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摘　要　研究苏云金杆菌发酵过程诸多参数的变化对提高产品毒力很有意义。在 5 L 发酵罐对

B t8010 菌株进行培养, 对发酵全过程的各参数包括葡萄糖消耗, 细胞数和生物量增长, 芽孢形

成, 溶氧和 pH 值变化等进行了详细的分析, 用不同浓度葡萄糖进行培养, 并对分批补料培养和

分批培养结果进行比较, 结果表明: 葡萄糖浓度对发酵结果的影响很大。发酵过程的不同阶段,

细胞的大小和结构各不相同, 流加葡萄糖可以使发酵结果芽孢数达到 1. 28×1010个ömL。
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全世界每年因病虫害造成的农业损失高达 1200 亿美元, 我国 1992 年仅棉铃虫危害一

项就造成棉花减产 30 % 以上, 直接经济损失超过 100 亿元, 化学农药虽然有显著的防治效

果, 但长期使用会使害虫产生抗药性, 同时也对环境和食物造成严重的污染。为了消除化学

农药的危害, 对生物农药的研究和开发在世界范围内引起了高度重视, 苏云金杆菌 (Bacillu s

thu ring ien sis)是最有前途的生物农药之一[ 1 ]。目前, 对苏云金杆菌的菌种选育, 基因工程, 培

养条件以及工业化生产已经有了很多研究, 但对于发酵的动力学和工艺方面, 还必须进一步

进行研究, 以提高工业发酵的水平。

1　材料与方法

1. 1　实验材料

菌种: 苏云金杆菌B t8010 菌株; 发酵培养基 (göL ) : 蛋白胨 1. 0, 酵母膏 2. 0, 无机盐

1. 0, pH 7. 0; 罐上培养条件: 温度 30 ℃, 搅拌转速 500 röm in, 供气量 1 L ö(L ·m in)。

葡萄糖的使用量作为一个考察因素根据需要而定。发酵实验过程中, 每隔一小时取样一

次进行分析, 测定残余葡萄糖浓度、细胞数、芽孢数、溶解氧量、光密度、pH 值, 而后将上述

各组数值作为纵坐标, 时间参数 t 为横坐标, 采用样条法绘图。

1. 2　培养装置

主要培养装置为B IO STA T B 5 L 玻璃发酵罐, (西德B. B raun 公司生产)。

1. 3　分析方法

芽孢计数以及细胞计数: 采用平板培养计数法; 发酵液中葡萄糖含量的测定采用 3. 5-
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二硝基水杨酸DN S 法; 生物量浓度采用干重及光密度法, 根据数据回归出在菌体生长阶段

光密度A 660与总生物量浓度之间的关系。

2　结果与讨论

2. 1　B t8010 间歇发酵实验

图 1　间歇发酵实验过程曲线

F ig. 1　T im e course of batch cu lt ivat ion

实验 1: 初始葡萄糖浓度为 0. 78 % , 间歇发酵结

果如图 1。从图 1 可见, 发酵过程: 第一阶段为细胞生

长阶段, 此时葡萄糖的消耗由慢逐渐变快, 在 5～ 8 h

之间消耗速度最快, 到了 9 h 消耗完毕, 此时的细胞数

为6. 6×109个ömL。之后虽然葡萄糖已消耗尽, 而细胞

数量继续上升, 直到 12 h, 达到最大 8×109个ömL。5

～ 8 h 葡萄糖消耗较快, 是由于细胞一方面吸收养分,

储存一部分碳源和能量, 细胞个体膨大; 另一方面细

胞分裂、增殖。在葡萄糖消耗完毕以后细胞数量继续

上升, 即细胞继续分裂、增殖, 这时细胞消耗前一段时

间积累的碳源和能量物质, 合成蛋白质、核酸等分裂、

增殖所需的大分子。这可以从光密度曲线得到证明, 即光密度曲线的上升与葡萄糖浓度曲线

的下降基本相对应。一般来说, 光密度曲线代表所生成的生物量, 细胞生长曲线的滞后则表

示细胞先长大后分裂, 这说明苏云金杆菌B t8010 的生长过程中其细胞结构并不是大小均匀

而是不断变化的。从溶氧曲线看, 发酵开始时 P O 2= 40 % , 1 h 后, 溶解氧量开始降低, 并且急

剧下降, 直至 5 h 降低到 P O 2 = 4 % , 表明此时的耗氧量最大, 生长代谢活动最活跃, 此阶段

维持时间仅仅 1 h 左右, 而后 P O 2很快上升。从葡萄糖的消耗曲线看, 葡萄糖直线下降的阶段

大约 4 h, 因此, 简单地用消耗代谢葡萄糖来解释溶解氧量降低的现象是不合理的。第二阶

段为细胞生长速度减缓阶段, 此时葡萄糖几乎已消耗尽, 光密度基本达到最高。但细胞数量

仍继续增长, 速度逐渐缓慢, 在 10 h 即葡萄糖耗尽之时, 用显微镜观察染色玻片, 可见有少

量细胞中有晶体形成, 而且开始有孢子形成。第三阶段为平稳阶段, 亦即孢子期, 此时细胞总

数不再增加, 光密度也基本不变, 发酵液的溶氧量基本不变约为 36 % , 孢子逐渐形成, 而后

孢子逐渐脱落, 细胞数量开始下降。随着细胞数量开始下降, 光密度也开始下降。此时镜检

的伴胞晶体数与芽孢数大致相同。第四阶段为孢子脱落期, 从 16 h 开始, 细胞逐渐溶解, 孢

子逐渐脱落, 直至 26 h, 细胞几乎完全消失, 孢子数达到最大, 光密度降低, pH 上升至最高,

发酵液的溶氧量上升至最高, 意味着在此阶段, 耗氧量降低。孢子数与先前的细胞数大致相

同。

实验 2: 将初始葡萄糖浓度提高为 10. 0 % 时, 其他条件与上述实验相同的情况下进行

间歇发酵培养, 结果表明, 菌体的生长良好, 最高菌体量达到 1×109个ömL , 但是产芽孢却受

到较大的影响, 培养后期菌体部分自溶, 最大芽孢浓度仅为 6. 4×109个ömL , 这表明过高的

初糖浓度会造成残糖浓度提高, 从而对产孢子产生抑制作用。

在不同的发酵阶段, 分别取 5 h (代谢旺盛期)、9 h (分裂旺盛期)、12 h (稳定期) 这三个

点的发酵液测定菌体干重, 做出耗糖量与菌体生物量的关系曲线, 结果如图 2。
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图 2　细胞干重与消耗葡萄糖的关系

F ig. 2　R elat ionsh ip betw een dry cell density

and gluco se consum ed

从图 2 可见: 1) 细胞干重量与耗糖量成直线

关系, 随着时间的推移, 耗糖量增大, 细胞干重也增

大。大约为线性关系。2) 在不同的发酵时间, 细胞

干重量与耗糖量之比约为 1∶1。3) 5 h 的单个细胞

重量大于 9 h 的单个细胞重量, 而 9 h 的单个细胞

重量大于 12 h 的单个细胞重量, 其重量分别为

0. 434m gö108 个, 0. 132m gö108 个, 0. 102m gö108

个。即 5 h 的单个细胞重量为 12 h 的单个细胞重量

的 4 倍。

2. 2　流加葡萄糖发酵实验

实验 3: 葡萄糖流加发酵实验。其初始条件与实验 1 相同, 发酵进行到 7 h 开始流加葡萄

糖, 流加量是 0. 92 gö(L ·h) , 共流加了 4 h, 到 11 h 结束流加, 总流加葡萄糖量 14. 7 g, 平均

流加浓度为 3. 7 göL。实验结果见图 3。将实验 3 与实验 2 相比, 可以看出, 在同样的物耗条

件下, 流加葡萄糖发酵的比不流加葡萄糖发酵的结果更好, 孢子量增加近一倍。

图 3　流加发酵实验过程曲线

F ig. 3　T im e course of fed batch cu lt ivat ion

从图 3 与图 1 相比可见, 由于流加了葡萄

糖, 细胞数量增大, 13 h 达到最大 1. 36×1010个

ömL , 16 h 细胞开始消失, 孢子开始脱落。葡萄

糖 浓 度 由 于 流 加 而 上 升, 一 直 保 持 在

2. 1～ 2 göL , 不能被消耗尽, 直至结束。由于葡

萄糖量较足, 代谢糖会生成酸性物, pH 值一直

不能回升, 直至发酵结束, 保持在5. 3。最终孢子

数达 1. 2×1010个ömL。从结果可知, 自 3 至 7

h, 耗糖量为 1. 3 gö(L ·h) , 自 7 至 12 h, 平均

耗糖量仅为 0. 33 gö(L ·h) , 自 12 至 16 h, 平

均耗糖量为 0. 2 gö(L ·h) , 时间越往后推移,

消耗糖的速度越小。尽管发酵液中残留有大量

的葡萄糖, 但是已经不能再利用了。细胞的生长过程可以根据葡萄糖的消耗速度, 划分为迟

缓期, 生长期, 分裂期, 平稳期以及消失期等五个阶段。

实验 4: 根据实验 2 及实验 3 的结果, 将流加提前到第 5 至第 7. 5 小时, 初始糖浓度 5. 6

göL , 流加量为 1. 57 gö(L ·h) , 共流加 3. 5 h, 总葡萄糖浓度为 11. 1 göL , 结果细胞数达到

1. 35×1010个ömL , 芽孢数达1. 28×1010个ömL , 优于以上其它实验。

B t 发酵的对数期间, 由于代谢旺盛, 耗氧很快, 导致体系中溶解氧急剧下降, P O 2达 1 %

～ 5 % , 采用葡萄糖作为碳源, 则在 5～ 6 h 溶解氧达到最低点, 菌体增长到对数生长期后期

时溶解氧量逐渐上升, 直至溶氧量上升至 50 %～ 60 %。可见, 在B t 的不同生长期对氧的需

求相差很大。目前, 我国采用的传统B t 发酵方法的供氧, 主要是参照抗生素的生产模式, 中

间很少调节, 似乎已不适合B t 生长规律的需要。合理的供氧问题应从变速搅拌中求得解决,

在细胞增殖前期和后期采用低转速搅拌, 中期采用高转速搅拌, 不同时期的最佳转速值应根

据溶氧曲线的变化进行调整, 以提高发酵水平, 同时也能降低能耗。
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在B t8010 菌株的发酵过程中, 不管培养基的浓度高低, 都有一个代谢速率很快, 耗氧量

很大, 导致溶氧量降低至 1 %～ 4 % 的阶段。以往普遍认为仅仅在高浓度培养基中 (如干固

物量 9 % )才出现溶解氧不足, 而实际上在低浓度培养基中 (干固物量 4 % )也存在。根据丁

秋梅等人的研究报告[ 2 ] , B t 培养的临界溶氧值在 20 % 左右。要保证B t 在发酵过程中溶氧

量都高于该值, 即确保发酵过程不缺乏氧, 才能使B t 的芽孢数和毒性更高。

3　结　论

1) 葡萄糖浓度对B t 的发酵结果影响很大, 其加量会影响 pH 值、细胞数及芽孢数。

2) 葡萄糖耗量与细胞生物量成正比。

3) 间歇式发酵结果与流加葡萄糖发酵的结果不同, 后者优于前者。

4) 发酵过程的不同时间, 细胞的大小及结构各不相同。

5) 苏云金杆菌 8010 菌株是一快速耗氧菌, 发酵过程中的不同阶段, 耗氧量各不相同。

B t8010 菌株的发酵过程会出现缺氧期, 如何加快溶氧速率, 是工业界需要解决的问题。
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Study on Bac illus Thur ing ien sis 8010 Industr ia l Ferm en tation Process
C he n J inqua n　　Hua ng Zhipe ng

(F uj ian A g ricu ltu ra l U n iversity , F uz hou)

Abstract　T he change of the param eters p lays a grea t ro le in B t ferm en ta t ion. B t 8010 w as

cu ltu red in 5 L ferm en to r. Facto rs includ ing gluco se con sum p tion, cell num bers, b iom ass,

spo re num bers, d isso lved oxygen and pH value w ere described in deta il. T he resu lts

show ed tha t the concen tra t ion of g luco se in m edia had an grea t effect on the spo re num 2
bers. T he h igher am oun t of spo res (1. 28×1010ömL )w as p roduced in fed batch cu lt iva t ion

than tha t in ba tch cu lt iva t ion. D u ring differen t grow th phases in ba tch cu ltu re , the size of

cells and the oxygen up take ra te (OU R ) varied grea t ly. T he h ighest OU R w as ob served in

exponen t ia l g row th phase. T herefo re, in sufficien t oxygen supp ly in exponen t ia l phase w as

p robab ly the m ain p rob lem in B t cu lt iva t ion.

Key words　bacillu s thu ring ien sis, ferm en ta t ion, fed ba tch cu lt iva t ion
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