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利 用 微 生 物 将棉 籽 中游 离

棉 酚脱 毒 的研 究

钟英长 吴玲娟

(生物学系 )

摘 要

本文通过添加棉酚的培养基进行微生物的自然筛选和诱变育种
,

获得 5 株对棉酚有高脱

毒率而不产黄曲霉毒素的霉菌
,

对未经榨油的棉籽仁粉的微生物脱毒率达 60 %一74 %
。

它们

分别属于梨饱帚霉属 ( S c o p u l a r￡o p s `5 s p
.

)
、

曲霉属 ( 妊
s p e r g `I l u s s p

.

)
、

串珠 霉 属

(M 。 耐 lI’ a s p
.

)和红曲霉属 (M 。 。
as 。 : s p

.

)
.

通过测定经固态发酵脱毒处理后棉籽仁粉
、

饼

粉中游离棉酚的残留量证实棉籽饼脱毒后游离棉酚含量达到安全标准
.

对发酵后棉籽仁粉
、

饼粉的动物毒性试验和营养分析
,

结果也表明发酵后的棉籽仁粉
、

饼粉毒性大为减少而营养

价值却有所提高
.

关键词 棉酚
,

微生物脱毒
,

棉籽饼

利用棉籽作为动物饲料和人类食品时
,

对游离棉酚的含量有一定的安全标准
,

一般

规定不得超过 0
.

03 肠
.

棉籽仁含游离棉酚大约 0
.

8 务
,

棉籽饼则因榨油工艺的 不 同
,

残

留的棉酚含量差异很大
.

棉籽饼在加工过程 中
,

受压
、

热处理
,

游离棉酚大部分与蛋 白

质结合而形成无毒的结合棉酚 〔 ’ , “
,
。

但一般榨油后的棉籽饼的游离棉酚含量仍超过规定

的安全标准
,

需要进一步脱毒后方能使用
。

棉籽的脱毒有各种不同的方法
,

目前国内外采用的脱毒工艺
,

如加热去毒法
,

液体

旋流加工工艺
、
胺去毒法

、
碱法脱毒

、
硫酸亚铁脱毒和极性溶剂浸出法等 〔“ 一 ” 〕 ,

均属于

物理或化学的脱毒方法
,

这些方法都存在一定的缺点
,

如脱毒率不理想
、

成本过高
、

破

坏棉籽中的营养成分
、

降低营养价值等
,

因此有必要寻求成本低
、

效率高和工艺简单的

新方法
。

本文着重研究利用微生物将棉酚脱毒的方法
,

即利用微生物在发酵过程中对棉

酚的转化
,

以达到脱毒的目的
。

1 材料与方法

1
。

1 培养基

①蔡 氏 ( C z a p e k ) 培养基
; ② 2 %葡萄糖一胡 萝 卜一马 铃 薯 培 养 基

; ③ 0
.

2 肠

( g / m l ) 醋酸棉酚一蔡氏培养基 ; ④ 0
.

4 肠 ( g / m l) 醋酸棉酚一蔡 氏 培 养 基
; ⑤不同

含糖量和棉酚量的棉籽仁粉水抽提液平板
, ⑥测定棉酚脱毒率培养基 ( 棉籽粉或饼粉于
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。
.

5 6k g /c m Z

灭菌 30分 钟后加入 0 6肠浓度为 1 9 /1 2 om l的无菌葡萄糖水溶 液 )
; ⑦ 0

.

4 %

( g /m l )醋酸棉酚一无糖蔡氏培养基
; ⑧ 0

.

4帕 ( g /m l )蜡酸棉酚一 0
.

5肠蔗 糖 蔡氏培

养基
。

1
.

2棉酚耐受菌株的选育

1
.

2
.

1 自然
.

筛选 按常规方法从垃圾上和霉变棉籽饼中取样
,

稀释后涂布在③号培养基

平板上
,

2 9℃培养一定时间
.

选取所生长回霉菌菌落在③号培养基上分离纯化
.

另选部

分菌料
;

点植到④和⑤ 号培养雄平板上
,

2 9
O

c 培养一定时间后 观察记录生长情况
.

1
。

2
.

艺诱 变育种 参考 《 微生物应用技术 》 眨“ 〕一书中的方法
.

选用 01
、

37 和 G 一 1号菌株

作为出发菌株进行亚硝峡孤诱变和亚硝甚狐一紫外线双
L

丘诱变
.

用含棉酚的培养基 ( ⑦

号
、

⑧号培养基 ) 进行筛选
.

1
.

3 测定方法

1
.

3
.

1 游 离棉酚的定量测 定 游离棉 酚的 含量 采用 B二 t n e r
等人的三 氯 化 锑 反 应

法 〔7 , 8 〕测定
.

每个样品做 2 个重复
,

取平均值
.

由标准曲线求得游离棉酚的含量
.

1
.

3
.

2 固 态发酵和脱毒率的 测 定 将经活化 ( 用②
一

号培养 荃 ) 的 菌 接 种⑥号培养基
,

于 2 9
O

c 培养 4 8小时
.

同时将一瓶经 过 相 1司系件预处理的培养基不接种 置 于 3
O

c 作为热

脱毒对照
.

均于 70 ℃ 烘 2
.

5小 时
.

粉 碎
.

以上样品分别取样测定游离棉酚的含量
。

与经过相同顶处理不接种的对照样品中游

离棉酚的含量相比较计算出菌株的微生物脱毒率
, ·

与不经任何处理的样品中游离棉酚的

含量相比较求得总脱毒率
.

1
.

3
.

3 黄曲霉毒素的含量测 定 将沮
、

09
、

37
、

5了
、

78 和 G 一 1 号菌价接 种⑥号培养基

进行固态发酵
.

以经过相同处理但不接种的培养基置于 3 ℃作 对 照 ( 对 照 ( 亚 ) )
.

于

70 ℃ 烘 5小时
,

并取适量未经预处理 ( 不灭菌
,

不调湿 )的棉籽粉也于 70 ℃ 烘5,J
、 时作对

照 (对照 ( I ) )
.

用高效液相色谱 ( H P L C ) 法 ( S H IM A D Z U T久 C一 3 A 型 高效液相

色谱 仪 )测 定各样品的黄 曲霉毒素的含量
。

1
.

3
.

4 蛋 白质
、

氛基酸含量测定 经固态发酵的棉籽仁粉和棉籽讲粉⑥号 培 养 基
,

于

7 0
0

c 烘 2
.

5小时
,

粉碎
.

以不经任何处理的棉籽仁粉
、

棉籽饼粉分别作对照
。

以瑞典 K j e l t e 。
自动定氮仪 ( , 型 )钡。定各个祥品的蛋自质含量

.

以高速氨基 酸 分

析仪 ( 日立 83 5一 50 型 ) 测定各个样品的氨基酸含量
.

1
.

4 动物毒性试验

40 只幼龄纯种小白鼠分成 4组
,

每组 10 只
,

分别饲喂 4 种饲料
:

① 40 肠发酵棉籽仁

粉一 60 肠混合粉
; ② 40 肠对照棉籽仁粉一 60 肠混合粉 ; ③全部发酵棉籽仁粉 ; ④全部不

发酵 ( 对照 ) 棉籽仁粉
,

各组并经常补充饲喂胡萝 卜
.

2 结 果

2
.

1 棉酚耐受菌株的选育

以④号培养基从垃圾土和霉变棉籽饼取样筛选到 90 株具棉酚耐受能力的霉菌
.

经诱

变选育出 20 株棉酚耐受能力相对较强的突变株
.

各菌株暂时以数字编码
.

根据各菌株点

植到④
、

⑤号培养基上的生长情况
,

初步确定 01 号等 30 个菌 株对棉酚的耐受能力比较强
.
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2
.

2 菌株脱毒率

自然选育到的 g。株霉菌接种⑥号培养基进行 固态发酵后取样测定游离棉酚的含量
,

并与处理 条件完全相同但不接种的培养整和不经任何处理直接测定的 棉 籽仁 粉 ( 未榨

油 ) 和棉籽饼粉 ( 榨过油 ) 的游离棉沙少含量相比较分别求得微生物脱毒率和总脱毒率
,

结果菌 株的脱毒率高低各异
,

如表 ] 所示 ( 表中数据为经多次重 复试验测定的部分菌株

的平均值 )
.

其中
,

01
、
。 9

、
3了

、
5 7

、

78 和 G 一
l 号菌 材对游离棉酚的平均脱毒率均高于

60 肠
,

最高为 01 号菌株
,

微生物脱毒率达 74 肠
。

重 复试验
、

测定了几个菌 株对棉籽饼游离棉酚的脱毒 率
,

结 果 见 表 2
.

由表 2可

见
,

受检的几株霉菌对棉籽饼的脱毒率也很高
,

达 68 % 以上
,

而 flI
.

略高于对棉籽仁粉的

脱毒率
。

这可能是棉籽饼里游离棉酚含量 比较低
,

对霍菌生长的抑制作用比较小
,

菌体

生长比较好
,

因而脱毒率也比较高
.

表 1 固 态发酵的棉酚脱毒 率 ( 棉籽仁粉 )

T a b
.

1 T h e 丈 e d u e t i o n o f f r e e g o s s y p o ! i n e o t t o n s e e d k e :
·

n e l m
e a l

(
0 11 n o t e x t : a e t e d ) b y s o l i d

一 s t a t e f e r 二 e n t a t i o n

项 目
华

对照
( I )

0 9 1 1 3 7 5 7 6 7 7 5 7 8 7 9 8 0 G
一
1

残留游离
棉酚含量 0

.

7 5 3 0
.

2 7 4 0
.

0 7 1 0
.

0 9 7 0
.

1 3 2 0
.

0 7 6
.

0
.

0 9 0 0
.

2 1 1 0
.

2 1 0
.

0 8 2 0
.

1 6 7 0
.

1 4 8 0
.

1 0 5

(% )

微生物
脱毒率
(% ) — —

7 4
,

1 6 4
.

7 5 1
.

8 7 2
.

4 6 7
.

1 2 3
.

0 2 3
.

3 7 0
.

1 3 8
.

8 4 6
.

0 6 1
.

5

总脱毒率
(% )

u “
’ ” “ ` ’ “ 。 ` ’ “ “ “ . “

7 2
.

1 8 9
.

1 7 7
.

7 8 0
.

4 8 6
.

0

注
:

①对照 ( 1 )— 棉籽仁粉不作任何处理
,

直接抽提 ,

②对照 ( I )— 棉籽仁粉经过相同条件处理 (培养基的灭菌
、

调湿
、

烘干相同 )
,

但不接种

表 2 固态发酵的棉酚脱毒率 ( 棉籽饼粉 )

T a b
.

2 T h e r e d u e t i o n o f f r e e g o s s y P o l i n e o t t o n s e e d m e a l

( 0 11 e x t r a 。 t e d ) b y s o l i d
一 s t a t e f e r 也 。 n t a t i o m

对照 对照
, ` 目 ( I ) ( I )

3 7 5 7 7 8 G
一

l

残留游离棉酚含量 (% ) 0
.

0 4 5 6 0
.

0 3 0 7 0
.

0 0 8 0 0
.

0 0 8 0 0
.

0 0 9 5 0
.

0 0 8 5 0
.

0 0 9 7

微生物脱毒率 (% ) — —
7 4

.

1 7 4
.

1 6 9
.

2 7 2
.

3 6 8
.

5

总脱毒率 (% ) —
3 2

.

7 8 2
.

5 8 2
.

5 7 9
.

2 8 1
.

4 7 8
.

8

注
:

对照 ( I )和对照 ( I ) 同表 1所注
,

但材料为棉籽饼粉

另挑选 5 株诱变选育的棉酚耐受菌株
,

经固态发酵后测定脱毒率
.

其中
,

脱毒率最高

者达 6 4
.

5肠
。

2
.

3 棉酚耐受菌株的初步鉴定

对不产黄曲霉毒素的 5 株高 脱 毒 率 霉 菌
:

01
、

37
、

57
、

7 8和 G 一 1 号 菌 株在①
、

②号培养基上进行点植培养
、

载片培养
。

同时检 查了各菌株的蔡氏培养物上清液与氯化
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高铁水溶液的反应情况
。

参考有关的鉴定资料
、

手册 〔” 一 , 召 , ,

根据各菌 株 的形 态 和 培

养特征
,

初步 确 定
,

01 号菌为梨抱帚霉 属 ( S co P滋aT f oP
s is s p

.

)
,

G 一 1和 57 号菌为曲

霉属 ( A
s p e ,

·

g i l l u s s p
.

)
,

3 7 号菌为串株霉 属 ( M o n i l i a s p
.

)
, 7 9 号 菌 为 红 曲 霉 属

( M o n a s c u s s p
.

)
.

2
.

4 营养分析和营养价值

经 01 号菌株发酵以及不经任何处理 ( 作对照 ) 的棉籽仁粉
、

棉籽讲粉的蛋白质
、

氨

毯酸含量见表 3
.

由表 3 可见
,

经过发酵后
,

棉籽仁粉
、

棉籽饼粉蛋白质含量提高的百

分率分别为 5
.

18 肠和 5
.

75 肠 ( 若把含水最统一为 5
.

57 肠
,

那么发酵组棉籽仁粉棉籽饼粉

与对照组棉籽饼粉的蛋白质含量折算后分别为 4 1
.

6 1肠
、

5 7
.

0肠和 5 3
.

9肠 )
;
发酵后棉

籽仁粉和棉籽讲粉氨墓酸 总
.

量 提高灼
一

百分 率 分 别 为 7
.

34 肠和 2 1
.

91 肠 ( 含 水 量 也统

一为 5
.

5 7 )
.

棉籽饼粉发酵后氨基酸含量的增加幅度很大
,

这可能是因为棉籽饼粉中棉

酚等毒性物质含量很小
,

霉菌能很好地生长而不受抑制
,

能产生较多的菌体蛋白和氨基

酸
.

由表 3 还可看出
,

几种必需氨基酸 ( 表 3 中有
·

号者 ) 含量都有显著的提高
.

表 3 棉抒仁
、

饼粉固 态发酵前
、

后蛋 白质私 氛酸含量

T a b
.

3 P r o t e i n a n d a
m i n o a e

i d s e o n t e n t i n f e r m e n t e d a n d

n o n 一

f e r坦 e n t e d e o t t o n s e e d m e a l a n d k e r n e l m e a l

棉籽仁粉 棉籽饼粉
发酵组 对照组 发酵组

( 1 )
对照组
( I )

蛋白质含量 (% )

水 份 (% )

5 0
。

0 4 4 9
。

2 9

1 3
。
6 4

门冬氨酸

酸酸酸酸酸酸酸酸氨
*

苏氨

氨氨氨氨氨氨氨丝谷胧丙颧脯甘

甲硫氨酸
*

异亮氨酸

酸酸氨氨一壳酪
*

量

( % )

*

苯丙氨酸

氨氨氨氨氨
*

赖

组 氨 酸

色 氨 酸

精 氨 酸

总 计

3
。

3 3 9 8

1
。
0 4 7 5

1
。
2 3 1 2

8
。
8 1 6 9

1
。

2 8 1 3

1
。

6 3 5 8

1
。
6 9 9 6

0
。
6 0 3 3

1
。

9 6 3 6

0
。
4 0 4 7

1
。
2 1 7 3

2
。
2 9 1 0

1
。
0 8 4 1

2
。
1 0 0 2

1
。
6 5 6 9

0
。
6 0 3 7

1
。

0 7 6 8

3
。

2 8 9 6

0
。
9 1 0 3

1
。
0 6 7 4

8
。
3 9 7 9

1
。
0 6 0 1

1
。
5 1 3 4

1
。
4 4 5 6

0
。
5 5 3 9

1
。
7 6 5 3

0
。

4 5 8 7

1
。
0 9 1 5

2
。
1 2 4 7

1
。
0 0 5 5

1
。
9 6 9 2

1
。

5 7 8 1

0
。

5 1 8它

1
。
0 5 7 1

1 7
。

0 3

3
。

5 5 9 8

1
。
1 0 5 0

1
。

3 4 4 1

9
。

3 3 6 1

1
。
2 8 4 4

1
。

6 6 6 5

1
。
5 5 8 6

0
。
4 7 5 5

1
。

8 7 1 9

0
。
4 2 5 6

l
。

2 0 2 6

2
。

3 0 9 9

0
。
9 8 1 7

2
。

0 7 5 2

1
。

5 8 5 6

0
。
6 0 2 7

1
。
0 4 5 9

3
。
0 2 1 3

0
。
9 1 4 4

1
。

1 1 7 8

7
。
8 0 0 9

1
。

0 0 1 2

1
。

3 9 4 1

1
。

3 5 1 9

0
。

4 6 1 6

1
。

5 9 9 9

0
。
3 2 2 6

1
。
0 3 1 0

1
。
9 8 0 8

0
。

8 5 4 5

1
。

7 6 2 5

1
。
3 9 3 4

0
。

5 2 9 1

0
。
9 0 7 9

4
。
1 4 5 2 4

。
3 3 5 7 3

。

9 8 8 6 3
。
6 2 7 3

3 6
.

2 3% 3 4
。
1 4% 3 6

.

4 2 % 3 1
.

0 7%

2
.

5 安全性分析

2
.

5
.

1 黄曲霉毒素含量 几株霉菌的固态发酵 物 黄 曲 霉 毒素 B
:

( A f l at o ix n B
, ,

简称 A F T B
,

) 的含量见表 4
.

其中
,

01
、

37
、

57
、

78 和 G 一 1号菌株均不 产 生 A F T
,

其
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产品 A F T含量低于国家规定的大米中允许含量标准 ( l o p p b以下 )
,

更低于饲料中允许

含量标准 ( 美国规定为 20 p p b以下 )
。

所以
, 0 1

、
3了

、
5 7

、
7名和 G

一 1 号菌株 制成的饲料

安全可靠
。

09 号菌株的发酵产物黄曲霉毒素含量略高于允许标准
,

不宜采用
.

表 4 受 检 菌 固 态 发 酵 物 A F T B
,

含量

T a b
.

4 T h e A F T B z e o n t e n t i n f e r m c n t e d e o t t o n s e e d k e r n e l m e a l

菌科
扮 昭 不卜 昭

_ _ _ _ _ _ 一
『 , , ` 1几 尸 J , 1 、 、 , J 护 l 、 、 ,飞 I 了, r七 , J

,
, L r Z , 了 ` 」 . ,

( I )

黄曲霉毒素 B ,
含量 4

.

6

( l )

未检出 5
.

8 2 2
.

6 7
.

7 6
.

6 未检出 4
.

2

注
:

对照 ( 1 ) 和对照 ( I ) 同表 1 注

2
.

5
.

2 动物毒性试验 试验结果如表 5
.

由表 5可见
,

第①
、

②组小 鼠 ( 即 40 肠 棉籽仁

粉组 ) 在开始饲养的第 :12
、

6 6天分别有一只死亡
,

其它生 长 正 常
.

以② 组 的 增 重 率

为 1 00 肠计
,

那么①组的增重 率 为 1 4 1肠
。

第③
、

④组小白鼠的生长情况 受 影响较大
。

第④组的小自鼠从饲养 的 第 26 天开始陆续死亡
,

至第 40 天
,

10 只小白鼠全部 死 亡
。

第

③组在饲养的第 22 天
、

3 0天分别有 1 只小白鼠死亡
,

但其余 8 只仍生存
,

但生长速度很

慢
,

增重率较小 ( 2 2
.

5如 )
,

生长受到一定的抑制
。

表 5 小 白 鼠 毒 性 试 验 结 果

T a b
.

5 T h e r e s u l t o f t h e a n i m a l t o x i e i t y t e s t

40 %棉籽仁粉 + 60 %混合粉 纯 棉 籽 仁 粉

项 目 发酵组 对照组 发酵组 对照组
① ② ③ ④

残留游离棉酚合虽 (% ) 0
.

0 3 4 4 0
.

0 6 3 1 0
.

08 6 9 0
.

1 5 1 9

总棉酚含量 ( ;石) o
,
5 5 16 0

.

4 5 0 9 1
.

3名2 1
.

2 6 8

小白鼠原重 ( g / 1 0只 ) 1 6 6
.

7 5 1 6 4
.

7 1 1 2
.

0 1 1 3
.

0

第 55 天 一一 一一 1 1 0 9 / 8只 一一
饲养后重量

第 75 天 2 3 0 9 / 9只 2 0 5 9 / 9只 一一 一一

增重率 ( ; 石) 5 2
.

7 3 7
.

8 2 2
.

5

3 讨 论

在 自然界筛选到的 5 株不产毒霉菌
,

微生物脱毒率达 61 肠以上
,

加上发酵前原料灭

菌处理同时产生的热脱毒
,

可以使对棉籽饼粉的总脱毒率达到羚呢一 83 帕
,

游离棉酚含

量低达 0
.

。帕% ;
对棉籽仁粉 ( 未榨过油 )的总脱毒率达到 8G 肠一 90

.

6肠
,

游离棉酚含量

降到 0
.

1肠一 0
.

07 肠
,

脱毒效率不亚于其池的脱毒工艺
.

目前
,

脱毒效率最高的是 极 性

溶剂浸出法
,

脱毒率达 9 2
.

0肠 ” .

但是
,

目前各地油厂
,

只少数共有浸提设备
,

而大多

数油厂仍采用一次性榨油
,

不具浸提设备
,

不宜采用预榨浸出工艺
.

微生物脱毒工艺
,

因采用固态发酵方 法因而大大 简化了设备和工艺流程
,

又能满足脱毒要求
,

是一种投资

少
、

投产快
、

成本低
、

三废少
、

效率高的脱毒工艺
.

1 ) 新疆八一农学院匕用比宇研冗二
,

生物业用化学论X年
,

19 8 C , P
.

5 3一 75
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此外
,

微生物脱毒处理 的整个过程都比较温和
,

而且不外加任何化学制剂
、

有机溶

剂
,

不会破坏 其原有的营养成分
,

也不会因残存的有机溶剂而产生异味
.

相反
,

它能在

脱毒 的同时生成菌体蛋白和维生素
.

菌丝蛋白中
,

必需氨基酸尤其是赖氨酸
、

蛋氨酸含

量 很高 〔 ` 5 〕 .

本实验测定结果也表明
,

发酵后 的棉籽仁粉
、

棉籽饼粉中蛋白质
、

氨基酸

含量都得到了提高
.

此外
,

真菌发酵后还能产生香味
.

因此
,

经过微生物脱毒后
,

棉籽

粉的营养价值和食用价值都得到了提高
.

这是本法优于其他脱毒工艺的独特之处
.
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