
无 锡 轻 工 大 学 学 报 第 15 卷第 1 期38

表 6 气相色谱数据分析

样 品 号 1 #

样品 2
井

样品

进样量 ( 拼l ) 0
.

2 2
.

0

保留时间 ( mi n) 8
.

3 8 2 7
.

2 9 0

峰面积 0
.

4 0 0 9 2
.

3 6 4 3

糖名称 阿拉伯糖 鼠李搪

糖含量 ( n、 g) 10
.

13 2 0
.

1 6

糖
:

配墓 (摩尔比 ) 0
.

93
: 1 0

.

9 5
: l

糖类型 定性用 保留时间推 出] [s

糖含量 采用
“

峰 面积计算法
”
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犷
鳅
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2
称

P ha一 鼠李糖

2
耳

样 品

样品分子结构推断图

3 结 语
1) 由定性分析 (重要颜色反应 )

,

得知黑米色素主要是花色昔类化合物
,

它在溶液 中

以 4种结构存在
,

这些结构的相对 比例
,

依据 p H 值变的变化而变化
,

其中以 2
一

苯基苯并毗

喃阳离子最稳定
,

而醇型假碱型最不稳定
。

2) 纸层析 (P C )技术用于花色素类化合物的分离与提纯
,

效果理想
,

分析 出黑米色素

是 由 5种花色昔化合物组成
。

3) 实验证 明
,

采用纸层析
、

紫外可见光扫描及气相色谱对花色昔类化合物的结构进行

解析
,

结果表 明 1 “

样品为 C y a in id n 一

3
一

鼠李糖昔
、

2 ”

样品为 P e o in d i n
一

3
一

阿拉伯糖昔
,

这种分

析方法方便
、

易行
、

准确
,

尤其是将 G C 技术引入此类化合物的鉴定是具有先进性的
。

4) 其他黑色植物黑色素的分析可借鉴本分析方法
。
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1 材料和方法
1

.

1 菌种

H g dr og e, ` o v ` b r i o m a r i , , u s M H
一

1 20 由微生物利用研究室提供

1
.

2 培养基 ( g l/ )

K : H P O
; 2

.

0
,

K H
: P O

; 1
.

0
,

( N H
;
)

2
5 0

; 5
.

0

N a C I 2 9
.

3
,

M g S O
4 ·

7 H
Z
O 0

.

2
,

C a C I
: 0

.

0 1

F e S O
` ·

7 H
Z
O 0

.

0 1
,

N ISO
4 ·

7 H Z
O 0

.

0 0 0 6

微量元素混合液
’

Zm l/ l
,

p H 6
.

5

L 3 培养方法及条件

1
.

3
.

1 种 子 培 养 10 m l 培 养 基 在

l o om l 具塞烧瓶 中
,

用 H
Z 、

0
2 、

C O
:

以 7

: 1 : 1 的混合气体 充气 后
,

37 C 条件培

养 24 h 后
,

取 l m l 接入 内装 50 ml 培养基

的烧瓶中
,

同样充 H
Z 、

O
: 、

C O
Z

混合气体
。

3 7 C 培养 1 2 h
.

1
.

3
.

2 2
.

OL 台式发酵罐 培养 2
.

O L

发酵罐 (东京
.

L a b ot ce h 公司 ) 内装 1
.

O L

培养液
,

10 % 接种量
、

搅 拌转速 I 0 0 0 r

/

m in
,

用带热质流量计的台式气体混合器

( U
e s h ;

m a
公 司 ) 控制 产生 H

Z 、

0
2 、

C O
Z

混合气体
,

p H 调 控用蠕动 泵 自动流加
。

3 7 C 培养
。

发酵装置 见图 2
.

微量元素混合物液组分
:
( m g / L )

M a O
3 1

.

0 ; Z n S O
; ·

7 H Z
O 7

.

0 ; C u SO
;

H 3 B O
3 1

.

0 ; M n S O
; ·

S H Z
O 1

.

0 ; C o C 1
2

冷却水

出气

取样

传感器

气体混合器
蠕 动泵

口口口口口口口口
口口口口口
一一一一

鉴
,,

( p H 调节 )

图 2 2
.

0 L 发酵铭及发酵装置示意图

·

S H Z
O 0

.

·

6 H Z
O 1

.

L 4 分析方法

1
.

4
.

1 细胞生 长的 .mJ 定 用浓度法在 5 40
n m 下进行测定

。

干细胞重量用一个验证过的公

式来计算
,

即 O D 1
.

。 一 0
.

4 7 1 m g 干细胞 /m l
.

1
.

4
.

2 溶解氧的 测定 用带氧探头的溶解氧分析仪测定
。

1
.

4
.

3 多糖的刚定 用硫酸一酚显色法进行测定川
。

1
.

4
.

4 糖原的 沮」定 收集细胞
,

在 I OO C条件下用 Zm o l H C I 水解 6h 后
,

1 2 O0 0 r / m i n 离心

sm
l n 去除碎片

,

取上清液用玻璃纤维 流过滤去除一些细小的颗粒
,

再用 Zm ol N a 0 H 中

和
,

加入等量磷酸溶液 ( p H 7
.

0 )
,

最后用 G O D (葡萄糖氧化酶法 ) k i: ( W a k o P u r e C h e m i e a l

iL d )测定葡萄糖含量
。

1
.

5 多糖物质的分离与纯化

见附图
。
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2 结 果
2

.

12
.

OL发酵罐中 M H
一

10 1的高浓培养

M H
一

10 1是好氧性菌
,

但 由于氢化酶对

氧的 敏感性
,

过高的氧对其生长产生抑制

作用
; M H

一

1 10 为海洋微生物
,

海水 中金属

离子的含量是微生物生长的重要营养源
。

作

者选择 F e ,十 ,

M g ,十

离子
。

菌体的生长与溶解

氧的消耗情况见图 .3

M H
一

1 1 0 菌在接种后很快 进入对数生

长期
,

基本上没有滞后期
。

培养到 1h3
,

菌体

生长到 O
.

D 值为 4 左右时
,

就趋于停止
,

溶

解氧 的消耗也停止
,

但尚未消耗殆尽
。

此时

加入 0
.

Z g F e s O
; ·

7H
:
O (箭头 A 处 )

。

菌体

的和溶解 氧的消耗又可重新开始
。

生长到

O
.

D 值 20 左右
,

即 9
.

4 29 干细胞 / L
,

培养

HHH Z : 0 2 : C 0 222

888 : l · lll

川川川、、 ` 一 `̀

5
.

0

刁
.

。 它

3
·

。 辰
2

.

。

聋
1

.

0

.0众众.5L
,dq̀,1

(óuo甲帅)
.

a
.

0

0 5 10 15 2 0 2 5 3 0

培养时间 ( h)

图 3 M H
一
1 10 培养过程中 eF

` 十
添加菌体生长变化

箭 头 A 处
,

添加 0
.

Z F e S O
` ·

7 H
:
( )

1 表示 O
.

D 值 2 表示溶解氧

时间 30 h 就结束
。

在 eF
, 十

离子成为限制性生长因素之 前
,

h5 时加入 F e S O 4
·

7 H Z
O

,

见图 4
.

之后生长旺盛
,

溶解氧消耗 迅速
。

在溶解氧降至 IP p m 左右时
,

将混合气体组分 由 H
: ,

0
2

:
C O

Z
一 8 , : 1 : 1 调整到 7 : 2 : 1

,

即增加了发酵液中溶解氧的含量
。

1 h3 菌体生长超 过

O
.

D 值 10
.

之后耗氧和菌体生长又趋于停止
。

在 1 h6 加入另一限制性 因素 M g
Z十 ,

即 M g
-

5 0
` ·

7 H
2
0 (箭头 B 处 )

。

菌体生长和耗氧又恢复
。

在 3 h0
,

结束发酵时 0
.

D 值达 30 以上
。

菌体得率在 1 4 9 / L
.

在 h5
、

h7
,

eF
Z十 、

M g
, +

成为限制生长因素之前 就加入
。

见图 5
.

也就是溶

HHH Z , 0 2 ’

四
2 H Z , 0 2 ’

co
:::

sss
:

川
’

1 7 :
2 门门
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HHH Z , 0 2 , C?
, H : ’ 0 2 ’ c o ,,

sss : l : 1 1 7 :
2

: lll

户户户气气吸 _ 。 _ _ 。
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.50.30旅.l0

5
.

0

4
.

0 八

注

3
.

0 合

2
.

0 城
淮

1
.

0 班

八任台è屏盛块

巴J(三uo呻的)

培养时间 ( h) 培养时间 ( h)

图 4 M H
一
1 1 0 培养过程中 eF

, +

添加与菌体生长变化

箭 头 A 处
,

添加 0
.

Z g F
e
s ( )

4

箭头 B 处
,

添加 2
.

o g F
e
s ( )

4

.

7 H
)

( )

·

7H
2 ( )

表示 O
.

D 值 2 表示溶解氧

图 5 M H
一
1 1 0 培养过程及添加 r e , +

、

M g , +
增加氧气比例与菌体生长

箭头 A 处
,

添 加 0
.

Zg F e S ( )
` ·

7 H 2 ( )

箭头 B 处
,

添加 2
.

o g F
e
S ( )

4 ·

7 H
2
( )

l 表示 0
.

D 值 2 表示溶解氧
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解氧不低于 I Pp m 之 前
。

可见在 h 9溶解氧降至 I Pp m
.

1h 0菌体生长至 O
.

D值为 0 1
.

此时
,

调整混合气体组份
,

增加 混合气体中氧的组份
。

3 h0 后
,

菌体生长可达到 O
.

D 一 40
,

即 18
.

84 9 干细 胞 / L
.

2
.

2 M H
一

1 1 0 培养过程中多糖的生成

在 M H
一

1 10 培 养过 程 中
,

观察到它

可以积累一种 多糖物质
,

见图 6
,

随着菌

体生长接近 对数期后期
,

菌体 的多糖物

质开始生成
,

在细胞的平 衡期
,

多糖物质

迅速增 长
,
4 h0 时达最 高值 5

.

7 9 / L
,

占

细胞干重的 30
.

26 %
.

2
.

3 多糖物质成分的研究

l) 对开始产生多糖的菌体跟踪取

样
,

用印度墨水染色镜 检
,

排除菌体荚膜

多糖的可能后
。

将 1
.

Z L 发酵罐培养的发

酵液进行多 糖物质的分离和纯化
,

得到

1
.

44 9 颗粒物质
。

2) 纯化 的多糖 物质可 以溶 于水
,

在紫 外分光 光度计 上 Z O o n m 至 3 0 0 n m

间均 没有任何吸收
。

可以排除是核糖和

芳香族化合物 的可能性
。

H Z名0 2 :

8 : l : 1

H Z : 0 2 : C 0 2

7 . 2 : l

ǎ日合à屏跳边八司\巴犯钱
2 比

.
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、、o、

o几r-
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AI尸勺从

》 尤 ,
_ _一 。

一柔
_ _。

5
.

0

4
.

0

3
.

0

2
.

0

搜
.

0

·

0

503020.10-5L..00住

(日uo呀的)
.

0
.

0

0 5 1 0 1 5 2 0 25 3 0 3 5 40 4 5 5 0

培养时间 ( h)

图 6 M H
一
1 10培养过程中 F e , + 添加

与菌体生长与多糖含且变化

箭头 A 处
,

添加 0
.

Z g F e S O
4 ·

7 H 2( )

箭头 B 处
,

添加 2
.

o g F e S O
。 ·

7 H ZO

1 表示 O
.

D 值

3 表示溶解氧

2 表示多糖含量

3) 用 S e p h a or se C L
一

4 B 凝胶过滤
,

从洗脱曲线看 出
,

在 4 9 0 n m 下
,

有个单一吸收峰
,

分子量大约为 5 又 106 道尔顿
。

4) 本研究室用 H IP
一

C 和 T C L 分析了水解后的多糖
,

证明 只有一种成分— 葡萄糖
,

可以推测为 M H
一

1 10 菌体内的糖原物质
。

5) 观察 M H
一

1 10 培养过程中糖原的变化结果 (见图 8) 可知糖原 的变化与多糖变化的

趋势相吻合
。

40 h 的培养葡萄糖最高可达 4
.

59 / L

3\巴争称椒二\巴蜂嘛
5 0

,

0

3 0
.

0
2 0

.

0

乙黔撰址卫
三

~

羚毛
二二
兽

000000巳乐车3么七心
~ 1 .0

山 l
·

0

6 0
.

5

0
.

1

.5日。O的节à

nUJ,.0

椒摘任占霉炭

4刀 5 0 6 0 7 0 8 0 9 0 10 0 1 1 0 1 2 0

组分 ( 4m l ) 培养时间 ( h)

图 7 多糖物质在 s e p h a r o s e e L
一
4 B

凝胶柱上洗脱图谱

图 8

表示 ( )
.

IJ 值

菌体生长与多糖
、

葡萄糖的形成

表示多糖含量 3 表示溶解氧
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3 讨 论

1) 氧对 M H
一

1 10 生长是必须的
,

但在

混合气体中的比例超过 40 %
,

都不能生长
,

有些只能在 10 %以下才能 生长
。

因此氧的

高
、

低对氢氧化细菌都是限制性 因素
。

也是

M H
一

1 10 生长的一个重要因素
,

M g , +
被认为

与产物代谢有着密切的关系
。

2) M H
一

1 10 菌用来利用二氧化碳和产

生多糖可能性分析 M H
一

n o 菌是 一株专

性化能 自养菌
。

培养基的成分在海 水中都是

富含的
。

氧气和二氧化碳是空气的成分
,

混合

气体中最主要 的成斗是氢气
,

而海洋中氢的

过饱和现象是普遍存在的
。

海水中可以分离

到它
,

也证实了这 一点
。

进一步的工作是用

海水为培养基来生产菌体和多糖的研究
。

3) M H
一

n o 是 异养菌
,

它无法利用胞

外的葡萄糖
。

如果在缺乏 碳源— 二氧化碳

时
,

它能否利用胞 内所积累的糖源或葡萄为

碳源 ? 糖原在其体内是如何代谢的应进一步

研究
。

附图
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.
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u r e e o n d i t io n , e e l l d e n s i t y r e a e h e d 1 8
.

8 4 9 / L
.

I n t h
e

m e a n t im e ,
t h e g e n e r a t i o n o f a k i n d o f p o l y

s a e e h a r 一d e ,

w h 一e h e a n b e a e e u m u l a t e d i n v i t r o

u p r o 3 0
.

2 6 % o f e e l l d
r y w e i g h t

,

w a s o b s e r v e d
.

T h
o
p o l y

s a e e h a r id e w a s i s o l a r e d
,

p u r i
-

f i e d a n d id e n r i f i e d a s i n t r a e e l l u a r g l y e o g e n
.

S u b j e e t
一

w o r d s M a r i n e b a e r e r i u m ; C a r b o n d io x i d e ; P o l y
s a e e h a r id e


