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摘 要：对米曲霉固体发酵生产酱油过程中各阶段的微生物动力学行为进行了研究，应用动力学

的概念对所建立的菌种筛选模型进行了解释)种子生长和发酵阶段的研究结果表明：碳源是米曲
霉产孢子的速率限制性底物，种子阶段孢子对残总糖的产率系数为!1／45!)"!06-#-#个／7，最大
比生长速率!89:52)!0;/-，产孢子的最大比生长速率与温度之间的关系呈钟罩形)同时建立了产
孢子速率与水分含量的关系以及产酶速率与水分之间的关系)在发酵过程中发现了米曲霉的二次
生长现象，该现象出现的时间随不同的底物比例发生迁移)
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利用米曲霉（"#$%&’())*#+&,-.%）发酵生产蛋白
酶是一个典型的固体发酵过程，在酱油酿造中广泛

应用)由于固体发酵的底物和产物不是纯净的化学
物质，比较难于描述，因此有关这方面的动力学研

究非常少［-，!］)为了对传统加工过程有更加深入地
了解，为用现代化的技术和手段改造传统工艺和设

备提供理论基础，作者对米曲霉固体发酵中的各个

阶段进行动力学研究)

@ 材料与方法

@A@ 菌种
米曲霉（"#$%&’())*#+&,-.%）沪酿$#"!，由上海
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钱万隆酱油厂提供!
!"# 主要仪器

"#$%&型紫外可见分光光度计：上海第三分析
仪器厂生产；’()*+,*-./型光学显微镜：日本尼
康公司生产；元素分析仪：德国01020345675689:’
;;;；恒温水浴摇床：德国,((<:公司生产!
!"$ 培养基
种子培养基：麸皮=>?，面粉/>?，水=>2’（原

配比）!
发酵培养基：麸皮&>?，豆粕//>?，水@%$2’

（原配比）!
一般平板：%A)B黄豆汁培养基，酪蛋白平板培

养基!
!"% 实验方法

!!%!! 孢子数的测定@ 比浊度法与显微镜血球计
数板计数法［C］!
!!%!# 残总糖的测定@ 费林试剂法［&］!
!!%!$ 蛋白酶活的测定@ 福林试剂法［&］!
!!%!% 综合酶活的测定@ 甲醛滴定法［&］!

# 结果与讨论

#"! 生物系统中各组分的成分分析
用元素分析仪对原料、培养基以及菌丝体和孢

子的碳氮质量分数进行了分析，结果见表@!

表! 各物质碳、氮质量分数

&’("! &)*+,-.*-.,/+’0(,-’-1-2.0,3*-

底物 氮质量分数／D 碳质量分数／D E／F

麸皮 /!$> &>!>% @&!=C

豆粕 $!%= &@!GG %!&H

种子培养基 /!%G C=!=& @%!@$

发酵培养基 G!=C &@!&@ G!>G

菌丝体 $!%/ &@!G= %!%&

孢子 G!@& &/!&G G!H@

从元素分析的结果来看，孢子的E／F要比菌丝
体高，由此判断高碳氮比有利于产孢子!
#"# 酪蛋白平板培养基动力学
米曲霉产蛋白酶能够分解酪蛋白产生透明圈，

因此可根据酪蛋白透明圈的大小测定其产酶能力

的高低!定义单菌落所产透明圈的直径（!-，22）与
菌落直径（!，22）之比为"，# 为用该菌落固体发
酵后产氨基氮的量，即综合酶活!用不同的菌落进
行实验，结果见表/!

表# 菌落产酶能力与菌落直径和!值之间的关系

&’("# &)*0*4’.2,-5)26(*.7**-.)**-89:*’+.2;2.9’-1.)*

+,4,-912’:*.*0’-1!

菌落直径／22 "值 酶活／（?氨基氮／@>>?干基）

@C!= @!/H >!=$&

@$!% @!CC >!H=$

@@!$ @!CG >!H>%

@$!% @!C$ @!>=>

@&!% @!C= >!HG/

/>!H @!CH @!/>>

@%!> @!CH >!H$>

/>!% @!&@ @!/C>

/>!$ @!&% @!C>>

根据表/回归得到不同菌落的酶活（#，?／@>>?）
与"值和菌落直径（!，22）之间的关系为

#I@!C>"J>!>C/!K@!/G （@）
式中菌落直径! 相当于比生长速率，" 值相当于
个体孢子产酶的产率系数，对于不同的菌落，比生

长速率和产率系数不同，因此它们的" 值和! 值
也不同!根据式（@）可以通过酪蛋白平板培养判断
菌株的固体发酵酶活!
#"$ 种子生长阶段的动力学

#!$!! 速率限制性底物和底物抑制性的判断@ 表

C中的添加比例是按各碳源和氮源中碳元素和氮元
素的绝对量计算的，是在原培养基的配比上再加入

相应比例的碳源或氮源的量!从表/可以看出，氮
源和碳源都会对米曲霉的产孢产生抑制作用!在低
添加量下，碳源对产孢具有明显的促进作用，说明

碳源是米曲霉产孢子的速率限制性底物!葡萄糖比
可溶性淀粉对米曲霉产孢子的促进作用要明显!在
氮源中，豆粕的效果要比其它两种氮源的效果好，

说明米曲霉分解利用植物蛋白质的能力要比动物

蛋白质和无机氮源的能力强!
表$ 碳源和氮源对米曲霉产孢子的影响

&’("$ &)**//*+.,/+’0(,-’-1-2.0,3*-5,<0+*,-.)*56,0*5

60,1<+.2,-

添加物

孢子密度／（L@>H个／?）

>D
添加量

>!/%D
添加量

>!%D
添加量

@D
添加量

碳
源

可溶性淀粉 /!G& /!H% /!%G /!C=

葡萄糖 /!G& C!%C /!=G /!C@

氮
源

蛋白胨 /!G& /!>% @!%G @!>&

豆粕 /!G& /!%% /!/H /!@/

硫酸铵 /!G& /!C% /!/> /!>%
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!!"!! 米曲霉种子生长的时间进程 米曲霉种子
生长过程中的时间曲线见图!"!

图# 米曲霉种子生长的时间曲线

$%&’# (%)*+,-./*,012*/**3/&.,412
从图"可以看出，米曲霉从#$%左右进入产孢

子的对数期，一直到&’%左右达到最大!产酶量也
在&’%达到最大，然后又逐渐降低!因此要得到生
长旺盛活力高的孢子，应当控制种子培养时间在&’
%左右!
假设在产孢子的对数期产率系数为一常数，根

据图"的曲线，可以得到孢子相对于总糖的产率
系数：

!(／)*+!",／!"-*+
#!#’"."/$个／0
+/!"#10／0 *2!321.

"/"/个／0 （2）
设产孢子的对数期为非限制性生长期，孢子的

比产生速率达最大值，为一常数，根据比生长速率

的定义有

!45,*
"
#
·6#
6$

（#）

以#$"7#%为区间，积分得

!45,*（89#+89#/）／（$+$/）*’!216+"

!!"!" 温度对米曲霉种子生长的影响" 米曲霉在
不同温度下进行种子培养，产孢子情况见图2!

图! 温度对米曲霉种子生长的影响

$%&’! (2**00*+1,01*)5*.61-.*,712*/**3/&.,412
当温度从#/:升高至#’:，米曲霉产孢子能

力下降程度超过1’;!而从#/:降低至2’:，产
孢子能力只下降#/;左右!高于最佳温度处的曲线
比低于最佳温度处的曲线陡，说明超温对产孢更为

不利!产孢速度对温度非常敏感，固体发酵过程中
品温的波动应当控制在2’"#2:之间!
!!"!8 水分含量对米曲霉种子生长的影响 水分
对微生物的生长具有十分重要的作用，不仅能够起

到运输介质的作用，而且还参与了许多代谢过程中

水化反应［’］!在液体发酵中通常不需要考虑水分的
影响，由于在固体发酵中水分是不充足的，它成了

固体发酵中的一个特有参数!水分对米曲霉种子生
长的影响见图#!

图" 水分对米曲霉产孢子的影响

$%&’" (2**00*+1,0),%/1-.*,712*/**3/&.,412
从该曲线可以看出，在低水分时，产孢子量随

着水分质量分数的升高而上升，当水分含量进一步

加大时，孢子产量反而下降!通常丝状真菌处于液
体环境中是不产孢子的［7］!
根据不同水分质量分数下米曲霉孢子的增长

情况，可以得到孢子增长速率%)（."/$个／（0·6））
与水分质量分数（0／0）之间的关系：

%)*
/!7333

"+/!7$7/［<2=］
>/!"71’［<2=］2

从图#中的曲线以及所得到的公式来看，水分
对米曲霉产孢子具有底物抑制现象，表明水分在产

孢子过程中具有抑制性的限制性底物性质!
!’8 发酵产酶阶段的动力学

!!8!# 米曲霉发酵过程中的二次生长现象及其迁
移" 米曲霉发酵过程中分解底物产生氨基氮的综合

酶活和蛋白酶的产生情况见图3!从图3可以看出，
发酵"2%后，米曲霉开始分泌蛋白酶，当到2&%
时，分泌产生蛋白酶的量达到最大!氨基氮的质量
分数在固体培养基中累积，由于胞外酶的存在，氨

基氮的质量分数应当一直上升，至2"%左右氨基氮
的质量分数就开始趋于平缓!23%以后培养基中

?<值明显迅速上升，并在后期产生氨味!这是由于
在发酵后期碳源不足，米曲霉开始利用氨基酸作为

碳源，进入了脱氨基的代谢途径，释放出氨造成

的［’］!这是生产中应当避免的途径，因此发酵时间

#3第3期 张玉涛等：米曲霉固体发酵过程中的动力学
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应当控制在!"#左右$

图! 米曲霉发酵过程的时间进程

"#$%! &’()(*+(,-.-#/,-#+(0/1*2(
发酵培养基中%／&较低，米曲霉不易产孢子$

米曲霉菌丝体生长过程中伴随着蛋白酶的分泌，根

据蛋白酶的产生可以判断菌丝体的生长状况$由图

’可见，"(!")#出现了分泌蛋白酶的停滞现象$一
般微生物在生长过程中出现暂时停滞而后又开始

生长的现象称为二次生长现象，它一般是由于生长

过程中对底物的利用发生转变而引起的$可见米曲
霉在发酵过程中产生了二次生长的现象$发酵培养
基含麸皮和豆粕两种底物，调整底物的比例可使二

次生长的时间发生迁移（见图(）$当培养基中麸皮
与豆粕质量比增加到"*!时，停滞期延后到")#出
现，全豆粕的培养基不出现停滞阶段$这说明米曲
霉在发酵过程中利用底物麸皮和豆粕的情况发生

了转变，导致了二次生长现象的发生$二次生长现
象出现的时间影响终态的酶产量，产酶量随底物中

%／&的增加而增加$

图3 不同底物配比下米曲霉发酵产酶曲线的迁移

"#$%3 &’(2’#)-#,$/)-’(2(0/,4$*/5-’.-4#))(*(,-
2162-*.-(*.-#/

7$!$7 温度对发酵过程的影响" 温度对发酵的影
响结果见图+，可见温度对产酶的影响与温度对产
孢的影响趋势相同$当温度从,-.升高到,+.左
右时，酶活下降了’-/左右$而当温度从,-.下降
到!(.左右时，酶活则下降不大$可见温度的升高
对米曲霉产酶的影响要大于温度降低的影响$

图8 温度对米曲霉发酵产酶的影响

"#$%8 &’(())(0-/)-(+9(*.-1*(/,-’()(*+(,-.-#/,

7$!$: 水分质量分数对米曲霉发酵过程的影响
" 米曲霉在不同水分条件下发酵，其综合酶活的情况

见图0$

图; 水分含量对米曲霉发酵产酶的影响

"#$%; &’(())(0-/)+/#2-1*(/,-’()(*+(,-.-#/,
随着水分质量分数的上升，米曲霉产酶能力也

随之上升，而后基本保持不变$说明水分对产孢子
和产酶过程的影响不同，水分对菌丝体的生长没有

抑制$
根据实验测得的不同水分条件下的产酶情况，

可以得到水分质量分数与米曲霉产酶速率!1（2／

"--（2·#））的关系：

!13
-$"-,·［4!5］
-$,)06［4!5］

: 结 论

"）建立了米曲霉产酶能力的筛选模型，得到了
产酶能力与"值和菌落直径#的关系

$3"$,-"6-%-,!#7"$!+
!）对米曲霉培养过程中的动力学行为研究结
果表明，碳源是米曲霉产孢子的速率限制性底物，

在发酵过程中由于所利用底物的转变发生了二次

生长现象$同时得到了种子生长阶段产孢数对残总
糖的产率系数&8／93!$’!):"-"-个／2，最大比生
长速率!;<=3($!)>7"$温度升高对种子生长和发
酵过程的抑制作用都十分明显$ （下转第’)页）
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图! 两种扩散系数估计值比较

"#$%! &’()*+,-.#/*0*12’(23*(/2#+-2(44#115/#6#2#(/

图7 明胶水分扩散系数估计值的验证

"#$%7 &’(6(.#1#)-2#*0*12’((/2#+-2(43-2(.4#115/#6#28
#0$(9-2#0$(9

: 结 论
明胶凝胶类的无孔隙收缩性固体，可以根据

!"#$第二扩散模型、样品密度与水分含量之间的关

系式和渗透扩散实验得到的水分分布曲线，采用变

步长手段对其水分扩散系数进行数值法估算%
在一定的水分含量差范围和一定温度条件下，

明胶凝胶的扩散系数可作常数处理%
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孢子增长速率!S与水分含量之间的关系：

!ST?%>LLL／（&M?%><>?／［UA7］V?%&>KJ／
［UA7］A）

在发酵阶段水分与产酶速率!;之间的关系：

!;T?%&?NW［UA7］／（?%NK=V［UA7］）
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