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酵母单细胞蛋白絮凝分离的研究
刘树楷 樊菊池 王荣民 王勇民

�化学与化学工程系 � �食品科学与工程系 �

摘要 本文提出 了分离酵母单细胞蛋 白的一种新方法一一阅絮凝沉降法分离酵母单

细 胞蛋 白 � 研 究了探酸 � � 时酵母细 胞的絮凝作用
。

探讨操酸 十 � 絮凝酵母细胞的

机理 � 较为系统地研究 了环境因
,

素村裸酸 � � 絮凝酵母细胞的影响 � 首次将质心映

射优化法 ���� 法 �和响应 面 法��  �法 �结 合起来
,

运用计算机优化 了絮凝 条件
,

并

就裸 酸 � � 对酵母细胞的絮凝作用进行表征 � 通过对酵母细胞表面的 �
一

射线能谱

分析
,

证实金属离子�
� ��

、

� � � 
、 ‘

� ��
�

和 � 干
参与 了揉酸 � � 对酵母细胞的絮凝作

用
。

通过裸酸 � � 絮凝酵毋细胞的 小试研 完
,

可 以 认为采用絮凝沉降法
一

分离酵母单

细胞蛋白是可行的
,

且 节能效果显著
,

具有较大的现实意 义
。

‘

关键词 单细胞蛋白
�
絮凝分离� 絮凝 剂� 质心 映射优化法 � 响应 面法

� 前 育、,

曰切 厄二�

单细胞蛋白工业是一 门很有发展前途的生物工程产业
。

从研究结果和一些生 产 实 践 来

看
,

以工业废水为原料生产单细胞蛋白
,

可以变废为宝
,

很有发展前途
。

然而
,

这项技术的

工业化
,

则遇到了一个非常棘手的问题
,

这就是单细胞蛋白的分离
。

在某种程度上说
,

改进

单细胞蛋白回收工艺
,

对本项技术今后的发展
,

有着决定性的影响
。

酵母细胞一般只有几微米大小
,

直接采用沉降和过滤操作相当困难
。

现在生产饲料酵母

的厂家
,

一般都采用
“
发酵一、一次离心一� 二次离心一� 烘干

” 的工艺
。

�

由于酵母分离机

价格昂贵
,

设备投资占很大比重
,

操作费用亦高
,

而且用酵母分离机只能回收发酵液中��  

左右的酵母菌体
。

特别是分离机的喷嘴被堵时
,

损失的酵母菌体更多
。

因此
,

为 防 止 喷 嘴

堵塞
,

每工作 ��
,

离心机就得拆洗一次
,

既费时又费力
,

工作量很大 〔‘, 。

若能用可行的方法

来取代或部分代替离心机分离菌体将会节约大量能源
。

本研究采用经过甄选适合于分离酵母单细胞蛋白〔以味精废水生产的产肮假丝酵母 ��
� �

二
� �� � � �� �� �� �� 为例〕的 �靴酸 � � �絮凝剂

�研究用絮凝沉降法分离酵母单细 胞蛋白 �探讨

�靴酸 � � �絮凝酵母细胞的机理
�
较为系统地研究了环境因素对 �蹂酸 � � �絮凝酵母细胞的

影响 , 优化絮凝工艺
,

并就 �蹂酸 � � �对酵母细胞的絮凝作用进行表征
� 以期能够高效并经

济地分离出单细胞蛋白
,

达到节约能源的目的
。

作者通过试验
,

将酵母细胞的絮凝率确定为衡量絮凝性能的主要指标
,

但也必须有一定

本文 � � � � 年�月 � � 日收到
。
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�
酵母单细 胞蛋白絮凝分离的研 究

的沉降速度
,

最后
,

决定采用粒度分布及平均粒度变化等方法来评价絮凝作用
。

� 材料和方法
‘

�
�

� 酵母单细胞蛋白的培养

�
�

�
�

� 材料
�

无锡市第三制药厂味精车间离子交换工段排放的酸性离交废母液

菌种
�

产肮假丝酵母 ���

培养基 培养基� � 培养基 �

�
�

�
�

� 主要仪器和设备

旋转式摇床

� � 一 �型分光光度计

�
�

�
�

� 方法
� �

酸性离交废液的处理 酸性离交废液一‘加热至 ��� ℃一‘袋滤除去谷氨酸产生菌体

一 , 置冷柜和冰箱中待用
。

」

�
�

酵母单细胞蛋白的培养

活化菌种 酵母单细胞蛋白的摇瓶培养一� 种子培养一 , 扩大培养��� �� 一、摇瓶 培 养

��� �� �接种量 �� � � 转速为 � � �
�
� � �

� � 温度 �� 一�� ℃厂用旋转式摇床 �一”酵母单细胞蛋白

发酵液
。

� �

细胞浓度测定法 光密度法
。

�
,
� 絮凝试验

� ·

� �

�
�

�
�

� 材料
�

� ·
、

万
·

酵母单细胞蛋 白发酵液

絮凝剂 揉酸 十 �
。

揉酸分析纯
,

无锡县化学试剂厂
‘ 、

�
�

�
�

� 主要仪器
�

�

纽

恒温水浴
,

恒温仪精度士队压�

� � �
一�型酸度计

,

上海第二分析仪器厂 �

微量移液器
、 ’

了

混匀机 江苏金坛国华仪器厂
�

、

�
�

�
�

� 絮凝率的测定
�

用盐酸或氢氧化钠溶液
,

调节酵母细胞发酵液至给定的� �值
,

以 � � � �移依管取� � � �发

酵液于 �� � �刻度试管中
,

加入一定量絮凝剂
,

用混匀机快速混匀
,

置于恒温水浴 中
,

保温

一定时间 �
一 �

�

准确吸取 � � �保温液体
,

加入装有 �� �的�
�

�� � �� � � � � � � 溶液的试管中
,

混匀
,

用� �
一
�

分光光度计
,

测�
�

�
�
‘。�� �� 值 � 算出絮凝率

。
一

了
, ·

�
。

� 酵母细胞形态的观察
·

�
、

仪器 � � �
一

�� ��型扫描 电镜
,

荷兰菲利浦公司

方法 取 �� �左右的酵母细胞培养液
,

用滤纸过滤
,

经洗涤夙
,

将粘 有 酵 母 细胞的滤

纸
,

小心剪成数小块
,

以 �纬戊二醛和 ��四氧化饿固定一‘乙醇逐级脱水一 , 浪态二氧化碳



�� 无 轻 锡 工 业 学
、

院
·

学 报 第�。卷

临界点干燥一、喷金一 , 观察摄影
。

、
, ’ �

’

�
�

� 酵母细胞表面金属离子分布的测定 �絮凝前后 �

仪器 � � �
一

�� �� 型扫描电镜 �带 � �  � � �  � � � �能谱仪 �
,

荷兰非利浦公司
·

�

方法 �
一

射线能谱分析技术 ���

测定絮凝前酵母细胞表面金属离子的分布和较适条件下所得的絮凝酵母细 胞 �以 靴 酸

� � 絮凝酵母细胞发酵液�表面金属离子的分布
。

� �

�
�

。 粒子分析
、 · 一 ’

‘
、 一

’
‘ 、 ·

�

仪器 � � � �� � �� ��
一

印。型离心自动粒子分析仪
,

日本三元筑波株式会社
。

,
·

方法见〔�〕
‘

一
�

。

� 絮凝动力学试验
, 、 �

公
�

一
‘

主要仪器
、

材料见瞬

��
’

· ‘

方法 于量筒内准确移入混合均匀的酵母细胞发酵液若干毫升
,

按要求将其调整至较适

絮凝条件
,

加入适量絮凝剂
,

快速混匀后
,

放入恒温水浴 �控制较适温度�
,

用秒表计时
�

、

观

察絮凝物形成所需时间并记下絮凝物与上清液界面或絮凝物高度随时间的变化
。 ’

�
�

了 絮凝作用的表征试验

�
�

了
�

� 絮凝前后粒度分布和平均粒径的比较分析 测定在较优条件下所得絮凝物 � 以糕酸 �

� 絮凝酵母细胞发酵液 �的粒度分布和平均粒径
,

仪器和方法同 �
�

�� 然后
,

再 将所得结果与

絮凝前酵母细胞的粒度分布和平均粒径作比较
。

� ’ �

· 、

�
�

了
�

� 氨基酸含量分析

材料 酵母细胞发酵液以轶酸 � � 絮凝酵母细胞发酵液所得的絮凝体

�
�

仪器 � � �  
一
� �型氨基酸自动分析仪

,

日立公司

。 �

方法 分别取样
,

用 � � �� � ��
,

于 �� � ℃下
,

水解 �� �后
,

进样测定
。

� 结果与讨论
一 、

一
�

�

� 酵母单细胞蛋白絮凝机理的探讨
�

絮凝作用是复杂的物理
、

化学过程
,

若涉及象酵母单细胞蛋 白发酵液这样的生物体系
,

情况就更为复杂
。

絮凝作用的产生
,

�

往往难以用某一机理来解释清楚
。

试验表明
,

悬浮酵母细胞平均粒径为 �
�

�� 卜 �
,

大多数分布在�一 �� 卜 �� 的范围内
,

粒径

大于 �� 协 � 的酵母细胞占��
�

�蜕�近似 �
。

因为由粒径大于 � 协 � 的分散相和分散介质组成的食

品胶体体系
,

往往还表现出胶体的性质
,

所以细胞分散体系同时具有胶体和悬浮浪的性质
。

自然沉降试验和 � � ��
,

电位的测定结果说明
,

酵母细胞于发酵液中
,

虽有百发凝聚的趋

势
,

但凝聚沉降的速度
‘

漫
,

体系存在着稳定因素
。

·
一’

这些因素包括
�

双 电层的分散稳定作用
�
酵母细胞表面的水化作用

。
·

其中酵母细胞表面的水化作用是酵母细胞分散体系稳定的主要因素
。

�
�

、
�

� 揉酸 � � 絮凝酵母细胞机制的探讨 揉酸分子中有亲永基团
, 气

也有疏水基团
。

没食子

酞基中
, 亲水的酚羚基上的氧原子

,

因与苯环形成 ��
�
共辘

,

电子云向苯环移动
, 一

且被苯环

上的大
二 键平均化

,

其对氢原子的束缚力下降
,

使得酚经基上的氢原子更为活拨
。

以一定的试验为基础
‘

,

设蹂酸 � � 絮凝酵母细胞有下列环节
�

’
」 �

“ �

揉酸分子于酵母细胞表面的吸附
。

· ,
一

、

�
‘

、

二
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�

酵母单细她蛋 白
一

絮凝分离的研 究

图 � 探酸
一

舒� 絮凝酵母细胞所得絮凝物的扫描电镜图

图 � 显示酵母细胞表面为一层物质所覆盖
,

这些物质与酵母细胞的絮凝密切相关
,

揉酸

分子在酵母细胞表面的吸附作用是絮凝产生的前提
。

添加一定量的蹂酸于酵母细胞分散体系 中
,

因靴酸分子大部分以单分子形式在体系中扩

散
,

且分子量较小
,

所以扩散速度相对来说是比较快的
。

当其与细胞表面相遇时
,

由于靴酸

分子的酚经基与酵母细胞表面物质 � 如
�

磷酸甘露聚糖
一

蛋臼质复合体 � 有多个位点可 以结

合
,

因而蹂酸分子就迅速被吸附
,

疏水部分朝向水相
。

�
�

被吸附的揉酸分子的酚经基
、

淡基与糖蛋白进一步作用形 成较多的氢键
,

使酵母细

胞壁中一定数量的疏水基团暴露于水相
。

酵母细胞表面的糖蛋白中
,

可与靴酸作用的官能团有
�

� �

糖蛋白主链上的一 � 一�一
�

氨基酸残基侧链上的经基
,

包括� � �
,

� � �
,
� 洲残基上的经基

�

侧链上的一� �
�基和一� �

� � ,

包括 � � � ,
� � �’ � � �残基上相应的基团

�

端基上的一�� � � 基和一�� �
一 ,

包括 � �� 和 � �� 残基上相应的基团
�

糖蛋白中具有极性部分
,

能产生范德华力
,

而使糖蛋白与靴酸分子相结合
。

气 产生新的疏水作用 酵母细胞表面吸附着的蹂酸分子中
,

疏水部分 与 细胞壁中暴露

于水相的疏水基团
,

产生新的疏水作用
,

破坏酵母细胞表面原有的水化膜
,

随之
,

细胞表面

的双 电层稳定作用亦不复存在
,

一

导致酵母细胞结合成大颗粒而沉降
。

从热力学上分析
,

破坏酵母细胞表面 的水化膜
,

使原来与细胞表面结合的水分子从有序

变成无序是个炳增的过程
� 而细胞表面间的疏水基团重新组合

,

产生新的疏水作用
,

则是个

嫡减的过程
,

絮凝作用发生了
,

说明该体系内部的嫡增大于炳减
,

净炳增△ � � � ,

且体系 自

由能变化△� � 。
。

氏 金属离子 � �
“十 ,

�
十 ,

� � “
�

和� � 舒参与酵母细胞间的絮凝作用
。

表 �表示酵母细胞

用蹂酸 十 � 絮凝前�� 勺和后 �� � �表面金属离子的分布情况
。

悬浮酵母细胞经加鞍酸 十 � 絮凝
。

其表面金属离子分布情况有了变化
。

其中� �
“� ,

�
‘ 、

� � “
一

卜

及� , �“十的含量
,

从絮凝前的 �
。

�� 写分别提高到 �
�

� � �
、

。
�

� ��
、

�
。

�� �和 �
。

80 %

,

说

明上述金属离子与酵母细胞间的絮凝作用有关
。

经氨基酸分析
,

算得以揉酸 干 A 絮凝酵母细胞
,
壬11 5和 P : Q的回收率特 别 高

,

分 别 为
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91.67 % 和 85
.
84 %

,

推测
: (揉酸分子 + A )与H i

s和P r。的结合能力特别强
; 酵母细胞表面的

H IS残基和 P
r。
残基可能是絮凝作用中的活性基团

。

至于 A 物质
,

它的作用与细胞间的相互作用力有关
。

实际上
,

环境因素一一酵母细胞发酵液的pH 值
、

温度
、

酵母细胞浓度
、

C
a “+

浓度
、

离

子强度
、

絮凝剂的添加量
、

絮凝反应时间等
,

对酵母细胞的絮凝作用均有不同程度的影响
。

表1 酵母细胞用靴酸 + A 絮凝前 (O
,

) 和后 (A T )细胞表面几种金属离子的含量

重量百分含量 (% ) 原子百分含量
、

(
% )

离 子
A T A T

二J
J
八
U
‘.工p勺Q曰0山nonU

.

…
�U�lln�,曰nUC

甘八UO
�八

UnUnUn
�

.

…
�0n.,八U�U八U八U

O
八
UnU

n
�八日�八U

.

…
八
U八UnUnUC d

Z +

K
+

C
a Z +

M
n Z +

0
。

4 4

0

。

1 2

0

。

2 0

1

。

8 0

2

。

2 环境因素对(鞭酸 十 A )絮凝酵母细胞的影响

环境 因素对絮凝酵母细胞的影响
,

可用下述简图示意
:

环境因素

, 细胞壁

通过改变环境因素
,

可控制酵母细胞的絮凝
。 ,

、

2

.

2

.

1 发酵液的 pH 值对揉酸 + A 絮凝酵母细胞的影响 图 2 表示发酵液pH 值的变化对揉酸
+ A 絮凝酵母细胞的影响

。
、

揉酸是一种有机弱酸
,

在 pH 4
.0左右

,

发酵液中以单分子形式存在的揉酸占大多数
,

这

些蹂酸容易为酵母细胞所吸附
,

表现为絮凝率高
; 当pH 低于或高于4

.
0时

,

因揉酸带 电荷的

数量的增加而以单分子形式存在的蹂酸减少
,

影响了蹂酸在细胞表面的吸附
,

导致絮凝率下

降
;
当pH > 5

。

5 时
,

因蹂酸分子解离
,

带负电荷的靴酸根离子急剧上升
,

使其在细胞表面吸

附困难
,

表现出絮凝率下降迅速
。

2

.

2

.

2 发酵液温度对蹂酸 + A 絮凝酵母细胞的影响 图3表示发酵液温度对蹂酸 + A 絮
卜

凝 酵

母细胞作用的影响
。

根据蹂酸分子缔合的一般规律
:
颗粒分子运动愈强烈

,

缔合愈难
。

推侧
:
由于发酵液温

度上升
,

与酵母细胞表面结合的蹂酸分子中的疏水部分
,

疏水性下降
; 当温度为70

。

0 ℃时
,

由于细胞表面的蛋白质变性程度加剧
,

暴露的疏水基团增加
,

细胞间的疏水作用加强
,

表现

出絮凝率小有回升
。

图 2 实验条件
:
发酵液O

.
D
.(6湘砷)为1

.
05

,

絮凝作用时间为 30‘O m in
,

蹂酸添加 量 为

4卯
, 。m g / L

,

发酵液温度为18
.0℃
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守
r
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丰
.
石。

图2

石。百
卜

二3
.
而 00 “

一

导
.
06’
: ’

6

.

。。

尹H 值

00 感认。众

发酵液的p H 值与酵母细胞絮凝率 的关 系曲 线

!一 0

。

O

幽“0
1nU八U

6
.月�八次�桥馨洪

10
.
0 2 0 .0 5 0

.
0 吐。二。 石0

·

q
6 0

0

0
7
0

,
0 8 0

一
Q

温度〔℃ )

图3 发酵液温度与酵母细胞絮凝率的关系曲线

实验 条件
:
发酵液O

.
D
.(660 nm )为 1

.
05

,
p H 位为4

.
00

,

裸酸添加 量为40 o
.o m g / L

,

絮凝作

用时间为3 0
.Om in

.

2
.
乙3 蹂酸的添加量对酵母细胞絮凝作用的影响 图 4 表示发酵液中揉酸添加量对酵母细胞

絮凝作用的影响
.。

蹂酸浓度在。一20o
.om g /L 范围内

,

缔合的蹂酸分子数量很少
,

.

蹂酸分子的 绝大多数功

能团可与细胞表面结合
,

表现出蹂酸添加量的增加对细胞絮凝作用很有效; 尔后
,

随着揉酸

浓度的增加
,

缔合的揉酸分子数也增加 (揉酸浓度40o
.Om g/ L

,

缔合度为7
.0 % )

,

部 分功能

团用于分子间缔合
、

与酵母表面结合的功能团的相对百分数下降
,

表现出絮凝率上升缓慢
;

当蹂酸浓度达7OQ
。

o m g 八
J
时

,

细胞表面能与靴酸分子结合的位点已基本被 占满
,

表现出絮凝

率最大; 此后
,

揉酸添加量再增大
,

则过量的揉酸分子很难与细胞表面直接结合
,

表现为絮

凝率不再增加
。
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一怪 :的J 韵讯. 飞呱。
‘

台。咖
。吹争

’

和么扩 连帆下 的呱少

图4 发酵液中揉 酸添加量与酵毋细胞絮凝率的关 系曲线

实验条件
:
发酵液O

.
D
.(660 , ) 为1

.
05

,

温度为18
.0℃

,
p H 值为4

.
00

,

絮凝作用时间为

30
。

o m i
n

。

推测
:
揉酸分子在酵母细胞表面吸附属于单分子层吸附

。

2

.

2

.

4 絮凝沉降时间对蹂酸 + A 絮凝酵母细胞的影响 图5表示絮凝沉降时间对糠 酸 + A 絮

凝酵母细胞的影响
。

图5 中曲线表明
,

在20 ℃时
,

当絮凝沉降时间超过sm 泣
,

随着该时间的增加
,

酵母细胞

的絮凝率上升缓慢
。

‘ -

推测
:
絮凝反应时间sm i

n ,

絮凝作用已经接近完全
。

发酵液酵母细胞浓度对蹂酸 + A 絮凝酵母细胞的影响 图 6 表示发酵液酵母细胞浓度

对揉酸 十 A 絮凝酵母细胞的影响
。

实验条件
:

4 00
.00 9/ L

’

蒸汗= 于于一习
翼
_
岌o
.
Q 霍 忍

泞0
。

O 嘴 全
,

仁0 一马护 砚

石0
。

O 卜. , 妇甲‘申

一
娜“分‘山‘帕叫尸叫畔举. 目州哄种, “. 目曰助月

一 ” 1 0
‘
o “0

·
,

二
勘;。 遗。

·
。 飞。

·

。 , 0
·
0

絮舞沉降时间(, 是幻

图5 絮凝沉降时间与酵母细 胞絮凝率的关 系曲线

发酵液O
.
D
.。。011 。为1

.1 1, 温度为20 ℃
,

p
H 位为连

.
00

,

探酸添加量
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图6曲线表明
,

当酵每细胞发酵液的0
.
D
.(。6 。n 口)

<
1
.

02 时
,

随着酵母细胞的浓度增加
,

絮

凝率略有上升
; 当酵母细胞发酵液O

.
D
.(。6 o n叫 > 1

.
02 时随着浓度的增加

,

酵母细胞絮凝率略

有下降
。

前者是由子细胞浓度增加
,

细胞间碰撞频率增大之故; 后者则因为细胞浓度增至一

定程度
,

酵母细胞表面未结合的位点逐渐增多
,

蹂酸量 尚嫌不 足
。

,

“

1 0 0
.
甘

竹甘八.
908s

八次)研瓢罄

O、3 0 0 ‘4 0

图6

0·石。
‘

0

.:e
Q

‘

0

·

宁0 二 o
·

8 0 一 0 ‘9 0
‘

1

·
0 0 玩IQ

·

i

·

2
0

吸醉液细胞浓度之乙
.D 660

。
动

发酵液酵毋细胞浓度与絮凝率的关 系曲线

实验条件
:
发酵液温度 为22

·

o ℃
,

p H 值为4
·

00

,

操酸添加量为4 00
·

o m g
/ L

,

絮凝作 用时

间为3 o
.
om in

二2.2.5发酵液 C aZ+ 浓度对操酸 + A 絮凝酵母细胞的影响 图7表示发酵液中
,

C
a 气
+
浓度的增

加对靴酸 + A 絮凝酵母细胞的影响
。

, |
.
1!
奋

es

se

J
J l l

.

.J

IJ

se
l

!

l司即
n切n甘.nU叭,叭,刚抓抓以那

�浓�排摇折

咖
“临“

、

‘
30.

“
‘

.

理中
‘6卿

”

,
,
“

C 乒衬浓度<破g产1

图7 发酵液钙离子浓度与酵母细 胞絮凝率的关 系曲 线

实验条件
: 发酵液O

。

D

。

(66

。
nm) 为1

.
10

,

温度为21
.0℃

,
p H 位为4

。

00

,
裸酸添加量为

40o
.om g / L

,

絮凝作用时间 为30m i
n 。

C

a Z +

在絮凝中的作用是参与酵母细胞壁之间的桥连[
5’,

当C a Z
+
浓度为 164 m g/L 时比较合
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适
,

C
a Z 十

浓度> 164 m g/L 时
,

由于过量的与水结合的C
a“十
存在于细胞表面

,

削弱了细胞表面

的疏水作用
。

2

.

2

.

6 发酵液中硫酸钠浓度的增加对揉酸 + A 絮凝酵母细胞的影响 图8 表示发酵液中硫酸

钠浓度的增加对酵母细胞絮凝作用的影响
。

0
。

3 0

硫酸钠浓度

:O 。 4 0 0

.

5 0

(

,” 0
1 / ! )

图8 发酵液中硫酸钠 浓度的增加与酵母细胞絮凝率的关 系曲 线

实验条件公 发酵液0
.
D
.(弓

60n
叫 为1

.
05

,

温度为2 8
.0℃

,
p H 值为4

.
00, 操酸添加量为

4 00
。

o m g
/
L

,

絮凝作用时j’q 为3 0
。

o m i
n

。

一

竺
‘

图 8表 明
,

随着发酵液中
,

硫酸钠添加量的增大 (从。一0
.30m ol/L )

,

酵母细胞的絮凝率

略有下降
,

但相差并不大
,

当硫酸钠添加量大于 0
.
30 m

o
l/ L 时

,

絮凝率大幅度下降
。

味精废水中含有大量的盐
,

.

酵母细胞发酵液中离子强度已经比较高
,

随着硫酸钠添加量 协

的增大
,

离子强度上升
,

细胞表面蛋白质的盐溶作用亦渐产生
;当硫酸钠添加量大于 0

.3m ol / L

时
,

随着添力日量的增力口
,

细月包表面蛋白质的盐溶作用大大增加
,

导致酵母细胞絮曦率大幅度
一

『降
。

“
2.3鞭酸 十 A 絮凝酵母细胞的动力学分析

观察蹂酸 + A 絮凝酵母细胞可知
,

若条件合适
,

·

只需30 5
,

就有大量 肉眼可见的较均匀

的絮凝微粒形成
。

所 以可将该絮凝过程作为快速絮凝来处理
。

结合试验有下述推论
:

a .
絮凝微粒的形成速度随酵母细胞间碰撞频率的增加而增大

;

b
.
酵母细胞的絮凝沉降速度

,

受揉酸传质速度的控制
。

在酵母细胞的絮凝过程中
,

蹂酸的传质依靠分子扩散是比较慢的
,

而采用混匀机涡流传

质
,

能迅速增大絮凝沉降速度
。

结合萦凝体的性质
,

宜采用蹂酸 + A 的一次加入
,

迅速混匀

后
,

静置
。 一 ‘

图 9 中的絮凝沉降曲线表明
,

当絮凝沉降时间小于3om in 时
,

沉降界面随沉降时间的增

加
,

下降迅速
,

沉降速度大
。

_ · -

·
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一, 夏厂一孟了一瑞万
, 」 一 一

二
1 .80.0 100。 0 1 2 0

。

0

沉降时I’9 (m i
n)

图9 揉酸 + A 絮凝酵母细 胞的沉降曲线

实验条件
:
发酵液O

.
D
.(6、叫为1

.2 1 ,

温度为26
.0℃

,
p H 值为4

.
00

,

揉 酸添加量为

40 o
.om 幻I

J,
絮凝体的形成时间为lm i

n .

图 10 表示 以蹂酸 + A 絮凝酵母细胞所得絮凝沉降物体积 与絮凝沉降时间的关系
。

依上述

试验数据可以算出
,

经絮凝沉降40m 如和 1 10 m i
n能分别脱去78 % 和 82 % 的水分

。

n000功40劝20

二日�彩长世娜瑞缪解

20‘0 4 0
。

0 6
。 ‘

0 旦0
.
0

沉降时间(m in犷

100 。

0 1 2 0

。

0

图10 絮凝物沉降体积与絮凝沉降时间的关系曲线

实验 条件
:
发酵液O

.
D 660

。。

为1
.
21

,

温度为2 6
.0℃

,
p H 值4

.
00

,

鞋 酸添加

量 为4 00
.Om g /L

,

絮凝体 的形成时间为lm in
。

( 注
:
酵母细 胞发酵液絮凝前总体积 为50 m l)

2 .4 (揉酸 + A )絮凝酵母细胞工艺的优化

本文优化试验充分利用C M O 法
一

质心映射优化法 (C
en tro id M a p p in g O p tim iza tio n [6

和 R S M 法
一

响应面法 (R e spo n se S o r fa e e M e th o d o lo gy )i了l[“l的特点
,

将两者有机地结合起

来
。

.
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运用C M O 法考察了酵母细胞絮凝率与发酵液PH 值
、

温度
、

絮凝剂添加量之间的关系
,

粗选 出这三个因素的较优水平; 结合环境因素对絮凝剂絮凝酵母细胞的考察结果
,

将发酵液

的酵母细胞浓度
、

钙离子浓度
、

盐浓度和絮凝沉降时间固定在较优水平
,

再在发酵 液 的 p H

值
、

温度
、

絮凝剂添加量的较优水平附近
,

采用R S M 法
,

以旋转设计
,

建立酵母细胞絮凝率

与发酵液p H 值
、

温度和絮凝剂添加量之间的响应面方程 ;用计算机进行实验数据处理
,

绘制

等值面图; 通过分析等值面
,

得出絮凝的优化工艺
。

在固定絮凝沉降时间为30 m i
n ,

酵母细胞发酵液O
.
D
.(。6 。。叫 为1

.
08

,

钙离子浓度为80 m g/L

700.0

已00
,

0

�一、蓄�越鹅

2’0 任.0

10 0
。

0

2 0
.
0
’

2 2
.
0 2 ‘

.
。 玄。一。

‘ ’

2 5

.

0 5 0

.

0

温度(℃)

图11 p H 4 ,
O 时之等值面 图

李0 0
。
O

编00奋O

;

_

冻
‘

\

、
艺
.
、(

300。O
2 0 0

,
0

1 0 0
。
0 户2。0 0 3

.
0 0 性

一
0 0

.

5 ,’oe

户H 值

图12
‘

发酵液温度为22 : o℃时之等值 面图
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L ,

盐浓度取发酵液原有水平的条件下
,

运用旋转设计建立起揉酸 + A 絮凝酵母细胞的絮凝率

(F
.
R
.
)与发酵液的pH

、

温度(约和发酵液中靴酸浓度之间的响应面方程
。

取pH 值为4
.
00

,

温

度为22
.0℃

,

揉酸的添加量为400 m g/ L
,

分别代入所得之响应面方程
,

用计算机绘制出如图

11 一图13 所示之等值面
。

在可能的情况下
,

以响应值大为好
。

依此衡量标准
,

对图 n 一图13 进行综合分析
,

得出

蹂酸 + A 絮凝酵母细胞发酵液的最优水平为
:

p H “ 4
.
诉 t 二 2 4

.
3 ℃; 浓度

二 4 00 m g
/ L

.

24.
。

…丫丫\
娜
}。

2.00 3.00 峨. Q挤 5.e0 “O心

P H 谊

图13 发酵液中操酸浓度为40 0m g / L 时之等值户图

此时
,

絮凝率可达95 %
.

较优区域为
: pH 一 3

0
0一5

·

叮 , ‘
20

·

0 一26
·

o ℃ ,
浓度于20 0一450m 幻L

·

此时
,

絮凝率可达90 % 以上
。

蹂酸 + A 絮凝酵母细胞发酵液
,

在发酵液p H 值
、

温度
、

蹂酸添加量的最优水平或较优区

域 上进行时
,

其它絮凝作用条件分别是
:‘

絮凝沉降时间 = 30
.om in ; 酵母细胞发酵液O

.
D
.(。。。nm ) = 1

.

08
;钙离子浓度

= 8om’g/L
,

盐浓度为发酵液的原有水平
。

2

.

5 絮凝作用的表征
2.5
.
1 酵母细胞粒度分布的改善 图 14 表示酵母细胞经絮凝后的粒度分布

。

悬浮酵母细胞经揉酸 + A 絮凝
,

平均粒径 从原来的忆
.
87 协m 提高到43

.05 件m ,

使采用沉降
一

过滤代替离心分离酵母细胞成为可能
。
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(%�松佘侧娜

4 .G O6 .OO日 .O G IO .O 12 .O I 日 . 0 1 6
.
0 1 6

.
0 己0

.
0 2 2

.
0 2 4

.
0 己6

。

0 2 8

。

0 3 0

.

0

立径 (林m )

图 14 酵母细 胞经揉酸 + A 絮凝后 的粒度分布图

注
:
发酵液O

.
D
.(。

60n
叫 为1

.
0 1 ,

温度为3 0
.0℃

,
p H 值为4

.
00

,

操酸添加量 为40 o
.om 酬L

,

絮凝作用时间为 30
.om in ; 酵母细 胞经絮凝后

,

拉 径 > 30
.
郎 m 的 古66

.7 % ; 平均 拉 径 为

43
。

0 5 卜m
。

2

.

5

.

2 酵母细胞发酵液中氨基酸的总回收率 图 15 表示酵母细胞发酵液经揉酸 + A 絮凝后
,

氨基酸的回收率
。
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氨基酸名称

图 15 酵母细胞发酵液经操 酸 十 A 絮凝后
,

氛基酸的 回收率

注
:
操 酸 + A 絮凝发酵液中酵母细胞的条件为

:

发酵液温度 二 1 8飞5℃; 发酵 液p H 值 二 4
.
0 诉

裸酸添加量 二 4 0 0
。

o m g
/

L
; 絮凝沉降时间 二 7 5. O m i

n ;

原发酵液O
。

D

。
(“。训 值

= 1。 1 0

。

25 m l发酵液经蹂酸 十 A 在上述条件下絮凝
,

得絮凝物4
.5m l

。

图 15 表明酵母细胞发酵经揉酸 + A 絮凝
,

其中组氨酸(H i
s)和脯氨酸 (P ro) 的回收率特
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别高
,

分别达91
.
67 % 和 85

.
84 %

。

沉降过程和优化过程表明
,

酵母 细胞发酵液经揉酸 + A 絮凝
,

沉降性能较好
,

酵母细胞

回收率高
。

3 絮凝剂资源
、

安全性问题和节能效果的初探

揉酸是存在于植物 中的一类分子较大的复杂多元酚类化合物
,

广泛分布于植物界
,

在种

子植物中分布得更为广泛
。

被昆虫伤 害部分所形成的虫瘦常含有相当多的蹂酸
,

如五倍子含

蹂 酸量高达78 % 191
.

作为絮凝剂
,

其应用于酵母细胞的分离
,

在毒性上是没有问题的
,

因为作 为 食 品添加

剂
,

在工业中已有运用 〔‘“l , 至于 A 物质更是无毒无害
。

若用蹂酸 + A 絮凝沉降告分离酵母单细胞蛋白
, 根据提供的信 息

,

经初步估算
,

节能效

果显著
。

小试证实
,

以靴酸 + A 絮凝沉降法分离酵母单细胞蛋白
,

是可行的
,

具有 良好的应用前

景
。

4 结 论

a. 酵母细胞的X
一

射线能谱分析证实
: C aZ+

、

C d
“+ 、

M

n “十和 K
+
参与了辣酸 + A 对酵母

细胞的絮凝作 用
。

b

.

发酵液的p H 值
、

温度
、

蹂酸的添加量
,

对酵母细胞的絮凝有明显的影响
。

在发酵液

的C a“
十

浓度为80
.om g/L

,

酵母细胞发酵液O
.
D
.(.;:。* )为1

.08 ,

盐浓度维持在发酵液的原有水

平
,

絮凝沉降时间为30
.om in 的情况下

,

蹂酸 十 A 絮凝酵母细胞的最优条件为
:

发酵液的 pH 值
二 4

.
饥 发酵液的温度

二 2 4
.
3℃;

揉酸的添加量 二 4 0 0
,

o m g
/

L
;

此时酵母细胞絮凝率可达 95 %
。

较优区域为
:

发酵液pH 值
: 3.0一5

.0; 发酵液温度
:
20 一26 ℃

;

靴酸添加量
: 20 0一45om g/l

,
;

实际运用时
,

应视具体情况
,

灵活调节絮凝剂之添加量
。

。 。

发酵液中的酵母细胞经蹂酸 + A 在较优条件下絮凝
。

条件如下
:

发酵液p H 值
二 4

.

00
;
发酵液温度

= 30
.0℃; 絮凝沉降时间

二
30

.
O m in

; 蹂酸添加量
二
40

o
.
o m g

/ L
;
酵母细胞发酵液的O

.
D
.(66on口 ) 之 1

.
0 1 厂

aZ‘
浓度80

.om g/L ;盐浓度维持在发酵液原

有水平; 平均粒径从原来的7
.
87 卜m 提高到43

.
05 协 m ,

粒度分布
,

从原来的大于 12
.
0 件m 的占

16.6% 上升到粒径大于30
。

0 拼 m 的占66
。

7
%

.

d

.

酵母细胞发酵液经蹂酸 + A 在较优条件絮凝
,

条件同
c
下絮凝

。

组氨酸和脯氨酸的回

收率分别可达91
.
67 % 和 85

.
84 %

。

。 . 在单细胞蛋 白的生产中
,

添加一定量的靴酸 十 A
,

能大大提高其固液分离效率
,

节约能

量 , 以蹂酸 + A 为絮凝剂
,

采用絮凝沉降技术分离酵母细胞
,

通过小试
,

证明是可行的
。
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