果酶

活测定的最佳检测条件是 37 ℃, 在磷酸- 柠檬酸 pH6.0

缓冲液中反应 90 min。
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