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摘 要: 利用玉米原料酒精浓醪发酵产生的酒糟, 对其培养热带假丝酵母生产 SCP 进行了初步

的研究。经过优化后的发酵条件为: 酒糟中添加 0.2 ‰ CaCl2 和 1.0 ‰ KH2PO4, 起始 pH 为 4.5, 装

液量为 30 mL/500 mL 三角瓶; 发酵 26 h, 获得的最高菌浓为 11.3 亿 /mL; 发酵过程中酵母基本消

耗完酒糟中的糖, 同时还消耗了酒糟中的有机酸。发酵得到的 SCP 样品中含水分 9.47 %, 粗蛋白

47.73 %, 真蛋白 45.09 %, 取得了较好的效果。
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Abstract: Single Cell Protein (SCP) was produced from distiller's grains, which came from high gravity ethanol fermenta-

tion of corn, by using Candida tropicalis in shake-flasks. The optimum conditions of fermentation were as follows: CaCl2

0.2 ‰ , KH2PO4 1.0 ‰ , initial pH value as 4.5, and the cultivation performed in 500 mL shake flask containing 30 mL

medium. Under the above conditions, 1,130 million/mL C. tropicalis was obtained. HPLC analysis indicated that C. tropi-

calis consumed almost all the sugar, and organic acids were also consumed. In result, satisfactory results were achieved and

the produced SCP samples contained 9.47 % water, 47.73 % crude protein and 45.09 % true protein.
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单 细 胞 蛋 白 ( Single Cell Protein, SCP) 是 指 利 用 各

种基质大规模培养细菌、酵母菌、微藻、光合细菌等而获

得的微生物蛋白, 是现代饲料工业和食品工业的重要的

蛋白来源[1～2]。我国 SCP 生产主要从 20 世纪 60 年代开

始, 但 80 年代以后才有较大的发展, 主要是利用工农业

生产中各种可再生资源生产食用酵母或饲料酵母[3]。

利用酒糟来生产 SCP 曾是酒精厂处理酒糟的常用

方法之一 , 但是由于常规酒糟的 SCP 产率低、耗电大、

成本高而受到冷落。随着浓醪发酵技术在酒精生产上的

广泛应用 , 根据浓醪酒糟自身的特点 , 利用其生产 SCP

将有可能克服其以往生产中的缺点 [4]。本研究室曾研究

了利用瓜干原料酒精浓醪发酵产生的酒糟来生产 SCP,

并取得了较好的效果[5]。本文利用以玉米为原料酒精浓

醪发酵产生的酒糟 , 对其培养热带假丝酵母生产 SCP

进行了初步的研究。

1 材料与方法

1.1 菌种与材料

热带假丝酵母( Candida tropicalis) 由江南大学生物

工程学院生物资源研究室筛选保藏。

中温 α- 淀粉酶(20000 u/mL): 无锡杰能科生物工程

有限公司生产 ; 糖化酶(100000 u/mL): 无锡赛德生物工

程有限公司生产; 木糖、阿拉伯糖、葡萄糖、甘露糖、半乳

糖标准样品: SIGMA 公司生产; 其余试剂均为国产分析

纯试剂。

高效液相色谱仪 1100 ( 配置示差折射检测器和记
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录仪) : 美国惠普公司生产; 日立 835 氨基酸快速分析

仪: 日本 Hitachi 公司; HYG- Ⅱ回转式恒温调速摇瓶柜:

上海新星自动化控制设备成套厂 ; LXJ- Ⅱ型离心沉淀

机: 上海医用分析仪器厂。

1.2 培养基

斜面培养基: 马铃薯 20 %, 葡萄糖 2 %, 琼脂 1.5 %

～2 %, pH 自然, 121 ℃灭菌 20 min。

发酵基本培养基: 酒糟液用糖化酶按酒糟中每克干

物质 150 U 处理 40 min 后, 3000 r/ min 离心, 取上清液,

起始 pH4.5, 121 ℃灭菌 20 min。

1.3 酒精发酵

采用脱胚去皮的玉米原料, 粉碎过 40 目筛; 料水比

2∶1, 按常规方法液化糖化 ; 采用安琪活性干酵母 , 30 ℃

发酵 48 h。发酵结束获得的酒糟的 pH 值为 4.2～4.5。

1.4 总糖与还原糖的测定

采用 DNS 法。

1.5 蛋白的测定

粗蛋白的测定 , 凯式定氮法 ( GB5511- 85) ; 真蛋白

的测定,按文献[6]的方法测定。

1.6 酒糟及发酵液糖成分分析

HPLC 法 , 色谱柱: !4.6 mm×200 mm; 固定相 : 氨基

键合固定相; 流动相﹕乙腈∶水 =80∶20, 流速 0.6 mL/min;

柱温: 35 ℃。

1.7 样品的氨基酸分析

将样品在 55 ℃下烘干 , 取 适 量 预 处 理 后 用 日 立

835 氨基酸快速分析仪检测。

2 结果与分析

2.1 酒糟中可利用糖的分析

在培养过程中, 热带假丝酵母利用的主要碳源为酒

糟中的残糖 , 因此 , 有必要首先对酒糟中的糖分进行分

析。通过对酒糟中残总糖和还原糖的测定, 结果见表 1。

从表 1 可以看出 , 经过糖化酶处理后 , 还原糖含量

大幅度增加, 同时酒糟中的还原糖在离心分离后主要留

在上清液中, 有利于热带假丝酵母的培养。

进一步通过 HPLC 分析 , 结果见图 1。从图 1 可以

看 出 , 酒 糟 中 含 有 少 量 的 甘 露 糖 ( 10.510 min) 和 半 乳

糖 ( 10.585 min) , 此外 , 还存在着一些双糖和分子量大

小 不 同 的 糊 精 , 没 有 木 糖 ( 8.811 min) 和 阿 拉 伯 糖

( 9.605 min) , 即使存在, 含量也十分少, 无法检测到。

图 2 为用糖化酶处理的酒糟 HPLC 图。从图 2 中可

以看出, 经过糖化酶的作用, 酒糟中残存的糊精被水解,

酒糟中以葡萄糖( 10.950 min) 为主, 其他还有一些双糖,

而甘露糖和半乳糖由于含量较少, 其峰大部分被葡萄糖

的峰掩盖。

2.2 氮源对 SCP 发酵的影响

不同氮源对 SCP 发酵的影响结果见表 2, (NH4)2SO4

对发酵结果的影响。

由表 2 可知 , 添加不同氮源( 加量以 1 ‰(NH4)2SO4

中氮含量为基准 ) 对其生长的影响。结合图 3, 可以看

出 , 添加氮源后并不利于热带假丝酵母的生长 , 发酵结

束时的最高菌浓均比不添加氮源的要少。其原因可能在

于酒糟滤液中的氮源已满足热带假丝酵母的需要, 额外

添加氮源改变了原有的碳氮比, 导致热带假丝酵母的生

长受到抑制。

2.3 无机盐对 SCP 发酵的影响

! "# $%&’()*+),-#
!  ! !"#(g/L) !"(g/L) 

!"#$%& 4.2 18.6 
!"#$%& 12.1 18.2 
!"#$%&’( 10.9 14.6 

 

图 1 未用糖化酶处理的酒糟 HPLC 图

图 2 已被糖化酶处理的酒糟 HPLC 图
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图 3 (NH4)2SO4 对发酵的影响

无机盐是微生物生长必不可少的营养物质, 其为机

体生长提供必需的金属元素。一般微生物生长所需要的

无机盐有硫酸盐、磷酸盐、氯化物以及含有钠、钾、镁、铁

等金属元素的化合物[7]。

2.3.1 单一盐分对 SCP 发酵的影响

在前期的研究中对 CaCl2、MgSO4、KH2PO4 3 种盐进

行了考察。结果表明, 这 3 种盐对发酵均有促进作用, 但

各自的最佳添加浓度各不相同, 分别为: 0.4 ‰、1.6 ‰和

1.2 ‰。

进 一 步 考 察 CaCl2、MgSO4、KH2PO4 在 其 最 佳 添 加

浓度下对发酵的影响, 结果见图 4。

从图 4 可以看出 , 3 种盐的添加虽然有利于热带假

丝酵母的生长和繁殖, 但基本上并不提高其生长速度。

其中 , KH2PO4 的效果略好于其他 2 种 , 发酵 25 h, 菌浓

达到 8.85 亿 /mL。

2.3.2 复合盐分对 SCP 发酵的影响

由于热带假丝酵母在培养过程中可能需要一种以

上的无机盐。因此, 进一步考察了同时添加 KH2PO4 和

MgSO4 以及 KH2PO4 和 CaCl2 对发酵的影响 ( 同时添加

CaCl2 与 MgSO4 会产生沉淀) , 结果见图 5 和图 6。

从图 5 和图 6 可知, 当添加 KH2PO4 和 MgSO4 时,

两者的最佳浓度分别为 1.0 ‰和 1.6 ‰。而添加 KH2PO4

和 CaCl2 时两者的最佳浓度为 1.0 ‰和 0.2 ‰, 在此条

件下获得的最高菌浓为 9.15 亿 /mL, 高于前者的 8.95

亿 /mL, 同时考虑到 CaCl2 的用量要远远少于 MgSO4,

因此, 选择在酒糟中添加 0.2 ‰CaCl2 和 1.0 ‰KH2PO4。

2.4 正交实验

对单因子条件进行考察后, 选取装液量、pH、CaCl2

添加量和 KH2PO4 添加量等 4 个因素进行正交实验 , 以

进一步优化发酵。考察指标为发酵液菌浓、因素及水平

设计见表 3, 实验方案和结果见表 4 及图 7。

图 4 不同无机盐对发酵的影响

图 5 MgSO4 和 KH2PO4 混合添加对发酵的影响

图 6 CaCl2 和 KH2PO4 混合添加对发酵的影响

! "# $%&’()*+,-. /!!"!!"
!"# A B C D !"#$(!/mL) 

1 1 1 1 1 6.78 
2 1 2 2 2 7.70 
3 1 3 3 3 7.65 
4 2 1 2 3 8.05 
5 2 2 3 1 9.90 
6 2 3 1 2 10.90 
7 3 1 3 2 7.18 
8 3 2 1 3 8.40 
9 3 3 2 1 9.00 

K1 22.13 22.01 26.08 25.68  
K2 28.85 26.00 24.75 25.78  
K3 24.58 27.55 24.73 24.1  
R 6.72 5.54 1.35 1.68  
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图 8 发酵液 HPLC 图

各因素对热带假丝酵母发酵的影响程度为 A> B>

D> C, 即 装 液 量 是 菌 体 生 长 的 主 要 因 素 (R=6.72),

ABCD 4 个因素最优的组合为 A2B3C1D2, 即装液量为

30 mL/500 mL, pH5.0, CaCl2 0.2 ‰, KH2PO4 1.0 ‰。

但是 , 由于 pH4.5 与 pH5.0 之间的极差( R= 1.55) ,

远远小于 pH4.5 与 pH5.0 之间的极差( R= 5.54) 。此外,

考虑到酒糟综合利用的成本, 故采用 pH4.5 的条件 , 即

采用 A2B2C1D2 的组合。在此条件下进行发酵试验, 发酵

26 h 获得的最高菌浓为 11.3 亿 /mL。

2.5 发酵结束后发酵液及 SCP 的分析

发酵结束后, 对发酵液的 pH 和糖分进行了测定, 其

pH 为 6.2, 还原糖为 1.8 g/L, 残总糖为 2.2 g/L。这说明在

发酵过程中, 热带假丝酵母不但利用了酒糟中的绝大部

分糖, 而且还消耗了酒糟中的有机酸 , 使 pH 得到回升。

利用 HPLC 对发酵液进行分析, 结果见图 8。

从图 8 可以发现, 图中原有的单糖及双糖的峰大都

基本消失, 这进一步证明在发酵过程中酵母消耗完酒糟

中的绝大部分糖。

将发酵获得的 SCP 样品进行水分、蛋白质含量的

测定和氨基酸成分的分析, 结果见表 5。而从 SCP 的真

蛋白和氨基酸组成来看, 其结果良好。

3 结论

3.1 经过优化后的发酵条件为 : 在酒糟中添加 0.2 ‰

的CaCl2 和 1.0 ‰的 KH2PO4, 起始 pH 为 4.5, 装液量为

30 mL/500mL 三角瓶 ; 发酵 26 h, 获得的最高菌浓为

11.3 亿 /mL。而在工业化生产中 , 由于发酵液中的溶氧

水平大大提高, 发酵时间将可以大幅度缩短。

3.2 利用 HPLC 对发酵前后的发酵液进行分析 , 结果

发现, 图中原有的单糖及双糖的峰大都消失或变得十分

小, 在发酵过程中酵母基本消耗完酒糟中的糖。发酵结

束后, 发酵液的 pH 回升到 6.2, 酵母不但利用了酒糟中

的绝大部分糖, 而且还消耗了酒糟中的有机酸。

3.3 对获得的 SCP 样品进行分析, 其含水量为 9.47 %,

粗蛋白 47.73 %, 真蛋白 45.09 %, 取得了较好的效果。
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图 7 指标与因素的关系
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