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摘要:以无机钛硅为原料、四丙基溴化铵(ＴＰＡＢｒ)为模板剂、乙胺水溶液为碱源的 ＴＰＡＢｒ－乙胺体系合成钛硅分子筛 ＴＳ－１ꎬ
研究了碱用量对 ＴＳ－１ 分子筛结晶和催化性能的影响ꎮ 利用 ＦＴ－ＩＲ、ＸＲＤ、ＵＶ－Ｖｉｓ 和 ＳＥＭ 等对 ＴＳ－１ 分子筛的结晶情况进行了

表征ꎮ 以催化烯丙醇环氧化为探针反应ꎬ研究碱用量对 ＴＳ－１ 分子筛催化性能的影响ꎮ 在硅源、碱源摩尔比 １ ∶１􀆰 ９ 与 １ ∶０􀆰 ２５ 之

间调节碱加入量ꎬ结果表明ꎬＴＰＡＢｒ－乙胺体系法合成的样品ꎬ具有典型的 ＭＦＩ 特征结构ꎮ 合成出的 ＴＳ－１ 分子筛晶体呈长方体

形ꎬ长度约为 ４􀆰 ４~８􀆰 ８ μｍꎮ 碱用量减少得到的 ＴＳ－１ 催化剂样品的相对结晶度低ꎻ当碱用量降低至 ０􀆰 ２５ 时ꎬ得到无定形态粉

末ꎻ碱用量增多合成的 ＴＳ－１ 分子筛样品相对结晶度高ꎬ非骨架钛物种和锐钛矿含量减少ꎬ晶粒的尺寸缩小ꎬ催化丙烯醇氧化产

物的选择性显著提高ꎬ达到 ９８％ꎮ
关键词:ＴＳ－１ 分子筛ꎻ乙胺ꎻ结晶ꎻ环氧化反应
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　 　 １９８３ 年ꎬＴａｒａｍａｓｓｏ 等[１] 首次水热合成出钛硅

分子筛(ＴＳ－１)ꎬ由于其显著的催化性能引起了人们

的广泛关注ꎮ 经典的合成方法中用四丙基氢氧化铵

(ＴＰＡＯＨ)为模板[１]ꎬ得到粒径非常小的 ＴＳ－１ 分子

筛(１００~２００ ｎｍ)ꎮ ＴＳ－１ 分子筛在许多以双氧水为

氧化剂的绿色选择性氧化反应中具有良好的催化活

性ꎬ如烯烃的环氧化反应[２]ꎮ 但对纯度要求高ꎬ且
价格昂贵的模板剂和纳米尺寸的催化剂难以从反应

体系中分离ꎬ限制了 ＴＳ－１ 分子筛在工业生产中的

广泛应用[３]ꎮ 近年来ꎬ利用廉价的四丙基溴化铵

(ＴＰＡＢｒ)为模板剂ꎬ加入相应的碱源ꎬ采用无机原料

硅溶胶或二氧化硅作为硅源合成低成本 ＴＳ－１[４－６]ꎮ
以廉价模板剂合成的方法虽然可以降低分子筛成

本ꎬ但廉价法制备的 ＴＳ－１ 分子筛的机制与经典法

合成 ＴＳ－１ 分子筛存在重大差别[７]ꎬＴＳ－１ 分子筛催

化活性受到了影响ꎬ同时制得的产品性能稳定性较

差ꎮ 为了解决这些问题ꎬ详细研究了分子筛合成中

重要因素影响ꎬ以期找出一条稳定合成高质量、低成
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本的途径ꎮ 而碱用量对 ＴＳ－１ 分子筛的结晶性能影

响显著[８]ꎬ且分子筛晶化过程都是以硅铝酸盐初始

凝胶的解聚与重排为基础[９]ꎬ而这一过程又与碱用

量密切相关ꎬ因此研究碱用量对廉价法制备 ＴＳ－１
分子筛具有实际意义ꎮ

笔者 以 无 机 钛 硅 为 原 料、 四 丙 基 溴 化 铵

(ＴＰＡＢｒ)为模板剂、乙胺水溶液为碱源合成钛硅分

子筛 ＴＳ－１ꎬ并用 ＦＴ－ＩＲ、ＸＲＤ、ＵＶ－Ｖｉｓ 和 ＳＥＭ 等手

段表征合成的 ＴＳ－１ 分子筛样品ꎬ考察了 ＴＰＡＢｒ－乙
胺体系合成 ＴＳ－１ 的方法中碱用量对 ＴＳ－１ 分子筛

结构及催化性能的影响ꎮ

１　 实验部分

１􀆰 １　 实验材料

实验试剂及原料如表 １ 所示ꎮ
表 １　 实验试剂及原料

原料及试剂 纯度 来源

甲醇 ＡＲ 国药集团化学试剂有限公司

硅溶胶 ３０％ 青岛海洋化工有限公司

丙烯醇 ＡＲ 成都金山化学试剂有限公司

乙胺水溶液 ＣＰ 国药集团化学试剂有限公司

３０％双氧水 ＡＲ 国药集团化学试剂有限公司

四丙基溴化铵 ９９％ 上海迈瑞尔化学技术有限公司

三氯化钛稀盐酸溶液 １５％ꎬＡＲ 国药集团化学试剂有限公司

１􀆰 ２　 ＴＳ－１ 分子筛的制备

按摩尔比 ｎ ( ＳｉＯ２ ) ∶ ｎ ( ＴｉＯ２ ) ∶ ｎ ( ＴＰＡＢｒ) ∶
ｎ(Ｃ２Ｈ７Ｎ) ∶ｎ(Ｈ２Ｏ)＝ １ ∶０􀆰 ０２ ∶０􀆰 １ ∶ｘ ∶３０ 配制 ＴＳ－１
合成液(ｘ＝ １􀆰 ９、１、０􀆰 ７５、０􀆰 ５、０􀆰 ２５)ꎮ 将乙胺水溶液

和去离子水在搅拌下滴加到 ＴＰＡＢｒ 和硅溶胶混合

搅拌后的溶液中水解 １０ ｍｉｎꎬ缓慢滴加 ＴｉＣｌ３ 溶液ꎬ
剧烈搅拌制成均匀凝胶ꎬ然后加入适量的 ＴＳ－１ 晶

种凝胶于室温搅拌 ４５ ｍｉｎꎬ转入带聚四氟乙烯内衬

的不锈钢水热晶化釜中ꎬ１７０℃水热晶化 ７２ ｈꎮ 产物

经抽滤、洗涤、１２０℃干燥 １２ ｈꎬ在空气中 ５５０℃煅烧

５ ｈꎬ得到 ＴＳ－１ 分子筛样品ꎮ
１􀆰 ３　 ＴＳ－１ 分子筛的表征

采用 ＫＢｒ 压片法在 Ｂｏｍａｎ 公司生产的 ＦＡＬＡ
２０００１０４ 型傅里叶红外光谱仪上测定样品 ＦＴ－ＩＲ 特

性ꎬ扫描范围为 ４ ０００~５１０ ｃｍ－１ꎮ
利用日本岛津公司生产的 ＵＶ－３６００ ｐｌｕｓ 型紫

外－可见近红外分光光度计(波长范围 １９０ ~ ３ ３００
ｎｍ)测定样品 ＵＶ－Ｖｉｓ 吸收特性ꎮ

利用日本日立株式会社生产的 Ｓ－４８００ 型场发

射扫描电子显微镜检测样品的形貌和尺寸ꎮ
利用 Ｂｒｕｋｅｒ Ｄ８ ＡＤＶＡＮＣＥ 型 Ｘ 射 线 衍 射

(ＸＲＤ)仪(Ｃｕ Ｋα 射线ꎬ扫描范围 θ＝ ５~５０°ꎬ扫描速

率为 ４° / ｍｉｎ)测定样品相对结晶度ꎮ 取同一系列中

５ 个特征峰之和最高的样品作为基准样ꎮ 样品相对

结晶度表示为:相对结晶度 ＝样品 ５ 个特征峰的峰

高之和 /基准样 ５ 个特征峰的峰高之和ꎮ
１􀆰 ４　 丙烯醇环氧化反应

丙烯醇环氧化反应在 ５０ ｍＬ 带回流的三口烧瓶

中进行ꎬ采用带有磁力搅拌的油浴进行加热ꎬ反应温

度为 ４０℃ꎬ反应时间为 ３ ｈꎮ 称取催化剂 ０􀆰 ７００ ｇ 加

入到三口烧瓶中ꎬ加入 ６􀆰 ８ ｍＬ 烯丙醇和 １８􀆰 ７ ｍＬ 甲

醇ꎮ 之后放入 ４０℃ 的油浴中ꎮ 待反应体系温度稳

定在 ４０℃ꎬ通过恒压滴液漏斗滴加 １２􀆰 ０ ｍＬ 双氧水

(３３％)ꎬ控制滴加速度ꎬ２０ ｍｉｎ 左右滴加完成ꎮ 待

反应结束后ꎬ反应混合物经离心分离除去催化剂ꎬ液
体样品用 Ａｇｉｌｅｎｔ ７８９０Ａ 气相色谱进行分析ꎮ 检测

条件:色谱柱为 ＳＥ － ５４ 石英毛细管柱 ( ６０ ｍ ×
０􀆰 ３２ ｍｍ×０􀆰 ５ μｍ)ꎬ柱温为 １５０℃ꎬ检测器温度为

２７０℃ꎬ进样口温度为 ２７０℃ꎮ
丙烯醇的转化率和选择性采用面积归一化法计

算得到:
Ｘ(丙烯醇) ＝

{ ｓ(环氧丙醇) / [ ｓ(环氧丙醇) ＋ ｓ(丙烯醇)]} × １００％
Ｓ(丙烯醇) ＝

{ ｓ(环氧丙醇) / [ ｓ(环氧丙醇) ＋ ｓ(副产物)]} × １００％

式中:Ｘ(丙烯醇)为丙烯醇转化率ꎻｓ(环氧丙醇)为
环氧丙醇对应的峰面积ꎻｓ(丙烯醇)为丙烯醇对应

的峰面积ꎻ ｓ(副产物)为副产物对应的总峰面积ꎻ
Ｓ(丙烯醇)为丙烯醇的选择性ꎮ

２　 结果与讨论

在 ｎ(ＳｉＯ２) ∶ ｎ(Ｃ２Ｈ７Ｎ)分别为 １ ∶ １􀆰 ９、１ ∶ １、１ ∶
０􀆰 ７５、１ ∶０􀆰 ５、１ ∶０􀆰 ２５ 的情况下进行 ５ 组实验ꎬ考察

碱用量对 ＴＰＡＢｒ－乙胺体系合成 ＴＳ－１ 的影响ꎬ结果

如表 ２ 所示ꎮ 由表 ２ 可以看出ꎬ除 ｎ(ＳｉＯ２) ∶ｎ(Ｃ２Ｈ７Ｎ)
　 　 　 　 　 　 　表 ２　 不同碱用量的实验结果

样品

编号

ｎ(ＳｉＯ２) ∶

ｎ(Ｃ２Ｈ７Ｎ)
相对

结晶度

环氧丙烷

转化率 / ％
环氧丙烷

选择性 / ％

ＴＳ－１－１ １ ∶１􀆰 ９ ９９􀆰 ９ ３１ ９８
ＴＳ－１－２ １ ∶１􀆰 ０ ９８􀆰 １ ３３ ９０
ＴＳ－１－３ １ ∶０􀆰 ７５ ８１􀆰 ９ ３５ ８５
ＴＳ－１－４ １ ∶０􀆰 ５ ６０􀆰 ２ ３５ ８４
ＴＳ－１－５ １ ∶０􀆰 ２５ ０ — —
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为 １ ∶０􀆰 ２５ 的样品结晶失败ꎬ得到无定形粉末ꎬ其他

样品结晶程度高ꎮ
２􀆰 １　 ＦＴ－ＩＲ 表征

合成的 ＴＳ－１ 的红外谱图如图 １ 所示ꎮ 由图 １
可以看出ꎬ在 ４５０、５５０、８００、１ １００ ｃｍ－１和 １ ２２５ ｃｍ－１

处出现 ５ 个明显的吸收峰ꎬ是分子筛具有 ＭＦＩ 拓扑

结构的特征振动峰ꎮ 在 ４５０ ｃｍ－１处为 Ｓｉ—Ｏ 键的弯

曲振动ꎻ５５０ ｃｍ－１处为分子筛骨架二级结构单元五

元环的特征吸收峰ꎻ８００ ｃｍ－１和 １ １００ ｃｍ－１属于内部

四面体单元的反对称和对称伸缩振动ꎻ１ ２２５ ｃｍ－１处

的红外吸收峰属于分子筛外部连接的振动ꎻ同时ꎬ在
９６０ ｃｍ－１处还出现骨架钛的吸收峰ꎬ其强度随骨架

钛质量分数的增加而变强[１０]ꎮ

１—ｎ(ＳｉＯ２) ∶ｎ(Ｃ２Ｈ７Ｎ)＝ １ ∶０􀆰 ５ꎻ２—ｎ(ＳｉＯ２) ∶ｎ(Ｃ２Ｈ７Ｎ)＝ １ ∶０􀆰 ７５ꎻ

３—ｎ(ＳｉＯ２) ∶ｎ(Ｃ２Ｈ７Ｎ)＝ １ ∶１􀆰 ０ꎻ４—ｎ(ＳｉＯ２) ∶ｎ(Ｃ２Ｈ７Ｎ)＝ １ ∶１􀆰 ９

图 １　 不同硅碱摩尔比得到 ＴＳ－１ 的 ＦＴ－ＩＲ 谱图

从图 １ 中还可以看出ꎬ不同硅碱摩尔比条件下

均能合成具有明显 ＭＦＩ 结构特征的 ＴＳ－１ 催化剂ꎬ
随着碱用量增加ꎬ９６０ ｃｍ－１处的吸收峰强度逐渐变

弱ꎮ 说明碱用量增加不利于钛进入骨架ꎮ 这一点与

样品催化性能表现出一致的规律ꎮ
２􀆰 ２　 ＵＶ－Ｖｉｓ 表征

利用紫外－可见近红外分光光度计(ＵＶ－Ｖｉｓ)
表征 ＴＳ－１ 钛硅分子筛中钛物种的存在状态ꎬ结果

如图 ２ 所示ꎮ 由图 ２ 可以看出ꎬ２２０ ｎｍ 处的吸收为

四配位钛物种(骨架钛)的出峰ꎬ此处出峰被认为是

催化环氧化反应的活性中心[１１]ꎮ ２６０~２８０ ｎｍ 的吸

　 　 　 　 　 　 　

１—ｎ(ＳｉＯ２) ∶ｎ(Ｃ２Ｈ７Ｎ)＝ １ ∶０􀆰 ５ꎻ２—ｎ(ＳｉＯ２) ∶ｎ(Ｃ２Ｈ７Ｎ)＝ １ ∶０􀆰 ７５ꎻ

３—ｎ(ＳｉＯ２) ∶ｎ(Ｃ２Ｈ７Ｎ)＝ １ ∶１􀆰 ０ꎻ４—ｎ(ＳｉＯ２) ∶ｎ(Ｃ２Ｈ７Ｎ)＝ １ ∶１􀆰 ９

图 ２　 不同硅碱比得到 ＴＳ－１ 的 ＵＶ－Ｖｉｓ 谱图

收峰归属于六配位钛物种(非骨架钛) [１２]ꎮ ３１０ ｎｍ
为 ＴｉＯ２(锐钛矿)的吸收峰ꎬ锐钛矿被认为是双氧水

分解的催化剂[１３]ꎮ 根据出峰的强度ꎬ样品 ＴＳ－１－２、
ＴＳ－１－３ 和 ＴＳ－１－４ 中非骨架钛和锐钛矿的摩尔分

数均略高于 ＴＳ－１－１ꎬ说明碱用量减少ꎬ合成 ＴＳ－１
中非骨架钛和锐钛矿含量均增加ꎮ
２􀆰 ３　 ＳＥＭ 表征

通过电子显微镜能够非常清晰地观察到 ＴＳ－１
分子筛的晶体形貌、外表面的几何形态和颗粒尺寸

大小ꎬ如表 ３ 所示ꎮ 不同硅碱摩尔比得到 ＴＳ－１ 的

ＳＥＭ 图如图 ３ 所示ꎮ 从表 ３ 中可以看出ꎬ不同硅碱

摩尔比条件下均能合成到晶体形貌均一的长方体ꎬ
晶粒尺寸均为微米级ꎮ 由图 ３ 中可以看出ꎬ随着碱

用量的增加ꎬ得到的 ＴＳ－１ 分子筛晶粒尺寸变小ꎮ
原因是由于碱用量的提高导致液相中硅酸盐物种浓

度较高ꎬ相应硅酸盐物种缩合为有序的分子筛骨架

的速率大大加快[１４]ꎬ生成大量晶核ꎬ从而使得晶粒

尺寸变小ꎮ 由于制备得到样品粒径较小ꎬ从而缩短

了催化反应过程中产物在催化剂内部孔道扩散进入

溶剂的时间ꎬ减少了催化产物在催化剂通道内部的

停留时间ꎬ降低了一些副反应发生的可能性ꎬ使得

ＴＳ－１ 分子筛催化表征实验中产物的选择性明显

提高ꎮ
表 ３　 不同硅碱摩尔比合成 ＴＳ－１ 催化剂晶体尺寸

样品编号 ＴＳ－１－１ ＴＳ－１－２ ＴＳ－１－３ ＴＳ－１－４

晶体尺寸 / μｍ ４􀆰 ４×１􀆰 ２×

０􀆰 ５
４􀆰 ９×２􀆰 １×

０􀆰 ３
６􀆰 ７×２􀆰 ４×

０􀆰 ６
８􀆰 ８×２􀆰 ６×

１􀆰 ２

(ａ)ｎ(ＳｉＯ２) ∶ｎ(Ｃ２Ｈ７Ｎ)＝

１ ∶１􀆰 ９

(ｂ)ｎ(ＳｉＯ２) ∶ｎ(Ｃ２Ｈ７Ｎ)＝

１ ∶１􀆰 ０

(ｃ)ｎ(ＳｉＯ２) ∶ｎ(Ｃ２Ｈ７Ｎ)＝

１ ∶０􀆰 ７５

(ｄ)ｎ(ＳｉＯ２) ∶ｎ(Ｃ２Ｈ７Ｎ)＝

１ ∶０􀆰 ５

图 ３　 不同硅碱摩尔比得到 ＴＳ－１ 的 ＳＥＭ 图

􀅰６４１􀅰
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２􀆰 ４　 ＸＲＤ 表征

Ｘ 射线粉末衍射(ＸＲＤ)是测定 ＴＳ－１ 的拓扑结

构的重要手段ꎮ 不同硅碱摩尔比得到的 ＴＳ－ １ 的

ＸＲＤ 谱图如图 ４ 所示ꎮ 由图 ４ 中可以看出ꎬ２θ ＝
７􀆰 ８、８􀆰 ８、２３􀆰 ２、２３􀆰 ８°和 ２４􀆰 ３°处的 ５ 个衍射峰是

ＴＳ－１ 钛硅分子筛 ＭＦＩ 拓扑结构特征峰[１５]ꎮ 碱用量

减少合成得到样品的相对结晶度明显降低ꎮ

１—ｎ(ＳｉＯ２) ∶ｎ(Ｃ２Ｈ７Ｎ)＝ １ ∶０􀆰 ５ꎻ２—ｎ(ＳｉＯ２) ∶ｎ(Ｃ２Ｈ７Ｎ)＝ １ ∶０􀆰 ７５ꎻ

３—ｎ(ＳｉＯ２) ∶ｎ(Ｃ２Ｈ７Ｎ)＝ １ ∶１􀆰 ０ꎻ４—ｎ(ＳｉＯ２) ∶ｎ(Ｃ２Ｈ７Ｎ)＝ １ ∶１􀆰 ９

图 ４　 不同硅碱摩尔比得到的 ＴＳ－１ 的 ＸＲＤ 谱图

以硅溶胶为原料的 ＴＰＡＢｒ－乙胺体系合成 ＴＳ－１
的碱用量的影响实验中的现象可以用液相转变机理

来解释[１６]ꎮ 分子筛晶化的过程一般包含:①形成初

级凝胶ꎻ②初级凝胶解聚溶解ꎬＳｉ、Ａｌ—Ｏ—Ｓｉ、Ａｌ 键
打开ꎻ③围绕模板剂或金属阳离子重排聚合ꎬＳｉ、
Ａｌ—Ｏ—Ｓｉ、Ａｌ 键重新成键ꎻ④沸石成核ꎻ⑤核的生

长ꎻ⑥沸石晶体的生长及引起的二次成核[１７]ꎮ 其

中ꎬＳｉ、Ａｌ—Ｏ—Ｓｉ、Ａｌ 键的断开与重新形成是影响沸

石分子筛合成的关键步骤ꎮ ＴＳ－１ 的晶化过程中存

在如下动态平衡[１８]:
ＳｉＯ２ ＋ ｎＯＨ － 􀜩􀜨􀜑 Ｓｉ(Ｏ － ) ｎ(ＯＨ) ４－ｎ ＋ (ｎ － ２)Ｈ２Ｏ (１)

(ＲＯ) ３ＳｉＯ
－ ＋ ＨＯＳｉ(ＯＲ′) ３ 􀜩􀜨􀜑

(ＲＯ) ３Ｓｉ—Ｏ—Ｓｉ(ＯＲ′) ３ ＋ ＯＨ － (Ｒ ＝ Ｓｉ / Ｈ) (２)
　 　 式(１)是初级凝胶的解聚溶解ꎬ式(２)是硅酸盐

物种的缩合ꎮ 硅溶胶为原料合成 ＴＳ－１ 分子筛可以

理解为:溶胶解聚为低聚合度的硅酸盐物种后ꎬ在模

板剂 ＴＰＡ＋作用下形成基本结构单元ꎬ成核ꎬ逐渐形

成 ＴＳ－１ 分子筛ꎬ并不断消耗硅酸盐物种ꎬ使凝胶不

断溶解ꎮ 最后ꎬ固相 ＴＳ－１ 分子筛与硅酸盐物种达

到动态平衡ꎬＴＳ－１ 分子筛晶化完全ꎮ 反应体系中碱

用量的增多使得液相中硅酸盐物种浓度提高ꎬ产生

的晶核数目增多ꎬ晶体生长速度加快ꎬ表现为晶粒尺

寸的缩小和结晶度的提高ꎮ 而当碱用量减少时ꎬ液
相中硅酸盐物种浓度降低ꎬ液相中 ＴＳ－１ 晶核数量

少ꎬ晶体生长速度缓慢ꎬ合成出的 ＴＳ－１ 分子筛样品

相对结晶低ꎬ晶粒尺寸变大ꎻ当碱用量低于某一临界

值之后不能成功合成 ＴＳ－１ 分子筛ꎮ

３　 结论

改变碱用量ꎬ采用 ＴＰＡＢｒ－乙胺体系合成出一

系列 ＴＳ－１ 分子筛催化剂样品ꎮ 借助 ＦＴ－ＩＲ、ＸＲＤ、
ＵＶ－Ｖｉｓ 和 ＳＥＭ 等手段对样品进行结构表征ꎬ并以

催化烯丙醇环氧化为探针ꎬ研究碱用量对 ＴＳ－１ 催

化性能的影响ꎮ 在碱用量较高时ꎬ均能得到具有

ＭＦＩ 结构、相对结晶度高且具有较高催化活性的

ＴＳ－１ 分子筛ꎮ 当 ｎ(ＳｉＯ２) / ｎ(Ｃ２Ｈ７Ｎ)调至 １ ∶０􀆰 ２５
时结晶失败ꎮ 硅碱摩尔比在 １ ∶１􀆰 ９ 与 １ ∶０􀆰 ２５ 之间ꎬ
随着碱用量的增多ꎬ合成样品的 ＦＴ－ＩＲ 谱图中骨架

钛特征峰变弱ꎬ说明碱用量增加不利于钛结合进入

骨架ꎬ与催化丙烯醇环氧化催化活性实验结果一致ꎮ
碱用量增多ꎬ样品(ＵＶ－Ｖｉｓ)谱图中 ２６０ ~ ２８０ ｎｍ 和

３１０ ｎｍ 处吸收峰强度降低ꎬ表明合成 ＴＳ－１ 分子筛

中非骨架钛合锐钛矿含量减少ꎮ 加大碱用量ꎬ样品

的相对结晶度得到提高ꎬ制备得到晶粒尺寸变小ꎬ在
ＴＳ－１ 分子筛催化丙烯醇环氧化实验中产物的选择

性明显提高ꎮ
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２０１８ 年 １０ 月 王继艳等:玉米酒糟离心上清液发酵产单细胞蛋白的工艺优化

果的显著性因素ꎬ再通过中心组合响应面法优化试

验并确定最优条件[１２－１６]ꎬ以期为离心上清液生产单

细胞蛋白提供试验依据ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料与试剂

离心上清液、玉米糖化醪(葡萄糖质量浓度为

２１５ ｇ / Ｌ)ꎬ吉林燃料乙醇有限公司生产ꎻ朊假丝酵

母ꎬ中国工业微生物菌种保藏管理中心生产ꎬ保存条

件为 ４℃ꎻ蛋白胨、酵母粉为生化试剂ꎻ葡萄糖、尿
素、磷酸氢二铵均为分析纯ꎻ平面培养基:葡萄糖

２０ ｇ / Ｌ、蛋白胨 ２０ ｇ / Ｌ、酵母粉 １０ ｇ / Ｌ、琼脂 ２０ ｇ / Ｌꎻ
种子培养基:葡萄糖 ２０ ｇ / Ｌ、蛋白胨 ２０ ｇ / Ｌ、酵母粉

１０ ｇ / Ｌꎮ
１􀆰 ２　 仪器与设备

恒温恒湿培养箱:ＨＷＳ－２５０ 型ꎻ超净工作台:
ＳＷ－ＣＪ－１ＦＤ 型ꎻ离心机:Ａｎｋｅ ＴＧＬ－１６Ｇ 型ꎻ凯氏定

氮仪:Ｋ１２Ａ 型ꎻ高压灭菌锅:３８７０ＥＬＶＣ－Ｄ 型ꎻ生物

传感分析仪:ＳＢＡ－４０Ｘ 型ꎻ３􀆰 ７ Ｌ 发酵罐:比欧 ３􀆰 ７ Ｌ
四联罐ꎮ
１􀆰 ３　 方法

１􀆰 ３􀆰 １　 分析方法

(１)粗蛋白含量的测定ꎮ 粗蛋白含量采用凯氏

定氮法进行测定[１７]ꎮ
(２)真蛋白含量的测定ꎮ 取 ３０ ｍＬ 发酵液ꎬ于

１０ ０００ ｒ / ｍｉｎ 下离心 ５ ｍｉｎꎬ离心所得菌体用蒸馏水

洗涤 ３ 次后于 ６５℃下烘干至恒重ꎮ 烘干部分采用

凯氏定氮法测定其蛋白含量ꎮ
(３)菌体浓度的测定ꎮ 在单因素优化生产朊假

丝酵母培养条件试验时ꎬ采用比浊法测定发酵液中

的菌体浓度[１８]ꎮ

产单细胞蛋白的性能指标计算式为:
容积生产率 ＝ 菌体浓度 / 发酵时间(ｇ􀅰Ｌ －１􀅰ｈ －１) (１)

　 　 单位碳源菌体产出量计算式为:
单位碳源菌体产出量 ＝

菌体量 / 碳源消耗量(ｇ 菌体 / ｇ 碳源) (２)

１􀆰 ３􀆰 ２　 试验方法

(１)单因素优化培养条件ꎮ 采用单因素试验的

方法考察产朊假丝酵母在不同条件下的发酵效果ꎬ
各因素的水平梯度设置分别为:发酵时间为 １５、２４、
３３、３８、４５ ｈꎻ发酵温度为 ２６、２８、３０、３２、３４℃ꎻ培养基

初始 ｐＨ 为 ３􀆰 ５、４􀆰 ５、５􀆰 ５、６􀆰 ５、７ꎬ接种量(体积分数)
为 ２％、５％、１０％、１５％、２０％ꎻ摇床转速为 １００、１５０、
１８０、２００、２３０ ｒ / ｍｉｎ[１９]ꎮ

(２)优化碳源与氮源质量比ꎮ 在单因素优化得

到的培养条件下ꎬ对培养基中的葡萄糖及蛋白胨质

量比(１ ∶１、３ ∶１、５ ∶１、８ ∶１、９ ∶１)进行优化ꎮ
(３)响应面法优化发酵工艺条件ꎮ 在上述产朊

假丝酵母培养条件及培养基碳源与氮源质量比优化

的基础上ꎬ用糖化醪(葡萄糖质量浓度为 ２３０ ｇ / Ｌ)
提供碳源ꎬ采用响应面法并依据 Ｐｌａｃｋｅｔｔ －Ｂｕｒｍａｎ
(ＰＢ)试验原理设计 ７ 因素 ２ 水平试验ꎬ显著性因素

筛选试验因素水平如表 １ 所示ꎮ
表 １　 显著性因素筛选试验设计

　 　 　 因素水平 ＋１ －１

固含量 / ％ ５􀆰 ５ １１􀆰 ０

糖化醪体积分数 / ％ １０ ３０

ρ(葡萄糖) / (ｇ􀅰Ｌ－１) ２０ ６０

ρ(磷酸氢二铵) / (ｇ􀅰Ｌ－１) ５ １５

ρ(尿素) / (ｇ􀅰Ｌ－１) ２􀆰 ５ ７􀆰 ５

ｐＨ ４ ６􀆰 ５

接种量 / ％ ２ １０

温度 / ℃ ２５ ３２
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