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纳豆芽孢杆菌的固态发酵条件

帅明， 黄占旺。， 牛丽亚
(江西农业大学食品科学与工程学院，江西南昌330045)

摘 要：为了优化纳豆芽孢杆菌固态发酵条件，以活茵数和芽孢数为指标，采用微生物发酵技术，

研究了种龄、接种量、培养基初始pH值和含水量对固态发酵的影响，并通过L。(34)正交试验确定

了纳豆芽孢杆菌固态发酵最佳条件。试验结果表明：接种体积分数7％、种龄17 h、培养基初始pH

值8．0、培养基初始水分质量分数70％，37℃固态发酵5 d效果最好，活茵数和芽孢数分别达到

3．4×1010 cfu／g和1．8×109 cfu／g。
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Study on Solid Fermentation Conditions of Bacillus natto

SHUAI Ming，HUANG Zhan-wang’， NIU Li—ya
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Abstract：In order to optimize solid fermentation conditions of Bacillus natto，the effect of seed

age。inoculum size，initial pH value and moisture of culture medium，solid fermentation time and

temperature on solid fermentation were carefully studied．The most optimum solid fermentation

conditions of Bacillus natto were obtained by L9(34)orthogonal experiment and shown as

follows：seed age 17 h，inoculum size 7％，initial pH value 8．0，initial moisture 70％，solid

fermentation temperature 37℃and solid fermentation time 5 d．By the optimimum conditions the

total bacterium and total spores achieved at 3。4×1010 cfu／g，1．8×109 cfu／g repectively。
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纳豆芽孢杆菌(Bacillus natto)是从日本的发

酵食品纳豆中发现并分离出来的，属细菌科、芽孢

杆菌属，其原始菌株与枯草芽孢杆菌相同，是枯草

芽孢杆菌的一个亚种[1]。纳豆芽孢杆菌耐酸、耐

碱、耐高温，能够抵抗胆汁的作用，因此能够进入机

体肠道定植和生长繁殖。纳豆芽孢杆菌能够促进

双歧杆菌、乳酸杆菌和梭菌等厌氧菌的生长，又能

有效抑制肠道中肠杆菌和肠球菌等需氧菌的生长，

促进宿主肠道正常菌群生长，保持机体内环境平

衡；另一方面，纳豆芽孢杆菌能使肠道酸化进而有

利于铁、钙及维生素D等的吸收，能明显提高蛋白

酶、脂肪酶和淀粉酶的活性；它的代谢物具有降血

压、抗肿瘤、抗氧化性、溶血栓及预防骨质疏松等作

用[2-3]。人们早就认识到纳豆芽孢杆菌的巨大价
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值，并把它广泛应用于食品、医疗、养殖等行业。目

前，纳豆芽孢杆菌及其代谢物主要通过液态深层发

酵分离、纯化而得，投资大、成本高、技术要求高、产

生废液多、污染严重H]。而固态发酵避免了液态发

酵的上述不足，又适宜工业化生产，日益受到人们

的重视，但国内关于纳豆芽孢杆菌固态发酵的文献

报道还比较少见。作者对纳豆芽孢杆菌固态发酵

条件进行了研究，为工业生产提供理论依据和技术

支持。

1材料与方法

1．1 材料

1．1．1发酵培养基玉米粉与麦麸质量比为3：

7、葡萄糖2 g／dL、硝酸铵0．5 g／dL、水分质量分数

60％。

1．1．2菌种来源 纳豆芽孢杆菌(Bacillus natto)

B，为江西农业大学食品微生物实验室分离保存。

1．1．3菌种培养基 牛肉膏蛋白胨固体培养基，

牛肉膏蛋白胨液体培养基[5]。

1．2仪器与设备

754型紫外可见分光光度计，上海精密科学仪

器有限公司制造；SPX-150B生化培养箱：上海跃进

医疗器械厂制造；HZQ—F160型全温振荡培养箱：哈

尔滨东联电子技术公司制造；101A一4B电热鼓风干

燥箱：上海实验仪器总厂制造；LDZX-40B自动立式

电热压力蒸汽灭菌器：上海申安医疗器械厂制造；

HH-2型数显恒温水浴锅：国华电器有限公司制造。

1．3方法

1．3．1纳豆芽孢杆茵生长曲线的测定 挑取2或

3环斜面菌种接种于液体培养基，于37℃、120 r／

min恒温振荡培养，3 h测定一次△A。。。。，然后以时

间(h)为横坐标、△A。。。。为纵坐标绘制生长曲线。

1．3．2 单因素试验 以活菌数和芽孢数为指标，

研究了种龄、接种量、培养基初始pH值和含水量、

固态发酵温度和时间等因素对固态发酵的影响。

1．3．3正交试验根据单因素试验结果，选择种

龄、接种量、培养基初始pH值和含水量4个因素中

的合适水平进行L。(34)正交试验设计，见表1。测

定37℃、固态发酵5 d后的活菌数和芽孢数，以此

来确定固态发酵最佳条件。作者数据统计均采用

DPS v6．55软件，多重比较采用Duncan新复极差

法。

1．3．4干燥条件对活菌数、芽孢数的影响

以活菌数和芽孢数为指标，研究了干燥方式和

干燥温度对活菌数和芽孢数的影响。

表1正交试验因素、水平表

Tab．1 Factors and its levels of orthogonal

1．3．5活茵数的测定

1．3．6芽孢数的测定

然后稀释平板计数‘61。

2结果与分析

稀释平板法‘引。

样品于85℃处理15 min，

2．1纳豆芽孢杆菌生长曲线的测定

由图1可知，0"-6 h为延滞期，在这段时间，菌

体很快分散并适应新的环境，总菌数几乎没有变

化；6～15 h为菌体的指数生长期，菌体在这段时间

以指数的形式大量增殖，指数期末期活菌数达到最

大；15～24 h为稳定期，菌体在这段时间内增长和

衰亡都比较慢；24 h以后菌体衰亡较快，进入衰亡

期；菌体的细胞浓度在约18 h时达到最大。因此，

试验所用种子液的种龄约为18 h。

2．5

{2·o
孑1．5
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表2接种量对固态发酵的影响

Tab．2 E陬t of inoculum size on solid fermentation

2．2．2种龄对固态发酵的影响 保持固态发酵其

他条件不变，在固体发酵培养基中分别接人种龄为

9、12、15、18 h的种子液，测定固态发酵后的活菌

数、芽孢数，见表3。

由表3可知，随着种龄的增大，活菌数、芽孢数

呈先增加后减少的变化趋势，种龄为15 h时达到峰

值。这是由种子液中菌体的数量和活力不同造成

的。种龄为9、12、15 h时，菌体分别处于指数生长

的早期、中期和晚期，菌体活力比较强，菌体数量依

次增多却没有达到峰值；种龄为18 h时，菌体细胞

浓度达到最大，而活力不及指数期的菌体活力，从

而使活菌数、芽孢数呈上述变化趋势。

表3种龄对固态发酵的影响

Tab．3 Effect of seed age on solid fermentation

2．2．3培养基pI-I值对固态发酵的影响 保持固

态发酵其他条件不变，将固态发酵培养基初始pI-I

值分别调为5．o、6．0、7．0、8．0和9．0，测定固态发

酵后的活菌数、芽孢数，见表4。

表4 pH值对固态发酵的影响

Tab．4 Effect of pH on solid fermentation

纳豆芽孢杆菌发酵过程中的大多数反应是酶

促反应，pI-I值随代谢产物以及培养基成分的变化

而变化，故需要摸索适宜的初始pI-I值[7]。由表4

可知，随着培养基pI-I值的升高，活菌数、芽孢数呈

先增加后减少的变化趋势，在pI-I 8．O的时候达到

峰值。因此，固态发酵培养基的最佳初始pI-I值为

8．0。

2．2．4培养基水分质量分数对固态发酵的影响

保持固态发酵其他条件不变，在固态发酵培养基中

分别加入40％、50％、60％和70％的水，测定固态

发酵后的活菌数、芽孢数，见表5。

表5水分质量分数对固态发酵的影响

Tab．5 Effect of the amount of water 011 solid fermentation

由表5可知，随着培养基含水量的增加，活菌

数、芽孢数呈先增加后减少的变化趋势，在培养基

水分质量分数达到60％的时候达到最大。可能是

由于培养基的水分质量分数小于60％的时候，培养

基的水分不充足，限制了微生物生长繁殖；当培养

基的水分质量分数大于60％的时候，培养基的透气

性能减弱，微生物得不到充足的氧气供应，生长繁

殖也受到限制。故固态发酵培养基最佳初始水分

质量分数为60％。

2．2．5发酵时间对固态发酵的影响 保持固态发

酵其他条件不变，分别测定固态发酵3、4、5、6 d后

的活菌数和芽孢数，结果见表6。

表6发酵时间对固态发酵的影响

Tab．6 Effect of fermentation time OI!solid fermentation

活菌数和芽孢数多少是衡量益生菌制剂质量

优劣的重要指标，在固态发酵中，发酵时间对固态

发酵后活菌数和芽孢数有相当大的影响。发酵时

间过短，细菌菌体和芽孢没有充分形成，活茵数和

芽孢数比较少；发酵时间过长，不仅菌体活力会降

低，而且菌体还会自溶死亡，使活菌数和芽孢数减
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少。由表6可知，固态发酵5 d时，活茵数和芽孢数

均达到峰值，故固态发酵的最佳时间为5 d。

2．2．6发酵温度对固态发酵的影响 保持固态发

酵其他条件不变，分别测定30、37、40、45℃下固态

发酵后的活菌数和芽孢数，结果见表7。

表7发酵温度对固态发酵的影响

Tab．7 Effect of temperature on solid fermentation

由表7可知，37℃为菌种适宜的生长和发酵温

度，当温度低于或高于37℃，菌种生长和发酵受到

一定的影响，活菌数和芽孢数均有所降低。

2．3正交试验

采用DPS6．55软件对正交试验结果进行分析。

正交试验结果见表8、极差分析结果见表9、10。由

极差R可知，对于活菌数而言，各因素的主次关系

为D>C>B>A，最佳条件组合为A。B。C。D：；对于

芽孢数而言，各因素的主次关系为C>D>B>A，

最佳条件组合为A。B。C。D：。各因素对活菌数和芽

孢数的影响次序略有不同，但二者的最佳条件组合

相同，且均为A。B。C3D2，即培养基初始pH值8．0、

种龄17 h、接种体积分数7％、培养基初始水分质量

分数70％。

表8正交试验结果

Tab．8 Results of orthogonal experiment

裹9正交试验极差分析结果(活菌数)

Tab．9 Results of Poor analysis of the orthogonal experiment

(total bacterium)

表lO正交试验极差分析结果(芽孢数)

Tab．10 Results of poor analysis of the orthogonal experiment

(total spores)

2．4验证试验

由于正交试验得到的最佳条件组合A。B。C。D。

并不在表1的试验组合中，因此以此组合作为发酵

条件进行验证试验，见表11。

表ll验证试验

Tab．1 1 Validation experiment

由表11可知，最佳条件组合的活菌数和芽孢

数分别达到3．4×1010 cfu／g、1．8×109 cfu／g，显著

高于固态发酵条件优化前的活菌数和芽孢数(分别

为7．6×109 cfu／g、1．5×109 cfu／g)，也高于正交设

计表中各个组合条件下的活菌数和芽孢数。

2．5干燥条件对活菌数、芽孢数的影响

不同的干燥方法和干燥温度对活菌数和芽孢

数都有一定的影响。由表12可知，随着干燥温度

的升高，活菌数和芽孢数都随之减少，活菌数减少
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幅度远大于芽孢数的减少幅度。真空干燥效果优

于常压干燥，50℃、真空度0．095 MPa干燥效果最

好，此时活菌数和芽孢数分别达到1．4×1010 cfu／g

和8．2×108 cfu／g。因此，纳豆芽孢杆菌固态发酵

后适宜的干燥方法是真空干燥，真空度0．095

MPa、干燥温度50℃。

表12干燥条件对活菌数、芽孢数的影响

Tab．12 Effect of the drying conditions on the total bacterium

and spores

3 结 语

通过单因素试验和正交试验确定了纳豆芽孢

杆菌固态发酵最佳条件为：种龄17 h，接种体积分

数7％，培养基初始pH值8．0，水分质量分数70％，

37℃固态发酵5 d效果最好。此时，活菌数和芽孢

数分别达到3．4×1010 cfu／g、1．8×109 cfu／g，显著

高于固态发酵条件优化前的活菌数和芽孢数(分别

为7．6×109 cfu／g、1．5×109 cfu／g)，也高于正交设

计表中各个组合条件下的活菌数和芽孢数。

各因素对活菌数和芽孢数影响主次顺序略有

不同，但最佳条件组合均为A。B。C。D。；最佳条件组

合与单因素试验得到的最佳条件均不相同，可能与

这些因素的综合效应有关。

纳豆芽孢杆菌固态发酵后适宜的干燥方法是

真空干燥，真空度0．095 MPa，干燥温度50℃，此

时活菌数和芽孢数分别达到1．4×1010 cfu／g和8．2

×108 cfu／g。
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