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摘 要益生商具有但进动物生长、提高机体免疫能力等牛用功能，常用ft微生在同料添加剂ι 商体SFC-9是

株蜡状芽他针菌，该离株在不利环境下能够U!fH形式存在，具有耐高温耐酸碱和耐挤压等优点，较乳酸

商、酵'"菌等益生菌更能保指活菌状态，适合饲料加一仁业的需要、 该研究以商株SFU-9进付实验，研究发酵温

度、援种量、培养基初始pH值、溶解氧等因素对菌株止在民的影响，确定出且佳培养条件为:培养基初始pH值

为6.0- 6.5，接种量5%(相对摇瓶装液最)，培养温度到- 32飞，装液最28 - 33 mL 1250 trι 发酵液中的活菌

姓可达]011 ('f\l /rnLc 在此基础上，采用单因子和正交实验相结合的方法确定出最佳发酵培养摹组成为 卡

米淀粉2.0%，啤酒酵母1.5%，NaH2配'40.2%，:'IIa2HF'04 0.2%，玉米浆2，0%。 以最佳培养基自己方给两体提供

营养，在最佳培养条件下培养，可以便主酵液中的话菌数高达10】2 du / rnL" 

关键词益生菌，蜡状芽弛忏菌，发障，生物量
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Fermentation technology for probiotics SFU-9 

HUANG Li-bin， CHEN You-ro吨， Ql Feng-Ian， U Bai-lin 
(Col/ege of Food Science， SFU， Sh(U!且(â 2.CXXOO， Chω) 

Abs仕act: Pmhiotics have n四1v advant唔;es over u由町feed additives and ha刊posiLive inf1uence on 由e growth of 

m哑nals. Baεllus cereus strain SFU-9 hωgrowth-promoting elTect刷刷imals剧rl c皿 enhance the ability of 

innlllUlity. SFC-9 can keep activity for a \un伊r time than olh(>r 0电:anisms， such 部 yeru吐， lactic acid bacteriu; el巳

』咀皿e it should fonn s严res if under disadvant唔阪us conditjon�. so this strain n】eets出e reman也of the processing 

in feed industrv. The effectiuI恼。fωlt，陀condition and m叫ia Oll the gn】wth of the slrain SFU-9 we陀studied in the 

experiment. The optimizeù ft'nnentalion conditions町它 temperature 3 0  -32't:. .pH飞alue of media is 6.0 - 6.5. 

inoculum siæ is 2% and 28 -33 mL media per flask (250 mL). The optinrized fennentation l'u1ture mooium for 

strain SFL:-9认咀巾tained after analyzi吨 the effects of sin�e elements of tlle mf'dium (ca巾。n sauces. mtr咱巳n

阳山田， mineral 皿d growth f1配tor) un the俘。，wth of st阳n anJ lht' relatiunship betweCIl each dement τbe optimal 

prescription fl旧fennentation Wt施ωffiP<忧d of2%com 创arch， 1.5% hrewer' s yeast， 0.2% NaH2P04• 0.2% 

Na2HP04皿d2.0% corn s归up. The high届.t biom部s cuncentratÎon obtaineJ in the exp阳lment<; w俗lO12cfulmL

Key words: probiutics; Bacillusα'reus; fem随时创川的; biolt峭的

由于抗生素等药物性饲料添加剂产生的药物残留、细雨耐药性等危害，人们 将目光投向了北毒、元
公害的微生忐饲料添加剂的研究和开发 。 我国农业部1994年公布的能够用 于生产版生态制剂的菌种
有乳酸杆雨、芽抱杆商、粪链球菌、酵母菌和双歧杆菌[>1。 目前国内外用 于生产做生态制剂的菌种可以
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分 为芽子包杆菌和非芽抱忏菌两大类，对非芽抱主益生曲的研究和成用较多，而对芽抱类益生菌的研究报
道相对较少。 芽抱杆菌具有耐高温、耐酸碱和耐挤压等优点，适合饲料加l>lv的需要，能够保持较高的

活菌数[2J。 袍子进入肠道后，能够在肠道上部迅速复活而 发挥生理生化作用，促进动物生长 ，提高机 体
兔技能力，该菌在饲料工业中的庇用具有远大前景。 所以，本实验选用了生产效率高、生产周期短的高
密度深层液体友 酵 法培养菌株SFU-9，在摇1年培养的条件下确定 了适合蜡状芽抱杆菌S町-9生长的最佳
生民参数 ，在确定的最佳生长垂数的基础上进行培养基优化的研究，使发酵液的活菌吉量进 步提高 ，
达到1012 cfu / n止，为该菌的仁业化生产提供了理论假据扣技术支持。

黄丽彬等 益生菌 SFIi-9发酵工艺的确定3期

材料与方法

菌种
可U-9菌株，本实验宅提供。

培养基
1.2.1 斜面菌种培养基(W/V)(pH=7.0)

蔚糖3.0%，蛋白陈0. 5%，酵 母膏1.0%， Na2HP04 0.2% ，NaH2问�40.2%，琼脂2.0%G
1.2.2 液体菌种培葬基(W/V)(pH= 7.0) 

且需糖3.0%，蛋白豚0.5%，酵母膏1.0%，Na2HP040.2%， NaH21咱'40.2%0
1.2.3 摇瓶主酵培养基(W/V)(pH=7.0)

基本培养基·煎糖3.0%，蛋白陈0.5% .酵旺膏1.0%，Na与四040.2%， N对1，凹'40.2%。
1.2.4 活菌计数培养基(W/VllpH=7.0)

R糖3.0%，蛋白陈0.5%，酵母膏1.O%，Na2H同140.2%， l'斗aH2P040.2%，琼脂2.0%0

培养条件
斜面菌种培养30'C ，恒温培养箱培养24ho
液体菌种培养;用φI�的接 种环取3环斜面菌种于液体培养基中 ， 装液量30 rnL /250 rnL三角瓶，

八层纱布封口，30-31吃，160r/min摇床培养16-18h，镜枪菌体形态正常且无杂菌后备用 c

j番且在酵草本条件.装液量 30 mL /250 mL =:角瓶， 接种量 2%(相时摇瓶装液量)，A层纱布封口，
30CC ，160r/min.培养时间16-18h. 

活茵计数，30'C ，恒温培养箱培养24ho

分析方法

1.1 

1.2 

1.3 

pH值的叫定pH S-25型pH测定仪。

生物量圳定·血球计数法和平极涂布法活曲计数见丈献[3Jυ 
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固1 SFlJ-9菌株生长曲线
Fig.l The锣'Owth curve of s忧郁"S而飞-9

2.1菌株SFU-9生长曲线
来用血球计数 h法，在 发酵过程中 每隔3h取

次样，直至33h时止。 做出商株的牛长曲线如图l

所示c
从罔1 可以看出，当培养时间达到1] 15-18hiI二

有时，菌再生长墓本处于稳定期。 在20-25h时，有
芽抱形成井大量产生于包子。 该实验以菌体J与日的产
物，丑因于包于具有耐高温、耐挤Æ和耐酸崛等忡能，

结果与讨论2 
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能够长时期保持活力，故从图中可知，该菌株的种龄为16-18h，发酵时 间为21 -2曲。

2.2 培养温度
温度的高低与发酵巾的酶反应速率 、氧 在培养

液中的溶解度 和传递速率等密切剧盖，从而影响菌
体生长和产物合成['J 。 本实验是在基本培养条件
下，将培养温度由30吧 改为分别在 20 ，25 ，30，35，
40，45吧下培养，采用活菌计数的 方法测定发酵液中
的活菌吉量。 国自持Sr1J-9的 生长与温度的关系如图
2示。

从图2可以看出，该菌株的 最佳生长温度是30
-32吧。

2.3 发酵液初始pH值
在基本培养基的组成本变的 前提下 ， 将培养基

的初始pH值由7.0 分别调为5.5，6.0，6.5，7.0，

7.5，8.0，然后接种培养υ 最用活菌计数方法测定发
酵液中的 活南古量υ pH 值对菌株S町-9的 影响如

图3示。
由此可知，当培养基的初始pH值为5.5吨6.8

时， 发酵液中活菌吉量超过 1011 cfu / mL，该菌最 适
生长pH为6.0-6.5 .

2.4 接种量
在基本培养是件前提下，战变 接种量，使接种量

分别为1%，2%，3% ，4%，5%，6%，7%，8%，9%， 

10'1岛，采用情菌计数方法测定发酵液中 生物量。
接种量与发酵液中活菌总数的 关系如图4 所

示结果表明当接种量虫5%时，发酵液中的活菌且
数最大，可达 1011 cfu / mι。 该研究的目的是取得最
大菌体盘，所以最佳接种量为5%。

2.5 呼吸代谢对生长的影响
@ 

榕解氧量 需氧商发酵的必各条件， 摇瓶装液量
的多少直接影响氧的传递。 本实验 在基本培养条件
前提下，改变装液量，使装被量分别为15，20，刃，
30，35，40，45，50，55，60 mL.然后接种培养c 同样来
用 活菌计数方法测定直酵液中的活菌含量。 菌帷

SFU-9对氧气的需求情况如图5所示。
从阁中可知，装液量为28-33 mL / 250 mL时，

发酵液中的活菌肯量最高。

2.6 培养基优化
2.6.1 碳源的优化

将基础培养基的碳IW煎糖3%分别用 表l 中的
碳源代替，制成培养基后接种培养，用活菌计数方法
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固2 菌株S阳9生长与温度的关系图
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测定发酵液中 的活菌吉量，结果见茬10

1 

表E 碳源对菌体生长的影响

Tah.l The efl'ects of田由on sources 011 the grow创h of strnin SFU.9 

2 3 4 5 
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6 7 
碳 源 "精(对照) 葡萄精 乳精 可溶性淀勒 玉来淀粉 土E淀粉 木薯淀粉

添加量(%) 3 3 3 3 3 3 3 

生物最10"啤vmL 120 140 101 177 189 187 158 

从表中可以看出，最适合蜡状芽砸杆菌SFU-9生长的碳源是玉米淀粉，其次为士亘淀粉和可洛性淀
粉 。
2.6.2 氨源的优化

将基础培养基 中 的蛋白陈和酵母膏用表2 中的物质替代配制培养基 ， 用于发酵生产菌株SFU-9o

表z 氮源对菌体生长的影响

T曲.2 The et1'ects of nitro伊E 酬回跚恤 自" 兽咽W也""... 咀n SFU-9 
2 3 4 5 6 7 8 9 10 

氮 源 蛋内脏+ 自摩 蛋 牛 啤酒 百 可7 尿
酵母膏 rJ 自 肉 柏 NIC口 Na�O习
(;(1阳) 膏 陈 膏 酵母 粉 浆 京

添加量(号的 0.5 + 1.0 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5 圆形物2呢 0.5 0.5 0.5 
生物量\Q'!cfulmL 123 310 136 120 580 5及} 261 12.7 11.5 10. 8 

从表2 日J以得知，有机氮源较克机虱源更有利于蜡状芽抱杆菌SFU-9的生忙，其中以啤酒酵母为最
佳，亘柏粉、酵母膏敏果次之 。
2.6.3 无机盐的优化

将甚础培养基巾的Nili，凹4和 Na，眶。4用表3中 的无机盐代替配制培养幕，研究无机盐对菌悻

SFU-9生长的影响，用活菌计数}j法测定发酵液的活菌吉量c

表3 无机盐对商体生长的影晌

Tab.3 The elfects of皿""'" 00由."咽W由"".百jn SFU-9 

无机盐

悻加量(骨)

生物最l(jlcfu/nι

I 2 3 

CaC12 KO MgS04 71屯。
0 .4 0 .4 0.4 

65 62 53 

由此可 知 ， 无机元素瞬是蜡状芽抱杆菌SFU-9
生长所必须的元素 ，磷在菌体的核酸代谢、能量的贮
存与传递)i面起着重要的作用。 同时 ，磷酸盐也是
重要的缓冲剂。

2.6.4 生长因于的影响

主米辈富肯'仁长因子，本实验是在占主础培养基
的基础上添加玉米辈，研究其对菌株SFU-9的生长

促进作用。
从图 6 可知 ，玉米靠对菌株的生挂有促进作用，

添加量以2-2.5%为最佳。
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因6 玉米浆浓度对发酵的影响
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正主实验
培养基巾书组分之间有 定的内在关系，为寻找他们之间最恰当的配比 ，在研'允f碳源、氨源、九机

盐和生长闲子等单闵子对菌株SFU-9生长的影响以后，来用正交实验的方法研究这些问素对菌株生长
的综合作用 ，以进一步完善培养基巾各组分的功能，提高发酵波的生物量。

以啤酒酵母、玉米淀粉、NaHz凹14+ N句IIPO，和玉来辈作启发酵因素，每个因素各选取=个水平 ，并

按4(3')止交表设计9组摇瓶发酵实验 ，每组做两个平行Sj 巨变实验的因素与水乎和实验结果分析
见表 4 0
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正主实验结果分析表表4

Th， """"臼"'''晒stic anaIysis tab】e of ortbogor回trialT曲4

生物最(1俨c缸/ mL) 
2 总和

2.4{】 1.99 4.39 

2.60 2.54 5.14 

0.91 1.94 2.8: 

2.46 2.33 4.79 

l. 71 1. 72 3 .4:可

2仅) 2.34 4.34 

1.03 1.89 2.97 

2.20 1.83 4.m 

1臼 L>4 4.17 

C 
NaIl1PO. + N<I)llPO， 

1(0.1 +0.1%) 
2(0.2+0.2%) 

3(0.3+0.3C，i;) 

2 

3 

3 

2 

实验
编号

1

2

3

4

5

6

7

8

9

 而
m
E
E
mM
mω
ω

U
MH
9

4

4

3

1

 

K1 

K2 
10 
k1 

k2 

k3 
悦左R

注()内>1添加浓度(w!V)。

由极差l可知，C (j<J极差 最大 ，Il á<J极差最小。 极差越大，反映该因素水平变动时，总指标变化越大，
也就是该指标对综合指标的影响越大c 因此 ，按极差大小顺序排列出因素的主要顺序为C>A>日>D。
据表 4可知，菌幢SFlJ�9最佳培养基 配方为A，良C2��

结论

由实验可知 ，培养辜的初始pH 值、 接种量、培养温度、培养时溶氧情况的培养条件相培养辜的组成
功商株的生长有很大的影响。 适合蜡状芽抱杆菌SHJ-9雨株'1长的最佳!R件是:培养基初始pH值h
6.0-6.5 ， 接种量5%(相对摇瓶装被监) ，培养温度到)- 32'C ， 装液�28-c.33 ml，/挡o mLc 通过羊肉手
分析和正主实验 ， 确定山蜡状芽抱杆商SI1J-9的最优化培养装组成为 王米淀粉2.0%，啤惘酵母 1
5%.N址起阳。0.2%， Na2HP04 0.2%，王米罪2.0%。
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