
第27卷第4期 食品与生物技术学报 V01．27 No．4

2008年7月 Journal of Food Science and Biotechnology Jut．2008

文章编号：1673-1689【2008)04—0122—07

多菌种混合发酵生脉饮药渣生产蛋白
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摘 要：以生脉饮药渣为原料，利用康宁木霉(Tk)、产黄纤维单胞茵(Cf)、产朊假丝酵母(Cu)和黑

曲霉(An)多菌种混合发酵生产蛋白饲料。通过单因素和正交试验对发酵条件进行优化，试验结果

表明：先接种20％的Tk+Cf(比例2：1)，发酵2 d后再接种20％的Cu+An(比例1：】)，在

(NH。)2SO。添加量为5 g／dL、初始pH值为6、料水比为1：2、温度为30℃的条件下发酵5 d，其

发酵产物中真蛋白质量分数增加86．96％，粗纤维质量分数降低20．09％。
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Abstract：In this study，protein feed production from shengmaiyin residues through the mixed

fermentation by multi—strains which included Trichoderma koningii(Tk)，Cellulomonas

flavigena(Cf)，Candida utilis(Cu)and Aspergillus niger(An)．The fermentation conditions

were optimized by single factor and orthogonal experiment．The result showed that，during the

first 2 days，inoculating Tk+Cf of volume 20％(proportion 2：1)and then inoculating Cu+An

in volume 20％(proportion 1：1)after 2 days．5％(NH4)2 S04，intitial pH 6，the ratio of

material to water was 1：2。temperature 30℃and fermentation time was 5 d．It was found that

the real protein content increased by 86．96％，crude fiber decreased by 20．09％compared with

that of the contr01．
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近年来，随着我国中药制药业的飞速发展和生

产能力的逐步提高，中药材提取有效成分后产生的

中药渣固体废物也不断增多。据统计，我国的中药

制药企业每年将产生数千万吨的中药渣，并且90％

以上的生产厂家均将中药渣作为废料垃圾处理[1]。

然而中药渣中仍含有大量粗纤维、粗脂肪、粗蛋白、

淀粉及微量元素等有效成分瞳]，采用堆放、填埋或

焚烧等方法进行处理，既是对可利用资源的浪费，

还可能对环境造成污染。目前关于中药渣的综合

利用已经有很多报导，包括用中药渣栽培食用菌、

造纸和生产絮凝剂等，其中用中药渣栽培食用菌的

研究开展得比较多，并且已经取得了一定的成

果[3]，但是，这些方法对中药渣的处理有限，并且存

在产生二次污染或难以推广等问题。

另一方面，随着养殖业的迅速发展，我国蛋白

饲料短缺严重，需从国外进口鱼粉等蛋白饲料以满

足国内需求，蛋白饲料不足已成为阻碍我国养殖业

发展的重要因素[4]，近年来猪肉价格急剧上涨也与

饲料价格上涨导致养殖成本提高有直接联系。作

者研究利用纤维素降解多菌种组合，以中药渣为原

料进行固态发酵生产蛋白饲料，对其影响因素进行

了考察，并对工艺条件进行了优化。

1材料与方法

1．1中药渣

试验所用中药渣为广汉市某制药厂生产生脉

饮后残留的药渣。将中药渣干燥后粉碎至80目备

用。中药渣的成分有麦冬、五味子、党参、山楂，其

真蛋白质量分数为9．47％，粗纤维质量分数为

30．53％，还原糖质量分数为1．86％。

1．2菌种

康宁木霉(Trichoderma koningii)、绿色木霉

(Trichoderma viride)、黄孢原毛平革菌(Phanero—

chaete chrysosporium)、产黄纤维单胞菌(Cellu—

lomonas flavigena)、产朊假丝酵母(Candida uti—

lis)均购自中国普通微生物菌种保藏中心。黑曲霉

(Aspergillus niger)为作者所在实验室保存。

1．3培养基

1．3．1种子培养基

1)马铃薯培养基(PDA)[5]：用于绿色木霉、康

宁木霉、黄孢原毛平革菌、黑曲霉的培养。

2)麦芽汁培养基[5]：用于酵母菌的培养。

3)产黄纤维单胞菌种子培养基：纤维素粉5 g，

NaN03 1 g，NaHP04·7H20 1．18 g，KH2P040．9

g，MgS04·7H20 0．5 g，KCl 0．5 g，酵母膏0．5 g，

蒸馏水1 000 mL，pH 7．0，0．1 MPa灭菌30 min备

用，用于产黄纤维单胞菌的培养。

1．3．2 中药渣降解菌筛选培养基 在250 mL三

角瓶中加入2．5 g药渣，KH2PO。0．25 g，K2 HPO。

0．2 g，MgS040．025 g，CaCl20．05 g，NaCl 0．025 g，

(NH。)：SO。2．0 g，50 mL蒸馏水，调节pH值，0．1

MPa灭菌30 rain后备用。以下简称为1号培养

基。

1．3．3 中药渣固态发酵培养基 药渣10 g，

KH2 P04 0．05 g，K2 HP04 0．04 g，MgS04 0．005 g，

CaCl2 0．01 g，NaCl 0．005 g，根据试验要求添加

(NH。)。SO。、调节料水比和pH值，0．1 MPa灭菌

30 min后备用。以下简称为2号培养基。

1．4试验方法

1．4．1 中药渣降解茵的筛选 将康宁木霉、绿色

木霉、黄孢原毛平革菌和产黄纤维单胞菌分别在种

子培养基上活化3代后制成种子液，将单一菌种和

按相同比例混合的多菌种组合分别接种到1号培

养基中(接种总体积为5 mL种子液)，在30℃条件

下，于160 r／min摇床上培养5 d后，将残渣过滤烘

干，称其恒重，同时测定残渣中粗纤维含量。根据

药渣失重率和粗纤维降解率进行中药渣降解菌的

筛选。

1．4．2生脉饮药渣固态发酵条件优化 分别考察

了氮源添加量、初始pH值、料水比、菌种接种比例、

接种量、发酵周期对多菌种组合发酵药渣效果的影

响。在考察某一单因素时，其它因素水平为：氮源

添加量4 g／dI。、初始pH 5、料水比1：2、菌种接种

比例1：1、接种体积分数20％、发酵周期5 d。

将试验用菌种在种子培养基上活化3代后，制

成种子液(孢子浓度为107个／mI。，细菌菌体浓度为

108个／mL)，根据试验要求的接种量，将其接种至2

号培养基，在30℃恒温恒湿培养箱中发酵一定时

间后取样，于60～70℃烘干，测定发酵产物中真蛋

白和粗纤维含量。每个条件做两个平行样，结果为

其平均值。

根据单因素试验结果选取初始pH值、接种比、

接种量、氮源添加量这4个因素，通过正交试验进

行发酵条件优化。

1．5分析方法

1．5．1 真蛋白的测定 依照GB6432—86[63进行。

取样品2～3 g加体积分数75％的乙醇40 mL提取

1 h，充分搅拌，于4 000 r／min下离心10 min，弃去

上清液，沉淀于60～70℃烘干，再进行蛋白质质量

分数测定。
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1．5．2粗纤维的测定依照GB6434—86E63进行。

2结果与讨论

2．1 中药渣降解菌的筛选

康宁木霉、绿色木霉、黄孢原毛平革菌、产黄纤维

单胞菌多种菌种组合对中药渣的降解能力见表1。

表1 不同纤维素降解茵的降解能力比较

Tab．1 Comparison with the different cellulose-decomposing

microorganisms

注：表中Tk为康宁木霉，Tv为绿色木霉，Pc为黄孢原毛

平革菌，Cf为产黄纤维单胞菌

由表1可以看出，2种或3种菌混合后对药渣

的分解能力大多优于单菌，其中康宁木霉与黄孢原

毛平革菌混合菌(Tk+Pc)和康宁木霉与产黄纤维

单胞菌混合菌(Tk+Cf)对药渣的分解能力高于其

他菌种。由此表明，这两种混合菌中，菌体之间通

过各自的代谢活动彼此产生有利影响，由于不同菌

种合成的纤维素降解酶种类是有差异的，菌种混合

培养有利于形成完整酶系，进而增强纤维素降解能

力[8-9]。一些多菌种混合后分解能力较低，甚至低

于单菌，说明这些菌种之间可能存在着拮抗等有害

关系，某些菌种的生长代谢会对其他菌种产生抑

制，从而影响整个多菌种组合的发酵效果。根据试

验结果，选择康宁木霉与产黄纤维单胞菌混合菌

(Tk+Cf)进行生脉饮药渣固态发酵。

2．2 Tk+Cf混合菌固态发酵生脉饮药渣条件优化

2．2．1 氮源添加量对发酵效果的影响 氮源是微

生物合成细胞物质以及含氮代谢产物的原料。作

为固态发酵的氮源物质，常用(NH。)：SO。、

NH。NO。和尿素等。前期试验结果表明，

(NH．)。SO。对发酵效果有较明显的改善作用，因此

作者选择(NH。)：SO。作为外加氮源。

试验结果表明，(NH。)：SO。添加量对发酵产物

中真蛋白和粗纤维的含量有明显影响。当

(NH。)。SO。添加量小于4 g／dL时，发酵产物中真

蛋白增长率和粗纤维降解率都随着氮源的增加而

上升；在(NH。)：SO。添加量为4 g／dl。时，真蛋白质

量分数达到16．47％，增长率为73．96％，粗纤维质

量分数25．13％，降解率为17．69％；但当氮源添加

量大于4％时，真蛋白含量仍有增长，而粗纤维降解

率却略有下降，这说明此时菌体仍有生长，使菌体

蛋白增多，而粗纤维的降解作用却减弱，见图1。这

可能是由于较高质量浓度的氮源会对微生物分泌

纤维素酶产生抑制作用或是对纤维素酶的活性产生

不利影响。因此，在生脉饮药渣固态发酵过程中，

(NH。)。so,添加量应控制在4～5 g／dL范围内。
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由图2可以看出，当初始pH值低于5时，真蛋

白增长率较高，而当初始pH值高于5时，真蛋白质

量分数有所降低；在初始pH值为4～6时，粗纤维

降解率随着pH值的升高而降低，当初始pH值为7

时，粗纤维降解率再次提高。根据前期对单菌种进

行的试验可知，在试验所用的固态发酵培养基中，

康宁木霉的较适宜生长代谢条件为pH 4～5，因此

在较低的pH值条件下，有利于康宁木霉的菌体生

长和产酶；产黄纤维单胞菌较适宜生长代谢条件为

pH 6～7，较高的pH值有利于产黄纤维单胞菌的

生长，并对粗纤维的降解起主要作用，但是与霉菌

相比，细菌的菌体蛋白质质量分数较低，所以此时

真蛋白质量分数有所下降。当初始pH值为7时，

真蛋白质量分数达到16．25％，增长率为71．73％；

粗纤维质量分数24．02％，降解率为21．33％。综合

真蛋白和粗纤维的转化效果，生脉饮药渣固态发酵

的初始pH值应控制在6～7的范围内。

2．2．3料水比对发酵效果的影响 固态发酵过程

中，适宜的含水率能使药渣颗粒达到较好的疏松程

度，有利于空气进入，增加氧传递，促进微生物生长

和产酶，同时也有利于营养物质的输送和酶的转

移，从而改善发酵效果，因此料水比是影响微生物

生长繁殖的一个重要因素。

由试验结果可以看出，当料水比为1：1～1：2

时，真蛋白增长率达到69．58％～72．06％，粗纤维

，降解率达到16．10％～18．44％。当料水比高于1：

2时，对发酵会产生不利影响，因为在高含水量条件

下药渣容易产生粘黏现象，透气性差，抑制菌体的

生长代谢。在生脉饮药渣固态发酵过程中，料水比

应控制在l：1．5～l：2范围内，见图3。
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2．2．4接种比例(Tk：Cf)对发酵效果的影响纤

维素的降解是由多种功能不同但又互补的纤维素

酶共同作用进行的，同时不同菌种合成的纤维素降

解酶种类不同，因此改变不同菌种的比例，可以调

节不同纤维素酶的含量，使其达到较适宜配比，进

而提高发酵效果。

由试验结果可以看出：接种比例为3：1～1：l

时，真蛋白质量分数为16．29％～16．43％，增长率

为72．09％～73．58％，粗纤维质量分数为24．56％

～25．48％，降解率达到16．55％～19．56％。当康

宁木霉的接种比例大于产黄纤维单胞菌时，真蛋白

增长率和粗纤维降解率较高，这是由于在康宁木霉

接种比例较高时，康宁木霉在发酵体系中快速增长

并占优势，对纤维素的降解起主要作用，而产黄纤

维单胞菌在发酵体系中处于辅助地位，对中药渣中

纤维素的降解和菌体蛋白质的合成具有促进作用。

在生脉饮药渣固态发酵过程中，接种比例应控制在

3：1～1：1范围内，见图4。
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图4接种比例对发酵效果的影响

Fig．4．Effect
of inoculate proportion on the content of

protein and crude fiber

2．2．5接种量对发酵效果的影响 接种量的大小

会影响菌种在固态发酵培养基中从停滞期进入对

数生长期所需的时间，从而影响整个发酵进程。根

据接种比例单因素试验结果，接种量试验的接种比

例取3：1，结果见图5。
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由图5可以看出，接种体积分数为10％～15％

时，真蛋白增长率为66．60％～72．01％，接种量大

于15％时，真蛋白有所下降。这是由于接种量过

高，发酵前期菌体快速增长，导致发酵后期营养不

足而使菌体产生自溶，使真蛋白含量下降；而接种

量大于20％时，粗纤维降解率有所提高，说明发酵

前期菌种迅速生长，产酶能力较强，对纤维素的降

解也较充分。综合考虑，生脉饮药渣固态发酵的接

种量应控制在15％～25％的范围内。

2．2．6 发酵周期对发酵效果的影响 发酵周期会

影响发酵产物中蛋白质含量。发酵周期过短，菌体

不能充分生长，导致发酵产物中蛋白质含量较低；

发酵周期过长，生产成本增加，且容易滋生杂菌u1|。

根据接种比例单因素试验结果，发酵周期试验的接

种比例取3：1，试验结果见图6。
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图6发酵周期对发酵效果的影响

Fig．6 Effect of fermentation period on the content of

protein and crude fiber

由图6可以看出，发酵周期为4 d时，真蛋白质量分

数较高，达到16．37％，增长率72．98％。当发酵周

期超过4 d时，真蛋白质量分数出现下降趋势。这

可能是由于发酵时间过长，发酵基质中的营养物质

缺乏，菌体进行内源呼吸，消耗了部分菌体蛋白。

粗纤维含量在第5天达到24．51％，降解率

19．73％，发酵6 d时粗纤维含量与发酵5 d相比变

化不大，说明发酵周期超过5 d后菌种活性降低，降

解纤维素的能力减弱。因此，生脉饮药渣固态发酵

的发酵周期应控制在4～5 d。

2．2．7 正交试验结果及分析 根据上述试验结

果，选择对发酵效果影响较大的因素以及这些因素

的适宜范围进行生脉饮中药渣固态发酵条件优化。

根据I。。(34)正交表进行正交试验设计，因素水平表

见表2。

表2正交试验因素和水平

Tab．2 Levels of factors in orthogonal test

其他条件为：发酵温度30℃，料水比1：2，发酵周期5 d。

对发酵条件进行优化和正交试验结果进行双

指标分析和综合评分‘12]，结果见表3。

表3正交试验结果及结果分析

Tab．3 The results of orthogonal test and the analysis

试验号 初始名H值
B

接种比

C

接种

体积分数

D

(NH4)zS04

质量浓度 黑／g／dL)褫g／dI，葬寡质量浓度 质量浓度／ =昱
( ( 。)

⋯。

9 3 3 2 1 14．17 24．92 10．32
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极差分析结果表明，各因素对发酵效果影响程

度的大小依次为：(NH。)。SO。质量分数>接种比>

接种量>初始pH值。由此表明，(NH。)。SO。质量

分数对生脉饮中药渣固态发酵的影响最大，这是由

于(NH。)。SO。质量分数的大小直接影响着菌体的

生长和酶的合成。初始pH值对发酵效果的影响较

小，说明混合菌对发酵体系pH值适应能力较强，同

时由于中药渣具有一定的缓冲能力，也降低了pH

值变化对发酵效果的影响。

根据正交试验结果分析，Tk+Cf混合菌种发

酵中药渣的优化条件为A：B。C2 D。，即初始pH值

为6、接种比2：l、接种体积分数20％、(NH。)：SO。

质量分数5 g／dL。而正交试验中综合评分最高的

是2号试验，其发酵条件为A，B：C2D。。A：B。C2D。

与A。B。C：D。的初始pH值和(NH。)：SO。质量分数

有差别，试验结果对比见表4。

表4优化条件试验结果比较

Tab．4 The comparison of different experiment results

由表4可以看出，A。B。C。D。条件下试验的真蛋

白增长率高于2号试验，粗纤维降解率稍低于2号

试验，考虑到A。B：C2D。条件下的实验结果与2号

试验相比，真蛋白仍有较大提高，而粗纤维降解率

差异不明显，故将A。B。C2D。即初始pH值为6、接

种比2：1、接种体积分数20％、(NH。)。SO。质量分

数5 g／dL作为生脉饮药渣固态发酵的最优工艺

条件。

2．3 Tk+Cf与菌体蛋白高产菌混合发酵效果

由于利用Tk+Cf混合菌种固体发酵后中药渣

中的真蛋白质量分数仍然偏低，为了进一步提高发

酵产物的真蛋白质量分数，在Tk+Cf发酵一段时

间后接种菌体蛋白质含量较高的产朊假丝酵母

(Cu)和黑曲霉(An)。在Tk+Cf最优发酵工艺条

件下，Tk+Cf混合菌种发酵2 d后，接种Cu+An

(接种比例为1：1)，继续发酵3 d，结果见表5。

表5加入Cu+An与未加Cu+An的发酵结果比较

Tab．5 The comparison of fermentation results between inoc—

ulate Cu+An and not inoculate Cu+An

由表5看出，与Tk+Cf混合菌种发酵相比，加

入Cu+An后，发酵产物中真蛋白质量分数提高了

8．39％。说明Cu+An的加入，有利于对Tk+Cf

混合菌种降解纤维素产生的糖类进行利用，从而提

高了真蛋白质量分数。

3 结 语

作者以生脉饮药渣为原料，利用筛选出的纤维

素降解多菌种组合进行固态发酵，有效地提高了中

药渣中的真蛋白质量分数，对粗纤维也有一定的降

解效果。相关研究结果表明，中药渣经微生物固态

发酵后，其氨基酸含量也有较大提高[1 3|，可见利用

混合菌种固态发酵中药渣生产蛋白饲料，实现中药

渣的资源化利用是可行的。

Tk+Cf固态发酵生脉饮药渣的优化条件为：．

(NH。)zS0一添加量5 g／dI。、初始pH值为6、料水比

1：2、接种比2：1、接种体积分数20％、发酵周期5

d，温度30℃。在此条件下，发酵产物中真蛋白含

量达到16．33％，增长了72．51％，粗纤维含量

24．42％，降解率达到20．ol％。先接种Tk+Cf发

酵2 d后，再接种Cu+An混合发酵，发酵产物中真

蛋白质量分数达到17．70％，增长率86．96％，粗纤

维含量24．40％，降解率达到20．09％。
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