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摘要:针对土霉素菌渣存在危险处置及不合理利用等问题ꎬ采用酶解法制备了土霉素菌渣吸附剂ꎬ以实现菌渣的资源化利

用ꎮ 采用高温高压蒸汽预处理菌渣ꎬ破坏菌丝体细胞壁和细胞膜结构ꎻ采用风味蛋白酶对菌丝体进行酶解处理ꎬ使菌丝体中的

蛋白质、多肽等成分水解溶出ꎬ保留细胞多糖框架结构用作吸附剂的制备ꎮ 结果表明ꎬ菌渣经酶解处理后菌丝分支变短、透光率

提高ꎻ主要官能团没有发生改变ꎻ制备的菌渣吸附剂对亚甲基蓝的吸附率达到 ７８􀆰 ２９％ꎬ比原菌渣的吸附量提高了 １􀆰 ４４ 倍ꎬ达到

了传统吸附剂活性炭的 ９１􀆰 １４％ꎮ
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　 　 抗生素菌渣是抗生素生产过程中产生的、主要

由发酵菌丝体构成的副产物ꎬ富含蛋白质和纤维素

等成分[１]ꎮ 随着抗生素生产量的加大ꎬ制药企业产

生的抗生素菌渣也逐年递增ꎮ 为了避免菌渣抗生素

残留对环境带来污染或对人体造成安全隐患ꎬ国家

禁止抗生素菌渣直接排放到环境中或用作动物蛋白

饲料等[２－３]ꎮ 目前对抗生素菌渣主要采用焚烧技

术、肥料化技术、能源化技术等进行处置[４－７]ꎮ 但由

于菌渣含水量大、热值较低、有抗生素残留等原因ꎬ
严重制约着菌渣的安全处置及利用ꎮ

土霉素菌渣主要由龟裂链霉菌发酵生产土霉素

时产生ꎬ其内菌丝体具有完整的细胞壁、细胞膜和较

完整的细胞内结构[８]ꎮ 放线菌细胞壁是由多层肽

聚糖构成的网格状结构ꎬ若能用适当处理方法使菌

丝体胞内物质释放出来ꎬ同时有效保留肽聚糖细胞

壁框架ꎬ则可利用其多孔立体网格结构及其表面丰

富的羟基等官能团制备优良的菌渣吸附剂使其变废

为宝ꎮ
Ｌｕ[９]、周保华[１０]分别采用干燥法和化学活化法

制备了土霉素菌渣吸附剂和土霉素菌渣活性炭ꎻ陈
蜜蜜、张蒙蒙等[１１]利用青霉素废菌丝制备新型石膏

缓凝剂ꎬ同时将制备缓凝剂后的滤渣用于制备活性

炭ꎮ 但在上述制备中以及大多生物炭制备中[１２]ꎬ活
化和炭化菌丝体过程均需在 ２００~１ ０００℃甚至更高

的温度下进行ꎬ不仅消耗大量的能源ꎬ而且还具有很

大的安全隐患ꎮ 酶是活细胞产生的具有高度催化活

性和高度专一性的生物催化剂[１３]ꎮ 酶解法能够选

择性地水解底物ꎬ使不需要的大分子溶解流出ꎬ保留
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需要的结构ꎻ同时该方法具有条件温和、安全、易操

作、成本低等优点[１４]ꎮ 将酶解法应用于抗生素菌渣

制备吸附剂的研究未见报道ꎮ
笔者基于土霉素菌渣菌丝体细胞结构比较完

整、富含蛋白质的特点ꎬ在预处理破坏其细胞壁及细

胞膜结构的基础上ꎬ采用风味蛋白酶酶解菌丝体细

胞内的蛋白质成分ꎬ优化提高菌丝体细胞质中的蛋

白质及其他有机物的溶出ꎬ保留其多糖框架用作吸

附剂制备ꎮ 为减少抗生素菌渣的排放及资源化利用

提供了新的思路和方向ꎮ

１　 实验材料与方法

１􀆰 １　 材料与仪器

样品与试剂:新鲜土霉素菌渣ꎬ由内蒙古华曙生

物科技有限公司提供ꎻ风味蛋白酶(Ｆｌａｖｏｕｒｚｙｍｅꎬ食
品级)ꎬ诺维信生物技术有限公司生产ꎬ其余均为分

析纯ꎬ国药生产ꎮ
仪器:透射式电子显微镜(ＪＥＭ－２１００)、日本电

子株式会社扫描电镜(ＪＳＭ－７８００Ｆ)ꎬ日本电子株式

会社生产ꎻ傅里叶变换红外光谱仪(Ｓｐｅｃｔｒｕｍ ｔｗｏ)ꎬ
铂金埃尔默仪器有限公司生产ꎻ全自动凯氏定氮仪

(Ｋ９８６０)ꎬ海能仪器生产ꎮ
１􀆰 ２　 实验方法

１􀆰 ２􀆰 １　 土霉素菌渣的预处理

用去离子水制成一定浓度的土霉素菌渣悬浮

液ꎬ对其进行高温高压(１２１℃、１０１ ｋＰａ、３０ ｍｉｎ)预

处理ꎮ 预处理后的样品在 ６ ０００ ｒ / ｍｉｎ 条件下离心

１０ ｍｉｎꎬ沉淀即为预处理后的土霉素菌渣ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２　 酶解制备吸附剂条件的优化

以酶 解 离 心 后 上 清 液 中 蛋 白 质 量 浓 度

(μｇ / ｍＬ)为指标ꎬ在料液比为 １ ∶２５(ｍ / Ｖ)、温度为

４０℃、酶解 ３ ｈ、加酶量 ６ ０００ Ｕ / ｇ、ｐＨ 为 ６􀆰 ５ 的基础

条件下ꎬ分别考察温度(４０、４５、５０、５５、６０℃)、时间

(１、２、３、４、５、６ ｈ)、加酶量(５００、１ ５００、３ ０００、４ ５００、
６ ０００、７ ５００、９ ０００、１０ ０００ Ｕ / ｇ)、ｐＨ(５、５􀆰 ５、６、６􀆰 ５、
７)和料液比(ｍ / Ｖ)(１ ∶１０、１ ∶１５、１ ∶２０、１ ∶２５、１ ∶３０)
对蛋白溶出的影响ꎬ菌丝体水解上清液的蛋白浓度

越高ꎬ说明菌丝体蛋白质溶出越多ꎬ菌丝体蛋白残留

更少ꎬ制备菌丝体吸附剂更理想ꎮ 每个试验条件下

重复 ３ 次ꎬ取平均值ꎮ
根据单因素的实验结果ꎬ采用响应面(Ｒｅｓｐｏｎｓｅ

Ｓｕｒｆａｃｅ ＭｅｔｈｏｄｏｌｏｇｙꎬＲＳＭ) 优化法进行试验设计ꎮ
该部分试验分为以下 ２ 个内容:Ｐｌａｃｋｅｔｔ － Ｂｕｒｍａｎ
(ＰＢ)试验设计ꎬ筛选出本试验的显著性因素[１５]ꎻ

Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ－Ｄｅｓｉｇｎ(ＢＢＤ)试验设计ꎬ通过对响应

面二次多项回归模型进行方差分析及因素间的交互

作用分析ꎬ确定酶解最优条件[１６]ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ３　 蛋白浓度的测定

蛋白浓度的测定采用考马斯亮蓝法ꎬ以考马斯

亮蓝 Ｇ－２５０ 为显色剂、牛血清白蛋白为标准的蛋白

质ꎬ测定得标准曲线回归方程为 Ｙ ＝ ０􀆰 ００６ ５ｘ ＋
０􀆰 ００１ꎬＲ２ ＝ ０􀆰 ９９８ ３ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ４　 土霉素菌渣吸附剂吸附能力测定

精确称取制备的吸附剂、原菌渣、活性炭各

０􀆰 ０１ ｇꎬ分别与 １００ ｍＬ 质量浓度为 １０ ｍｇ / Ｌ 的亚甲

基蓝溶液混合ꎬ在 １６０ ｒ / ｍｉｎ 摇床下吸附 ５ ｈꎬ在波

长 ６６４ ｎｍ 处测定上清液的吸光值ꎬ计算制备吸附

剂、原菌渣和活性炭对亚甲基蓝的吸附量和去除率ꎮ
测得亚甲基蓝的标准曲线为:ｙ＝ ０􀆰 １０６ ２ｘ－０􀆰 ０１６ ８ꎬ
Ｒ２ ＝ ０􀆰 ９９３ １ꎮ 其平均吸附量和去除率分别为:

Ｑ ＝ [Ｖ × (Ｃ０ － Ｃｅ)] /Ｍ (１)
式中:Ｑ 为吸附材料的平衡吸附量ꎬｍｇ / ｇꎻＶ 为亚甲
基蓝溶液体积单位ꎬＬꎻＣ０ 为进行吸附之前溶液中亚
甲基蓝的质量浓度ꎬｍｇ / ＬꎻＣｅ 为进行吸附后溶液中

亚甲基蓝的质量浓度ꎬｍｇ / ＬꎻＭ 为加入活性炭的质

量单位ꎬｇꎮ
Ｒ ＝ (Ｃ０ － Ｃｅ)Ｃ０ × １００％ (２)

式中:Ｒ 为去除率ꎬ％ꎻＣ０ 为亚甲基蓝溶液的初始质
量浓度ꎬｍｇ / ＬꎻＣｅ 为吸附后亚甲基蓝溶液的平衡质

量浓度ꎬｍｇ / Ｌ

２　 结果与讨论

２􀆰 １　 酶解单因素实验结果
不同因素对蛋白质量浓度的影响如图 １ 所示ꎮ

(ａ)酶解温度对蛋白质量浓度的影响

(ｂ)酶解时间对蛋白质量浓度的影响
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(ｃ)加酶量对蛋白质量浓度的影响

(ｄ)料液比对蛋白质量浓度的影响

(ｅ)ｐＨ 对蛋白质量浓度的影响

图 １　 不同因素对蛋白质量浓度的影响

由图 １(ａ)可知ꎬ随着酶解温度的升高ꎬ上清液

中蛋白质量浓度呈先上升后下降的趋势ꎮ 较低温

下ꎬ蛋白酶活性较弱ꎬ上清液中的水解溶出蛋白质相

对较少ꎻ温度达到 ４５℃时ꎬ上清液中的蛋白质量浓

度达到最高 ４３６􀆰 ６２ μｇ / ｍＬꎻ随后ꎬ随着温度的升高ꎬ
上清液的蛋白浓度逐渐下降ꎬ过高的温度使蛋白酶

活力下降ꎬ无法使更多的蛋白质从胞内溶出ꎮ 故确

定最佳酶解温度为 ４５℃ꎮ
由图 １(ｂ)可知ꎬ在反应时间 １ ~ ２ ｈ 范围内ꎬ上

清液蛋白质量浓度相对平稳ꎻ随后随着反应时间的

延长ꎬ上清液中的蛋白质量浓度快速增长ꎬ在 ４ ｈ 时

蛋白质量浓度达到最高值 ４１１􀆰 ２１ μｇ / ｍＬꎬ故确定最

佳酶解时间为 ４ ｈꎮ
由图 １(ｃ)可知ꎬ酶的添加量低于 ７ ５００ Ｕ / ｇ 时ꎬ

随着添加量的增加ꎬ上清液中的蛋白质量浓度增加

明显ꎬ在 ７ ５００ Ｕ / ｇ 时ꎬ蛋白浓度达到较高值 ４４２􀆰 １５
μｇ / ｍＬꎻ随后蛋白质量浓度增加变缓ꎮ 考虑到成本

等因素ꎬ确定 ７ ５００ Ｕ / ｇ 为最适酶添加量ꎮ
由图(ｄ)可知ꎬ料液比在 １ ∶１０~１ ∶２０ 范围内ꎬ上

清液蛋白质量浓度均较高ꎬ在 １ ∶２０ 时上清液蛋白质

量浓度达到最高值 ３２６􀆰 １５ μｇ / ｍＬꎻ之后随着料液比

的加大ꎬ上清液蛋白质量浓度持续下降ꎮ 这是由于

底物浓度较小时ꎬ低浓度底物被添加的蛋白酶充分

水解ꎬ产生的氨基酸或多肽更多地溶解到上清液中ꎬ
表现更高的蛋白质量浓度ꎻ而底物浓度继续加大时ꎬ
蛋白酶的水解逐渐达到饱和[１７]ꎬ上清液中的蛋白质

量浓度趋于平稳ꎻ过大的底物浓度易导致底物分子

与蛋白酶接触不充分ꎬ蛋白质降解率反而降低ꎮ 故

确定最佳料液比为 １ ∶２０ꎮ
由图 １(ｅ)可知ꎬ随着 ｐＨ 的上升ꎬ上清液蛋白质

量浓度持续上升ꎬ当 ｐＨ ６􀆰 ０ 时ꎬ上清液蛋白质量浓

度达到最高值 ３７０􀆰 ６２ μｇ / ｍＬꎻ而后随着 ｐＨ 的增加ꎬ
上清液蛋白质量浓度下降ꎮ 过低或过高的 ｐＨ 造成

酶的活力降低ꎮ 因此ꎬ最适酶解 ｐＨ 确定为 ６􀆰 ０ꎮ
２􀆰 ２　 菌渣酶解的响应面优化

２􀆰 ２􀆰 １　 ＰＢ 试验设计及分析

综合上述单因素试验结果ꎬ设计试验次数 Ｎ ＝
１２ 的 ＰＢ 试验设计ꎬ对影响蛋白质量浓度的五个因

素进行显著性试验ꎬ试验因素及水平如表 １ 所示ꎬ设
计方案及方差分析结果如表 ２ 和表 ３ 所示ꎮ

表 １　 ＰＢ 试验因素水平设计表

编码 因素
水平

１ －１

Ａ 温度 / ℃ ５０ ４０

Ｂ ｐＨ ６􀆰 ５ ５􀆰 ５

Ｃ 时间 / ｈ ５ ３

Ｄ 料液比(ｍ / Ｖ) １ ∶２５ １ ∶１５

Ｅ 加酶量 / (Ｕ􀅰ｇ－１) ７５００ ４５００

表 ２　 ＰＢ 试验设计及结果

试验号 Ａ Ｂ Ｃ Ｄ Ｅ
蛋白质量浓度(Ｙ) /

(μｇ􀅰ｍＬ－１)

１ １ １ －１ １ １ ２６３􀆰 ０７７

２ －１ １ １ －１ １ ４７５􀆰 ３８５

３ １ －１ １ １ －１ １８０􀆰 ０００

４ －１ １ －１ １ １ ４１１􀆰 ６９２

５ －１ －１ １ －１ １ ５３８􀆰 １５４

６ －１ －１ －１ １ －１ ２６２􀆰 １５４

７ １ －１ －１ －１ １ １６７􀆰 ０７７

８ １ １ －１ －１ －１ １９３􀆰 ８４６

９ １ １ １ －１ －１ ３３２􀆰 ３０８

１０ －１ １ １ １ －１ ３４８􀆰 ０００

１１ １ －１ １ １ １ １８５􀆰 ５３８

１２ －１ －１ －１ －１ －１ ３４０􀆰 ６１５
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表 ３　 ＰＢ 回归模型方差分析表

项目
回归

系数
自由度

离差

平方和
均方差 Ｆ 值 Ｐ>Ｆ 显著性

模型 　 ４ ５３４８９􀆰 ０９ １３３７２􀆰 ２７ ２９􀆰 ７８ ０􀆰 ０３２８ ∗

截距 ３０８􀆰 １５ 　 　 　 　 　 　

温度(Ａ) －７３􀆰 ２２ １ ３４６４１􀆰 １９ ３４６４１􀆰 １９ ７７􀆰 １４ ０􀆰 ０１２７ ∗

ｐＨ(Ｂ) １５􀆰 １３ １ １９２３􀆰 ３８ １９２３􀆰 ３８ ４􀆰 ２８ ０􀆰 １７４４ 　

时间(Ｃ) ４４􀆰 ２１ １ １６４１７􀆰 １０ １６４１７􀆰 １０ ３６􀆰 ５６ ０􀆰 ０２６３ ∗

料液比(Ｄ) １􀆰 １２ １ ４􀆰 ６９ ４􀆰 ６９ ０􀆰 ０１ ０􀆰 ９２７９ 　

加酶量(Ｅ) ４３􀆰 ２２ ６ １２０６９􀆰 ８３ １２０６９􀆰 ８３ ２６􀆰 ８８ ０􀆰 ０３５３ ∗

误差 　 ２ ８９８􀆰 １６ ４４９􀆰 ０８ 　 　 　

总值 　 １１ 　 　 　 　 　

ＰＢ 法对蛋白质量浓度回归模型预测及方差分

析中ꎬ以蛋白浓度为响应值ꎬ五个因素为自变量ꎬ对
其相关性进行回归模型预测及方差分析ꎬ结果如表

３ 所示ꎮ 由表 ３ 可见ꎬ该模型的 Ｆ 值为 ０􀆰 ０３２ ８ <
０􀆰 ０５ꎬ表示该模型显著ꎮ 五个因子影响大小排序

为:Ａ>Ｃ>Ｅ>Ｂ>Ｄꎬ即温度>时间>加酶量>ｐＨ>料液

比ꎬ其中温度、时间和加酶量对蛋白浓度有显著性影

响(ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ作为下一步响应面模型的考察因素ꎮ
２􀆰 ２􀆰 ２　 ＢＢＤ 试验设计及响应面分析

根据 ＢＢＤ 的中心组合试验设计原理ꎬ以蛋白质

量浓度为考察指标ꎬ采用 Ｄｅｓｉｇｎ－Ｅｘｐｅｒｔ ８􀆰 ０ 软件设

计三因素三水平 １７ 个实验点的响应面分析ꎬ试验因

素水平如表 ４ 所示ꎬ设计方案及响应值如表 ５ 和表

６ 所示ꎮ
表 ４　 ＢＢＤ 试验因素水平设计表

编码 因素
水平

－１ ０ １

Ａ 温度 / ℃ ４０ ４５ ５０

Ｂ 时间 / ｈ ３ ４ ５

Ｃ 加酶量 / (Ｕ􀅰ｇ－１) ４５００ ６０００ ７５００

表 ５　 ＢＢＤ 试验设计及结果

试验号 Ａ Ｂ Ｃ
蛋白质量浓度(Ｙ) /

(μｇ􀅰ｍＬ－１)

１ －１ －１ ０ ２６９􀆰 ０６

２ １ －１ ０ ３８０􀆰 ２０

３ －１ １ ０ ３００􀆰 ２９

４ １ １ ０ ２６１􀆰 ８９

５ －１ ０ －１ ２３５􀆰 １７

６ １ ０ －１ ２８４􀆰 ９２

７ －１ ０ １ ３４０􀆰 １０

８ １ ０ １ ３１８􀆰 ４５

９ ０ －１ －１ ２０９􀆰 ５５

１０ ０ １ －１ ２６８􀆰 ６２

１１ ０ －１ １ ４３１􀆰 ５９

１２ ０ １ １ ４００􀆰 ２５

１３ ０ ０ ０ ３７６􀆰 １５

１４ ０ ０ ０ ３９４􀆰 ０２

１５ ０ ０ ０ ４０５􀆰 ２９

１６ ０ ０ ０ ３７９􀆰 ５０

１７ ０ ０ ０ ３６７􀆰 ５１

表 ６　 ＢＢＤ 回归模型方差分析表

项目 平方和 自由度 Ｆ 值 Ｐｒｏｂ(Ｐ) 显著性

模型 ７１１３６􀆰 ６３ １１ ２７􀆰 ９９ ０􀆰 ０００９ ∗∗

温度(Ａ) １２７１􀆰 ０９ １ ５􀆰 ５０ ０􀆰 ０６５９ 　

时间(Ｂ) １９２􀆰 ２４ １ ０􀆰 ８３ ０􀆰 ４０３５ 　

加酶量(Ｃ) ３１２７０􀆰 ６２ １ １３５􀆰 ３３ <０􀆰 ０００１ ∗∗

ＡＢ ５５９０􀆰 ５５ １ ２４􀆰 １９ ０􀆰 ００４４ ∗∗

ＡＣ １２７４􀆰 ４９ １ ５􀆰 ５２ ０􀆰 ０６５７ 　

ＢＣ ２０４３􀆰 ４９ １ ８􀆰 ８４ ０􀆰 ０３１０ ∗

Ａ２ １３７９４􀆰 ６０ １ ５９􀆰 ７０ ０􀆰 ０００６ ∗∗

Ｂ２ ２５０５􀆰 ９１ １ １０􀆰 ８４ ０􀆰 ０２１６ ∗

Ｃ２ ４４７３􀆰 ６１ １ １９􀆰 ３６ ０􀆰 ００７０ ∗∗

Ａ２Ｂ １６４７􀆰 ６７ １ ７􀆰 １３ ０􀆰 ０４４３ ∗

Ａ２Ｃ ５７８９􀆰 ４２ １ ２５􀆰 ０６ ０􀆰 ００４１ ∗∗

其余项 １１５５􀆰 ３３ ５ 　 　 　

失拟项 ２４９􀆰 ０９ １ １􀆰 １０ ０􀆰 ３５３６ 　

误差 ９０６􀆰 ２４ ４ 　 　 　

总和 ７２２９１􀆰 ９６ １６ 　 　 　

通过 Ｄｅｓｉｇｎ－Ｅｘｐｅｒｔ ８􀆰 ０ 软件对响应值与各因

素编码值进行回归拟合ꎬ得到回归方程如下:Ｙ ＝
３８４􀆰 ４９ ＋ １２􀆰 ６１Ａ ＋ ６􀆰 ９３Ｂ ＋ ８８􀆰 ４２Ｃ － ３７􀆰 ３９ＡＢ －
１７􀆰 ８５ＡＣ － ２２􀆰 ６０ＢＣ － ５７􀆰 ２４Ａ２－ ２４􀆰 ４０Ｂ２－ ３２􀆰 ６０Ｃ２ －
２８􀆰 ７０Ａ２Ｂ－５３􀆰 ８０Ａ２Ｃꎮ 并对该响应面的二次回归方

程进行方差分析ꎬ结果如表 ６ 所示ꎮ 从表 ６ 中可看

出ꎬ该模型极显著 ( ｐ < ０􀆰 ０１)ꎬ失拟项不显著 ( ｐ >
０􀆰 ０５)ꎮ 多元相关系数 Ｒ２ 越大ꎬ相关性越好ꎮ 本实

验中 Ｒ２ ＝ ０􀆰 ９８４ ０ꎬ说明该模型能解释 ９８􀆰 ４０％响应

值的变化ꎻＲ２
Ａｄｊ ＝ ０􀆰 ４８９ꎬ说明该模型拟合程度较好ꎬ

可用该模型对土霉素菌丝体上清液中的蛋白质量浓

度进行分析预测ꎮ 由 Ｆ 检验得到影响因素主次顺

序为:Ｃ>Ａ>Ｂꎬ即加酶量>温度>时间ꎮ 从方差分析
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可以看出ꎬＣ、 ＡＢ、 Ａ２、Ｃ２、 Ａ２Ｃ 项为极显著项 ( ｐ <
０􀆰 ０１)ꎬＢ 和 Ｃ 因素之间交互作用显著(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬＡ
和 Ｂ 因素之间交互作用极显著(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎬ其他因素

之间的交互作用均不显著ꎬ交互作用小ꎮ
各因素的 ３Ｄ 响应曲面和等高线图分别如图 ２~

图 ４ 所示ꎮ 若响应曲面坡度陡峭且等高线形状为椭

圆形ꎬ则各因素之间交互作用明显ꎻ若等高线图形为

圆形则各因素之间交互作用不显著[１８]ꎮ 从图 ２ 中

可以看出ꎬ等高线形状接近椭圆ꎬ表明酶解温度和酶

解时间的交互作用显著ꎮ 从图 ３ 中可以看出ꎬ随着

　 　 　 　 　 　 　

(ａ)温度和时间交互作用的响应曲面图

(ｂ)温度和时间交互作用的等值线图

图 ２　 酶解温度和酶解时间对蛋白质量浓度的影响

(ａ)加酶量和时间交互作用的响应曲面图

(ｂ)加酶量和时间交互作用的等值线图

图 ３　 加酶量和酶解时间对蛋白质量浓度的影响

(ａ)温度和加酶量交互作用的响应曲面图

(ｂ)温度和加酶量交互作用的等值线图

图 ４　 酶解温度和加酶量对蛋白质量浓度的影响

加酶量的增大ꎬ蛋白质量浓度在一定范围内呈上升

趋势ꎬ响应曲面呈凸起状态ꎬ而时间引起的蛋白浓度

变化较小ꎬ二者交互作用不明显ꎮ 从图 ４ 中可以看

出ꎬ加酶量和酶解时间也无明显交互作用ꎮ 该模型

预测下ꎬ当温度为 ４４􀆰 ５５℃、时间为 ３􀆰 ３２ ｈ、加酶量

为 ７ ２９０ Ｕ / ｇ 时ꎬ蛋白质量浓度预测值为 ４３３􀆰 ５５
μｇ / ｍＬꎮ 根据预测实验条件进行重复试验ꎬ得到平

均蛋白质量浓度为(４１７􀆰 ６７±２􀆰 ６８) μｇ / ｍＬꎬ与理论

值之间无显著性差异(ｐ>０􀆰 ０５)ꎬ精密度较好ꎬ说明

该 ＢＢＤ 模型用来优化酶解液中的蛋白质量浓度

可行ꎮ
２􀆰 ３　 土霉素菌渣吸附剂的结构表征

２􀆰 ３􀆰 １　 菌渣吸附剂的结构特性

通过透射电镜和扫描电镜观察土霉素原菌渣菌

丝体和酶解菌丝体的型态结构ꎬ结果如图 ５ 所示ꎮ
由图 ５(ａ)、图 ５(ｂ)可知ꎬ菌渣原菌丝体质地致

密、不透明ꎻ而酶解处理的菌丝体质地变疏松、较透

明ꎮ 结合酶解处理菌丝体的蛋白质质量浓度较原菌

渣菌丝体下降 ４３􀆰 ４７％ꎬ土霉素菌渣经风味蛋白酶

　 　 　 　 　 　 　

(ａ)原菌渣菌丝体的

透射电镜图

(ｂ)酶解后菌丝体的

透射电镜图
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(ｃ)原菌渣菌丝体的

扫描电镜图

(ｄ)酶解后菌丝体的

扫描电镜图

图 ５　 酶解前后菌丝体的电镜对比图

水解处理ꎬ使菌丝体细胞内的蛋白质成分被水解成

小分子ꎬ并通过水洗可有效去除其蛋白质等内容物ꎬ
而菌丝体外部框架基本保持不变ꎬ该特性有利于用

作吸附剂ꎮ
由图 ５(ｃ)、图 ５(ｄ)可知ꎬ原菌渣中的菌丝体细

长、有隔膜、分支较多ꎬ经酶解处理后ꎬ菌丝体变短ꎬ
分支减少ꎮ
２􀆰 ３􀆰 ２　 菌渣吸附剂的红外光谱特性

利用傅里叶变换红外光谱仪对土霉素菌渣原菌

丝体和酶解处理的菌丝体的官能团进行扫描ꎬ结果

如 ６ 所示ꎮ

１—酶解前ꎻ２—酶解后

图 ６　 土霉素菌渣的红外光谱图

由图 ６ 可知ꎬ土霉素菌渣酶解处理菌丝体的官

能团红外光谱吸收峰特性与原菌丝体的吸收峰特性

基本一致ꎬ均在红外光谱的 ３ ４２３ ｃｍ－１处表现较强

而宽的—ＯＨ 基团吸收特征峰ꎬ这主要与菌丝体细

胞壁和细胞膜的糖类和脂类成分官能团有关ꎻ在
１ ６００ ｃｍ－１附近的吸收峰是由 Ｃ􀪅􀪅Ｏ 基团引起ꎬＣ—
Ｎ 伸缩振动在 １ １００ ｃｍ－１[１９]ꎬ这与放线菌菌丝体细

胞壁中构成肽聚糖成分的 Ｎ－乙酰葡萄糖胺和 Ｎ－乙
酰胞壁酸有关ꎮ 丰富的官能团—ＯＨ 表现较强的活

性ꎬ对土霉素菌渣吸附剂的吸附能力起到重要作用ꎮ
土霉素菌渣酶解处理后ꎬ其红外光谱吸收峰的

位置未发生较大偏移ꎬ也未出现新的吸收峰ꎬ表明该

方法较为温和ꎮ
２􀆰 ４　 菌渣吸附剂的吸附能力测定

比较菌渣吸附剂、原菌渣、活性炭对亚甲基蓝的

吸附能力ꎬ结果如表 ７ 所示ꎮ
表 ７　 对亚甲基蓝的吸附作用

　 活性炭 吸附剂成品 原菌渣

吸附量 / (ｍｇ􀅰ｇ－１) ９６􀆰 ７１８ ８８􀆰 １４９ ６４􀆰 ６４０

吸附率 / ％ ８６􀆰 ９５２ ７８􀆰 ２８６ ５４􀆰 ５０８

由表 ７ 可知ꎬ酶解制备的菌渣吸附剂在 １６０ ｒ / ｍｉｎ
摇床下 ５ ｈ 对亚甲基蓝的吸附量达到 ８８􀆰 １５ ｍｇ / ｇꎬ
对亚甲基蓝的去除率达到 ７８􀆰 ２９％ꎬ这比原菌渣的

吸附量提高了 ４３􀆰 ６２％ꎬ而且也达到了传统吸附剂

活性炭的 ９１􀆰 １４％ꎬ与活性炭的吸附能力相当ꎬ表明

酶解法制备土霉素菌渣吸附剂有良好的吸附特性和

开发潜能ꎮ

３　 结论

(１)对预处理后的土霉素菌渣进行酶解试验ꎮ
以蛋白质量浓度为指标ꎬ确定各单因素最优条件为:
反应温度为 ４５℃、反应时间为 ４ ｈ、反应 ｐＨ 为 ６􀆰 ０、
料液比为 １ ∶２０、添加酶量为 ７ ５００ Ｕ / ｇꎮ

(２)通过响应面试验设计ꎬ模型预测的最优酶

解反应温度为 ４４􀆰 ５５℃、反应时间为 ３􀆰 ３２ ｈ、添加量

为 ７ ２９０ Ｕ / ｇꎬ在该条件下实验得到的实际平均蛋白

质量浓度为 (４１７􀆰 ６７ ± ２􀆰 ６８) μｇ / ｍＬꎮ 通过 ＴＥＭ、
ＳＥＭ 和 ＦＴ－ＩＲ 对制备的菌渣吸附剂结构特性进行

分析ꎮ 酶解后菌渣菌丝体结构更加疏松ꎬ但其主要

吸附官能团没有发生改变ꎬ该特性更有利于菌渣用

作吸附材料ꎮ
(３)对制备的土霉素菌渣吸附剂的吸附性能进

行测试ꎮ 在相同条件下ꎬ与原菌渣、活性炭进行比较

发现ꎬ对亚甲基蓝的吸附量达到 ８８􀆰 １５ ｍｇ / ｇꎬ对亚甲

基蓝的去除率达到 ７８􀆰 ２９％ꎬ比原菌渣的吸附量提高

了 ４３􀆰 ６２％ꎬ达到了传统吸附剂活性炭的 ９１􀆰 １４％ꎮ
(４)与传统方法相比ꎬ酶解方法制备的菌渣吸

附剂过程温和、绿色环保ꎮ 该方法可用于其他菌渣

吸附剂的制备ꎬ对土霉素菌渣等废弃物的资源化利

用开辟了全新的研究思路ꎮ
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ＡＴＭＰＡ＋０􀆰 ００５％ Ｙ－３ꎮ 通过对此配方进行泡沫性

能评价和腐蚀速率测试ꎬ２００ ｍＬ 溶液初始起泡体积

为 ７１０ ｍＬ、析液半衰期为 ４２０ ｓ、泡高半衰期大于

６ ｈ、腐蚀速率为 ０􀆰 ０６５ ９ ｍｍ / ａꎬ满足现场对泡排剂

和缓蚀剂性能的要求ꎮ

３　 结论

(１)以十二烷基二甲基羟丙基磷酸酯甜菜碱为

主剂制备出复合缓蚀泡排剂ꎬ其质量配比为:０􀆰 ２４％
Ｆ６０５＋０􀆰 ０６％起泡剂 ＹＨ＋０􀆰 ００５％ ＡＴＭＰＡ＋０􀆰 ００５％
Ｙ－３ꎮ

(２)复合缓蚀泡排剂体系在 ０􀆰 ３１％质量分数

下ꎬ２００ ｍＬ 溶液初始起泡体积为 ７１０ ｍＬꎬ析液半衰

期为 ４２０ ｓꎬ泡沫半衰期为 ６ ｈ 以上ꎬ腐蚀速率为

０􀆰 ０６５ ９ ｍｍ / ａꎬ可满足气田相关标准要求ꎮ
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