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摘要：以豆粕、米糠、麦麸混合粕为主要原料，采用多种菌（枯草芽孢杆菌 ＋根霉菌 ＋乳酸杆菌）菌
种协同发酵提高混合粕的饲用价值。以蛋白寡肽含量为指标，通过单因素实验和正交实验对发酵

条件进行优化。确定最佳的固态发酵条件为：发酵温度３７℃，发酵初始 ｐＨ６．８，接种量４％，发酵
时间６０ｈ。在最佳条件下，发酵产物中蛋白寡肽含量由发酵前的４．０％提高到１２．９％，其饲用价值
明显提高。
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　　目前，粕作为油脂加工副产物，其数量很大，是
生产饲料的主要原料，由于粕的蛋白肽链过长，不容

易被肠道吸收，所以其利用率并不高［１－３］。在当前

养殖业迅速发展的背景下，蛋白饲料的原料来源不

足、利用率不高以及原料自身特性的缺陷等制约着

养殖业的发展，如以豆粕作为主要的发酵基质，由于

其蛋白肽链过长，不易被吸收，另外其含有大量的抗

营养因子［４－５］。目前国内外采用微生物发酵的方式

来提高原料的利用率和质量，而发酵得到的蛋白寡

肽具有改善饲料品质、改善养殖环境、提高日增重、

改善动物健康等特点［６－８］。

目前固态发酵原料已开始由单一原料向混合原

料发展。钟世荣等［９］利用优良菌株进行固态发酵，

克服了单独发酵酱油渣时营养不全面的问题，有利于

基质间各种营养物质的互补和有益菌的生长繁殖。

另外，发酵方式已由单菌发酵向混菌发酵发展，混菌

发酵过程中，不同微生物间具有互补性和协同性，使

酶促反应更加全面，整体发挥正组合效应［１０－１１］。

我国是水稻和小麦生产大国，米糠和麸皮的产

量较大。米糠和麦麸主要成分是纤维素，还有少量

粗蛋白质，在发酵过程中，纤维素提供碳源且不粘
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结，有利于微生物发酵。微生物发酵豆粕的研究较

为普遍，但利用豆粕、米糠和麦麸进行发酵的研究报

道较少［１２－１３］。

固体发酵采用的微生物主要有酵母、枯草芽孢

杆菌、根霉菌、乳酸杆菌、黑曲霉等。发酵菌种的配

伍是一个比较复杂的过程，根据大量的文献［１４－１６］，

本研究选用枯草芽孢杆菌、根霉菌、乳酸杆菌为菌

种，以豆粕、米糠和麦麸的混合料作为原料，通过混

菌发酵提高发酵产物蛋白寡肽含量，以期提高混合

粕饲用价值。

１　材料与方法
１．１　实验材料

混合粕：购于湖南森大饲料股份有限公司，为豆

粕、米糠和麦麸的混合物，粗蛋白质含量３０．０％，蛋
白寡肽含量４．０％，水分４０％；发酵菌种：枯草芽孢
杆菌（孢子数量１．０×１０１１个／ｇ）、根霉菌（孢子数量
１．０×１０９个／ｇ）、乳酸杆菌（孢子数量２．０×１０９个／ｇ），
均来自湖南森大饲料股份有限公司；其他化学试剂

均为分析纯。

万能粉碎机，ＬＧ１０－２．４Ａ型高速离心机，
ＳＰＸ－２５０ＢⅢ生化培养箱，ＴＨＺ－９８ＡＢ恒温振荡
器，超净工作台。

１．２　实验方法
１．２．１　发酵菌种种子液制备

分别称取相同质量的枯草芽孢杆菌、根霉菌、乳

酸杆菌，然后进行充分混合，用生理盐水配制成质量

浓度为１０ｇ／１００ｍＬ的种子液，整个过程在无菌环
境下进行。使用前３０℃活化３０ｍｉｎ。
１．２．２　发酵实验

称取一定质量的混合粕，用一定 ｐＨ蒸馏水调
节水分含量至４５％，称取５０ｇ调节水分后的混合粕
于２５０ｍＬ三角瓶中，在１２１℃湿热灭菌３０ｍｉｎ，冷
却后接种一定量的活化的发酵菌种种子液，在一定

温度下恒温发酵一定时间。

１．２．３　分析方法
粗蛋白质含量测定，参照 ＧＢ５００９．５—２０１６，氮

换算为蛋白质的系数为 ６．２５；粗脂肪、粗纤维含量
测定，参照张丽英［１７］方法；氨基酸测定，参照 ＧＢ
５００９．１２４—２０１６；蛋白寡肽测定，参照张昆［１８］方法。

２　结果与讨论
２．１　混合粕发酵的单因素实验
２．１．１　发酵温度对蛋白寡肽含量的影响

固定发酵初始ｐＨ６．８、种子液接种量４％（以混
合粕质量为基础，下同）和发酵时间６０ｈ，将发酵体
系分别置于２５、２８、３１、３４、３７℃的培养箱中培养，测

定发酵后蛋白寡肽含量，以确定最适发酵温度。不

同发酵温度对蛋白寡肽含量的影响如图１所示。

图１　不同发酵温度对蛋白寡肽含量的影响

　　在发酵过程中，温度的高低主要与发酵过程中
酶的反应速率、培养基中的溶氧量和传递速率等相

关，进而影响菌体生长。在一定范围内，菌体的生长

量随着温度的升高而逐渐增大，当达到峰值时，随着

温度的增加菌体数量反而减少。由图 １可知，在
３４℃时发酵产物中蛋白寡肽含量最高。因此，确定
３４℃为最适发酵温度。
２．１．２　发酵初始ｐＨ对蛋白寡肽含量的影响

固定发酵温度３４℃、种子液接种量４％和发酵
时间６０ｈ，将发酵体系 ｐＨ分别调节至 ６．０、６．４、
６．８、７２、７．６作为发酵初始 ｐＨ，置于培养箱中培
养，测定发酵后蛋白寡肽含量，以确定最适发酵初始

ｐＨ。不同发酵初始ｐＨ对蛋白寡肽含量的影响如图
２所示。

图２　不同发酵初始ｐＨ对蛋白寡肽含量的影响

　　在发酵过程中，ｐＨ能够影响培养基中营养成分
的离子化程度，进而导致微生物对营养物质的吸收

能力降低。在一定范围内菌体的生长量随着 ｐＨ的
升高而逐渐增大，当达到峰值时，又随着 ｐＨ的增加
而减少。由图２可知，发酵初始 ｐＨ过低或过高均
不利于菌体生长，ｐＨ为６８时蛋白寡肽含量最高。
因此，以ｐＨ６．８作为最适初始发酵ｐＨ。
２．１．３　接种量对蛋白寡肽含量影响

固定发酵温度３４℃、发酵初始 ｐＨ６．８和发酵
时间６０ｈ，分别将１％、２％、３％、４％、５％的发酵菌
种种子液接入到三角瓶中的发酵基质中，置于培养

箱中培养，测定发酵后蛋白寡肽含量，以确定最适接
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种量。不同接种量对蛋白寡肽含量的影响如图 ３
所示。

图３　不同接种量对蛋白寡肽含量的影响

　　菌体在发酵过程中会产生蛋白酶，可将蛋白质
水解成小分子肽类及氨基酸。接种量过少达不到理

想效果，而接种过量造成成本增加。由图３可知，当
接种量为４％时，发酵产物蛋白寡肽含量达到最大
值，继续加大接种量蛋白寡肽含量反而呈下降趋势，

这说明接种量逐渐达到饱和状态，继续加大接种量

可能因为发酵过程中菌体分泌过量的蛋白酶将某些

小肽进一步水解成游离的氨基酸，所以发酵产物蛋

白寡肽含量有下降趋势。因此，选择４％作为最佳
的接种量。

２．１．４　发酵时间对蛋白寡肽含量的影响
固定发酵温度３４℃、发酵初始 ｐＨ６．８和接种

量４％，将发酵体系置于培养箱中培养，测定发酵后
蛋白寡肽含量，以确定最适发酵时间。不同发酵时

间对蛋白寡肽含量的影响如图４所示。

图４　不同发酵时间对蛋白寡肽含量的影响

　　发酵时间是影响发酵效果的重要因素之一。发
酵时间过短，可能会导致菌体分泌蛋白酶量不足而

影响发酵效果；发酵时间过长，生成的小肽又将被进

一步水解成游离氨基酸，另外发酵周期长易感染其

他杂菌，造成资源浪费和成本增加。由图４可知，
６０ｈ内随着发酵时间的延长，发酵产物中蛋白寡肽
含量逐渐增大，６０ｈ时蛋白寡肽含量达到最大值，
继续发酵蛋白寡肽含量呈下降的态势。可能由于发

酵后期培养基中的营养物质大量被消耗，营养物质

缺乏，微生物消耗产生的蛋白寡肽［１１］。因此，确定

６０ｈ为最佳发酵时间。

２．２　混合粕发酵的正交实验优化
根据单因素实验结果，以接种量（Ａ）、发酵初

始 ｐＨ（Ｂ）、发酵温度（Ｃ）和发酵时间（Ｄ）为实验
变量，以蛋白寡肽含量为考察指标，进行四因素三

水平正交实验，正交实验因素水平见表１，正交实
验设计及结果见表２。

表１　正交实验因素水平

水平 接种量／％ 发酵初始ｐＨ发酵温度／℃ 发酵时间／ｈ

１ ３ ６．４ ３１ ４８

２ ４ ６．８ ３４ ６０

３ ５ ７．２ ３７ ７２

表２　正交实验设计及结果

实验号 Ａ Ｂ Ｃ Ｄ 蛋白寡肽含量／％
１ １ １ １ １ ６．８
２ １ ２ ２ ２ １０．３
３ １ ３ ３ ３ ７．６
４ ２ １ ２ ３ ９．２
５ ２ ２ ３ １ １０．５
６ ２ ３ １ ２ ８．０
７ ３ １ ３ ２ ９．６
８ ３ ２ １ ３ １０．９
９ ３ ３ ２ １ ６．３
ｋ１ ８．２ ８．５ ８．６ ７．９
ｋ２ ９．２ １０．６ ８．６ ９．３
ｋ３ ８．９ ７．３ ９．２ ９．２
Ｒ １．０ ３．３ ０．６ １．４

　　由表２可知，各因素对蛋白寡肽含量的影响大
小次序为：发酵初始ｐＨ＞发酵时间＞接种量＞发酵
温度；混合粕固态发酵最佳方案为 Ａ２Ｂ２Ｃ３Ｄ２，即复
合菌接种量为４％，初始发酵 ｐＨ为６．８，发酵温度
为３７℃，发酵时间为６０ｈ。对正交实验得到的最佳
工艺条件进行３次验证实验，蛋白寡肽含量分别为
１２．９％、１２．９％和１３．０％，平均为１２．９％。
２．３　发酵产物的营养价值

混合粕固态发酵前后的蛋白寡肽、粗纤维和粗脂

肪的含量变化见表３，部分氨基酸含量变化见表４。
由表３可知，混合粕发酵前后的营养物质发生

了一定的变化，同发酵前相比，发酵后蛋白寡肽含量

提高了２２２．５％，粗纤维含量下降了２６．２％，粗脂肪
含量提高了２．９％。

表３　混合粕固态发酵前后的营养成分 ％

项目 发酵前含量 发酵后含量 提高率

蛋白寡肽 ４．０ １２．９ ２２２．５
粗纤维 １８．７ １３．８ －２６．２
粗脂肪 ６．９ ７．１ ２．９
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表４　发酵前后部分氨基酸含量的变化 ％

项目 发酵前 发酵后 提高率

赖氨酸 １．３１ １．７７ ３５．１１
甲硫氨酸 ０．４４ ０．５２ １８．１８
苏氨酸 １．２７ １．７４ ３７．０１
缬氨酸 ２．１４ ２．５３ １８．２２
亮氨酸 ２．０４ ２．６４ ２９．４１
异亮氨酸 ０．８８ １．１６ ３１．８２
苯丙氨酸 １．６１ １．９８ ２２．９８
天冬氨酸 ２．５４ ３．０９ ２１．６５
谷氨酸 ６．８６ ７．２１ ５．１０
甘氨酸 ０．８６ １．１２ ３０．２３
脯氨酸 ２．８４ ３．３３ １７．２５
谷氨酸 ７．２５ ７．６９ ６．０７
丝氨酸 １．３６ １．５５ １３．９７
酪氨酸 ０．８７ １．０２ １７．２４
组氨酸 １．７４ １．８６ ６．９０
精氨酸 ２．０４ ２．０６ ０．９８

　　氨基酸组成及含量是判定发酵饲料质量的重要
指标之一，必需氨基酸如赖氨酸、甲硫氨酸和苏氨酸

直接影响畜禽对其他氨基酸的吸收利用。由表４可
知，发酵后所有氨基酸含量都有一定的提高，特别是

赖氨酸、甲硫氨酸、苏氨酸、缬氨酸、亮氨酸、异亮氨

酸和苯丙氨酸等必需氨基酸相较于发酵前明显提

高，有利于畜禽的吸收利用，混合粕饲用价值明显

提高。

３　结　论
以混合粕为原料，枯草芽孢杆菌 ＋根霉菌 ＋乳

酸杆菌为发酵菌种，采用固态发酵法提高其中的蛋

白寡肽含量以提高其饲用价值。通过单因素实验确

定了接种量、发酵温度、初始发酵ｐＨ、发酵时间对蛋
白寡肽含量影响的最佳条件，并通过正交实验确定

了影响蛋白寡肽含量的因素主次顺序为：发酵初始

ｐＨ＞发酵时间 ＞接种量 ＞发酵温度。通过验证实
验得到混合粕固态发酵最佳工艺条件为复合菌接种

量４％，发酵温度３７℃、初始发酵ｐＨ６．８、发酵时间
６０ｈ。在最佳条件下，蛋白寡肽含量为１２．９％。对
发酵前后蛋白寡肽、粗纤维、粗脂肪含量以及氨基酸

组成的对比分析表明，发酵后混合粕饲用价值明显

提高。
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