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Neurospora.crassa降解茶粕培养基粗纤维的
发酵工艺研究

肖玉娟，邓泽元*，范亚苇，李  静，刘  蓉，胡蒋宁

(南昌大学 食品科学与技术国家重点实验室，高等研究院，江西 南昌      330047)

摘   要：以提取茶皂素后的茶粕为材料，研究 Neurospora.crassa(粗壮脉纹胞菌)降解茶粕培养基粗纤维的发酵条件。

在单因素试验的基础上，选定豆渣、米糠、含水量及发酵时间进行四因素三水平 Box-Behnken 实验，建立粗纤维

降解率的二次回归方程，通过响应面分析得到优化组合工艺条件。结果表明：最佳的茶粕发酵条件为豆渣添加量

29.38%、米糠添加量 18.54%、含水量 72%、发酵时间 74.9h 时，培养基粗纤维降解率达到最大值。该条件下粗

纤维降解率预测值为 48.65%，验证值为 48.36%。
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Abstract ：The fermentation processing for fiber degradation from the residue of oil-tea-cake after the extraction of tea saponin

was investigated. According to results of single-factor experiments, soybean residue, rice bran, water content and fermentation

time were selected for the Box-Behnken design to establish a quadric regression equation for describing the degradation of fiber.

The optimal fermentation conditions were achieved by response surface analysis to be soybean residue of 29.38%, rice bran of

18.54%, water content of 72% and fermentation time of 74.9 h. Under the optimal fermentation conditions, the highest

degradation of fiber reached up to 48.65%, which was consistent with 48.36% of the validated value.
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茶粕，又称茶籽饼、茶麸、茶枯，呈紫褐色颗

粒，是山茶科植物的果实榨油后剩下的渣，其中油茶

茶籽粕和茶叶茶籽粕产量较大，其年均总产量约 70 万 t，
是潜在的可利用茶粕资源[1]。目前，茶籽主要采用传统

的压榨法榨油工艺制油,  所生产的茶粕中茶皂素、单宁

等抗营养因子含量过高，不适宜直接用于动物饲料生

产，大部分被用作清塘剂、肥料、燃料，少量用于

茶皂素的提取，极少部分用于饲料资源的开发应用 [ 2 ]。

茶粕如果去除了有毒物质茶皂素，其营养价值可与米糠

媲美，且经过微生物发酵后，可得到较高的菌体蛋白，

提高了茶粕的利用价值[3]。因此，本实验采用提取茶皂

素(本课题组的专利技术)后的茶粕为主要原料，利用实

验室自行筛选的一株产纤维素酶能力较强的粗壮脉纹孢菌

(Neurospora.crassa)降解茶粕培养基粗纤维，以期在茶粕

的动物饲料开发利用方面提供一种更为有效的途径。

响应面分析(response surface methodology) 法是

采用多元二次回归方法作为函数估计的工具 [ 4 ]，将实

验中多因素与指标的相互关系作近似拟合，可同时对

影响生物产量的各因素水平及其交互作用进行评价与优

化 [ 5 ]。因此它能快速有效地确定多因子系统中的最优

条件，该法已经广泛应用于各种培养基及发酵条件的

优化 [ 6 ]。本实验在单因素试验的基础上，选出对粗壮

脉纹孢菌降解茶粕培养基粗纤维具有显著作用的 4 个因

素的 3 个水平进行 Box-Behnken 试验，通过响应面分
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析确定其最佳值、优化工艺参数。

1 材料与方法

1.1 菌种

粗壮脉纹孢菌(Neurospora.crassa)由本实验室筛选

保 存 。

1.2 仪器与设备

高压蒸汽灭菌锅、超净工作台、移液器、恒温恒

湿培养箱、电子天平、干燥箱、广口瓶、调温电热

套 等 。

1.3 培养基

斜面固体培养基：2% 蛋白胨、 4% 麦芽糖、1.5%～

1.8% 琼脂，pH5.5～6.0。
种子液培养基：葡萄糖 10g、蛋白胨 5g、 MgSO4·

7 H 2O  0 . 5 g、K H 2P O 4 1 g、p H 值自然，蒸馏水定容

到 1 L 。

1.4 方法

1.4.1 种子培养

从新鲜菌体活化培养基上取 1 环菌接入种子液培养

基(30mL/250mL 锥形瓶)，于 30℃、160r/min 摇瓶培养

3 6 h ，备用。

1.4.2 发酵方法

在茶粕培养基中配入相应比例的豆渣和米糠，装入

200mL 的广口瓶中，料层厚度控制在 3～4cm，按不同

的料水比加入水搅匀，高压灭菌。接入 5mL/100g 的种

子液于固体培养基中，将广口瓶置于恒温恒湿箱中，在

温度为 30℃，湿度为 70% 的条件下进行好氧发酵[7]。

1.4.3 含水量的测定

茶粕培养基中配入豆渣和米糠后，加水浸润，置

于广口瓶中，并用纱布和报纸盖上，放入高压灭菌锅

后，121℃灭菌 30min。灭菌后的培养基 105℃烘干至质

量恒定 [ 8 ]，含水量的计算公式如下：

                                  m1－m2

培养基含水量 /%=————× 100                           (1)
                                       m1

式中：m 1 为灭菌后培养基的质量；m 2 为干燥后培

养基的质量。

1.4.4 粗纤维的含量测定及降解率的计算

茶粕固态发酵样品粉碎过筛孔尺寸为 0.425mm 的筛

子，混匀后先用煮沸的体积分数为 1 . 2 5 % 的稀硫酸处

理，以去除其中的糖、淀粉、果胶等酸溶性物质，再

用煮沸的体积分数为 1.25% 的氢氧化钠溶液处理，以除

去蛋白、脂肪等碱溶性物质。最后用 9 5 % 乙醇和无水

乙醚处理除去单宁、色素以及残余的脂肪，105℃烘干

后所得残渣即为粗纤维[9]。

                                 m1－m2

粗纤维降解率 /%= ————× 100                      (2)
                                       m1

式中：m 1 为培养基发酵前粗纤维总质量 /g；m 2 为

培养基发酵后粗纤维总质量 / g。
1.5 粗壮脉纹胞菌降解茶粕培养基粗纤维的发酵条件

优化

1.5.1 单因素对茶粕培养基粗纤维降解率的影响

影响粗壮脉纹胞菌生长及粗纤维降解率的因素很多[10]，

如添加的豆渣比例、米糠比例、培养基含水量、初始

pH 值及发酵时间等。根据相关文献报道[11-12]，选用豆

渣 1 0 %、米糠 2 0 %、初始 p H 值自然、含水量 6 8 %、

发酵时间 72h 为基本参数。确定一项最优条件后，后续

试验均按前面的优化值来进行试验。

1.5.2 Box-Benhnken 中心组合试验

　在单因素试验的基础上，确定影响粗壮脉纹胞菌

降解茶粕培养基粗纤维的显著因素，采用 Box-Benhnken
试验设计进行发酵条件优化 [13 ]。得到的数据采用 SAS
8.2 软件进行统计分析，当 P ＜ 0.05 时为显著性水平。

1.5.3 验证实验

将优化实验所得的数据与响应面模型进行回归拟合，

确定其极值点及其相应自变量的取值，并进行验证实验

及可靠性分析。重复 3 次，用平均值进行验证比较。

2 结果与分析

2.1 茶粕发酵过程中单因素对粗纤维降解率的影响

2.1.1 豆渣比例对粗纤维降解率的影响

如图 1 所示，粗纤维降解率随豆渣比例的增加而呈

上升趋势，当向培养基中添加 2 0 % 以上的豆渣时，粗

纤维的降解率增幅减小，上升缓慢。为了多利用茶粕，

故选择豆渣比例为 20%。

2.1.2 米糠比例对粗纤维降解率的影响

如图 2 所示，粗纤维降解率随米糠比例的增加，呈
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图 1 豆渣比例对粗纤维降解率的影响

Fig.1   Effect of soybean residue on the degradation rate of crude fiber
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现先上升再下降的总体趋势，在添加量为 20% 附近出现

最大值。

2.1.3 初始 pH 值对粗纤维降解率的影响

如图 3 所示，培养基的 pH 值会影响微生物的生长

和酶的稳定性，粗纤维降解率在初始 pH6.0 左右达到最

大值，此后随着 pH 值上升而逐渐降低，特别是 pH 值

为 8.0 时，粗纤维降解率显著降低。由于培养基的自然

p H 值在 5～6 之间，故选择自然 p H 值发酵。

2.1.4 含水量对粗纤维降解率的影响

如图 4 所示，粗纤维降解率随培养基含水量的增

加，呈现先上升再下降的趋势，且增减幅度明显，在

含水量为 70% 附近达到最大值。初步确定含水量在 70%
时发酵效果最佳。

2.1.5 发酵时间对粗纤维降解率的影响

如图 5 所示，发酵时间是影响发酵产物中粗纤维含

量的一个重要参数[14]，主要取决于微生物的生长和代谢

速率，还取决于基质中的营养成分及内部环境 [ 1 5 ]。发

酵时间太短，微生物不能充分利用碳源来生长，达不

到理想的粗纤维降解效果；发酵时间太长，则生产周期

变大，生产成本变高，而且容易滋生杂菌。在发酵初

期，随着发酵时间的延长，产品中粗纤维的含量逐渐

减少，当发酵时间为 72h 后，产品的粗纤维降解率增幅

很低，故选用发酵时间 7 2 h 左右为宜。

2.2 响应面分析法优化粗纤维降解率工艺条件

根据 Box-Behnken 的中心组合试验设计原理，综合

单因素试验所得结果，确定发酵 pH 值为自然，选取豆

渣比例、米糠比例、含水量和发酵时间 4 个对粗纤维降

解率影响显著的因素，分别以 X 1、X 2、X 3 和 X 4 代表，

每一个自变量的低、中、高试验水平分别以－ 1、0、
1 进行编码(表 1)。以茶粕培养基粗纤维降解率为响应值

(Y)，在单因素试验的基础上采用四因素三水平的响应面

分析方法，试验因素与水平设计见表 1。

因素 编码
水平

－ 1 0 1
A 豆渣比例 /% X1 10 20 30
B 米糠比例 /% X2 10 20 30
C 含水量 /% X3 60 70 80

D 发酵时间 /h X4 60 72 84

表 1 响应面试验因素与水平

Table 1   Factors and levels of response surface methodology

对豆渣比例 X 1、米糠比例 X 2、含水量 X 3 和发酵时

间 X 4 作变换如下：X 1=(A － 20)/10，X 2=(B － 20)/10，
X 3=(C － 70)/10，X 4=(D － 72)/12。以 X 1、X 2、X 3 和

X4 为自变量， 以 3 次试验所得粗纤维降解率的平均值为

响应值(Y)，得到结果见表 2，其中 1～24 是析因试验，
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图 2 米糠比例对粗纤维降解率的影响

Fig.2   Effect of rice bran on the degradation rate of crude fiber
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图 3 初始 pH 值对粗纤维降解率的影响

Fig.3   Effect of initial pH on the degradation rate of crude fiber
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图 4 含水量对粗纤维降解率的影响

Fig.4   Effect of water content on the degradation rate of crude fiber
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图 5 发酵时间对粗纤维降解率的影响

Fig.5   Effect of fermentation time on the degradation rate of crude
fiber
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采用 SAS8.2 软件对响应值与各因素进行回归拟合

后，得到二次多元回归模型：Y=0.429955 ＋ 0.04968X1 ＋

0.020905X2 ＋ 0.018271X3 ＋ 0.017452X4－ 0.001914X1
2－

0.032555X1X2＋0.03994X1X3－0.004226X1X4－0.009888X2
2＋

0.000926X2X3－0.010037X2X4－0.111132X3
2＋0.004581X3X4－

0.002082X4
2。

从表 3 的回归分析结果可以看出，用上述的回归模

型描述各因素与响应值之间的关系时，模型 4 个因素的

P 值均小于 0.01，失拟项 P=0.080434 ＞ 0.05，表明该模

型显著；回归方程的相关系数 R2=0.9662，表明该模型

与实际实验拟合较好，因此该模型可用于该菌对茶粕培

养基粗纤维降解的分析和预测。回归方程各项的方差分

析结果还表明，自变量(豆渣比例、米糠比例、含水量

和发酵时间)与响应值(粗纤维降解率)之间线性关系极显

著(P ＜ 0.01)；含水量对粗纤维降解率的曲面效应极显

著；豆渣比例与米糠比例、豆渣比例与含水量的交互作

用也极显著；而 X 1
2、X 2

2、X 4
2、X 1 X 4、X 2 X 3、X 2 X 4、

X 3X 4 的作用不显著。

试验号 X1 X2 X3 X4 Y/%
1 － 1 － 1 0 0 30.7884
2 － 1 1 0 0 43.7813
3 1 － 1 0 0 47.4462
4 1 1 0 0 47.4172
5 0 0 － 1 － 1 30.1885
6 0 0 － 1 1 33.0827
7 0 0 1 － 1 30.4351
8 0 0 1 1 35.1617
9 － 1 0 0 － 1 35.3874
10 － 1 0 0 1 39.4522
11 1 0 0 － 1 45.2132
12 1 0 0 1 47.5876
13 0 － 1 － 1 0 28.5485
14 0 － 1 1 0 30.6059
15 0 1 － 1 0 29.6244
16 0 1 1 0 32.0521
17 － 1 0 － 1 0 26.7087
18 － 1 0 1 0 26.278
19 1 0 － 1 0 29.4011
20 1 0 1 0 44.9465
21 0 － 1 0 － 1 36.8169
22 0 － 1 0 1 42.2655
23 0 1 0 － 1 43.6244
24 0 1 0 1 45.0583
25 0 0 0 0 43.5921
26 0 0 0 0 42.3526
27 0 0 0 0 43.0417

表 2 响应面试验设计及结果

Table 2   Design and results of response surface analysis

系数项 自由度 均方差 F 值 P ＞ F 显著性

X1 1 0.029617 76.62405 0.0001 **
X2 1 0.005244 13.56799 0.003129 **
X3 1 0.004006 10.36424 0.007363 **
X4 1 0.003655 9.455825 0.009628 **
X1

2 1 0.00002 0.050557 0.82588
X1X2 1 0.004239 10.96762 0.006204 **
X1X3 1 0.006381 16.50841 0.001573 **
X1X4 1 0.000071 0.184817 0.674884
X2

2 1 0.000521 1.34896 0.268042
X2X3 1 3.428E-6 0.008869 0.926524
X2X4 1 0.000403 1.042485 0.327388
X3

2 1 0.065869 170.4134 0.0001 **
X3X4 1 0.000084 0.217172 0.649548
X4

2 1 0.000023 0.059814 0.810922
模型 14 0.009465 24.48839 0.0001 **

失拟项 10 0.000456 11.82585 0.080434
纯误差 2 0.000039

表 3 响应面试验回归分析结果

Table 3   Results of regression analysis

注：*.差异显著(P ＜ 0.05)；**.差异极显著(P ＜ 0.01)。

2 5～2 7 是中心试验，用来估计实验误差。

对茶粕培养基粗纤维降解率模型进行求导和解逆

矩阵可以得到模型的极值点，豆渣为 2 9 .38%、米糠

为 18.54%、含水量为 72%、发酵时间 74.9h 时，此时

模型预测的最大响应值为 48.65%。

2.3 验证实验

为了检验模型预测的准确性，在上述响应面分析

得到的最优化条件和原始菌体生长条件下进行发酵实

验，重复 3 次实验所得茶粕培养基粗纤维的降解率为

48 .36%，与模型预测的最佳值基本吻合。说明响应面

法优化得到的发酵条件参数准确可靠。

3 讨  论

3.1 培养基一定的载氧能力有利于粗壮脉纹胞菌的生长

单因素试验表明粗纤维降解率随豆渣比例的增加而

呈上升趋势，当培养基中豆渣比例超过 2 0 % 时，粗纤

维的降解率增幅减小，上升缓慢；同样粗纤维降解率

随米糠比例的增加，呈现先上升再下降的趋势，在米

糠比例 20% 附近出现最大值。响应面优化得到豆渣为

29.38%、米糠为 18.54% 时，粗壮脉纹胞菌生长好、粗

纤维降解率最大。粗壮脉纹胞菌为需氧菌，培养基一

定的载氧能力有利于该菌的生长和发育；而豆渣富含淀

粉和纤维、米糠也富含纤维，他们的添加可以改善培

养基的载氧能力，因此蓬松的原料有利于该菌的生长。

在固态发酵中，适宜的发酵含水量，使得基质颗粒之

间膨松有空隙，疏松度合适，有助于菌体从中获得营

养及氧气的传递。但是过高的含水量会导致基质黏结成

团，通气性下降，影响氧的传递，导致酶活下降；而
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含水量过低，水的活度下降，不利于物质传递，从而

抑制粗壮脉纹胞菌对粗纤维的降解过程。

3.2 茶粕通过粗壮脉纹胞菌发酵是一种较好的饲料资源

我国可利用的茶粕资源十分丰富，但目前对茶粕的

研究报道，大多专注于活性物质茶皂素的提取，而把

茶粕发酵成饲料的报道较少。通过脱茶皂素加工工艺生

产的茶粕是一种良好的饲料原料。它含有多种对动物生

长发育有利的必需微量元素，其中 Mg、Ca、Fe、Zn、
K、C u 的含量分别为：2 7 3 0、1 2 3 0、2 6 8 . 4、2 9 . 7、
14790、17.28mg/kg；而据刘彦明等[16]的研究报道，茶

粕中的有害元素 Pb、Cd 的含量却很低或近于零。经粗

壮脉纹胞菌发酵生产的茶粕发酵产品，粗纤维含量降

低，从初始的 21.52% 降至 14.15%，部分纤维素和木质

素成为了易消化的单糖或对肠道细菌有益生作用的低

聚糖，经检测，可溶性糖含量由初始的 7 . 6 % 提高至

35.97%。发酵后的粗蛋白含量提高，从初始的 12.82%
提高至 18.34%，茶粕中的非蛋白氮转化为菌体真蛋白，

产品的营养价值得到较大的提升。另外，粗壮脉纹胞

菌是一株产β- 胡萝卜素能力较强的菌，其发酵后培养

基中β- 胡萝卜素含量可达 100mg/kg 以上，这使茶粕发

酵产品同时有望成为一种良好的蛋禽天然色素饲料。总

之，在动物生产中科学合理地使用茶粕发酵产品有利于

缓解我国饲料资源紧缺的局面。
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