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摘要:利用中心组合响应面法优化了以玉米酒糟离心上清液为原料、产朊假丝酵母为菌种发酵生产单细胞蛋白的工艺ꎮ 首

先通过单因素优化法优化了培养条件ꎬ采用 Ｐｌａｃｋｅｔｔ－Ｂｕｒｍａｎ(ＰＢ)设计试验筛选出影响发酵效果的显著性因素ꎬ再通过响应面

优化试验确定最优条件ꎮ 试验结果表明ꎬ采用廉价易得的碳氮源玉米糖化醪及尿素ꎬ最优培养基组成为糖化醪体积分数为

１７％ꎬρ(尿素)＝ ０􀆰 ８ ｇ / Ｌꎻ在最优条件下开展了 ３􀆰 ７ Ｌ 发酵罐流加发酵试验ꎬ发酵液中粗蛋白干基质量分数达到 ２９􀆰 ４％ꎬ较发酵

前提高 ３８􀆰 ０％ꎮ
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　 　 玉米酒糟是一种营养价值很高的蛋白质饲

料[１]ꎬ玉米酒糟离心上清液是酒糟经离心分离后得

到的上清液ꎬ酸度高、黏度大、组成成分复杂ꎬ是一种

高浓度有机废水[２]ꎬ不含重金属元素和有毒物ꎬ根
据储存条件的不同易快速发生分解[３]ꎬ若直接当作

废弃物排放ꎬ不仅造成资源的极大浪费ꎬ也对环境产

生污染[４－５]ꎮ 同时ꎬ离心上清液中粗蛋白干基质量

分数为 １６％~２０％ꎬ远低于玉米酒糟饲料 ＤＤＧＳ(质
量分数为 ２６％~２８％)ꎬ若将其直接用于生产 ＤＤＧＳꎬ
必定降低 ＤＤＧＳ 的蛋白含量ꎬ可通过发酵的方式提

高离心上清液中的蛋白含量ꎬ进而提升 ＤＤＧＳ 的品

质[６]ꎮ 因此ꎬ离心上清液发酵生产高蛋白饲料对于

玉米乙醇工业具有重要意义ꎮ
产朊假丝酵母具有较强的将无机氮转化为有机

氮的能力ꎬ并且在其发酵过程中会产生大量的生物

活性物质[７－８]ꎬ因此ꎬ产朊假丝酵母广泛用于单细胞

蛋白饲料行业ꎬ具有广阔的应用前景[９]ꎮ 笔者以玉

米酒精工业副产物—离心上清液为原料ꎬ产朊假丝

酵母 为 菌 种 发 酵 生 产 单 细 胞 蛋 白[１０－１１]ꎬ 采 用

Ｐｌａｃｋｅｔｔ－Ｂｕｒｍａｎ(ＰＢ)设计试验筛选出影响发酵效
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果的显著性因素ꎬ再通过中心组合响应面法优化试

验并确定最优条件[１２－１６]ꎬ以期为离心上清液生产单

细胞蛋白提供试验依据ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料与试剂

离心上清液、玉米糖化醪(葡萄糖质量浓度为

２１５ ｇ / Ｌ)ꎬ吉林燃料乙醇有限公司生产ꎻ朊假丝酵

母ꎬ中国工业微生物菌种保藏管理中心生产ꎬ保存条

件为 ４℃ꎻ蛋白胨、酵母粉为生化试剂ꎻ葡萄糖、尿
素、磷酸氢二铵均为分析纯ꎻ平面培养基:葡萄糖

２０ ｇ / Ｌ、蛋白胨 ２０ ｇ / Ｌ、酵母粉 １０ ｇ / Ｌ、琼脂 ２０ ｇ / Ｌꎻ
种子培养基:葡萄糖 ２０ ｇ / Ｌ、蛋白胨 ２０ ｇ / Ｌ、酵母粉

１０ ｇ / Ｌꎮ
１􀆰 ２　 仪器与设备

恒温恒湿培养箱:ＨＷＳ－２５０ 型ꎻ超净工作台:
ＳＷ－ＣＪ－１ＦＤ 型ꎻ离心机:Ａｎｋｅ ＴＧＬ－１６Ｇ 型ꎻ凯氏定

氮仪:Ｋ１２Ａ 型ꎻ高压灭菌锅:３８７０ＥＬＶＣ－Ｄ 型ꎻ生物

传感分析仪:ＳＢＡ－４０Ｘ 型ꎻ３􀆰 ７ Ｌ 发酵罐:比欧 ３􀆰 ７ Ｌ
四联罐ꎮ
１􀆰 ３　 方法

１􀆰 ３􀆰 １　 分析方法

(１)粗蛋白含量的测定ꎮ 粗蛋白含量采用凯氏

定氮法进行测定[１７]ꎮ
(２)真蛋白含量的测定ꎮ 取 ３０ ｍＬ 发酵液ꎬ于

１０ ０００ ｒ / ｍｉｎ 下离心 ５ ｍｉｎꎬ离心所得菌体用蒸馏水

洗涤 ３ 次后于 ６５℃下烘干至恒重ꎮ 烘干部分采用

凯氏定氮法测定其蛋白含量ꎮ
(３)菌体浓度的测定ꎮ 在单因素优化生产朊假

丝酵母培养条件试验时ꎬ采用比浊法测定发酵液中

的菌体浓度[１８]ꎮ

产单细胞蛋白的性能指标计算式为:
容积生产率 ＝ 菌体浓度 / 发酵时间(ｇ􀅰Ｌ －１􀅰ｈ －１) (１)

　 　 单位碳源菌体产出量计算式为:
单位碳源菌体产出量 ＝

菌体量 / 碳源消耗量(ｇ 菌体 / ｇ 碳源) (２)

１􀆰 ３􀆰 ２　 试验方法

(１)单因素优化培养条件ꎮ 采用单因素试验的

方法考察产朊假丝酵母在不同条件下的发酵效果ꎬ
各因素的水平梯度设置分别为:发酵时间为 １５、２４、
３３、３８、４５ ｈꎻ发酵温度为 ２６、２８、３０、３２、３４℃ꎻ培养基

初始 ｐＨ 为 ３􀆰 ５、４􀆰 ５、５􀆰 ５、６􀆰 ５、７ꎬ接种量(体积分数)
为 ２％、５％、１０％、１５％、２０％ꎻ摇床转速为 １００、１５０、
１８０、２００、２３０ ｒ / ｍｉｎ[１９]ꎮ

(２)优化碳源与氮源质量比ꎮ 在单因素优化得

到的培养条件下ꎬ对培养基中的葡萄糖及蛋白胨质

量比(１ ∶１、３ ∶１、５ ∶１、８ ∶１、９ ∶１)进行优化ꎮ
(３)响应面法优化发酵工艺条件ꎮ 在上述产朊

假丝酵母培养条件及培养基碳源与氮源质量比优化

的基础上ꎬ用糖化醪(葡萄糖质量浓度为 ２３０ ｇ / Ｌ)
提供碳源ꎬ采用响应面法并依据 Ｐｌａｃｋｅｔｔ －Ｂｕｒｍａｎ
(ＰＢ)试验原理设计 ７ 因素 ２ 水平试验ꎬ显著性因素

筛选试验因素水平如表 １ 所示ꎮ
表 １　 显著性因素筛选试验设计

　 　 　 因素水平 ＋１ －１

固含量 / ％ ５􀆰 ５ １１􀆰 ０

糖化醪体积分数 / ％ １０ ３０

ρ(葡萄糖) / (ｇ􀅰Ｌ－１) ２０ ６０

ρ(磷酸氢二铵) / (ｇ􀅰Ｌ－１) ５ １５

ρ(尿素) / (ｇ􀅰Ｌ－１) ２􀆰 ５ ７􀆰 ５

ｐＨ ４ ６􀆰 ５

接种量 / ％ ２ １０

温度 / ℃ ２５ ３２

􀤜􀤜􀤜􀤜􀤜􀤜􀤜􀤜􀤜􀤜􀤜􀤜􀤜􀤜􀤜􀤜􀤜􀤜􀤜􀤜􀤜􀤜􀤜􀤜􀤜􀤜􀤜􀤜􀤜􀤜􀤜􀤜􀤜􀤜􀤜􀤜􀤜􀤜􀤜􀤜􀤜􀤜􀤜􀤜􀤜􀤜􀤜
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　 　 (４)３􀆰 ７ Ｌ 发酵罐试验ꎮ 利用 ３􀆰 ７ Ｌ 发酵罐ꎬ采
用流加糖化醪清液的方式ꎬ在优化得到的最佳条件

下开展产朊假丝酵母发酵产单细胞蛋白 ３􀆰 ７ Ｌ 发酵

罐试验ꎮ

２　 结果与分析

２􀆰 １　 单因素培养条件的优化

以单位碳源菌体产出量为评价指标ꎬ产朊假丝

酵母在不同发酵时间、发酵温度、培养基中初始 ｐＨ、
接种量、摇床转速条件下的发酵效果如图 １ 所示ꎮ

(ａ)发酵温度对发酵效果的影响 (ｂ)发酵时间对发酵效果的影响

(ｃ)ｐＨ 对发酵效果的影响 (ｄ)接种量对发酵效果的影响

(ｅ)摇床转速对发酵效果的影响

图 １　 单因素对产朊假丝酵母发酵效果的影响

图 １(ａ)中可以看出ꎬ当温度为 ３０℃时ꎬ单位碳

源菌体产出量达到最大ꎮ 因此ꎬ选择发酵温度为

３０℃ꎮ 从图 １(ｂ)中可以看出ꎬ发酵至 ３３ ｈ 左右葡

萄糖消耗殆尽ꎬ到达发酵终点ꎬ由于营养的不足ꎬ生
长环境逐渐恶劣ꎬ在这之后菌体浓度不再增加ꎬ故最

佳发酵时间在 ３３ ｈ 左右ꎮ 由从图 １( ｃ)中可以看

出ꎬ在 ｐＨ 为 ４􀆰 ５ 时的菌体浓度最高ꎬ因此ꎬ选择初

始 ｐＨ 为 ４􀆰 ５ꎮ 从图 １(ｄ)中可以看出ꎬ当接种量大

于 １０％(体积分数)时ꎬ增加速率放缓ꎬ同时较高的

接种量会增加成本的投入ꎻ接种量过低ꎬ菌体生长缓

慢ꎬ发酵时间延长ꎮ 综合考虑ꎬ接种量为 １０％(体积

分数)时发酵效果最好ꎮ 从图 １(ｅ)中可以看出ꎬ摇
床转速为 １８０ ｒ / ｍｉｎ 时ꎬ单位碳源菌体产出量最大ꎬ
因此最佳转速为 １８０ ｒ / ｍｉｎꎮ
２􀆰 ２　 碳源与氮源质量比的优化

产朊假丝酵母在培养基中首先利用葡萄糖[２０]ꎬ
结合吉林燃料乙醇有限公司的生产装置ꎬ以糖化醪

(葡萄糖质量浓度为 ２３０ ｇ / Ｌ)为碳源最为经济、合
理ꎬ选择有机氮源蛋白胨为氮源[２１]ꎬ产朊假丝酵母

在不同碳源与氮源质量比培养基中的发酵性能如

表 ２ 所示ꎮ
表 ２　 产朊假丝酵母在不同碳源与氮源质量比

培养基中的发酵性能

编号 １ ２ ３ ４ ５

碳源与氮源质量比 １ ∶１ ３ ∶１ ５ ∶１ ８ ∶１ ９ ∶１

菌体质量浓度 / (ｇ􀅰Ｌ－１) ２１􀆰 １８ ２９􀆰 ３９ ３５􀆰 １５ ４６􀆰 ０３ ４９􀆰 ９４

容积生产率 / (ｇ􀅰Ｌ－１􀅰ｈ－１) １􀆰 ４１ １􀆰 ４０ ０􀆰 ９５ ０􀆰 ７３ ０􀆰 ７０

单位碳源菌体产出量 /

　 [ｇ(菌体)􀅰ｇ(碳源) －１]

１􀆰 ０６ ０􀆰 ４８ ０􀆰 ３５ ０􀆰 ２８ ０􀆰 ２５

由表 ２ 可以看出ꎬ碳源与氮源质量比高的培养

基中产朊假丝酵母的生长更旺盛ꎬ菌体质量浓度逐

渐增加ꎬ但容积生产率及单位碳源菌体产出量却依

次降低ꎮ 这是由于高碳源与氮源质量比(葡萄糖质

量浓度高)抑制酵母的生长或者酵母消耗的碳源没

有完全用于菌体生长ꎬ而是代谢了其他副产物ꎮ 因

此ꎬ低的碳源与氮源质量比适于产朊假丝酵母菌体

的积累ꎬ培养基中适宜的碳源与氮源质量比为 １ ∶１ꎮ
２􀆰 ３　 响应面法优化发酵工艺条件

２􀆰 ３􀆰 １　 筛选显著性因素

在单因素试验基础上ꎬ利用 ＰＢ 设计筛选出显

著性因素ꎬ以单位碳源菌体产出量为响应值ꎬ利用

Ｍｉｎｉｔａｂ１５ 软件完成分析因子设计ꎮ 试验结果如表 ３
所示ꎬ各因素的系数估计和效应评价如表 ４ 所示ꎮ

表 ３　 ＰＢ 试验设计结果

序号 １ ２ ３ ４ ５ ６

单位碳源菌体产出量 /

　 (ｇ􀅰ｇ－１)

０􀆰 ５１ ０􀆰 ７８ ０􀆰 ２５ ０􀆰 ２８ ０􀆰 ９０ ０􀆰 ３７

序号 ７ ８ ９ １０ １１ １２

单位碳源菌体产出量 /

　 (ｇ􀅰ｇ－１)

０􀆰 ３３ ０􀆰 ７１ ０􀆰 ７２ ０􀆰 ６１ ０􀆰 ４５ ０􀆰 ３６
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表 ４　 各因素的系数估计和效应评价

项目 系数标准误差 Ｔ 检验 Ｐ

常量 ０􀆰 ０２７５ １９􀆰 ０３ ０􀆰 ０００

糖化醪体积分数 ０􀆰 ０２７５ －６􀆰 ６１ ０􀆰 ００３

磷酸氢二铵 ０􀆰 ０２７５ ２􀆰 ６９ ０􀆰 ０５５

固含量 ０􀆰 ０２７５ －０􀆰 ８３ ０􀆰 ４５５

尿素 ０􀆰 ０２７５ ０􀆰 ６０ ０􀆰 ５８２

ｐＨ ０􀆰 ０２７５ ０􀆰 ４７ ０􀆰 ６６４

接种量 ０􀆰 ０２７５ －０􀆰 ２８ ０􀆰 ７９２

温度 ０􀆰 ０２７５ ０􀆰 １７ ０􀆰 ８７１

由表 ４ 可以看出ꎬ在所考察的 ７ 个因素中ꎬ只有

糖化醪体积分数的 Ｐ 值小于 ０􀆰 ０５(Ｐ 为 ０􀆰 ００３)ꎬ说
明糖化醪体积分数是影响产朊假丝酵母发酵生产单

细胞蛋白的显著性因素ꎮ 此外ꎬ考虑到发酵过程不

仅需要 Ｃ 源ꎬ还需要 Ｎ、Ｐ 等微量元素ꎬ因此ꎬ在糖化

醪体积分数为显著性因素的条件下ꎬ还需进一步对

磷酸氢二铵、尿素 ２ 种物质的浓度进行优化ꎬ以确定

发酵培养基的最佳组成ꎮ
２􀆰 ３􀆰 ２　 响应面优化发酵培养基组成

采用中心组合响应面法对发酵培养基的组成进

行优化ꎬ首先确定糖化醪体积分数、ρ(磷酸氢二铵)
及 ρ(尿素)的中心点及步长ꎬ进行最陡爬坡试验ꎬ以
发酵前后真蛋白质量分数的增加率为指标ꎬ试验设

计及结果如表 ５ 所示ꎮ
表 ５　 试验设计及结果

实验序号 １ ２ ３ ４ ５

三因素设计实际组合 　 　 　 　 　

　 糖化醪体积分数 / ％ １ ６ １１ １６ ２０

　 ρ(磷酸氢二铵) / (ｇ􀅰Ｌ－１) ０􀆰 ００ ０􀆰 ８０ １􀆰 ５０ ２􀆰 ００ ２􀆰 ５０

　 ρ(尿素) / (ｇ􀅰Ｌ－１) ０􀆰 ００ ０􀆰 ４０ ０􀆰 ７５ １􀆰 ００ １􀆰 ４０

发酵前真蛋白干基质量分数 / ％ ６􀆰 ８６ ８􀆰 ０４ ９􀆰 ２３ １０􀆰 １９ １１􀆰 １１

发酵后真蛋白干基质量分数 / ％ １１􀆰 ４９ １４􀆰 ９１ １７􀆰 ５０ １７􀆰 ８０ ２０􀆰 ３９

发酵前后真蛋白质量分数

　 增加率 / ％
６７􀆰 ４２ ８５􀆰 ４１ ８９􀆰 ５８ ７４􀆰 ７０ ８３􀆰 ５３

由表 ５ 可以看出ꎬ试验 ３ 发酵前后真蛋白质量

分数增加率最大ꎬ以试验 ３ 的条件作为响应面试验

因素水平的中心点ꎬ即糖化醪体积分数 １１％、ρ(磷
酸氢二铵)＝ １􀆰 ５ ｇ / Ｌ、ρ(尿素)＝ ０􀆰 ７５ ｇ / Ｌꎬ步长依次

取 ５％、０􀆰 ５０ ｇ / Ｌ、０􀆰 ４０ ｇ / Ｌꎮ
２􀆰 ３􀆰 ３　 响应面模型可靠性分析

根据最陡爬坡试验确定的中心点及步长进行了

３ 因素[糖化醪体积分数 Ｘ１、ρ(磷酸氢二铵) Ｘ２、

ρ(尿素)Ｘ３]５ 水平( －１􀆰 ６８、－１、０、１、１􀆰 ６８)ꎬ以真蛋

白质量分数增加率为响应值(Ｙ)的中心组合响应面

优化试验ꎬ回归模型系数的显著性检验及方差分析

结果分别如表 ６、表 ７ 所示ꎮ
表 ６　 回归模型系数的显著性检验

项目 系数 系数标准误差 Ｔ 值 Ｐ 值

常量 １０１􀆰 ２８５ ６􀆰 ４５５ １５􀆰 ６９１ ０􀆰 ０００

Ｘ１ １９􀆰 ０２９ ４􀆰 ２８３ ４􀆰 ４４３ ０􀆰 ００１

Ｘ２ ０􀆰 ７４４ ４􀆰 ２８３ ０􀆰 １７４ ０􀆰 ８６６

Ｘ３ －３􀆰 ８０９ ４􀆰 ２８３ －０􀆰 ８８９ ０􀆰 ３９５

Ｘ２
１ －１５􀆰 １５４ ４􀆰 １６９ －３􀆰 ６３５ ０􀆰 ００５

Ｘ２
２ ３􀆰 １９５ ４􀆰 １６９ ０􀆰 ７６６ ０􀆰 ４６１

Ｘ２
３ －３􀆰 ８８４ ４􀆰 １６９ －０􀆰 ９３２ ０􀆰 ３７３

Ｘ１Ｘ２ １􀆰 ５７１ ５􀆰 ５９６ ０􀆰 ２８１ ０􀆰 ７８５

Ｘ１Ｘ３ ０􀆰 １６０ ５􀆰 ５９６ ０􀆰 ０２９ ０􀆰 ９７８

Ｘ２Ｘ３ ０􀆰 ５２５ ５􀆰 ５９６ ０􀆰 ０９４ ０􀆰 ９２７

表 ７　 回归模型的方差分析

项目 自由度 总离差平方和 相关系数 Ｆ 值 Ｐ 值

模型　 　 　 ９ ８９１９􀆰 ２ ９９１􀆰 ０３ 　 ３􀆰 ９６ ０􀆰 ０２２

线性项　 　 ３ ５１５１􀆰 １ １７１６􀆰 ９９ ６􀆰 ８５ ０􀆰 ００９

平方项　 　 ３ ３７４６􀆰 １ １２４８􀆰 ７０ ４􀆰 ９９ ０􀆰 ０２３

交互项　 　 ３ ２２􀆰 ２ ７􀆰 ３９ ０􀆰 ０３ ０􀆰 ９９３

残差误差项 １０ ２５０４􀆰 ８ ２５０􀆰 ４８ — —

失拟项　 　 ５ ２４８２􀆰 ８ ４９６􀆰 ５６ １１２􀆰 ７８ ０􀆰 ０００

纯误差项　 ５ ２２􀆰 ０ ４􀆰 ４０ — —

由表 ６ 可以看出ꎬ３ 个变量中只有 Ｘ１(糖化醪体

积分数)的 Ｐ 值<０􀆰 ０５ꎬ表明其为影响发酵效果的显

著性因素ꎬ与之前的 ＰＢ 设计结果相一致ꎮ 经二次

回归拟合得到的回归方程为:Ｙ ＝ １０１􀆰 ２８＋１９􀆰 ０３Ｘ１ ＋
０􀆰 ７４Ｘ２ － ３􀆰 ８１Ｘ３ － １５􀆰 １５Ｘ１２ ＋ ３􀆰 １９Ｘ２２ － ３􀆰 ８８Ｘ３２ ＋
１􀆰 ５７Ｘ１Ｘ２＋０􀆰 １６Ｘ１Ｘ３＋０􀆰 ５２Ｘ２Ｘ３ꎮ

表 ７ 中模型的 Ｐ 值<０􀆰 ０５ꎬ说明该模型显著ꎬ可
以用于试验结果的预测ꎮ 利用回归方程得到的预测

值与实际值的拟合情况如图 ２ 所示ꎮ 由图 ２ 可以看

　 　 　 　 　 　 　

图 ２　 回归方程拟合值与实际值对比
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出ꎬ只有个别条件下回归方程的预测值与实际值存

在偏差ꎬ大部分条件拟合性较好ꎬ表明该回归方式选

择合适ꎮ
２􀆰 ３􀆰 ４　 二次交互项分析

利用 Ｓｔａｔｉｓｔｉｃ ６􀆰 ０ 软件对试验结果进行响应面

分析ꎬ结果如图 ３~图 ５ 所示ꎮ

图 ３　 尿素质量浓度和糖化醪体积分数

对真蛋白质量分数增加率的影响

图 ４　 磷酸氢二铵质量浓度和糖化醪体积分数

对真蛋白质量分数增加率的影响

图 ５　 尿素质量浓度和磷酸氢二铵质量浓度

对真蛋白质量分数增加率的影响

由图 ３ 可以看出ꎬ糖化醪体积分数与 ρ(尿素)
的响应面图呈椭圆形ꎬ两者的交互作用较明显ꎬ由等

高线确定糖化醪体积分数的最佳水平为 １７％ꎬρ(尿
素)的最佳水平为 ０􀆰 ８ ｇ / Ｌꎮ 由图 ４、图 ５ 中可以看

出ꎬ糖化醪体积分数和 ρ(磷酸氢二铵)以及 ρ(尿
素)和 ρ(磷酸氢二铵)交互作用不明显ꎬ因此培养基

中可不用加入磷酸氢二铵ꎮ
２􀆰 ３􀆰 ５　 最优点验证及稳定试验

在上述中心组合响应面优化试验得到的最佳

糖化醪体积分数及 ρ(尿素)的基础上ꎬ在最优条件

附近选择试验点开展验证试验ꎬ试验结果如表 ８
所示ꎮ

表 ８　 试验条件及结果

编号 １ ２ ３ ４ ５ ６

糖化醪体积分数 / ％ ０ ２ ５ ７ １７ ２４

ρ(尿素) / (ｇ􀅰Ｌ－１) ０ ０􀆰 ２ ０􀆰 ３ ０􀆰 ５ ０􀆰 ８ １􀆰 ２

发酵前真蛋白干基

　 质量分数 / ％
７􀆰 ６１ ７􀆰 ９２ ８􀆰 １０ ８􀆰 ３５ ８􀆰 ６７ ９􀆰 ０１

发酵后真蛋白干基

　 质量分数 / ％
９􀆰 ９７ １１􀆰 ８３ １３􀆰 ３６ １４􀆰 １６ １５􀆰 ５２ １６􀆰 １１

发酵前后真蛋白质

　 量分数增加率 / ％
３１􀆰 ０１ ４９􀆰 ３７ ６４􀆰 ９４ ６９􀆰 ５８ ７９􀆰 ０１ ７８􀆰 ８０

由表 ８ 可以看出ꎬ随着培养基中糖化醪体积分

数及 ρ(尿素)的逐渐增加ꎬ发酵液中真蛋白质量分

数逐渐增加ꎮ 当糖化醪体积分数为 １７％、尿素质量

浓度为 ０􀆰 ８ ｇ / Ｌ 时ꎬ发酵前后发酵液中真蛋白质量

分数增加率达到最大ꎬ将培养基 ３５％的无机氮转化

为可消化氮ꎬ真蛋白质量分数增加率最大ꎬ若进一步

降低糖的质量浓度ꎬ蛋白质量分数将达不到要求ꎻ表
明在此条件下ꎬ营养物质的转化率最高ꎬ菌体增加量

最大ꎬ发酵效果最好ꎬ与中心组合响应面优化结果

一致ꎮ
在糖化醪体积分数为 １７％、尿素质量浓度为

０􀆰 ８ ｇ / Ｌ 的条件下ꎬ进行了 ３ 批次的稳定试验ꎬ结果

如表 ９ 所示ꎮ
表 ９　 试验结果

编号 １ ２ ３ 平均值

发酵后粗蛋白干基质量分数 / ％ ２７􀆰 ８０ ２５􀆰 ６３ ２６􀆰 ０１ ２６􀆰 ４８

发酵前真蛋白干基质量分数 / ％ ８􀆰 ４２ ７􀆰 ５５ ７􀆰 １２ ７􀆰 ７０

发酵后真蛋白干基质量分数 / ％ １６􀆰 ４６ １８􀆰 ４４ １７􀆰 ６８ １７􀆰 ５３

真蛋白质量分数增加率 / ％ ９５􀆰 ５３ １４４􀆰 ０９ １４８􀆰 ５２ １２９􀆰 ３８

由表 ９ 可以看出ꎬ由于分析误差导致稳定试验

中蛋白质量分数较之前所测数据整体偏低ꎬ但均在

误差范围之内ꎮ 当糖化醪体积分数为 １７％、尿素质

量浓度为 ０􀆰 ８ ｇ / Ｌ 时ꎬ发酵产物中平均粗蛋白干基

质量分数为 ２６􀆰 ４８％ꎬ满足 ＤＤＧＳ 产品蛋白质质量分

数的要求ꎬ平均真蛋白质量分数由离心上清液中的

７􀆰 ７０％增加到 １７􀆰 ５３％ꎬ效果显著ꎮ
２􀆰 ４　 ３􀆰 ７ Ｌ 发酵罐流加发酵试验

以离心上清液为原料、糖化醪上清液为碳源ꎬ开
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展产朊假丝酵母流加发酵 ３􀆰 ７ Ｌ 规模试验ꎬ试验条

件为:发酵液初糖质量浓度为 １５ ｇ / Ｌ、糖化醪离心清

液体积分数为 ７􀆰 ０％、尿素质量浓度为 ０􀆰 ８ ｇ / Ｌ、初
始 ｐＨ 为 ４􀆰 ５、发酵温度为 ３０℃、初始 ｐＨ 为 ４􀆰 ５、接
种体积分数为 １０％、搅拌转速为 ４００ ｒ / ｍｉｎꎬ试验结

果如图 ６ 所示ꎮ

１—固含量ꎻ２—蛋白ꎻ３—粗蛋白

图 ６　 发酵液中各成分质量分数随发酵时间的

变化情况

由图 ６ 可以看出ꎬ在产朊假丝酵母流加发酵过

程中ꎬ发酵液中粗蛋白干基质量分数随着发酵时间

的延长先升高后降低ꎻ发酵液固含量随着发酵时间

的延长而缓慢上升ꎮ 发酵前离心上清液中粗蛋白干

基质量分数为 ２１􀆰 ３％ꎬ真蛋白干基质量分数为

１１􀆰 ５％ꎻ发酵 １６ ｈꎬ消耗糖化醪 ３ ６５０ ｇꎬ发酵液中粗

蛋白干基质量分数达到 ２９􀆰 ４％ꎬ真蛋白干基质量分

数达到 ２０􀆰 ７％ꎬ发酵后粗蛋白质量分数较发酵前提

高 ３８􀆰 ０％ꎬ真蛋白较发酵前提高 ８０％ꎮ

３　 结论

通过开展产朊假丝酵母摇瓶培养优化试验ꎬ对
产朊假丝酵母的培养条件、种子培养基组成ꎬ以及产

朊假丝酵母发酵离心上清液的发酵工艺条件、发酵

培养基组成进行了系统的优化ꎬ得到产朊假丝酵母

发酵工艺条件为:发酵温度为 ３０℃ꎬｐＨ 为 ４􀆰 ５ꎬ接种

体积分数为 １０％ꎬ摇床转速为 １８０ ｒ / ｍｉｎꎬ蛋白质量

分数为 ２５􀆰 ６３％(干基质量分数)ꎬ较原料中粗蛋白

质量分数提高 ３３􀆰 ８％ꎮ
通过 ＰＢ 试验设计筛选出影响发酵效果的显著

性因素ꎬ进一步对产朊假丝酵母发酵培养基组成进

行三因素五水平响应面优化试验ꎬ最优组成为:糖化

醪体积分数为 １７％ꎬρ(尿素)＝ ０􀆰 ８ ｇ / Ｌꎮ 在小试最

佳条件下ꎬ完成了 ３􀆰 ７ Ｌ 发酵罐流加发酵试验ꎬ发酵

液中粗蛋白干基质量分数达到 ２９􀆰 ４％ꎬ较发酵前提

高 ３８􀆰 ０％ꎮ 离心上清液经产朊假丝酵母发酵后蛋

白质量分数升高ꎬ提升了离心上清液的经济价值ꎬ具
有重要意义ꎮ

参考文献

[１] 张光勤ꎬ职承ꎬ王玉琴ꎬ等.玉米酒精糟的高效利用[ Ｊ] .酿酒科

技ꎬ２０１３ꎬ２３３(１１):９５－９７.

[２] 周媛ꎬ周子洋ꎬ封莉ꎬ等.高浓度发酵废水生产单细胞蛋白的菌

种筛选[Ｊ] .环境工程学报ꎬ２０１６ꎬ１０(１１):６０３７－６３１２.

[３] 杨志强ꎬ于涛ꎬ张春泓ꎬ等.玉米酒糟夜处理技术研究及展望

[Ｊ] .价值工程ꎬ２０１０ꎬ２９(２):１１２－１１３.

[４] 张庆军ꎬ李长明ꎬ张昊ꎬ等.酒精糟液生产玉米干全酒精槽生物

技术[Ｊ] .现代食品ꎬ２０１７ꎬ１３(１９):５１－５３.

[５] 李臣支ꎬ许旺发ꎬ李永恒ꎬ等.玉米酒糟清液用于全淀粉发酵制

备乙醇的研究[Ｊ] .食品与生物ꎬ２０１７ꎬ１０(２２７):１４－１５.

[６] 李兆春ꎬ郑朔方ꎬ侯文华ꎬ等.玉米酒精糟液生产高蛋白饲料的

清洁生产工艺[Ｊ] .工业用水与废水ꎬ２００５ꎬ３(３６):２７－２９.

[７] 齐宏亮ꎬ崔卫东ꎬ包慧芳ꎬ等.一株产朊假丝酵母 １０ Ｌ 罐发酵工

艺优化[Ｊ] .新疆农业科学ꎬ２０１５ꎬ５２(４):７１８－７２３.

[８] Ｒｏｘａｎａ ＧａｒｃíａꎬＹａｉｍａ ＩｚｑｕｉｅｒｄｏꎬＭａｕｒｉｃｉｏ Ｒｉｂａｓꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ

ｕｒｅａ ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｏｎ ｃａｎｄｉｄａ ｕｔｉｌｉｓ ｂｉｏｍａｓｓ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｆｒｏｍ ｄｉｓ￣

ｔｉｌｌｅｒｙ ｗａｓｔｅ [ Ｊ ] . Ｗａｓｔｅ ａｎｄ Ｂｉｏｍａｓｓ Ｖａｌｏｒｉｚａｔｉｏｎ. Ｗａｓｔｅ ａｎｄ

Ｂｉｏｍａｓｓ Ｖａｌｏｒｉｚａｔｉｏｎꎬ２０１４ꎬ５(１):１９９－１２４.

[９] Ｃｈｒｉｓｔｏｐｈ Ｂｕｅｒｔｈꎬ Ｄｅｎｉｓ Ｔｉｅｌｋｅｒꎬ Ｊｏａｃｈｉｍ Ｆ Ｅｒｎｓｔꎬ ｅｔ ａｌ. Ｃａｎｄｉｄａ

ｕｔｉｌｉｓ ａｎｄ Ｃｙｂｅｒｌｉｎｄｎｅｒａ (Ｐｉｃｈｉａ) ｊａｄｉｎｉｉ:Ｙｅａｓｔ ｒｅｌａｔｉｖｅｓ ｗｉｔｈ ｅｘ￣

ｐａｎｄｉｎｇ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ[Ｊ] .Ａｐｐｌｉｅｄ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ ａｎｄ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎬ

２０１６ꎬ１００(１６):６９８１－６９９０.

[１０] 李加友ꎬ蔡丽阳ꎬ于建兴ꎬ等.饲用产朊假丝酵母的发酵培养条

件研究[Ｊ] .饲料工业ꎬ２０１２ꎬ３３(６):５７－６０.

[１１] 张倩倩ꎬ管于平ꎬ刁爱坡ꎬ等.产朊假丝酵母培养条件的优化研

究[Ｊ] .中国调味品ꎬ２０１３ꎬ３８(５):４３－４８.

[１２] 车颖洁ꎬ郝林.响应面法优化黄浆水发酵生产单细胞蛋白的工

艺参数研究[Ｊ] .中国酿造ꎬ２０１６ꎬ３５(１０):９１－９４.

[１３] 吴明霞ꎬ陈锡雄ꎬ阮少江ꎬ等.响应面法优化啤酒糟培养基生产

蛋白饲料的研究[Ｊ] .大豆科学ꎬ２０１２ꎬ３１(５):８４２－８４５.

[１４] 梁静波ꎬ杨伟ꎬ宋震宇ꎬ等.响应面法优化固态发酵餐厨垃圾与

醋糟生产蛋白饲料[Ｊ] .中国酿造ꎬ２０１４ꎬ３３(１２):９８－１０１.

[１５] 钟厚ꎬ庞会忠ꎬ叶亚健ꎬ等.产朊假丝酵母 Ｃ－２７ 利用甜高梁秸秆

汁产 ＳＣＰ 的培养基优化[Ｊ] .广东农业科学ꎬ２０１１ꎬ２３:９４－９９.

[１６] 张帆ꎬ谢丽ꎬ邹晓阳ꎬ等.响应面法优化制备高富硒产朊假丝酵

母[Ｊ] .农业资源与环境学报ꎬ２０１４ꎬ３１(６):５７５－５８２.

[１７] 罗小芬.浅谈凯氏定氮法测定蛋白质准确度的操作技巧及关键

点[Ｊ] .现代食品ꎬ２０１７ꎬ１９(２８):９９－１００.

[１８] 严益民.比浊法在测定发酵液菌体浓度中的应用[ Ｊ] .抚顺石油

学院学报ꎬ２００１ꎬ２１(１):２３－２６.

[１９] 张倩倩ꎬ管于平ꎬ刁爱坡ꎬ等.产朊假丝酵母培养条件的优化研

究[Ｊ] .中国调味品ꎬ２０１３ꎬ３８(５):４３－４８.

[２０] 郭照宙ꎬ许灵敏ꎬ宋建楼ꎬ等.产朊假丝酵母功能的探究及应用

[Ｊ] .添加剂世界ꎬ２０１６ꎬ３:３３－３９.

[２１] 何东东ꎬ张坤生.产朊假丝酵母生长条件的优化[ Ｊ] .食品科技ꎬ

２０１０ꎬ３５(２):１４－１７.■

􀅰３５１􀅰


