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摘要!根据透明质酸!

T+

#发酵过程中基质的变化情况"对发

酵培养基进行不同倍数的稀释"研究稀释后的发酵培养基对

不同方法测定
T+

结果的影响$结果表明'发酵培养基对

a2FF@G/\C2G

法%

bP+a

浊度法和
bP+a

法的测定结果均有影

响"其中对
bP+a

浊度法的影响最为显著"根据发酵培养基

对
T+

测定的影响对结果进行校正"发现经过校正的试验数

据更能真实反应发酵过程中
T+

的生成情况$

关键词!发酵培养基&透明质酸&测定方法&模拟发酵
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透明质酸!

K

4
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%

T+

#%又名玻璃酸%是一种线

性*无支链多糖%由
*

/]/

葡萄糖醛酸和
>/

乙酰基
/]

氨基葡糖

反复交替生成(

'

)

&

T+

因为具有良好的保湿性和粘弹性%而

被广泛应用于医疗保健*食品和高档化妆品等领域(

;<(

)

&目

前%

T+

可以通过微生物发酵法生产获得%对于其产量和质

量的测定方法很多(

&

)

%但都不够准确%普遍采用的测定方法

为
a2FF@G/\C2G

法&该法显色明显%准确度较高%但前处理时

间长%使用的试剂有潜在的危险性&陈永浩等(

*

)根据
bP+a

!十六烷基三甲基溴化铵#与
T+

反应产生混浊的特性%通过

测定吸光值与浊度的关系来测定
T+

的含量%相对于
a2FF@G/

\C2G

法更加快速和安全&根据
bP+a

法预处理的不同%测

定
T+

可分为
bP+a

浊度法和
bP+a

法&有研究(

&

%

-

)表明%

发酵培养基中的葡萄糖*蛋白质*酵母膏和无机盐等物质对

两种方法的测量结果都有一定影响&葡萄糖作为一种单糖%

不与
bP+a

反应%对
bP+a

浊度法和
bP+a

法的影响较小%

相对误差在
;j

以内%但在
a2FF@G/\C2G

法中加入的浓硫酸会

使葡萄糖碳化%形成的色素对测定结果影响很大%在葡萄糖

浓 度 较 低 !

7'8;)

#

L

'

0̀

#时%引 起 的 相 对 误 差 可 达

''8Y-j

(

-

)

+低浓度的蛋白质对
bP+a

浊度法的影响较小%而

酵母膏所含的糖分和色素对
a2FF@G/\C2G

法的影响较大%但对

bP+a

浊度法和
bP+a

法的测定误差影响相对较小&

就以上各单因素引起的误差比较容易定量%研究成果也

较多%文程等(

Y

)利用改良
bP+a

浊度法测定了发酵液葡萄糖

对结果的影响%刘屹然等(

-

)研究了蛋白质*无机盐和酵母膏

各成分对
a2FF@G/\C2G

法和
bP+a

浊度法测量透明质酸的影

响%但葡萄糖*蛋白和酵母膏等培养基成分对透明质酸测定

结果的综合作用却未有报道&本研究拟以葡萄糖*蛋白胨*

酵母膏和无机盐等配制成的发酵培养基作为一个整体进行

研究%首先根据发酵过程中葡萄糖的变化情况对初始发酵培

养基进行不同倍数的稀释%再以稀释后的发酵培养基为研究

对象%研究发酵培养基对这
7

种测定方法的影响+再通过模

拟发酵过程中基质的变化情况%就发酵培养基对
T+

测量结

果的影响进行定量分析%并对发酵过程中
T+

含量的测定结

果进行校正%使校正后的结果更能准确反映发酵过程中
T+

的产生情况&
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材料与方法
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材料
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菌种

兽疫链球菌!
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#原始菌株"四

-



川理工学院生物工程学院保藏菌种&

'8'8;

!

主要仪器与试剂

紫外分光光度计"

P*

型%北京普析通用仪器有限责任

公司+

聚醚砜一次性针头式微滤膜"

)8(&

#

0

%天津市津腾实验

设备有限公司+

]>#

"

b%

级%成都市科龙化工试剂厂+

咔唑"

+$

级%北京化学试剂公司+

bP+a

"

+$

级%成都市科龙化工试剂厂+

透明质酸钠"外用级%山东福瑞达生物化工有限公司+

]/

葡萄糖醛酸"

+$

级%国药集团化学试剂有限公司+

其它试剂均为
+$

级&

'8;

!

方法

'8;8'

!

配制试剂
!

]>#

试剂%

)8;j

的葡萄糖标准溶液%

;))0

L

'

`

的葡萄糖醛酸标准溶液%

;))

#

L

'

0̀

的
T+

标准

溶液%

)8';&j

!

O

'

H

#的咔唑 试 剂%

;& 0

L

'

0̀

的
bP+a

试剂&

'8;8;

!

发酵培养基
!

葡萄糖
;j

%蛋白胨
'j

%酵母膏

)8&j

%

WT

;

%M

(

)8;j

%
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L
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!

葡萄糖的测定
!

]>#

法(

,<')

)

&

'8;8(

!

样品预处理
!

发酵液在
&)))G

'

02J

下离心
')02J

%

得上清液%将上清液适当稀释后%取样加入
;8&

倍的无水乙

醇%沉淀
7)02J

%于
&)))G

'

02J

离心
')02J

%用蒸馏水溶解

沉淀物%取沉淀物溶解定容得待测液&

'8;8&

!

T+

的测定

!

'

#

a2FF@G/\C2G

法(

''

)

"取
&0̀

浓硫酸置于试管中并冷

却至
([

%将
'0̀

待测液小心地置于浓硫酸层上%轻轻振摇

702J

%剧烈振摇
702J

%并使之在冰浴中不断冷却%然后沸水

浴
')02J

%冷却至室温%加入
)8;0̀

咔唑试液%再次摇匀%沸

水浴
'&02J

%冷却至室温%于
&7)J0

测定吸光值!

"

&7)

#%以未

经接种的培养基经相应处理后作为空白&

!

;

#

bP+a

浊度法(

*

)

"取待测液
'0̀

%准确加入
;0̀

bP+a

试液%轻轻振摇
7)02J

后%静置
')02J

%测定其在

())J0

时的吸光值!

"

())

#%以未经接种的培养基经相应处理

后作为空白&

!

7

#

bP+a

法(

&

)

"将预处理样品第
'

次离心的上清液用

)8(&

#

0

的滤膜过滤%稀释至
&

倍体积%调节
B

T

为
*8&

%加

入
'0̀

的
bP+a

试液%振荡%于
&)))G

'

02J

离心
')02J

%用

)8;0:3

'

`

的
>1b3

溶液解离沉淀
7)K

%往解离液中加入过

量乙醇%得
T+

沉淀%将沉淀用水稀释%测定其在
())J0

处

的吸光值!

"

())

#&

;

!

结果与分析
;8'

!

标准曲线

;8'8'

!

葡萄糖标准曲线
!

配制葡萄糖标准溶液%以蒸馏水

作空白%采用
]>#

法测定各样品在
&()J0

下的吸光值&以

吸光值为纵坐标%葡萄糖含量为横坐标%绘制标准曲线%见

图
'

&

图
'

!

葡萄糖标准曲线

?2

L

CG@'

!

PK@DF1JE1GE9CGO@:H

L

3C9:D@

!!

由图
'

可知%葡萄糖浓度与吸光值的线性回归方程为"

!V(8,;YR<)8)&)

%

L

;

V)8,,,-

%线性关系良好%能较好地

反应吸光值与葡萄糖浓度的正比关系&

;8'8;

!

葡萄糖醛酸标准曲线的绘制
!

配制葡萄糖醛酸标准

溶液%采用
a2FF@G/\C2G

法测
&7)J0

处的吸光值&以吸光值

为纵坐标%以葡萄糖醛酸浓度为横坐标%绘制标准曲线%见

图
;

&

图
;

!

葡萄糖醛酸标准曲线

?2

L

CG@;

!

PK@DF1JE1GE9CGO@:H

L

3C9CG:J29192E

!!

由图
;

可知%葡萄糖醛酸与吸光值的线性回归方程为"

!V)8'*,RU)8)''

%

L

;

V)8,,Y

%线性关系较好%能很好地反

应吸光值与葡萄糖醛酸的正比关系%

a2FF@G/\C2G

法测出的

T+

浓度可以用式!

'

#表示"

?

'

T

O

'

O

;

U

&

!

'

#

式中"

?

'

$$$

T+

浓度%

0

L

'

'))0̀

+

O

'

$$$标准曲线查出的葡萄糖醛酸浓度%

0

L

'

'))0̀

+

O

;

$$$

)8(*7

+

&

$$$稀释倍数&

;8'87

!

T+

标准曲线的绘制
!

配制不同浓度的
T+

标准溶

液%采用
bP+a

法测定在波长
())J0

处的吸光值%以
T+

浓度对吸光度作标准曲线%见图
7

&

!!

由图
7

可知%

T+

与吸光值的线性回归方程为"

!V

)8)&YRU)8)7)

%

L

;

V)8,,-

%线性关系良好%能很好地反应

吸光值与
T+

的关系&

bP+a

浊度法和
bP+a

法测出的

T+

浓度可以用式!
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#表示"
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图
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!

透明质酸标准曲线
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L

CG@7
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4
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!!

式中"

?

;

$$$

T+

浓度%

0

L

'

'))0̀

+

O

7

$$$标准曲线对应的
T+

浓度%

0

L

'

'))0̀

+

&

$$$稀释倍数&

;8;

!

透明质酸发酵过程中葡萄糖含量的变化

将
-)0̀

发酵液置入
&))0̀

摇瓶中%接种
'8&0̀

种

子液%在
;))G

'

02J

*

7*[

下培养%每隔
;K

取样%预处理得上

清液%用
]>#

法测定其中的葡萄糖含量%发酵过程中葡萄糖

的变化见图
(

&

!!

葡萄糖是
T+

发酵过程中主要的碳源%本试验通过葡萄

糖的变化情况来描述
T+

发酵过程中基质的变化&由图
(

可

图
(

!

T+

发酵过程中葡萄糖含量变化

?2

L

CG@(

!

PK@

L

3C9:D@3@O@3DECG2J

L

K

4

13CG:J29

192EH@G0@JF1F2:J

知%所配制的发酵培养基中葡萄糖的实际含量为
;8&j

%略高

于
;8)j

%说明在酵母膏*蛋白胨中也含有糖分&随着发酵的

进行%葡萄糖的含量经过短暂的延迟期后%进入快速消耗阶

段%发酵进行到
'*K

时%发酵进入稳定期%葡萄糖的含量趋

于稳定%这时葡萄糖的含量仅为
)8*j

&随着发酵的进行%基

质被消耗%培养基对
T+

测定的影响也有所不同&根据发酵

培养基中葡萄糖含量的变化趋势%将初始发酵培养基按照对

应葡萄糖浓度进行稀释%模拟发酵过程中基质的变化情况%

研究发酵培养基对
T+

含量测定的影响&将发酵时间
)K

的

葡萄糖浓度定义为
'))j

%根据图
(

对发酵培养基进行稀释%

结果见表
'

&

表
'

!

模拟不同发酵阶段培养基稀释液的配制

P1A3@'
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B
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B
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L
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编号

发酵过程

发酵时间'

K

葡萄糖实际

浓度'
j

定义葡萄糖

浓度'
j

模拟发酵过程

上清液'

0̀

蒸馏水'

0̀

葡萄糖浓度'

j
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!

发酵培养基对不同方法测定
T+

结果的影响

取表
'

中不同编号的稀释液分别采用
a2FF@G/\C2G

法*

bP+a

浊度法和
bP+a

法测值&将测得的发酵培养基的吸

光值代入标准曲线%计算出发酵培养基中的蛋白*糖类等因

素相当于
T+

的浓度%结果见图
&

&这种将吸光值代入标准

曲线求
T+

含量的方法%不仅能统一指标对
a2FF@G/\C2G

法*

bP+a

浊度法和
bP+a

法进行比较%而且可以对发酵液中的

T+

含量进行定量的校正&

!!

由图
&

可知%在发酵过程的前期%

')K

前%培养基的浓度

较大%影响显著%对于过程研究的试验%需要消除这部分影

响%所得结果才能准确地反应发酵过程中目的产物的产生情

况+随着发酵的进行%基质含量降低%影响越来越小%

'*K

后

的影响几乎可以忽略&虽然发酵培养基对这
7

种测定方法

的影响趋势相同%但显著性有差异%其中对
a2FF@G/\C2G

法的

影响最小%对
bP+a

浊度法的影响最为显著&通过
bP+a

浊度法和
bP+a

法的比较可知%样品经过
)8(&

#

0

的滤膜过

滤%可有效降低发酵培养基对
T+

测定的影响%而且试验表

明用
)8(&

#

0

的滤膜处理标准品不会对
T+

产生影响&

;8(

!

T+

发酵过程中测定结果校正

将
-)0̀

培养基置于
&))0̀

摇瓶中%接种
'8&0̀

种

,

第
7;

卷第
;

期 赵兴秀等"发酵培养基对不同方法测量透明质酸结果的影响
!



子液%在
;))G

'

02J

*

7*[

下培养
;)K

%其中每隔
;K

取样%分

别采用
a2FF@G/\C2G

法*

bP+a

浊度法和
bP+a

法测定发酵

液中的
T+

浓度%并根据图
&

的数据对
T+

发酵过程中不同

方法测得的试验结果进行校正%结果见图
*

&

图
&

!

模拟发酵培养基对
T+

测定结果的影响

?2

L

CG@&

!

PK@@HH@9F:HE2HH@G@JF0@FK:EDECG2J

L

D20C31F@

H@G0@JF1F2:JH@G0@JF1F2:J

图
*

!

校正前后
T+

的含量

?2

L

CG@*

!

T+3@O@3DA@H:G@1JE1HF@G9:GG@9F2:J

H@G0@JF1F2:J

!!

由图
*

可知%

bP+a

浊度法和
bP+a

法校正前的曲线不

能正确地反应发酵过程中
T+

的生成情况%

a2FF@G/\C2G

法校

正前虽能反映大体趋势%但发酵前期的结果偏大%与实际情

况明显不符&将不同方法测得的发酵过程中
T+

的含量根

据图
&

进行校正%校正后的曲线比较接近%而且结果能更有

效地反应发酵过程中
T+

的生成情况&

7

!

讨论
大多的液体发酵培养基都要求基质丰富%以满足微生物

的生长需求&这种复杂的组成可能会对目的产物的测定有

所影响%影响因素不仅包括蛋白和糖类物质%还有无机盐等&

在一些纵向比较的试验中%如果培养基的消耗一致%引起的

误差相同%就不会影响对结果的分析&而在一些过程研究的

试验中%由于不同阶段基质的消耗情况不同%引起的误差也

会不同%如果不对测量结果进行校正%就不能对试验结果进

行正确的分析&本试验根据发酵培养基中葡萄糖的变化来

近似模拟基质的变化%是因为葡萄糖是主要的碳源物质%跟

基质变化有一定的相关性&

本试验通过研究测定
T+

的
7

种常用方法%并对由培养

基引起的误差进行了定量分析&结果表明%校正后的试验数

据更能准确真实地反应在发酵过程中
T+

的生成情况&
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