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摘要:为探索在大豆固体培养基中接种富硒灵芝液体种子进行发酵产游离氨基酸的固体发酵工艺条件。在单

因素试验分别探索到较佳接种量、培养温度和发酵培养时间的基础上，采用响应面法中心组合设计试验。富硒

灵芝对大豆固态发酵培养较优组合条件: 即大豆固体培养基中接种灵芝富硒液体种子液，接种量 10． 53%、发酵温度

29． 34 ℃，发酵时间 6． 68 d 后，发酵大豆中的游离氨基酸可达 280． 56 mg /100 g，与优化前的游离氨基酸含量

169． 55 mg /100 g，相比提高了 64． 64% ; 有机硒的含量可达 0． 036%，与优化前相比提高了 1． 1 倍。初步探索到

灵芝对大豆固体发酵产游离氨基酸工艺条件，为开发大豆既富含游离氨基酸，又含微量有机硒的高营养价值食

品提供了新思路。
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Abstract: To explore the conditions for the solid fermentation to produce free amino acids by inoculating
Se-enriched Ganoderma liquid seed in soybean solid medium． On the basis of exploring better inoculation a-
mount，incubation temperature and fermentation period，the response surface method of central composite de-
sign test was used． Ideal combination conditions for Se-enriched Ganoderma on soybean solid fermentation cul-
ture: inoculating Se-enriched Ganoderma liquid seed in soybean solid medium，inoculation amount 10． 53%，

fermentation temperature 29． 34 ℃，fermentation period 6． 68 d，free amino acids in fermented soybean up to
280． 56 mg /100g，improved by 64． 64% compared with those before optimization，organic selenium content
up to 0． 036%，1． 1 times more than before optimization． Process conditions for producing free amino acid
from Ganoderma in soybean solid fermentation has initially explored，that provides new ideas of developing
soybean enrich free amino acid and trace organic selenium．
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灵芝( Ganoderma lucidum) 是名贵药用真菌，自古被誉为延年益寿之佳品，功可补气益血，养血安神、
临床应用非常广泛

［1］。硒是人体必需的微量营养元素之一，缺硒会直接导致人体免疫能力下降。临床

医学证明，威胁人类健康和生命的四十多种疾病都与人体缺硒有关
［2 － 5］。

本文以大豆为原材料接种富硒灵芝液体种子，探索大豆固体发酵产氨基酸新工艺，为开发大豆既富

含游离氨基酸，又含灵芝多糖及微量有机硒的高营养价值食品提供了新思路。

1 材料与方法

1． 1 材料

1． 1． 1 菌种 灵芝 730( 江西农业大学生物科学与工程学院实训基地提供) 。
1． 1． 2 主要试剂与仪器 抗坏血酸、氨基酸标准液、茚三酮试剂、亚硒酸钠，以上均为分析纯。722 型

分光光度计( 上海精密科学仪器有限公司) 等。
1． 1． 3 供试培养基 斜面培养基: PDA 培养基

［6］; 一级液体种子培养基: 去皮土豆 300 g，蔗糖 20 g，酵

母膏 2． 0 g，大豆蛋白胨 5． 0 g，KH2PO4 1． 0 g，MgSO4·7H2O 2． 0 g，pH 5． 5，蒸馏水 1 000 mL; 二级液体

种培养基: 蔗糖 80 g，大豆蛋白胨 5． 0 g，酵母膏 5． 0 g，KH2PO4 1． 0 g，MgSO4·7H2O 0． 5 g，NaCl2 5 g，土

豆 200 g，pH 5． 5，蒸馏水 1 000 mL; 固体发酵培养基
［7］: 浸泡过夜的大豆洗净，沥干水分，在 250 mL 三

角瓶中分别盛不同重量的浸泡过夜的大豆，121 ℃灭菌 30 min，备用。
1． 2 方法

1． 2． 1 菌种的活化
［8］

取实验室冰箱保存的灵芝菌种，接种于 PDA 斜面，置于 30 ℃恒温培养箱培养

7 d，即得活化斜面菌种。
1． 2． 2 灵芝液体菌种的制备 从活化好的斜面中挖取 0． 5 cm2

左右的菌块 1 ～ 2 块，接入一级液体培

养基中，装液量为 50 mL /250 mL。30 ℃ 180 r /min 振荡培养 3 ～ 4 d［9］。将培养好的一级种子液按

10%的接种量接种到亚硒酸钠终浓度为 300 μg /mL 的二级液体培养基中，装液量为 50 mL /250 mL，在

30 ℃ 180 r /min 培养 4 d，即得富硒灵芝种子液。
1． 2． 3 单因素试验

［10］ ( 1) 培养温度试验。取 40 g /瓶的大豆固体发酵培养基 15 瓶，分别接种灵芝液

体菌种，接种量 10% ( v /w) ，分别置于 26，28，30，32，34 ℃培养箱内培养。每种温度处理重复 3 瓶。间

歇摇匀，使灵芝菌丝体生长均匀。培养 7 d 后取培养料烘干检测游离氨基酸总量。
( 2) 接种量试验。取 40 g /瓶的大豆固体发酵培养基 15 瓶，分别接种灵芝液体菌种，接种量( v /w)

分别为 5%、10%、15%、20%、25%、30 ℃恒温培养，每种试验处理重复 3 瓶。间歇摇匀。培养 7 d 后取

培养料烘干检测游离氨基酸总量。
( 3) 培养时间试验。取 40 g /瓶的大豆固体发酵培养基 18 瓶，分别接种灵芝液体菌种，接种量 10%

( v /w) ，置于 30 ℃恒温培养，每种试验处理重复 3 瓶。分别培养至 3，4，5，6，7，8 d 后取培养料烘干检测

游离氨基酸总量。
( 4) 装量试验。分别取装量 30 g /瓶、40 g /瓶、50 g /瓶、60 g /瓶、70 g /瓶的大豆固体发酵培养基各

3 瓶，分别接种灵芝液体菌种，接种量( v /w) 分别为 10%，置培养箱中 30 ℃培养。间歇摇匀。培养 7 d
后取培养料烘干检测游离氨基酸总量。
1． 2． 4 中心组合试验 根据 Box － Behnken 中心组合设计原理

［11］，分别以不同接种量、不同培养温度

和不同培养时间三因素三水平的中心组合试验设计，以游离氨基酸含量为响应值，利用响应面试验结

果，探素大豆接种灵芝液体种子进行固态发酵后产游离氨基酸的较佳培养工艺条件。
1． 2． 5 游离氨基酸总量的测定 将发酵产物按标记倒入平皿中，50 ℃干燥至恒重，称取干燥样品 0． 25
g 于研钵中，加入 12． 5 mL 体积分数为 10%醋酸溶液研磨成匀浆，过滤，滤液加蒸馏水定容至 250 mL，

保存备用
［12］。采用茚三酮法

［13］，测定样品中游离氨基酸的含量。
1． 2． 6 有机硒含量测定 依据参考文献［8］的方法测定大豆干粉和灵芝固态发酵物中有机硒的含量。
1． 2． 7 试验数据统计分析 采用 SAS 统计学软件。

2 结果与分析

2． 1 单因素试验结果

大豆固体培养基接种液体灵芝种子液，分别在不同温度、不同接种量、大豆不同装量和不同培养时
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( c) ( d)

( a) 培养温度对固态发酵的影响; ( b) 接种量对固态发酵的影响; ( c) 培养时间对固态发酵的影响; ( d) 装瓶量对

固态发酵的影响。
( a) Effect of temperature on solid fermentation． ( b) Effect of inoculation level on solid fermentation． ( c) Effect of cul-

ture time on solid fermentation． ( d) Effect of bottling quantity on solid fermentation．
图 1 单因素试验结果

Fig． 1 The result of single factor experiment

间进行固体发酵培养对游离氨基酸总量影响的单因素试验结果分别见图1( a)、图 1( b)、图 1( c) 和图 1( d)。
由图 1( a) 可知: 在温度 30 ℃时，大豆固体培养基接种液体灵芝种子液进行固体发酵 7 d 后，发酵

大豆中的游离氨基酸的产量高达 223． 0 mg /100 g。
由图 1( b) 可知: 大豆固体培养基接种 10%液体灵芝种子液进行固体发酵为较适宜的接种量，固体

发酵 7 d 后，发酵大豆中的游离氨基酸的产量高达 238． 2 mg /100 g。
由图 1( c) 可知: 大豆固体培养基接种 10%液体灵芝种子液进行固体发酵 6 d 后，发酵大豆中的游

离氨基酸的产量高达 254． 4 mg /100g。
由图 1( d) 可知: 大豆培养基在 250 mL 三角瓶中的不同装量，接种 10% 液体灵芝种子液进行固体

发酵 7 d 后，发酵大豆中的游离氨基酸的产量差异不显著。
在各个水平灵芝菌丝体的生长变化不大，游离氨基酸的含量比较接近，差异不明显。由此可知在接

种量一定的情况下，装瓶量对灵芝固态发酵的影响不显著。
2． 2 采用响应面分析法对灵芝大豆固态发酵条件的优化结果

2． 2． 1 响应面分析因素的选取 根据 Box － Benhnken 的中心组合试验设计原理，综合单因素试验结

果，选取接种量、培养时间、培养温度对游离氨基酸含量影响显著的 3 个因素，在单因素试验的基础上采

用三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。
表 1 响应面试验因素与水平

Tab． 1 Factors and levels of experiment of Response Surface Analysis

因素

Factors
编码

Number

因素水平 Factor level

－ 1 0 1

接种量 /% Inoculation amount X1 5 10 15

培养时间 /d Culture time X2 5 6 7

培养温度 /℃ Culture temperature X3 26 30 34
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2． 2． 2 响应面分析试验设计方案 以接种量 X1、培养时间 X2、培养温度 X3 为自变量，以游离氨基酸的

含量为响应值( Y1 ) ，进行响应面分析试验。试验方案及试验结果见表 2。
表 2 响应面分析方案及试验结果

Tab． 2 Observed and estimated values for different levels of experimental design

实验号

Number

因素 Factor

X1 X2 X3

氨基酸含量 /［mg·( 100g) － 1］Amino acid content

预测值

Predictive value
实验值

Experimental values

1 － 1 － 1 0 238． 353 6 239． 823

2 － 1 1 0 265． 790 6 265． 782

3 1 － 1 0 259． 801 3 259． 81

4 1 1 0 269． 299 3 267． 83

5 0 － 1 － 1 229． 149 1 229． 905

6 0 － 1 1 222． 151 8 219． 918

7 0 1 － 1 257． 616 1 259． 85

8 0 1 1 230． 619 8 229． 864

9 － 1 0 － 1 238． 103 2 235． 878

10 1 0 － 1 240． 574 5 239． 81

11 － 1 0 1 211． 099 5 211． 864

12 1 0 1 233． 584 7 235． 81

13 0 0 0 276． 372 3 275． 823

14 0 0 0 276． 372 3 279． 81

15 0 0 0 276． 372 3 273． 484

2． 2． 3 多元二次响应面回归模型的建立与分析 对表 2 试验结果通过 SAS 软件程序进行二次回归响

应面分析，建立多元二次响应面回归模型: Y1 = 276． 372 3 + 6． 238 95X1 + 9． 233 85X2 － 8． 498 3X3 －
11． 052 62X1X1 － 4． 484 7X1X2 + 5． 003 4X1X3 － 7． 008 417X2X2 － 5X2X3 － 34． 479 52X3X3，各因素的方

差分析见表 3。
表 3 二次响应面回归模型方差分析

Tab． 3 Analyze of mean square

方差来源 Source 自由度 DF 平方和 SS 均方 MS F Pr ＞ F

Model 9 6 556． 167 728． 463 77． 5364 0． 000 1

X1 － X1 1 311． 413 4 311． 4134 33． 146 33 0． 002 219

X2 － X2 1 682． 097 1 682． 0971 72． 601 29 0． 000 366

X3 － X3 1 577． 779 577． 779 61． 497 85 0． 000 541

X1 X2 1 80． 451 93 80． 45193 8． 563 171 0． 032 774

X1 X3 1 100． 14 100． 14 10． 658 74 0． 022 327

X2 X3 1 99． 99 99． 99 10． 642 77 0． 022 388

X1
2 1 451． 037 2 451． 0372 48． 007 66 0． 000 961

X2
2 1 181． 371 4 181． 3714 19． 304 87 0． 007 063

X3
2 1 4 389． 527 4 389． 527 467． 214 0． 000 1

残差 Error 5 46． 975 55 9． 395 11

失拟性 Luck of fit 3 26． 513 76 8． 837 92 0． 863 846 0． 575 967

纯误差 Pure error 2 0． 461 79 10． 230 89

总差 Total 14 6 603． 143
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图 2 接种量、培养时间、培养温度对氨基酸含量影响的响应面图

Fig． 2 Surface layer of the effects of inoculation amount，culture time，culture temperature on amino acid content

图 3 灵芝固态发酵菌丝体与大豆的常规有机硒的含量的比较

Fig． 3 Comparison of solid fermentation of Ganoderma mycelium
and soybean conventional organic selenium content

从表 3 可以看出，回归模型是显著的( P ＜ 0． 000 1) ，该模型的决定系数为 X2 ( 培养时间) 、X3 培养

温度) 、X1 ( 接种量) 、X1 X3 ( 接种量与培养温度的交互作用) 、X2 X3 ( 培养时间与培养温度的交互作用) ，

X1 X2 ( 接种量与培养时间的交互作用) 它们的 Prob
＞ F 值分别为 0． 000 366，0． 000 541，0． 002 219，

0． 022 327，0． 022 388，0． 032 774 对游离氨基酸总

量的影响显著，说明该模型的拟合度较好。从表 3
中还可以看出，影响游离氨基酸含量的各因素按影

响大小 排 序 依 次 为 X2 ( 培 养 时 间 ) 、X3 ( 培 养 温

度) 、X1 ( 接种量) 。
由图 2 可得出，X1、X2、X3 存在极值点，Y1 的最

大估计值为 280． 56 mg /100 g，对应的因素为接种

量 10． 53%，培养温度 29． 34 ℃，培养时间为 6． 68 d。

2． 2． 4 验证试验 采用优化所得 5 个试验组合进行灵芝对大豆固体发酵试验，所得游离氨基酸的含量

分别: 279． 36 mg /100 g、278． 96 mg /100 g、280． 01 mg /100 g、278． 98 mg /100 g、278． 44 mg /100 g，平均

含量为 279． 15 mg /100 g。初步探素到利用响应面法对富硒灵芝对大豆固态发酵培养优化条件: 大豆固

体培养基接种灵芝富集液体种子液，接

种量 10． 53%、发酵温度 29． 34 ℃，发酵

时间 6． 68 d 后，发酵大豆中的游离氨基

酸可达 280． 56 mg /100 g，与优化前的游

离氨 基 酸 含 量 169． 55 mg /100 g［7］，相

比提高了 64． 64%。
2． 3 有机硒含量测定结果

由图 3 结果表明，灵芝固态发酵物

的有机硒含量为 0． 036%，而大豆粉中

的有机硒含量为 0． 017%，优化后有机

硒的含量提高了 1． 1 倍。

3 小结与讨论

大豆固体培养基接种富硒灵芝种子

液，分别在不同温度、不同接种量和不同培养时间进行固体发酵培养的单因素试验中，分别获得较佳培

养温度为 30 ℃、接种量 10%、大豆发酵培养 6 d 后，大豆发酵物中的游离氨基酸含量可达 220 mg /100g
以上。在单因素试验结果的基础上，采用响应面中心组合设计试验，进一步探索到利用响应面法对富硒
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灵芝大豆固态发酵培养较优组合条件: 大豆固体培养基接种灵芝富集液体种子液，接种量 10． 53%、发
酵温度 29． 34 ℃，发酵时间 6． 68 d 后，发酵大豆中的游离氨基酸可达 280． 56 mg /100 g，与优化前的游

离氨基酸含量 169． 55 mg /100 g 相比提高了 64． 64% ; 发酵大豆中有机硒的含量可达 0． 036%，与优化

前相比提高了 1． 1 倍。
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