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丁酸梭菌猪血粉固体培养基的设计与优化
F-5$

9

"("'%

6

#$/$<(#$%"%,5%4$',-./-"#(#$%"%,

6

%.)$"-

84%%'

6

%?'-./-'$:/,%.6$2)'3-7-(+,('

#

3-.(+

秦东方#

W#SN1'

(

/

G

-'

(

#

!

刘爱民"

5#,F./P.'

"

!

李
!

豪#

5#*-1

#

'

#;

马鞍山师范高等专科学校!安徽 马鞍山
!

"@!$@#

*

";

安徽师范大学生命科学学院!安徽 芜湖
!

"@#$$"

(

'

#;O-

4

-'>%-'Q&-?%&E

4

C$1@@&

(

&

!

O-

4

-'C%-'

!

F'%7."@!$@#

!

$%.'-

*

";$1@@&

(

&1

G

5.

G

&>?.&'?&

!

F'%7.S1EP-@,'.D&EC.A

:

!

!7%7

!

F'%7."@#$$"

!

$%.'-

(

摘要#为了达到猪血有效降解与丁酸梭菌微生物生态制剂偶

联生产的目的#运用混料设计方法对丁酸梭菌的猪血粉固体

培养基进行设计和优化#建立数学回归模型#探讨培养基各

成分及其之间的交互作用对结果的影响#并将其发酵产物应

用于饲料%结果表明'最优化配方为促生长因子
@).b

$玉米

粉
@%)!b

$猪血粉
@B)$b

#在该条件下丁酸梭菌可以达到

.)#.g#$

C

02D

)

Q

#游离氨基酸态氮的含量由发酵前的

$)$"

Q

)

#$$

Q

增加到
!)#!

Q

)

#$$

Q

%方差分析和验证实验都

表明应用混料设计法建立的数学模型适用于丁酸梭菌的猪

血粉固体培养基优化%

关键词#丁酸梭菌&混料设计&培养基配方&猪血粉&固体发酵
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丁酸梭菌'

$@1CAE.=.7PV7A

:

E.?7P

(又名酪酸菌!是从健

康人和动物肠道中分离出来的一种严格厌氧的革兰氏阳性

芽孢杆菌,

#A"

-

!具有产丁酸&叶酸等益生物质的特性,

!

-

!可促

进动物生长&调节动物肠道微生态平衡&提高机体免疫力!抑

制肠道内致病菌生长繁殖!在畜牧养殖中具有广阔的应用前

景,

@A/

-

$同时!丁酸梭菌在生长过程中可以产生诸多酶系!

如蛋白酶系,

%AC

-

&淀粉酶系等,

.

-

!这些酶可以将饲料中的大

分子蛋白质和淀粉水解成为小分子物质!既有利于丁酸梭菌

的增殖生长!又能提供动物可以消化吸收的小分子营养物

质!提高了原料利用率$

猪血是一种价格低廉的畜产品加工副产物!在中国资源

十分丰富$新鲜猪血中含有约
#Bb

的蛋白质!其氨基酸组成

平衡!其中赖氨酸和色氨酸含量比较高!是一种优质的蛋白

质和氨基酸资源,

B

-

$另外!猪血中含有丰富的具有维生素和

铁&钾&磷&镁&钙等矿物质!营养均衡!价值较高,

#$

-

$但由于

血红蛋白易于褐变!适口性差等问题严重制约了猪血资源的

开发和利用$为此!研究者从不同角度对猪血资源进行开发

利用!万佳蓉等,

##

-利用多菌种进行混合发酵猪血!周毅等,

#"

-

筛选出水解猪血蛋白的优良菌株!李斌等,

#!

-酶解猪血制备

血红素$这些研究主要集中于水解猪血蛋白生成多肽或氨

基酸以及相应的衍生物$而将猪血降解与微生物生态制剂

偶联生产的研究却鲜有报道$本研究拟将猪血降解与益生

菌丁酸梭菌生态制剂制备的偶联生产进行研究!以获得富含

$@



营养的猪血蛋白水解物和具有益生功能的丁酸梭菌微生物

生态制剂!实现高品质多功能饲料的高效生产$基于此!本

试验重点研究丁酸梭菌发酵猪血的首要问题!即培养基成份

的配比!以期为后序研究和开发集营养与保健功能于一体的

丁酸梭菌猪血产品提供依据$

#

!

材料与方法
#)#

!

菌种与培养基

菌 种+丁 酸 梭 菌 '

$@1CAE.=.7P V7A

:

E.?7P 61F>1E1

/..

(!从日本米雅利桑制药株式会社生产的口服酪酸梭菌活

菌片中分离得到*

丁酸梭菌液体种子培养基+各物质按质量分数计为胰蛋

白胨
"b

&牛肉膏
#b

&酵母膏
$)%b

&葡萄糖
$)@b

&磷酸二氢

钾
$)#b

&硫酸镁
$)$@b

&氯化钙
$)$"b

*

高层半固体琼脂培养基+液体种子培养基添加
$)!b

的

琼脂而制得*

猪血粉+蛋白质含量达
B$b

!天津恩彼蛋白质公司*

玉米粉+购自安徽马鞍山安民菜市场的玉米经粉碎过
!$

目筛后所得$

#)"

!

方法

#)")#

!

活菌数测定
!

精确称取已发酵好的固体培养基
#$

Q

!

加入装有
#$$ J]

无 菌 水 的 锥 形 瓶 内!在 振 荡 器 中 以

#$$H

)

J7<

的速度振荡
"$J7<

!等微生物完全溶解于无菌水

后过滤制备得丁酸梭菌菌悬液!准确吸取
#$)$$J]

菌悬液

至
B$)$$J]

无菌水中稀释!经充分振荡后吸取
#)$$J]

至

装有
B)$$J]

无菌水的试管中!重复此操作!稀释至合适的

浓度后采用高层半固体琼脂试管计数法测定活菌数,

#@

-

$

#)")"

!

丁酸梭菌固体发酵培养基制备

'

#

(培养基主要成分的设计+培养基以农副产品猪血粉为

主要原料!添加一定量的玉米粉!由于蛋白质和淀粉都属于大分

子物质!在发酵初期由于丁酸梭菌总数少!很难快速见效!需要

加入一定的促生长因子如硫酸铵&葡萄糖和无机盐类等!本研究

参考丁酸梭菌液体种子培养基成分确定促生产因子的成分为硫

酸铵&葡萄糖&磷酸二氢钾&硫酸镁和氯化钙!其质量配比为
@$a

@$a#$a/a/

$经上述分析将丁酸梭菌固体发酵培养基设计为

!

种成分!即猪血粉&玉米粉和促生长因子$

对于丁酸梭菌培养基的制备!有不少研究者,

#@A#%

-尝试

了多种方法!而混料试验设计方法更侧重于研究各试验因子

的不同比例来反映变量的关系!不必考虑配方的总量!是一

种快捷高效的方法$考虑到推广应用成本!本研究采用限制

成分上下界的混料设计!即对每种成分的比例都进行了适当

的限制!其形式为+

8

#

f8

"

f8

!

e#$$b

!具体各成分的限

制条件见表
#

$

!!

借助试验设计软件
V9N7

Q

<R[

O

9H-

'

&9HN7'<%)$)/

!

3-G-P

RGN91<-)0')

!

67<<9G

O

'(7N

!

6*)D3>

(!采用混料'

67[-LH9

(

设计中的
VP+

O

-7'<G(

方法,

#C

-

$以每克培养基中丁酸梭菌的

数量为指标!对丁酸梭菌固态发酵培养基的配方进行优化$

'

"

(固体培养基的配制与灭菌+称取培养基
#$$

Q

!然后

与
#$$J]

水混和均匀!装入三角瓶中!塞上瓶塞后!放入灭

表
#

!

猪血粉培养基各成分限制条件表

4G;(9#

!

4I90'<N-HG7<-N'Y9G,I,'J

O

'<9<-7<-I9

J957LJ'Y

O

'H,7<9;(''5 b

条件
8

#

促生长因子
8

"

玉米粉
8

!

猪血粉

下限
@)$$ !$)$$ @$)$$

上限
"$)$$ /$)$$ %$)$$

菌锅中
#"#c

灭菌
!$J7<

!冷却至室温后即得固体培养基$

#)")!

!

菌种活化与固态培养
!

从分离纯化得到的丁酸梭菌

菌种斜面上挑取一环接种于种子培养液中!

!/c

静置厌氧

培养
"@I

后进行镜检!当
B$b

以上的菌体形成芽孢时!即得

到成熟的种子菌!将活化的种子菌悬液以体积质量比为
.b

的接种量接入装有固体发酵培养基的三角瓶中!

!/c

恒温

培养箱中静置培养
@.I

$

#)!

!

培养基氨态氮测定

参考文献,

#.

-$

"

!

结果与分析
")#

!

回归模型的建立

表
"

列出了利用猪血粉等原料发酵后丁酸梭菌生成量

的试验结果和对应的预测值!运用
V9N7

Q

<R[

O

9H-

软件!对试

验值进行二次多项式回归拟合!得回归方程+

M

#

e A#.B)B!!8

#

A#"$)B!$8

"

A#$%)$!!8

!

f

"C$)@B/8

#

8

"

f@#%)@#B8

#

8

!

f@.")B."8

"

8

!

! '

#

(

其中限制条件见表
#

!且
8

#

f8

"

f8

!

e#

!回归方程的

M

"

e$)BB@!

$

!!

利用
V9N7

Q

<R[

O

9H-

软件对试验方案进行设计!并对试

验结果进行方差分析见表
!

$由表
!

可知!线性模型和
!

种

表
"

!

培养基混料设计试验方案&试验结果及回归值

4G;(9"

!

4I99[

O

9H7J9<-G(N,I9J9G<5-I9H9NL(-N;

=

67[-LH959N7

Q

<

试验号
8

#

8

"

8

!

丁酸梭菌数
M

#

)

'

g#$

C

02D

)

Q

(

回归值)

'

g#$

C

02D

)

Q

(

偏差
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#! $)#$$$)!$$$)%$$ $).C #)#@ A$)"C
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成分间的交互作用的
<

值都比较大!

?

值都小于
$)$/

!表明

所考虑的这些因素以及三者间的交互作用对丁酸梭菌的生

长繁殖都有显著影响!是决定其生长的重要因素$从整个回

归模型的
<

值
"#C)!!

和
?

值
#

$)$$$#

来看!该模型能够很

好地拟合实际情况!失拟项影响不显著!表明除模型中考虑

的项目外!再无对结果影响显著的项目!进一步表明该模型

与试验数据拟合得较好$从相关性分析结果来看!

MP

3

T

LGH95e$)BB@!

表明预测值与试验值之间有高度的相关

性!

>5

\

MP3

T

LGH95e$)BB$/

再次表明试验数据与二次回归

模型间拟合程度好$

表
!

!

二次多项式模型方差分析表

4G;(9!

!

>*+&>Y'H67[-LH9

T

LG5HG-7,

O

'(

=

<'J7G(J'59(

差异源 平方和 自由度 均方
<

值
?

值

模型
CC)@$ / #/)@. "#C)!!

#

$)$$$#

线性模型
@!)/! " "#)C% !$/)/.

#

$)$$$#

^

#

^

"

%)#! # %)#@ .%)#@

#

$)$$$#

^

#

^

!

#@)// # #@)/% "$@)!C

#

$)$$$#

^

"

^

!

!$)"# # !$)"# @"@)$.

#

$)$$$#

剩余误差
$)C# #$ $)$C

***********************

失拟项
$)/@ / $)## !)$! $)#"@B

纯误差
$)#. / $)$@

总和
C.)## #/

")"

!

培养基中各组分对丁酸梭菌生长量的影响

混料设计的等高线图和三维曲面图可以直观地表现出

组分间变化对指标的影响$由图
#

&

"

可知!同一等高线上的

线条为曲线!表明猪血粉&玉米粉和生长因子
!

种组分之间

存在相互作用!这与表
!

中方差分析的结果之一!即三组分

间交互作用都比较显著的结论是一致的$在培养基的
!

种

成分中!促生长因子由于分子量小&营养全面等特点!在发酵

前期极易被吸收利用!使得丁酸梭菌得以快速生长!而丁酸

梭菌数量的倍增!所产生的蛋白酶&淀粉酶等生物催化剂的

量快速增加!进而加速了对玉米粉和猪血粉大分子的分解!

其所生成的葡萄糖&氨基酸及矿物质更促进了丁酸梭菌的生

长繁殖!因此三成分间就产生了交互作用!本试验对固体培

图
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!

回归模型的三维表面图
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回归模型的等高线图
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养基进行研究的目的!就是要通过各种营养物对丁酸梭菌生

长的协同增效作用!来提高生产效率!降低成本$

")!

!

丁酸梭菌固体发酵剂配方成分优化

根据试验值的拟合情况及限制条件!如果将限制条件

8

#

f8

"

f8

!

e#

变化为
8

!

e#A8

#

A8

"

!则拟合方程即为

关于
8

#

和
8

"

的二元二次多项式回归方程!并且二次系数都

为负值!说明单因素的抛物线有最大值!结合三维曲面图和

等高线图可知!图形近似球形且开口向下!表明各自变量在

一定区间内有最大值$应用软件的最优化分析方法'

+

O

-7P

J7SG-7'<

(设定各组分的变化范围和响应值为最大值'表
#

(!

运行软件后!根据最陡爬坡预测并结合配方成本!本研究确

定最优化配方为促生长因子
@)Cb

!玉米粉
@%)!b

!猪血粉

@B)$b

!预测回归值为
.)#.g#$

C

02D

)

Q

$按照优化后的配

方比例将各种成分混合后进行验证实验!

@

次结果的平均值

.)$.g#$

C

02D

)

Q

!标准差为
$)$%/g#$

C

02D

)

Q

!变异系数

0)&e$).b

$将回归值
.)#.g#$

C

02D

)

Q

作为标准值!应用

A

检验得
AeA!)$.

!根据显著水平
"

e$)$/

!自由度
=

G

e!

!

查表可得
A

$)$"/

e!)#."

!

A

$)$/

e@)/@#

!由此可以判断回归值与

实际值之间无显著差异!说明回归方程得到的最优化回归值

较好地反映了真实情况$并测得培养基中的游离氨基酸态

氮的含量从发酵前的
$)$"

Q

)

#$$

Q

增加为
!)#!

Q

)

#$$

Q

!说

明丁酸梭菌在生长过程中猪血中的蛋白质得到有效的水解$

!

!

结论
混料设计方法是一种高效的设计培养基配方的方法!不

仅可以运用回归分析方法建立直观的数学模型!还能够通过

较少的试验次数对配方中的各成分及其交互作用进行评

价,

#BA"$

-

$本研究将猪血水解与丁酸梭菌微生物生态制剂进

行偶联生产确定设计和优化后的培养基最佳配方为促生长

因子
@).b

!玉米粉
@%)!b

!猪血粉
@B)$b

!预测回归值为

.)#.g#$

C

02D

)

Q

!该预测值与实际测定平均值
.)$.g

#$

C

02D

)

Q

之间差值较小!经
A

检测二者间无显著差异!进一

步表明混料设计法优化的数学模型适用于本项目培养基的

优化设计$与戚薇,

#@

-

&孔青,

#/

-等所得结果相差无几!而本培

养基配方成本更低!更符合工业化生产的要求!更具有技术
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期 秦东方等+丁酸梭菌猪血粉固体培养基的设计与优化
!



和经济优势$同时实现了猪血的水解!并使培养基中的游离

氨基酸 态 氮 的 含 量 从 发 酵 前 的
$)$"

Q

)

#$$

Q

增 加 为

!)#!

Q

)

#$$

Q

!说明丁酸梭菌在生长过程中猪血中的蛋白质

得到有效的水解$

本项目创新性地利用猪血来实现益生菌丁酸梭菌和猪

血高游离氨基酸饲料的偶联生产!开辟了动物血液利用的新

途径!具有良好的经济社会效益和广阔的市场应用前景$
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品的生物碱含量可以反映在
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个主成分上!其中第
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主成分

反映了原始变量
BB)B%b

的变异信息!第
"

主成分反映了原

始变量
$)$@b

的变异信息$在这两个主成分下!将
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种茶

叶的生物碱含量进行二维投射!获得可视化的样品分布情况

图$其中
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种肉桂样品和
/

种水仙样品距离较为接近!而与

红茶&铁观音的距离较远!反映了不同茶叶种类间较为显著

的生物碱含量差异$

!

!

结论
本试验采用高效液相色谱法对
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茶叶及茶汤中的咖啡碱&可可碱和茶碱含量进行检测!并与

绿茶&铁观音和红茶的茶叶及茶汤中的
!

种生物碱进行比

较$经
W?]0

检测研究发现!武夷岩茶叶片中的咖啡碱&可

可碱和茶碱含量分别约占茶叶干重的
")!@#b

!

$)$%/b

!

$)$##b

!低于绿茶&铁观音和红茶*茶叶经过
%$N

沸水冲泡

后!约
@%)/%b

!

@%)!%b

和
/$)#/b

的咖啡碱&可可碱和茶碱溶

出$经
?0>

分析发现!武夷岩茶的
!

种生物碱含量与绿茶&
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深入了解武夷岩茶的感官品质和生理功效具有显著意义$
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