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发酵液中威兰胶的乙醇沉淀行为
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摘要：作者研究了发酵液中威兰胶在乙醇溶剂作用下的沉淀行为，分析了乙醇质量浓度、ｐＨ值、
盐离子种类和盐浓度等因素对威兰胶沉淀效果的影响，以及对沉淀物最终产物流变学性能的影
响。确定威兰胶的最佳沉淀条件为：当添加２．５ｍｏｌ／ＬＣａＣｌ２溶液使威兰胶发酵液中的最终电荷
浓度达到０．１ｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ调至２．０，乙醇质量浓度为３７．６ｇ／ｄＬ时，可以有效沉淀分离得到威兰
胶，收率为９２．５％，并保持良好的流变学性能，比对照条件下的乙醇用量节省了７３．３％。
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　　威兰胶（Ｗｅｌａｎ　ｇｕｍ）是一种水溶性胞外杂多
糖，分子主链为Ｄ－葡萄糖、Ｄ－葡萄糖醛酸、Ｄ－葡萄糖

和Ｌ－鼠李糖，侧链由单链的Ｌ－甘露糖或单链的Ｌ－
鼠李糖构成［１］，由产碱杆菌（Ａｌｃａｌｉｇｅｎｅｓ　ｓｐ．）利用
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农产品原料经通风发酵生产得到。威兰胶水溶液
具有良好的水溶性、增稠性、假塑性、耐高温（高达

１５０℃）、耐酸碱（ｐＨ　２～１２）和耐盐性［２］，可应用于
建筑、石油开采和钻探等领域［１］。目前有美国的

ＣＰ　Ｋｅｌｃｏ公司生产，而国内在这一方面的研究仍处
在菌种选育［３］和发酵条件优化阶段［４－５］，对威兰胶
提取工艺的研究报道甚少。威兰胶发酵液粘度高，
杂质多，使威兰胶的提取成本高，效率低。高效的
提取工艺对威兰胶的产品质量与生产成本起决定

性影响。现有的多糖分离提取方法主要有：醇析
法［６－７］，盐醇析法［８－９］及膜分离［１０－１２］等。作者考察
威兰胶在乙醇溶液中的沉淀行为及其影响因素，以
及这些因素对威兰胶产品流变学性能的影响，在保
持威兰胶优良流变学性能的前提下，探寻威兰胶高
效、节能和降耗的提取工艺。

１ 材料与方法

１．１　材料与设备

１．１．１　菌种　产碱杆菌（Ａｌｃａｌｉｇｅｎｅｓ　ｓｐ．ＺＷ－３）由
江南大学生物工程学院生化工程与反应器研究室

保藏。

１．１．２　试剂　乙醇为体积分数９５％（工业级），

ＫＣｌ、ＣａＣｌ２等试剂为分析纯。

１．１．３　实验设备　ＨＹＧ－Ⅱａ型旋转式恒温调速摇
床；ＣＲ２２Ｇ型高速冷冻离心机；ＤＤＳ－３０７电导率仪；

ＩｎｏＬａｂ　ｌｅｖｅｌ　１型精密ｐＨ 计；Ｂｒｏｏｋｆｉｅｌｄ　ＤＶ－Ｅ型
粘度计；ＵＶ－１８００ 型分光光度计；ＳＫ－２ 型分析
天平。

１．１．４　发酵培养基（ｇ／Ｌ）　蔗糖４０，豆粕５，ＫＨ２
ＰＯ４０．６，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ　０．２；微量元素浓缩液２
ｍｌ／Ｌ，Ｆｅ２＋２５μＬ／ｄＬ（灭菌后添加），ｐＨ　７．０～７．２。

１．１．５　微量元素浓缩液（ｇ／Ｌ）　ＭｎＳＯ４·５Ｈ２Ｏ
１，　ＺｎＳＯ４·６Ｈ２Ｏ　２．５，　 ＣｕＳＯ４·６Ｈ２Ｏ　２，

Ｎａ２ＭｏＯ４·Ｈ２Ｏ　２．５。

１．２　实验方法

１．２．１　威兰胶发酵液制备　将产碱杆菌（Ａｌｃａｌｉ－
ｇｅｎｅｓ　ｓｐ．ＺＷ－３）种子液以体积分数６％转接至发酵
培养基，在３０℃、２００ｒ／ｍｉｎ下发酵７２ｈ得到黄色
粘稠状的发酵液。

１．２．２　提取工艺流程　取一定体积（Ｖ０）的威兰胶
发酵液，沸水浴２０～３０ｍｉｎ，冷却至室温，添加一定

体积的９５％工业乙醇并充分搅拌，静置沉淀４ｈ后
离心（４　５００　ｇ）１０ｍｉｎ，收集沉淀物，添加少量的乙
醇洗涤脱去盐分，静置４ｈ后离心（４　５００　ｇ）１０ｍｉｎ，
挤压，沉淀物置于６０℃干燥箱内通风干燥至恒重，
经粉碎后复溶（０．５ｇ／ｄＬ）于水溶液中，测定多糖溶
液的流变学性能参数。

１．３　分析方法

１．３．１　参数测定

１）生物量（ｇ／Ｌ）：取１ｍＬ的发酵液，稀释２５
倍，用分光光度计在６６０ｎｍ下测定吸光值，与标准
曲线对照计算发酵液中的生物量［１３］。

２）威兰胶质量浓度（ｇ／ｄＬ）：取５０ｍＬ的发酵
液，经过相应的处理使威兰胶沉淀后干燥，干燥后
的恒重除以沉淀的湿重，再减去相应的生物量。
３）流变学特性参数：威兰胶复溶（ｃ１＝０．５ｇ／

ｄＬ）的水溶液用 ＤＶ－Ｅ型粘度计（４号转子，３０ｒ／
ｍｉｎ，（２５±０．５）℃下测定溶液表观粘度。威兰胶水
溶液的流变行为符合幂定律公式：η＝κγ

ｎ－１，流变学
特性指数ｎ可通过对表观粘度进行换算［１４］。
４）含盐质量浓度：用电导率仪测定威兰胶复溶
的水溶液的电导率，对应电导率由标准曲线计算出
威兰胶溶液中的含盐质量浓度（以ＮａＣｌ计）。
５）乙醇质量浓度（ｇ／ｄＬ）：通过测定混合液和
上清液的乙醇密度，对照乙醇密度－浓度表［１５］换算
成质量浓度。

１．３．２　计算方法　上清液和沉淀中的其他成分浓
度根据质量守恒定律计算

提胶量（ｇ／Ｌ）＝
威兰胶的干质量
发酵液的体积

收率（％，干重法）＝
不同条件下的提胶量
对照条件下的提胶量

×１００％

浓缩比＝
提取前胶溶液体积
提取后胶沉淀的体积

２ 结果与分析

２．１　威兰胶在乙醇－水溶液中的相平衡分析
威兰胶在乙醇－水溶液中相平衡过程如见图１。

分别以威兰胶在混合液、上清液和沉淀中的质量浓
度对各相中相应的乙醇质量浓度作图，图中的实线
是在某一乙醇体积分数下沉淀分离威兰胶时，不同
相中乙醇体积分数－威兰胶质量浓度对应点的连线，
虚线是固液两相的双节点溶解度曲线。理论上，任
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何在虚线下方的混合液都可以完全分离成两相，且
沉淀和上清液相的各成分可以通过混合液成分对

应点所在的实线确定。此外，根据杠杆定律及混合
液中的点线关系确定上清液和沉淀相中各成分的

相对含量。

图１　威兰胶在乙醇－水溶液中的相平衡分析

Ｆｉｇ．１　Ｐｈａｓｅ－ｅｑｕｉｌｉｂｒｉｕｍ　ｏｆ　ｗｅｌａｎ　ｉｎ　ｅｔｈａｎｏｌ－ｗａｔｅｒ　ｓｏｌｕ－
ｔｉｏｎ　ｗｉｔｈｏｕｔ　ｓａｌｔ

　　从图１可以看出，沉淀相的乙醇质量浓度低于
上清液相的，这有利于乙醇的蒸馏回收再利用，在
实际生产中有重要意义。同时，随着乙醇质量浓度
的增大，上清液中的威兰胶质量浓度逐渐减少至０，

沉淀物中的威兰胶比例增高，这说明威兰胶越容易
沉淀析出，并且所得的沉淀物越紧密。
乙醇质量浓度在５２．８～６８．５ｇ／ｄＬ变化时，威

兰胶由完全溶解向不溶状态转变。随着乙醇质量
浓度的提高，多糖的亲水基团与水之间的亲和力减
弱，同时多糖与各种盐离子的键合作用增强，使多
糖在溶剂中的溶解度逐渐降低并形成简单的交联

而沉析出来。这一现象与黄原胶在乙醇－水混合溶
液中的沉淀行为非常相似。
２．２　乙醇质量浓度对威兰胶沉淀分离的影响
根据威兰胶在乙醇－水液中的相平衡分析，进一

步考察了乙醇质量浓度在５６．９～８４．０ｇ／ｄＬ之间变
化对威兰胶沉淀的作用，结果见图２。当乙醇质量
浓度低于５６．８ｇ／ｄＬ时，威兰胶混合液呈凝胶块状，
不形成界限分明的固液两相，提取的收率极低；乙
醇质量浓度在５６．８～６４．６ｇ／ｄＬ之间，威兰胶开始
慢慢沉淀，由于固液两相成分差异不大，难以分离，

浓缩效果不好，沉淀呈弱凝胶状，沉淀物比较松软，

产品色泽深，且收率不高；当乙醇质量浓度大于

６８．５ｇ／ｄＬ时，威兰胶沉淀呈纤维状，结实，易分离，
沉淀物呈灰白色，且收率大于９０％；继续增大沉淀
时，乙醇的体积分数对威兰胶的沉淀没有显著的促
进作用。

图２　不同乙醇浓度对威兰胶沉淀的影响

Ｆｉｇ．２　Ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ　ｏｆ　ｅｔｈａｎｏｌ　ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ　ｏｎ　ｗｅｌａｎ　ｐｒｅｃｉｐｉ－
ｔａｔｉｏｎ（ｗｉｔｈｏｕｔ　ｓａｌｔ）

乙醇沉淀法可以大规模分离纯化威兰胶，但消
耗量大，回收费用高，增大了威兰胶的生产成本。
以６８．５ｇ／ｄＬ的乙醇质量浓度在无盐、未调ｐＨ 值
条件下提取威兰胶作为对照，因而进一步优化威兰
胶沉淀分离条件有重要的实际意义。

２．３　ｐＨ值对威兰胶沉淀分离的影响
不同ｐＨ值和不同乙醇质量浓度对威兰胶沉淀

的影响结果见图３。随着溶液ｐＨ 值的降低，威兰
胶在乙醇－水溶液中更容易沉淀析出，且收率也显著
提高。这可能是由于威兰胶是一种聚电解质，随着
溶液ｐＨ值的降低，多糖亲水性的阴离子基团因质
子化而被中和，溶液的分离常数 Ｋ降低，多糖与水
之间的亲和力减弱而沉淀析出。
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图３　不同ｐＨ、不同乙醇质量浓度对威兰胶沉淀的影响

Ｆｉｇ．３　Ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ｐＨ　ａｎｄ　ｅｔｈａｎｏｌ　ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ　ｏｎ　ｗｅｌａｎ　ｐｒｅｃｉｐ－
ｉｔａｔｉｏｎ

　　当溶液的ｐＨ 为１时，低乙醇质量浓度就能达
到好的沉淀效果，且收率都大于９０％，提取所得的
威兰胶粘度比对照条件下的低很多，流变学特性指
数ｎ比对照的增大很多，说明提取时过低的ｐＨ 值
不利于威兰胶保持良好的流变学性能见图４。当溶
液的ｐＨ值在２～７之间，随着ｐＨ 值的降低，威兰
胶完全沉淀分离所需的乙醇用量逐渐减少。当溶
液的ｐＨ 值为２时，乙醇体积分数为５９．６％时，威
兰胶能得到有效分离，收率较高；在较低的乙醇体
积分数时提取的收率略低，但流变学性能相差不
大，见图５。

图４　沉淀过程中ｐＨ值对威兰胶流变学性能的影响（乙醇质

量浓度为５９．６２ｇ／ｄＬ）

Ｆｉｇ．４　Ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ　ｏｆ　ｐＨ　ｉｎ　ｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ　ｐｒｏｃｅｓｓ　ｏｎ　ｔｈｅ　ｒｈｅｏｌｏｇ－
ｉｃａｌ　ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ　ｏｆ　ｗｅｌａｎ

图５　乙醇浓度对威兰胶性能的影响（ｐＨ　２．０）

Ｆｉｇ．５　Ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ　ｏｆ　ｅｔｈａｎｏｌ　ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ　ｏｎ　ｔｈｅ　ｒｈｅｏｌｏｇｉｃａｌ

ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ　ｏｆ　ｗｅｌａｎ

　　降低威兰胶溶液的ｐＨ值可以促进其在有机溶
剂中的沉淀。结合威兰胶的酸碱耐受性（ｐＨ为２～
１２）及不同ｐＨ 值下的沉淀效果，可以初步得出结
论：当溶液的ｐＨ 值为２时，乙醇质量浓度为５９．６
ｇ／ｄＬ时，可以达到较好的沉淀效果，且对胶的流变
学性能无明显影响，这比常规工艺节约了３３．３％的
乙醇用量，但提取工艺变得相对复杂。
２．４　盐离子对威兰胶沉淀分离的影响
２．４．１　盐离子种类对威兰胶沉淀分离的影响　分
别取１ｍＬ若干浓度的ＮａＣｌ、ＫＣｌ、ＮＨ４Ｃｌ、ＭｇＣｌ２、

ＣａＣｌ２、ＡｌＣｌ３６种盐溶液添加到发酵液中获得等摩
尔电荷浓度的混合液［８］，即其最终阳离子的电荷浓
度达到０．１ｍｏｌ／Ｌ，从而研究不同盐离子对威兰胶
沉淀的影响，结果图６和图７。
盐离子的添加使威兰胶沉淀分离所需的乙醇

质量浓度降低。添加阳离子的化合价越高，对威兰
胶沉淀的促进作用越强，可能是低价盐离子只通过
改变多糖分子负电荷基团附近的双电层而减弱电

滞作用从而促进多糖沉淀，而高价盐离子与聚合物
阴离子基团的离子键作用较强而引起电荷逆转，即
所有的阴离子基团都结合到盐离子上，对多糖的沉
淀或复杂的交联的促进作用更显著。

　　由图６可知，其中一价盐中ＫＣｌ对威兰胶沉淀
的促进作用比 ＮａＣｌ和 ＮＨ４Ｃｌ强。添加 ＫＣｌ或

ＮａＣｌ，乙醇质量浓度为５９．６２ｇ／ｄＬ时能有效分离
威兰胶并获得高的收率。由表１可知，添加 ＮａＣｌ
盐溶液提取获得的威兰胶成品的流变学性能比其

他条件下提取得到的差，可能是 ＮａＣｌ在乙醇中的
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溶解度很低甚至不溶，而后续的洗涤过程无法达到
脱盐的目的，使提取得到的威兰胶样品中含一定量
的盐离子，从而其水溶液性能变差。添加 ＮＨ４Ｃｌ
时，乙醇质量浓度达到６４．６ｇ／ｄＬ时才能实现完全
分离。结合图３可知，一价盐离子的添加对威兰胶
沉淀的作用与调节ｐＨ值的相似。

图６　一价盐离子对威兰胶沉淀的影响

Ｆｉｇ．６　Ｗｅｌａｎ　ｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ　ｕｓｉｎｇ　ｍｉｘｔｕｒｅｓ　ｏｆ　ｅｔｈａｎｏｌ　ｗｉｔｈ

０．１ｍｏｌ／Ｌ　ｏｆ　ｍｏｎｏｖａｌｅｎｔ　ｓａｌｔｓ

表１　不同盐离子对威兰胶流变学性能的影响

Ｔａｂ．１　Ｅｆｆｅｃｔｓ　ｏｆ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｓａｌｔ　ｉｏｎｓ　ｏｎ　ｔｈｅ　ｒｈｅｏｌｏｇｉｃａｌ　ｐｒｏｐ－

ｅｒｔｉｅｓ　ｏｆ　ｗｅｌａｎ

盐离子
粘度／
（Ｐａ·ｓ）

流变特性
指数

含盐质量
分数／％

ＮａＣｌ　 ４．３５３　 ０．３３３　 ０．０２１

ＫＣｌ　 ３．７４０　 ０．２９８　 ０．０１１

ＮＨ４Ｃｌ　 ３．３００　 ０．３０２　 ０．０１３

ＭｇＣｌ２ ２．７２７　 ０．２７９　 ０．００８

ＣａＣｌ２ ２．０２０　 ０．２７５　 ０．０１０
对照 ３．０８７　 ０．３１１　 ０．００８

　注：混合液乙醇质量浓度为５９．６ｇ／ｄＬ，盐离子电荷浓度
为０．１ｍｏｌ／Ｌ。

　　由图７可知，高价盐离子中添加 ＡｌＣｌ３时的沉
淀效果最为显著，乙醇质量浓度为２７．６ｇ／ｄＬ时威
兰胶可以完全沉淀，当乙醇质量浓度大于４２．７ｇ／

ｄＬ，收率大于９０％。但添加ＡｌＣｌ３沉淀分离得到的
威兰胶在复溶时不能形成均一的胶溶液，甚至分
层，水溶液粘度极低，在实验方的条件下无法测定，
我们推测添加ＡｌＣｌ３对威兰胶的性能有极大的破坏
作用，这可能是由于ＡｌＣｌ３是一种共价化合物，盐离
子的作用力很强，在沉淀时对威兰胶沉淀促进作用
极其显著，但在复溶时可能阻碍了威兰胶分子间的
相互交联作用；并且ＡｌＣｌ３是强酸弱碱盐，可能降低
了威兰胶沉淀时溶液的ｐＨ 值，而过低的ｐＨ 可能
加强干燥过程中强热对威兰胶分子结构的破坏作

用，但其中的作用机理需要进一步研究。

图７　高价盐离子对威兰胶沉淀的影响

Ｆｉｇ．７　Ｗｅｌａｎ　ｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ　ｕｓｉｎｇ　ｍｉｘｔｕｒｅｓ　ｏｆ　ｅｔｈａｎｏｌ　ｗｉｔｈ

０．１ｍｏｌ／Ｌ　ｏｆ　ｐｏｌｙｖａｌｅｎｔ　ｓａｌｔｓ

　　二价盐中ＣａＣｌ２对威兰胶沉淀的促进作用比

ＭｇＣｌ２更显著，且对威兰胶性能没影响。添加ＣａＣｌ２
促进了威兰胶在乙醇中的沉淀，乙醇质量浓度达到
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４２．７ｇ／ｄＬ 时能完全分离，且收率较高；而添加

ＭｇＣｌ２，乙醇质量浓度达到５２．８ｇ／ｄＬ时才能完全
分离到达较高的收率。Ｃｈａｎｄｒａｓｅｋａｒａｎ曾报道

Ｃａ２＋与威兰胶多糖分子以ＣＯＯ－…Ｃａ２＋…ＣＯＯ－

形式存在相互作用［１６］，这种相互作用的存在可以证
实添加钙离子对威兰胶沉淀的促进作用，也说明了
其作用机理。ＧａｒｃｉＡ－Ｏｃｈｏａ等［９］在研究盐离子种
类和浓度对黄原胶沉淀分离的影响时也报道了相

似的结论。

　　因此，添加盐离子进行威兰胶醇析跟对照无盐
提取工艺相比，分离威兰胶所需的乙醇用量大大减
少了，其中添加ＣａＣｌ２的作用最为理想。结合盐离
子的作用机理和沉淀效果，选择添加不同质量浓度

ＣａＣｌ２至混合液进一步优化威兰胶提取工艺。

２．４．２　电荷浓度对威兰胶沉淀分离的影响　选择
添加２．５ｍｏｌ／Ｌ的ＣａＣｌ２溶液到经过预处理的威兰
胶发酵液中，使溶液达到不同的电荷浓度，搅拌均
匀，后续操作见实验方法１．２．２提取工艺流程。其
对威兰胶提取的影响结果见图８。

　　随着混合液中电荷浓度的增大，低乙醇质量浓

度下就能达到好的沉淀浓缩效果和高收率。但进

一步增大混合液的电荷浓度，威兰胶洗涤时所需的

乙醇质量浓度就会随之增大，且分离得到的威兰胶

性能变差。当添加ＣａＣｌ２时溶液阳离子电荷浓度大

于３ｍｏｌ／Ｌ时，沉淀分离得到的威兰胶复溶时水溶

液的性能很差，甚至不能形成均一的胶溶液，这可

能与威兰胶的耐盐性能有关。此外，随着混合液中

电荷浓度的增大，对威兰胶沉淀的促进作用减弱，

降低醇用量的作用也减弱。

图８　不同氯化钙浓度对威兰胶沉淀的影响
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　　因此，结合威兰胶盐离子的耐受性，添加２．５
ｍｏｌ／Ｌ的ＣａＣｌ２使威兰胶发酵液中最终电荷浓度达
到０．１ｍｏｌ／Ｌ时，能达到较好的沉淀效果和较高的
收率，且保持威兰胶性能良好。

２．５　盐离子和ｐＨ值对威兰胶沉淀分离的协同效
应

在乙醇质量浓度为３７．６ｇ／ｄＬ，溶液的ｐＨ 值
调至２，溶液的电荷浓度为０．１ｍｏｌ／Ｌ时，沉淀分离
威兰胶的收率达到９２．５％，浓缩比为５．２６，且得到
的威兰胶保持良好的流变学性能。与同乙醇质量
浓度时，只改变提取过程中的ｐＨ值或盐离子浓度
的提取效果相比较，调节ｐＨ值并添加盐离子更有
利于威兰胶的分离提取，其浓缩比最高，分离得到
的沉淀物更致密，含水率更低，有利于降低后续的
干燥成本，这说明在提取过程中，调节ｐＨ值和盐离
子的添加对威兰胶沉淀分离的促进存在协同效应。

３ 结　语

　　１）当威兰胶提取混合液中乙醇质量浓度在

５２．８～６８．５ｇ／ｄＬ之间变化时，威兰胶由完全溶解
向完全不溶转变。当乙醇质量浓度低于５６．８％时，
威兰胶混合液呈凝胶块状，不形成沉淀；当乙醇质
量浓度在５６．８～６４．６ｇ／ｄＬ之间，威兰胶开始慢慢
沉淀，沉淀呈弱凝胶状，固液两相成分差异不大，难
以分离；当乙醇质量浓度大于６４．６ｇ／ｄＬ，威兰胶沉
淀呈纤维状，结实，容易分离。

２）调节溶液的ｐＨ 值可以促进威兰胶在工业
乙醇中的沉淀，有效减少了威兰胶沉淀过程中的工
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业乙醇用量。当溶液的ｐＨ 值为２，乙醇质量浓度
为５９．６ｇ／ｄＬ时，能更有效地沉淀分离威兰胶，并且
对胶的流变学性能无影响，但过低的ｐＨ 值不利于
保持威兰胶良好的流变学性能。

３）盐离子添加对威兰胶沉淀有促进作用，二价
盐离子的作用比一价盐离子的作用更显著，其中

ＣａＣｌ２的作用极其显著。溶液中盐离子浓度的变化
对威兰胶沉淀的促进作用不显著，且浓度越高，后

续的洗涤要求越高。

４）威兰胶最佳的沉淀分离条件为：当添加２．５
ｍｏｌ／Ｌ的ＣａＣｌ２使威兰胶发酵液中的最终电荷浓度
达到０．１ｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ 值调至２，乙醇质量浓度为

３７．６ｇ／ｄＬ时，威兰胶就可以从乙醇－水溶液中有效
地沉淀析出，收率达到９２．５％，并保持良好的流变
学性能，比对照条件下的乙醇用量节省了７３．３％。
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