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离子交换法从发酵液中提取56异亮氨酸
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摘 要：采用天然高分子絮凝剂壳聚糖对56异亮氨酸发酵液进行预处理，在发酵液78!、壳聚糖
用量"#9:／5的条件下可取得较好的絮凝效果(通过静态吸附实验，考察了78和56异亮氨酸质
量浓度对平衡吸附量的影响，最后确定了2"!!离子交换树脂提取56异亮氨酸的最佳工艺条件：上
柱发酵液78!，上柱速度#(3;%／<，洗脱液为#($9&’／5的)84=’，洗脱体积流量#($;%／<(洗脱
液经脱色、浓缩结晶后得56异亮氨酸成品，总提取率为$$>(
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早在-."3年，[&VJ等人根据动物营养试验，证
实56异亮氨酸是人和动物体的必需氨基酸之一(它
可作为强化剂添加于食品中以及用于配制一般营

养复合氨基酸输液和治疗型特种氨基酸输液，其用

量逐年增长［-］(目前，56异亮氨酸主要是通过发酵
法来生产，在56异亮氨酸的发酵液中，除主要产物
外还有其他氨基酸如丙氨酸、缬氨酸(因56异亮氨

酸与这两种氨基酸均为中性氨基酸，它们的结构相

似，等电点也接近，导致56异亮氨酸分离非常困难(
目前中性氨基酸的工业化分离方法国内外报道不

多，国内仅来彩霞等人报道了利用离子交换法提取

异亮氨酸，总提取率为4$>［!］(为了提高总提取率，
作者采用离子交换法对56异亮氨酸的分离提取进
行了研究(
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! 材料与方法

!"! 材料和仪器

!!"#$（$%&!）离子交换树脂：中国医药（集团）
上海化学试剂公司生产；离子交换柱（%’((#’!!
((）：无锡仪器厂生产；)*异亮氨酸发酵液：江南大
学生物工程学院氨基酸研究室提供；回转式恒温调

速摇瓶柜（+,-*"型）：上海欣蕊自动化设备有限
公司制造；.+/*%0型精密.+计：上海雷磁仪器厂
生产；$&"分光光度计：上海第三分析仪器厂制造1
!"# 实验方法

!1#1! 发酵液预处理" 在发酵液中加入草酸并加
热至2!3，保温%(45，离心除去部分菌体和碳酸
钙，上清液用絮凝剂处理，过滤，在波长为’6!5(
处测定透光率，得到最佳絮凝条件1
!1#1# 树脂的预处理" 阳离子树脂依次用&!7／8)
9:0;，&(<;／)9:=+，&(<;／)+0;浸泡洗涤，最
后浸泡在去离子水中备用［%］1
!1#1$ 静态吸附实验" 三角瓶中加入"!()离子
交换树脂和"!!()的)*异亮氨酸发酵液，放在恒
温摇床柜中振荡，直至平衡为止，以差减法计算平

衡交换容量1
!1#1% 动态吸附实验 将一定量的离子交换树脂
装入玻璃交换柱中，通入已经预处理过的)*异亮氨
酸发酵液，直至穿透液与茚三酮反应呈阳性为止；

水洗后，用洗脱剂洗脱，分部收集流出液，确定最佳

洗脱条件1
!1#1& 脱色实验 将待脱色的溶液调到一定的

.+后，加入一定量的活性炭，在一定的温度下搅拌
吸附一定时间，过滤得清液，在波长为>!!5(处测
其透光率1
!"$ 分析方法

)*异亮氨酸和)*丙氨酸含量的测定：采用纸色
谱定量分析法［>］1将待测液点样于新华%号层析纸
上，电吹风加热除去氨水，经展开剂（!（正丁醇）?!
（冰醋酸）?!（水）@>?"?"）展开后，用"1!A茚三酮

*丙酮溶液显色，剪下斑点加6()$6A乙醇和

!1&A0BC=>·6+&=（体积比为%D?"）的溶液洗脱，
显色液在6$!5(波长下测吸光值，然后从标准曲
线上查出氨基酸的含量1

# 结果与讨论

#"! 发酵液预处理工艺的确定
发酵液是含有大量菌体的固形物组成复杂的

带有负电荷的胶体分散体系，同时具有亲水性和憎

水性的胶体特性［%］1如果采用带菌体的发酵液直接
上柱，不仅给操作带来困难，而且影响产品的质量

和收率，因此采用絮凝沉降的办法对发酵液进行预

处理1
壳聚糖是天然聚合物，具有无毒，易被动物消

化吸收，对提高家禽的产蛋率和瘦肉率很有好处，

用壳聚糖絮凝得到的菌体蛋白是很好的饲料添加

剂，故采用壳聚糖为絮凝剂1以其处理后发酵液的
透光率为考察指标，结果发现溶液.+和壳聚糖用
量是影响絮凝效果的重要因素1
#1!1! .+对絮凝效果的影响 溶液.+对絮凝作
用的影响有两方面：一是影响菌体细胞表面带电情

况；二是影响絮凝剂的电离程度和絮凝剂分子链伸

展程度1发酵液.+对絮凝效果的影响见图"1可以
看出当.+值为&时，絮凝效果最好1这是因为壳聚
糖在酸性介质中质子化，表现出阳离子絮凝剂的性

质1.+值降低，壳聚糖阳离子絮凝剂的性质更加明
显1然而当溶液的.+值太低时，会使壳聚糖溶解，
反而影响絮凝的效果1另外，.+值还会影响壳聚糖
的架桥能力1因此，.+值太高或太低对絮凝都不
利，应该把发酵液控制在合适的.+值1

图! ’(值对絮凝效果的影响

)*+"! ,--./01-’(12/13+450*126.7450

#1!1# 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见图&1可以看出，在一定的

.+值下，絮凝效果随絮凝剂用量的增加而增加，达
到峰值后，又随絮凝剂用量的增加而降低，这与架

桥絮凝机理一致［’］：当高分子絮凝剂覆盖微粒表面

的部分接近6!A时，其絮凝作用最佳；当絮凝剂过
量时，微粒表面全部被覆盖，已没有空余表面吸附

起架桥作用的其他絮凝剂；又由于覆盖的絮凝剂带

有许多亲水官能团，故反而起分散作用，这时悬浮

液又变为稳定的分散体系，因此絮凝剂过量反而使

絮凝效果下降1
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图! 壳聚糖质量浓度对絮凝效果的影响

"#$%! &’’()*+’),#*+-./0+-.$(+/)+.$12.*#+/3(-12*

!%! 树脂交换容量的测定
于三角瓶中加入树脂和发酵液，用浓盐酸调至

!"#，在恒温摇床柜中振荡直至平衡，取样测定溶
液中异亮氨酸质量浓度$交换容量按下式计算：

!%（"&’"!）#／()($(*%
式中，"&：起始发酵液中异亮氨酸的质量浓度（+／

,）；"!：平衡后发酵液中异亮氨酸的质量浓度（+／

,）；#：发酵液体积（,）；%：湿树脂体积（,）；

()($(*：,-异亮氨酸的相对分子质量；!：树脂交换
容量（./0／,），测得交换容量为&$11#./0／,$
!%4 发酵液56值对离子交换容量的影响
发酵液!"值是影响交换平衡关系的一个重要

因素$通过静态实验，测定了不同!"值下的离子交
换容量，结果见图)$

图4 56对交换容量的影响

"#$%4 &’’()*+’56+/(7),./$().5.)#*8
由图)可以看出，!"值为#时，树脂的交换容

量最大$在!"值由*降至#的过程中，,-异亮氨酸
以阳离子形式存在，使阳离子交换树脂的吸附量增

加；但当!"值继续降低时，溶液中"2浓度增加，与
异亮氨酸根离子发生竞争吸附，导致交换容量降低$
不同!"值时，3)#!树脂对,-异亮氨酸和,-丙

氨酸的选择性系数（&45）值的计算结果见表(，选
择性系数（&45）值按下式计算：

&54%"4／"5·’5／’4
式中"4：发酵液中,-丙氨酸的质量浓度（+／,）；"5：
发酵液中,-异亮氨酸的质量浓度（+／,）；’4：树脂
上,-丙氨酸的质量浓度（+／,）；’5：树脂上,-异亮
氨酸的质量浓度（+／,）$

表9 56对选择性系数!:;的影响

<.=%9 &’’()*+’56+/-(2()*#>#*8)+(’’#)#(/*（!:;）

!" &45

( #$6)
# #$1(
) #$7(
6 #$#&

从表(可以看出，将!"值调至#时，选择性系
数最大$3)#!离子交换树脂对,-异亮氨酸的吸附能
力最强$
!%? 发酵液@A异亮氨酸对树脂交换容量的影响
配制不同浓度的,-异亮氨酸溶液，在!"值为

#的条件下测定树脂的静态交换容量，结果见图6$

图? @A异亮氨酸浓度对交换容量的影响

"#$%? &’’()*+’)+/)(/*3.*#+/+/(7),./$().5#)#*8
从图6可以看出，随溶液中,-异亮氨酸浓度的

增加，树脂的交换容量增大，但在浓度大于&$(*
./0／,以后，增加,-异亮氨酸浓度对提高交换容量
效果不大$
!%B 固定床操作工艺
上柱：经预处理后的发酵液调酸至!"#时上

柱$另外固定床操作的一个重要参数是固液两相的
接触时间，用58／9表示，即每小时流经柱子的上样

液为床体积58（5:;8/0<.:）的倍数［3］$为了有效
地进行交换，离子交换过程中必须使固液两相有充

分的接触时间，如果液相流速增加，固液接触时间

缩短，树脂与上样液来不及交换，就会导致交换区

拉长，很快发生渗漏现象$上柱流速采用&$*58／9$
水洗：上柱后，用适量的水洗，一般为上柱发酵

液体积的("#倍，水洗流量为($&58／9$
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洗脱：以!"#，!"$，!"%，#&’(／)氨水和!"$，

!"%，!"*，#&’(／)+,-.(作为洗脱剂进行洗脱"结
果发现，以!"%&’(／)+,-.(作为洗脱剂，洗脱流量
采用!"%/0／1的分离效果最佳"
!"# 洗脱液的脱色与精制
采用粉末状活性炭脱色"活性炭脱色是利用优

先选择吸附有机大分子色素的特性，将色素分子强

烈吸附于活性炭颗粒表面，随活性炭的分离而被除

去"据文献［*］报道，在偏酸性条件下活性炭脱色效
果显著"因此本实验选定2,-"%的条件下考察活
性炭用量和温度对脱色效果的影响"
!"#"$ 2,对脱色效果的影响# 将洗脱液2,调至

-"%，加入不同量的活性炭，在*!3下吸附4!&56，
试验结果见图%"由图%可以看出，活性炭用量对脱
色效果影响较大"活性炭在!!#7范围内，脱色效
果随活性炭用量增加而较大幅度地增加；活性炭用

量大于#7以后，脱色效果随活性炭用量增加而缓
慢增加，考虑到活性炭用量的增加会使)8异亮氨酸
损失增大，且生产成本也随着提高，所以选#7活性
炭比较合适"

图% 活性炭用量对脱色效果的影响

&’("% )**+,-.*/,-’0+,/12.34.5/(+.34+,.6.1/-’.31+7
586-

!"#"! 温度对脱色效果的影响# 将洗脱液的2,
调至-"%，加入#7的活性炭，在不同温度下搅拌脱
色4!&56，结果见图4"可以看出，脱色效果随脱色

温度的增加而增强"这是由于活性炭颗粒表面吸附
色素分子是通过活性炭颗粒和色素分子的相互碰

撞实现的，提高温度可以加快色素分子同活性炭颗

粒碰撞的速率，从而提高脱色效果，煮沸脱色虽可达

到很好的脱色效果，但脱色液爆沸飞溅影响)8异亮
氨酸产品的收率，因此脱色温度采用*!3较合适"

图# 温度对脱色效果的影响

&’("# )**+,-.*-+9:+1/-’.3.34+,.6.1/-’.31+586-
脱色液经旋转蒸发仪浓缩，加入乙醇结晶，于-3
静置过夜，过滤晶体，真空干燥#$1，即得成品"成品总
提取率为%%7，高氯酸滴定法测得其纯度达9*"%7"

; 结 论

#）壳聚糖对)8异亮氨酸发酵液中的菌体具有
良好的絮凝作用"溶液2,和壳聚糖用量是影响絮
凝效果的重要因素"2,值为$、壳聚糖用量为:!
&;／)时可获得良好的絮凝效果"
$）2,$时最有利于<:$"树脂吸附)8异亮氨
酸"增加溶液中)8异亮氨酸浓度有利于增加树脂吸
附量，但当)8异亮氨酸浓度大于!"#4&’(／)时，这
种影响不明显"
:）)8异亮氨酸经<:$"树脂吸附，!"%&’(／)

+,-.(洗脱后浓缩结晶得成品，成品总提取收率为

%%7"
-）洗脱液在2,为-"%，活性炭用量为#7，温
度为*!3的条件下可取得理想的脱色效果"

参考文献：

［#］张伟国")8异亮氨酸高产菌选育及其发酵优化的研究［=］"无锡：无锡轻工大学，#999"
［$］来彩霞，陈炜，白秀峰，等"利用离子交换法提取)8异亮氨酸的研究［>］"沈阳药科大学学报，#99*，（:）：#*$?#*-"
［:］姜志新，谌竟清，宋正孝"离子交换分离［@］"天津：天津大学出版社，#99$"
［-］刘菊湘，刘国栋，何柄林，等"用离子交换树脂脱除氨基酸与盐混合液中的盐［>］"离子交换与吸附，$!!!，#4（4）：%$#?%$<"
［%］郑连英，姚恕"肌苷发酵液净化技术的研究［>］"发酵科技通讯，#99:，（$）：%?*"
［4］毕喜婧，张建安，刘德华"甘油发酵液的絮凝除菌研究［>］"精细化工，$!!$，#9（<）：:9-?:9<"
［<］陈瑛，钟俊辉，陶文沂"离子交换法提取茶氨酸的研究［>］"氨基酸和生物资源，#99*，$!（#）：:#?:-"
［*］郑桂富，徐振相"鲢鱼蛋白水解液脱色效果的研究［>］"食品工业科技，$!!$，$:（9）：$%?$<"（责任编辑：李春丽）

9<第:期 刘清华等：离子交换法从发酵液中提取)8异亮氨酸

万方数据


