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霉供琵徭，3．霎委发酵液可以加快

电渗析脱盐速度。Ji§{|H喜誊等人[；；]使用壳聚糖和

聚丙烯酰胺2种絮凝剂耦合对1，3一PD发酵液进行絮

凝处理，能使发酵液的蛋白质去除率大于99％。但以上

研究均没考察絮凝剂的分子质量对絮凝效果的影响以

及絮凝细胞能否再次利用等问题。另外，天然絮凝

剂Ⅱ型B组分成本过高，不利于工业的应用。文中

对12种絮凝剂进行初步筛选，以菌体和蛋白质

絮凝细胞的发酵实验，验证絮凝后的K．

   



其他的絮凝剂均是以蒸馏水为溶剂。絮凝剂浓度均

是10 g几。

将发酵液分成3份，用HCl和NaOH溶液调节

1，3一PD发酵液分别为酸性(pH=5．0)、中性(pH=

7．0)和碱性(pH=9．0)。在磁力搅拌下，向40 mL发

酵液中逐滴加入2 mL絮凝剂(空白加蒸馏水)，搅拌

20 min，静置30 min后，取上清液，测定菌体和蛋白

质浓度。

1．2．2絮凝细胞再利用实验

甘油初始质量浓度为2％，接菌量为1％体积分

数，在37℃、150 r／min的摇床上厌氧条件培养种子

10 h。在5 L自控发酵罐(BIO，rECH一5BG发酵罐，上

海保兴生物设备工程有限公司)中进行发酵培养，装

液量为3 L，接种量为装液量的10％，甘油初始质量

浓度为4％，温度37℃，搅拌转数300 r／min，发酵过

程中通入氮气维持厌氧条件，通气量为0．005 wm。

用5 m01几Na0H控制pH为7．0。

当菌体浓度开始下降时，停止发酵实验，调节到

最佳的絮凝条件，加人絮凝剂，搅拌20 min，静置15

min后，虹吸出上清液。向其中加入发酵培养基，再

次进行发酵实验。当菌体浓度再次下降时，重复以上

实验。

1．2．3分析方法

甘油浓度用高碘酸氧化法【13 J测定；蛋白质浓度

采用考马斯亮蓝法[14]测定；菌体浓度是以蒸馏水为

空白在波长650 nm下的光密度oD值表示；1，3一PD

浓度用气相色谱法检测(叮14B气相色谱仪，日本岛
津公司)。色谱柱(2 m×筋mm)填料为Chrom—
Solbl01，柱温145℃，汽化室与检测器的温度均为

250℃，载气为N2气，流速40 mL／min，进样量为

1弘L，采用外标法定量。菌体去除率和蛋白质去除率

的值越大，说明絮凝效果越好。

茵体去除率(Rc)／％=丛堑生箦岳_划×100
uu絮凝前

蛋白去除率(RP)／％：卫坠必軎二蚓×100
』y』絮凝前

M=蛋白质的浓度×体积

2实验结果和讨论

2．1絮凝实验

2．1．1絮凝剂的初选

初步实验结果表明，聚丙烯酰胺(阴、阳、非离子

型)、明矾、PEG、海藻酸钠、天然絮凝剂A组分、

N龇P04、(NH4)2S04等对1，3一PD发酵液没有明显

的絮凝效果。

CaCl2对1，3．PD发酵液絮凝效果如图1A所示。

从图中可以看出，CaCl2在碱性条件下会絮凝效果较

好。但是CaCl：在碱性条件下生成微溶的Ca(0H)2

导致上清液混浊。絮凝的原因可能是由于瞄+可以
促进带负电荷的菌体和蛋白质电中和，压缩了溶液中

胶体的双电层，降低了絮凝颗粒的电位}15J，或者通

过在大分子链上架桥形成沉淀，从而有利于絮凝物的

形成；另外在碱性条件下，部分菌体死亡和蛋白质变

性也有助于絮凝。具体的絮凝机理还有待于进一步

的研究。天然絮凝剂B组分对1，3一PD发酵液絮凝

效果如图1B所示。从图lB可知，在酸性条件下有

很好的絮凝效果，这与文献[10]的结果相同。
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A—caCl2，B一天然絮凝剂B组分，C一壳聚糖

图l絮凝剂对发酵液的絮凝效果的影响

CaCl2虽然在碱性条件下有较好的絮凝效果，其

中的Ca2+可与发酵液中含量少的琥珀酸(盐)和柠檬

酸(盐)形成沉淀，但不能与含量较多的乙酸(盐)和乳

酸(盐)形成沉淀。由于1，3一PD发酵液中有大量的

有机酸盐，在后续减压蒸馏后期会出现盐结晶、黑色

类焦物Ho J和粘性物质，阻碍蒸发并降低1，3一PD的收

率。因此Cacl2的加入增加了后续分离的难度。另

外，天然絮凝剂B组分成本较高。综合考虑价位、可

行性、絮凝效果等方面的因素，选用壳聚糖作为1，3一

PD发酵液的絮凝剂。

2．1．2絮凝荆的最佳工艺的确定

2．1．2．1 pH值对絮凝效果的影响

pH值对絮凝效果的影响如图2A，从图2中可以

看出，壳聚糖在pH 4．5时絮凝效果好，菌体和蛋白质

去除率都很高，分别为99．58％和92．56％。由于发

酵液中的有机酸(盐)具有缓冲作用，低pH值的调节

需要加入大量的酸。考虑到酸性太强对絮凝细胞的

致死作用以及后续分离设备要求较高等问题，选择

垫堂笙墓丝整篡!塑(星篡婴塑≥l 11

   



隧霍鹭圜圈圃■幽剑圃幽型!幽堕I
pH=5为壳聚糖对1，3一PD发酵液絮凝的条件。

10 20 30 40 50 60 70

体积，11lL

图2 pH值(A)和壳聚糖用量(B)对絮凝效果的影响

2．1．2．2壳聚糖用量对絮凝效果的影响

壳聚糖用量对絮凝效果的影响结果如图2B。从

图2B可知，当发酵液的体积小于20 mL或大于50

mL时，对发酵液的絮凝效果不明显。当发酵液的体

积是40 mL时，即絮凝剂浓度为0．59几时，对发酵

液的絮凝效果较好，菌体和蛋白质去除率分别为

99。97％和9l。56％。

2．1．2．3壳聚糖分子质量对絮凝效果的影响

图3A是壳聚糖分子质量对絮凝效果的影响，从

中可见，壳聚糖的分子质量的大小对发酵液的絮凝效

果影响较小，一般壳聚糖分子质量越大，粘度相对较

大。考虑到在絮凝细胞再利用实验中，粘度大不利于

流加，故选择壳聚糖分子质量为4万u。

图3壳聚糖分子量(A)和搅拌时间(B)对絮凝效果的影响

2．1．2．4搅拌时间对絮凝效果的影响

絮凝预处理发酵液时，选择与发酵时相同的温度

和搅拌速度，可以简化流程。絮凝试验在发酵罐中进

行，采用以上确定的条件。搅拌时间对絮凝效果的影

响如图3B。搅拌时间在15 min以内，絮凝剂在发酵

液中的分散不均匀，絮凝的小颗粒不能有效地通过架

桥或电中和作用形成大的絮团，絮凝效果不明显。搅

拌时间在20 min以后，絮凝剂在发酵液中的分散比

较均匀，对发酵液的絮凝效果比较好。为了减少长时

12 l婴垒迪!_丝盟Q：里i卫鱼!堑2

间pH值过低对菌体生长的抑制甚至致死作用，故选

择搅拌时间是20 min，静置15 min。

通过以上实验，得到絮凝的最佳工艺条件：温度

为37℃，搅拌转数为300 r／min，pH 5，壳聚糖分子质

量为4万u，絮凝剂浓度为0．5 g几，搅拌时间是20

“n，静置15 min。

2．2絮凝细胞的再利用实验

一
攀

耋
饕
蓉
墨

A一原始菌种，B一第1次絮凝物中的细胞，

C一第2次絮凝物中的细胞

图4三种K．加倒m鲫矗掘批式流加厌氧发酵的结果

图4A是由原始K．p咒e“mD咒如P批式流加厌氧

发酵的结果。从中发现，菌体在对数生长期时，1，3．

PD很快地积累。当发酵到20 h左右时，菌体生长达

到衰减期，停止发酵实验。由于发酵液中甘油浓度维

持在2％时，有利于菌体生长和1，3一PD积累【16J。为

了使絮凝的K．声，2已“优。咒缸8能快速地生长，故选择加

入的发酵培养基的甘油浓度为2％。絮凝沉淀中的

K．声咒e“优。规玩e发酵实验结果见图4B。从图4可

见，对K．痧咒e“仇o，2缸P生长产生抑制作用的乙醇、3一

羟基丙醛、乙酸、1，3一PD等物质[17]的减少，有利于菌

体的再次生长。在发酵7 h左右流加甘油过多，导致

发酵液中残留的甘油浓度变化较大，对菌体的生长不

利，造成9～17h菌体浓度几乎没有变化。从图4C

的第2次絮凝沉淀中K．声竹P“mo咒五钾发酵实验的结

果可以看出，在发酵7h时菌体浓度达到较低值。一

方面原因是连续2次的絮凝沉淀中的大量蛋白质、核

酸和糖类对菌体的生长有不利的影响；另一方面是发

酵液中残留的对菌体生长抑制作用的物质的积

累【18]，还有反复调节pH值也造成一部分不适应环

境的菌体死亡。在发酵22．5h时，菌体浓度达到最高

(oD值为11．4)，证实了絮凝沉淀中的细胞可再次

发酵生产l，3一PD。这样可以减少发酵实验的种子培

养基配制、种子培养及接种等环节，节约生产时间和
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