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摘要!在悬浮培养体系中"采用浊度法测定白腐真菌的浓度"首先确定了 !!".1作为测定白腐真菌菌液吸光度的波长"通

过确定菌体浓度与吸光度之间的函数关系"绘制标准曲线"可以快速$准确的得到待测悬浮培养体系中白腐真菌的浓度"进而绘

出白腐真菌在液体培养环境下的生长曲线# 同时"对不接种不离心的培养液$高速离心后的上清液$高速离心后的上清液稀释

)"倍的 ! 种液体测定了其吸光度值"结果表明"悬浮培养体系中的色素对菌体浓度的测定有一定影响"可通过对培养液稀释来

降低该类影响#
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;;在微生物学研究中"生物量的测定是确定微生

物培养过程中菌体生长动力学和深入研究微生物代

谢调控的基础# 常规测定菌体浓度的方法有多种"

如离心法$浊度法())

$显微镜直接计数法(()

$重量

法(!)

$血球计数板计数法(=)等"每种方法都有其特

定的适用范围和优缺点# 对于悬浮培养液没有固体

颗粒和色素产生的体系"浊度法具有简单$迅速且可

连续测定的特点"非常适用于实际生产监控# 白腐

真菌由于其降解功能表现出高效$低耗$适用性强等

特点(B)

"已经被应用于染料(R @Q)

$垃圾渗沥液(<)

$五

氯酚(#)

$>c>炸药废水()")等的降解# 本文主要采用

浊度法研究测定培养液对吸光度值和白腐真菌

&N029%@-+9C7.E2"以下简称 X̀m菌'生长曲线测定

结果的影响"确定白腐真菌的生长曲线"最终获得悬

浮培养体系中白腐真菌的准确浓度"为白腐真菌培

养条件的综合调控提供有利的参数因子#

9:实验原理

采用浊度法测定悬浮培养体系中白腐真菌的浓

度!当光线通过微生物菌悬浮液时"菌体的散射和吸

收作用使光线的透过量降低# 在一定的范围内"细

胞浓度与透光度成反比"与吸光度成正比# 应用该

方法首先确定由细胞所造成的最大吸收峰"然后用

一系列已知浓度的菌悬液测定吸光度"作出吸光

度-菌体浓度&A-/'标准曲线# 从标准曲线查出

对应的吸光度值即可换算出培养液中菌体的

浓度()) @)!)

#

<:实验材料与方法

<;9:菌种来源

实验所用菌种为自行培养的白腐真菌"其选育

方法是在土壤中埋入长有白毛状菌丝的腐烂木块"

培养一段时间后"在木块上用灭菌后的接种环挑取

白毛状菌丝接种到特定培养基上分离$纯化$培养#

<;<:仪器设备

$[m@)B"H@J型振荡培养箱$bm?@Y$@$

,

型

全自动立式电热压力蒸汽灭菌锅$$`@/Z@)g型

*"#*
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无菌操作台$AY("=@6/型电子天平$`glG\@("""

型紫外可见分光光度计$bmZ@(A型电动离心机等#

<;=:培养基

综合马铃薯培养基!取去皮马铃薯切成小块"称

<" E"放入烧杯"加入 B"" 1Y蒸馏水"在 <"a恒温水

浴中煮沸 !" 12."边煮边搅拌"然后用纱布过滤"滤

去马铃薯块"在滤液中加入 )X( EiM

(

[U

=

后倒入

) """ 1Y烧瓶中"加蒸馏水至标线"在高温高压

&)()a'下灭菌 (" 12."再加入经紫外光灭菌的葡

萄糖 )" E"&M取自然状态#

<;B:培养条件

将上述培养基冷却至 =B B̂"a"然后分装到经

高温灭菌的 (B" 1Y锥形瓶中"用接种环挑取 ) 环保

存于试管中的 X̀m菌到装有蒸馏水的试管 &经

)()a灭菌 (" 12.'中"摇匀"稀释到适宜浓度后静

置 B 12."用微量移液管移取 ) 1Y上清液至装有培

养基的锥形瓶中"用 = 层纱布和 ) 层滤纸封口"恒温

摇床振荡培养&!"a"转数 )=" -W12.'#

=:实验结果与分析

=;9:最大吸收峰的确定

取 !"a恒温摇床振荡培养 ( , 的 X̀m菌菌液

)" 1Y"用浓盐酸调节 &Md!"抑制菌体的继续生长"

利用紫外可见分光光度计在 (#" B̂"" .1波长内进

行测量"选出最大吸收峰# 经测定实验所测波长与

吸光度的关系曲线见图 )#

图 );波长与吸光度的关系曲线图

从图 ) 中可以看出"在 !!" .1处"菌液的吸收

峰达到最大值"因此选用 !!" .1作为测定菌液吸光

度的波长#

=;<:培养液中色素的影响

悬浮培养体系中测定浊度时的主要影响因素是

综合马铃薯培养基的黄色色素"因此"在 X̀m菌培

养过程中"取不同培养时间的培养液"用浓盐酸调节

&Md!"分别取不接种不离心的培养液$高速离心后

的上清液$高速离心后的上清液稀释 )" 倍的 ! 种液

体"在 !!" .1下测其吸光度"结果见图 (#

)-高速离心后的上清液稀释 )" 倍%(-高速离心后的上清液%

!-不接种不离心的培养液

图 (;培养液中色素的影响曲线图

由图 ( 表明" X̀m菌在连续培养 =< 0 过程中"

上述 ! 种液体的变化趋势一致"只是在数量上存在

一定的差异"可以确定%培养基的色素基本保持不

变"培养基的色素对菌体浓度测定的影响可视为恒

定# 当离心后的上清液稀释 )" 倍后"其吸光度值接

近零"因此可将培养液稀释 )" 倍后采用浊度法测定

悬浮培养体系中白腐真菌的浓度#

=;=:标准曲线的绘制

!X!X);重量法测菌液浓度

取液体培养基培养 =< 0 的菌液进行该组实验#

将一支离心试管置于干燥箱中烘干至恒重"自然冷

却后用电子天平称其质量# 准确量取 )" 1Y X̀m

菌菌液"调节 &Md!"送入离心机进行离心分离

&= """ -W12.")B 12.'"倒去上清液"加无菌水"再一

次离心分离"倒去上清液"将菌体送干燥箱烘干至恒

重"自然冷却后取出称量"得到培养液中菌体的真实

浓度#

!X!X(;测定系列标样的吸光度

取与重量法同一白腐真菌菌液 "XB$)X"$(X"$

(XB$BX"$<X"$)"X"$)(XB 1Y"定容至 (B 1Y比色管

中"以 ) 31比色皿比浊"波长 !!" .1"分别测其吸

光度# 实验所测数据见表 )#

表 9:菌液浓度与吸光度的关系

体积W1Y 稀释倍数 菌液质量浓度WE*Y

@) 菌液吸光度

"XB B"X" "X)!R "X"")

)X" (BX" "X(Q( "X"!<

(X" )(XB "XB== "X)"R

(XB )"X" "XR<" "X)!)

BX" BX" )X!R" "X!R<

<X" !X) (X)QR "XQ!<

)"X" (XB (XQ(" "X#)<

)(XB (X" !X="" )X"#)

*)#*
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!X!X!;标准曲线的绘制

以菌体浓度为横坐标"其对应的系列标样吸光

度为纵坐标"绘制A@/标准曲线# 结果见图 !#

图 !;菌液浓度与吸光度的关系曲线图

回归方程为,d"X!B()>@"X"Q(#"R

(

d"X##!#"

线性关系良好#

=;B:菌体浓度的测定

将不同培养时间的待测菌液按 =;=;< 中的相关

步骤操作"测得吸光度"通过图 ! 查出菌体浓度值"

再乘以相应稀释倍数"即可得到菌液浓度# 也可通

过回归方程计算#

=;C:生长曲线的绘制

将 X̀m菌接种于装有 )"" 1Y综合马铃薯培养

液的锥形瓶中恒温摇床振荡培养"培养条件!!"a$

)=" -W12."从 " 时刻开始"每隔一段时间取培养液

稀释 )" 倍后在 !!" .1下测其浊度"记录实验数据"

从标准曲线查出对应的吸光度值即可换算出培养液

中菌体的浓度"以时间为横坐标"菌体浓度为纵坐

标"则白腐真菌 X̀m的生长曲线如图 = 所示#

图 =;白腐真菌 X̀m的生长曲线图

由白腐真菌 X̀m的生长曲线图可以看出"经过

)R< 0的培养"" =̂< 0内菌液浓度缓慢增长"=< #̂R

0内菌液浓度快速增长"到 #R )̂== 0达到最大值且

在这段时间内基本保持稳定不变"之后菌液浓度下

降# 由此说明"" =̂< 0 为白腐真菌的适应期&迟缓

期'"=< #̂R 0为白腐真菌的对数生长期"#R )̂== 0

为白腐真菌的稳定期")== 0以后为衰亡期#

B:结论

&)'确定了白腐真菌 X̀m在悬浮培养体系中

的最大吸收波长为 !!" .1%

&('悬浮培养体系中的色素对菌体浓度的测定

有一定影响"可通过对培养液稀释以降低该类影响%

&!'对白腐真菌 X̀m进行了生长曲线的测定"

由生长曲线图可以看出" X̀m菌经历了适应期$对

数生长期$稳定期和衰亡期 = 个时期"这与一般微生

物的生长周期一致"与固体培养基上的 X̀m菌生长

情况保持一致"说明了该种方法的准确性"也为确定

悬浮培养体系中白腐真菌的浓度提供了依据%

&='将白腐真菌 X̀m菌液稀释 )" 倍后"用浊

度法测定悬浮培养体系中 X̀m菌的生物量快速方

便"准确度高#

参考文献

()) 贾士儒'生物工艺与工程实验技术(*)'北京!中国轻工业出版

社"(""('

(() 沈萍"范秀荣"李广武'微生物学实验(*)'北京!高等教育出版

社")###'

(!) 孙悦迎'食品微生物(*)'北京!中国商业出版社")##)'

(=) 牛天贵'食品微生物学实验技术(*)'北京!中国农业大学出版

社"(""('

(B) 李慧蓉'白腐真菌及其技术的潜在工业应用(Z)'工业微生物"

)##R"(R&('!!B @!#'

(R) 金敏"李君文'白腐真菌处理染料废水的研究进展(Z)'环境污

染治理技术与设备"(""!"=&!'!B= @B<'

(Q) l04.Eg*"=C)A'J%F%5+&1%.9+CK2+-%439+-8:89%18C+-,%3+5+-2P4O

92+. +C+-4.E%

,

782.EN029%-+9C7.E78(Z)'D.P:1%s*23-+K245

>%30.+5+E:")###"(=&)W('!=< @B!'

(<) 高航"徐宏勇"刘勇弟'白腐真菌附着式生物膜反应器处理垃圾

渗沥液技术研究(Z)'环境科学学报"(""="(=&('!!"# @!)='

(#) [455%-54$"/041K%-8h['h%439+-,%F%5+&1%.9C+-K2+,%E-4,492+.

+C&%.94305+-+&0%.+5(Z)'/4945:828>+,4:")##<"="!)"! @)))'

()") 何德文"肖羽堂"周申范'白腐真菌处理难生物降解的有机废水

研究(Z)'工业水处理"(""""("&!'!)R @)<'

())) 熊海燕"王为国"王存文"等'介绍测量菌液浓度的一种方法

(Z)'四川食品与发酵"(""!&='!=B @=R'

()() 谢涛"廖安平"黄春妤"等'浊度法快速测定甘露醇发酵液中的

生物量(Z)'广西民族大学学报!自然科学版"(""<")= &!'!

QB @QQ'

()!) 杨广'液体培养条件下细菌浓度两种测定方法比较(Z)'微生

物学杂志"(""B"(B&='!Q) @Q('

&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&

&
&
&

&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&

&
&
&

'

'

'

'

!

!!$现代化工%欢迎广大作者踊跃投稿"投稿信箱!"#$%#&'"$()*+,*-+#("增刊投稿信

箱!.&/*01%#&'"$()*+,*-+#(*

*(#*


