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摘要" 针对胶质芽孢杆菌
%&'(!

发酵液粘度高! 菌液分离困难而导致胞外多糖提取效率低的

问题!采用硅藻土吸附
)

抽滤法!对提取工艺及超滤条件进行了研究!确定了工艺参数" 结果表

明!发酵液中
*+,-

添加量为
# ./01

!发酵液稀释倍数为
#

倍!硅藻土添加量为
!( ./1

时!在室温

下抽滤可除去菌体和蛋白质" 滤液在
(2! &3+

下经截留相对分子质量为
"(( (((

的超滤膜超滤

纯化!多糖回收率可达
4#2"5

"
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研究论文

微生物胞外多糖是自然界中来源比较丰富的

一类生物大分子!因其独特的理化性质和生物活性

而被广泛的应用于食品和非食品工业以及医药领

域L!N

' 近年来!随着糖化学和糖生物学研究的深入!

P8
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年第
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卷第
''

期食品与生物技术学报

郁 莉!等" 胶质芽孢杆菌
!"#$%

胞外多糖提取纯化工艺

越来越多的新型微生物多糖相继被发现! 尽管如

此"真正接近工业化生产的却仅有十几种"其中提

取纯化工艺是微生物多糖工业化生产的制约因素

之一 &'(

"微生物胞外多糖提取工艺直接影响多糖的

质量以及生产成本! 因此"经济可行的提取工艺对

提高多糖的市场竞争力和拓展多糖的应用领域具

有现实意义!

胶质芽孢杆菌胞外多糖#

)"*!

$是胶质芽孢杆

菌#

!"#$%%&' (&#$%")$*+'&'

$在微氮培养基中产生的

一类类葡甘聚糖的酸性杂多糖 &+(

"因其具有良好的

保水性%生物相容性%毒性低以及环境友好等优点"

广泛应用于医药%化妆品%食品和环保等领域&,-.(

"具

有极大的开发价值和广阔的市场前景! 随着胶质芽

孢杆菌胞外多糖在更多新领域的应用"其相关研究

也越来越受到人们的关注! 目前"胶质芽胞杆菌胞

外多糖的生产基本采用液体发酵工艺"其发酵液含

有少量蛋白质且无色素产生" 但多糖含量较高"粘

度较大"发酵液与菌体难以分离"给后续的分离纯

化带来较大困难"从而导致产品收率低"生产成本

高"对其推广应用极为不利!

作者所在实验室对
!,(&#$%")$*+'&' !"-$%

发

酵得到的发酵液进行预处理"利用稀释和加入
/012

的方法降低粘度"同时加入适当的硅藻土作为预吸

附剂&在布氏漏斗中加入载片"预涂一定量的硅藻

土作为自制的抽滤装置"采用抽滤的方法可以通过

一步法去除菌体和杂蛋白质' 对得到的滤液采用超

滤浓缩提取胞外多糖"建立了一条高效可行且经济

的胞外多糖提取纯化工艺路线!
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仪器与设备

ABC'33@

型分光光度计 ) 日本岛津公司 &

;DE0DFG"F2HIJF5D K+L

高速冷冻离心机 ) 美 国

MNDEOP

公司&

M;QC1

型恒温振荡器)江苏太仓市实

验设备厂&隔水式电热恒温培养箱)上海市跃进医

疗器械一厂&硅藻土抽滤装置)自制&真空冷冻干燥

机)美国
70RSPTSP

公司&磁力搅拌器)上海司乐仪器

有限公司 &

!DUDTV0GW

精密
=;

计 ) 上海
"DHH2DE#

MP7DXP

公司&

/YZ#%

型旋转粘度计) 上海恒平科学

仪器有限公司&

70RGS02D M[[ !WGHDO

小型切向超滤

系统) 美国
"I22I=PED

公司&

)IPO0\*P2WHNDEGF2JPTD

小

型超滤膜包 (膜面积
3@ SO

'

" 截留相对分子质量

%@ @@@

-

'@@ @@@

%

3@@ @@@

$)美国
"I22I=PED

公司!

!"$

实验方法

!"$"!

胶质芽孢杆菌胞外多糖的发酵 将斜面保

藏的菌种于平板上划线"

+@ !

恒温培养
', N

" 活化

两次"将活化后的菌种接种到种子培养基中"

+@ !

%

%3@ E?OIT

培养
', N

" 再将此种子液按
,]

的接种体

积分数接入到
+$ 7

的罐中"

+$ !

%

.$$ E^OIT

%

' UUO

发酵培养
4' N

获得发酵液!

!"$"#

发酵液的预处理 发酵液于
_$ !

下搅拌加

热
'$ OIT

进行菌体灭活" 同时加入
. OP267

盐酸适

量除去发酵液中残留的
1019

+

" 由于发酵液中多糖

含量较高而导致粘度较大"给后续的分离纯化带来

一定困难" 降低发酵液的粘度有利于实现菌液分

离! 通常对于含有聚电解质的发酵液可以通过添加

盐%稀释体积%改变
=;

值以及升高温度的方式降低

粘度!

%

$无机盐质量分数的选择)鉴于
)"*!

为阴离

子聚电解质"无机盐的加入对其分子链上的电荷具

有屏蔽效应而使得分子链收缩"粘度降低! 考虑到

培养基中无机盐含量较低"加入适当的无机盐将有

效降低发酵液的粘度! 取等体积发酵液"分别加入

质量分数
%]>3]

的
/012

"搅拌均匀后在
'3 !

下测

定其粘度!

'

$稀释体积的选择)将发酵液加入不同体积去

离子水稀释" 依次稀释到原体积的
%

%

'

%

+

%

,

%

3

倍"

分别测量稀释后发酵液粘度"将稀释后的发酵液进

行离心和抽滤"比较离心和抽滤两种方法对去除菌

体和蛋白质的影响!

+

$

=;

的选择)发酵液的
=;

对其粘度也有一定

材材材材材料料料料料与与与与与方方方方方法法法法法
''''

'

($
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的影响! 但是
!"

过高或过低都会破坏多糖的分子

结构! 因此将发酵液的
!"

调节为
#

"

$

"

%

"

&

"

'

"

##

!

分别测试不同
!"

条件下发酵液的粘度#

(

$硅藻土添加量的确定%在等体积发酵液中分

别加入
#)

&

*+

&

$) ,-.

硅藻土!充分搅拌!在相同条

件下抽滤!比较硅藻土添加量对去除菌体和蛋白质

的影响以及对多糖回收率的影响#

!"#"#

超滤条件的确定 通常对滤液中多糖的提

取可以采用醇沉法!但对于较大体积滤液的醇沉易

造成醇类的损耗!增加成本!且在醇沉过程中很多

小分子物质如盐类也会随之沉淀出来# 膜超滤分离

技术作为一种提纯和浓缩的技术! 具有设备简单&

对样品无破坏&安全等优点!易于工业放大!该技术

应用在多糖的制备中已有不少报道/&0'1

#

2

$超滤膜的选择%在
*% !

&

+32 456

条件下!采

用三种超滤膜'

2+ +++

&

*++ +++

&

%++ +++

$对
2 +++

7.

滤液进行超滤浓缩! 考察膜通量随超滤时间的

变化!比较不同超滤膜的多糖截留率#

*

$操作压力的选择%在
*% !

下!采用
*++ +++

超滤膜对滤液在不同操作压力下 '

+3+%

&

+32

&

+32%

456

$对
2 +++ 7.

滤液进行超滤浓缩!考察不同操

作压力下膜通量随时间的变化#

!"#"$

方法测定

2

$发酵液粘度的测定%由于
8459

发酵液粘度

较高!因此选用
(:

转子进行粘度检测# 量取固定体

积样品倒入
2++ 7.

烧杯中!置于数显粘度计下!放

入
(:

转子!旋转检测粘度#

*

$菌体量测定%发酵液经去离子水稀释一定倍

数后!

;;+ <7

下测定吸光度#

$

$多糖质量浓度测定%总糖质量浓度测定采用

苯酚硫酸法/2+1

(还原糖质量浓度测定采用
$

!

%0

二硝

基水杨酸比色法/221

#

多糖质量浓度
=

总糖质量浓度
0

还原糖质量浓度

(

$蛋白质质量浓度的测定%按照
8>6?@A>?

方法/#B1

!

牛血清白蛋白作为对照品#

%

$多糖截留率计算%

多糖截留率'

C

$

=

'

!

D

""

D

$

-

'

!

E

""

E

$

"#))F

式中!

!

D

指超滤浓缩体积(

"

D

指超滤浓缩液中多糖

浓度(

!

E

指料液体积(

"

E

指料液中多糖浓度#

;

$除菌率计算%

除菌率'

F

$

=

'

#

6

0#

G

$

-#

6

"#))F

式中!

#

6

指初始发酵液中菌体量(

#

G

指处理后发酵

液中菌体量#

&

$除蛋白质率%

除蛋白质率'

F

$

=

'

$

6

0$

G

$

-$

6

"#))F

式中!

$

6

指初始发酵液中蛋白质质量浓度(

$

G

指处

理后发酵液中蛋白质质量浓度#

H

$多糖回收率%

多糖回收率'

F

$

=%

6

-&

G

"#))F

式中!

&

6

指滤液中多糖质量浓度(

&

G

指初始发酵液

中多糖质量浓度#

'

$热原含量%热原的测定采用鲎试剂法/#I1

!脂多

糖作为阳性对照#

#)

$紫外光谱%配制适宜浓度的多糖水溶液!进

行紫外全波长扫描#

%"!

发酵液预处理

%"!"!

无机盐!温度!

!"

和稀释倍数对发酵液粘度

的影响 经过
&B J

发酵得到白色粘稠初始发酵液!

!"

约为
;K%

!多糖质量浓度较高'

IBK%# ,-.

$!为提高

菌体和发酵液的分离效果! 需要降低发酵液粘度#

由图
#

可以看出!

L6MN

的添加量& 温度&

!"

以及稀

释倍数均对发酵液粘度有影响!其中稀释倍数对发

酵液粘度的影响最为显著'图
2

'

?

$$!随着稀释倍数

的增大!粘度急剧下降!当稀释倍数为
%

倍时!粘度

由
;K'% 56

)

O

降低为
+K2; 56

)

O

# 这是由于在初始发

酵液中多糖质量浓度较高!分子链较长!多糖分子

互相缠结导致粘度增大! 随着稀释倍数的增大!多

糖链间距变大!分子缠结减小!粘度下降# 其次对发

酵液粘度有较大影响的是
L6MN

的添加量 '图
2

'

6

$$!当发酵液中加入
2FL6MN

时!发酵液粘度出现

一定程度的降低(继续添加时!粘度变化逐渐减小(

当添加量大于
$F

时!粘度基本不再变化!发酵液显

示一定的抗盐性# 由图
2

'

G

$可以发现!温度对粘度

的影响并不显著!当温度升至
%+ !

时!发酵液粘度

仅降低到
(K' 56

)

O

!虽然升温可以降低粘度!但是高

温易造成分子链的断裂和构象的改变!通常提取纯

化时应尽量避免高温条件# 图
2

'

P

$显示!酸性环境

和碱性环境下发酵液粘度都有一定程度的降低!相

比较酸性环境!碱性环境的粘度降幅更大!当
!"

为

22

时!粘度降为
(K( 56

)

O

# 考虑到过酸或过碱的环

境都将造成多糖链上官能团的丢失以及多糖的降

解!在纯化过程中应选择相对温和的
!"

条件#

结结结结结果果果果果与与与与与讨讨讨讨讨论论论论论
::::

:

8;
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图
!

不同因素对发酵液粘度的影响

"#$% ! &'()*+',+ -( .#((+/+'0 (1,0-/2 -' 03+ 4#2,-2#05 -( 03+

(+/6+'010#-' 7/-03 (-/ !" #$%&'()&*+,$, 89:;!

可以发现! 通过升温和改变
&'

的方式对发酵

液的粘度影响均不大!且发酵液具有一定的耐盐性

和耐酸碱性! 与黄原胶的耐酸碱和耐盐性比较相

似!在黄原胶发酵液的预处理过程中!稀释法是常

采用的降低粘度的方法" 考虑到向发酵液中添加

()*+

和稀释发酵液均能降低发酵液粘度且不会影

响多糖的化学结构! 且过量
()*+

的添加对粘度影

响不大!因此采用
, -./0()*+

添加量!稀释不同体

积!考察不同稀释倍数下!离心和硅藻土过滤这两

种方法对发酵液中除菌和除蛋白质的影响"

<%!%<

离心和抽滤对除菌率和蛋白质的影响 在

去除
*)*1

,

的发酵液中加入
, -./0()*+

!在不同的

稀释倍数下分别考察离心和抽滤两种方式对发酵

液除菌和除蛋白质的影响!结果见图
2

"当采用抽滤

的方法时! 稀释倍数对除菌率的影响并不显著!除

菌率在
3$4

左右!这是由于硅藻土涂层能够有效截

留以及吸附发酵液中的菌体! 即使稀释倍数较小

时!通过抽滤可以除去发酵液中大部分菌体#与之

相反!稀释对离心除菌效果影响比较明显!当发酵

液不稀释或稀释倍数比较小时! 尽管有盐的存在!

发酵液粘度依旧较大!菌体被多糖紧密包裹!除菌

效果不理想!随着稀释倍数的增大!除菌率逐渐增

大!当稀释倍数达到
5

倍时!离心和抽滤的除菌效

果比较接近" 稀释倍数对离心和抽滤的除蛋白质率

影响皆不明显!随着稀释倍数的增大!除蛋白质率

图
<

离心和抽滤对发酵液除菌率和除蛋白质率的影响

"#$% < =3+ #'()*+',+2 -( ,+'0/#(*$10#-' 1'. (#)0/10#-'-'

,)+1/1',+ -( 71,0+/#1 1'. >/-0+#'

&'
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略微增大!但离心并不能有效除去发酵液中的蛋白

质!除蛋白质率基本维持在
!"

左右"而对于预涂了

硅藻土的抽滤装置来说!硅藻土涂层能较好的吸附

蛋白质!达到除蛋白质的目的!除蛋白质率基本达

到
#$%

以上# 且离心的方法对设备的要求较高!较

难实现工业化生产!因此利用吸附性过滤介质对发

酵液进行除菌和除蛋白质是一个经济简便的方法#

尽管稀释倍数对离心和抽滤的除菌率和除蛋

白质率影响皆不显著!但是其对抽滤通量和多糖回

收率却有较大影响# 由表
&

可知!当稀释倍数较小

时!发酵液较为粘稠!在滤饼上容易形成凝胶层!因

此!过滤通量较小!多糖回收率较低# 随着稀释倍数

的增大!过滤通量和回收率逐渐增大!当稀释倍数

高于
'

倍时! 多糖回收率基本维持在恒定水平!约

达
($%

# 然而过高的稀释倍数将会给后续浓缩带来

麻烦!因此抽滤时采用
'

倍体积稀释#

表
!

稀释倍数对滤液的菌体量#抽滤通量及多糖回收率的影响

"#$%& ! '()%*&(+& ,)-.%*/.,( 0#/., ,( ).%/0#/.,( ,) )&01&(/#/.,( $0,/2

稀释倍数
发酵液 滤液 通量$

!

%

)

$

*)

$

+

,

&

-

%%

回收率
).

/0123453*6

稀释液吸光值
478

!!9

6 /0123453*6

滤液吸光值
478

!!9

6

9 ',:;& &:<,# =:(9 9:=## 9:#< &;:&%

& &!:,; &:&,# #:!& 9:&!, =:;, =!:<%

, &9:<' 9:<,& !:#; 9:9#& #:9# !,:'%

' <:&' 9:!;' #:99 9:9=< &<:<# <!:,%

= !:;9 9:;,' ;:<9 9:9;& ,;:!( <(:'%

; ;:=, 9:==' =:(, 9:9=; '9:#= (9:<%

硅藻用量
3

$

53*

%

滤液吸光值

$

78

!!9

%

蛋白质质量

浓度
3

$

53*

%

/012

质量

浓度
3

$

53*

%

9 9:9=< 9:9,; #:99

&9 9:9=9 9:9,9 !:<<

,9 9:9=& 9:9,, ;:('

'9 9:9'< 9:9,& =:<#

34546

发酵液中硅藻土的添加量对发酵液的影响

硅藻土除了作为过滤介质! 还是一种理想的吸附

剂!能够有效吸附菌体和杂蛋白质!且在发酵液中

预先添加硅藻土还可以起到助滤剂的作用!抽滤效

果更为理想!但过高的添加量通常会造成抽滤效率

的下降和多糖的损失!因此应对硅藻土的添加量进

行考察 ' 初始发酵液去除多余
>?>7

'

! 加入
'.

@?>A

!稀释
'

倍后!再加入一定量的硅藻土!充分搅

拌后再进行抽滤# 由表
,

可知!无硅藻土添加时滤

液中蛋白质质量浓度已经比较低(

9:9,; 53*

%!通过

硅藻土抽滤基本可以去除发酵液中的少量蛋白质'

当加入
&9 53*

硅藻土后!滤液中菌体和蛋白质的质

量浓度都有一定程度的降低!继续加入硅藻土对去

除菌体和蛋白质并没有显著的影响!但是过量硅藻

土则会同时吸附多糖!使滤液中多糖的质量浓度下

降!多糖损失增加' 因此采用
&9 53*

的硅藻土预吸

附! 再进行抽滤可以有效除去大部分菌体和蛋白

质!经过反复抽滤三次后!通过对滤液进行镜检可

以发现无菌体存在! 说明菌体已经被完全去除!经

检测蛋白质质量浓度接近零 ! 多糖回收率可达

#!:=.

'

783

超滤条件的确定

经过抽滤所得发酵液仍含有无机盐!残糖以及

一些可溶性的小分子! 且稀释造成发酵液体积过

大!采用醇沉法易造成乙醇的损失!增加成本!因此

采用超滤的方法代替醇沉法对滤液进行浓缩提取'

表
3

硅藻土的用量对发酵液抽滤的影响

"#$%& 3 9()%*&(+& ,) -.))&0&(/ +,(+&(/0#/.,(: ,) -.#/,1./&

,().%/0#/.,(

3434;

不同截留相对分子质量膜的膜通量比较

在
9:& 01?

)

,; !

下用不同截留相对分子质量的超

滤膜对抽滤得到的滤液进行超滤浓缩!比较膜通量

的差异!实验结果见图
'

# 由图
'

(

?

%可知!相同条件

下!不同截留相对分子质量的膜对膜通量有较大的

影响# 随着截留相对分子质量的增大!膜通量增大!

膜通量达到稳定值的时间则越短!截留相对分子质

量为
;99 999

的超滤膜在超滤
,9 +BC

后!膜通量迅

速降低且趋于稳定! 这可能是由于
;99 999

截留相

对分子质量的滤膜膜孔较大!发酵液中的多糖分子

进入膜孔的几率较高!导致膜孔堵塞从而造成膜通

8:
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量快速下降! 而对于截留相对分子质量为
&'' '''

和
%' '''

的超滤膜"由于膜孔小"大部分大分子被

截留在外"膜堵塞的几率小"故膜通量下降缓慢#

(

图
!

不同截留相对分子质量的膜对超滤的影响

"#$% ! &''()* +' ,(,-./0(1 2#*3 4#''(.(0* .(5/*#6(

,+5()75/. 2(#$3*1 )7*8+'' +0 75*./'#5*./*#+0

测定最终截留液中多糖质量浓度可以发现"截

留相对分子质量为
%$ $$$

和
&$$ $$$

超滤膜的多

糖截留率接近"分别为
)*+,-

和
).+/-

$图
0

$

1

%%"而

.'' '''

的则略有降低$

/&+&-

%"对前两者超滤后的

滤液进行多糖质量浓度检测"发现质量浓度基本接

近于
'

" 即
%' '''

和
&'' '''

的超滤膜能将发酵液

中多糖组分基本截留& 而
.'' '''

超滤膜由于截留

相对分子质量较大"损失部分多糖& 因此"选取
&'' '''

的超滤膜进行超滤&

9%9%9

超滤压力对膜通量的影响 超滤压力增大

可以提高膜通量"加快超滤速度"同时也会加速某

些组分在膜孔的沉积" 造成膜孔较小甚至堵塞"使

膜通量下降"能耗增大"故选择合适的超滤压力对

超滤过程至关重要& 由图
,

可以看出"压力越大"初

始膜通量越大"随着超滤时间的延长"膜通量衰减

的越快"当超过
0' 234

时"

'+%. "56

的膜通量接近

'7% "56

的膜通量"相同的超滤时间内"

'+'. "56

膜

通量衰减的最慢& 为了使超滤系统在较高的通量下

运行且考虑到能耗和成本" 选取
'+% "56

作为超滤

压力较合适& 在此条件下对滤液进行超滤"直至滤

液中糖质量浓度为零且电导率不再变化"最终多糖

回收率可达
80+&-

&

图
:

超滤压力对超滤通量的影响

"#$% : &''()* +' ;.(117.( +0 75*./'#5*./*#+0 '57<

9%!

胞外多糖理化性质

将浓缩液透析冻干得到胞外多糖"其性状为白

色絮状固体"无臭无味"易溶于水"难溶于大部分有

机溶剂& 其将多糖溶于纯水"经紫外扫描见图
.

& 仅

在
&''

和
&0' 42

有吸收峰"在
&*'

和
&/' 42

及附

近没有吸收峰"表明多糖中几乎不含核酸和蛋白质

等杂质& 同时对多糖进行热源检查"发现其内毒素

含量低于标准限度
'+&. 9:;2<

&

图
=

多糖水溶液的紫外扫描

"#$% = >? 1;()*.7, +' (<+;+5@1/))3/.#4( #0 ;7.( 2/*(.

胶质芽孢杆菌胞外多糖发酵液粘度较大"菌液

分离困难"通过考察
=6>?

的添加量'

@A

'温度'稀释

倍数对发酵液粘度的影响" 发现将发酵液加入
0-

的
=6>?

后稀释
0

倍可以有效降低发酵液粘度"通

过在发酵液中加入
%' BC<

的硅藻土作为预吸附剂"

采用硅藻土吸附
D

抽滤的预处理方式代替离心能够

有效去除菌体和杂蛋白质" 经过反复抽滤
0

次后"

结结结结结 语语语语语
%%%%

%

&%
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经镜检无菌体存在! 蛋白质质量浓度接近于零!多

糖回收率达
!"#$%

'选用截留相对分子质量为
&'( (((

的中空纤维膜在
()* +,-

的操作压力下进行超滤浓

缩!基本能够截留所有多糖组分!通过不断浓缩除

盐得到最终产品!胞外多糖总回收率达
!.)&%

!样品

中内毒素含量低于
/)&0 12345

' 因此通过硅藻土预

吸附
6

抽滤方式可以一步除去发酵液中的菌体和蛋

白质!同时通过超滤浓缩的方法代替醇沉提取胞外

多糖!极大地节约了成本!此方法简便经济!且适合

工业化生产'
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