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絮凝法处理 61异亮氨酸发酵液
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摘! 要：通过定性试验筛选，壳聚糖絮凝效果较好，并考察了 /7 值、絮凝剂用量和絮凝温度对絮
凝效果的影响+结果表明：/7值为 $，壳聚糖用量为 02% 89 : 6，絮凝温度为 &% ;时，絮凝效果最佳+
通过对过滤常数的测定分析，从理论上进一步证实了所得的絮凝条件的合理性+
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! ! 早在 0’#4 年，[)S.等人根据动物营养试验结
果，证实 61异亮氨酸是人和动物体营养必需氨基
酸之一+它可作为食品强化剂以及用于配制一般
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［0］+
发酵液是含有大量菌体固形物、组成复杂并

带有负电荷的胶体分散体系，同时具有亲水性和

憎水性［"］+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+
絮凝技术由于具有促使颗粒结合成团，容易沉降、

过滤、离心、提高固液分离速度和液体澄清度等一

系列特点而成为研究的热点［#］+目前，人们已经在

很多微生物体系中研究了絮凝现象，如用絮凝法

处理 61乳酸、甘油以及聚1!1羟基丁酸（W7V）发酵

液［& \ 4］，絮凝法分离酒精酵母［5］、谷氨酸发酵

液［2 \ 00］、十五碳二元酸发酵液［0"］、抗生素发酵液

中的菌体［0#，0&］+但目前尚未见用絮凝法预处理 61

异亮氨酸发酵液的报道+ 作者对絮凝剂进行了初

步筛选并确定了最佳絮凝条件+
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!" 材料与方法

!# !" 试剂及仪器
壳聚糖、聚丙烯酰胺、明胶、!"#（$%&）’、海藻酸

钠：由中国医药集团上海化学试剂公司提供；()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；**+ , -（-’#.）离子交换树脂：中国医药

（集团）上海化学试剂公司生产；转式恒温调速摇

瓶柜（/01)!型）：上海欣蕊自动化设备有限公司
制造；2/3)’4 型精密 2/ 计：上海雷磁仪器厂制
造；-#+ 分光光度计：上海第三分析仪器厂制造5
!# $" 絮凝效果的测定
取调好 2/值的发酵液 6* 7(，在快速搅拌下

缓慢加入絮凝剂，使其完全混合均匀，然后慢速搅

拌，絮凝反应结束后移至 6* 7( 量筒中，静置并观
察菌体沉降过程，8* 79: 后取上清液，用 -#+ 型分
光光度计以蒸馏水做空白于 86* :7 处测 %; 值，
与空白试样比较，算出絮凝率（<=值）5

<= >（%;絮凝前 ? %;絮凝后）@ %;絮凝前 , +**A
<=值越大，说明絮凝效果越好5

!# %" 过滤常数的测定
恒压下的过滤方程式：

! " # >（# " $）B ##% " $
式中：!为过滤时间（ 3）；# 为单位过滤面积的滤液
量（7’ @ 7#）；$ 为过滤常数（7# @ 3）；#%为过滤常数

（7’ @ 7#）5
在恒压过滤时，! " #与 #之间具有线性关系，直

线的斜率为 + " $，截距为 ##% " $& 实验时，测定不同
过滤时间 ! 所获得的单位过滤面积的滤液体积 #
的数据& 并将数据 ! " # 与 # 标绘于图中，连成一条
直线，可得到直线的斜率 + " $& 从而可以得到过滤
常数&
!# &" 静态吸附量的测定
准确量取经预处理的 +* 7( **+ , -（-’#.）阳

离子交换树脂，分别加入 +** 7( 经絮凝处理与未
经絮凝处理的 ()异亮氨酸发酵液，置于 6** 7( 锥
形瓶中5 #6 C下恒温振荡，直至平衡为止，以差减
法分别计算吸附量5
!# ’" 分析方法

()异亮氨酸含量的测定采用纸色谱定量分析
法［+6］5即将待测液点样于新华 ’ 号层析纸上，电吹
风加热除氨，经展开剂（正丁醇D 冰醋酸D 水体积
比为 &D +D +）展开后，用 +* E @ ( 茚三酮丙酮溶液
显色，剪下斑点，加 6 7(洗脱剂（体积分数 -6A乙
醇D 体积分数 *5 #A 4F$%&·6/#%体积比为 ’GD
+）洗脱，洗脱液在 6+6 :7 波长下测吸光值，然后

从标准曲线上查出氨基酸的含量5

$" 结果与讨论

$# !" 絮凝效果的考察
$5 !5 ! " 絮凝剂的定性筛选 " 在不同 2/ 值条件
下，菌体呈现不同电性，絮凝剂也呈现不同的电

性，因此絮凝实验前，将发酵液分成 ’ 份，用 /4"
或 HI%/分别调 2/值为 ’5 *，-5 *，+*5 *，分别代表
酸性、中性和碱性，用以检验不同絮凝剂在不同 2/
值条件下对发酵液的絮凝效果，确定絮凝剂对 ()
异亮氨酸发酵液产生有效絮凝效果的酸碱条件，

结果见表 +5
表 !" 絮凝剂定性试验结果

()*# !" +,-./01.23 /.45634 78 879956)3072

絮凝剂 编号 2/值
絮凝剂添加
质量浓度 @
（7E @ (）

<= @ A

* ’ * ?

空白试样 *J - * ?

*K +* * ?

+ ’ &** 6’5 #

壳聚糖 # - &** LL5 -

’ +* &** &#5 +

& ’ &** *

聚丙酰胺 6 - &** 8G5 &

8 +* &** 6-5 8

- ’ &** ’#5 +

明胶 L - &** -’5 L

G +* &** ’65 #

+* ’ # , +*6 8&5 ’

!"#（$%&）’ ++ - # , +*6 865 -

+# +* # , +*6 &65 #

+’ ’ &** #L5 G

海藻酸钠 +& - &** -*5 *

+6 +* &** +5 6

M M 由实验结果可知，2/ 值对絮凝效果有较大的
影响，并且壳聚糖絮凝效果最好，故选取壳聚糖做

进一步实验5
$5 !5 $" 壳聚糖的单因素实验

+）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 +5 由图 + 可以看出，在
一定的 2/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
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低，这与架桥絮凝机理一致［!］" 即当高分子絮凝剂
覆盖微粒表面的部分接近 #$%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"

图 !" 壳聚糖用量对絮凝效果的影响
#$%& !" ’(()*+ ,( *-$+,./0 1,./%) ,0 (2,**32/+$,0 4).32+

& & ’）()值对絮凝效果的影响：发酵液 () 值对
絮凝效果的影响见图 ’"由图 ’ 可知，() 值对絮凝
效果影响很大"壳聚糖在酸性介质中质子化，表现
出阳离子絮凝剂的性质" () 值降低，壳聚糖阳离
子絮凝剂的性质更加明显，然而当溶液的 () 值太
低时，会使壳聚糖降解，反而影响絮凝的效果" 另
外 ()值还会影响壳聚糖的架桥能力，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"

图 5" 67值对絮凝效果的影响
#$%& 5" ’(()*+ ,( 67 ,0 (2,**32/+$,0 4).32+

& & *）温度对絮凝效果的影响：温度对絮凝效果
的影响见图 *" 由图 * 可知，温度对絮凝效果影响
不大"升高温度能增加胶体粒子的动能与碰撞的
机会，还可使蛋白质变性，所以对絮凝有利" 但温
度过高会使壳聚糖分解"
5" !" 8" 正交试验" 根据以上单因素试验，对温度、
()值、壳聚糖用量进行正交试验，因素水平见表 ’"

图 8" 温度对絮凝效果的影响
#$%& 8" ’(()*+ ,( +)96)4/+$,0 ,0 *,/%32/+$,0 4).32+

表 5" 正交试验因素水平表
:/;& 5" #/*+,4. /01 2)<)2. ,( ,4+-,%,0/2 )=6)4$9)0+

水平
!
温度 + ,

"
()

#
壳聚糖用量 +（-. + /）

0 ’$ * 0#$

’ 1$ # 02$

* !$ 2 ’0$

& & 按正交表 /3（*
1）安排试验，结果见表 *"

表 8" 试验方案和结果分析
:/;& 8" ’=6)4$9)0+ 1).$%0 /01 4).32+

编号 ! " # 45 + %

0 0 0 0 66" #

’ 0 ’ ’ 30" 1

* 0 * * 2#" 0

1 ’ 0 ’ 2’" 0

# ’ ’ * 3*" 2

! ’ * 0 2*" $

6 * 0 * #!" 1

2 * ’ 0 3*" !

3 * * ’ 23" $

$0 ’#1% $ ’0!% $ ’#1% 0

$’ ’#2% 3 ’62% 2 ’!’% #

$* ’*3% $ ’#6% 0 ’*#% *

$0 & * 21% 6 6’% $ 21% 6

$’ & * 2!% * 3’% 3 26% #

$* & * 63% 6 2#% 6 62% 1

’ !" ! ’$" 3 3" 0

& & 由表 * 可知，() 值对 /7异亮氨酸发酵液絮凝
效果影响最大，其次为壳聚糖用量，温度对其影响

最小，根据直观极差分析最好的组合为 !’"’#’ "在
此条件下，絮凝效果达到 32" #% "
5& 5" 过滤效果的考察
5" 5" !" 壳聚糖用量对过滤常数 $ 的影响" 固定发
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酵液温度与 !"值，使壳聚糖用量在 #$$ %&#$ ’( ) *
的范围内变化，过滤试验 结果见图 +和表 +,结果表
明，壳聚糖用量为 #-$ ’( ) *时絮凝效果最佳,

图 !" 壳聚糖用量对过滤常数 !的影响
#$%& !" ’(()*+ ,( *-$+,./0 1,./%) ,0 ($2+3/+$,0 *,0.+/0+

3).42+
表 !" 壳聚糖用量对过滤常数 !的影响

5/6&!" ’(()*+ ,( *-$+,./0 1,./%) ,0 ($2+3/+$,0 *,0.+/0+ 3).42+

壳聚糖用量 )（’( ) *） ! )（’& ) .）

#$$ &, /& 0 #$ 12

#3$ 4, #5 0 #$ 12

#-$ 3, 32 0 #$ 12

&#$ 3, #2 0 #$ 12

7, 7, 7" !"值对过滤常数 ! 的影响" 固定发酵液
温度与壳聚糖用量，使 !" 值在 4 % - 的范围内变
化，进行过滤试验，结果见图 3 和表 3, 结果表明
!"值为 3 时絮凝效果最佳,
6 6 为了进一步说明预处理的优劣，测定了离子交
换树脂与发酵液处理前后吸附 *7异亮氨酸的变

化,结果表明，树脂对其静态吸附量增加了 4-8，
所以这一处理方案具有实际意义,

图 8" 9:值对过滤常数 !的影响
#$%& 8" ’(()*+ ,( 9: ,0 ($2+3/+$,0 *,0.+/0+ 3).42+
表 8" 9:值对过滤常数 !的影响

5/6& 8" ’(()*+ ,( 9: ,0 ($2+3/+$,0 *,0.+/0+ 3).42+

!" ! )（’& ) .）

4 #, $2 0 #$ 1-

3 #, 45 0 #$ 12

- #, $3 0 #$ 15

#$ 4, -$ 0 #$ 1#$

;" 结" 论
实验中絮凝效果最好的絮凝剂为壳聚糖，它

对 *7异亮氨酸发酵液的絮凝效果受 !" 值的影响
最大，其次为壳聚糖用量，絮凝温度对其影响最

小,经絮凝处理后使树脂对 *7异亮氨酸的静态交
换容量增加了 4-8 ,另外通过测定过滤常数，进一
步证实了所得的絮凝条件的合理性,
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