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摘要院 芽孢杆菌 Bacillus代谢产生的脂肽类物质具有抗菌尧 抗肿瘤尧 抗病毒等多种生物活性袁 但芽孢杆菌脂肽产量

普遍较低遥 探索高产量的培养条件是开发利用的重点袁 而简单快速的产量评价方法则可大大提高条件探索的效率遥

以解淀粉芽孢杆菌 Bacillus amyloliquefaciens WK1为试验菌株袁 首先通过含发酵液培养基对病原菌的抑制实验确定

最佳培养时间袁 然后设计初始 pH值分别为 5袁 6 和 7 的培养基生产脂肽物质袁 通过测定发酵液酸沉降前后总有机

碳的差值袁 推算脂肽类物质粗提物的产量渊差减法冤袁 以传统的重量法为对照遥 结果表明院 试验所用的解淀粉芽孢

杆菌 WK1菌株的最佳发酵时间为 72 h遥 重量法与差减法所测得的不同处理脂肽物质产量差异规律相同袁 从高到低

依次为 pH 6袁 pH 7袁 pH 5袁 两者的相关性系数为 0.563 2渊n=9冤袁 但相同初始 pH值条件下差减法所得的脂肽物质产

量均高于重量法遥 初始 pH值为 5条件下脂肽物质合成效率和二氧化碳排放量均最低袁 初始 pH值为 6与 pH值为 7

条件下二氧化碳排放量相同袁 为 700 mg窑kg原1袁 但初始 pH值为 6条件下产脂肽物质产量渊1 228 mg窑L原1冤和脂肽物质合

成效率渊234 mg窑kg原1冤最高遥 可见袁 差减法是评价脂肽产量的简单快速而有效的方法遥 图 4表 2参 23
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Abstract: The lipopeptide produced by Bacillus amyloliquefaciens has a variety of biological activities such as

antibacterial, anti鄄tumor, and anti鄄virus; however, its production is generally very low. To explore better fer鄄

mentation conditions so as to gain more lipopeptide with easy and fast evaluation methods for lipopeptide pro鄄

duction that would greatly improve work efficiency, the yield of crude lipopeptide based on the difference of to鄄

tal organic carbon 渊TOC冤 in a liquid before and after lipopeptide separation was calculated using the acid de鄄

position approach. First, optimal fermentation time for producing lipopeptide by pathogen inhibiting culture on

plates containing a fermentation liquid was determined. Then, a liquid medium with pH 5, 6, and 7, for pro鄄

ducing different concentrations of lipopeptide, was prepared. Also, CO2 emission rates for microbial activity in

the pH 6 and 7 treatments were measured. Results showed that 72 hours was the optimal fermentation time.

The crude yield of lipopeptide calculated from the difference of TOC in liquid before and after lipopeptide sep鄄
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aration was positive compared to traditional weight methods with the coefficient being 0.563 2 渊n = 9冤. For

both methods, pH 6＞pH 7＞pH 5. However, for the same pH of the liquid medium, crude yield was lower with

weight methods than the TOC difference methods. Lipopeptide production efficiency and CO2 emissions rate

with the WK1 strain were lowest for the pH 5 treatment. However, crude yield of lipopeptide 渊in a 1 228 mg窑

L原1 medium冤 and lipopeptide production efficiency 渊in a 234 mg窑kg原1 OC medium冤 were highest at pH 6. Thus,

the TOC difference method was an easy and fast method for lipopeptide production evaluation. 咱Ch, 4 fig, 2

tab. 23 ref.暂
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芽 孢 杆 菌 Bacillus 是 一 类 产 生 耐 热 尧 耐 旱 袁 并 且 抗 紫 外 线 和 有 机 溶 剂 的 好 氧 细 菌 咱1暂袁 具 有 在 不 同 环

境 下 定 殖 与 繁 殖 的 能 力 咱2暂袁 同 时 具 备 抵 抗 真 菌 和 病 原 细 菌 等 方 面 的 优 点 咱2-3暂遥 芽 孢 杆 菌 是 一 种 理 想 的 生 防

菌 袁 所 产 生 的 拮 抗 物 质 主 要 有 抗 生 素 尧 细 菌 素 尧 细 胞 壁 降 解 酶 尧 其 他 抗 菌 蛋 白 及 挥 发 性 等 物 质 咱4暂袁 其 中

脂 肽 类 抗 生 素 是 一 大 类 重 要 的 拮 抗 物 质 咱5暂遥 脂 肽 类 抗 生 素 理 化 性 质 稳 定 袁 对 高 温 尧 强 酸 和 弱 碱 具 有 一 定

的 耐 受 能 力 咱6暂袁 对 胰 蛋 白 酶 尧 蛋 白 酶 K 等 多 种 蛋 白 酶 不 敏 感 咱7暂袁 表 明 它 是 一 类 稳 定 态 物 质 遥 同 时 脂 肽 类

抗 生 素 可 以 杀 灭 病 原 细 菌 尧 真 菌 和 病 毒 袁 是 一 类 抑 制 肿 瘤 生 长 的 生 物 活 性 物 质 咱8暂袁 成 为 芽 孢 杆 菌 拮 抗 物

质 领 域 的 研 究 重 点 遥 因 此 袁 获 得 高 产 量 的 脂 肽 类 抗 生 素 是 目 前 开 发 芽 孢 杆 菌 的 主 要 目 的 袁 芽 孢 杆 菌 的 代

谢 活 动 受 到 多 种 因 素 影 响 袁 如 培 养 基 尧 初 始 pH 值 尧 温 度 尧 接 种 量 尧 发 酵 时 间 尧 通 气 量 以 及 发 酵 工 艺

等 咱9暂遥 探 索 高 产 量 脂 肽 物 质 的 最 佳 发 酵 条 件 需 要 进 行 大 量 的 实 验 袁 通 过 对 不 同 温 度 尧 pH 值 尧 接 种 量 尧

通 气 等 条 件 的 试 验 得 到 优 化 组 合 遥 目 前 袁 主 要 应 用 重 量 法 和 液 相 色 谱 法 来 衡 量 脂 肽 类 产 量 高 低 遥 而 脂 肽

类 物 质 定 量 分 析 前 需 要 把 该 物 质 从 发 酵 液 中 分 离 出 来 袁 有 酸 沉 降 法 尧 超 滤 法 尧 色 谱 法 尧 液 膜 分 离 法 尧 泡

沫 分 离 法 尧 吸 附 法 以 及 双 水 相 法 等 分 离 方 法 咱10暂袁 其 中 酸 沉 降 法 渊浓 盐 酸 沉 淀 法 冤 使 用 最 广 遥 芽 孢 杆 菌 代 谢

产 生 的 脂 肽 类 物 质 产 量 较 低 袁 大 部 分 低 于 1 000 mg窑L原1袁 有 的 甚 至 不 足 100 mg窑L原1咱11暂遥 重 量 法 灵 敏 度 较

低 袁 需 要 从 较 大 量 的 发 酵 液 中 分 离 脂 肽 类 物 质 袁 菌 体 分 离 渊 培 养 结 束 冤 和 脂 肽 物 质 分 离 渊 酸 沉 降 后 冤 都 需 要

进 行 离 心 袁 多 因 素 探 索 优 化 条 件 时 离 心 的 工 作 量 非 常 大 遥 液 相 色 谱 法 虽 然 灵 敏 度 和 准 确 度 均 较 高 袁 但 需

要 昂 贵 的 液 相 色 谱 仪 器 袁 色 谱 测 定 条 件 的 摸 索 也 费 时 费 工 袁 并 且 需 要 有 标 准 样 品 才 能 进 行 绝 对 定 量 袁 而

目 前 市 场 上 除 了 表 面 活 性 素 渊surfactin冤 外 没 有 商 品 化 的 标 准 样 品 遥 在 优 化 条 件 时 袁 不 需 要 很 高 绝 对 产 量

的 准 确 度 袁 主 要 是 比 较 不 同 培 养 条 件 脂 肽 物 质 产 量 相 对 高 低 遥 因 此 袁 简 单 尧 快 捷 的 产 量 评 测 方 法 可 提 高

工 作 效 率 遥 本 研 究 试 图 通 过 测 定 不 同 初 始 pH 值 的 培 养 基 尧 发 酵 液 酸 沉 降 前 后 有 机 碳 总 量 袁 计 算 沉 降 前

后 有 机 碳 的 差 值 袁 来 推 算 发 酵 液 中 脂 肽 类 粗 提 物 含 量 袁 探 索 一 种 简 单 尧 快 捷 评 价 脂 肽 类 物 质 产 量 的 方

法 遥 同 时 通 过 测 定 培 养 基 尧 含 菌 体 发 酵 液 以 及 去 菌 体 发 酵 液 的 有 机 碳 含 量 袁 来 评 价 碳 的 利 用 效 率 遥 虽 然

获 得 脂 肽 类 物 质 是 酵 液 的 最 终 目 的 袁 但 如 果 能 探 索 到 一 种 底 物 碳 利 用 效 率 和 脂 肽 物 质 产 量 双 高 的 培 养 条

件 袁 可 节 约 原 料 成 本 以 提 高 经 济 效 益 袁 也 可 减 少 代 谢 过 程 中 二 氧 化 碳 气 体 排 放 以 保 护 大 气 环 境 遥

1 材料与方法

1.1 供试菌株

解 淀 粉 芽 孢 杆 菌 Bacillus amyloliquefaciens WK1袁 菌 种 保 藏 号 院 CGMCC 11640袁 由 浙 江 省 森 林 生 态

系 统 碳 循 环 与 固 碳 减 排 重 点 实 验 室 在 原70 益的 条 件 下 甘 油 冷 冻 保 存 遥

1.2 培养基配方

参 考 庄 国 宏 咱10暂得 到 的 解 淀 粉 芽 孢 杆 菌 GD 产 脂 肽 类 物 质 的 优 化 培 养 基 Landy院 葡 萄 糖 10.0 g袁 L鄄谷

氨 酸 5.0 g袁 MgSO4窑7H2O 0.5 g袁 KCl 0.5 g袁 KH2PO4 1.0 g袁 FeSO4窑7H2O 0.15 mg袁 MnSO4 5.00 mg袁 CuSO4窑

5H2O 0.16 mg袁 蒸 馏 水 1 000 mL曰 马 铃 薯 葡 萄 糖 琼 脂 培 养 基 渊PDA冤院 去 皮 马 铃 薯 100 g袁 葡 萄 糖 20 g袁

琼 脂 18 g袁 蒸 馏 水 1 000 mL袁 自 然 pH 值 遥

1.3 培养条件优化及抑制效果观察

已 确 定 菌 株 WK1 最 佳 接 种 量 为 3%袁 最 佳 培 养 温 度 为 37 益咱11-12暂遥 为 了 确 定 脂 肽 类 物 质 最 高 产 量 的
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发 酵 时 间 袁 将 病 原 菌 接 种 到 含 有 发 酵 液 的 平 板 中 袁 观 察 记 录 病 原 菌 生 长 情 况 遥 具 体 方 法 如 下 院 淤 菌 株

WK1 种 子 液 制 备 院 选 取 菌 株 WK1 的 单 菌 落 袁 接 种 于 pH 7 的 100 mL PDA 液 体 培 养 基 中 袁 在 37 益尧 摇

瓶 转 速 为 180 r窑min原1 条 件 下 培 养 14 h遥 于 不 同 培 养 时 间 发 酵 液 的 制 备 院 将 WK1 种 子 液 按 接 种 量 3%渊V /

V冤 分 别 接 种 到 装 有 100 mL PDA 液 体 培 养 基 的 6 个 三 角 瓶 中 袁 37 益袁 180 r窑min原1 摇 瓶 培 养 袁 分 别 在

48袁 60袁 72 h 终 止 培 养 袁 获 得 不 同 培 养 时 间 的 发 酵 液 袁 将 发 酵 液 离 心 15 min渊6 000 r窑min原1冤 去 除 菌 体 后

得 上 清 液 遥 盂含 发 酵 液 的 培 养 基 制 备 院 分 别 吸 取 100 mL 不 同 时 间 的 发 酵 上 清 液 与 PDA 液 体 培 养 基 按 1颐

1 体 积 比 混 合 袁 加 入 5.0 g 琼 脂 袁 115 益 灭 菌 30 min 后 制 成 6 个 厚 薄 均 匀 的 培 养 基 遥 榆 抑 制 效 果 观 察 院

将 病 原 菌 葡 萄 座 腔 菌 Botryosphaeria dothidea 单 菌 落 打 饼 分 别 接 种 到 混 合 培 养 基 中 渊 打 饼 直 径 为 0.5 cm冤袁

放 入 27 益 的 真 菌 培 养 箱 培 养 遥 分 别 在 第 1袁 2袁 3袁 4袁 5袁 10 天 时 拍 照 袁 同 时 测 量 病 原 菌 落 直 径 袁 计 算

抑 制 率 遥 抑 制 率 =渊 对 照 病 原 菌 菌 落 直 径 原处 理 病 原 菌 菌 落 直 径 冤/对 照 病 原 菌 菌 落 直 径 伊100%遥

1.4 发酵液 pH值动态测定

每 个 处 理 设 置 1 个 培 养 基 体 积 为 200 mL 的 摇 瓶 袁 用 于 发 酵 液 pH 值 的 动 态 监 测 袁 培 养 条 件 同 1.3遥

分 别 于 培 养 8袁 16袁 24袁 32袁 40袁 48袁 56袁 64袁 72 h 时 取 出 10 mL 发 酵 液 袁 用 酸 度 计 测 定 pH 值 袁 采 样

过 程 在 超 净 工 作 台 中 袁 避 免 母 体 培 养 基 污 染 遥

1.5 脂肽物质产量测定

在 已 有 研 究 基 础 上 袁 设 置 初 始 pH 值 分 别 为 5袁 6袁 7 的 Landy 培 养 基 袁 以 获 得 不 同 产 量 的 脂 肽 物

质 袁 比 较 不 同 方 法 袁 同 时 检 测 pH 值 对 脂 肽 物 质 产 量 的 影 响 遥 每 处 理 设 3 个 重 复 遥 培 养 基 体 积 为 300

mL袁 接 种 3%渊V 菌 液 /V 培 养 液 冤袁 37 益袁 180 r窑min原1袁 摇 瓶 72 h渊 从 前 期 抑 制 试 验 得 到 的 最 佳 培 养 时 间 冤遥 摇

瓶 结 束 后 袁 立 即 通 过 紫 外 灭 菌 以 阻 止 芽 孢 杆 菌 继 续 生 长 繁 殖 袁 测 量 发 酵 液 体 积 袁 将 菌 液 全 部 离 心 袁 放 到

4 益冰 箱 备 用 遥

1.5.1 重量法 吸 取 240 mL 去 除 菌 体 的 发 酵 液 于 三 角 瓶 中 袁 缓 慢 滴 加 浓 度 为 6 mol窑L原1 的 盐 酸 袁 逐 渐 将

溶 液 pH 值 调 至 2 以 沉 淀 脂 肽 类 物 质 袁 置 于 4 益 冰 箱 过 夜 遥 准 备 100 mL 离 心 管 渊 质 量 为 W 0冤袁 分 3 次 将

液 体 转 入 100 mL 的 离 心 管 袁 在 4 500 g 下 离 心 30 min袁 每 次 离 心 后 的 上 清 液 收 集 一 起 袁 用 于 有 机 碳 测

定 曰 同 一 样 品 的 液 体 转 入 同 一 离 心 管 收 集 脂 肽 粗 提 物 沉 淀 袁 用 pH 值 为 2 的 盐 酸 洗 涤 沉 淀 2 次 袁 以 除 去

水 溶 性 杂 质 袁 而 后 将 沉 淀 置 于 原70 益 冰 箱 充 分 冷 冻 袁 用 冷 冻 干 燥 机 去 除 水 分 后 得 脂 肽 类 粗 提 物 袁 取 出 放

到 真 空 干 燥 器 内 袁 等 升 至 室 温 后 称 质 量 渊W 1冤袁 W 1 与 W 0 的 差 值 即 为 脂 肽 类 粗 提 物 的 质 量 袁 计 算 得 发 酵

液 脂 肽 物 质 质 量 浓 度 遥

1.5.2 差减法 脂 肽 类 物 质 是 芽 孢 杆 菌 代 谢 产 生 的 同 系 物 袁 虽 然 不 是 纯 的 有 机 化 合 物 袁 但 其 含 碳 量 变 化

不 大 遥 程 敏 等 咱11暂应 用 液 质 联 用 技 术 鉴 定 WK1 的 代 谢 产 物 主 要 为 C14~C17 的 芬 荠 素 渊fengycin冤袁 参 考 主 要

脂 肽 物 质 芬 荠 素 的 分 子 结 构 咱13暂推 算 出 WK1 的 谢 产 物 脂 肽 含 碳 率 平 均 为 0.54遥 因 此 袁 通 过 测 定 发 酵 液 酸

沉 降 渊方 法 与 重 量 法 相 同 冤 前 后 的 总 有 机 碳 质 量 浓 度 袁 计 算 差 值 可 得 到 脂 肽 类 粗 提 物 质 量 遥 酸 沉 降 前 总 有

机 碳 测 定 袁 吸 取 2 mL 去 除 菌 体 的 发 酵 液 袁 用 去 离 子 水 稀 释 13 倍 袁 应 用 总 有 机 碳 分 析 仪 渊TOC鄄L CPN袁

津 岛 冤测 定 溶 液 中 的 有 机 碳 质 量 浓 度 遥 酸 沉 降 后 溶 液 中 总 有 机 碳 测 定 袁 吸 取 2 mL 酸 沉 降 析 出 脂 肽 物 质 后

上 清 液 袁 用 去 离 子 水 稀 释 13 倍 袁 同 样 用 TOC 分 析 仪 测 定 溶 液 中 的 有 机 碳 质 量 浓 度 遥 由 于 调 节 酸 度 所 用

的 盐 酸 体 积 很 小 袁 可 以 忽 略 不 计 袁 因 此 袁 脂 肽 物 质 产 量 渊mg窑L原1冤=渊 酸 沉 前 有 机 碳 质 量 浓 度 原 酸 沉 降 后 有

机 碳 质 量 浓 度 冤/0.54遥

1.5.3 底物碳利用效率 通 过 脂 肽 物 质 的 合 成 效 率 和 二 氧 化 碳 排 放 损 失 率 来 间 接 综 合 评 价 培 养 基 中 底 物

碳 利 用 效 率 遥 单 位 底 物 碳 合 成 的 脂 肽 类 物 质 越 多 越 好 袁 而 在 培 养 过 程 中 微 生 物 通 过 好 氧 呼 吸 排 放 二 氧 化

碳 则 越 少 越 好 遥 脂 肽 物 质 合 成 效 率 渊mg窑kg原1冤= 脂 肽 物 质 碳 质 量 浓 度 /Landy 培 养 基 初 始 碳 质 量 浓 度 袁 统 一

用 TOC 分 析 仪 测 定 遥 二 氧 化 碳 排 放 量 渊mg窑kg原1冤=渊Landy 培 养 基 初 始 碳 质 量 浓 度 原含 菌 体 发 酵 液 的 碳 质 量

浓 度 冤/Landy 培 养 基 初 始 碳 质 量 浓 度 袁 统 一 用 重 铬 酸 钾 法 测 定 遥

1.6 培养基和含菌体发酵液有机碳质量浓度测定

菌 体 发 酵 液 是 混 浊 的 不 透 明 液 体 袁 无 法 用 TOC 分 析 仪 直 接 测 定 袁 因 而 采 用 重 铬 酸 钾 法 测 定 含 菌 体

发 酵 液 有 机 碳 质 量 浓 度 遥 72 h 培 养 结 束 后 袁 分 别 吸 取 2 mL 不 同 处 理 的 含 菌 体 发 酵 液 于 硬 质 试 管 进 行 消

煮 遥 为 了 计 算 发 酵 前 后 培 养 基 中 有 机 碳 的 损 失 量 袁 同 时 用 重 铬 酸 钾 法 测 定 Landy 培 养 基 初 始 碳 质 量 浓
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度 袁 为 5 769.55 mg窑L原1遥

2 结果与分析

2.1 最高产量的发酵时间确定

通 过 WK1 对 病 源 菌 的 抑 制 效 果 试 验 袁 间 接 确 定 WK1 产 脂 肽 类 物 质 最 高 产 量 的 发 酵 时 间 为 72 h遥

对 解 淀 粉 芽 孢 杆 菌 WK1 与 病 原 菌 的 平 板 对 峙 培 养 发 现 袁 代 谢 产 物 通 过 破 坏 菌 丝 和 孢 子 细 胞 壁 尧 细 胞 膜 袁

使 细 胞 原 生 质 泄 露 袁 菌 丝 和 孢 子 萎 缩 的 方 式 抑 制 山 核 桃 干 腐 病 原 菌 Bacillus dothidea 的 生 长 咱11暂遥 因 此 袁

将 除 菌 后 发 酵 液 直 接 混 入 培 养 基 可 间 接 衡 量 代 谢 物 的 产 量 袁 通 过 发 酵 液 对 病 原 菌 的 抑 制 效 果 试 验 可 确 定

最 高 产 量 的 发 酵 时 间 遥 观 察 含 有 发 酵 液 渊48袁 60袁 72 h冤 培 养 基 上 病 原 菌 的 生 长 情 况 渊 图 1 和 表 1冤 发 现 院

发 酵 液 对 病 原 菌 生 长 均 有 抑 制 作 用 袁 随 着 培 养 时 间 的 增 加 抑 制 率 逐 渐 增 加 袁 1~5 d 内 抑 制 率 增 速 快 袁 抑

制 效 果 显 著 袁 5~10 d 内 增 速 变 缓 袁 甚 至 48 与 60 h 共 2 个 处 理 在 第 10 天 出 现 下 降 遥 这 是 因 为 开 始 接 种

的 是 单 菌 落 病 原 菌 袁 1 d 时 间 内 繁 殖 的 数 量 有 限 袁 但 随 着 时 间 的 延 长 病 原 菌 数 量 不 断 增 加 袁 而 代 谢 产 物

的 脂 肽 浓 度 有 限 袁 所 以 病 原 菌 数 量 增 加 后 抑 制 效 果 减 弱 遥 综 合 1~10 d 的 结 果 袁 WK1 的 发 酵 时 间 越 长 抑

制 效 果 越 好 袁 在 72 h 抑 制 率 达 到 最 高 值 袁 效 果 最 为 显 著 袁 培 养 5 和 10 d 时 的 抑 制 率 达 到 83.3% 和

84.9%袁 对 于 抗 生 素 筛 选 的 效 果 而 言 袁 已 经 达 到 较 强 的 水 平 遥 在 解 淀 粉 芽 孢 杆 菌 HAB鄄7 的 抑 菌 试 验 中 袁

经 优 化 后 最 佳 培 养 条 件 对 芒 果 炭 疽 菌 的 抑 制 率 达 到 78.3%咱14暂遥 大 量 研 究 表 明 咱15-17暂院 解 淀 粉 芽 孢 杆 菌 的 最

优 发 酵 时 间 都 在 72 h 以 内 袁 且 在 本 实 验 中 60 h 的 抑 制 率 已 经 达 80%袁 继 续 增 加 发 酵 时 间 对 抑 制 率 的 提

升 不 大 袁 且 会 增 加 发 酵 成 本 遥

表 1 不同时间 PDA培养基内病原菌菌落直径平均值和抑制率

Table 1 Mean diameter and inhibition rate of pathogenic bacteria in PDA medium at different time

发 酵 时 间 /h
菌 落 直 径 /cm

1 2 3 4 5 6 10 d

ck 0.5渊0.0冤 1.0渊0.0冤 2.0渊0.0冤 3.5渊0.0冤 4.8渊0.0冤 5.8渊0.0冤 8.6渊0.0冤

48 0.5渊0.0冤 0.5渊50.0冤 0.5渊75.0冤 0.9渊74.3冤 1.0渊79.2冤 1.2渊79.3冤 2.1渊75.6冤

60 0.5渊0.0冤 0.5渊50.0冤 0.5渊75.0冤 0.9渊74.3冤 0.9渊81.3冤 1.0渊82.75冤 1.8渊79.1冤

72 0.5渊0.0冤 0.5渊50.0冤 0.5渊75.0冤 0.8渊77.1冤 0.8渊83.3冤 0.9渊84.5冤 1.3渊84.9冤

说 明 院 括 号 中 为 抑 菌 率 渊%冤

2.2 重量法和差减法结果比较

初 始 pH 值 对 发 酵 微 生 物 的 生 长 繁 殖 和 代 谢 产 物 的 合 成 有 非 常 显 著 的 影 响 遥 因 此 袁 选 择 最 适 合 的 初

始 pH 值 对 微 生 物 的 培 养 就 显 得 尤 为 重 要 遥 重 量 法 测 得 不 同 初 始 pH 值 的 培 养 基 在 72 h 后 脂 肽 物 质 的 产

量 从 高 到 低 依 次 为 pH 6袁 pH 7袁 pH 5渊 图 1冤袁 初 始 pH 值 为 6 和 7 条 件 下 的 脂 肽 物 质 的 产 量 显 著 大 于

pH 5 处 理 渊P＜0.05冤袁 pH 值 为 6 和 7 的 发 酵 液 酸 沉 降 时 沉 淀 明 显 比 pH 值 为 5 的 发 酵 液 多 袁 说 明 培 养 液

pH 值 为 5 时 对 脂 肽 物 质 的 生 成 不 利 遥 差 减 法 计 算 得 到 不 同 处 理 脂 肽 物 质 产 量 差 异 规 律 与 重 量 法 一 致 袁

但 产 量 比 重 量 法 高 渊 图 1冤袁 初 始 pH 值 为 5袁 6袁 7 处 理 的 差 减 法 测 定 结 果 分 别 比 重 量 法 高 69.9%袁 15.8%

和 17.0%遥 这 是 因 为 TOC 能 检 测 到 溶 液 有 机 碳 的 微 小 变 化 袁 重 量 法 则 因 为 质 量 太 少 无 法 检 测 到 微 小 变

化 袁 因 此 差 减 法 相 比 重 量 法 更 加 灵 敏 遥 2 种 方 法 的 结 果 存 在 一 定 的 相 关 性 袁 但 由 于 重 量 法 的 灵 敏 度 较

低 袁 导 致 相 关 系 数 仅 0.563 2渊n=9冤遥

随 着 微 生 物 生 长 繁 殖 脂 肽 类 物 质 不 断 积 累 袁 微 生 物 繁 殖 越 多 则 代 谢 产 量 越 多 遥 pH 值 为 5 时 产 量 低

的 原 因 可 能 是 因 为 酸 性 环 境 不 利 于 WK1 生 长 遥 整 个 发 酵 过 程 中 初 始 pH 值 为 5 的 发 酵 液 pH 值 始 终 低 于

6.0渊 图 2冤袁 而 初 始 pH 值 为 6 和 7 的 发 酵 液 pH 值 在 前 24 h 急 速 下 降 袁 之 后 快 速 回 升 袁 到 48~56 h 恢 复

到 初 始 水 平 袁 之 后 继 续 上 升 袁 最 后 达 8.14遥 发 酵 液 pH 值 的 下 降 主 要 是 代 谢 过 程 中 产 生 的 有 机 酸 引 起

的 袁 在 最 初 的 24 h 培 养 基 中 的 葡 萄 糖 被 快 速 分 解 产 生 大 量 的 有 机 酸 袁 而 之 后 这 些 有 机 酸 又 被 微 生 物 分

解 利 用 袁 溶 液 中 的 有 机 酸 慢 慢 减 少 遥 另 外 袁 微 生 物 的 代 谢 过 程 产 生 氨 袁 随 着 发 酵 过 程 的 进 行 氨 浓 度 增

加 袁 pH 值 逐 渐 回 升 遥

初 始 pH 值 为 5 处 理 含 菌 体 发 酵 液 的 总 有 机 碳 质 量 浓 度 明 显 高 于 pH 6 和 pH 7 处 理 渊 图 3冤袁 说 明 pH

王 晶 等 院 评 价 芽 孢 杆 菌 脂 肽 产 量 及 底 物 碳 利 用 效 率 的 新 方 法 1185
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值 为 5 条 件 下 WK1 代 谢 消 耗 最 少 袁 再 次 证 明 初 始 pH 值 为 5 处 理 不 利 于 WK1 生 长 遥 由 于 所 有 处 理 的 初

始 有 机 碳 质 量 浓 度 是 相 等 的 袁 微 生 物 代 谢 越 活 跃 袁 消 耗 的 有 机 碳 就 越 多 遥

2.3 培养基底物碳的利用效率评价

初 始 pH 值 为 5 的 培 养 基 中 菌 株 WK1 脂 肽 物 质 合 成 效 率 最 低 渊162 mg窑kg原1冤袁 排 放 的 二 氧 化 碳 也 最

少 渊205 mg窑kg原1冤袁 初 始 pH 值 为 6 和 7 的 培 养 基 中 菌 株 WK1 活 动 排 放 的 二 氧 化 碳 相 同 袁 显 著 高 于 初 始

pH 值 为 5 的 处 理 渊P＜0.05冤袁 pH 6 培 养 基 中 菌 株 WK1 脂 肽 物 质 合 成 效 率 高 于 pH 7 培 养 基 遥 Landy 培 养

基 有 机 碳 质 量 浓 度 理 论 值 为 5 769.55 mg窑L原1袁 重 铬 酸 钾 法 和 TOC 分 析 仪 测 得 Landy 培 养 基 初 始 有 机 碳

质 量 浓 度 分 别 为 4 933.30 和 5 252.43 mg窑L原1袁 分 别 是 理 论 值 的 85.51% 和 90.14%袁 说 明 2 种 方 法 均 不 能

完 全 检 测 溶 液 中 的 全 部 有 机 碳 遥 通 过 分 析 含 菌 体 的 发 酵 液 有 机 碳 质 量 浓 度 渊 图 3冤 以 及 酸 沉 降 前 后 的 总 有

机 碳 质 量 浓 度 渊 图 4冤 可 知 院 初 始 pH 值 为 5 条 件 下 有 机 碳 质 量 浓 度 显 著 高 于 其 他 2 个 处 理 袁 说 明 pH 值

为 5 条 件 下 的 培 养 基 中 未 被 微 生 物 同 化 利 用 的 碳 最 高 遥 综 合 图 1袁 图 3 和 图 4 的 结 果 得 知 院 初 始 pH 值

为 5 条 件 微 生 物 代 谢 利 用 的 总 碳 尧 合 成 的 脂 肽 类 物 质 尧 排 放 的 二 氧 化 碳 均 为 最 少 遥

图 3 不同处理培养结束后溶液中有机碳质量

浓度比较

Figure 3 Comparison of organic carbon content in solution

containing WK1 strains at the end of 72 h

fermentation between treatments

图 4 不同处理发酵液酸沉降前后的总有机碳

质量浓度结果比较

Figure 4 Comparison of total organic carbon in solution

before and after lipopeptide being separated by

acid deposition between treatments

不 同 小 写 字 母 表 示 处 理 间 差 异 显 著 渊P＜0.05冤 不 同 小 写 字 母 表 示 处 理 间 差 异 显 著 渊P＜0.05冤

由 于 重 铬 酸 钾 法 和 TOC 法 对 同 一 溶 液 的 测 定 结 果 存 在 差 异 袁 因 此 袁 计 算 差 值 时 必 须 以 同 一 种 方 法

测 定 的 结 果 计 算 遥 结 果 表 明 渊 表 2冤院 初 始 pH 值 为 5 时 培 养 基 中 菌 株 WK1 脂 肽 物 质 合 成 效 率 最 低 渊162

mg窑kg原1冤袁 二 氧 化 碳 排 放 量 也 最 少 渊205 mg窑kg原1冤曰 初 始 pH 值 为 6 和 7 的 培 养 基 中 菌 株 WK1 的 二 氧 化 碳

排 放 量 相 同 袁 显 著 高 于 初 始 pH 值 为 5 的 处 理 渊P＜0.05冤袁 但 初 始 pH 值 为 6 的 培 养 基 中 菌 株 WK1 脂 肽

物 质 合 成 效 率 高 于 初 始 pH 值 为 7 处 理 袁 因 此 袁 初 始 pH 值 为 6 的 培 养 基 为 最 佳 遥 由 于 初 始 pH 值 为 6

图 1 培养基不同初始 pH值脂肽类物质的重

量法和差减法结果比较

Figure 1 Comparison on lipopeptide production measured by

weight methods and OC difference methods

不 同 字 母 表 示 处 理 之 间 差 异 显 著 渊P＜0.05冤 图 2 不同初始 pH 值的 Landy 培养基内

pH值随发酵时间的动态变化

Figure 2 Dynamics of liquid pH with increasing time of

fermentation between different initial Landy

medium pH
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的 处 理 二 氧 化 碳 排 放 量 较 高 袁 后 期 实 验 可 探 索 初

始 pH 5 和 pH 6 之 间 菌 株 WK1 脂 肽 物 质 合 成 效 率

的 变 化 袁 有 可 能 找 到 二 氧 化 碳 排 放 量 较 低 袁 但 又

不 影 响 脂 肽 物 质 合 成 效 率 的 pH 值 遥

3 结论与讨论

解 淀 粉 芽 孢 杆 菌 WK1 获 得 较 高 产 量 脂 肽 物 质

的 最 佳 培 养 时 间 为 72 h袁 比 许 多 已 报 道 的 芽 孢 杆

菌 长 遥 不 同 细 菌 的 生 长 速 度 不 同 袁 最 佳 培 养 时 间 有 差 异 袁 而 同 样 是 芽 孢 杆 菌 袁 生 长 速 度 也 存 在 较 大 差

异 遥 车 晓 曦 等 咱18暂 得 到 解 淀 粉 芽 孢 杆 菌 SAB1 菌 株 最 佳 发 酵 时 间 为 26 h袁 王 帅 等 咱19暂 发 现 枯 草 芽 孢 杆 菌

Bacillus subtilis G1 发 酵 38 h 时 脂 肽 产 量 最 高 袁 洪 鹏 等 咱20暂发 现 解 淀 粉 芽 孢 杆 菌 HF鄄01 菌 株 培 养 48 h 对 柑

橘 绿 霉 病 菌 Penicillum digitatum 拮 抗 效 果 最 佳 遥 相 比 而 言 袁 WK1 的 生 长 速 度 相 对 较 慢 袁 获 得 较 高 脂 肽 产

量 的 发 酵 时 间 为 72 h袁 与 解 淀 粉 芽 孢 杆 菌 MH17 最 优 发 酵 时 间 相 同 咱21暂遥

初 始 pH 值 为 5 条 件 下 微 生 物 脂 肽 物 质 合 成 效 率 和 二 氧 化 碳 排 放 量 均 最 低 袁 初 始 pH 值 为 6 与 7 条

件 下 二 氧 化 碳 排 放 量 渊700 mg窑kg原1冤 相 同 袁 但 pH 值 为 6 条 件 下 脂 肽 物 质 产 量 渊1 228 mg窑L原1 培 养 基 冤 和 脂

肽 合 成 效 率 渊234 mg窑kg-1冤 最 高 遥 由 此 可 见 院 WK1 菌 株 最 适 初 始 pH 值 为 6袁 而 不 同 解 淀 粉 芽 孢 杆 菌 菌 株

产 脂 肽 最 适 初 始 pH 值 不 同 袁 张 雷 咱22暂对 解 淀 粉 芽 孢 杆 菌 菌 株 15鄄1鄄1 的 培 养 条 件 优 化 研 究 发 现 院 初 始 pH

值 为 7 时 该 菌 株 产 脂 肽 物 质 产 量 以 及 培 养 液 D渊600冤 值 最 大 袁 陈 敏 等 咱23暂 在 对 解 淀 粉 芽 孢 杆 菌 菌 株

SC1150 发 酵 条 件 优 化 时 发 现 最 适 初 始 pH 值 为 6.5遥

重 量 法 与 差 减 法 测 定 的 不 同 处 理 的 脂 肽 物 质 产 量 规 律 相 同 袁 从 高 到 低 依 次 为 pH 6袁 pH 7袁 pH 5袁

两 者 的 相 关 系 数 为 0.563 2渊n=9冤袁 但 相 同 初 始 pH 值 条 件 下 差 减 法 所 得 的 脂 肽 物 质 产 量 均 高 于 重 量 法 遥

可 见 袁 差 减 法 是 评 价 脂 肽 产 量 的 简 单 快 速 而 有 效 的 方 法 遥
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