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　　摘要：为了综合利用菌渣废弃物，采用酵母菌协同固态发酵技术，探究将食用菌多糖提取废渣转化为蛋白饲料的
工艺条件。从不同基质、温度、水料比、发酵时间４个方面，分析影响固态发酵菌渣转化蛋白的因素，并通过正交试验
优化菌渣固态发酵工艺。结果表明，影响蛋白质含量的主次因素依次为基质配比＞发酵时间＞温度＞水料比；在酵母
菌接种量１３％条件下，菌渣与麸皮的适宜质量比８∶２、水料比１ｍＬ∶２．５ｇ、３０℃下培养９６ｈ，此时发酵物的粗蛋白含
量可达峰值１８．４３％。本研究将废弃菌渣转化高蛋白的方法，可促进菌渣的再利用，为高效资源循环使用奠定基础。
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　　菌渣废弃物一般富含水分、易腐烂、不易保存，直接排放
污染环境。随着经济的快速发展和人们生活水平日益提高，

畜牧产品需求增大，致使饲料缺口逐年增加，出现了供求关系

难以平衡的局面［１］。因而，寻求新蛋白源成为饲料科学中的

一项重要课题［２］。目前，运用微生物发酵生产蛋白饲料越来

越受重视［３－４］。本研究探讨不同基质配比、不同温度、不同料

水比以及不同培养时间对酵母菌发酵蛋白质含量的影响，并

在单因素试验的基础上，采用正交试验法对菌渣固态发酵菌

体蛋白饲料的工艺进行优化。

１　材料与方法

１．１　材料
酵母菌、提取金顶侧耳菌菇多糖后残留菌渣、麸皮、马铃

薯浸取液、葡萄糖、琼脂粉、玉米粉、浓硫酸、硫酸钾、硫酸铜、

４０％ ＮａＯＨ溶液、ＨＣｌ溶液、混合滴指示剂（０．１％甲烯
蓝 ∶０．１％ 甲基红＝１∶４）。
１．２　方法
１．２．１　基础培养基的制备　马铃薯葡萄糖琼脂培养基
（ＰＤＡ）：自制马铃薯浸取液１．０Ｌ，加入琼脂粉１５．０ｇ，葡萄糖
２０．０ｇ，１２１℃灭菌２５ｍｉｎ后，取出斜面放置，冷却备用。

固态发酵培养基：分别以菌渣、菌渣 ＋麸皮、菌渣 ＋玉米
粉为培养基基质，添加一定量的水分、配制成用于考察水料质

量比（简称水料比）、发酵温度、发酵时间对发酵产物蛋白含

量影响的不同培养基，于１２１℃灭菌２５ｍｉｎ。
１．２．２　菌种的活化　在无菌条件下，将酵母菌种接种到
ＰＤＡ斜面培养基上，放置恒温箱内，在３０℃下恒温培养，活
化７２ｈ，得到优质菌种。

１．２．３　液体种子培养　在无菌条件下，用１０ｍＬ无菌水冲洗
斜面培养基上已活化的菌种，接种至盛有８０ｍＬ液体种子培
养基的三角烧瓶中，置于摇床中，在３０℃、１６０ｒ／ｍｉｎ的条件
下振荡培养７２ｈ。
１．２．４　固体发酵培养　在无菌条件下，将酵母菌以１３％ 的
接种量接种到已灭菌的固体发酵培养基中，置于２５～４０℃恒
温箱中培养７２ｈ。待培养结束后，将培养物置于５０℃烘箱中
风干，测粗蛋白质含量。基础对照为未发酵样品，将试验所用

的金顶侧耳菌菇多糖提取后的残渣在５０℃条件下烘干，随机
称取０．２ｇ未经酵母菌发酵样品，测定其蛋白质含量。
１．２．５　粗蛋白质含量的测定　采用微量凯氏定氮法测定粗
蛋白质含量。将发酵好的培养基烘干至恒质量，称取０．２ｇ
烘干后的培养基，放入干燥的消化管中，再加入０．４ｇ的混合
催化剂后，加入２０ｍＬ的浓硫酸。待消化管中液体冷却后，加
入蒸馏水２０ｍＬ，进行蒸馏，在接收瓶中加入２％Ｈ３ＢＯ３５０ｍＬ
和２～３滴指示剂，用０．０５ｍｏｌ／ＬＨＣｌ滴定接收瓶内的溶液，
滴定溶液由绿色变成淡紫色或灰色时为滴定终点，记下消耗

ＨＣｌ的体积（ｍＬ），计算粗蛋白质含量。
１．２．６　正交试验设计　在单因素试验的基础上，采用
Ｌ９（３

４）正交试验法对基质配比、温度、水料比以及培养时间

这４个影响因素进行优化，每组试验重复３次，正交试验因素
水平见表１。

表１　正交因素水平表

因素
Ａ：菌渣 ∶麸皮
（ｇ∶ｇ）

Ｂ：水料比
（ｍＬ∶ｇ）

Ｃ：温度
（℃）

Ｄ：发酵时间
（ｈ）

１ １０∶０ １∶２．０ ３０ ４８
２ ９∶１ １∶２．５ ３５ ７２
３ ８∶２ １∶３．０ ４０ ９６

２　结果与分析

本研究探讨了不同基质配比、不同温度、不同水料比以及

不同培养时间对酵母菌发酵蛋白质含量的影响，并在单因素

试验的基础上，采用Ｌ９（３
４）正交试验法对基质配比、温度、水

料比以及培养时间４个因素进行优化。
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２．１　不同基质配比对粗蛋白含量的影响
由图１可知，优化后的蛋白含量显著高于未发酵样品的

蛋白含量（７．８％）。在１ｍＬ∶２．５ｇ的水料比、１３％ 接种量、
３０℃培养９６ｈ条件下，不同基质配比所获蛋白质含量呈现显
著差异。当菌渣与麸皮以质量比９∶１的比例混合时，粗蛋白
质含量可达最高值（１８．３％），与纯菌渣组和质量比９∶１菌
渣玉米粉组呈现显著差异。这可能是因为在培养基的发酵体

系中，麸皮含有较丰富的营养组分，其所含糖分、蛋白质、维生

素和矿物质等都是菌种发酵所必需的物质。因此，添加麸皮

有利于菌体生长。同时，麸皮质地粗糙，能增强物料通透性，

促进菌生长。添加玉米粉的培养基，粗蛋白质含量增加不明

显，仅为１２．１％，这可能是由于玉米粉颗粒较细，易使培养基
黏性大、结块、通透性差，从而不利于菌体生长。

２．２　不同温度对粗蛋白含量的影响
图２显示，在１ｍＬ∶２．５ｇ的水料比、１３％接种量、菌渣

和麸皮质量比９∶１、培养９６ｈ的条件下，不同温度下所获蛋白

质含量呈显著差异。蛋白质含量随温度升高而增加，当温度为

３０℃ 时，蛋白质含量达最高值，３０℃也是酵母菌体较为适宜
的生长温度。当温度升至３５℃时，蛋白质含量开始随温度升
高而降低，这可能是由于温度过高，加快了发酵物的水分蒸发，

造成了不利于菌体生长的环境，从而降低蛋白质含量。

２．３　不同水料比对粗蛋白含量的影响
菌体的生长需要适宜的水分，固态发酵物料中的含水量

是影响蛋白质产量的重要因素之一。由图３可知，在菌渣和
麸皮质量比９∶１、１３％接种量、３０℃培养９６ｈ条件下，不同
水料比会使蛋白质含量呈显著现差异。水料比为１ｍＬ∶１．０
ｇ时，粗蛋白含量最低，仅有１０．８％；当水料比为１ｍＬ∶２．５ｇ
时，粗蛋白质含量高达１７．７％；当水料比为１ｍＬ∶３．０ｇ时，
粗蛋白量降低至１５３％。基质水分过多，培养基易黏结，多
孔性降低，通透性削弱，基质易变质，杂菌易污染；含水量过

低，则会降低培养基的膨胀程度，妨碍菌体利用基质营养，从

而影响菌体生长，导致菌体生长不完全，蛋白质含量低。

２．４　不同发酵时间对粗蛋白含量的影响
由图４可知，在１ｍＬ∶２．５ｇ的水料比、菌渣和麸皮质量

比９∶１、１３％接种量、３０℃培养条件下，不同发酵时间下蛋白
质含量呈现显著差异。发酵初始，粗蛋白含量随时间增加而

增长，当发酵９６ｈ时粗蛋白含量高达 １７．６％；随着发酵时间
延长至１２０ｈ，蛋白质含量降低至１５．７％。由此可见，当发酵
２４ｈ时，菌体没有达到完全生长，随着时间的延续，菌体逐渐
成熟。在发酵９６ｈ时，菌体生长最佳。发酵１２０ｈ后，菌体有
可能已经完成了生长周期，表现出衰退或死亡的现象，并引起

菌体的自溶现象，从而降低粗蛋白含量。

２．５　固态发酵条件的正交优化
在单因素试验的基础上，采用Ｌ９（３

４）正交试验法对基质

配比、温度、水料比以及培养时间这４个影响因素进行优化，

结果见表２。极差分析结果显示，影响粗蛋白含量影响因素
主次顺序分别为基质配比＞发酵时间 ＞温度 ＞水料比；方差
分析结果也显示，基质配比是影响粗蛋白含量的主要因素。

固体发酵菌渣蛋白饲料工艺中的最优组合为Ａ３Ｂ２Ｃ１Ｄ３，即在
酵母菌接种量１３％条件下，菌渣 ∶麸皮质量比为８∶２、水料
比１ｍＬ∶２．５ｇ、３０℃下培养９６ｈ，发酵物的粗蛋白含量可达
１８．４３％。

表２　发酵工艺正交试验结果

序号 Ａ Ｂ Ｃ Ｄ 粗蛋白质含量（％）
１ １ １ １ １ １４．３７
２ １ ２ ２ ２ １４．７２
３ １ ３ ３ ３ １５．５９
４ ２ １ ２ ３ １６．８３
５ ２ ２ ３ １ １５．６４
６ ２ ３ １ ２ １５．７７
７ ３ １ ３ ２ １５．４９
８ ３ ２ １ ３ １８．４９
９ ３ ３ ２ １ １６．４７
ｋ１ １４．８９ １５．５６ １６．２１ １５．４９
ｋ２ １６．０８ １６．２８ １６．０１ １５．３２
ｋ３ １６．８１ １５．９４ １５．５７ １６．９７
Ｒ １．９２ ０．７２ ０．６４ １．６４

３　结论与讨论

本研究分析了固态发酵菌体蛋白饲料的生产工艺，研究

各因素对蛋白质含量影响的主次顺序，并通过正交试验优化
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菌渣固态发酵菌体蛋白饲料工艺。试验结果表明，影响蛋白

质含量的主次因素依次为基质配比、发酵时间、温度、水料比。

在酵母菌接种量１３％条件下，菌渣 ∶麸皮质量比为８∶２、水
料比１ｍＬ∶２．５ｇ、３０℃下培养９６ｈ，发酵物的粗蛋白含量可
达峰值（１８．４３％）。

本试验所用菌渣是金顶侧耳菌菇多糖提取后的废料，具

有一定水分，易腐烂发臭，不易保存，如果直接排放会造成环

境污染。菌渣含有比较丰富的营养物质［５］。试验前测得未

经固体发酵的菌渣粗蛋白质含量约为７．８％，条件优化后蛋
白含量升高到１８．４３％。因而，以菌渣作为发酵的主料，再添
加一些辅料，采用酵母菌协同固态发酵技术，可将菌残渣转化

为蛋白含量较高的饲料，能大幅提高饲料的营养价值，从而建

立高效的资源循环再利用系统。
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　　摘要：为了探讨荷叶总黄酮对Ｈ２Ｏ２诱导的ＰＣ１２细胞损伤的保护作用及机制，建立以Ｈ２Ｏ２诱导大鼠肾上腺嗜铬

细胞瘤细胞（ＰＣ１２）为氧化应激损伤模型，通过四甲基偶氮唑盐（ＭＴＴ）比色法检测正常细胞的存活率与损伤程度，用
试剂盒测定不同浓度荷叶总黄酮对Ｈ２Ｏ２刺激ＰＣ１２细胞中超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）、过氧化氢酶（ＣＡＴ）活力、丙二醛

（ＭＤＡ）、蛋白质羰基含量的影响并检测 Ｃａｓｐａｓｅ－３活力的变化；ＲｅａｌＴｉｍｅＰＣＲ检测胞浆内 Ｂｃｌ－２与 Ｂａｘ的基因
ｍＲＮＡ的表达。结果表明荷叶总黄酮能显著提高Ｈ２Ｏ２损伤的ＰＣ１２细胞存活率，显著减少Ｈ２Ｏ２刺激的ＰＣ１２细胞中

ＭＤＡ与蛋白质羰基的生成，显著提高ＣＡＴ活性，但对提高ＳＯＤ活性不显著。ＰＣ１２细胞损伤可增加凋亡相关蛋白Ｂａｘ
ｍＲＮＡ的表达，加入荷叶总黄酮后有降低作用；同时Ｈ２Ｏ２使Ｂｃｌ－２ｍＲＮＡ的表达降低，加入荷叶总黄酮后有提高作

用。荷叶总黄酮在给药浓度较低的情况下，对Ｈ２Ｏ２损伤的 ＰＣ１２细胞发挥着明显的保护作用，其作用机制可能与抑

制线粒体途径的细胞凋亡有关。
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　　神经系统疾病（阿尔茨海默病、帕金森病和中风）的病理
机制大多是由于氧化应激损伤神经元细胞造成的［１］。众所

周知，生物体在维持生命活动时，会产生必要的氧自由基，但

是过量的氧自由基在体内堆积往往会造成脂质过氧化、蛋白

质和 ＤＮＡ的氧化，以及防御系统如 ＳＯＤ、ＣＡＴ和 ＧＰＸ等变
化，这就会加速细胞的损伤或死亡。由于脑神经细胞膜通透

性较高且富含多种不饱和脂肪酸，其氧代谢率极高，最终就会

引起其抗氧化能力差，因此脑组织更易遭受自由基的损伤。

寻找具有抗氧化应激作用的天然药物对于治疗神经系统疾病

具有重要的临床意义［２－４］。目前神经元细胞模型的建立大多

采用大鼠肾上腺嗜铬细胞瘤细胞（ＰＣ１２）损伤模型，这是因为
ＰＣ１２细胞无论在形态、结构和功能上，都具有与神经元细胞
相似的诸多特征，且能与原代培养的神经细胞说明一致的

问题［５］。

荷叶为睡莲科多年生水生草本植物莲（Ｎｅｌｕｍｂｏｎｕｃｉｆｅｒａ
Ｇａｅｒｔｎ．）的叶子。先前的研究表明，荷叶在食用和药用两方
面都具有较广泛的应用，尤其作为一种减肥茶深受人们的喜

爱，荷叶含有的黄酮类化合物为其主要的有效成分。荷叶总

黄酮在生命现象中参与多种细胞活动，对其研究多集中在荷

叶黄酮具有降脂减肥、抗自由基、抗氧化、抑菌、抗病毒、防衰

老等多种生理活性上［６－１０］，对其神经系统的保护作用未见报

道。本研究以Ｈ２Ｏ２诱导的ＰＣ１２细胞为模型，研究荷叶总黄
酮对ＰＣ１２细胞抗凋亡效果，探讨荷叶总黄酮在氧化损伤相
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