
嗜热脂肪土芽孢杆菌 CHB1发酵培养基的优化

任香芸1, 2 , 蔡海松1 , 林新坚1, 邱宏端2 , 陈济琛1

( 1. 福建省农业科学院土壤肥料研究所,福建 � 福州 � 350013; 2. 福州大学生物科学与工程学院, 福建 � 福州 � 350002)

收稿日期: 2006- 11- 25初稿; 2007- 01- 15修改稿

作者简介: 任香芸 ( 1980- ) , 女, 硕士研究生, 从事微生物遗传育种研究 ( E- mail: xiangyun09@ 126� com)。

通讯作者: 陈济琛 ( 1964- ) , 男, 研究员, 从事农业微生物与食用菌研究 ( E-mail: ch enjichen2001@ 163� com)。

基金项目: 福建省发改委资助项目 (闽计高技 [ 2003] 37)

摘 � 要: 以菌体生长量和 pH 值作为培养基优化的指标, 对嗜热脂肪土芽孢杆菌 CHB1 发酵培养基成分进行了

筛选与优化。结果表明, 不同碳氮源对发酵液菌数影响相差较大, 最佳培养基配比为: 牛肉膏、大豆蛋白胨、

NaCl、K2H PO 4和 KH 2PO4 ; 最佳摇瓶发酵配方为: 牛肉膏 0� 5% , 大豆蛋白胨0� 9% , NaCl 0� 2% , K2H PO 4 �

KH 2PO 4为 0� 1% � 0� 075% , 该培养基中培养 CHB1比在发酵基础培养基中培养菌量提高 10 倍以上。
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Abstract: Cell biomass and pH of Geobacillus stear othermophilus CHB1 in culture medium w ere used as indices in

the opt imization study. The r esults indicated that different carbon and nitr ogen sources significantly affected the m-i

cr obial g r ow th. By using or thogonal experimentation design, the optimal medium composition w as obt ained: 0� 5%

beef ex tract, 0� 9% soy peptone, 0� 2% NaCl, 0� 1% K2H PO 4 and 0� 075% KH2PO4 . It w as found t hat the bio-

mass resulted from the new ly fo rmulated medium w as t en times gr eat er than that f rom the standard fermentation

medium.

Key words: Geobacillus stear othermophilus CH B1; fermentation medium; optimization

� � 人类为满足自身活动的需要, 在生产和生活过

程中会产生大量的有机固体废弃物, 堆肥化是我国

资源化处理利用有机固体废弃物的有效途径之

一
[ 1]

, 其中微生物在堆肥过程中起着重要的作

用
[ 2]
。赵京音等报道用 EM 制剂进行鸡粪堆肥试

验, 可有效去除畜禽粪便恶臭
[ 3]

; 沈根祥等报道了

Hsp菌剂能迅速提高牛粪堆肥的发酵温度, 有效

杀灭粪便中所含的杂草种子和虫卵病菌, 具有快速

堆肥腐熟和无害化的功效 [ 4] , 但所用菌剂都不是由

我国自主研制的。�圃园牌畜禽粪便发酵菌曲� 是
我国第一个具有自主知识产权处理有机固体废弃物

的发酵菌剂产品。由于当前堆肥工艺的经济性, 堆

肥产品的应用存在一定的问题, 限制了堆肥技术的

推广应用。因此系统深入地研究发酵菌剂中各种微

生物的生理生化特性, 优化发酵工艺参数, 实现高

密度培养, 不仅可以降低成本, 为提高有机固体废

弃物的生物处理效率和堆肥质量提供理论依据; 还

可以促进发酵菌剂的商品化进程, 为其推广普及奠

定基础。

发酵生产中优良的菌株首先应该是生长快, 生

理状态良好, 接种至发酵培养基后能迅速生长, 延

滞期短; 其次是生物量较大 [ 5]。而微生物的生长和

代谢产物的积累受制于培养基的组成如碳源、氮

源、生长因子、无机盐等多种因子的影响, 找出影

响的主要因子并对其参数进行优化是种子培养基优

化的关键 [ 6]。初步试验表明: 嗜热脂肪土芽孢杆菌

( G eobaci llus st ear othermop hi lus ) CHB1 在有机固

体废弃物的堆肥化处理中能有效促进堆肥温度, 缩

短腐熟时间, 是研制有机固体废弃物微生物转化制

剂的良好菌种, 但在基础培养基中生长较差。本文

以 CHB1为出发菌株, 对其培养基进行优化, 以

获得菌体收获量大的液体发酵培养基, 旨在为嗜热

脂肪土芽孢杆菌的工业化生产提供依据。
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1 � 材料与方法

1� 1 � 材料
1� 1� 1 � 菌种来源 � 嗜热脂肪土芽孢杆菌 CHB1,

由福建省农业科学院土壤与肥料研究所微生物室保

存, 中科院微生物所鉴定。

1� 1� 2 � 培养基
1� 1� 2� 1 � 活化培养基 � 牛肉膏 0� 3%, 蔗糖

0� 2% , 大豆蛋白胨 1� 0%, NaCl 0� 2%, 琼脂

2%, pH7� 5。
1� 1� 2� 2 � 平板计数培养基 � 牛肉膏 0� 5% , 蔗糖

0� 5% , 大豆蛋白胨 0� 5%, 蛋白胨 0� 5%, N aCl

0� 2% , 琼脂 2% , pH7� 5 。
1� 1� 2� 3 � 发酵基础培养基 � 牛肉膏 0� 3% , 蔗糖

0� 2% , 大豆蛋白胨 1� 0%, NaCl 0� 2%, pH7� 5
1� 2 � 方法
1� 2� 1 � 菌体浓度测定
1� 2� 1� 1 � 活菌计数法 � 参照文献 [ 7] 的方法。取

1 mL 发酵液加入到 9 mL 无菌水中, 依次做 10倍

系列稀释, 选取 3个适当的稀释倍数, 吸取 1 mL

稀释液注入培养皿中, 3次重复。置 60 � 恒温培养

箱中培养 18 h, 选取菌落数在30~ 300的培养皿计

菌落数。

1� 2� 1� 2 � 吸光度法 � 取 5 mL 培养液, 以未培养

的培养基作为空白对照, 测定其在波长 620 nm 处

的吸光值。

1� 2� 2 � 菌悬液的制备 � 将 CHB1在活化培养基中

培养 18 h, 按照 1管菌 10 mL 无菌水的比例将斜

面菌体洗入无菌水中, 摇匀, 制成一定浓度的菌悬

液, 备用。

2 � 结果与分析

2� 1 � 碳源的筛选
以发酵基础培养基为对照, 将其中的碳源

0� 3%牛肉膏和 0� 2%蔗糖分别换为 1% 蔗糖、糖

蜜、牛肉膏、玉米粉、玉米淀粉和可溶性淀粉, 按

10%接种量将菌悬液接入盛有 50 mL 培养基的 250

mL 三角瓶中, 于 58 � , 180 r �min
- 1
摇床培养 24

h (以下培养条件同 2� 1) , 测菌体生长量和发酵液
pH 值。

结果显示(表 1) , 不同碳源对菌体生长量的影

响很大。以蔗糖、糖蜜、玉米粉和玉米淀粉为碳源,

菌量在 2� 07 � 105 ~ 4� 88 � 105 ( CFU � mL - 1 ) ; 以

1%牛肉膏或 1%可溶性淀粉作碳源菌量较大, 分

别达到 5� 57 � 10
7
和 2� 34 � 10

7
( CFU � mL

- 1
) ,

优于发酵基础培养基。从培养后的菌液 pH 值看,

以可溶性淀粉做碳源, 培养液 pH 值下降较大, 不

利于 CH B1的生长; 以牛肉膏做碳源, 培养液 pH

值会上升, 且在菌体的耐受范围内。可能是牛肉膏

成分较复杂, 在菌体的生长中不仅作为碳源来发挥

作用, 对 pH 值也起到一定的缓冲作用, 适宜作

CHB1培养的碳源。

表 1 � 不同碳源对 CHB1 生长的影响

� Table 1 � Eff ect of carbon sources on the growth of CHB1

碳源 发酵液 pH 菌量( CFU � mL- 1 )

0� 3%蔗糖+ 0� 2%牛肉膏 8� 40 1� 98� 106

1%蔗糖 5� 39 2� 18� 105

1%糖蜜 4� 50 2� 07� 105

1%牛肉膏 8� 72 5� 57� 107

1%玉米粉 5� 91 4� 88� 105

1%玉米淀粉 5� 17 2� 40� 105

1%可溶性淀粉 5� 31 2� 34� 107

2� 2 � 氮源的筛选
用 1%牛肉膏代替发酵基础培养基中的 0� 3%

牛肉膏和 0� 2%蔗糖, 分别以 1%蛋白胨、黄豆粉、

酵母粉、干酪素和麸皮代替 1%大豆蛋白胨, 培养

后测得菌量和发酵液 pH 值。结果显示 (表 2) , 不

同氮源对 CHB1的生长也有很大影响, 以大豆蛋

白胨为氮源培养菌数最多, 且发酵液 pH 值呈碱

性, 适宜菌体生长。所以宜选择大豆蛋白胨作最佳

氮源。

表 2 � 不同氮源对 CHB1 生长的影响

� Table 2 � Eff ect of nitrogen sources on the growth of CHB1

氮源( 1% ) 发酵液 pH 菌量( CFU � mL- 1 )

大豆蛋白胨 8�44 1� 9� 107

蛋白胨 8�39 6� 0� 105

黄豆粉 8�28 1� 7� 106

酵母粉 6�18 3� 8� 105

干酪素 5�29 3� 4� 106

麸皮 5�31 3� 0� 105

2� 3 � 牛肉膏对 CHB1菌体生长量和 pH 的影响

以 1% 大豆蛋白胨为氮源, 分别添加 0、

0� 2%、0� 4%、0� 6%、0� 8%、1� 0%、1� 2%牛肉
膏进行试验, 结果如图 1, 随牛肉膏含量降低, 菌

液 pH 升高, 原因可能菌体分解其中的氮源产生较

多的胺类等碱性物质, 使 pH 值上升; 随牛肉膏含

量增大, OD 620值先升高后下降, 牛肉膏含量在
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0� 6%时, OD620值最大, 菌液 pH 值呈碱性, 说明

适宜 CHB1生长的牛肉膏含量为 0� 6%。

图 1� 不同含量牛肉膏对 CH B1 菌体生长量的影响

Fig� 1� Effect of beef extract concentrations on the biomass

of CHB1

注: 在一定范围内, 发酵液 OD620值可以反映菌量的大小。

OD620值越大, 说明菌量越大; 反之, 菌量越小。

2� 4 � 大豆蛋白胨对 CHB1 菌体生长量和 pH 的

影响

以 0� 6% 牛肉膏为碳源分别添加 0、0� 3%、
0� 6%、0� 9%、1� 2%、1� 5%、1� 8%大豆蛋白胨进行
试验,结果如图 2, 随大豆蛋白胨含量的增加, 菌数

先上升后下降, 大豆蛋白胨在 0� 9%时, 菌数达到最

大值, 可知适宜 CHB1生长的大豆蛋白胨为 0� 9%。
当大豆蛋白胨含量在 0� 9% ~ 1� 8% 时 pH 的变化

与菌数的变化趋势大体一致, 表明发酵液中碱性物

质的多少与菌量大小呈某种正相关关系。

图 2� 不同含量大豆蛋白胨对 CH B1 菌体生长量的影响

Fig� 2� Effect of soy peptone concentrations on the biomass

of CHB1

2� 5 � NaCl对 CHB1菌体生长量的影响

以 0� 6%牛肉膏作碳源, 0� 9%大豆蛋白胨为

氮源, 分别添加 0, 0� 2% , 0� 4% , 0� 6% NaCl进

行试验, 结果显示 (图 3) , NaCl在 0� 2%时, 菌

数最多; 随其 NaCl的增加, 菌数下降, 说明过高

的盐含量不适宜菌体的生长。不加 NaCl的试验组

与加 0� 2% N aCl 的试验组相比, 菌量相对较小,

说明适量 NaCl对 CHB1的生长繁殖有促进作用。

图 3� 不同含量 NaCl对 CH B1 菌体生长量的影响

Fig� 3 � Ef fect of NaCl concentrations on the biomass of

CHB1

2� 6 � 磷酸盐对 CHB1菌体生长量的影响

磷酸盐中的 P 元素是菌体合成核酸、辅酶等

物质的重要元素, K 2HPO4与 KH 2 PO 4合理的浓度

配比可调整培养基的 pH , 并起到缓冲作用, 保证菌

体适宜的生长环境。本试验用 K 2 HPO 4与KH 2PO4

配成不同 pH 的缓冲液加入发酵培养基中进行培

养, 测定菌体生长量和 pH 值。结果如图 4, 不同

pH 磷酸盐缓冲液对 CHB1的菌体生长量有较大影

响。当缓冲液 pH 在 7� 0左右, 即 K 2HPO4 �KH 2

PO4为 0� 1% �0� 075%时, 菌体生长量最大。

图 4 � 不同配比磷酸盐对 CHB1 菌体生长量的影响

Fig� 4 � Ef fect of phosphate concentrations on the growth of

CHB1
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2� 7 � 培养基配比优化
以上述研究结果为基础, 菌体生长量为指标,

牛肉膏、大豆蛋白胨、NaCl、磷酸盐为考察对象,

选择 L9 ( 34 ) 型正交表进行正交试验[ 8] , 结果见

表 3和表 4, 各影响因素的主次顺序为: 牛肉膏>

大豆蛋白胨> NaCl> 磷酸盐。其最佳组合为 A 1B2

C2 D2 , 即: 牛肉膏 0� 5%, 大豆蛋白胨 0� 9% ,

NaCl 0� 2% , K 2 HPO4 � KH 2 PO 4 为 0� 1% �

0� 075%。

表 3� L 9 ( 34)正交试验因素水平表

Table 3� L9 (34) Orthogonal experimentation factors

水平

因 � � 素

牛肉膏

( % )

大豆蛋白胨

( % )

NaCl

( % )
K 2HPO 4� KH 2PO 4

1 0� 5 0� 8 0� 1 2� 1( 0� 2% �0�075% )

2 0� 6 0� 9 0� 2 1� 1( 0� 1% �0�075% )

3 0� 7 1� 0 0� 3 1� 2( 0� 1% �0�15% )

表 4� L 9 ( 3
4)正交试验设计和结果分析

Table 4 � L9 ( 34 ) Orthogonal experimentation design and data

analysis

试验号
牛肉膏

( % )

大豆蛋白胨

( % )

NaCl

( % )

K 2HPO 4 �
KH2 PO 4

lg 菌量

( CFU�mL- 1)

1 1( 0� 5) 1( 0� 8) 1( 0� 1) 1 ( 2� 1) 7� 95

2 1( 0� 5) 2( 0� 9) 2( 0� 2) 2 ( 1� 1) 8� 19

3 1( 0� 5) 3( 1� 0) 3( 0� 3) 3( 1� 2) 8� 15

4 2( 0� 6) 1( 0� 8) 2( 0� 2) 3( 1� 2) 7� 87

5 2( 0� 6) 2( 0� 9) 3( 0� 3) 1( 2� 1) 7� 92

6 2( 0� 6) 3( 1� 0) 1( 0� 1) 2( 1� 1) 7� 85

7 3( 0� 7) 1( 0� 8) 3( 0� 3) 2( 1� 1) 7� 80

8 3( 0� 7) 2( 0� 9) 1( 0� 1) 3( 1� 2) 7� 94

9 3( 0� 7) 3( 1� 0) 2( 0� 2) 1 ( 2� 1) 7� 93

K 1 24� 29 23� 62 23� 74 23� 8 T= 71� 6

K 2 23� 64 24� 05 23� 99 23� 84

K 3 23� 67 23� 93 23� 87 23� 96

R 0� 65 0� 43 0� 25 0� 16

3 � 讨 � 论

本文对耐高温的嗜热脂肪土芽孢杆菌 CHB1

发酵培养基进行了研究, 得到了较佳的发酵培养基

配方, 菌量比在发酵基础培养基中提高 10倍以上。

在所优化的培养基成分中, 牛肉膏和大豆蛋白胨对

菌体的生长影响较为显著, 而 NaCl和磷酸盐对菌

体生长影响不明显。从碳氮源的筛选试验结果看

出, CHB1对营养要求比较严格, 在碳氮源种类及

浓度的需求上明显不同于其类似菌嗜热脂肪芽孢杆

菌[ 9 - 10]。

从试验成本考虑, 以牛肉膏和大豆蛋白胨作碳

氮源, 较适于种子发酵培养; 如需大批量培养, 还

要进一步试验寻找能够较好的替代这两种组分的其

他廉价碳氮源。此外, 固体发酵采用的原料一般是

廉价的农副产品, 采用的设备也较液体发酵简单,

生产成本大大低于液体发酵, 且具有产酶水平较

高、环境污染小等优点[ 11- 12] , CHB1 固体发酵培

养有待进一步研究。

� � 在培养基的筛选与优化试验中, 笔者只考虑

了不同的碳氮源及无机盐对 CHB1 生长的影响,

并未试验温度、时间、溶氧量等培养条件对菌体生

长的影响。因此在所优化的培养基中菌体生长量并

非是其最大生长量。
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