
 
湖南农业大学学报(自然科学版)  2021，47(2)：171–179．DOI：10.13331/j.cnki.jhau.2021.02.008 
Journal of Hunan Agricultural University(Natural Sciences) 

 

引用格式： 
孙标，陈维菁，赵迎庆，卢建军，唐寅芳，张富明．凝结芽孢杆菌的产孢条件及高密度培养工艺[J]．湖南
农业大学学报(自然科学版)，2021，47(2)：171–179． 
SUN B，CHEN W J，ZHAO Y Q，LU J J，TANG Y F，ZHANG F M．Optimization of the spore-forming and high 
density culture conditions for Bacillus coagulans[J]．Journal of Hunan Agricultural University(Natural Sciences)，
2021，47(2)：171–179． 
投稿网址：http://xb.hunau.edu.cn 

凝结芽孢杆菌的产孢条件及高密度培养工艺 

孙标 1,2，陈维菁 2，赵迎庆 3，卢建军 3，唐寅芳 1*，张富明 1  

(1.浙江启润生物科技有限公司，浙江 嘉兴 314022；2.浙江中科院应用技术研究院，浙江 嘉兴 314022；3.浙江

大学动物科学学院，浙江 杭州 310058) 

摘 要：为提高凝结芽孢杆菌发酵产孢率，通过单因素试验、Plackett–Burman 设计、爬坡试验、中心复合试验

对凝结芽孢杆菌高密度发酵工艺进行优化。结果表明：凝结芽孢杆菌最佳培养基组分为麸皮 36.91 g/L、玉米浆干

粉 13.70 g/L、MnSO4 0.84 g/L，在此条件下凝结芽孢杆菌发酵产芽孢数达到 2.848×1010 cfu/mL，相比优化前芽孢

数提高了 61.72%；在优化的培养基基础上进行 500 L发酵试验，培养条件为发酵温度 40 ℃、转速 150 r/min、通

气量 2.5 m3/h、接种量 5%、pH 7.0、培养时间 36 h，发酵液芽孢数达到 2.98×1010 cfu/mL，与优化试验结果相近，

为进一步优化生产工艺提供了必要的数据支撑。 
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Abstract: In order to improve sporulation rate of Bacillus coagulans, in this study, we investigate the high-density 
fermentation culture conditions for Bacillus coagulans using a batch experiments including single-factor experiment, 
Plackett-Burman design experiment, steepest ascent search experiment, response surface experiments with the 
Box-Behnken design. The results showed that Bran 36.91 g/L, corn steep powder 13.70 g/L, MnSO4 0.84 g/L were the 
optimal medium for Bacillus coagulans. Under this condition, the spore number of QR-N323 was 2.848×1010 cfu/mL. 
The number of spores increased by 61.72% compared that before the optimization. The optimized medium components 
were used for 500 L fermentation scaling-up test with temperature 40 , Rotating speed 150 r/min, ventilatory capacity ℃

2.5 m3/h, inoculation quantity 5%, pH 7.0 and incubation time 36 h. The results were comparable to the optimized 
experiment results, which provides necessary data supportting further production process optimization. 

Keywords: Bacillus coagulans; high density fermentation; spore number; response surface experiment; medium 
optimization 
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凝结芽孢杆菌(Bacillus coagulans)为芽孢杆菌
属革兰阳性菌[1]。研究[2]发现凝结芽孢杆菌可以在

代谢过程中产生乳酸，同时也具备芽孢杆菌的特

性，当发酵环境恶化时可以产生芽孢，形成抵抗客

观环境的休眠体[3–4]。凝结芽孢杆菌能在肠道定植，

降低肠道 pH，抑制有害菌群滋生，起到调节动物
肠道健康、提高消化能力和提高免疫力等作用[5–6]。

凝结芽孢杆菌在应对发酵环境恶劣情况下可以产

生具有耐高温、耐胆盐、耐酸碱等特性的芽孢休眠

体，这为凝结芽孢杆菌顺利在肠道定植提供了有利

保障[7–9]。 
近年来，凝结芽孢杆菌益生特性受到了科研工

作者的广泛关注，先后被美国食品药品监督管理局

和美国饲料控制官员协会列入安全菌株微生物菌

种名单[10]。研究表明，凝结芽孢杆菌可保持肠道微

生物菌群平衡，提高机体的免疫能力，提高饲料的

转化率，提高饲料蛋白和能量的利用率，为畜禽代

谢吸收提供更加丰富的营养物质，从而减少疾病发

生，促进畜禽健康快速成长[11–12]。在农业农村部发

布的最新版《饲料添加剂品种目录》中，凝结芽孢

杆菌被列入新型微生物饲料添加剂，可以广泛用于

畜禽生产养殖中[13–16]。 
当前凝结芽孢杆菌菌株已成为畜牧行业重点研

发菌株，越来越多的高校院所和企业参与其中，微生

态制剂的研究应用已从传统方式逐步走向高科技产

业之路。该菌株发酵过程污染率高、发酵适应期长、

芽孢产孢率低，这是制约凝结芽孢杆菌制剂生产的关

键因素；所以，在工业生产过程中缩短凝结芽孢杆菌

发酵周期、提高发酵液凝结芽孢杆菌活菌数以及产孢

率，对降低生产成本、提高经济效益具有重要意义。 

1 材料与主要仪器 

1.1 材料 

凝结芽孢杆菌(Bacillus coagulans) QR–N323，
为浙江启润生物科技有限公司实验室筛选，采用冻

干甘油管–40 ℃保存。 
斜面培养基 (改良的 YPD培养基) [17]：葡萄糖

2 g，蛋白胨 10 g，酵母膏 5 g，氯化钠 5 g，琼脂
15 g，蒸馏水 1000 mL；pH 7.0；121 ℃灭菌 30 min。 
种子活化培养基[18]：葡萄糖 20 g，蛋白胨 20 g，

酵母浸粉 10 g，水 1000 mL；pH 7.0；121 ℃灭菌
30 min。 

基础发酵培养基：葡萄糖 10 g/L，玉米浆 5 g/L，
硫酸锰 0.34 g/L；pH 7.0～7.2；121 ℃灭菌 30 min。 
麦芽糊精，西王集团生产；蔗糖，中粮股份有

限公司生产；麦芽糖，西安裕华生物科技有限公司

生产；土豆淀粉、尿素，山东鲁西化工集团有限责

任公司生产；蛋白胨、酵母膏，安琪酵母股份有限

公司生产；牛肉膏，安琪酵母股份有限公司生产；

NaCl、NaNO3、FeCl3、MnSO4、MgSO4、K2HPO4、

Na2HPO4，江苏科伦多食品配料有限公司生产；

CaCO3，常州碳酸钙有限公司生产；玉米面、玉米

浆干粉，山东鲁洲集团生产；麸皮、豆粕、黄豆饼

粉，江苏五得利集团生产。 

1.2 主要仪器 

SW–CJ–2FD 超净工作台，江苏通净净化设备
有限公司生产；HWS–1200型恒温培养箱，上海煜
南仪器有限公司生产；ZHWY–2112B型大容量双层
全温恒温振动摇床，精达仪器制造有限公司生产；

BX53型显微镜，奥林巴斯上海贸易有限公司生产；
500 L 全自动液体发酵系统，上海高机生物工程有
限公司生产。 

2 方法 
菌种活化：将凝结芽孢杆菌菌株用斜面培养基

活化，40 ℃培养 48 h，4 ℃保存，备用。 
液体种子的制作：将活化的凝结芽孢杆菌斜面

母种接种到摇瓶种子培养基中，40 ℃、150 r/min
摇床培养 36 h。 
发酵培养：向基础发酵培养基中接入 5%的种

子液，40 ℃、150 r/min、通气量 2.5 m3/h培养 36 h。 

2.1 单因素试验 

分别用 10 g/L玉米面、麦芽糊精、麸皮、蔗糖、
麦芽糖、土豆淀粉代替基础发酵培养基中的碳源，

其他成分不变，接种量为 5%，发酵温度 40 ℃、转
速 150 r/min、通气量 2.5 m3/h，培养 48 h，研究碳
源对凝结芽孢杆菌发酵产孢的影响。 
分别用 5 g/L豆粕、蛋白胨、尿素、酵母膏、

牛肉膏、黄豆饼粉、玉米浆干粉代替基础发酵培养

基中的氮源成分，其他成分不变，接种量为 5%，
研究氮源对凝结芽孢杆菌发酵产孢的影响。 
分别用 0.34 g/L 的 MnSO4、MgSO4、NaCl、

FeCl3、K2HPO4、Na2HPO4、CaCO3、NaNO3 代替

基础发酵培养基中的无机盐成分，其他成分不变，
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接种量为 5%，研究无机盐对凝结芽孢杆菌发酵产
孢的影响。 
将凝结芽孢杆菌分别以 1%、2%、3%、4%、

5%、6%接种量接种到基础发酵培养基中，研究接
种量对凝结芽孢杆菌发酵产孢的影响。 
上述 4个试验的培养条件均为发酵温度 40 ℃、

转速 150 r/min、通气量 2.5 m3/h，培养 48 h。 
将凝结芽孢杆菌接种到基础发酵培养基中，分别

在 90、120、150、180、210 r/min转速条件下培养，
接种量 5%，通气量 2.5 m3/h，发酵温度 40 ℃、培养
48 h。研究转速对凝结芽孢杆菌发酵产孢的影响。 
将凝结芽孢杆菌接种到基础发酵培养基中，分

别置于 30、35、40、45 ℃条件下培养，接种量 5%，
通气量 2.5 m3/h，转速 150 r/min，培养 48 h。研究
发酵温度对凝结芽孢杆菌发酵产孢的影响。 
将凝结芽孢杆菌接种到基础发酵培养基中，通

气量分别为 2.0、2.5、3.0、3.5 m3/h，接种量 5%，
转速 150 r/min，发酵温度 40 ℃、培养 48 h。研究
通气量对凝结芽孢杆菌发酵产孢的影响。 

2.2 凝结芽孢杆菌高密度发酵培养工艺优化 

2.2.1 Plackett–Burman(PB)设计筛选凝结芽孢

杆菌高密度发酵影响显著因子 

采用 PB试验设计[19]，快速筛选出试验过程中

影响显著的因子。在单因素试验基础上，设定麸皮、

玉米浆干粉、MgSO4、MnSO4、转速、发酵温度、

通气量等试验因子，按表 1进行设计，并将其编码
为“–1”和“+1”水平，以全面考察试验因素的影响
主次。 

表 1 Plackett–Burman 试验设计因素与水平 
Table 1 Factors and levels of Plackett-Burman experiments design 

因素 “–1”水平 “+1”水平 

麸皮/(g·L–1) 6.0 16.0 

玉米浆干粉/(g·L–1) 3.0 7.0 

MgSO4/(g·L–1) 0.7 1.4 

MnSO4/(g·L–1) 0.3 0.5 

转速/(r·min–1) 120 210 

发酵温度/℃ 30 45 

通气量/(m3·h–1) 2 3 
 

2.2.2 最陡爬坡试验设计 

通过 Plackett–Burman 试验，根据各影响因素
正负效应的大小、数据变化比例大小设定变化步长

及变化方向，以进一步优化试验区域。 

2.2.3 中心复合试验优化凝结芽孢杆菌高密度发

酵工艺 

以最陡爬坡试验结果为基础，以显著影响因素

的中心点为零水平，高水平、低水平分别高于、低

于零水平 1 个实际步长，采用 Design Expert 8.0.6
中心复合试验设计(BBD)进行响应面分析。 

2.2.4 凝结芽孢杆菌发酵放大试验 

利用已经优化的发酵培养基制作 500 L 发酵
液，初始 pH 7.0，将 95%的乙醇棉均匀放入发酵罐
接种口下凹槽中，利用火焰法进行接种，接种量

5%。在 40 ℃、通气量 2.5 m3/h、转速 150 r/min条
件下培养 36 h。每 2 h取样，检测发酵液的 pH、活
菌数及芽孢产生情况。 

2.3 活菌总数计数方法 

采用平板计数法[20–21]统计活菌总数；根据严涛

等[22]的平板计数法进行芽孢计数。将培养好的发酵

液在 80～95 ℃水浴 20 min，以除掉菌液中的营养
体。水浴后迅速用无菌生理盐水稀释，统计芽孢数。 

2.4 数据处理与统计分析 

采用 Excel 2013进行数据分析和绘图；Plackett– 
Burman试验、最陡爬坡试验、结合中心复合试验均
运用 Design Expert 8.0.6软件进行数据分析。 

3 结果与分析 

3.1 不同碳源对凝结芽孢杆菌发酵产孢的影响 

由图 1可知，用麸皮作为碳源时，发酵液中的
凝结芽孢杆菌芽孢数达到 1.09×1010 cfu/mL；以麦芽
糖、玉米面、土豆淀粉为碳源时，凝结芽孢杆菌芽

孢数分别为 8.3×109、6.8×109、7.5×109 cfu/mL；以
蔗糖作为碳源时，芽孢最少。最终确定以麸皮作为

碳源进行后续研究。 
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3.2 不同氮源对凝结芽孢杆菌发酵产孢的影响 

从图 2可知，凝结芽孢杆菌对 7种氮源均可以
利用，其中以玉米浆干粉、黄豆饼粉、牛肉膏、豆

粕为氮源时，产孢数达到 7.7×109 cfu/mL以上；以
蛋白胨、酵母膏为氮源，产孢率偏低；以尿素作为

氮源时，产孢率最低。最终选择玉米浆干粉作为氮

源进行后续研究。 
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图 2 不同氮源处理的凝结芽孢杆菌发酵产孢数 
Fig.2 The sporulation of Bacillus coagulans treated with different 

nitrogen sources  

3.3 不同无机盐对凝结芽孢杆菌发酵产孢的影响 

从图 3可以看出，MnSO4作为无机盐时芽孢数

最多，达 8.4×109 cfu/mL，以MgSO4、K2HPO4为凝

结芽孢杆菌发酵无机盐时，产孢数分别为 6.5×109、

7.5×109 cfu/mL。Mn2+、Mg2+、K+是微生物生长和

芽孢形成所需的微量元素[23]，其中，Mn2+、Mg2+

是催化过程中重要的辅助因子 [24]；因此，选择

MnSO4、MgSO4进行下一步研究。 
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图 3 不同无机盐处理的凝结芽孢杆菌发酵产孢数 
Fig.3 The sporulation of Bacillus coagulans treated with different 

inorganic salt  

3.4 接种量对凝结芽孢杆菌发酵产孢的影响 

由图 4可知，随接种量的增大芽孢数呈先增加
后减小趋势，在接种量为 5%时，芽孢数最大，为
8.7×109 cfu/mL；因此，确定最适接种量为 5%。 
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图 4 不同接种量处理的凝结芽孢杆菌发酵产孢数 
Fig.4 The sporulation of Bacillus coagulans treated with different 

inoculum size  

3.5 转速对凝结芽孢杆菌发酵产孢的影响 

从图 5可以看出，当转速为 210 r/min，芽孢数
最多，为 1.02×1010 cfu/mL，与转速 150、180 r/min
时的芽孢数差别不大。综合生产成本及生产设备磨

损，最终选择 150 r/min为最佳发酵转速。 
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图 5 不同转速处理的凝结芽孢杆菌发酵产孢数 
Fig.5 The sporulation of Bacillus coagulans treated with different 

speed  

3.6 发酵温度对凝结芽孢杆菌发酵产孢的影响 

凝结芽孢杆菌在 30、35 ℃条件下培养，只有
少量的芽孢产生；当发酵温度为 40 ℃时，芽孢数
骤增，达 9.8×109 cfu/mL；当培养温度为 45 ℃时，
芽孢数下降到 7.8×109 cfu/mL；因此，选择 40 ℃为
最佳培养温度。 

3.7 通气量对凝结芽孢杆菌发酵产孢的影响 

通气量为 2.0、2.5、3.0、3.5 m3/h时，芽孢数
分别为 5.6×109、9.9×109、7.8×109、6.5×109cfu/mL；
因此，选择 2.5 m3/h为最佳通气量。 

3.8 PB 试验结果分析 

在单因素试验基础上，按 PB试验设计，把每个
因素设计成“–1”和“+1”2个水平，以凝结芽孢杆菌活
菌发酵产芽孢数为试验评价指标，确定各影响因素 
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对凝结芽孢杆菌发酵产孢影响主次，PB试验设计及 芽孢数结果及试验因素效应分析见表 2和表 3。 

表 2 PB 试验设计及响应值 
Table 2 The design and results of Plackett-Burman experiments 

试验号 
麸皮质量 
浓度/(g·L–1) 

玉米浆干粉质

量浓度/(g·L–1) 
MnSO4质量浓

度/(g·L–1) 
MgSO4质量浓

度/(g·L–1) 
转速/ 

 (r·min–1) 
发酵温度/ 

℃ 
通气量/ 
 (m3·h–1) 

芽孢数/ 
(×109 cfu·mL–1)

 1 16 7 0.70 0.50 210 45 2 7.85 

 2  6 7 1.40 0.30 210 45 3 6.18 

 3 16 3 1.40 0.50 120 45 3 4.35 

 4  6 7 0.70 0.50 210 30 3 7.31 

 5  6 3 1.40 0.30 210 45 2 6.99 

 6  6 3 0.70 0.50 120 45 3 11.48 

 7 16 3 0.70 0.30 210 30 3 5.80 

 8 16 7 0.70 0.30 120 45 2 8.01 

 9 16 7 1.40 0.30 120 30 3 7.01 

10  6 7 1.40 0.50 120 30 2 13.74 

11 16 3 1.40 0.50 210 30 2 4.76 

12  6 3 0.70 0.30 120 30 2 11.08 
 

表 3 PB 试验因素效应分析 
Table 3 Effect analysis of factors of Plackett-Burman experiments 

影响因素 平方和 自由度 均方 回归系数 F值 P值 显著性 

麸皮 30.46 1 30.46 1.58 10.24 0.001 9 ** 

玉米浆干粉 88.29 1 88.29 2.56 35.27 0.002 5 ** 

MnSO4 11.03 1 11.03 0.87 3.14 0.025 2 * 

MgSO4 –8.63 1 8.63 0.80 2.56 0.112 0  

转速 –6.65 1 6.65 0.74 2.05 0.198 1  

发酵温度 –6.94 1 6.94 0.69 2.17 0.178 2  

通气量 5.85 1 5.85 0.77 1.78 0.225 4  

“*”“**”分别示 0.05、0.01水平差异显著。  
由表 2和表 3可知，麸皮、玉米浆干粉、MnSO4

和通气量为正效应，MgSO4、转速、发酵温度为负

效应。从 P值来看，麸皮、玉米浆干粉在置信区间
P<0.01 影响显著，MnSO4在置信区间 0.01<P<0.05
影响显著。以麸皮、玉米浆干粉、MnSO4的试验值
变化梯度方向为爬坡方向，根据各因素响应值大小

确定变化步长，在 40 ℃、150 r/min、通气量 2.5 m3/h、
接种量 5%、pH 7.0，培养 40 h。最陡爬坡试验结果
见表 4。由表 4 可知，6 号试验凝结芽孢杆菌发酵
液中芽孢数最多，达 1.89×1010 cfu/mL。故采用麸皮
36.0 g/L，玉米浆干粉 15 g/L，MnSO4 0.84 g/L，进
行后续工艺优化试验，其他发酵条件为发酵温度 40 
℃、转速 150 r/min、通气量 2.5 m3/h、接种量 5%、
pH 7.0，培养 40 h。 

 

表 4 最陡爬坡试验设计及结果 
Table 4 The design and results of the steepest ascent experiments 
试验

序号

麸皮质量

浓度/(g·L–1)
玉米浆干粉质

量浓度/(g·L–1) 
MnSO4质量

浓度/(g·L–1) 
芽孢数/ 

(×1010 cfu·mL–1)

1 11 5 0.34 0.98 

2 16 7 0.44 1.06 

3 21 9 0.54 1.32 

4 26 11 0.64 1.55 

5 31 13 0.74 1.76 

6 36 15 0.84 1.89 

7 41 17 0.94 0.76 

8 46 19 1.04 0.55 

9 51 21 1.14 0.21 
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3.9 中心复合试验设计 

最陡爬坡试验确定了麸皮、玉米浆干粉、

MnSO4取值区间，利用 Design Expert 8.0.6进行中
心复合试验设计。以麸皮、玉米浆干粉、MnSO4的

质量浓度为自变量，分别用 x1、x2、x3表示，以凝

结芽孢杆菌芽孢数(y)为响应值。试验因素与水平见
表 5，试验结果见表 6，回归模型方差分析结果见
表 7。 

表 5 中心组合试验设计因素与水平 
Table 5 Factors and levels of central composite experiments  

design                                       g/L 

试验水平 
麸皮 
质量浓度 

玉米浆干粉 
质量浓度 

MnSO4 

质量浓度 

–1 31 13 0.74 

 0 36 15 0.84 

 1 41 17 0.94 

 

表 6 中心组合试验结果 
Table 6 The results of central composite experiments 

试验

号

麸皮质量

浓度/(g·L–1)
玉米浆干粉质

量浓度/(g·L–1) 
MnSO4质量

浓度/(g·L–1) 
芽孢数/ 

(×1010 cfu·mL–1)
 1 31 13 0.84 1.78 
 2 41 13 0.84 1.22 
 3 31 17 0.84 1.58 
 4 41 17 0.84 1.34 
 5 31 15 0.74 1.57 
 6 41 15 0.74 1.08 
 7 31 15 0.94 1.69 
 8 41 15 0.94 1.48 
 9 36 13 0.74 1.88 
10 36 17 0.74 1.97 
11 36 13 0.94 2.09 
12 36 17 0.94 2.05 
13 36 15 0.84 2.57 
14 36 15 0.84 2.45 
15 36 15 0.84 2.64 
16 36 15 0.84 2.55 
17 36 15 0.84 2.65 

 

表 7 回归模型方差分析结果 
Table 7  The results of variance analysis of regression model 

来源 平方和 自由度 均方 F值 P值 差异显著性

模型 4.20 9 0.47 90.63 < 0.000 1 ** 

x1 0.28 1 0.28 54.60 0.000 2 ** 

x2 1.125×10–4 1 1.125×10–4 0.022 0.886 7  

x3 0.082 1 0.082 15.92 0.005 3 ** 

x1x2 0.026 1 0.026 4.97 0.061 0  

x1x3 0.020 1 0.020 3.81 0.092 1  

x2x3 4.225×10–3 1 4.225×10–3 0.82 0.395 2  

x1
2 2.81 1 2.81 545.98 < 0.000 1 ** 

x2
2 0.32 1 0.32 61.71 0.000 1 ** 

x3
2 0.38 1 0.38 73.45 < 0.000 1 ** 

残差 0.036 7 5.151×10–3    

失拟项 9.975×10–3 3 3.325×10–3 0.51 0.696 6  

纯误差 0.026 4 6.520×10–3    

总差 4.24 16 0.47    

决定系数 R2 0.991 5      

校正系数 RA
2 0.980 6      

预测 RP
2 0.952 7      

信噪比 26.810      

 “**”示 0.01水平差异显著。  
经过二次多项回归拟合后，得到以下回归方程

预测模型： 
y=2.57–0.19x1–3.75x2+0.1x3+0.08x1x2+0.07x1x3–

0.33x2x3–0.82x1
2–0.27x2

2–0.3x3
2。 

由表 7可知，模型 P<0.000 1，表明模型对响应
值 y影响显著，具有很高的可信度，模型的决定系数
R2=0.991 5，且模型失拟项的 P值为 0.696 6(P>0.05)，

影响不显著，说明建立的模型可以较好地反映不同条

件下凝结芽孢杆菌产孢数变化情况，可以用回归方程

对凝结芽孢杆菌产孢情况进行分析和预测。 
利用 Design Expert 8.0.6对回归模型进行分析，

得到麸皮、玉米浆干粉、MnSO4三者之间的响应面

图，图 6、图 7、图 8 分别表示了麸皮、玉米浆干
粉、MnSO4之间的交互作用对凝结芽孢杆菌产芽孢
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的影响。利用 Design Expert 8.0.6软件对本试验进
行拟合分析，得到最适凝结芽孢杆菌发酵培养基中

麸皮、玉米浆干粉、MnSO4对应的参数为 36.91、
13.70、0.84 g/L，此条件下凝结芽孢杆菌产孢数为
2.78×1010 cfu/mL(预测值)。 

 
MnSO4的质量浓度为 0.84 g/L。 

图 6 麸皮与玉米浆干粉交互作用对芽孢数影响的响应面 
Fig.6  Response surface plots between bran and corn steep 

powder extract on spore number  

 
玉米浆干粉的质量浓度为 15.00 g/L。 

图 7 麸皮与 MnSO4交互作用对芽孢数影响的响应面 
Fig. 7 Response surface plots between bran and MnSO4 extract 

on spore number 

 
麸皮的质量浓度为 36.00 g/L。 

图8 玉米浆干粉与MnSO4交互作用对芽孢数影响的响应面 
Fig.8  Response surface plots between powder and MnSO4 

extract on spore number  
为了证实上述优化条件的准确性，使用最优培

养基进行凝结芽孢杆菌产孢数试验，实际产芽孢数

为 2.848×1010 cfu/mL(试验值)，同预测结果相近，
说明本研究所建立的数学模型可靠。 

3.10 凝结芽孢杆菌 500 L 发酵放大试验结果分析 

在前期凝结芽孢杆菌发酵优化的基础上进行

500 L发酵试验，结果见图 9。从图 9可以看出，凝

结芽孢杆菌在 0～8 h时，发酵液 pH呈下降趋势，

其间发酵液营养丰富，菌体生长旺盛，没有芽孢生

成；发酵 8 h 后，发酵液 pH 开始呈上升趋势；在

14 h时，发酵液开始出现芽孢，芽孢数量为 5×108 

cfu/mL，同时菌体数量增长开始变缓；发酵 20 h时，

凝结芽孢杆菌活菌数达最大值(3.01×1010 cfu/mL)，

此时发酵液营养已基本消耗完全，有大量芽孢开始

产出；36 h时芽孢数达到最大(2.98×1010 cfu/mL)，

这一结果同凝结芽孢杆菌高密度发酵优化结果相

近(2.848×1010 cfu/mL)，表明本研究工艺可以用于生

产推广，实现对凝结芽孢杆菌高密度发酵。 
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图 9 凝结芽孢杆菌 500 L 发酵试验结果 
Fig.9 The results of 500 L fermentation test of Bacillus coagulans  

4 结论与讨论 

经过单因素试验、PB 试验设计、最陡爬坡试
验、响应面设计分析，确定凝结芽孢杆菌最优发酵

培养基配方为麸皮、玉米浆干粉、MnSO4 分别为

36.91、13.70、0.84 g/L，凝结芽孢杆菌芽孢数达
2.848×1010 cfu/mL，比优化前芽孢数提高了 61.72%。
在优化培养基的基础上，对凝结芽孢杆菌进行 500 
L放大试验，发酵温度 40 ℃、转速 150 r/min、通
气量 2.5 m3/h、接种量 5%、pH 7.0、培养时间 36 h，
芽孢数量达到 2.98×1010 cfu/mL，试验结果同前期优
化试验结果相近，说明本研究结果具有一定的稳定

性及可重复性，为下一步生产推广提供了依据。 
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实际生产中，单一营养元素，如碳氮源、金属

离子、培养条件都有可能成为限制凝结芽孢杆菌产

孢的影响因素。本试验中，通过设置单一营养元素

和高温环境，提高了凝结芽孢杆菌产孢率，相比严

涛等[22]的研究结果，芽孢数量提高了一个数量级。 
随着益生菌研究的不断深入以及在各大民生

领域的广泛应用，尤其是在“新冠疫情”的背景下，
益生菌的作用被凸显出来。但在生产加工过程中相

应的缺陷也不断暴露，如抗逆性差、保存条件要求

严格、菌株活性衰减速率快等。凝结芽孢杆菌不仅

具有乳酸菌的特性，还具有产芽孢休眠体特性，具

有抗逆性强、安全、高效等优点，使得凝结芽孢杆

菌微生态制剂逐渐成为当下的研究热点。本试验虽

然得到了凝结芽孢杆菌高密度发酵条件，但后续产

品开发以及产业化应用还需要进一步研究。 
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