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固态发酵生产复合纳豆芽孢杆菌制剂

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

摘要：为了探索复合益生菌剂多菌种混合发酵条件，作者以活茵数为指标，采用固态发酵技术，

研究了接种比例、接种量、培养基初始pH值、含水量、发酵温度和时间对固态发酵的影响，并通过

L。(34)正交试验确定了纳豆芽孢杆菌和啤酒酵母混合固态发酵最佳条件。结果表明：培养基初始

含水量70％、pH 6．5、纳豆芽孢杆茵和啤酒酵母接种比例为1：1、接种体积分数10％、发酵温度

34℃、发酵5 d的效果最好。在此条件下发酵后，纳豆芽孢杆菌数为1．96×1010 cfu／g，啤酒酵母数

为1．68×109 cfu／g。
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Preparations by Solid State Fermentation
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Abstract：In order to determine the optimum fermentation conditions of bacterium in probiotics，

the solid state fermentation conditions such as inoculum ratio，inoculum size，initial pH value，and

initial moisture。fermentation temperature and time of BacHlus natto and Saccharomyces cereviae

were optimized manuscript by L9(34)orthogonal experiment．The best results were achieved at

the following conditions：initial pH value 6．5，initial moisture 70％，inoculum ratiol：1，inoeulum

size 10％，fermentation temperature 34℃fermentation time 5 days．The total number of Bacillus

natto reached 1．74×1010。and the total number of Saccharomyces cereviae was 1．76。×109 after

fermentation．
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益生菌剂主要是通过其含有活菌的积极生命

活动来调节微生态平衡，活菌数的高低是产品质量

的关键Ⅲ。由于单一菌种含有的益生素较少，效果

有限，而且易被仿制。所以，越来越多的学者将目

光转向了复合益生菌剂的研究。多菌复合益生菌

剂一般都具有协同作用，能产生更好的效果。纳豆

芽孢杆菌是在20世纪中期从日本传统食品纳豆中

分离出来的对人体无害的安全菌株，是益生菌剂的

理想生产菌株‘2|。近年来，随着对纳豆芽孢杆菌功

能和性质的研究，纳豆芽孢杆菌益生菌剂的开发和
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研究也成为继乳酸杆菌和双歧杆菌制剂之后，国内

外学者研究和开发的热点。目前，国外一些国家已

经生产出包括纳豆芽孢杆菌在内的复合益生菌剂，

但在我国还未见相关报道。作者以发酵后的活菌

数为指标，对纳豆芽孢杆菌和啤酒酵母混合固态发

酵条件进行了初步研究，为生产复合纳豆芽孢杆菌

益生菌剂提供理论依据和技术支持。

1材料与方法

1．1 材料

1．1．1 菌种纳豆芽孢杆菌(Bacillus natto)Bl为

江西农业大学食品微生物实验室分离保存；啤酒酵

母(Saccharomyces cereviae)购于中科院微生物菌

种保藏中心。

1．1．2 固态发酵培养基 豆粕：玉米粉：麦麸=

1．5：1．5：7，葡萄糖2 g／dL。

1．2仪器设备

超净工作台SW—CJ一2FD，苏州安泰空气技术有

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全温振荡培养箱，哈尔滨东

联电子技术公司制造；101A-4B电热鼓风干燥箱，

上海实验仪器总厂制造；I。DZX_40自动立式电热压

力蒸汽灭菌器，上海申安医疗器械厂制造。

1．3方法

1．3．1接种比例的选择纳豆芽孢杆菌和啤酒酵

母分别按3：7、4：6、5：5、6：4、7：3和8：2的比

例，接人体积分数10％的菌液于初始含水量为

80％，pH 7．0的固态发酵培养基，32℃下培养5 d

后，分别测定纳豆芽孢杆菌数和啤酒酵母数。

1．3．2接种量的选择 纳豆芽孢杆菌和啤酒酵母

按1：1的比例，分别接入体积分数4％、6％、8％、

10％和12％的菌液于初始含水量为80％，pH 7．0

的固态发酵培养基，在32℃下培养5 d，分别测定

纳豆芽孢杆菌数和啤酒酵母数。．

1．3．3培养基初始含水量的选择 纳豆芽孢杆菌

和啤酒酵母按1：1的比例，分别接人体积分数

lo％的菌液于初始含水量为50％、60％、70％、80％

和90％，pH 7．0的固态发酵培养基，在32℃下培

养5 d，分别测定纳豆芽孢杆菌数和啤酒酵母数。

1．3．4培养基初始pH值的选择 纳豆芽孢杆菌

和啤酒酵母按1：l的比例，分别接人体积分数

10％的菌液于初始含水量为80％，pH值为5．5、

6．0、6．5、7．0和7．5的固态发酵培养基，在32℃下

培养5 d，分别测定纳豆芽孢杆菌数和啤酒酵母数。

1．3．5发酵温度的选择纳豆芽孢杆菌和啤酒酵

母按1：1的比例，接人体积分数10％的菌液于初

始含水量为80％，pH 7．0的固态发酵培养基，分别

在30、32、34、36，38℃下培养5 d后，测定纳豆芽孢

杆菌数和啤酒酵母数。

1．3．6发酵时间的选择纳豆芽孢杆菌和啤酒酵

母按1：1的比例，接人体积分数10 oA的菌液于初

始含水量为80％，pH 7．0的固态发酵培养基，在32

℃下分别培养3、4、5、6、7 d，分别测定纳豆芽孢杆

菌数和啤酒酵母数。

1．3．7正交试验 以发酵后的活菌数为指标，在

单因素试验的基础上，选择纳豆芽孢杆菌和啤酒酵

母接种比例、接种量、发酵温度和发酵时间4个因

素的合适水平进行L。(34)正交试验，见表1。

表1正交试验因素水平表

Tab．1 Levels of factors in orthogonal test

1．3．8 活茵数测定方法 采用平皿稀释涂布计数

法。其中纳豆芽孢杆菌的计数培养基为牛肉膏蛋

白胨培养基，稀释涂布后于37℃恒温培养；啤酒酵

母的计数培养基为PDA培养基，稀释后涂布于

28℃恒温培养，培养36 h后分别计数。

2结果与分析

2．1接种比例的选择

双菌种混合发酵中，微生物之间存在相互影

响，发酵系统中各菌种的生长速度和最终密度与接

种比例相关，进而影响到整个混合发酵产物的组成

和发酵效果。由表2可知，随着纳豆芽孢杆菌和啤

酒酵母接种比例的增大，发酵后的纳豆芽孢杆菌数

呈先上升后下降的趋势，在接种比例为7：3时达

到最大值，为1．56×1010，此时啤酒酵母数为1．8×

109，仅比其峰值略微减少；而当啤酒酵母数达到最

大值时，此时的纳豆芽孢杆菌数却仅为其峰值的

86．5％。因此，选择接种比例为7：3为固态发酵

的最佳接种比例。

2．2接种量的选择

接种量的大小一般是由菌种的生长繁殖速度

所决定的。发酵期间菌体生长快慢与生长量在很

大程度上取决于接种量。由表3可知，随着接种量
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的增大，发酵后的纳豆芽孢杆菌数和啤酒酵母数都

呈先增大后减少的趋势，且都在接种体积分数为8

％的时候达到最大值。这是因为在一定的接种量

范围内，增大接种量可使菌体数快速增长，增加活

菌数，缩短发酵周期；但如果接种量太大，培养基中

营养物质不能满足菌体生长需要，进而会限制菌体

的生长，使发酵后的活菌数减少。因此，选择体积

分数8％的接种量为固态发酵的最佳接种量。

表2接种比例对固态发酵的影响

Tab．2 Effect of inoculum ratio on solid fermentation

接种比例 活菌数／(109cfu／g)
(纳豆芽孢杆菌。

啤酒酵母) 纳豆芽孢杆菌 啤酒酵母

表3接种体积分数对固态发酵的影响

Tab．3 Effect of inoculum size on solid fermentation

接种体积 活菌数／(109 cfu／g)

分数／％ 纳豆芽孢杆菌 啤酒酵母

2．3培养基初始含水量的选择

由表4可知，随着培养基初始水分质量分数的

增加，发酵后的纳豆芽孢杆菌数和啤酒酵母数都呈

先增大后减少的趋势，且都在含水量为70％的时

候达到最大值。这是因为如果固态发酵培养基初

始水分质量分数过高，会使培养基黏度增大，导致

培养基通透性降低，使菌体生长缓慢；而水分质量

分数过低，则水分供应不足，也会限制菌体的生长

繁殖，进而影响发酵效果。因此，选择70％为固态

发酵培养基的最佳初始含水分质量分数。

2．4培养基初始pH值的选择

不同微生物生长所需的适宜pH值不同，在双

菌发酵中，选择两种菌种都能生长的适宜pH值便

显得尤为重要。啤酒酵母生长适宜pH值为4．5～

5．0，而纳豆芽孢杆菌生长最适pH值为7．0[3]。由

表5可知，随着培养基初始pH值的升高，发酵后的

纳豆芽孢杆菌数和啤酒酵母数都呈先增大后减少

的趋势。其中纳豆芽孢杆菌数在pH 6．5时达到最

大值，为1．26×1010，此时的啤酒酵母数约为其峰值

的58％；而啤酒酵母数则在pH 6．0时达到最大值，

为3．72×109，此时的纳豆芽孢杆菌数仅为其峰值

的68％。由于益生菌剂在干燥中常遇到高温处

理，而纳豆芽孢杆菌具有芽孢，能够耐受较高的温

度，可以减少制粒和贮藏过程中的损失。因此，选

择pH 6．5为培养基最佳初始pH值。

表4水分质量分数对固态发酵的影响

Tab．4 Effect of the amount of water on solid fermentation

水分质量 活菌数／(109 efu／g)

分数／％ 纳豆芽孢杆菌 啤酒酵母

表5 pH值对固态发酵的影响

Tab．5 Effect of pH on solid fermentation

pH值
活菌数／(109 cfu／g)

纳豆芽孢杆菌 啤酒酵母

2．5发酵温度的选择

由表6可以看出，随着发酵温度的增加，纳豆

芽孢杆菌数呈先增大再减少再增大的趋势。而啤酒

酵母数则呈一直减少的趋势，这是由干菌种的最适

生长温度不同造成的。啤酒酵母最适生长温度为

28～32℃，而纳豆芽孢杆菌最适生长温度为30～

45℃[3]。由表6可知，啤酒酵母在最适温度30℃

下迅速生长，活菌数达到最大值3．4×109，此后随

着温度的升高，数量逐渐减少；纳豆芽孢杆菌数则

在34℃时达到最大值，活菌数为1．51×1010，其数

量是30℃时的50倍，而此温度下啤酒酵母数为其

峰值的38％。因此，选择34℃为双菌固态发酵的

最佳温度。
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表6发酵温度对固态发酵的影响

Tab．6 Effect of fermentation temperature on solid fermenta-

tion

温度／℃
活菌数／(109 cfu／g)

纳豆芽孢杆菌 啤酒酵母

2．6发酵时间的选择

由表7可以看出，随着发酵时间的增加，纳豆

芽孢杆菌数和啤酒酵母数都呈先增大再减少的趋

势，且都在发酵5 d时达到最大值，这是因为固态发

酵时间如果过短，菌体还没有充分生长，导致活菌

数较少；但发酵时间过长，菌体会自溶死亡，而且被

杂菌污染的可能性也就越大。因此，选择5 d为双

菌固态发酵的最佳时间。

表7发酵时间对固态发酵的影响

Tab．7 Effect of fermentation time on solid fermentation

时间／d
活菌数／(109 efu／g)

纳豆芽孢杆菌 啤酒酵母

2．7正交试验

通过单因素试验，在培养基初始pH值为6．5，

培养基初始水分质量为70％的基础上，选择纳豆芽

孢杆菌和啤酒酵母接种比例、接种量、发酵温度和

发酵时间4个因素进行正交试验。正交试验结果

由DPS6．55统计软件分析。通过极差和方差分析，

得出纳豆芽孢杆菌和啤酒酵母混合固态发酵的最

优条件，见表8。

表8正交试验结果

Tab．8 The results of Orthogonal experiment

kl 5．866 7 6．766 7 7．416 7 5．961 7
隧
滴 k2 12．583 3 7．733 3 6．911 7 7．500 0

譬 k3 2．311 7 6．261 7 6．433 3 7．300 0

’

R 10．271 7 1．471 7 0．983 3 1．538 3

从表8可以看出，影响发酵后纳豆芽孢杆菌数

的主要因素排序为B2>A>D>C，最优发酵条件是

AzBzC。D。，即纳豆芽孢杆菌和啤酒酵母接种比例

为l：1、接种体积分数10％，发酵温度34℃、发酵

时间5 d。从表9方差结果分析可知，4个因素对发

酵后纳豆芽孢杆菌数都是差异极显著的因素。

从表8可以看出，影响发酵后啤酒酵母数的主

要因素排序为A>D>B>C，最优发酵条件是A。

BzC，Dz，即纳豆芽孢杆菌和啤酒酵母接种比例为1

：1、接种体积分数8％，发酵温度34。C、发酵时间5

d。从表10方差结果分析可知，接种量、发酵温度

和时间对发酵后啤酒酵母数都是差异极显著的因

素，接种比例是差异显著的因素。
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表9纳豆芽孢杆菌数方差分析表

lhb．9 Variance analysis of the total number of Bacillus natto

注：p<o．05，表示差异显著；p<O．01，表示差异极显著。

表10啤酒酵母数方差分析表

Tab．10．Variance analysis of the total number of Saccharo—

myces cereviae

注：p<O．05，表示差异显著；户<O。01，表示差异极显著。

分别在上述两组最优条件下进行固态发酵。
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