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耐高温半乳糖地质杆菌BWTGW1-1液体

发酵工艺优化及中试生产
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摘要：半乳糖地质杆菌（Geobacillus galactosidasius）是畜禽养殖废弃物堆肥发酵过程中常见的菌株类群，在

好氧堆肥发酵过程中有重要作用。为获得菌株 BWTGW1-1 液体发酵的最佳条件，并建立其规模化生产工艺，该

研究采用单因素和响应面试验对菌株 BWTGW1-1 液体发酵培养的组成、发酵条件进行了优化。结果表明菌株

BWTGW1-1 液体发酵最佳的培养基组成和条件为：甘露醇 2.50 g/L、酵母膏 8 g/L、大豆蛋白胨 5 g/L、氯化钠 1.50%，

培养温度 60 ℃、pH值 6.00、液体接种量为 0.50%，在此条件下菌株 BWTGW1-1 液体菌剂 OD 600 值可达 1.423 7。

在此基础上，基于 5 t 液体发酵罐体系，建立菌株 BWTGW1-1 规模化液体发酵工艺，并通过 2 个批次规模化生产

进行验证，获得将近 5.50 t 菌株 BWTGW1-1 液体菌剂产品，菌剂有效活菌数能达到 7.25×108 CFU/mL，喷雾干燥

原粉有效活菌数达到 1.12×1010 CFU/g，杂菌率极低（<0.01%）。研究表明菌株 BWTGW1-1 的最优中试生产发酵条件为，

甘露醇 2.50 g/L、酵母膏 8 g/L、大豆蛋白胨 5 g/L、NaCl 1.50 wt.%、pH 值 6.00、温度 60 ℃，发酵 0~12 h 转速 150 r/min，

12~24  h 转速 250 r/min，通气量 20 m3/h，发酵时长 24 h。
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嗜热菌产生的酶在高温和较宽的 pH 值范围内

都能保持催化活性，具有很好的应用前景；因此，

近年来嗜热菌的分离筛选得到了广泛关注  [1] 。地

杆菌属（Geobacillus）即是其中被常分离到的类

群，也是嗜热菌中的最重要类群之一，其为革兰

氏染色阳性、需氧、可形成内孢子且专性嗜热类

群 [2] 。Geobacillus 于 2001 年从芽孢杆菌属中分离

出来并重新分类 [3] ，其主要从堆肥中分离 [4] ，此外

也有从高温油田和温泉等分离到 [5,6] 。在功能方面，

Geobacillus spp 代谢五碳和六碳糖、木聚糖和淀粉

的能力突出，引起了国内外学者的广泛关注，相关

研究主要集中于将其在需要生物质转化的生物技术

中应用，如好氧高温堆肥应用研究等 [7-9] 。

好氧堆肥技术是畜禽粪便、废饲料和废弃毛羽

等养殖固体有机废弃物资源化利用的最重要技术手

段，是利用好氧微生物发酵及酶解代谢，使养殖固

体有机废弃物充分腐熟，蛋白质、脂肪、淀粉和纤

维素等大分子有机质降解为小分子有机物，同时生

物源高分子腐殖质含量明显增加，成为适宜于植物

生长且稳定的有机肥料的过程 [10] 。温度是影响好氧

堆肥的关键因子，代表有机质降解速度及微生物活

性，是衡量有机物堆肥是否达到无害化的重要标准

之一 [11] 。高温阶段是好氧堆肥过程中最重要的阶段之

一，但应用普通发酵菌株的高温堆肥工艺的高温阶段

温度仅为 50~60 ℃，难以充分降解木质纤维素，且还

存在发酵周期长、堆肥腐熟度低、无害化不彻底、氮

素损失大等问题 [12] 。而耐高温地质杆菌类群能提升堆

肥高温阶段的温度上限，促成超高温堆肥过程，有助

于大分子蛋白质、木质素、纤维素的快速降解 [13,14] ，

从而大大缩短堆肥发酵周期 [15] 。但目前，生产可应用

的耐高温菌剂极其匮乏，亟需突破相关耐高温菌株的

发酵技术壁垒，以期形成可产业化应用的高效菌剂。

本课题组前期从屠宰场猪粪污泥发酵堆体中

分离得到一株耐高温半乳糖地质杆菌 BWTGW1-1。
猪粪污泥好氧堆肥试验表明，与对照相比，添加菌

株 BWTGW1-1 可将堆体高温阶段温度提升到 70 ℃
左右，延长高温阶段时间 3 d 以上，同时缩短堆肥

发酵周期 2~3 周以上，说明该菌株是一株优良的高

温发酵菌株，应用潜力巨大 [16] 。本研究通过对菌株

BWTGW1-1进行碳源、氮源的筛选并研究其与盐度、

pH 值等最佳的培养条件，并建立基于 500~5 000 L
液体发酵罐进行规模化中试生产工艺，为半乳糖地
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Abstract: Geobacillus galactosidasius is a common bacterial group in the livestock and poultry waste composting 

fermentation process, and plays an important role in aerobic composting fermentation. To obtain the optimal liquid 

fermentation conditions for strain BWTGW1-1 and establish its large-scale production process, a single factor and response 

surface methodology were used to optimize the composition and fermentation conditions of the liquid fermentation of strain 

BWTGW1-1. The results showed that the optimal medium composition and conditions for liquid fermentation of strain 

BWTGW1-1 were as follows: mannitol (2.50 g/L), yeast extract (8 g/L), soy peptone (5 g/L), sodium chloride (1.50%), 

culture temperature of 60 ℃ , pH value 6.00, and liquid inoculum (0.50%). Under these conditions, the OD600 nm value of the 

liquid inoculum of strain BWTGW1-1 reached 1.423 7. On this basis, using a 5 ton liquid fermentation tank system, a large-

scale liquid fermentation process for strain BWTGW1-1 was established, and validated through two batches of large-scale 

production. Nearly 5.50 tons of strain BWTGW1-1 liquid microbial product were obtained, with an effective viable bacterial 

count of 7.25×108 CFU/mL. The effective viable count in the spray-dried raw powder reached 1.12×1010 CFU/g, with a noticeably 

low impurity rate (<0.01%). Conclusively, the optimal pilot production fermentation conditions for strain BWTGW1-1 were 

as follows: mannitol 2.50 g/L, yeast extract 8 g/L, soy peptone 5 g/L, NaCl 1.50 wt.%, pH 6.00, temperature 60 ℃ , fermentation 

speed 150 r/min for 0~12 h, 250 r/min for 12~24 h, ventilation rate 20 m3/h, and fermentation time of 24 h.

Key words: Geobacillus galactosidasius; high temperature resistance; liquid fermentation conditions; response surface 

optimization; pilot fermentation

现
代
食
品
科
技



现代食品科技                                           Modern Food Science and Technology                                               2024, Vol.40, No.9

 89 

质杆菌 BWTGW1-1 产业化生产提供理论指导及实

际应用数据支撑。

1  材料与方法

1.1 菌种、试剂与培养基

1.1.1 菌种来源

菌种为半乳糖地质杆菌（G. galactosidasius）
BWTGW1-1 ：分离自广东省东莞市万江街道滘围北

路 1 号东莞市中心定点屠宰场股份有限公司猪粪污

泥有机废弃物堆肥样品，保藏于广东省微生物菌种

保藏中心，保藏编号：GDMCC No ：61374。

1.1.2 试剂

甘露醇、酒石酸钾钠、柠檬酸钠、乙酸钠、蔗

糖、葡萄糖、麦芽糖、酵母膏、牛肉膏、硫酸铵和

氯化钠购自国药集团化学试剂有限公司，酵母浸粉、

细菌学蛋白胨、大豆蛋白胨、玉米浆干粉和豆粕粉

购自广东环凯生物科技有限公司。其他试剂均为国

产分析纯或生化试剂。

1.1.3 培养基

LB 液体培养基：蛋白胨 10.00 g/L、酵母浸粉

5.00 g/L 和 NaCl 10.00 g/L，pH 值 7.00，121 ℃高压

蒸汽灭菌 20 min。LB 固体培养基：LB 液体培养基

中添加琼脂粉 20.0 g/L。

1.2 仪器与测定方法

1.2.1 实验仪器

HVE-50 高压蒸汽灭菌锅，日本 Hirayama 公

司；超纯水机 RM-220，湖州先河；PHS-3C 型 pH
计，上海雷磁；5424 小型高速冷冻离心机，德国

Eppendorf 公司；Ultrospec 6300 pro 紫外 / 可见光分

光光度计，英国 GE Healthcare 公司，MDF-682 超

低温冰箱，日本 Panasonic 公司；SW-CJ-2FD 洁净

工作台，苏州苏净安泰；LRH-250 生化培养箱，上

海浦东荣丰，HZQ-X300C 恒温振荡器，上海一恒

科学；DM6 光学显微镜，德国 Leica 公司；碟式离

心机，广州富一液体分离技术；500L-5000L 液体发

酵罐，镇江天泰生物工程设备。

1.2.2 测定方法

1.2.2.1 摇瓶种子液制备

取菌株 BWTGW1-1 在 LB 培养基平板上划线

活化，55 ℃培养箱中过夜培养。将单菌落接种于盛

有 100 mL LB 液体培养基的三角瓶中，于 60 ℃水

浴恒温振荡器震荡培养 24 h 备用。

1.2.2.2 菌株BWTGW1-1发酵培养基优化

（1）单因素试验

碳源培养基：基础培养基：酵母膏 5 g/L，细菌

学蛋白胨 10 g/L，NaCl 10 g/L，pH 值 7.00。在基础

培养基上，探究甘露醇、葡萄糖、蔗糖、麦芽糖、

乙酸钠、酒石酸钾钠、柠檬酸钠等七种不同碳源（碳

源添加量为 10.00 g/L）及最佳碳源添加量（设置

5 个梯度：2.50、5.00、10.00、15.00、20.00 g/L）对

菌株 BWTGW1-1 生长量 OD600 的影响。

氮源培养基：基础培养基：甘露醇 10 g/L，NaCl 
10 g/L，pH 值 7.00。在基础培养基上，探究胰蛋白

胨、细菌学蛋白胨、大豆蛋白胨、玉米浆干粉、硫酸铵、

豆粕粉等六种不同氮源（氮源添加量为 10.00 g/L）及最

佳氮源添加量（设置 5 个梯度：2.50、5.00、10.00、
15.00、20.00 g/L）对菌株 BWTGW1-1 生长量

OD600 的影响。

最后，在固定最适碳源及氮源的基础上，研究

酵母膏添加量（设置 5 个质量浓度梯度：2.00、4.00、
6.00、8.00、10.00 g/L）、NaCl 质量分数（设置 7 个

质量分数梯度：0.00%、0.50%、1.00%、1.50%、2.00%、

3.00%、5.00%）及不同 pH 值（基础培养基：酵母

提取物 5g，大豆蛋白胨 10 g，NaCl 10 g。用 0.1%
稀盐酸和氢氧化钠调节培养基 pH 值分别为：5、6、7、
8 和 9）对菌株 BWTGW1-1 生长量 OD600 nm 的影响。

（2）最陡爬坡试验

通单因素试验发现甘露醇、酵母膏和大豆蛋白

胨 3 个因子对菌株 BWTGW1-1 生长的影响非常明

显，确定为主要因子。在单因素试验基础上设定甘

露醇、酵母膏和大豆蛋白胨取值范围及变化方向，

进行 n=5 的最陡坡试验，通过最陡爬坡试验快速逼

近对菌体细胞密度（OD600）影响最大的最佳水平。 

表 1  最陡爬坡试验设计因素及水平

Table 1 Factors and levels of path of steepest ascent method 
experiments design

试验编号
因子

甘露醇 酵母膏 大豆蛋白胨

1 3.50 6 2

2 3 7 3

3 2.50 8 4

4 2 9 5

5 1.50 10 6
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（3）响应面试验设计

根据最陡爬坡试验的结果，选择甘露醇（X1）、
酵母膏（X2）、大豆蛋白胨（X3）3 个因素，设计 3
因素 3 水平的中心组合试验设计（Central Composite 
Design, CCD），响应面试验。响应面试验设计因素

及水平见下表。采用软件 Design Expert 8.0.5 对试

验结果进行多元回归分析，拟合出各因素水平和菌

体细胞密度 OD600 值之间的回归方程。

表 2  响应面试验设计因素及水平

Table 2 Factors and levels of response surface tests design

因素
因子

-1 0 1

X1 2 2.50 3

X2 7 8 9

X3 3 4 5

1.2.2.3 半乳糖地质杆菌BWTGW1-1中试发酵工艺

流程

（1）种子液的制备（500 L 发酵罐）：按响应面

试验优化后的液体发酵培养基配方，在 500 L 发酵

罐中进行种子液的发酵试验，投料体积 300 L，消

泡剂 0.05%，灭菌前调 pH 值至 6.00，121 ℃灭菌

20 min、冷却水循环降温至 55 ℃后，接入 1 L 菌株

BWTGW1-1 摇瓶种子菌液，设置发酵参数条件：发

酵 0~8 h 转速 150 r/min，8~ 15 h 转速 300 r/min，通

气量 15 m3/h，60 ℃培养 15 h 后转 5 000 L 罐。

（2）5 000 L 罐发酵中试：按响应面试验优化后

的液体发酵培养基配方，在 5 000 L 发酵罐中进行

产业化中试发酵试验，投料体积 3 000 L，消泡剂 0.05%，

灭菌前调 pH值至 6.00，121 ℃灭菌 20 min、冷却水循

环降温至 55 ℃后，将（1）步骤发酵好的 300 L
种子液通过专门联通管道接入大罐，设置发酵参

数条件：发酵 0~12 h 转速 150 r/min，12~24 h 转

速 250 r/min，通气量 20 m3/h，60 ℃培养 24 h 后放

罐，并将其中 1 吨菌液通过碟式离心机（富一液体

分离技术，广州）离心，浓缩液经离心式喷雾干燥

塔喷雾干燥（设置 3 s 瞬时温度 150 ℃）得到原粉。

整个中试发酵重复两批次，并检测两批次半乳糖地

质杆菌 BWTGW1-1 成品菌液和喷雾干燥原粉的有

效活菌数。活菌计数采用稀释涂布平板法 [17] 。

1.2.2.4 数据统计与分析

试验数据采用 Excel 作图，用 SPSS 22.0 软件

进行差异显著性分析。所有数值在 P＜0.05 时均被

认为是显著的，并以平均值 ± 标准偏差表示。

2  结果与讨论

2.1 半乳糖地质杆菌BWTGW1-1发酵培养基
优化单因素试验

2.1.1 不同碳源及甘露醇添加量对菌株BWTGW1-1
菌体细胞密度的影响

不同碳源及甘露醇添加量对菌株 BWTGW1-1
菌体细胞密度的影响分别见图 1 和图 2。

图 1 碳源种类对半乳糖地质杆菌 BWTGW1-1

菌体细胞密度的影响

Fig.1 Effect of carbon source types on the bacterial cell 

density of G. galactosidasius BWTGW1-1

注：不同小写字母表示差异显著（P＜0.05），下同。

图 2 甘露醇添加量对半乳糖地质杆菌 BWTGW1-1

菌体细胞密度的影响

Fig.2 Effect of carbon mannitol addition on the bacterial cell 

density of G. galactosidasius BWTGW1-1

由图 1 可知，甘露醇作为单一碳源时，菌体细

胞密度最大，OD600 值达到 1.240 5，其次是蔗糖，

OD600 值达到 1.026 6。芽孢杆菌类群的的最佳发酵

碳源多为小分子糖类（葡萄糖、蔗糖等）及淀粉

或糊精，甘露醇为最佳发酵碳源的很少 [18-21] ，推测

可能是半乳糖地质杆菌类群有较为独特的碳源偏好

性。因发酵结果差距达到显著水平，且成本在可接
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受范围，故确定最佳碳源为甘露醇。图 2 结果显示，

随着甘露醇添加量的升高，菌体细胞密度 OD600 值

呈不断降低趋势，可能是菌株 BWTGW1-1 对甘露

醇利用较为高效，较低浓度甘露醇即可满足其生长

需求，而当甘露醇添加量过多时，与蔗糖类似，可

能会导致培养基的渗透压过高，从而导致菌体的

生长受到抑制 [22] 。当甘露醇添加量为 2.50 g/L 时，

OD600 值最大为 0.921 6。因此，选择甘露醇的最优

添加量为 2.50 g/L 开展后续单因素试验。

2 . 1 . 2  不同氮源及大豆蛋白胨添加量对菌株

BWTGW1-1菌体细胞密度的影响

图 3 氮源种类对半乳糖地质杆菌 BWTGW1-1 菌体

细胞密度的影响

Fig.3 Effect of nitrogen source types on the bacterial cell 

density of G. galactosidasius BWTGW1-1

图 4 大豆蛋白胨添加量对半乳糖地质杆菌 BWTGW1-1

菌体细胞密度的影响

Fig.4 Effect of soya peptone addition on the bacterial cell 

density of G. galactosidasius BWTGW1-1

不同氮源及大豆蛋白胨添加量对菌株 BWTGW1-1
菌体细胞密度的影响见图 3 和图 4。由图 3 可知，

采用蛋白胨类（胰蛋白胨、细菌学蛋白胨和大豆蛋

白胨）为单一氮源时，菌株 BWTGW1-1 的菌体细

胞密度 OD600 值显著高于豆粕粉等其他类型氮源，

其中大豆蛋白胨最高达 1.057 4。图 4 结果表明，随

着大豆蛋白胨添加量的增加，OD600 值呈不断下降

趋势，这可能由于碳氮比对菌株生长的影响 [23] ，菌株

BWTGW1-1 适宜生长的碳氮比（C/N）较大，随着氮

源添加量的增加，C/N 不断减少，抑制了其正常

生长。此外，当大豆蛋白胨添加量为 2.50~ 5.00 g/L 时，

菌体细胞密度显著高于其他处理，添加量为 2.50 g/L
时 OD600 值最高，达到 0.875 2。

2.1.3 不同酵母膏添加量对菌株BWTGW1-1菌体

细胞密度的影响

酵母膏是酵母类有机氮源的主要种类，但其

除了蛋白质含量高（蛋白质占干菌体总重 50% 以

上），还富含维生素和矿物质等微生物生长繁殖所需

的重要生长因子 [24] 。前期预实验发现酵母膏对菌株

BWTGW1-1 生长有明显影响，因此将其专列开展单

因素试验。不同酵母膏添加量对菌株 BWTGW1-1 菌

体细胞密度的影响见图 5。试验结果表明，随着酵母

膏添加量的增加，OD600 值呈先升高后下降趋势，这

可能由于少量添加酵母膏，可以给菌株 BWTGW1-1
生长提供了必须的维生素和矿物质等重要因子，但酵

母膏添加量过多时，C/N过小，抑制了其正常生长。当

酵母膏添加量为 8.00 g/L 时，OD600 值最高达到 0.825 9。

图 5 酵母膏添加量对半乳糖地质杆菌 BWTGW1-1 菌体

细胞密度的影响

Fig.5 Effect of yeast extract paste addition on the bacterial 

cell density of G. galactosidasius BWTGW1-1

2.1.4 不同盐质量分数对菌株BWTGW1-1菌体细

胞密度的影响

无机盐类具有调节细胞膜的通透性，维持正

常渗透压和酸碱平衡，参与调节酶、激素和维生

素等多种生理功能 [25] 。不同盐质量分数对菌株

BWTGW1-1 菌体细胞密度的影响见图 6。试验结

果表明，随着盐质量分数的不断增加，OD600 值呈

先升高后下降趋势，当 NaCl 质量分数为 1.50% 时，

OD600 值最高达到 1.099 2。值得注意的是，许多研
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究者也有考虑其他盐类对芽孢杆菌类微生物发酵的

影响，例如磷酸二氢钾、硫酸镁、硫酸锰和氯化钾等，

这些研究表明，像磷酸二氢钾、硫酸镁、氯化钾等

都可能是不同菌株的最适盐类 [19-21,26] 。本研究只考虑氯

化钠较为单一，后续研究可探索多种其他盐类对菌株

BWTGW1-1 生长的影响。

图 6 NaCl 质量分数对半乳糖地质杆菌 BWTGW1-1 菌体

细胞密度的影响

Fig.6 Effect of NaCl concentration on the bacterial cell 

density of G. galactosidasius BWTGW1-1

2.1.5 不同pH值对菌株BWTGW1-1菌体细胞密度

的影响

微生物都有其最适生长 pH 值，例如解淀粉芽

孢杆菌的最适生长 pH 值在 7.50 上下，但不同芽孢

杆菌类群之间的最适 pH 值存在一定差异 [27] 。为探

究 pH 对菌株 G. galactosidasius BWTGW1-1 生长的影

响，笔者配制不同 pH 的发酵培养基，结果见图 7。
当初始 pH 值为 6.00~8.00 时，菌株 BWTGW1-1 菌

体细胞密度 OD600 值达到 1.059 6~1.137 4，差异不

显著，在 pH 值为 6.00 时，OD600 值达到最大值，

整体看在一般芽孢杆菌适宜 pH 值范围内，初始 pH
值对菌体数量影响不大。

图 7 pH 值对半乳糖地质杆菌 BWTGW1-1 菌体

细胞密度的影响

Fig.7 Effect of pH on the bacterial cell density of 

G. galactosidasius BWTGW1-1

2.2 菌株BWTGW1-1培养基优化最陡爬坡试验

最陡爬坡试验设计及结果见表 3 和图 8。分析

表明，菌株 BWTGW1-1 发酵液菌体细胞密度 OD600

值最高值出现在试验 4，应选择试验 4 的条件作为

响应面试验因素水平的中心点，即甘露醇 2.00 g/L、
酵母膏 9 g/L 和大豆蛋白胨 5 g/L。

表 3  最陡爬坡试验设计及结果

Table 3 Design and results of the steepest climb experiments

试验号
因子

响应值
甘露醇 酵母膏 大豆蛋白胨

1 3.50 6 2 0.726 0±0.040 3

2 3 7 3 0.773 9±0.034 7

3 2.50 8 4 0.873 2±0.014 1

4 2 9 5 0.875 9±0.012 1

5 1.50 10 6 0.855 8±0.019 1

图 8 最陡爬坡试验结果

Fig.8 Results of the steepest climb experiments

2.3 响应面试验设计及结果

试验设计及结果见表 4，回归模型方差分析见

表 5。采用 Design Expert 8.0.5 软件对表 4 试验数据

进行多元二次回归拟合分析，得出二次多项回归方

差为：

Y=7.246 0-0.772 0A-2.059 0B+1.359 0C+0.065 0A2 

+0.109 0B2-0.109 0C2+0.113 0AB-0.121 0AC+0.001 0BC
表 5 的结果显示，模型 P 值 =0.025 3＜0.05，

表明模型对结果影响显著（P＜0.05）；失拟项对

结果影响不显著（P 值 =0.131 8＞0.05），决定系

数 R2 为 86.07%，调整决定系数 R2
adj 为 68.15%。这

与许多芽孢杆菌类菌株发酵响应面优化的研究结

果类似，如乔香君等 [26] 研究解淀粉芽孢杆菌响应

面优化后的回归模型方差分析结果 R2=92.95%，李

敏等 [28] 对卡氏芽孢杆菌研究结果为 R2=91.77%、

R2
adj=84.36%。由此表明本研究模型可靠，能对
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G.galactosidasius BWTGW1-1 菌体细胞密度 OD600

值进行较好的分析和预测。由 P 值可知，B、C 二

次项 B2、C2 对菌株 BWTGW1-1 发酵菌体细胞密度

有显著影响（P＜0.01），交互项 AB、AC 有一定影

响但不显著（P＞0.05），其他项对结果影响不显著

（P＞0.05）。这与石慧敏等 [29] 研究结果类似，其研

究显示二次项对贝莱斯芽孢杆菌发酵产芽孢都有显著

影响，而所有交互项对结果影响均不显著（P＞0.05）。
此外，由 F 值可知，各因素对菌体细胞密度直径影

响程度为 B＞C＞A。

综合以上试验结果，获得发酵培养基为：甘露

醇 2.50 g/L、酵母膏 8.00 g/L、大豆蛋白胨 5.00 g/L。
在此最佳发酵培养基条件下，菌体细胞密度 OD600

值预测值为 1.435 5。目前，耐高温地质杆菌类群菌

株响应面优化试验还未见报道，所以与其他菌株优

化试验结果可比性较低。解淀粉芽孢杆菌是公认的

较易发酵的菌种，且已经大规模产业化应用，我们这

里对比参考，敖静等 [23] 以发酵液 OD600 值作为响应值，

对解淀粉芽孢杆菌开展响应面条件优化，研究结果表

明，在最优培养条件下发酵液 OD600 值为 2.365 0，这

与我们的半乳糖地质杆菌菌株研究结果差距并不是

很大，说明本研究对需要特殊高温条件的耐高温半乳

糖地质杆菌的优化达到了较为理想的水平。

表 4  响应面试验设计及结果

Table 4 Design and results of response surface tests design

试验号 X1 X2 X3 菌体细胞密度 (OD600 值 )

1 0 1 1 1.061 7±0.027 9cd

2 0 0 0 0.849 6±0.027 2e

3 0 0 0 1.092 3±0.047 4bcd

4 0 0 0 1.094 2±0.027 1bcd

5 1 0 -1 1.034 4±0.023 2cd

6 -1 1 0 1.001 3±0.022 2d

7 1 0 1 1.435 5±0.026 9a

8 -1 -1 0 1.117 3±0.018 6bc

9 0 -1 -1 1.121 3±0.046 5bc

10 1 -1 0 1.103 8±0.045 6bcd

11 0 0 0 1.068 3±0.031 3cd

12 0 1 -1 1.034 9±0.036 8cd

13 -1 0 -1 1.101 4±0.054 8bcd

14 1 1 0 1.086 7±0.027 0cd

15 -1 0 1 1.001 5±0.031 5d

16 0 -1 1 1.195 7±0.015 2b

17 0 0 0 1.092 8±0.013 1cd

表 5  回归模型方差分析

Table 5 Variance analysis of regression model

来源  平方和 自由度 均方 F 值 P 值 显著性

模型 0.180 0 9 0.020 0 4.800 0 0.025 3 显著

A 0.003 2 1 0.003 2 0.760 0 0.412 3 不显著

B 0.058 0 1 0.058 0 13.580 0 0.007 8 显著

C 0.040 0 1 0.040 0 9.420 0 0.018 1 显著

AB 0.013 0 1 0.013 0 2.980 0 0.128 0 不显著

AC 0.015 0 1 0.015 0 3.470 0 0.104 8 不显著

BC 0.000 1 1 0.000 1 0.001 0 0.974 4 不显著

A2 0.001 1 1 0.001 1 0.260 0 0.625 9 不显著

B2 0.050 0 1 0.050 0 11.830 0 0.010 9 显著

C2 0.050 0 1 0.050 0 11.850 0 0.010 8 显著

误差 0.030 0 7 0.004 3

失拟项 0.021 0 3 0.007 2 3.440 0 0.131 8 不显著

纯误差 0.008 3 4 0.002 1

总离差 0.210 0 16

Design Expert 8.0.5 软件所预测的最佳试验

条件为甘露醇 2.50 g/L、酵母膏 8.00 g/L、大豆蛋白

胨 5.00 g/L、NaCl 1.50%、pH 值 6.00、培养温度 60 ℃。

为验证其准确性，开展验证试验，得到发酵液半乳

糖地质杆菌 BWTGW1-1 菌体细胞密度为 1.423 7，
稀释涂布法检测活菌数为 2.50×108 CFU/mL，基本

符合模型预测值。

2.4 5 000 L发酵罐中试发酵

表 6  两批次中试发酵情况

Table 6 Two batches of pilot fermentation situation

项目
5 000 L 发酵

第一批
5 000 L 发酵

第二批

发酵周期 /h 24 24

菌液有效活菌数
(×108 CFU/mL) 7.20 7.25

喷雾干燥原粉有效活
菌数  (×108 CFU/g) 108 112

目前，尚未有地质杆菌属类群相关的中试发酵

试验研究。本研究两批次 5 000 L 中试发酵试验周期

均为 24 h，发酵完成放罐后，共获得 5.50 t 液体发酵

菌液，并将其中 1 t 菌液通过碟式离心机离心及喷雾

干燥塔喷雾干燥共获得 45 kg 菌剂原粉。将发酵液、

喷雾干燥原粉分别进行稀释平板计数，结果见表 6。
中试试验液体活菌数最高达到 7.25×108 CFU/mL，喷

雾干燥原粉有效活菌数最高达到 1.12×1010 CFU/g。
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两批次中试试验结果相差不大，证明中试放大方案

是可行的。

3  结论

本研究以菌体细胞密度 OD600 值为响应值，通

过单因素试验和响应面试验得到耐高温半乳糖地质

杆菌 G. galactosidasius BWTGW1-1 最优发酵培养基

配方为甘露醇 2.5 g/L、酵母膏 8.00 g/L、大豆蛋白

胨 5.00 g/L、NaCl 1.50 wt.%、pH 值 6.00、培养温

度 60 ℃。

G. galactosidasius BWTGW1-1 优化后的菌体细胞

密度 OD600 值为 1.423 7，活菌数为 2.50×108 CFU/mL。
菌株BWTGW1-1的最优中试生产发酵条件为，甘

露醇 2.50 g/L、酵母膏 8.00 g/L、大豆蛋白胨 5.00 g/L、
NaCl 1.50 wt.%、pH 值 6.00、温度 60 ℃，发酵 0~12 h
转速 150 r/min，12~24 h 转速 250 r/min，通气量 20 m3/h，
发酵时长 24 h。
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