
第10卷第4期

2001年12月

上海水产大学学报
JOURNAL OF sf诅NGHAI FISHERIES UNIVERSITY 

立章编号， 1∞4-7271(2∞1)04 - 0323 - 05 

纳豆芽抱杆菌SFU-18液体

深层发酵培养基的优化

陈丽花，陈有容，齐凤兰，李柏林
(上海水产大学食品学院，上海 2跚回)

Vol.lO， No.4 

D院， 2001 

摘 要采用BFY培养基，在最佳培养条件温度为37'0、初始pH为7.0、济氧最为4OmJ/250n乱、230r/min接种

量为4%下，测定了纳亘芽泡杆茵茵株SFC�18的生长幽线，从而确定了纳豆芽但杆菌的鼓佳接种种龄以及收

获时闯。然后，在种子培养液其他成分保持不变的情况下，分别改变氮源、碳源、无机盐、生长同子进行单因

素实验(以原种于液为对照)，采用L(9)34正交表设计实验进行培养基的优化，确定了纳亘芽抱杆菌液体深层

发酵的摄佳培养基配比为玉米淀粉1%、亘柏粉5%、玉米浆1.5% ，NaCIO.2%o 
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Optimization of deep submerged fermentation 
of Bacillus natto SFU -18 

CHEN Li-hua， CHEN You-rong，QI F吨lan ，Li Bai-lin 

(也llege of Food Science，执ω唱hai Fis.抽回U"肌叨a吃r， s，阳也如2α1090，由阳)

Abs甜act白1e growth curve of Bacillus nalw SF1J�18 was studied when it was cultured in BPY medium W1der 

identified conditions: 37吃， initial pH 7.0， dis脱过"d 阻:ygen 4OmL!250mL. 230r/min， i:1oculurn 4% in omer to 

detennine由e best inoculate and cultu陀time. The nitro阳1 8Ource， C础叩source，inorganic salts and锣'Owth fact仰

were CI四1ged respectivelyωprocess single factor te8t with BPY meclium as control team. The L(9)34 orlhü伊ml

chart was used to optimize the medium and the m四t suitable medium '1由identified a.'l follov帆 1% maize starch， 

5% defated scγbe阻严J\ovder， 1 .5% corn s怡ep liqt町， 0.2 % sodium chloride 

E町words: 8(Jκü阳刷刷 subme嗯;ed fennentatioll; BPY medium; 

纳亘芽抱杆菌(Bacillus natto) 是在却世纪初期由日本学者发现井分离出来的[，]属细菌科，芽抱杆

菌属，其原始商椎与枯草芽抱忏茵相同，是枯草芽抱杆菌的 个亚种，]。 经研究发现芽抱杆菌是以生于包
子的形式军星存在于动物肠道的微生物群落巾，这类细菌在条件不利的情况下能形成芽侣，将自己保护
起来，复活率高。 由于纳豆芽抱杆菌具有芽袍， 因而能耐酸，耐碱，耐高温( 100"C)及耐挤压，在 制粒过程
及酸性胃环境中均能保持高度的稳定性，在肠道中不增殖，只在肠道上段迅连发育转变成具有新陈代谢
作用的营养型细胞[;]。 体外试验研究表明，添加芽抱杆南能使肠道酸化而有利于铁钙及维生素D寺的
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吸收， 促进动物生长，缩短饲养周期， 同时纳亘芽抱杆菌具有很强的蛋白酶、脂肪隅、淀粉酶活性，能降解
植物性饲科中某些复杂的碳水化合物，从而提高饲料的转化率井增加饲料的叮利用种措[刑。 1999年7
月，我国公布了 1 2 种可直接饲喂动物的饲料级微生物添加剂，其中就包括纳旦芽抱忏商山]c 因此，纳亘

芽但杆菌是微生在制剂的理想生产菌株。 本研究旨在通过对纳豆芽袍杆商液体深层发酵的培养条件进
行选择，最终为利用该菌作 为生产菌幢进行液体深层发酵，生产微生态水产饲料添加剂提供理论依据。

1 材料和方法

I.J 菌种

纳豆芽抱杆菌菌株SFU-18(上海水产大学食品发酵工程实验室贮存菌种)。

1.2 种子培养基

BPY培养基[6]G

1.3 主要仪器
pH值测试仪(P阻弘25型，上海精科雷磁仪器厂); YXQ. J凹 1 -4明型t式消毒锅(上海江南容器厂) ; 

HYι阳回转式恒温调速摇瓶柜( l:海医药工业研究所) ;超净工作 白，隔水式恒温培养箱(上海跃进医疗
器械厂)。

1.4 种子液的制备

从斜面菌种上挑取5环商种接种到种于培养基中，37"(:、 230 r/min下培养l咄。

1.5 考察指标
活菌数(平板计数法)及经济性['1。

1.6 生长曲线的测定

按巳测定的最佳生长条件， 培养温度37'(;、初始pH7.0、榕氧量4OmL/250mL、 接种量 4%及转直
230r/min下来用BPY培养基进行培养。 从Oh开始，每隔2 h取出一组，直到 24缸，测纳豆芽抱杆菌的活
菌数。 以时间为横'1\标，活菌数的对数值为纵坐标作 生长曲线，从而确定最佳接种种龄且最佳收获时
间['1。

1.7 氮源的选择

在种于培养唯其他成分保持不变的情况下改变氮掘，分别加入 酵母膏、 酵母粉、牛肉膏、啤酒酵母、
亘柏粉、尿素、NH.，CI、(N同)品也在最佳培养条件下培养，以种于培养基(氮源为蛋白陈牛肉膏 酵母膏

= 1 ' 0.5' 0.5)为对照组，选择最佳虱源(去 1)。

表1 氮源种类E添加量
Tab.l Differ回t nfu回归1 source and i饱明组副句
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2 
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2 

酵母膏

3 

醇愕粉 啤酒酵母 豆饼粉

1 :0.5:0.5 5 5 

L
附
5

5 6 

注t对照组为蛋白陈牛肉膏酵母膏

1.8 碳源的选择

保持种于培养液其他成分不壶，改变碳
源，分别加入Jl!糖、军L糖、 玉来淀粉、木薯淀

粉、 小麦淀粉、土豆淀粉，在最佳培养条件下
培养，以种于培养基(碳源为葡萄糖)为对照，
选择最佳碳源(表2)ο

表2 碳源种类E添加量

z'ab.2皿ffercnt carbon sour咀and its ql皿皿句 %

2 3 4 5 6 7 
对照组 葳糖 乳糖 斗巨米淀榆 木薯淀粉 小友淀粉 土豆淀粉

0_5 0.5 0.5 2 2 2 2 

注对照组为葡萄糖
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1.9 元机盐的选择

在种于培养液其他成分保持不变，改变无机盐，分别加入K2HP04、N副2凹14 + K2HP04、Nili主PO"在最
佳培养条件下培养，以种子液 (无机盐为N.CI)为对照，选择最佳无机盐 (表3)。

1.10 生长因子的选择

在种于培养液其他成分保持不变 时，改变生长 因子，分别加入玉米辈、L谷氨酸及硫肢章，在最佳培
养条件下培养，以种子液为对照，选择最佳生长 因于 (表的。

表3 无机盐的种类及添加量

"'，3四ffB四lt i酬伊由酬"'"植Jd its咽皿耐 %

-"IaCJ 
0.5 

2 3 4 

K，陋。'4 NaH2P04 + K2ffi咆 NaH:卢)，
0.5 0.2+0.2 0.5 

表4 生长因子的种类E添加量

Tab.4 Differwt grow也趾阳缸1I1i"旬明嗣世句 句也

1 2  3 4 

玉米浆 硫胶东(飞RI) Tr谷氨酸 牛肉膏(种子液)

0.5 0.5 0.5 

1.11 培养基的优化

根据正交者四(3') 设计实验，进行培养基的优化选择实验。

数生长期 ，在 1 4 - 2Oh，纳豆芽抱杆菌处于生长
的稳定期:从20h 开始，纳豆芽础杆菌开始进入
生长的衰亡期。 由于在生产中通常选用处于对
数生长期的菌体作为种子，此时的种子既保持有
旺盛的增殖能力，卫达到了高的浓度以缩短发酵
周期1"1 因此，选定纳豆芽抱杆菌的最佳种龄是
1 4h， 微生态制剂的有效成分主要是活菌，而活

菌数是质量控制指标之 o 纳豆芽抱杆菌在菌体生长的稳定期产生大量的芽捆，活菌数达到最大且基
本保持稳定， 同时培养物的生化稳定性也 较好， 因此最佳收获时间确定为却h[910

2.2 氮源的选择实验

根据表 1的设计，进行氮源选择试验，结果
如图 2 0

由罔2可知，活菌数较高的3种氨源什别
为 1 (种子植即氧握为牛肉膏、酵母膏和蛋白陈
的组合) 、2(酵母膏)、6(亘柏粉)，其次是 4(牛肉
膏 )、3(酵母柑)、 5(啤酒酵母) ，而当选用该3种
无机氧(7，8、9)为氧惊时，活商数均较低。 考虑
到经济性及工业副产物的利用等问题， 因此选用纳豆芽抱杆菌发酵培养基的最佳氮源为亘柏粉。

2 结果与讨论

2.1 纳豆芽抱杆菌的生长曲线

纳豆芽于国抨菌采用BPY培养基在最佳生长
条件下进行培养，结果如图1 0 

:雪8
由图 1可知， 在 0- 4h，纳豆芽砸杆菌处于 豆6

生茸的延滞期，在 4-陆，是纳豆芽范杆菌的对 2 4 
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图1 纳豆芽但杆菌的生长曲线
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图2 不同氮摞对纳也芽子包轩菌生长的影响
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2.3 碳惊选择实验 � L OIE+14 r 

根据表2的设计，进行碳源选择实验，结果 如 言 : ;;:::: [
图30 .t><4.IOE+13t 

由图 3可知，活菌数较高的 3种碳源 依次 2 1:1: I
为，6(小圭淀粉)、 4 (玉米淀粉)、 5(水薯淀粉)、7
(土豆淀粉) ;而当选用 3(乳糖)、 2(蘸糖)及l(葡
萄糖:即种于破)为碳掠时，活菌数均较低。 同时
考虑到经济性问题， 因此选用纳亘芽抱杆菌发酵

培养基的最佳嵌惊为玉来淀粉。

2.4 元机盐的选择

根据表3的设计，进行无机盐选择试验，结
果 如图4，

由上图可知，在所选的 4种等量无机盐中，
当主机盐为NaCl时活菌数最高，当选择 K2日即4
时活菌数较高 ;而当选择 NaHZP04和民Il1'0，的
报告物以且NaH，凹4时，活菌数均较低。 因此

选用NaCl作 为纳豆芽砸杆菌深层液体发酵培养
基的无机盐。

2.5 生长因子的选择试验

根据表 4的设计，进行生长 因于选择实验，
结果 如图5。

由上图可知，在所选用的3种生长 因于中，
与对照组 4相比，对纳豆芽抱杆菌生长起作用最

显著的是l(玉来蕴含大量的生物素) ，其次是 2
(维生素SI)，而 3(L-谷氨酸) 对该菌的生长不起
促进作用， 由于纳豆芽抱杆菌完全不 能利用L
谷氨酸[10] 因此L在氨酸的存在 无助于纳亘芽
抱杆菌的生长。 所以选用玉米辈做为纳E芽抱

杆商发酵培养墓中的促生长国于，这与纳豆芽抱
杆菌生长需要生物幸的生理特性[101相吻合。

3.6 正交实验

根据正交表1(9)3'设计实验， 结果且表S，
茬中K1、K，、L分别表示第1， 2，3列中"1"" 2""3"在平对应的试验结果之和。 为了比较各 因于对纳

豆芽抱杆菌生长的影响大小， 选 出 各 因F中对指标最有利 的 水平， 以各同子的不同 水平为横坐标，以各

因于对应的K的平均值为纵坐标，作 因子和指标王军图(图的。

从图中可以看 出 因子A(玉米淀粉)的三个点高低相差较大， 因此对纳豆芽但杆菌的生长 影响最显

著;其次是 因子S(12柏粉)、 因子D(NaCI) ，说 明对纳豆芽抱杆菌生长的影响来说是次要矛盾 ;影响最小

的是 因子巳(玉米辈)。在 因子A中， 因子A1相对A2A3来说，效果较好，在 因于B中， 以s，培养效果较

好，在 因于C中， 以马效果较好，在 因子D中，以D1培养效果较好。 所以，最优化的培养基配比定为

A，S，C，Dio即为玉米淀粉1%，亘柏粉 5%，玉来辈1.5%，NaCIO. 2%c

2 
…11 I圈

5 6 3 4 

碳源种樊

图3 不问碳源对纳豆芽抱杆菌生长的影响
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表5 正交实验安排及结果

T曲.5τhoL(9)3'_回a1..........由E呻曲回r时也

A B C D 实验结果
( X 101:!) 

l玉米淀粉(喃) 2 豆柏粉(%) 3 玉米浆(%) 4NaQ(%) 第1次 第2次
1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 
K， 
K， 
K， 
K， 
人2
K， 

3 结论

3 0.2 81 
5 1.5 0.5 48.5 
7 2 0.8 15 

2 3 1.5 0.8 38.75 
2 5 2 0.2 50.5 
2 7 0.5 6.5 
3 3 2 0.5 35.5 
3 5 0.8 23.25 
3 7 1.5 0.2 7.25 

270.5 21)5.2 182.7 237.8 
162.8 234.2 1细.5 203.5 
99.95 93.75 152 91.95 
细17 68.4 ω9 79.27 
54.27 78.07 61.17 67.83 
33.32 31.25 50.67 30.65 

:l\i气
←电、

" 

。

A， A. A， B， B， B， "2 "3 (， C2 乌

图6 K与各园子的关系

Fig.6 η，e rel血on between K and由e factor A， B， C and D 

4() 
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3 
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30 
7 

1.95 
25 

飞\
0] D2 D) 

(1)通过实验确定纳豆芽抱杆菌SFU-18的最佳接种种龄为1屿，最佳收获时间为却h。

327 

合计
121 

124.5 
25 

41.75 
84.5 
36.5 
4臼5
25.2 
32.25 

(2)纳亘芽抱杆菌SFU-18深层液体发酵的最优化培养基配比为玉米淀粉 1 %、 豆柏粉 5%、 玉米罪
1.5%、NaC10.2%。
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