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　　摘要：以海藻渣为研究对象，使用自制复合菌剂进行发酵，以甲醛含量作为主要评价指标，在单因素试验基础上，
采用正交试验优化发酵工艺条件。结果表明，复合菌剂发酵海藻渣最佳工艺条件为培养基组成为海藻渣１００ｇ、麸皮
２０ｇ、豆粕２５ｇ，发酵温度为４５℃，发酵时间为１０ｄ，复合菌剂接菌量为５％，海藻渣采用优化工艺经复合菌发酵后甲
醛含量可由３６７．８８ｍｇ／ｋｇ降至５７．１４ｍｇ／ｋｇ。
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　　我国海藻养殖量居世界首位。海藻工业产值在海洋经济
中占有重要地位。海藻营养丰富，具有药用、食用等多种用

途［１］。海藻渣是褐藻（海带、巨藻等）经过一系列工序提取海

藻胶、碘、甘露醇等产品后所剩余的废弃物［２］。研究发现，海

藻渣内仍有大量的营养物质（如蛋白质）和粗纤维，且其蛋白

质组成中精氨酸、赖氨酸、蛋氨酸、半胱氨酸含量较高，因而有

可能成为食品原料或动物饲料的组成成分［３］。尽管如此，由

于海藻加工过程中浸泡工序使用甲醛作为固色剂［４］，致使藻

渣因甲醛残留高，加之海藻渣粗纤维含量高达３５％以上，海
藻渣不宜直接用于动物饲料。目前，我国海藻加工企业将大

部分海藻渣经简单沤制后用作肥料，对农作物具有一定的营

养、抗病、增产的功效［５－６］。但是，现有海藻渣的利用效率不

高，亟待进行高值化利用研究。

利用微生物发酵，改善食物的口感、风味，甚至生产出高

值化功能性产品，已经深入人类生活的诸多方面［７－１２］。微生

物发酵饲料早在２０世纪９０年代就在我国被广泛应用，分别
经历了糖化饲料、酵母饲料以及如今的微生物发酵饲料发展

阶段［１３］。由于海藻渣组成的特殊性，将其作为饲料的研究备

受关注。韩玲证实了海藻粉作为饲料添加剂的可行性［１４］。

然而，采用海藻渣作为饲料添加剂，尚面临海藻生产过程中因

使用甲醛造成的蛋白质结构改变（交联）问题，从而影响其作

为动物饲料蛋白质的吸收利用。本研究利用自制复合菌剂，

以甲醛含量为评价指标，对海藻渣发酵工艺进行探索，以期为

将海藻渣作为动物饲料添加剂利用奠定基础。

１　材料与方法

１．１　材料
海藻渣、麸皮、红糖、豆粕均为市售。复合菌剂由青岛大

学生命科学学院自制。甲醛标准溶液从中国计量科学研究院

购置。

１．２　仪器与设备
电子天平［奥豪斯仪器（上海）有限公司］；电热恒温培养

箱（上海一恒科学仪器有限公司）；７２１Ｇ型可见分光光度计
（上海精密仪器有限公司）；１０１－３Ａ型电热鼓风干燥箱（天
津市泰斯特仪器有限公司）。

１．３　方法
１．３．１　原料处理　海藻渣为烘干的颗粒状固体，过２０目筛，
放置阴凉干燥处备用。

自制复合菌剂配制：将无菌水、红糖、菌粉按质量比

１５∶１∶０．１比例配制，３０～４０℃活化５～７ｄ后，经 ｐＨ试纸
测试显酸性则为活化成功，密封备用。

１．３．２　复合菌剂发酵海藻渣的工艺　参照文献［１５－１６］中
复合菌剂发酵海藻渣的工艺，并加以改进。取１００ｇ海藻渣，
分别添加一定量的麸皮、豆粕作为碳源、氮源，混匀后加入稀

释后的菌液，添加量以握手成团、松开即散的程度为准。在一

定温度下厌氧培养、固态发酵，直至发酵品发出浓郁酒曲香味

为发酵终点。

１．３．３　甲醛含量测定　采用乙酰丙酮分光光度法对甲醛含
量进行检测［１７－１８］。

乙酰丙酮溶液制备：将乙酸铵２５ｇ、冰乙酸３ｍＬ、乙酰丙
酮溶液０．２５ｍＬ试剂定容至１００ｍＬ水中。

标准曲线制作：配制１０．４μｇ／ｍＬ甲醛标准溶液，分别吸
取０、０．１、０．２、０．４、０．６、０．８、１．０ｍＬ甲醛标准溶液，加入到
２５ｍＬ具塞比色管中，加水至１０ｍＬ，分别加入２ｍＬ乙酰丙酮
溶液，混匀后于１００℃水浴中加热１５ｍｉｎ。取出冷却后，于波
长４１２ｎｍ处测定吸光度。每个处理重复３次。以甲醛浓度
为横坐标、吸光度为纵坐标绘制标准曲线，得出回归方程。

样品处理：称取样品１５ｇ，用１００ｍＬ５０℃蒸馏水洗入
２５０ｍＬ容量瓶中，加入１０ｍＬ冰醋酸，８５℃水浴１ｈ，取出冷
却至室温，加入亚铁氰化钾溶液２．５ｍＬ、乙酸锌溶液２．５ｍＬ
以除去蛋白质，以蒸馏水定容，摇匀静置，去除上层脂肪。经

过滤，舍弃３０ｍＬ初滤液，再过滤得待测滤液。
显色反应：取样品滤液２ｍＬ于比色管中，定容至１０ｍＬ，

—５９４—江苏农业科学　２０１６年第４４卷第９期



加入乙酰丙酮溶液２ｍＬ于１００℃水浴中反应１５ｍｉｎ，取出冷
却，于波长４１２ｎｍ处测吸光度，根据标准曲线计算甲醛含量：
样品中甲醛含量（ｍｇ／ｋｇ）＝标准曲线算得甲醛含量（μｇ／ｍＬ）×
１２５／１５。　
１．３．４　复合菌剂发酵海藻渣的单因素试验　以乙酰丙酮法
测定发酵样品甲醛含量，以此评价发酵效果并确定单因素数

值范围。

１．３．４．１　麸皮添加量的选择　取海藻渣１００ｇ，分别添加５、
１０、１５、２０、２５ｇ麸皮，２０ｇ豆粕，接入质量分数３％的菌液，调
节湿度后放入３７℃恒温培养箱发酵６ｄ。
１．３．４．２　豆粕添加量的选择　取海藻渣１００ｇ，添加２０ｇ麸
皮，分别添加１０、１５、２０、２５、３０ｇ豆粕，接入质量分数３％的菌
液，调节湿度后放入３７℃恒温培养箱发酵６ｄ。
１．３．４．３　接种量的选择　取海藻渣１００ｇ，添加２０ｇ麸皮，
２５ｇ豆粕，分别接入质量分数１、２、３、４、５、６％的菌液，调节湿
度后放入３７℃恒温培养箱发酵６ｄ。
１．３．４．４　发酵温度的选择　取海藻渣１００ｇ，添加２０ｇ麸皮，
２５ｇ豆粕，接入质量分数５％的菌液，调节湿度后分别放入
２９、３３、３７、４１、４５℃恒温培养箱发酵６ｄ。
１．３．４．５　发酵时间的选择　取海藻渣１００ｇ，添加２０ｇ麸皮，
２５ｇ豆粕，接入质量分数５％的菌液，调节湿度后放入４１℃
恒温培养箱分别发酵４、６、８、１０、１２ｄ。
１．３．５　正交试验方案设计　根据单因素试验结果，在复合菌
接种量为５％条件下，选用Ｌ９（３

４）正交试验表，综合考察麸皮

添加量、豆粕添加量、发酵温度、时间对复合菌剂发酵海藻渣

的影响。正交试验因素与水平见表１。

表１　复合菌剂发酵海藻渣工艺条件试验因素与水平

水平

因素

Ａ：麸皮添
加量（％）

Ｂ：豆粕添
加量（％）

Ｃ：发酵
温度（℃）

Ｄ：发酵
时间（ｄ）

１ １０ １５ ３７ ８
２ １５ ２０ ４１ １０
３ ２０ ２５ ４５ １２

１．４　数据分析
试验数据采用ＳＰＳＳ１９．０软件分析。

２　结果与分析

２．１　海藻渣中甲醛含量的测定结果
按照“１．３．３”节中的方法制作甲醛标准曲线，得出回归

方程：ｙ＝０．０２１ｘ＋０．００６（ｒ２＝０．９９９３）。测得原海藻渣中甲
醛含量为３６７．８７５ｍｇ／ｋｇ。
２．２　单因素试验结果
２．２．１　麸皮添加量对甲醛含量的影响　由图１可知，在一定
范围内，海藻渣发酵品发酵前后甲醛含量的差值随麸皮添加

量增加而增加，当麸皮添加量为１５％时，经复合菌发酵的海
藻渣中甲醛含量下降最多，随后下降量减少。这可能是因为

麸皮添加量过多时，复合菌过多地利用麸皮，而减少了对海藻

渣的降解。

２．２．２　豆粕添加量对甲醛含量的影响　由图２可知，在一定
范围内，海藻渣发酵品发酵前后甲醛含量差值随豆粕添加量

增加而增加，当豆粕添加量为２０％时，经复合菌发酵的海藻

渣中甲醛含量下降最多，随后下降量减少。这可能是因为豆

粕添加量过多时，复合菌更多地分解豆粕，减少了对海藻渣的

降解。

２．２．３　复合菌剂接种量对甲醛含量的影响　由图３可知，海
藻渣发酵品甲醛含量随着复合菌剂接种量的增加而逐渐降

低，当复合菌剂接种量超过５％后，发酵品中甲醛含量不再有
明显降低，这可能是因为复合菌剂达到了最大发酵接种量。

２．２．４　发酵温度对甲醛含量的影响　由图４可知，在一定范
围内，海藻渣发酵品甲醛含量随发酵温度的升高而降低，当发

酵温度达４１℃时，发酵品中甲醛含量最低；当发酵温度继续
升高，发酵品中甲醛含量随之增多。说明４１℃为复合菌降解
甲醛的最佳温度，这可能是因为温度过高抑制了复合菌生长

及分解作用，不利于海藻渣降解。

２．２．５　发酵时间对甲醛含量的影响　由图５可知，海藻渣发
酵品中甲醛含量随发酵时间延长而降低，当发酵时间超过

１０ｄ时，发酵品中甲醛含量随发酵时间延长不再明显降低，
这可能因为发酵产物抑制了复合菌生长，降低了其分解海藻

渣的能力。
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２．３　正交试验结果
由表２中的极差（Ｒ）值可知，各因素对甲醛含量影响的

大小顺序依次为发酵温度＞发酵时间＞豆粕添加量＞麸皮添
加量。通过分析ｋ１、ｋ２、ｋ３可知，最优工艺组合为 Ａ３Ｂ３Ｃ３Ｄ２，
在该条件下，发酵的海藻渣样品，甲醛含量由未经发酵的

３６７．８８ｍｇ／ｋｇ降至发酵后的５７．１４ｍｇ／ｋｇ，该结果均小于９
组正交试验结果，证明该工艺所得最优组合的可靠性。

表２　复合菌剂发酵海藻渣工艺正交试验结果

处理
Ａ：麸皮
添加量

Ｂ：豆粕
添加量

Ｃ：发酵
温度

Ｄ：发酵
时间

甲醛含量

（ｍｇ／ｋｇ）

１ １ １ １ １ １１０．３０
２ １ ２ ２ ２ ７１．０３
３ １ ３ ３ ３ ５９．５２
４ ２ １ ２ ３ ７４．６０
５ ２ ２ ３ １ ７３．８１
６ ２ ３ １ ２ ８０．５６
７ ３ １ ３ ２ ６０．３２
８ ３ ２ １ ３ ８１．３５
９ ３ ３ ２ １ ８２．１４
ｋ１ ８０．２８３ ８１．７４０ ９０．７３７ ８８．７５０
ｋ２ ７６．３２３ ７５．３９７ ７５．９２３ ７０．６３７
ｋ３ ７４．６０３ ７４．０７３ ６４．５５０ ７１．８２３
Ｒ ５．６８０ ７．６６７ ２６．１８７ １８．１１３

３　结论与讨论

以海藻加工废渣为原料，辅以麸皮、豆粕为碳源、氮源，以

复合菌为发酵菌剂进行发酵，开展单因素试验及正交试验。

结果表明：在海藻渣中添加２０％麸皮和２５％豆粕，在４５℃下
发酵 １０ｄ，发酵产物中甲醛含量最低，甲醛含量可由
３６７．８８ｍｇ／ｋｇ降至５７．１４ｍｇ／ｋｇ。

本研究通过复合菌发酵海藻渣，降解其生产加工过程中

变性的纤维素及蛋白质，释放并利用海藻加工时大量残留的

甲醛，该工艺方法具有可行性。本研究为海藻渣应用于牲畜、

鱼类饲料或其他高值化应用奠定了基础。
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