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摘　 要　 γ⁃聚谷氨酸（γ⁃ＰＧＡ）对土壤保水和提高植物抗逆性具有明显作用，为了利用农产品加工下脚料发

酵生产含有 γ⁃ＰＧＡ 的保水功能肥料，对福建省微生物研究所环境微生物研究室分离到的产 γ⁃ＰＧＡ 的枯草

芽胞杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ）ＬＸ⁃１ 的固态发酵培养基配比进行优化。 实验以发酵产物的荧光素双醋酸酯酶

（ＦＤＡ）酶活和增比黏度为指标，在通过单因素实验选定固态发酵料的碳源、氮源、无机盐溶液的最佳配比以

及无机盐较佳添加量的基础上，通过拟水平均匀设计 Ｕ７∗ （７４ ）试验，得出菌株 ＬＸ⁃１ 固态发酵的最佳培养

基配方：Ｖ 豆粕︰Ｖ 麦麸︰Ｖ 无机盐溶液 ＝ ６︰４︰４，其中无机盐溶液的最佳配方为 Ｋ２ＨＰＯ４·３Ｈ２Ｏ ５． ２４ ｇ ／ Ｌ、
ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ ０． ７８ ｇ ／ Ｌ、ＮａＣｌ １１． ６７ ｇ ／ Ｌ。 为利用农产品加工下脚料发酵生产含 γ⁃ＰＧＡ 保水肥料提供参考。
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　 　 我国南方红壤分布广泛，区内的水土流失面

积仍有 １６ 万 ｋｍ２ 左右，不合理的土地生产及开发

利用将导致一系列生态退化问题［１⁃３］。 如何从改

善土壤结构、增强土壤肥力和蓄水能力的角度出

５５微生物学杂志　 ２０２２ 年 ８ 月第 ４２ 卷 第 ４ 期　 ＪＯＵＲＮＡＬ ＯＦ ＭＩＣＲＯＢＩＯＬＯＧＹ Ａｕｇ． ２０２２ Ｖｏｌ． ４２ Ｎｏ． ４



发以恢复土壤的整体生态功能是水土流失治理应

着重研究的方向。 人工施肥是改善土壤结构与功

能的重要措施，但传统复合肥肥效较低、有效期

短。 土壤保水剂作为新兴的聚合物材料，凭借特

殊的物理结构和化学组成在土壤侵蚀控制中的作

用的研究愈加深入，在保水保肥、农田抗旱保水、
农作物增产等方面应用前景广阔［４⁃６］。 目前，国际

上常用的保水剂为淀粉接枝丙烯酸盐共聚交联物

和丙烯酸胺⁃丙稀酸盐共聚交联物两大类。 但这

些保水剂存在降解速度慢、失效快和污染土壤等

问题［７⁃９］。 近年来，生物保水剂的开发已成为研究

热点，并证明其在改良土壤结构［１０］、提高土壤蓄

水能力［１１⁃１２］ 方面具有明显的作用。 γ⁃聚谷氨酸

（γ⁃ＰＧＡ）超吸水性树脂具有良好保水特性的关键

因素，是新型的环保高分子材料，曾健等［１３］ 研究

发现超吸收性 γ⁃ＰＧＡ 树脂具有高保水特性，对土

壤中聚集体结构的形成具有显著地促进作用。 但

当前超吸收性 γ⁃ＰＧＡ 树脂的制备成本高且可能

发生各种副反应［１４⁃１６］限制其在工农业生产中的应

用。 张新民等的研究发现相对分子量小的 γ⁃ＰＧＡ
可被应用于农业浸种、增肥等方面［１７⁃１９］。 Ｙａｎｇ
等［２０］利用 γ⁃ＰＧＡ 作为土壤清洗剂有效去除了土

壤中部分重金属，在不破坏土壤结构情况下改良

土壤重金属分布。 王传海等［２１］ 研究发现 γ⁃ＰＧＡ
的最大自然吸水倍数可以达到千倍以上，对于土

壤的吸水倍数也可以达到几十倍。 Ｙｉｎ 等［２２⁃２４］ 发

现 γ⁃ＰＧＡ 在土壤保水、抗旱等方面也取得了较好

效果，由此在农业保肥和育苗方面的应用愈发广

泛［２４⁃２７］。 前期实验研究表明，在有机肥料中添加

具备合成 γ⁃ＰＧＡ 能力的枯草芽胞杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓ
ｓｕｂｔｉｌｉｓ）可产生丰富的 γ⁃ＰＧＡ，从而利用其吸水特

性赋予有机肥料的保水功效。 基于以上研究结

果，通过研究优化具有土壤保水特性的产 γ⁃ＰＧＡ
菌株枯草芽胞杆菌的固态发酵工艺，为利用农产

品加工下脚料发酵生产含 γ⁃ＰＧＡ 等黏性物质的

保水肥料提供参考。

１　 材料与方法

１． １　 材料

１． １． １　 菌株来源 　 枯草芽胞杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉ⁃
ｌｉｓ）ＬＸ⁃１，为福建省微生物研究所环境微生物研究

室选育鉴定保藏菌种。

１． １． ２　 培养基 　 ①牛肉膏蛋白胨培养基［２８］；②
ＬＢ 培养基［２８］；③固态发酵培养基：豆粕 １ ０００
ｍＬ，无机盐溶液 ３００ ｍＬ，该溶液中含 Ｋ２ＨＰＯ４ ·
３Ｈ２Ｏ ２． ０ ｇ ／ Ｌ，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ ０． ５０ ｇ ／ Ｌ，ｐＨ ８． ０。
１． １． ３　 主要仪器与设备 　 粉碎机（ＣＬＦ⁃１０Ｃ，中
国浙江省温岭市创力药材器械厂）；电子天平

（ＣＰ１１４，奥豪斯仪器（上海）有限公司）；恒温培养

振荡器（ＺＷＹＲ⁃Ｇ２４０２，上海智诚分析仪器制造有

限公司）；ｐＨ 酸度计（ Ｓ２１０⁃Ｋ，Ｓｅｖｅｎｃｏｍｐａｃｔ）；旋
转蒸发仪（ＰＲＭ⁃２０ＩＤ，上海普渡生化科技有限公

司）；电热恒温鼓风干燥箱（ＤＨＧ⁃９２４６Ａ，上海精

宏实验设备有限公司）；电热恒温水浴锅（ＨＨ⁃４，
金坛市杰瑞尔电器有限公司）；移液枪（Ｒｅｓｅａｒｃｈ
Ｐｌｕ，德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ）；超纯水机（ＷＰ⁃ＵＰ⁃Ｙ２⁃１００，
沃特谱）；冰柜 （ ＳＣ⁃３１６，Ｈａｉｅｒ）；多功能酶标仪

（Ｍ５，美谷分子仪器（上海）有限公司）；生化培养

箱（ＭＩ⁃８０Ａ ，施都凯仪器设备有限公司）；高压蒸

汽灭菌锅（ＴＯＭＹ⁃ＳＸ⁃７００，施都凯仪器设备有限公

司）；超声波清洗机（ＫＱ５２００ＤＥ，昆山市超声仪器

有限公司）；乌氏粘度计（ＡＧＥ）。
１． ２　 方法

１． ２． １ 　 发酵料 ＦＤＡ 测定 　 荧光素双醋酸酯

（ＦＤＡ）可被不同的酶消解产生荧光素，利用分光

光度计和荧光光度计定量测定（其在最大吸收波

长下的吸光值（ａｂｓ）或荧光强度与具有代谢活性

的菌体数目成正比［２９］）是对多种环境样本中微生

物酶活性进行迅速、灵敏、简便测定方法。 取适量

培养基发酵产物上清液置于 ９６ 微孔板中，根据土

壤微生物 ＦＤＡ 酶活的测定方法［３０］ 处理，同时取

系列标准溶液于 ９６ 微孔板中，用酶标仪于 ４９０ ｎｍ
波长测各个微孔中溶液的吸光度［３１⁃３２］。 以一系列

荧光素浓度与其所测得的吸光度值绘制标准曲

线。 将样品的吸光度根据荧光素标准曲线换算为

荧光素浓度，根据 ＦＤＡ 酶活的计算公式计算各样

品的 ＦＤＡ 酶活。
１． ２． ２　 发酵料黏度测定 　 在适宜温度及 ｐＨ 值

条件下，发酵料黏性与 γ⁃ＰＧＡ 等黏性物质的产量

表现出显著相关关系［３３⁃３４］。 参考中国药典采用乌

氏黏度计测定法［３５］，取培养的发酵料提取液装入

离心杯 ４ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ，去除杂质后于 ２５
℃条件下测定黏度两次，取其平均值作为测试溶

液的流出时间，重复两次，无需重新加载样品。 以
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相同的方式操作同一组发酵液，重复测量两次，两
个测量值应相同，取平均值作为溶剂流出时间并

计算增比黏度值［３６⁃３７］。 同时称取定量的 γ⁃ＰＧＡ
纯品配置成 １０ ｇ ／ Ｌ 溶液，稀释成不同倍数的 γ⁃
ＰＧＡ 溶液［３６］ 后，用乌氏黏度计在 ２５ ℃下测定各

稀释液的流出时间 Ｔ 及超纯水流出时间 Ｔ０，绘制

γ⁃ＰＧＡ 水溶液增比黏度、流出时间与 γ⁃ＰＧＡ 浓度

的线性拟合关系图（图 １）。

图 １　 不同 γ⁃ＰＧＡ 溶液的增比黏度

与 γ⁃ＰＧＡ 浓度的关系

Ｆｉｇ． １　 Ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｉｎｃｒｅａｓｉｎｇ ｖｉｓｃｏｓｉｔｙ ｏｆ
γ⁃ＰＧＡ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ａｎｄ γ⁃ＰＧＡ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

１． ２． ３　 单因素实验 　 按以下设置的豆粕、麦麸、
Ｋ２ＨＰＯ４·３Ｈ２Ｏ、ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ、ＮａＣｌ 系列添加量

调整培养基成分，进行单因素实验：①固体料配

比：豆粕与麦麸混合比例（体积）分别为 ０︰１０、
２︰８、４︰６、６︰４、８︰２、１０︰０；②无机盐溶液添加

量（体积分数）：２５％ 、３０％ 、３５％ 、４０％ 、４５％ ；③
无机盐溶液中 Ｋ２ＨＰＯ４·３Ｈ２Ｏ 质量浓度：０、２． ０、
４． ０、６． ０、８． ０ ｇ ／ Ｌ；④无机盐溶液中 ＮａＣｌ 质量浓

度：０、２． ５、５． ０、７． ５、１０． ０ ｇ ／ Ｌ。 按设定的浓度配

制无机盐溶液后，调节 ｐＨ 为 ８． ０，按设定添加量

加入到豆粕与麦麸混合发酵料中，混匀，装入三

角瓶中，灭菌后，按 ５％ （体积分数）接种量接种枯

草芽胞杆菌 ＬＸ⁃１ 种子液，３７ ℃生化培养箱中培

养 ３６ ｈ 后，以发酵料的黏度和 ＦＤＡ 酶活为指标，
确定培养基的较佳配比。
１． ２． ４　 均匀设计实验　 在单因素实验基础上，进
行均匀设计试验（表 １）。 选取 Ｘ２ （Ｋ２ＨＰＯ４ ）、Ｘ３

（ＮａＣｌ）、Ｘ４（ＭｇＳＯ４） （Ｘ１ 为空白列）为试验因素，
以发酵黏液的 ＦＤＡ 酶活为指标，采取拟水平均匀

设计实验 Ｕ７∗（７４）进行试验（表 ２）。 依据均匀

设计设定的试验条件配制 ７ 组无机盐溶液，调整

ｐＨ 为 ８． ０，分别取 ４０ ｍＬ 无机盐溶液加入到 １００
ｍＬ（约 ５０ ｇ）豆粕和麦麸的混合物料中，每瓶加 ０．
５ ｇ ＣａＣＯ３，混匀，灭菌，接种 ５％ （体积分数）枯草

芽胞杆菌种子液，３７ ℃培养 ３６ ｈ 后，测定各组发

酵料 ＦＤＡ 酶活，检测结果使用 Ｄｅｓｉｇｎ Ｅｘｐｅｒｔ ７． ０
软件进行数据分析，确定培养基的较佳配比，并对

所得最优条件进行确证实验。

表 １　 试验因素水平

Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｅｓｔ ｆａｃｔｏｒ ｌｅｖｅｌ

因子
水平

Ｘ１
（空白列）

Ｘ２（Ｋ２ＨＰＯ４） ／
（ｇ·Ｌ － １）

Ｘ３（ＮａＣｌ） ／
（ｇ·Ｌ － １）

Ｘ４（ＭｇＳＯ４） ／
（ｇ·Ｌ － １）

１ １． ００ ２． ５０ ７． ００ ０． ２０
２ ２． ００ ３． ００ ８． ００ ０． ３０
３ ３． ００ ３． ５０ ９． ００ ０． ４０
４ ４． ００ ４． ００ １０． ００ ０． ５０
５ ５． ００ ４． ５０ １１． ００ ０． ６０
６ ６． ００ ５． ００ １２． ００ ０． ７０
７ ７． ００ ５． ５０ １３． ００ ０． ８０

步长△ｊ １． ００ ０． ５０ １． ００ ０． １０

表 ２　 拟水平均匀设计 Ｕ７∗（７４）试验条件

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｑｕａｓｉ⁃ｈｏｒｉｚｏｎｔａｌ ｕｎｉｆｏｒｍ ｄｅｓｉｇｎ Ｕ７∗（７４） ｔｅｓｔ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

因子
水平

Ｘ１
（空白列）

Ｘ２（Ｋ２ＨＰＯ４） ／
（ｇ·Ｌ － １）

Ｘ３（ＮａＣｌ） ／
（ｇ·Ｌ － １）

Ｘ４（ＭｇＳＯ４） ／
（ｇ·Ｌ － １）

１ １ ３（３． ５０） ５（１１． ００） ７（０． ８０）
２ ２ ６（５． ００） ２（８． ００） ６（０． ７０）
３ ３ １（２． ５０） ７（１３． ００） ５（０． ６０）
４ ４ ４（４． ００） ４（１０． ００） ４（０． ５０）
５ ５ ７（５． ５０） １（７． ００） ３（０． ４０）
６ ６ ２（３． ００） ６（１２． ００） ２（０． ３０）
７ ７ ５（４． ５０） ３（９． ００） １（０． ２０）

１． ２． ５　 确证实验　 通过对比单因素最佳组合、拟
合方程预测最佳条件以及均匀设计试验最佳条件

的三种不同配比的发酵料的 ＦＤＡ 酶活和增比黏

度进行比较（表 ３）。

表 ３　 确证实验三种不同培养基配比设置

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｔｈｒｅｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍｅｄｉａ ｒａｔｉｏ ｓｅｔｔｉｎｇｓ ｏｆ ｃｏｎｆｉｒｍａｔｏｒｙ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ

组分
Ⅰ 单因素
最佳组合

Ⅱ 拟合方程
预测最佳

Ⅲ 均匀设计
试验最佳

麦豆粕 ／ ｍＬ ８０ ８０ ８０
麦麸 ／ ｍＬ ２０ ２０ ２０
加水量 ／ ｍＬ ４０ ４０ ４０
Ｋ２ＨＰＯ４ ／ （ｇ·Ｌ － １） ４． ００ ５． ２４ ５． ００
ＮａＣｌ ／ （ｇ·Ｌ － １） １０． ００ １１． ６７ ８． ００
ＭｇＳＯ４ ／ （ｇ·Ｌ － １） １． ００ ０． ７８ ０． ７０
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１． ２． ６　 数据分析　 上述各项指标取其平均值 ±
标准差为结果。 差异性显著分析采用 ＳＰＳＳ １８． ０
软件中 Ｄｕｎｃａｎ 法进行计算，不同小写字母表示组

内显著性差异，显著水平 Ｐ ＜ ０． ０５；不同大写字母

表示组内极显著性差异，显著水平 Ｐ ＜ ０． ０１。

２　 结果与分析

２． １　 固体培养基配比对发酵料黏度及 ＦＤＡ 酶活

的影响

根据图 ２ 和图 ３ 不同配比的豆粕与麦麸培养

基，对比发酵培养测得的 ＦＤＡ 酶活与黏度可知，
当 Ｖ 豆粕︰Ｖ 麦麸为 １０︰０ 时，增比黏度达到最

大值，其原因可能是豆粕自身特性所致，可能由于

其通气性不好，导致发酵黏液氨味较重，故不宜采

用。 在 Ｖ 豆粕︰Ｖ 麦麸为（９︰１） ～ （５︰５）区间

时，此时的增比黏度不断增加，并在 ５︰５ 时达到

最大值，随后逐步降低；结合测得的 ＦＤＡ 酶活，在
６︰４ 配比之后测得的酶活开始降低，综合两者得

出，当豆粕麦麸的固体配比为豆粕 ６０％ 、麦麸

４０％ （体积分数）时，ＵＦＤＡ酶活最佳，黏度较高。

图 ２　 不同豆粕麦麸配比发酵料 ＦＤＡ 活性的差异

Ｆｉｇ． ２　 Ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｉｎ ＦＤＡ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｏｙｂｅａｎ
ｍｅａｌ ａｎｄ ｗｈｅａｔ ｂｒａｎ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎｓ

不同小写字母表示组内显著性差异，显著水平 Ｐ ＜ ０． ０５，图
３ ～ １０ 同

Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｏｗｅｒｃａｓｅ ｌｅｔｔｅｒｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｔｈｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ
ｗｉｔｈｉｎ ｔｈｅ ｇｒｏｕｐ，ｔｈｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｌｅｖｅｌ Ｐ ＜ ０． ０５， ｔｈｅ ｓａｍｅ ａｓ ｆｉｇ⁃
ｕｒｅ ３⁃１０

２． ２　 不同加水量对发酵料黏度及 ＦＤＡ酶活的影响

根据图 ４、图 ５ 不同实验配液量培养基的 ＦＤＡ
酶活和增比黏度分析显示，当加水量为 ３０％ ～
４５％ ，经发酵培养测得的 ＦＤＡ 酶活和黏度不断增

加，且加水量 ４０％ 时，达到最佳值，随后酶活降

低，黏度下降。 由此可知，固态发酵的最佳加水量

为 ４０％ 。

图 ３　 不同豆粕麦麸配比发酵料黏度的差异

Ｆｉｇ． ３　 Ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｉｎ ｖｉｓｃｏｓｉｔｙ ｏｆ ｆｅｒｍｅｎｔｅｄ ｍａｔｅｒｉａｌｓ ｗｉｔｈ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｏｙｂｅａｎ ｍｅａｌ ａｎｄ ｗｈｅａｔ ｂｒａｎ

图 ４　 不同加水量发酵料 ＦＤＡ 酶活的差异

Ｆｉｇ． ４　 Ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｉｎ ＦＤＡ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ
ｍａｔｅｒｉａｌｓ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｗａｔｅｒ ａｄｄｉｔｉｏｎ

图 ５　 不同加水量发酵料黏度的差异

Ｆｉｇ． ５　 Ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｉｎ ｖｉｓｃｏｓｉｔｙ ｏｆ ｆｅｒｍｅｎｔｅｄ
ｍａｔｅｒｉａｌｓ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｗａｔｅｒ ａｄｄｉｔｉｏｎ

２． ３　 不同 Ｋ２ＨＰＯ４浓度对发酵料黏度及 ＦＤＡ 酶

活的影响

根据不同 Ｋ２ＨＰＯ４ 浓度下的 ＦＤＡ 的活性和增

比黏度分析（图 ６、７），对比在添加不同质量浓度

Ｋ２ＨＰＯ４ 的培养基经发酵培养测得数据可知，无机
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盐溶液的 Ｋ２ＨＰＯ４ 最佳质量浓度为 ４ ｇ ／ Ｌ。

图 ６　 不同 Ｋ２ＨＰＯ４ 质量浓度发酵料 ＦＤＡ 酶活的差异

Ｆｉｇ． ６　 Ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｏｆ ＦＤＡ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｆｅｒｍｅｎｔｅｄ
ｍａｔｅｒｉａｌ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ Ｋ２ＨＰＯ４ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

图 ７　 不同 Ｋ２ＨＰＯ４ 质量浓度发酵料黏度的差异

Ｆｉｇ． ７　 Ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｉｎ ｖｉｓｃｏｓｉｔｙ ｏｆ ｆｅｒｍｅｎｔｅｄ
ｍａｔｅｒｉａｌｓ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ Ｋ２ＨＰＯ４ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ

２． ４　 不同 ＮａＣｌ 质量浓度对发酵料黏度及 ＦＤＡ
酶活的影响

ＮａＣｌ 不同质量浓度下的 ＦＤＡ 酶活和增比黏

度分析显示（图 ８、９），在培养基添加 ５ ～ １０ ｇ ／ Ｌ 的

ＮａＣｌ 时，ＦＤＡ 酶活和黏度值均表现出不断增加的

特性，并且在 １０ ｇ ／ Ｌ 时表现出最大值，而后开始

下降，由此可知，无机盐溶液的 ＮａＣｌ 最佳质量浓

度为 １０ ｇ ／ Ｌ。

图 ８　 不同 ＮａＣｌ 质量浓度发酵料 ＦＤＡ 酶活的差异

Ｆｉｇ． ８　 Ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｉｎ ＦＤＡ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｆｅｒｍｅｎｔｅｄ
ｍｍａｔｅｒｉａｌｓ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ＮａＣｌ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ

图 ９　 不同 ＮａＣｌ 质量浓度发酵料黏度的差异

Ｆｉｇ． ９　 Ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｉｎ ｖｉｓｃｏｓｉｔｙ ｏｆ ｆｅｒｍｅｎｔｅｄ
ｍａｔｅｒｉａｌｓ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ＮａＣｌ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ

２． ５　 均匀设计试验结果

均匀设计是基于整个测试范围内测试点，从
一致性角度提出的测试设计方法。 在条件范围广

泛且需要进行多级测试的情况下，均匀设计可以

大大减少测试次数，选择一些具有代表性的测试

点反映系统的突出特征［３８］。
本研究设计 ３ 因素，若每个因素取 ５ 个水平，

采用正交设计实验，须采用 Ｌ２５（５６） 表，作 ２５ 次试

验，而采用均匀设计表 Ｕ５ （５４），只需要作 ５ 次试

验，借助 Ｄｅｓｉｇｎ Ｅｘｐｅｒｔ７． ０ 软件可进行回归分析，
再根据回归方程对发酵料 ＦＤＡ 酶活进行预测，由
此可确定最优参数。

为了获得效果更佳的产 γ⁃ＰＧＡ 的固态发酵

工艺参数，需要研究各影响因素及其水平组合对

γ⁃ＰＧＡ 活性及黏度的影响。 因此在单因素实验的

基础上进行 Ｕ７（７４）均匀设计试验，其中第 １ 列作

为空白列，Ｘ２（Ｋ２ＨＰＯ４）、Ｘ３（ＮａＣｌ）、Ｘ４（ＭｇＳＯ４）分
别列于 ２、３、４ 列。

从表 ４ 的均匀设计试验结果可以发现，试验 ２
（Ｘ２ ＝ ５ ｇ ／ Ｌ、Ｘ３ ＝ ８ ｇ ／ Ｌ 和 Ｘ４ ＝ ０． ７ ｇ ／ Ｌ）发酵料的

ＦＤＡ 酶活最高，达到 １ ０３８ μｇ ／ （ｇ·ｍｉｎ）。
通过 Ｄｅｓｉｇｎ Ｅｘｐｅｒｔ ７． ０ 软件分析，经多元二

次线性方程逐步回归，得回归方程：
Ｙ ＝ ４６４． ６７ ＋ ９８． ５Ｘ２ ＋ ２７２Ｘ４ ＋ ４８． ０５Ｘ２Ｘ３ ＋

３６０． ４７Ｘ２Ｘ４ ＋ ３４２． ３３Ｘ２
４

经表 ５ 方差分析得知，Ｆ ＝３６． ４８（Ｐ ＜０． ０００ １），
回归关系极显著，表明 Ｘ２ （Ｋ２ＨＰＯ４）、Ｘ３ （ＮａＣｌ）、
Ｘ４ （ＭｇＳＯ４ ）与 ＦＤＡ 酶活呈极显著的回归关系。
由回归方程可知，Ｘ２、Ｘ４ 的系数为正，表明试验指

标随因素 Ａ、Ｃ 的增加而增加。 通过上述回归方
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程求 ＵＦＤＡ的最大值，得到当 Ｘ２ （Ｋ２ＨＰＯ４）为 ５． ２４
ｇ ／ Ｌ，Ｘ３ （ＮａＣｌ）为 １１． ６７ ｇ ／ Ｌ，Ｘ４ （ＭｇＳＯ４）为 ０． ７８

ｇ ／ Ｌ 时，Ｙｍａｘ ＝ １ ４１３． ４６，这一结果明显优于表 ４ 中

的 ７ 个试验结果。

表 ４　 均匀设计试验结果

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｕｎｉｆｏｒｍ Ｄｅｓｉｇｎ Ｔｅｓｔ Ｒｅｓｕｌｔ

实验号
Ｘ２（Ｋ２ＨＰＯ４） ／

（ｇ·Ｌ － １）
Ｘ３（ＮａＣｌ） ／
（ｇ·Ｌ － １）

Ｘ４（ＭｇＳＯ４） ／
（ｇ·Ｌ － １）

ＵＦＤＡ１ ／
（μｇ·（ｇ·ｍｉｎ） －１）

ＵＦＤＡ２ ／
（μｇ·（ｇ·ｍｉｎ） －１）

ＵＦＤＡ３ ／
（μｇ·（ｇ·ｍｉｎ） －１）

ＵＦＤＡ ／
（μｇ·（ｇ·ｍｉｎ） －１）

１ ３． ５０ １１． ００ ０． ８０ ８０８ ９３５ ９１２ ８８５

２ ５． ００ ８． ００ ０． ７０ ９５４ １ ０７５ １ ０８６ １ ０３８

３ ２． ５０ １３． ００ ０． ６０ ２６１ ４１４ ４１２ ３６３

４ ４． ００ １０． ００ ０． ５０ ３８６ ５３４ ４７４ ４６５

５ ５． ５０ ７． ００ ０． ４０ ２０３ ３５９ ３５８ ３０７

６ ３． ００ １２． ００ ０． ３０ ３８１ ５２８ ５１０ ４７３

７ ４． ５０ ９． ００ ０． ２０ ３８４ ５３２ ５１８ ４７８

表 ５　 回归模型方差分析表

Ｔａｂｌｅ ５　 ＡＮＯＶＡ Ｔａｂｌｅ ｏｆ Ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ Ｍｏｄｅｌ

方差
来源

离差
平方和 自由度 均方 Ｆ 值 Ｐｒｏｂｅ ＞ Ｆ

回归模型 １． ３６Ｅ ＋ ０６ ５ ２． ７１Ｅ ＋ ０５ ３６． ４８ ＜ ０． ０００ １

Ａ⁃Ｘ２（Ｋ２ＨＰＯ４） ８８ ７０６． ２９ １ ８８ ７０６． ２９ １１． ９２ ０． ００３ ６

Ｃ⁃Ｘ４（ＭｇＳＯ４） ６． ７６Ｅ ＋ ０５ １ ６． ７６Ｅ ＋ ０５ ９０． ９２ ＜ ０． ０００ １

ＡＢ ４ ７６４． ７４ １ ４ ７６４． ７４ ０． ６４ ０． ４３６ １

ＡＣ ２． ８２Ｅ ＋ ０５ １ ２． ８２Ｅ ＋ ０５ ３７． ８５ ＜ ０． ０００ １

Ｃ＾２ ２． ４２Ｅ ＋ ０５ １ ２． ４２Ｅ ＋ ０５ ３２． ５１ ＜ ０． ０００ １

残差 １． １２Ｅ ＋ ０５ １５ ７ ４４０． １８ － －

失拟 ２２ ８９８ １ ２２ ８９８ ３． ６１ ０． ０７８ １

纯差 ８８ ７０４． ６７ １４ ６ ３３６． ０５ － －

总和 １． ４７Ｅ ＋ ０６ ２０ － － －

　 注：“ － ”表示该项空白，无数据

２． ６　 确证实验结果

通过回归模型计算得出 ＵＦＤＡ的最佳条件，对
比单因素最佳组合以及对均匀设计试验最佳条件

进行比较。 通过确证实验表明，配比Ⅰ（单因素

最佳配比）和配比Ⅲ（均匀设计试验最佳配比）的
ＦＤＡ 酶活分别为 ８８３ 和 ９５０ μｇ ／ （ ｇ·ｍｉｎ），而根

据拟合方程预测最佳条件（配比Ⅱ）测得的 ＦＤＡ
酶活高于单因素最佳及均匀设计最佳条件，其
ＵＦＤＡ可达到 １ ０１４ μｇ ／ （ｇ·ｍｉｎ），配比Ⅱ与配比Ⅰ
之间的 ＵＦＤＡ差异达到 ０． ０５ 显著性水平（图 １０）。
测定发酵产物的增比黏度结果表明，配比Ⅱ的增

比黏度为 ７． １１，高于配比Ⅰ的 ６． ４７ 和配比Ⅲ的

６． ９３，其中配比Ⅱ与配比Ⅰ的差异达到了 ０． ０１ 极

显著水平，配比Ⅱ与配比Ⅲ的差异达到了 ０． ０５ 显

图 １０　 不同培养基组合之间 ＦＤＡ 酶活的差异比较

Ｆｉｇ． １０　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｉｎ ＦＤＡ ａｃｔｉｖｉｔｙ
ｂｅｔｗｅｅｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍｅｄｉａ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｓ

图 １１　 不同培养基组合之间发酵料黏度的差异比较
Ｆｉｇ． １１　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｖｉｓｃｏｓｉｔｙ ｏｆ

ｆｅｒｍｅｎｔｅｄ ｍａｔｅｒｉａｌｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍｅｄｉａ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｓ
不同小写字母表示组内显著性差异 Ｐ ＜ ０． ０５；不同大写字母

表示组内极显著性差异，显著水平 Ｐ ＜ ０． ０１
Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｏｗｅｒｃａｓｅ ｌｅｔｔｅｒｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｗｉｔｈｉｎ
ｔｈｅ ｇｒｏｕｐ Ｐ ＜ ０． ０５；ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃａｐｉｔａｌ ｌｅｔｔｅｒｓ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｅｘｔｒｅｍｅｌｙ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｗｉｔｈｉｎ ｔｈｅ ｇｒｏｕｐ Ｐ ＜ ０． ０１
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著水平（图 １１）。 由此证明，此模型的拟合方程具

有一定的参考性。
通过本研究得出产 γ⁃ＰＧＡ 的芽胞杆菌 ＬＸ⁃１

固态发酵培养基的最佳配方为 Ｖ 豆粕︰Ｖ 麦麸︰
Ｖ 无机盐溶液 ＝ ６︰４︰４，其中无机盐溶液的最佳

配方为 Ｋ２ＨＰＯ４·３Ｈ２Ｏ ５． ２４ ｇ ／ Ｌ、ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ
０． ７８ ｇ ／ Ｌ、ＮａＣｌ １１． ６７ ｇ ／ Ｌ。

３　 讨　 论

γ⁃ＰＧＡ 因其分子主链上大量的亲水性羧基和

肽键，故具有良好的可降解性及生物友好等方面

的突出优势。 不同相对分子质量的 γ⁃ＰＧＡ 表现

出不同的生物特性［３９］，这些良好特性将使生物菌

肥在土壤改良和恢复等环保领域上的运用更加广

泛。 为优化 γ⁃ＰＧＡ 的发酵培养条件，许多学者对

γ⁃ＰＧＡ 固态发酵培养基进行了优化实验。 胡荣章

等［４０］筛选了一株枯草芽胞杆菌菌株并对碳源、氮
源、谷氨酸钠浓度、初始 ｐＨ、接种量、通气量等发

酵条件进行了优化。 李艳华等［２７］ 利用响应面法

优化得到柠檬酸、谷氨酸、磷酸氢二钾和硫酸镁四

个显著影响因子。 基于前人的研究成果，本研究

利用微生物发酵技术选取一株具有保水、保肥作

用的枯草芽胞杆菌生产菌株，通过优化其培养基

条件，寻找高效的 γ⁃ＰＧＡ 固态发酵工艺。 采用黏

度测定法能够快速、高效测定 γ⁃ＰＧＡ 等黏性物质

的含量。 实验虽然没有直接测量 γ⁃ＰＧＡ 的含量，
但在发酵培养过程中伴随产生的其他胞外多糖等

黏性物质，对于土壤团聚体形成［４１］、环境吸附［４２］

和生物絮凝［４３］ 等具有促进作用，能够与 γ⁃ＰＧＡ
协同发挥保水作用，由此为利用农产品加工下脚

料发酵生产含 γ⁃ＰＧＡ 等黏性物质的保水肥料提

供参考。
豆粕作为大豆榨油的残渣仍含有丰富的有机

质、蛋白质等营养成分，可为微生物生长提供碳

源、氮源，但豆粕遇到水溶液会产生不同程度的黏

结［４４］，降低培养基透气性，进而抑制菌体生长。
麦麸作为载体辅助成分，能够增加固态培养基的

孔隙度，进而改善透气性。 朱丽娟［４５］在大豆粉培

养基质的基础上分别选用玉米芯碎、木屑、花生壳

碎和麦麸作为辅助添加，发现在对比实验中麦麸

是较好的培养基发酵载体。 本研究在综合前人研

究结论的基础上选用豆粕、麦麸为培养基质，通过

设置系列配比实验以找寻最佳豆粕、麦麸配比，筛
选更高效的产 γ⁃ＰＧＡ 固态发酵工艺。 固态发酵

基于其培养基水分较少且选用农副产品为发酵底

物，因此发酵产物浓度更高，生产成本低，能获得

较高的经济效益。
适宜水量能够使微生物保持最佳生物活性。

水量过多会影响培养基透气性，降低培养基中的

溶氧量，而溶氧量是影响 γ⁃ＰＧＡ 产量的重要因

素；水量过少又会抑制微生物新陈代谢，降低酶

活。 本研究发现加水量 ４０％ 左右时，发酵培养基

的 ＦＤＡ 酶活和增比黏度达到最佳，而加水量过多

或过少均不同程度抑制菌体生长及 γ⁃ＰＧＡ 的产

量。 桑莉等［４６］ 发现装液量过低时，菌体生长较

好，但 γ⁃ＰＧＡ 的产量低，而装液量过高也不利于

菌体生长。 胡荣章等［４０］ 也发现溶解氧含量并非

越高越好，过高可能改变某些代谢途径而引起产

量下降。 具体影响其代谢途径的机制还有待进一

步研究。
无机盐也是微生物发酵的所需物质，一方面

调节培养基渗透压、ｐＨ 值，同时可以组成或调节

某些生物生理活性物质。 王勇等［４７］ 的实验结果

表明磷酸盐会影响产酸效果，尤其是对谷氨酸生

产菌 ＯＤ 值的净增有显著影响。 李大力等［４８］ 和

Ｗｅｉ 等［４９］ 研究发现，在一定浓度范围 ＮａＣｌ 浓度

增加会对 γ⁃ＰＧＡ 产率有促进作用，一旦浓度过高

则可能影响 γ⁃ＰＧＡ 分子量大小。 本研究通过设

置单因素实验，探究不同配比浓度的无机盐添加

量对 γ⁃ＰＧＡ 产量的影响并以及最佳实验结果，其
结果与张文［５０］、吉美萍等［５１］的研究结果相似。

基于前期最佳液体发酵培养基的研究基础，
本研究通过单因素实验及均匀设计实验，以发酵

提取液的黏度及 ＦＤＡ 酶活为评价指标，对产 γ⁃
ＰＧＡ 的枯草芽胞杆菌的固体发酵培养基进行优

化，经过系列实验后得出最佳培养基配方为 Ｖ 豆

粕︰Ｖ 麦麸︰Ｖ 无机盐溶液 ＝ ６︰４︰４，其中无机

盐溶液的最佳配方：Ｋ２ＨＰＯ４ ·３Ｈ２Ｏ ５． ２４ ｇ ／ Ｌ、
ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ ０． ７８ ｇ ／ Ｌ、ＮａＣｌ １１． ６７ ｇ ／ Ｌ。 通过

优化保水材料功能菌产 γ⁃ＰＧＡ 枯草芽胞杆菌 ＬＸ⁃
１ 的固态发酵工艺，从而为利用农产品加工下脚

料发酵生产含 γ⁃ＰＧＡ 保水肥料提供技术基础。
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