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摘　要：本研究通过单因素和响应面分析优化红曲废渣制备枯草芽孢杆菌微生态制剂的条件，对发酵过程中可溶性

糖和可溶性蛋白质的含量进行追踪，以分析菌体增长的限制因素，并对该微生态制剂的储藏稳定性和体外抗氧化

性进行评估。结果表明，当发酵条件为：红曲废渣浓度 100 g/L，枯草芽孢杆菌接种量为 10% （5 lg CFU/mL），

摇床转速为 220 r/min 时，在 37 ℃ 条件下发酵 48 h 可获得枯草芽孢杆菌最高产量为（9.3±0.3）lg CFU/mL。红曲

废渣中可溶性葡萄糖的含量是限制枯草芽孢杆菌生长的主要因素。当可溶性糖含量较低时，枯草芽孢杆菌的生长

基本停止。根据加速保存实验可计算出微生态制剂在 20 ℃ 下保存 3 个月后的活菌数为 8.7 lg CFU/mL，高于应用

标准。微生态制剂具有较强的抗氧化性，其 DPPH 自由基清除能力为 0.25 mg/mL（IC50），羟自由基的清除能力

为 0.69 mg/mL（IC50）。本研究证明红曲废渣可作为原料制备枯草芽孢杆菌微生态制剂，为微生物发酵废渣的可

持续性绿色加工提供了实践依据。
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Abstract：In this study, single factor and response surface analysis were used to optimize the conditions for the production  
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of Bacillus  subtilis using  Hongqu  residue,  the  content  of  soluble  sugar  and  soluble  protein  components  during  the
fermentation were determined to analyze the limiting factors of bacterial growth, and the storage stability and the in vitro
antioxidant activity of the microbioecologics were determined. The results showed that the highest yield of Bacillus subtilis
in microbioecologics was (9.3±0.3) lg CFU/mL that was produced at 37 ℃ for 48 h with the conditions of 100 g/L Hongqu
residue,  and shaking speed of  220 r/min  with  10% inoculation  volume of  5  lg  CFU/mL Bacillus  subtilis.  The  content  of
soluble glucose in Hongqu residue was the main factor limiting the growth of Bacillus subtilis. When soluble sugar contents
were low, the growth of Bacillus subtilis basically stopped. According to the accelerated preservation experiment, the viable
count  of  probiotics  stored  at  20 ℃ for  three  months  was  8.7  lg  CFU/mL,  which  was  higher  than  the  criteria  of
microbioecologics  application.  The  microbioecologics  had  strong  antioxidant  activity  that  scavenging  capacity  of  DPPH
free radical and hydroxyl free radical were 0.25 mg/mL (IC50) and 0.69 mg/mL (IC50) , respectively. This study proved that
Hongqu residue could be used as a raw material to prepare Bacillus subtilis probiotics, which provided a practical basis for
the sustainable green processing of microbial fermentation residue.

Key words：Hongqu residue；Bacillus subtilis；preparation of probiotics；storage stability；antioxidant activity

 

红曲废渣是红曲霉液态发酵并经色素提取后剩

余的残渣，其中含有约 40% 碳水化合物、25% 蛋白

质、2.5% 脂类以及少量的红曲色素、麦角固醇和壳

聚糖等活性物质[1−3]。充分挖掘红曲废渣的应用价

值，符合我国发展可持续性食品产业的战略。

我国每年红曲废渣的产量近万吨[4−6]，但当前红

曲废渣的开发应用较少，主要用于生产蛋白质饲

料[7] 或作为原材料提取莫纳克林 K 和 γ-氨基丁酸[8]

等活性物质。然而，红曲废渣不易消化吸收，直接用

于动物饲料时料肉比较低[7,9]；红曲废渣处理后仍保

留大量营养物质，将其用于功能性物质提取，存在富

营养污染的风险。相比之下，若以枯草芽孢杆菌发酵

红曲废渣并将其制成微生态制剂，可充分利用红曲废

渣中的营养成分，以实现废弃物的绿色高效利用。一

方面，枯草芽孢杆菌是国际公认的可直接添加在动物

饲料中的益生菌[10−11]，具有调节机体胃肠道生态平

衡[12−14]、促进生长[15−16]、增强机体免疫力[17−19] 等多

种功效，可用于制备具有保健功能的微生态制剂。另

一方面，红曲中的营养成分，包括碳水化合物与蛋白

质，可被枯草芽孢杆菌降解、利用，并生成具有较强

抗氧化性的代谢物质[20−22]。

为了充分利用红曲废渣，本研究将其作为原料，

发酵制备枯草芽孢杆菌微生态制剂。通过单因素和

响应面优化确定最佳发酵条件；测定发酵过程中可溶

性糖含量的变化，分析枯草芽孢杆菌对红曲废渣中可

溶性糖和蛋白质的利用情况；利用加速贮藏实验评价

微生态制剂中枯草芽孢杆菌活菌的储藏稳定性；对微

生态制剂中可溶性成分的抗氧化性进行评估（包括铁

还原力、DPPH 自由基和羟自由基的清除能力）。为

充分挖掘红曲废渣的价值，发展可持续性食品产业提

供数据支持。 

1　材料与方法 

1.1　材料与仪器

枯草芽孢杆菌（FZU.SWJS03）　福州大学食品

科学技术研究所筛选获得；红曲废渣　广东省天益生

物科技有限公司提供，干燥的红曲废渣经 100 目筛

网后，4 ℃ 密封保存；D-木糖、D-半乳糖、D-甘露糖、

D-葡萄糖、D-阿拉伯糖　色谱纯，源叶生物有限公

司；甲醇　分析纯，德国 MERCK 公司；其他分析纯

试剂　上海国药集团化学试剂有限公司。

THZ-82 型恒温震荡器　常州国华电器有限公

司；XPN-100/90/80 型高速冷冻离心机　贝克曼库尔

特仪器有限公司；LDZX-50KB 型立式压力蒸汽灭菌

锅　上海名元实业有限公司；HH-6 型数显恒温水浴

锅　常州蒙特仪器制造有限公司；UV-2000 型紫外

可见分光光度计　上海一恒科学仪器有限公司；

SH220F 石墨消解仪　山东海能科学仪器有限公司；

Agilent 6890 A 高效气相色谱仪　安捷伦有限公司；

Kjeltec 8400 型全自动凯氏定氮仪　丹麦福斯集团

公司。 

1.2　枯草芽孢杆菌的发酵 

1.2.1   枯草芽孢杆菌种子液的制备　配制普通液体培

养基（蛋白胨 10 g/L，酵母提取物 5 g/L，氯化钠 10 g/L），
用 0.1 mol/L NaOH 溶液将培养基的初始 pH 调节

至 7.2。在 37 ℃ 下恒温培养枯草芽孢杆菌 12 h，使
其达到指数生长期，然后将在枯草芽孢杆菌指数生长

期的菌液离心并用无菌生理盐水（9 g/L NaCl 溶液）

洗涤两次。将重悬菌液的浓度调节至 5 lg CFU/mL，
制备枯草芽孢杆菌种子液。 

1.2.2   单因素实验　将红曲废渣和去离子水在 250 mL
三角烧瓶中充分混合后，在 121 ℃ 下高压灭菌 20 min。
固定接种量为 3.0  mL 种子液，以红曲废渣浓度

100  g/L、枯草芽孢杆菌接种量 10%、摇床转速

220 r/min、发酵时间 48 h 为固定参数，设计单因素

实验。依次改变发酵时间 0、6、12、18、24、30、36、
42、48 h、红曲废渣浓度 50、75、100、125、150 g/L、
枯草芽孢杆菌接种量 5%、10%、15%、20%、25%、

以及摇床转速 160、180、200、220、240 r/min，固定

其他基本实验条件，测定在 37 ℃ 条件下对枯草芽孢

杆菌生长的影响（活菌数的变化）。 

1.2.3   响应面试验　根据单因素实验的结果和 Box-
Behnken 中心组合试验设计原理，以枯草芽孢杆菌活
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菌数（Y）为响应值，以红曲废渣浓度（A）、枯草芽孢

杆菌接种量（B）和摇床转速（C）为自变量，设计三因

素三水平的响应面分析试验对发酵参数进行优化。

每组试验重复 3 次，结果取其平均值。试验方案如

表 1 所示。
 
 

表 1    中心组合设计的因素水平表
Table 1    Factors and levels table of Box-Behnken

Design (BBD)

水平
因素

A 红曲废渣浓度（g/L） B 接种量（%） C 摇床转速（r/min）

−1 75 5 200
0 100 10 220
1 125 15 240

  

1.3　测定方法 

1.3.1   枯草芽孢杆菌活菌数　在无菌条件下准确量

取 1.0 mL 待测样，取 1.0 mL 发酵液依次进行 10 倍

稀释至合适倍数，平板涂布后进行恒温培养，24 h 后

观察计数。 

1.3.2   可溶性蛋白测定　每隔 6 h 取发酵液，5000 r/min
离心 20 min，弃去沉淀，取上清液置于消化管中，加

入 3.0 g 硫酸钾、0.2 g 硫酸铜和 10.0 mL 浓硫酸，然

后在石墨消解仪中消化，待消化完全后，冷却至室温

并在全自动凯氏定氮仪中进行消化，最后用稀盐酸溶

液滴定。实验依据 GB 5009.5-2016《食品安全国家

标准食品中蛋白质的测定》中的凯氏定氮法和全自

动凯氏定氮仪测定可溶性糖含量。 

1.3.3   可溶性糖测定　每隔 6 h 取发酵液，5000 r/min
离心 20 min，弃去沉淀，取上清液按照 GB 5009.7-2016
《食品安全国家标准食品中还原糖的测定》中的苯酚

硫酸法进行测定。 

1.3.4   单糖组成分析　每隔 6 h 取发酵液，5000 r/min
离心 20 min，弃去沉淀，取上清液于密封的玻璃管

中，移入 2.0 mL 三氟乙酸溶液（TFA，2 mol/L），密封

振荡均匀，在 120 ℃ 条件下水解 5 h。反应结束后，

利用氮吹仪吹干（水浴温度设置为 70 ℃），加入 3.0 mL
色谱级甲醇重复若干次，直至除尽三氟乙酸为止，备用。

分别称量 10.0 mg 的阿拉伯糖、甘露糖、葡萄

糖、半乳糖、N-乙酰氨基葡萄糖、N-乙酰胞壁酸单糖

于密封的玻璃管中，依次加入盐酸羟胺 10.0 mg， 内
标物肌醇 10.0 mg 和吡啶 1.0 mL，于 90 ℃ 水浴锅

中振荡反应 30 min。反应结束冷却，在相同条件下

加入 1.0 mL 醋酸酐进行乙酰化，得到糖腈乙酸酯的

衍生物。冷却，加入适量的甲醇，70 ℃ 下氮吹，反复

3~4 次除去乙酸酐和吡啶。混合单糖标准品（含各单

糖 1.0 mg）与经三氟乙酸水解后的样品均按上述步

骤处理后加入 1.5 mL 色谱级甲醇溶解。将样品经

0.22 μm 的有机微孔滤膜过滤后，注入色谱进样瓶，

通过气相色谱以 RTX-1701 石英毛细管（0.25 μm×
30.0 m）和氢火焰离子化检测器（FID）分析单糖组

分。程序升温：180~220 ℃（5 ℃/min）， 220 ℃（5 min），
220~280 ℃（10 ℃/min）；载气：氮气（1.0 mL/min）；进
样量：1.0 μL。以肌醇作为内标，通过各组分峰面积

计算其含量。 

1.3.5   储藏稳定性　收集优化发酵后的枯草芽孢杆

菌活菌制剂，将其初始浓度调整为 4.1×109 CFU/mL。
参考朱征宇等的方法[23]，分别在 30、37、50、60 ℃
下对微生态制剂进行加速贮藏实验，测定枯草芽孢杆

菌活菌数以考察稳定性。微生物的失活速率与菌种

特性所处的营养条件及温度有关，其失活过程符合一

级反应动力学。可表示为：

lgNt = −kt/2.303+ lgN0 式（1）

式中：N0 表示初始活菌数，CFU/mL；Nt 表示

t 时刻残存活菌数，CFU/mL；k 表示失活常数，h−1；

t 表示失活时间，h。
同时，不同温度下的失活常数 k 与温度 T 的动

力学关系符合 Arrhenius 方程，其对数形式为：

lgk = − E
2.303RT

+ lgA 式（2）

可利用该公式计算不同温度下的失活常数 k。
式中：A 为 Arrhenius 常数（通过不同温度条件下测

定失活常数 k 并绘制拟合趋势线，由其 X 轴截距=
lgA 计算而得）；E 表示微生物失活所需的活化能，

4.186 J/mol；R 为摩尔气体常数，8.314 J/mol·K；T 表

示温度，K。

菌株的存活率可表示为：

存活率(%) =
Nt

N0

式（3）
 

1.3.6   抗氧化性　参考黄梦姣 [24] 测定铁还原力、

DPPH·和羟自由基（·OH）清除能力的方法，略作修改

后测定枯草芽孢杆菌微生态制剂溶液的抗氧化性。

将 1.0 mL 发酵液与 10.0 mL 50% 甲醇充分混匀，在

25 ℃ 暗室中浸泡 6 h 后用滤纸过滤，将滤过液定容

至 10.0 mL 备用。 

1.3.6.1   铁还原力　在 1.0 mL 不同体积浓度（20%、

40%、60%、80%、100% ，v/v）的样品（枯草芽孢杆菌

微生态制剂的可溶性物质浓度分别为 0.04、0.09、
0.17、0.34、0.51、0.68、0.85 mg/mL）中加入 2.5 mL
0.2 mol/L 磷酸盐缓冲液（pH6.5）和 2.5 mL 10 g/L 铁

氰化钾溶液并混合均匀，50 ℃ 恒温水浴 20 min。取

出快速冷却后，再加入 2.5 mL 100 g/L 三氯乙酸溶

液，并以 3000 r/min 离心 10 min。取上清液加入 2.5 mL
蒸馏水和 0.5 mL 1 g/L FeCl3 溶液静置 10 min 后于

700 nm 处测定其吸光值。以铁氰化钾溶液当量

（mmol/L）表示样品的抗氧化能力，并将其抗氧化效

果与 0.1 mg/mL 维生素 C 溶液进行对比。 

1.3.6.2   1,1-二苯基-2-三硝基苯肼（DPPH）自由基清

除能力　取 1.0 mL 不同体积浓度（20%、40%、60%、

80%、100% ，v/v）的样品（枯草芽孢杆菌微生态制剂的
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可溶性物质浓度分别为 0.04、0.09、0.17、0.34、0.51、
0.68、0.85 mg/mL）与 2.0 mL 0.1 mmol/L 的 DPPH·
醇溶液混合，避光孵育 30 min 后，于 517 nm 处测定

其吸光值（AS1）。在同样条件下，以样品与等体积的

无水乙醇混合作为样品空白，测定其吸光值（AS0）；

以 2.0 mL 0.1 mmol/L 的 DPPH·醇溶液与等体积的

无水乙醇混合作为对照，测定其吸光值（AC）。根据

下列公式计算枯草芽孢杆菌微生态制剂溶液对

DPPH·的清除率，并将其效果与 0.1 mg/mL 维生素

C 溶液进行对比。

DPPH ·清除率(%) = 1− AS1 −AS0

AC
×100 式（4）

式中：AS1、AS0、AC 分别表示样品、样品空白、

空白对照的吸光值。 

1.3.6.3   羟自由基（·OH）清除能力　将 1.0 mL 9 mmol/L
FeSO4 和 1.0 mL 9 mmol/L 水杨酸溶液混合后，分别

加入 0.05、0.10、0.20、0.40、0.80、1.00 mL 样品（枯

草芽孢杆菌微生态制剂的可溶性物质浓度分别为

0.04、0.09、0.17、0.34、0.51、0.68、0.85 mg/mL），再
加入 1.0 mL 8.8 mmol/L H2O2 溶液，于 37 ℃ 下反

应 30 min 后，在 510 nm 处测定其吸光值（A S1）。在

同样条件下，用 1.0 mL 蒸馏水代替 H2O2 溶液作为

样品空白，测定吸光值（AS0）；以 1.0 mL 蒸馏水代替

样品作为空白对照，测定其吸光值（AC）。根据下列

公式计算待测枯草芽孢杆菌微生态制剂溶液对·OH
的清除率，并将其效果与 0.4 mg/mL 维生素 C 溶液

进行对比。

·OH清除率(%) = 1− AS1 −AS0

AC
×100 式（5）

式中：AS1、AS0、AC 分别表示样品、样品空白、

空白对照的吸光值。 

1.4　数据处理

采用 Design-Expert  8.0.6 软件对 Box-Behnken
中心组合试验设计的结果进行数据处理，进行回归模

型的建立和单因素方差分析。若无特别说明，以上所

有实验数均重复 3 次，通过 Excel 计算平均值和标准

偏差。 

2　结果与分析 

2.1　枯草芽孢杆菌发酵红曲废渣的单因素实验

通过单因素实验对枯草芽孢杆菌的生长条件进

行分析，结果如图 1 所示。图 1a 显示随着发酵时间

的增加，枯草芽孢杆菌发酵红曲废渣的活菌数呈现先

上升后平稳的趋势，在发酵 30 h 后基本进入平稳期，

最大活菌数为 8.8 lg CFU/mL。为保证发酵完全，在

后续实验中固定发酵时间为 48 h。图 1b~d 分别显

示红曲废渣浓度、枯草芽孢杆菌接种量以及摇床转

速对枯草芽孢杆菌生长量的影响，结果表明在这三个

变量数值增大的过程中，枯草芽孢杆菌的活菌数均表现

为先上升后下降的趋势。红曲废渣在浓度为 100 g/L

时，活菌数达到最大值，为 9.3 lg CFU/mL（图 1b）。

红曲废渣浓度较低时，提高原料浓度可以为菌生长提

供充足的碳源、氮源等营养物质；然而当其浓度过高

时，培养基的流动性变差，传质效率降低，进而使得枯

草芽孢杆菌生长受限。当枯草芽孢杆菌的接种量为

10% 时，活菌数达到最大值，为 9.2 lg CFU/mL（图 1c）。

初始接种量小于 10% 时，会延长枯草芽孢杆菌增殖

到峰值的时间；而初始接种量过大会使其快速吸收营
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图 1    发酵时间（a）、红曲废渣浓度（b）、枯草芽孢杆菌接种量
（c）和摇床转速（d）对枯草芽孢杆菌产量的影响

Fig.1    Effects of fermentation time (a), Hongqu residue
concentration (b), inoculation amount of Bacillus subtilis (c),

shaker speed  (d) on the yield of Bacillus subtilis
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养物质，迅速增殖导致溶氧量不足，反而使其增殖受

限。当摇床转速为 220 r/min 时，活菌数达到最大值

9.3 lg CFU/mL（图 1d）。这是由于摇瓶里的溶氧量

随摇瓶转速的提高而上升，较多的氧气可以促进枯草

芽孢杆菌增殖；而转速过大时，枯草芽孢杆菌的流动

过于剧烈反而造成菌体的死亡。为进一步优化发酵

条件，选择红曲废渣浓度为 75~125 g/L，枯草芽孢杆

菌接种量为 5%~15%、摇床转速为 200~240 r/min

进行后续响应面实验设计。 

2.2　响应面优化枯草芽孢杆菌发酵红曲废渣条件 

2.2.1   响应面试验设计及结果　根据单因素实验的

结果，选择红曲废渣浓度（A），接种量（B），摇床转速

（C）为自变量，以枯草芽孢杆菌的总活菌数为响应值

（R），设计三因素三水平的响应面分析试验，在 17 个

不同试验组合的条件下，试验设计方案见表 2。

使用 Design-Expert 8.0 软件对表 2 实验结果进

行二次多项式回归拟合和回归方程的方差分析

（表 3），得到二次多项式回归方程：

Y=9.29+0.17A−0.012B+0.13C−0.094AB−0.12AC+

0.063BC−0.85A2−1.15B2−0.81C2

回归方程的决定系数 R2 为 0.99，其方差分析

（见表 3）的显著性检验表明，该回归模型 P<0.0001，

方程模拟表现极显著，失拟项 P=0.0592>0.05，不显

著，模型拟合良好，可用于红曲废渣培养枯草芽孢杆

菌工艺优化预测。其中红曲废渣浓度、摇床转速对

活菌数的影响均高度显著，三种因素对活菌数影响的

排序为红曲废渣浓度（A）>摇床转速（C）>枯草芽孢杆

菌接种量（B），并且一次项 A、C，交互项 AB、AC、

BC，二次项 A2、B2、C2 对枯草芽孢杆菌总活菌数的

影响极显著（P<0.01）。 

2.2.2   交互作用分析　为了更为直观的说明三种因

素间的交互作用对枯草芽孢杆菌活菌数的影响，通过

回归方程绘制响应面的 3D 曲面图和等高线图，考察

相应的拟合曲面。如图 2 所示，三个参数两两间的

3D 曲面均开口向下且等高线均呈椭圆形，表明三种

因素两两之间存在交互作用，且存在两两间的最适组

合使得总活菌数最高；其中，接种量对活菌数的影响

大于红曲废渣浓度，另外两种因素的交互作用对活菌

数的影响程度相近。 

2.2.3   验证实验　通过响应面回归模型及软件分析

得到最优发酵条件：红曲废渣浓度 102 g/L，枯草芽孢

杆菌接种量 10%，摇床转速为 224 r/min，预测可获得

的最大活菌数为 9.3 lg CFU/mL。考虑到实际条件，

将验证实验的发酵条件修正为红曲废渣浓度 100 g/L，
 

表 2    枯草芽孢杆菌发酵红曲废渣的响应面试验结果

Table 2    Response surface test design of Hongqu residue fermented by Bacillus subtilis 

编号 A（g/L） B（%） C（r/min） R（lg CFU/mL） 编号 A（g/L） B（%） C（r/min） R（lg CFU/mL）

1 100 10 220 9.3 10 125 5 220 8.6
2 125 10 200 7.8 11 125 10 240 7.8
3 100 5 240 7.4 12 100 10 220 9.3
4 75 15 220 7.2 13 75 10 200 7.2
5 100 5 200 8.2 14 100 15 200 7.1
6 100 5 220 7.0 15 100 10 220 9.3
7 100 10 220 9.3 16 125 15 220 7.4
8 100 10 220 9.3 17 75 10 240 7.7
9 100 10 240 7.5

 

表 3    回归方程的方差分析

Table 3    ANOVA of regression equation

差异来源 平方和 自由度 均方误差 F P 显著性

模型 13.22 9 1.47 1218.93 <0.0001 **
A 0.24 1 0.24 196.12 <0.0001 **

B 1.176−3 1 1.176−3 0.98 0.3561
C 0.14 1 0.14 117.00 <0.0001 **

AB 0.035 1 0.035 29.02 0.0010 **
AC 0.061 1 0.061 50.83 0.0002 **
BC 0.016 1 0.016 13.07 0.0086 **
A2 3.05 1 3.05 2532.88 <0.0001 **
B2 5.60 1 5.60 4644.40 <0.0001 **
C2 2.78 1 2.78 2310.40 <0.0001 **

残差 8.435−3 7 1.205−3

失拟项 6.886−3 3 2.295−3 5.93 0.0592
纯误差 1.549−3 4 3.872−3

总和 13.23 16

注：*：P<0.05 ，表示显著；** ：P<0.01 ，表示极显著。
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枯草芽孢杆菌接种量 10%，摇床转速 220 r/min。在

此条件下重复三次实验，枯草芽孢杆菌的活菌数为

（9.3±0.3） lg CFU/mL，与理论预测值基本一致，说明

回归模型可靠，模型的预测值能较好地反映发酵过程

实际的活菌数。因此，对该菌株发酵条件的研究，可

为其进一步放大乃至工业化生产提供理论基础。 

2.3　枯草芽孢杆菌生长过程中发酵液营养物质含量的

变化

跟踪发酵液中可溶性糖、可溶性蛋白质的含量

和活菌数的变化的相关性分析影响枯草芽孢杆菌
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图 2    两因素交互作用对响应值的影响

Fig.2    Influence of interaction of two factors on response value
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生长的关键成分，结果如图 3 所示。在摇床转速为

220 r/min，37 ℃ 条件下，当发酵时间为 30 h 时，枯草

芽孢杆菌的增长进入平稳期，可溶性糖和可溶性蛋白

质的含量分别从 2.40 和 2.50  g/L 降低至 0.24 和

0.70 g/L。可溶性糖的消耗较大，推测其含量是枯草

芽孢杆菌的生长的主要限制因素。为进一步分析枯

草芽孢杆菌对营养物质具体单糖的利用情况，对发酵

液中的单糖含量进行测定。结果表明，葡萄糖、甘露

糖和半乳糖的含量与菌量的增加密切相关。从图 3
可看出，当葡萄糖、甘露糖和半乳糖逐步被使用完

时，其生长基本停止。葡萄糖是枯草芽孢杆菌优先使

用的碳源，也是其增殖的关键。在发酵时间为 6 h 时，

葡萄糖含量从 0.96 g/L 降低到 0.73 g/L，甘露糖和半

乳糖的含量基本没有变化，此时菌量从 5.0 lg CFU/mL
增长到 5.3 lg CFU/mL。发酵 6~12 h 的过程中，菌

量增长了 141 倍，葡萄糖含量降低至 0.23 g/L，而甘

露糖和半乳糖的含量变化较小。可见说明葡萄糖是

限制枯草芽孢杆菌的生长的主要因素，可通过额外添

加葡萄的含量，进一步提高红曲废渣的利用率。
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Fig.3    Variation of the amount of soluble sugar, soluble protein
and viable bacteria during fermentation

  

2.4　枯草芽孢杆菌微生态制剂的储藏稳定性分析

通过测定枯草芽孢杆菌微生态制剂在不同存放

温度下的活菌数变化，评估其储藏稳定性，结果如图 4
所示。不同温度下，微生态制剂活菌数变化的拟合直

线分别为：30 ℃，lgNt=−0.0009t+9.6，R2=0.88；37 ℃，

lgNt=−0.0019t+9.6，R2=0.87； 50 ℃， lgNt=−0.0035t+
9.6，R2=0.98；60 ℃，lgNt=−0.0078t+9.6，R2=0.95。在

四种不同的储藏温度条件下，枯草芽孢杆菌的活菌数

均呈现下降趋势，且下降幅度与温度的增加有正相关

性。初始浓度为 9.6 lg CFU/mL 的枯草芽孢杆菌在

30、37、50 和 60 ℃ 下储藏 120 h 后，枯草芽孢杆菌

的存活率分别为 75.6%、56.1%、36.6% 和 8.9%。利用

图 4 中的数据可进一步分析在其他温度下，微生态

制剂的储藏稳定性。首先，通过公式（1）分别计算出

不同温度下的失活常数 k（k30 ℃= 0.0020（h−1）、k37 ℃=
0.0044（ h−1） 、 k50 ℃=  0.0081（ h−1） 、 k60 ℃=  0.0180
（h−1））。然后，再根据公式（2）将 k 与温度 T 作 lgk-1/T

图，作线性回归，可得回归方程：lgk=−2960.2/T−7.1。
根据此方程可计算出在常温 20 ℃ 条件下，微生态制

剂的失活常数 k20 ℃= 0.0010（h−1）。以此失活常数计

算微生态制剂在 20 ℃ 下保存三个月，微生态制剂的

活菌数为 8.7 lg CFU/mL，符合微生态制剂的活菌数

要求[25−26]。
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图 4    不同温度对微生态制剂活菌数的影响
Fig.4    Effects of different temperatures on viable cell count of

microbioecologics
  

2.5　枯草芽孢杆菌微生态制剂的抗氧化性评估

将微生态制剂中的可溶性成分进行分离，并测

定其抗氧化性，结果如图 5 所示。结果表明枯草芽

孢杆菌微生态制剂可溶性成分的铁还原力、DPPH·
和羟自由基的清除能力均与可溶性成分的浓度呈量

效关系。微生态制剂具有一定的抗氧化能力，其中

DPPH 自由基清除能力最强。微生态制剂可溶性成

分的铁还原力为 0.97 mmol/L，约为 0.09 维生素 C
当量（g/g），优于枯草芽孢杆菌 N2−10（0.59 mmol/L）[27]；

DPPH 自由基清除能力为 0.25 mg/mL（IC50），约为 0.08
维生素 C 当量（g/g）；羟自由基清除能力为 0.69 mg/mL
（IC50），约为 0.23 维生素 C 当量（g/g）（图 5a~5c）。可

见，通过红曲废渣制备的枯草芽孢杆菌微生态制剂具

有较强的抗氧化能力。尤其是在 DPPH 自由基的清

除能力方面，可有效减轻自由基对机体的损伤，维持

机体健康。其原因一方面可能是由于红曲废渣中含

有的色素、多糖、酚类等多种抗氧化成分[28]，另一方

面可能是枯草芽孢杆菌代谢过程中产生的抗氧化活

性肽[20−21,29−30] 等成分共同作用的结果。 

3　结论
以红曲废渣为原料制备枯草芽孢杆菌微生态制

剂，通过单因素实验和响应面分析得到的最优的发酵

条件为发酵时间 48 h，红曲废渣浓度 100 g/L，枯草

芽孢杆菌接种量 10%，摇床转速 220 r/min，枯草芽孢

杆菌的最大产量为（9.3±0.3）lg CFU/mL。该体系中

可溶性糖是限制枯草芽孢杆菌生长的主要因素。枯

草芽孢杆菌先利用葡萄糖，后利用甘露糖和半乳糖作

为其生产所需的碳源。且该法获得的枯草芽孢杆菌

微生态制剂稳定性较高，在常温下存放三个月后的活

菌数为 8.7 lg  CFU/mL 高于微生态制剂的应用要

求。所得微生态制剂具有较强的抗氧化性，其可溶性
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成分的铁还原力为 0.97 mmol/gL，约为 0.09 维生素

C 当量（g/g）；DPPH 自由基清除能力 0.25  mg/mL
（IC50），约为 0.08 维生素 C 当量（g/g）；羟自由基清除

能力为 0.69 mg/mL（IC50），约为 0.23 维生素 C 当量

（g/g）。本研究证明红曲废渣可作为原料制备枯草芽

孢杆菌微生态制剂，为微生物发酵废渣的可持续性绿

色加工提供了实践依据。
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图 5    枯草芽孢杆菌微生态制剂的抗氧化性

Fig.5    Antioxidant activity of Bacillus subtilis
microbioecologics
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