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摘要　对聚 �-羟丁酸酯( PHB)的紫外分光检测方法作了若干改进。首先发现残 留

溶剂对定量检测有严重的干扰, 通过延长氯仿蒸发时间和改变空白试剂可基本消

除这一干扰。另外, 经比较选用次氯酸钠破胞为紫外分析的预处理方法,其最优预

处理条件为 pH 9. 56,菌体干重/次氯酸钠为2g / 100ml ,作用时间1. 02h.
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0　前　　言
聚 �-羟丁酸酯( Poly -�-hydr oxy butyrate,简称PHB)是一类用生物技术生产出来的接近

商业性应用的生物降解性塑料材料, 英国 ICI 公司已有批量生产
[ 1]
。

在生产过程中, 对菌体内的 PH B产生情况进行定量检测跟踪非常重要。已建立的分析

方法有气相色谱( GC ) [ 2] , 高压液相( HPLC) [ 3] ,紫外分光光度( UV ) [ 4, 5]等方法。1960年, Law

等利用 PHB在热硫酸中可定量转变为巴豆酸,于235nm 处有强烈的吸收峰,发明了紫外分

光光度分析。由于其它方法所用仪器昂贵,样品处理繁琐(如 GC 方法菌体处理需冷冻干

燥) ,因此尚没有人对各种方法测定结果及影响因素作比较研究。作者研究了 PHB紫外分光

光度分析法中残留溶剂对测定准确性的影响,并对预处理方法及条件进行了优化选择,使检

测结果更加准确。

1　原理与方法
1. 1　材料与方法

　　真养产碱菌 J ( A lcaligenes eut rophous)

待菌种在营养培养基中长好后, 转入无氮培养基中, 测定菌体中的 PHB 含量。

1. 2　实验试剂及仪器

1. 2. 1　实验试剂

聚 �-羟丁酸酯( PHB)　美国 Aldr ich公司产品

安替福明(商用次氯酸钠溶液)　宜兴市第二化学试剂厂产品



其他试剂均为分析纯

1. 2. 2　主要实验仪器

UV -120-02型紫外可见分光光度计　日本岛津公司产品

U -240型紫外可见光谱仪　日本岛津公司产品

1. 3　实验方法

1. 3. 1　紫外测定样品预处理

1) 标准样品　溶于氯仿中。

2) 发酵菌液

丙酮破胞预处理方法: 离心后的菌浆加入冷却的丙酮处理,离心,乙醇洗,热氯仿萃取。

次氯酸钠预处理方法: 离心后的菌浆加入次氯酸钠溶液(安替福明) , 离心,水洗,乙醇

洗,热氯仿萃取。

十二烷基硫酸钠( SDS)预处理方法: 离心后的菌浆加入 SDS 溶液处理15min, 离心,水

洗,乙醇洗,热氯仿萃取。

1. 3. 2　紫外分光光度测定

定量吸取含有5～50�g 的 PHB 氯仿液置于一干净试管中,蒸去氯仿, 加入10ml硫酸,

100℃反应10min,冷至室温, 235nm 下紫外测定。

2　结果与讨论
2. 1　残留溶剂对紫外分析的干扰

　　已知许多杂质如某些细胞物质尤其是某些碳水化合物对 PHB紫外分析有干扰[ 4] , 故测

定时,首先要确定235nm 吸收峰的位置是否正确。操作时, 应首先从220nm 扫描至260nm,以

初步对 PHB定性。传统的紫外测定选用硫酸作为空白试剂。在建立标准曲线及样品初步检

测时, 发现即使 PHB标准品, 235nm 吸收峰也发生变形, 进一步研究发现残留溶剂氯仿对

测定有很大的干扰。

氯仿的紫外吸收极限是245nm[ 7]。在本实验中, 样品 A 是标准 PH B氯仿液蒸发10min

后,再用浓硫酸处理;样品 B是与 A 同体积的氯仿,蒸发10min 后,再用浓硫酸处理;样品 C

是与样品A 相同的 PHB氯仿液, 蒸发40min后,用浓硫酸处理。

图1, 2是样品 A, B, C 的紫外光谱图。样品 A 蒸发结束时, 已看不见有氯仿残留,当以浓

硫酸作为空白进行测定时, 呈现出如图1实线所绘的紫外光谱图, 235nm 吸收峰变形。用硫

酸作空白,测定样品 B,如图1虚线所示,可见, 残留的氯仿溶剂紫外吸收非常强烈, 在245nm

以后的吸收可能是氯仿在硫酸的作用下,生成的一些副产物所致。以样品 B作空白, 图2实

线表明了样品 A 这时的紫外吸收图谱, 235nm 吸收峰很明显。同样的样品,当延长样品氯仿

蒸发时间至40min,这样处理的样品以硫酸为空白,仍能出现明显的235nm 紫外吸收峰,如

图2虚线所示样品 C 的紫外光谱图, 峰值较样品 A 的(图2实线)图谱稍高, 说明即使蒸发

40m in, 仍有微量的氯仿残留。

由于紫外分析中 PHB 样品分析量极少( 5～50�g) ,少量的氯仿残留即可给分析带来极

大的干扰,这在实际操作中是不能忽视的。为彻底消除氯仿的干扰,在实际操作中,除延长氯

仿蒸发时间至40min 外,取与样品分析同体积的氯仿, 同样蒸发40min 后, 用硫酸处理, 以此

作空白进行分析。
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图1　样品处理10min的紫外光谱图　　　　　　图2　样品处理10min和40min的紫外光谱图比较

实线:样品 A 以样品B作空白　　　虚线:样品 C以浓硫酸作空白

图3　PHB紫外分光光度法标准曲线

—�— 传统曲线　　—+ — 修正曲线

　　在以前众多的文献中, 均用硫酸作空

白, 作者依此制定出的标准曲线 (图3中

t radit ion)的斜率与文献[ 5]相差很小; 依照

前述, 改用用氯仿处理过的样品作空白, 此

时作出的标准曲线见图3中 m odif icat io n. 两

条标准曲线的差异可在图3上很明显地看

出。这个差异是由氯仿造成的。

2. 2　紫外分析前的预处理方法选择

　　PHB 紫外分析前, 需要对胞内 PHB 进

行破胞提取, 萃取到氯仿中去, 再加硫酸反

应,转化成巴豆酸, 进行紫外测定。众多文献

介绍了许多的预处理方法[ 5, 6]。次氯酸钠预处理方法是60年代广为采用的一种形式, 70年代

由于认识到其对 PHB的降解作用, 从此对这种方法持否定态度, 一般采用有机溶剂预处理

方法。现在人们又逐渐对有机溶剂的大量使用持否定态度。据此, 比较了以下三种常见的预

处理方法:

　　1) 次氯酸钠破胞;

2) 丙酮破胞;

3) 表面活性剂 SDS 破胞。

　　同样的取样菌体, 分别用这三种方法破胞, 进

行紫外分析, 比较测定结果的差异。见表1.

表1　各种破胞方法对 PHB 紫外分析的影响

破胞方法 PHB测定值( g/ L发酵液)

次氯酸钠 2. 48

SDS 1. 79

丙酮 1. 93

　　可见,用次氯酸钠破胞,效果最好。丙酮和 SDS 破胞后的紫外测定值分别只有次氯酸钠

破胞后分析值的78%和72. 2%. 这与破胞后对菌体涂片镜检的观察结果一致。次氯酸钠破胞

后的菌体在光学显微镜下已看不到有完整的细胞存在,破胞彻底; 而后面的两种方法处理后

的菌体在光学显微镜下观察,均有少量完整的细胞残存。故选用次氯酸钠方法进行 PHB紫

外分析预处理。

2. 3　预处理条件的计算机优化
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　　本研究中采用响应面分析方法( Response Surface Analysis, 简称 RSA)对 PHB紫外分

析预处理条件进行优化。选择 pH 值、次氯酸钠作用剂量和作用时间3个因素为自变量, 以紫

外测定值为响应值 Y, 设计了三因素、三水平的实验。

表2　RSA 分析因素与水平安排

水　平
因　　　素

x 1 (pH ) x2 剂量[菌体干重/安替福明( g / 100m l) ] x3 (作用时间 h)

- 1 8 1. 0 0. 5

0 9. 52 2. 5 1. 5

1 11 4 2. 5

表3　RSA 实验安排及实验结果

实验号 x 1 ( pH ) x2 剂量 x 3 作用时间 紫外测定值( g/ L发酵液)

1 - 1 - 1 0 1. 81

2 - 1 0 - 1 1. 96

3 - 1 0 1 1. 90
4 - 1 1 0 1. 60

5 0 - 1 - 1 2. 65

6 0 - 1 1 2. 40

7 0 1 - 1 2. 15

8 0 1 1 1. 98

9 1 - 1 0 1. 85

10 1 0 - 1 2. 08

11 1 0 1 1. 88

12 1 1 0 1. 76

13 0 0 0 2. 58
14 0 0 0 2. 51

15 0 0 0 2. 63

表4　回归方程方差分析表

方差来源 自由度 平方和 均　方 f 值 相关系数 r 2

　 回归9 1. 65 0. 183

残差 5 0. 06 0. 012 15. 30 0. 96

总离差 14 1. 71

f 0. 01( 9, 5) = 10. 2

　　从回归方程的方差分析表中可以看出,

用所得到的回归方程描述各因子与响应值之

间的关系时,变量与全体自变量之间的线性

关系是显著的 ( f 〉f 0. 01( 9, 5) ) , 线性相关系

数 r 2 = 0. 96,对回归方程各项方差的进一步

检验可以看出,方程的失拟项很小。因此可以

用所得到的回归方程代替实验真实点对实验

结果进行分析。

表5　回归方程各项的方差分析

方差来源 自由度 均　方 F 值 显著性

一次项 3 0. 085 23. 4 *

二次项 3 0. 46 126. 6 * *

交互项 3 0. 0030 0. 93

失拟项 3 0. 018 4. 8

误　差 2 0. 0040 0. 004

　注: * * f 0. 01(3, 2) = 99. 2 ;　* f 0. 05( 3, 2) = 19. 2 ;

　　f 0. 1( 3, 2) = 9. 16

　　得到的回归方程为:

Y = 2. 57 + 0. 83x 1 - 0. 015x 2 - 0. 85x 3 - 0. 58x 2
1 - 0. 24x 2

2 - 0. 091x 2
3

+ 0. 030x 1x 2 - 0. 035x 1x 3 + 0. 020x 2x 3

30　　　　　　 无 锡 轻 工 大 学 学 报 第16卷第2期



　　为确定最佳点的值,对回归方程取一阶偏导等于零, 解得:

x 1 = 0. 4,　x 2 = - 0. 33, 　x 3 = - 0. 48.

　　由此得到次氯酸钠预处理的最佳条件为: pH9. 56,菌体干重/次氯酸钠( W / V) = 2%, 时

间为1. 02h.此结果与试验得出的基本相符,说明了 RSA分析的可靠性。

2. 4　紫外分光光度( U V)分析与气相色谱( GC)分析方法[ 2]的比较

　　表6为相同的 PHB 产生菌取样,分别用 U V 方法

与 GC 方法进行分析所得出的结果比较。从中可见,

两者的分析结果相近,说明这两种方法的可靠性,其

中紫外分析的结果要高些。这是因为在紫外分析前处

理过程中得到的氯仿提取液并不很纯,还含有一些杂

质,它们在235nm 也有吸收, 使得测定结果偏高。这

样,造成了两者分析结果的差异。

表6　U V 分析与 G C 分析的比较

样品
PHB质量分数( g/ g菌体干重)

UV 分析 GC分析

1 52. 8 49. 3

2 47. 1 45

3 31. 5 28. 1

4 42. 6 40. 2

3　结　　论
1)　PHB紫外分光光度分析方法中,残留溶剂氯仿对测定有较大干扰。通过延长氯仿

蒸发时间;取与待分析 PHB 氯仿液同体积的氯仿, 蒸发同样的时间, 加入同样的硫酸反应

后,以此为空白,可较彻底地消除氯仿的干扰。

2)　PHB紫外分析预处理中,以次氯酸钠预处理方法为最佳。其最优条件为: pH9. 56,

菌体干重/次氯酸钠溶液为2g/ 100ml ,作用时间为1. 02h.
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Modification Of Poly-�-Hydroxybutyrate
Spectrophotometric Assay
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Abstract　T he spect rophotometric assay of po ly-�-hy drox ybuty rate ( PHB) w as m odif ied

by pr et reatm ent to elim inate the chloro for m residual. Sev eral pret reatment methods w ere

co mpar ed, and the optim un condit ions w ere also analysed by com puter .
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