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摘要    坚强芽孢杆菌(Bacillus firmus) PC024 是一株分离自中国明对虾(Fenneropenaeus chinensis)

养殖环境，且能够提高对虾免疫力和抗病力的益生菌。本研究优化其发酵豆粕的工艺条件，单因素

优化结果：最佳接种量为 2×106 CFU/g，最佳料水比为 1∶0.8，最佳发酵时间为 90 h，最佳发酵温

度为 37℃。在单因素实验结果的基础上，采用响应面法对 4 个因素进行了优化，最终确定最佳发

酵条件：发酵温度为 39.0℃，发酵时间为 100 h 18 min，料水比为 1∶0.96，接种量为 3.84×106 CFU/g。

经此条件发酵后，发酵产物中的菌浓度可达 1.23×1010 CFU/g，验证值与预测值相差 5.13%，优化模

型可靠。豆粕经发酵后发生感官变化，豆粕发酵的得率为(93.89±0.01)%，可溶性蛋白含量由发酵前

的(39.16±0.01)%增加到(58.80±4.54)%，豆粕粗蛋白质由发酵前的 50.71%增加到 55.03%，15 种氨基

酸的总含量增加到原来的 132.30%，增加比例最大的 5 种为精氨酸(168.60%)、赖氨酸(157.20%)、

丝氨酸(152.50%)、苏氨酸(139.04%)和甘氨酸(138.40%)。经 SDS-PAGE 显示，蛋白大分子得到有效

降解。本研究可为益生菌的利用和对虾疾病防控提供新思路。 
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配合饲料是对虾养殖中的主要食物来源，价格随

着捕鱼量的减少和鱼粉价格上升而大幅增长。近年

来，不断从植物中开发能够替代鱼粉的原料(Hardy,  

et al 1995; Cheng et al, 2013)，在众多被考察的植物性

饲料原料中，豆粕凭借其稳定的供给、合理的价格和

丰富的营养成分，成为了最具潜力的鱼粉替代物

(Lemos et al, 2000)，在多种水产动物中已有豆粕替代

鱼粉的研究，如大西洋鲑(Salmo salar)(Refstie et al, 

1998)、凡纳滨对虾(Litopenaeus vannamei)(Lim et al, 

1990)、美洲龙虾(Homarus americanus)(Floreto et al, 

2000)等。 

豆粕含有多种抗营养因子(Rumsey et al, 1994; 

Anderson et al, 1995)，氨基酸组成不平衡(Floreto et al, 

2000)，限制了豆粉替代鱼粉的量。豆粕经过微生物

发酵后，具有较高的养分消化率和营养价值，如维生

素 A 和 B (Kim et al, 1999)以及必需氨基酸(Weng et al, 
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2010)；能够有效去除抗营养因子，提高小肽含量  

(吴胜华等, 2009)。柴鹏程等(2013)研究表明，在饲料

中添加坚强芽孢杆菌(Bacillus firmus)可显著提高凡

纳滨对虾的免疫力。本研究采用的坚强芽孢杆菌

PC024，是经抗病功能筛选得到的抗病微生物，添加

到对虾饲料能有效提高对虾抗白斑综合征病毒

(WSSV)感染的能力，对注射 WSSV 的凡纳滨对虾的相

对保护率可达 33.7% (孙艳等, 2013)。采用该菌种对

豆粕进行发酵，有望获得具有提高对虾抗病力的发酵

豆粕，同时改善豆粕的营养特征。 

1  材料与方法 

1.1  菌种 

坚强芽孢杆菌 PC024 为中国水产科学研究院黄

海水产研究所养殖生物疾病控制与分子病理学研究

室于 2010 年 3 月 28 日从健康中国明对虾(Fennero- 

penaeus chinensis)养殖环境中分离(孙艳等, 2013)。菌

种经平板划线活化，挑取单菌落接入 100 ml 2216E

海水液体培养基，28℃、150 r/min 过夜培养至菌浓度

为 108 CFU/ml。 

1.2  豆粕的平板浅层发酵 

市售豆粕的蛋白含量为 45%。在高速万能粉碎机

中经 25000 r/min 粉碎 1 min，过 80 目筛，于 121℃

高压灭菌 20 min，50℃、12 h 烘干。取 5.00 g 烘干的

豆粕置于平皿中，加入适量无菌水，接种适量菌液，

摊开成 1.5 cm 的薄层，于 28℃恒温培养一定时间，

取发酵产物测定其菌浓度。 

1.3  菌浓度的测定 

将发酵产物充分搅拌混匀，称取 2.00 g 于 50 ml

无菌离心管中，加磷酸盐缓冲液(PBS)至 20 ml，超声

波振荡 25 min 后取出，用装有 PBS 的 1.5 ml 无菌离

心管中进行 10 倍梯度稀释，稀释到 104、105 和 106

共 3 个梯度，取 100 μl 涂布于 2216E 固体海水培养基，

每个梯度涂 3 个平板，置于 28℃恒温培养箱中过夜

培养，24 h 后进行平板菌落计数。 

1.4  单因素实验 

1.4.1  接种量单因素实验    采用平板浅层发酵，

每个平皿装料量(灭菌烘干后豆粕粉)为 5.00 g，料水

比[豆粕质量(g)/无菌水体积(ml)]为 1∶0.6，加水 4 ml，

发酵温度为 28℃，接种量设置 1×106、2×106、3×106

和 4×106 CFU/g 共 4 个梯度，每个梯度设置 3 个平行，

平板浅层发酵 64 h 后，取样稀释涂平板测定菌浓度。 

1.4.2  料水比单因素实验    采用平板浅层发酵，每

个平皿装料量(灭菌烘干后豆粕粉)为 5.00 g，接种量为

2×106 CFU/g，发酵温度为 28℃，料水比(1∶n)，n 分

别为 0.4、0.5、0.6、0.7、0.8，每个梯度设置 3 个平行，

平板浅层发酵 64 h 后，取样稀释涂平板测定菌浓度。 

1.4.3  发酵时间单因素实验    采用平板浅层发酵，

每个平皿装料量(灭菌烘干后豆粕粉)为 5.00 g，接种量

为 2×106 CFU/g，发酵温度为 28℃，料水比为 1∶0.8，

发酵时间分别设为 24 h、42 h、48 h、66 h、72 h 和 90 h，

每个梯度设置 3 个平行，取样稀释涂平板测定菌浓度。 

1.4.4  发酵温度单因素实验    采用平板浅层发酵，

每个平皿装料量(灭菌烘干后豆粕粉)为 5.00 g，接种

量为 2×106 CFU/g，料水比为 1∶0.8，设置 4 个实验

组，每组 3 个平行，分别在 28℃、32℃、37℃和 42℃    

4 个温度下发酵 96 h 后取样稀释涂布测定菌浓度。 

1.5  响应面实验 

根据 Box-Behnken 中心组合设计的原理(Saha et al, 

2011)，对接种量、料水比、发酵时间、发酵温度      

4 个影响因素进行四因素三水平响应面分析实验

(Response surface methodology，RSM)，以菌浓度为

响应值，各因素及水平见表 1。 
 

表 1  响应面优化的因素及水平设计 
Tab.1  Factors and levels for response surface methodology 

水平 Level 编号
Code

因素 Factor 
1 0 1 

X1 发酵温度(℃) 
Fermentation temperature  

30 37 44 

X2 发酵时间(h) 
Fermentation time  

66 96 126 

X3 料水比 
Ratio of SBM and water 

0.6 0.8 1.0 

X4 接种量(×106 CFU/g) 
Inoculation amount 

2 4 6 

 

1.6  豆粕发酵得率及可溶性固形物含量的测定 

称取 100.00 g 的豆粕 6 份，3 份在 105℃烘箱内

经 5–6 h 烘干后取出，放入干燥器中冷却 30 min，再

重复烘干 1 h，待 2 次称重差小于 0.002 g，即为恒重

状态，记录烘干后质量(n1)。其余 3 份用于发酵，发

酵条件采用最终优化的接种量、料水比、发酵时间和

发酵温度，发酵产物采用相同烘干操作后称重(n2)。 

豆粕发酵得率(%)= 2

1

n

n
×100% 

采用水溶法测定可溶性固形物含量：将粉碎过

80 目筛的豆粕粉末采用如上相同烘干操作。称取等
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量干燥至恒重的 2 种豆粕粉末于烧杯中，加入 100 ml

水不断搅拌至均匀，采用布氏漏斗进行抽滤。将滤纸

片和滤纸片上的不溶物放进烘箱烘干至恒重，冷却称

量为 m1，滤纸片称量为 m。 

豆粕中可溶性固形物含量(%)= 

 12.000

2.000

m m 
×100% 

1.7  粗蛋白和氨基酸测量 

豆粕和发酵豆粕中粗蛋白以及 15 种氨基酸经国

家水产品质量检测中心测定，分别按照标准方法 GB/T 

6432-1994 和 GB/T 18246-2000 进行测定。 

1.8  豆粕和发酵豆粕的可溶性蛋白组成 

称取粉碎烘干后的样品 0.20 g，充分溶解于 5 ml 

PBS中，4℃条件下 4000 r/min离心 10 min，采用 Pierce 

BCA 蛋白定量分析试剂盒测定上清液的蛋白浓度，

加 PBS 稀释到同一浓度，用于 SDS-PAGE 分析。可

溶性蛋白的分析采用欧阳亮等(2008)的方法：取上清

液 40 μl，加入 10 μl 5×上样缓冲液，沸水浴 3 min 后

取出冷却即为液体样品。采用 15%的下胶和 5%的上

胶，70 V 电泳 30 min，待样品进入分离胶后，将电

压调至 110 V。采用考马斯亮蓝 R250 染色液染色 1 h，

脱色过夜至蛋白质区带清晰。 

1.9  统计分析 

响应面实验设计及结果分析采用 Design-Expert 

8.0.5b 软件，采用 SPSS 16.0 软件进行数据分析和统

计，单因素方差分析(One-way ANOVA)，P<0.05 作为

差异显著水平。 

2  结果与分析 

2.1  豆粕发酵前后的状态和感官变化 

豆粕发酵前呈浅黄色，松散状粉末，有淡淡的豆

腥味；经平板浅层发酵后，随着发酵时间的延长，豆

粉黏着性增加，颜色变得更深，逐渐呈现为褐色，散

发出浓烈的豆豉香味，略带酸味。 

2.2  单因素实验结果分析 

2.2.1  接种量对菌浓度的影响    不同接种量组豆

粕中，坚强芽孢杆菌数在 3.15×109–5.33×109 CFU/g

之间，从平均值来看，最佳接种量为 2×106 CFU/g，

且各组间差异不显著(P>0.05)(图 1-A)。 

2.2.2  料水比对菌浓度的影响    不同料水比组豆

粕中坚强芽孢杆菌数在 4.76×106–1.76×1010 CFU/g 之

间，最佳料水比为 1∶0.8，且各组间差异显著(P<0.05) 

(图 1-B)。 

2.2.3  发酵时间对菌浓度的影响    不同发酵时间组

豆粕中，坚强芽孢杆菌数在 1.05×109–2.36×1010 CFU/g

之间，从平均值来看，最佳发酵时间为 90 h，并且

90 h 和 24 h 发酵豆粕中菌浓度与其他发酵时间组具

有显著性差异(P<0.05)，42 h 与 48 h 之间无显著性差

异(P>0.05)，但二者与其他发酵时间组均具有显著性

差异(P<0.05)，66 h 与 72 h 组之间也无显著性差异

(P>0.05)，但与其他组均具有显著性差异 (P<0.05)  

(图 1-C)。 

2.2.4  发酵温度对菌浓度的影响    不同发酵温度组

豆粕中，坚强芽孢杆菌数在 1.12×1010–2.82×1010 CFU/g

之间，从平均值来看，最佳发酵温度为 37℃，并且

37℃发酵温度下菌浓度与其他各发酵温度组具有显

著性差异(P<0.05)，28℃与 32℃之间无显著性差异

(P>0.05)，但二者与其他发酵时间组均具有显著性差

异(P<0.05)，42℃发酵温度与其他组均具有显著性差

异(P<0.05)(图 1-D)。 

2.3  响应面实验 

2.3.1  响应面实验设计组及结果    选取发酵温度

(X1)、发酵时间(X2)、料水比(X3)和接种量(X4)为自变

量，发酵产物的菌浓度(Y)为响应值，响应面法实验

设计方案及结果见表 2。 

2.3.2  多元二次回归方程的建立及显著性检验    使

用 Design-Expert 8.0.5b 软件对实验结果进行多元回

归拟合，从而得到总芽孢杆菌浓度 (Y)与发酵温度

(X1)、发酵时间(X2)、料水比(X3)、接种量(X4)之间的

二次多元回归模型： 

Y=–178.80227+5.45219X1+0.31789X2+ 
113.15821X3+7.26961X4+0.00692857X1X2+ 
0.68214X1X3–0.033929X1X4–0.085417X2X3– 
0.00520833X2X4–1.45000X3X4–0.085643X1

2– 
0.00242111X2

2–65.31875X3
2–0.52444X4

2 

回归方程方差分析见表 3，由表 3 可知，该模型

的 P<0.0001，表明模型极显著，且失拟项为 0.1407，

不显著，从而说明方程对实验的拟合较好。模型中一

次项 X3 和二次项 X1
2、X3

2 差异极显著，一次项 X1 和

二次项 X2
2、X4

2 差异高度显著。在所选取的因素水平

范围内，各因素对结果的影响排序为 X3>X1> X2>X4。 

2.3.3  相应曲面分析    通过 Design-Expert 8.0.5b

软件对实验结果进行处理，得到响应曲面图(图 2)。

三维曲面图直接反映了各因素对芽孢杆菌发酵浓度

的影响，位点越凸表示响应值越大。 
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图 1  不同因素对发酵后豆粕中菌浓度的影响 
Fig.1  Effects of four factors on bacterial concentration in fermented soybean meal 

相同字母代表差异不显著(P>0.05)，不同字母代表差异显著(P<0.05) 
Same letter indicated no significant difference (P>0.05), different letters indicated significant differences (P<0.05) 

 

表 2  响应面设计及实验结果 
Tab.2  Experimental design and results of RSM 

实验号
No. 

X1 X2 X3 X4 Y (×109 CFU/g)
实验号

No. 
X1 X2 X3 X4 Y (×109 CFU/g)

1 0 –1 0 1 6.40 16 1 0 0 1 5.10 

2 0 1 –1 0 0.43 17 0 1 0 1 7.75 

3 –1 1 0 0 2.33 18 –1 0 0 1 2.43 

4 0 0 0 0 10.25 19 0 –1 0 –1 3.68 

5 0 0 0 0 10.65 20 1 1 0 0 7.65 

6 0 0 –1 1 0.38 21 0 1 0 –1 6.28 

7 0 0 0 0 8.30 22 –1 –1 0 0 1.95 

8 1 –1 0 0 1.45 23 0 0 0 0 9.96 

9 0 –1 –1 0 1.03 24 0 0 1 –1 10.80 

10 0 –1 1 0 10.23 25 0 0 1 1 8.55 

11 0 1 1 0 7.58 26 0 0 0 0 10.23 

12 0 0 –1 –1 0.31 27 –1 0 0 –1 0.58 

13 1 0 1 0 8.60 28 –1 0 –1 0 0.30 

14 1 0 –1 0 0.33 29 –1 0 1 0 4.75 

15 1 0 0 –1 5.15       

Y：发酵后豆粕中坚强芽孢杆菌 PC024 的浓度 

Y: Concentrations of the B. firmus PC024 in the fermented soybean meal 
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表 3  方差分析 
Tab.3  Analysis of variance (ANOVA) 

变异来源 
Sources of variation 

平方和 
Sum of squares 

自由度 
df 

均方差 
Mean square error 

F 值 
F value 

P 值 
P value 

显著性 
Significance 

模型 Model 382.48 14 27.32 12.88 < 0.0001 *** 

X1 21.17 1 21.17 9.98 0.0070 ** 

X2 4.42 1 4.42 2.08 0.1710  

X3 189.85 1 189.85 89.50 < 0.0001 *** 

X4 1.21 1 1.21 0.57 0.4627  

X1 X2 8.47 1 8.47 3.99 0.0655  

X1 X3 3.65 1 3.65 1.72 0.2108  

X1 X4 0.90 1 0.90 0.43 0.5248  

X2 X3 1.05 1 1.05 0.50 0.4931  

X2 X4 0.39 1 0.39 0.18 0.6744  

X3 X4 1.35 1 1.35 0.63 0.4391  

X1
2 114.23 1 114.23 53.85 < 0.0001 *** 

X2
2 30.80 1 30.80 14.52 0.0019 ** 

X3
2 44.28 1 44.28 20.87 0.0004 *** 

X4
2 28.54 1 28.54 13.46 0.0025 ** 

残差 Residual 29.70 14 2.12    

失拟项 Loss of quasi item 26.34 10 2.63 3.14 0.1407  

纯误差 Pure error 3.36 4 0.84    

总变异 Total variation 412.17 28     

***为差异极显著(P<0.001)；**为差异高度显著(P<0.01) 
***: Extremely significant differences (P<0.001); **: Highly significant differences (P<0.01) 

 
发酵温度、发酵时间、料水比和接种量四因素两

两之间均与豆粕发酵后产物中芽孢杆菌浓度呈抛物

线型关系(图 2)，并且存在极大值点，回归方程中的

所有二次项 P>0.05，两两因素之间的交互作用不显

著；当发酵温度为 39.0℃、发酵时间为 100 h 18 min、

料水比为 1∶0.96、接种量为 3.84×106 CFU/g 时得到

极大值点。 

2.3.4  验证实验    采用上述结果所得的坚强芽孢

杆菌 PC024发酵豆粕的最佳条件(发酵温度为 39.0℃、

发酵时间为 100 h 18 min、料水比为 1︰0.96、接种量

为 3.84×106 CFU/g)进行发酵，设置 3 个平行，发酵后，

菌浓度分别为 1.22×1010 CFU/g、1.38×1010 CFU/g、

1.10×1010 CFU/g，均值为 1.23×1010 CFU/g，与预测值

1.17×1010 CFU/g 十分接近，误差仅为 5.13%，说明响

应面法分析所得的优化模型是可靠的。 

2.4  豆粕发酵得率及可溶性固形物含量测定 

豆粕为细菌的生长繁殖提供多种有机物、蛋白质

和糖类等，微生物在繁殖过程即发酵豆粕的过程中产

生蛋白酶等降解大分子蛋白，去除抗营养因子，但同

时也将一部分营养物质转化成了 CO2 和水分释放到

外界。等质量的豆粕发酵前烘干至恒重 n1 为

(91.60±1.43) g，采用上述条件发酵 100 h 18 min 后，

产物烘干至恒重 n2 为(86.00±0.57) g，豆粕发酵的得

率为(93.89±0.01)%。 

可溶性固形物含量的变化能够反映微生物发酵

豆粕的能力，发酵后可溶性固形物含量越高，越利于

养殖动物的消化吸收。豆粕经芽孢杆菌 PC024 发酵

后，可溶性固形物含量有了明显提高，由发酵前的

(39.16±0.01)%增加到(58.80±4.54)%。芽孢杆菌在发酵

过程中分泌一些酶类作用于豆粕，蛋白质和碳水化合

物等大分子物质得到不同程度的降解，可望提高豆粕

的消化和吸收利用率。 

测定豆粕发酵前后的粗蛋白含量，结果显示，豆

粕经过发酵，粗蛋白增加到原有的 108.50%，结合发

酵得率可知，100.00 g 豆粕经发酵得到 93.89 g 发酵

产物，其中，蛋白质由发酵前的 50.71 g 增加到 51.67 g。 

测定豆粕发酵前后的 15 种氨基酸含量，结果显

示(表 4)，发酵后各种氨基酸比例均有所增加，15 种

氨基酸的总含量增加到原来的 132.30%，与原来氨基

酸含量相比，增加比例最大的 5 种氨基酸为精氨酸

(168.60%)、赖氨酸(157.20%)、丝氨酸(152.50%)、苏

氨酸(139.04%)和甘氨酸(138.40%)。其中，6 种必需

氨基酸(赖氨酸、苯丙氨酸、苏氨酸、异亮氨酸、亮

氨酸和缬氨酸)的含量平均增加到原来的 133.20%。 
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图 2  不同因素对豆粕菌浓度响应值的影响 
Fig.2  The influence of four factors on the response value of soybean meal bacteria concentration 

 

2.5  SDS-PAGE 分析 

比较发酵前后豆粕的 SDS-PAGE (图 3)，结果显

示，发酵前豆粕可溶性蛋白带较多，而且多数集中在

35 kDa 以上，发酵之后，豆粕中分子量在 35 kDa 以

上的大分子蛋白大部分被降解，蛋白带出现在 20–  

30 kDa 之间，表明坚强芽孢杆菌 PC024 的发酵豆粕，

能够使其中的蛋白质发生降解。 

3  讨论 

近年来，益生菌在水产养殖中的应用越来越广

泛，取得了很好的养殖防病效果，大大降低了抗生素

的使用。芽孢杆菌属具有对热、pH 和盐等耐受性高

的生理特性，在豆粕发酵的应用中倍受青睐。马文强

等(2008)利用枯草芽孢杆菌(Bacillus subtilsi)、乳酸菌

(Lactic acid bacteria)、酿酒酵母菌(Brewing yeast)发酵

豆粕，豆粕中的胰蛋白酶抑制因子和其他抗营养因子

得到了有效消除。吴胜华等(2008)利用枯草芽孢杆菌、

蜡样芽孢杆菌(Bacillus cereus. Frankland)、植物乳酸

菌和酵母菌两两结合固态发酵豆粕，发现用枯草芽孢

杆菌和植物乳酸菌混菌发酵时，产物中小肽含量达到

12.01%。戚薇等(2008)采用纳豆芽孢杆菌(Bacillus 

natto)、凝结芽孢杆菌(Bacillus coagulans) TQ33 固态发酵

豆粕，胰蛋白酶抑制剂因子 TI 降解率高达 95%。除

此之外，芽孢杆菌是一类能够提高对虾的抗病力的益

生菌，Rengpipat 等(2003)将芽孢杆菌 S11 作为饲料补

充剂投喂斑节对虾(Penaeus monodon)，不仅提高了对

虾的生长率，而且对虾抵抗发光细菌鳗弧菌(Vibrio 
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表 4  豆粕和发酵豆粕中 15 种氨基酸的组成 
Tab.4  Amino acid composition of soybean  

meal and fermented soybean meal (%) 

氨基酸 
Amino acids 

豆粕 
Soybean meal 

发酵豆粕 
Fermented soybean meal

天门冬氨酸 Asp 3.85 5.22 

苏氨酸 Thr 1.46 2.03 

丝氨酸 Ser 2.23 3.40 

谷氨酸 Glu 3.70 3.84 

甘氨酸 Gly 2.16 2.99 

丙氨酸 Ala 3.46 4.20 

缬氨酸 Val 3.69 4.38 

异亮氨酸 Ile 1.68 2.32 

亮氨酸 Leu 3.12 4.22 

酪氨酸 Tyr 1.42 1.79 

苯丙氨酸 Phe 2.18 2.72 

赖氨酸 Lys 2.01 3.16 

组氨酸 His 1.49 1.90 

精氨酸 Arg 2.39 4.03 

脯氨酸 Pro 1.13 1.38 

总计 Total 35.97 47.59 

 

 
 

图 3  豆粕发酵前后的 SDS-PAGE 分析 
Fig.3  SDS-PAGE analysis of soybean meal and  

fermented soybean meal 

M：蛋白分子量标准；1：豆粕；2：发酵豆粕 
M: Protein marker; 1: Soybean meal;  

2: Fermented soybean meal 
 

anguillarum)的能力也得以增强。Li 等(2009)将芽孢杆

菌 OJ 添加到饲料中也能够提高凡纳滨对虾抵抗

WSSV 的能力。本研究采用经过安全性实验和免疫实

验验证的坚强芽孢杆菌 PC024(孙艳等, 2013)对豆粕进

行发酵，将坚强芽孢杆菌 PC024 在发酵产物中的浓

度作为评价发酵工艺的优化指标。 

人们关注并研究发酵豆粕，目的是通过发酵这种

温和的生物技术解决豆粕抗营养因子含量高的问题，

减轻和消除对动物消化和吸收的不利影响，降低胰蛋

白酶抑制因子含量(吴胜华等, 2009)，减轻对蛋白质

消化和利用的阻碍；提高肽含量 (吴胜华等 , 2008;   

何勇锦等, 2011)、肽转化率(吴宝昌等, 2010)和水解度

(姚小飞等, 2010)等，使豆粕具有更好的溶解性，在

动物体内小肽更容易被吸收，转化利用率高；提高蛋

白质含量(何勇锦等, 2011; 胡瑞等, 2013)，使氨基酸

组成更加平衡合理。本研究旨在建立一种高效可行又

经济实用的抗病微生物在饲料中的添加技术，首先对

坚强芽孢杆菌 PC024 发酵豆粕的发酵因素进行优化，

该菌株首次作为发酵菌种应用到发酵豆粕中，各发酵

参数不明，故参考其他菌种发酵因素进行发酵温度、

时间、接种量和料水比的优化。结果显示，该菌能够

充分利用豆粕中的营养成分，并在发酵过程中迅速繁

殖，发酵约 100 h 的菌浓度可达到 1010 CFU/g，不仅

能够起到降解豆粕大分子蛋白的作用，而且能提高豆

粕可溶性成分及粗蛋白的含量，这与 Teng 等(2012)

用枯草芽孢杆菌 BS102 和米曲霉(Aspergillus oryzae) 

AO3042 发酵豆粕后粗蛋白和可溶性蛋白含量提高的

结果相符。Weng 等(2010)研究发现：豆粕经发酵 36 h

后的半胱氨酸含量减少 22%，所有的氨基酸含量减少

46%以上，其中，谷氨酸和丝氨酸下降 71%；当豆粕

发酵 48 h 时，大多数必需氨基酸除组氨酸外含量均

显著增加，其中，缬氨酸增加 93.60%，甘氨酸增加

50%。这与本研究结果不同，本研究豆粕发酵前测定

的 6 种必需氨基酸中含量最高的是缬氨酸，其次是亮

氨酸、苯丙氨酸、赖氨酸、异亮氨酸和苏氨酸；非必

需氨基酸含量最高的是天门冬氨酸，其次是谷氨酸、

丙氨酸、精氨酸、丝氨酸、甘氨酸、组氨酸、络氨酸

和脯氨酸，经过约 100 h 的发酵后，15 种氨基酸比例

均有所增加。推断发酵约 100 h 增加了豆粕的营养价

值和功能。 

本研究采用的芽孢杆菌 PC024 在豆粕发酵过程

中生长快速，提高豆粕可溶性成分及粗蛋白含量，降

解豆粕大分子蛋白，提高必需氨基酸含量，这些指标

均对发酵豆粕作为水生动物饲料原料提高豆粕营养

利用率十分有利，为获得具有提高对虾抗病力的发酵

豆粕，同时改善豆粕的营养特征提供了可能。 
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Abstract    Bacillus firmus strain PC024, isolated from Chinese shrimp (Fenneropenaeus chinensis) rearing 

environment, has demonstrated its ability to increase shrimp resistance to white spot syndrome virus (WSSV) 

infection and to ferment dietary soybean meal. The purpose of this current study is to optimize the processing 

conditions for the fermentation of soybean meal using B. firmus. Considering single factor trials, results 

indicated that the optimum bacterial concentration for inoculation, water ratio, fermentation time and 

temperature were 2×106 CFU/g, 1:0.8, 90 h, and 37℃, respectively. However, on the basis of univariate tests, 

the response surface methodology (RSM) was applied to optimize four fermentation factors when they were 

combined, including temperature, time, water ratio, and amount of bacteria required for inoculation. The 

optimum fermentation conditions were as follow: fermentation temperature, 39.0℃; fermentation time, 100 h 

18 min; water ratio, 1:0.96; and amount of bacteria for inoculation, 3.84×106 CFU/g. Under the optimized 

conditions, the bacterial concentration reached 1.23×1010 CFU/g after fermentation and it was 5.13% deviated 

from the predicted value using the RSM model. The quality of soybean meal improved significantly after 

fermentation. Firstly, the yield of the fermented soybean meal reached (93.89±0.01)%. Secondly, after 

fermentation, the soluble protein content in the soybean meal increased from (39.16±0.01)% to (58.80±4.54)%, 

and crude protein content in the soybean meal increased from 50.71% to 55.03%. Finally, the total amount of 

amino acids (15 types) had 132.30% increase compared to the original content; the most significant increases in 

the proportion amino acids were arginine (168.60%), lysine (157.20%), serine (152.50%), threonine (139.04%) 

and glycine (138.40%). It showed that the protein molecules were effectively degraded in SDS-PAGE. This 

study provides theoretical support for the application of probiotics in shrimp plant-basis diet and disease 

control in aquatic animals. 
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