
第 16卷 无锡 轻工 大 学学 报 Vo l. 16

第 1期 JO U RN A L OF WU XI U N IV ERSIT Y OF L IGHT I ND U ST RY 1997 No. 1

国家自然科学基金资助项目

收稿日期: 1996-04-11

次氯酸钠应用于聚 -羟丁酸酯的提取
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摘要　将次氯酸钠用于微生物胞内产物聚 -羟丁酸酯( PHB)的提取中。发现在

pH 9. 8, 菌体干重/次氯酸钠( w / v) 1%的条件下作用 1h得到的 PHB纯度达 95% ,

粘均分子量 M 为 3. 2×10
5
。进一步在次氯酸钠使用前用十二烷基硫酸钠( SDS )

破胞,得到的 PHB在同样的纯度下, M 增至 5. 2×105.
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0　前　　言
羟基脂肪族聚酯( PHA)是由微生物产生的一大类生物可降解性材料。聚 -羟丁酸酯

( PHB)是 PHA 家族中最基本的形式, 其物理性质与聚丙烯相似[ 1～3] ,是一类极有希望的塑

料代用品[ 4]。由于 PHB 是菌体的胞内产物, 多年来, PHB工业化生产遇到的最大难题就是

提取成本过高。已开发出的提取方法主要是有机溶剂提取方法,大量采用一些易燃、易爆、有

毒和挥发性的溶剂,如氯仿 [ 5]、甲醇[ 6]等等。故开发专一性较高、条件温和、投资低的新型回

收技术是提高工业化生产经济性的关键。

次氯酸钠很早就用于PHB的提取, 甚至曾广泛应用于 PHB紫外分析预处理中。这种方

法简单、有效、方便、安全。但 70年代以来,人们发现次氯酸钠对聚合物剧烈降解
[ 7, 8]

,使其分

子量只有103 数量级, 无法用作包装材料, 故一直被人们忽视。直到近几年来,人们发现只要

对次氯酸钠作用过程加以有效地控制, 则次氯酸钠对聚合物的降解作用可以减少至最低程

度。作者结合本实验室的条件,对次氯酸钠用于PHB提取中的若干影响因素作了研究,并结

合表面活性剂的使用, 旨在达到一个良好的提取效果。

1　材料与方法
1. 1　菌种

真养产碱菌 J ( A lcal igenes eutrophous J )

待菌种在营养培养基中长好后, 转入无氮培养基中, 菌体开始大量合成 PHB.



1. 2　实验方法

1. 2. 1　次氯酸钠提取　离心后的菌浆加入次氯酸钠溶液, 25℃下处理, 过滤,水洗两次,丙

酮洗涤,干燥。

1. 2. 2　十二烷基硫酸钠( SDS) -次氯酸钠提取　离心后的菌浆加入 SDS 溶液, 作用 15min,

离心,水洗,用次氯酸钠溶液处理,过滤,丙酮洗涤,过滤, 干燥。

1. 2. 3　PHB纯度测定　采用气相色谱( GC)方法[ 9]。

1. 2. 4　PHB粘均分子量 M 测定　采用粘度法
[ 10]
。

2　结果与讨论
2. 1　各因素对次氯酸钠提取的影响

2. 1. 1　pH 的影响　商品次氯酸钠的原始 pH 是 13. 4,次氯酸钠含量达5. 4%左右。为比较

不同 pH 条件下的提取效果, 用盐酸来调节次氯酸钠的 pH ,控制 pH 分别在 6. 0, 8. 0, 9. 8,

图 1　pH对次氯酸钠提取的影响

1　纯度　　　2　M

13. 4, 25℃下, 菌体干重/次氯酸钠溶液=

1% ( w / v) ,作用时间 1h, 实验结果见图 1.

可见, 使用的次氯酸钠试剂的 pH 对 PHB

的提取影响甚大。从产品的纯度‘来看,随

着溶液的 pH 偏向酸性, 当 pH 大于 10

时, PHB 的纯度均保持在 95%以上; 而当

pH 小于 10时, pH 愈往酸性偏移, 次氯酸

钠对非 PH B 的细胞物质的消化能力愈

弱,得到的 PHB 纯度迅速下降, pH6 时得

到的PHB纯度只有 70%. 从得到的 PHB

分子量的角度比较, 则有一个最佳的 pH

值, pH 9. 8, 此时提取得到的产品粘均分子量 M 为 3. 2×10
5
, 在原始 pH 条件下的产品 M

仅相当于它的 1/ 3. 可见, 次氯酸钠对产品 PHB 的消化作用与 pH 有很大关系, 在 pH 9. 8

时,对 PHB的作用能力最弱。此后的研究中均选用 pH9. 8的次氯酸钠溶液。

2. 1. 2　次氯酸钠剂量的影响　为考察采用不同的次氯酸钠剂量对提取的影响,对同样的离

心菌浆 , 加入不同体积的次氯酸钠溶液 , 使菌体干重/ 次氯酸钠( w / v % )分别为1. 2 ,

2. 2, 3. 3, 4. 4,以比较 PHB 提取效果的差异。见图 2.

图 2显示,次氯酸钠剂量对提取的影响较为显著。随着次氯酸钠用量的增加,消化反应

的速率提高, 得到的 PHB 纯度亦逐步提高。当菌体干重/次氯酸钠( w / v )为 1. 1%时, PHB

的纯度达 95%。同时随着次氯酸钠对 PHB 的消化作用逐步增强,得到的 PHB分子量也逐

渐降低,但变化幅度不是很大。当菌体干重/次氯酸钠从 4. 4%变化至 1. 1%时,得到的 PHB

分子量从 4. 7×105 减少到 2. 8×105. 取菌体干重/次氯酸钠( w / v)比例为 1% ,这样既能得

到较高的PHB纯度,同时分子量也不会降至很低。

2. 1. 3　处理时间的影响　图 3表明,从纯度来说,随着作用时间的延长,提取出的 PHB产

品纯度迅速提高, 作用 1h 提取出的 PHB纯度达到 95%, 在以后的时间里,产品的纯度增长

极为缓慢;而就分子量来说,次氯酸钠对PHB的消化随时间的变化有着同样发展趋势。当消

化进行到 1h,次氯酸钠的消化能力已趋于饱和,消化反应的速率也渐趋于零。在本研究条件
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下,取次氯酸钠的作用时间 1h 为宜。

图 2　次氯酸钠剂量对提取的影响　　　　　图 3　次氯酸钠处理时间对提取的影响

1　纯度　　　　2　M

2. 2　十二烷基硫酸钠( SDS) -次氯酸钠提取方法的研究

以表面活性剂辅助提取是 PHB提取的一种新型方法
[ 11]

, 本研究中采用了十二烷基硫

酸钠( SDS)破胞提取 PHB. 阴离子表面活性剂 SDS 破胞的原理是基于表面活性剂分子能

够插入到细胞膜的磷酯双分子层中去,随着越来越多的表面活性剂分子的插入,细胞膜被不

断撑大,当表面活性剂的插入达到细胞膜所能承受的限度后, 进一步地添加表面活性剂会引

起细胞膜结构的破碎, 释放出胞内物质,表面活性剂与磷酯形成微胞体。另外,阴离子表面活

性剂还能使蛋白质变性,使破胞进行得更容易。

　　实验证明,在 pH10, 菌体干重/ SDS为 1的条件下, SDS有较强的破胞能力。基于 SDS

有较强的破胞能力,而对非 PH B物质没有强

的降解作用,故提取得到的 PHB 纯度不高。

因此在 SDS 破胞处理后,用次氯酸钠进行短

暂的消化( 10min) ,以进一步纯化产品。

　　从表 1中可见, SDS 破胞与次氯酸钠方

法联用,起到了很好的效果。前期用 SDS 破

表 1　次氯酸钠在 SDS破胞后使用的情况

提取方法
PHB纯度

( % )
回收率

( % )
粘均分子量

M ×105

SDS 80 92 6. 1

SDS-次氯酸钠 95 90 5. 2

次氯酸钠(作用 25min) 85 94 3. 8

胞去除了大部分的蛋白质, 随后的次氯酸钠处理过程除进一步去除蛋白质外,还对杂质、肽

聚糖等进行了消化。两种手段的结合使最终得到的 PH B既保持了较高的纯度,又不致使分

子量下降得太多。与单纯的次氯酸钠提取方法比较,缓解了 PHB纯度和分子量之间的矛盾。

2. 3　次氯酸钠降解作用的分析

在以前的文献
[ 7, 8]
中,均提出次氯酸钠对于 PHB 有较强的降解作用,使得 PHB 的分子

量降至很低, 以致无法做包装材料。在本研究中,发现的确存在着次氯酸钠对 PHB的降解,

但分子量并不会降低到如文献所述的情况, 数量级仍保持在 105, 研究结果的差异可能是由

以下因素造成的:

1)　微生物菌株不同, 生产条件不同, 所合成的PHB分子量就不同。在以前的文献资料

中,鲜有各种不同提取方法对 PHB分子量的影响情况比较。

2)　同样的次氯酸钠与不同状态下的细胞接触,得到的PHB分子量也不同。有人报道,

从冷冻干燥状态及新鲜湿菌体中提取出来的 PHB,前者PHB的分子量是后者的 5倍
[ 8]
。

3)　次氯酸钠消化的条件,对提取出的 PHB 分子量有着较大的影响。在本研究中,对作
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用 pH 值、作用剂量、作用时间的研究发现, 这三者对 PHB 的分子量均有着或大或小的影

响,尤其是pH。在以前的研究中,往往采用原始 pH( 13. 4)的次氯酸钠作用过夜,这样的条件

下,次氯酸钠对 PHB的消化作用较强,得到的分子量也较低。

3　结　　论
1)　次氯酸钠提取 PHB方法中, 适宜的条件为: pH9. 8, 菌体干重/次氯酸钠( w / v )为

1% ,作用时间 1h.

2)　十二烷基硫酸钠( SDS ) -次氯酸钠提取方法较单纯的次氯酸钠提取方法缓解了

PHB 纯度与分子量之间的矛盾,在同样纯度的情况下,能得到更高的分子量。
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Extraction of Poly- -Hydroxybutyrate by Hypochlorite

Li Liyao　Chen Lin　Wang W u

( Shool of Food Science & Tech nology, Wu xi U nivers ity of L ight Ind ust ry, W uxi, 214036)

Abstract　Hy pochlorite dig est ion w as applied in the ext ract io n of int racellular poly- -hy -

dro butyrate( PHB) . T he opt imum tr eatment condit ions w ere found to be pH 9. 8, Biom ass/

hypo chlorite ( w / v) 1% and treat ing t ime 1 hr. PHB w ith 95% purity and av erag e m ole-

cuiar w eight ( M ) 3. 2 × 105 were o btained. When the cells were treated w ith

surfactant sodium sulfate( SDS) beforedig estio n, them olecularw eight ( M ) ofPHBincreasedto

5. 2×105
w ith the same purity .

Key-words　poly - -hydr oxy butyrate; hypochlorite; alcalig enes eutrophous
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