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摘 要：通过对一株粪产碱杆菌G1@H$!（!"#$"%&’(’)*$’#$"%)）的摇瓶发酵研究，确定了其最佳发

酵培养基组成及最适摇瓶发酵工艺条件)摇瓶实验确定的最佳培养基组成为（A／I）：葡萄糖J"，

*K#H($)"%，FK!EL#!)%!，F!KEL#$)%$，MA3L#·%K!L")#-，酵母膏$，少量无机盐溶液)最佳

工艺条件为：初始NK%)"，装液量为4"OI／!J"OI摇瓶，摇床转速为!!"9／O6;，温度为/"P)$J
I自动机械搅拌罐放大试验结果表明，在不改变操作参数的情况下，经4"?发酵，热凝胶产量可达

!)!Q，转化率超过J"Q)
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热凝胶（!"#$%&’）是一种新型的微生物胞外多

糖，由!"#$"%&’(’)*$’#$"%)+$,-./01&’(’)发酵生

产［(］，其分子式为（!)*(+,-）’，分子内由葡萄糖结

构单元以!.(，/.键连接0由于热凝胶具有独特的热

成胶性能，在食品工业，特别是高温制作的食品领

域具有广阔的应用前景0目前，热凝胶在日本已得

到广泛的商业化研究，在美国、加拿大、英国、澳大

利亚等国也都有报道［1］，但在我国尚未有生产方面

的报道0(22)年，美国的345批准热凝胶作为一种

食品添加剂应用，为热凝胶开辟了更为广阔的应用

前景0作者对本实验室保藏的一株粪产碱杆菌67.
!(1（!"#$"%&’(’)*$’#$"%)+$,-./01&’(’)）进行了研

究，确定了其最佳发酵培养基组成及发酵工艺条

件，并进行了(-8自动机械搅拌罐的放大试验0

! 材料与方法

!"! 材料

!0!0! 菌种! 一株粪产碱杆菌 67.!(1（!"#$"%2
&’(’)*$’#$"%)+$,-./01&’(’)），由无锡轻工大学生

化工程实验室保藏0
!0!0# 斜面培养基（9／8）! 葡萄糖:+，酵母膏-，

!&!,/(+，琼脂1+，;*<0+0
!0!0$ 种子培养基（9／8）! 葡萄糖1+，酵母膏(+，

!&!,//，;*<0+0
!0!0% 发酵培养基（9／8）! 葡萄糖:+，酵母膏(，

=*:!%(0-，!&!,/-，无机盐离子，;*<0+"<01，

>9?,:·<*1, +0-9／8，@*1A,:10<19／8，

@1*A,:(0<(9／80
!"# 培养条件

!0#0! 种子培养! 将一环活化好的斜面种子接入

种子培养基，于/+B，1++#／CD’摇床培养()"(E
F0
!0#0# 摇瓶发酵!1-+C8三角瓶装-+C8培养

基，以-G接种量接入培养好的液体种子，于/+B，

1++#／CD’培养/$0
!"$ 分析方法

!0$0! 热凝胶产量确定!-C8发酵液，于<+++#／

CD’离心/+CD’，向离心得到的沉淀中添加一定浓

度的=&,*，搅拌使热凝胶充分溶解，离心，取上清

液，用*!%调;*至中性，得到凝胶0离心，向沉淀中

加蒸馏水洗涤、离心/次，在E-B烘干至恒重，称

重，计算产量0
!0$0# 菌体量的确定! 按(0/0(的方法，向提取热

凝胶后得到的沉淀中添加-C8浓度为(CH%／8的

*!%，多次洗涤，烘干至恒重，称量0

# 结果与讨论

#"! 碳源种类对发酵的影响

在基础培养基中添加:G的不同种类的碳源，

发酵结果如图(所示0

图! 不同碳源对发酵的影响

&’("! )**+,-./*012’/3.,124/5./32,+./5*+26+5-1-’/5
可知，在所选的碳源中，葡萄糖、蔗糖、甘油可

以获得较高的热凝胶产量，其中以葡萄糖为碳源时

热凝胶产量最高，这是由于菌体优先利用葡萄糖参

与到热凝胶的合成中0考虑到经济性及日后产业化

的要求，确定葡萄糖为最佳碳源0
#"# 最佳碳源浓度的确定

在培养基中添加不同浓度的葡萄糖，发酵结果

如图1所示0可以看出，葡萄糖质量浓度为-+9／8
时热凝胶产量最高0在葡萄糖质量浓度较低时，由

于碳源过早消耗完，影响到后期热凝胶的进一步合

成；而较高浓度的葡萄糖则抑制了菌体生长及产物

的合成0热凝胶产量较低，影响到最终产量0所以，

最佳葡萄糖质量浓度为-+9／80

图# 葡萄糖浓度对发酵的影响

&’("# )**+,-/*(73,/.+,/5,+5-21-’/5/5*+26+5-1-’/5

#"$ 氮源种类对发酵的影响

不同种类的无机氮源对发酵的影响见表(0由

表(可知，用=*:!%和@=,/为氮源时可获得较高

的热凝胶产量，其它氮源发酵的产量都较低，这可

能跟氮源被利用时;*变化从而引起代谢途径改变
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有关!发酵液加热后，比较所得凝胶的强度可知，以

"#$%&为氮源时，发酵液的热凝性明显优于其它氮

源，故选"#$%&为最佳无机氮源做进一步研究!
表! 不同氮源对发酵的影响

"#$%! &’’()*+’,#-.+/01.*-+2(10+/-)(0+1’(-3(1*#*.+1

氮 源 热凝胶产量／（’／(）

"#$%& )*!+,

（"#$）-./$ )0!-1

（"#$）23/$ *!2-

"#$#-3/$ ,!+4

"#$"/2 $!*2

（"#$）-%/2 *!-

5"/2 )2!$1

"6"/2 )0!1$

草酸铵 ,!1*

4%5 最佳氮源质量浓度的确定

在培养基中添加不同浓度的"#$%&，发酵结果

见图2!
从图2可以看出，当"#$%&质量浓度较低时，

产生菌体量较少，热凝胶合成速率较慢，导致发酵

周期较长，发酵产量较低!随着"#$%&质量浓度的

增加，生成的菌体量增加，热凝胶产量在"#$%&质

量浓度为)!)’／(时达到最高!当"#$%&质量浓度

继续升高时，热凝胶产量反而下降，这是由于用于

菌体生长及维持菌体代谢消耗的碳源量过多，从而

影响到热凝胶的合成!

图6 氯化铵质量浓度对发酵的影响

7.2%6 &’’()*+’#33+1./3)89+-.:()+1)(1*-#*.+1+1
’(-3(1*#*.+1

4%; 酵母膏添加量的确定

据文献［2］报道，在培养基中添加少量酵母膏

可以促进菌体的生长，其中所含的生长因子对发酵

后期产物的合成也有促进作用!选取不同质量浓度

的酵母膏作为有机氮源添加，试验结果如图$所

示!

图5 酵母膏添加量对发酵的影响

7.2%5 &’’()*+’<&#::.*.+1+1’(-3(1*#*.+1
可以看出，当酵母膏的添加量为)’／(时，热凝

胶产量最高!酵母膏质量浓度的继续增加会导致菌

体量的增加，但热凝胶的产量反而下降!
通过单因素实验，初步确定培养基组成为：葡

萄糖*0’／(，"#$%&)!)’／(，酵母膏)’／(，7’./$
·+#-/0!*’／(，5#-3/$-!+-’／(，5-#3/$)!+
’／(!以此培养基考察发酵条件的影响!
4%= 培养基初始>?值对发酵的影响

培养基的8#水平会对微生物的生长和产物的

合成产生明显的影响，因此考察了初始8#对发酵

的影响，结果见图*!由发酵结果可知，不同的初始

8#对热凝胶的产量影响较大!起始8#在+!0时热

凝胶产量最高，当8#低于1!*或高于4时，热凝胶

产量较低!在8#+!0两侧，随着8#减小，热凝胶产

量的下降程度要大于8#增加时热凝胶产量的下

降，因此当8#在一定范围内维持较高水平对热凝

胶的合成有利!

图; 初始>?对发酵的影响

7.2%; &’’()*+’.1.*.#9>?+1’(-3(1*#*.+1

4%= 装液量对发酵的影响

在-*09(三角瓶中添加不同体积的培养基，

考察装液量对发酵的影响，结果见图1!
当装液量为109(时，热凝胶产量最高!装液

量过小，发酵液中溶氧过高，菌体呼吸旺盛，造成菌

体过早衰亡，影响后期对碳源的利用及产物的合

成!当装液量增加，发酵液中溶氧水平降低至适当
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范围，对产物的合成有利，过低的溶氧同样影响菌

体的生长及产物合成!

图! 不同装液量对发酵的影响

"#$%! &’’()*+’,+-./(+0’(1/(0*2*#+0

3%4 摇床转速对发酵的影响

用"#$%&型回转式摇床考察摇床转速对发酵

的影响，结果见图’!

图5 不同摇床转速对发酵的影响

"#$%5 &’’()*+’6728#0$69((:+0’(1/(0*2*#+0
可以看出，当摇床转速较低时，由于供氧不足，

造成发酵缓慢，热凝胶产量不高!当摇床转速为(()
*／+,-时，过高的溶氧导致热凝胶产量下降，其原因

与装液量类似，故最适转速为())*／+,-!
3%; 温度对发酵的影响

温度对菌体生长和热凝胶合成的影响见图.!
从图.可以看出，当温度在(.!/(0之间时，

热凝胶产量较高!低温时，菌体生长缓慢，碳源利用

速度也较慢，影响热凝胶的合成；较高的温度会对

菌体内的酶活产生影响，最终影响菌体生长和热凝

胶的合成!因此，温度控制在/)0比较合适!

在最佳条件下进行了/批摇床发酵实验，结果表

明，1)2／3的葡萄糖经’(4发酵可得到/)2／3的

热凝胶，转化率达5)6!

图4 不同温度对发酵的影响

"#$%4 &’’()*+’*(/9(12*.1(+0’(1/(0*2*#+0

3%<= 上罐发酵

在摇瓶发酵的基础上，用&13的7,89:;:<&)%/
自动发酵罐进行了放大试验，初始=>为’!)，温度

为/)0，通气量&3／（3·+,-），搅拌转速?))*／

+,-!结果表明，在发酵过程中不改变操作参数的情

况下，经5)4的发酵，?/2／3的葡萄糖中热凝胶的

产量可达((2／3，转化率超过1&6!通过改变发酵

条件对发酵过程进行优化，热凝胶产量将有更大的

提高!

> 结 论

&）初步确定了该菌株发酵培养基为（2／3）：葡

萄糖1)，@>?<A&!)’，B>(#C?(!’(，B(>#C?&!’&，

D2EC?·’>(C)!1，酵母膏&，少量无机盐溶液!
(）摇瓶培养的最佳工艺条件为：培养基初始

=>为’!)，装液量5)+3／(1)+3摇瓶，摇床转速

为())*／+,-，培养温度为/)0!摇瓶实验结果表

明，热凝胶产量可以达到/)2／3，上罐发酵结果证

明了该工艺条件是可行的!
/）通过对摇瓶发酵结果分析可知：发酵液的

=>是影响发酵结果的重要因素，这为以后的放大

培养中优化发酵过程，提高热凝胶产量开辟了新的

思路!
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