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摘要!在鞘氨醇单胞菌发酵生产威兰胶的实验中#为去除残余淀粉并准确测定发酵液中威兰胶的产量#比较了吸附法"酸解

法"酶解法对威兰胶溶液和淀粉溶液的影响#并采用单因素实验和正交实验优化实验条件$ 结果表明#酸解法最优#最优条件

为!GFo#T)#温度为 M?e#时间为 #N) 12.#在此条件下#淀粉的去除率达到 MMT#MV#威兰胶的保留率为 N=T?#V$ 经碘量法验

证!威兰胶@淀粉混合溶液在最优条件下酸解#淀粉的去除率和威兰胶的保留率与正交实验所得结果相符%该方法能准确测定

含淀粉的发酵液中威兰胶的含量#误差在 ?V以内$
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;; 威兰胶是由鞘氨醇单胞菌 BJ+0-6'O'-&X

8GT>I//!#??? 产生的一种胞外多聚糖(# @P)

$ 威兰

胶比其他微生物胞外多糖如黄原胶"结冷胶等具有

更好的流变学性能(=)

#但较高成本对其工业化生产

及应用造成了一定的制约#因此利用更廉价的原料

降低成本已成为该领域发展的趋势$ 淀粉是一类常

见的原料#价格低#生产方便#可作为鞘氨醇单胞菌

生产威兰胶的碳源(N @M)

#但淀粉未被完全利用#使培

养基中存在残余的淀粉$ 淀粉和威兰胶都是单糖的

多聚物#结构和性质相似#在乙醇提取过程中残余淀

粉会随着威兰胶一起沉淀#导致发酵生产威兰胶的

产量不准确$ 当前部分研究仅从数值上提高.胶/

的含量#而忽略了威兰胶产品中掺杂的淀粉的影响#

因此#除去威兰胶中的淀粉已成为必然$ 在研究淀

粉对威兰胶产量测定影响的同时#通过比较吸附

法(#))

"酸解法(##)和酶解法(#()对淀粉去除的效果#

采用单因素"正交实验优化实验条件#达到去除威兰

胶中的淀粉的目的#为测定含淀粉的发酵液中威兰

胶的含量提供一种方法$

:;实验材料与仪器

:?:;材料

威兰胶&自制'"淀粉"硅藻土&天津市博迪化工

有限公司生产'"

"

@淀粉酶和糖化酶&北京奥博星生

物技术有限责任公司生产'$

:?<;仪器

电子天平&U>(()"D'"离心机&IZ@P*'"紫外@

可见分光光度计&\b@#N))</'"$ZS@# 型旋转式

*N?#*
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黏度计$

<;实验方法

<?:;溶液的配制

配制 #) Ba[的威兰胶溶液##) Ba[淀粉溶液#

威兰胶质量浓度为 ? Ba[#淀粉溶液质量浓度为

? Ba[的威兰胶@淀粉混合溶液$

<?<;乙醇提取法与提取物产量计算

取待测溶液 #) 1[#加入 ") 1[M?V乙醇溶液#

玻璃棒搅动至出现絮状沉淀#" ))) -a12. 离心

() 12.#去除上清液#再加入 () 1[M?V乙醇溶液#

重复以上操作#得提取物#P)e干燥箱充分烘干后称

重$ 提取物产量按下式计算!

提取物产量 o提取物质量&B'a原提取物体积&['

<?=;不同方法分别处理威兰胶溶液和淀粉溶液

&#'吸附法!加入 ?V硅藻土#充分振荡 #) 12.

后在 " ))) -a12. 条件下离心 () 12.#取上清液#用

乙醇法提取#计算提取物产量$

&('酸解法!用盐酸调节溶液 GFo#T?#M)e水

浴#酸解 #N) 12.#冷却#用乙醇法提取#计算提取物

产量$

&!'酶解法!依次加入
"

@淀粉酶&#|#GFo

PT)#!) 12.# P)e'

(#!) 和糖化酶 &#|# GFo"T)#

P) 12.#P)e'

(#")对溶液进行充分水解#冷却后用乙

醇法提取#计算提取物产量$

&"'对照!溶液不经过任何处理#直接用乙醇法

提取#计算提取物产量$

<?>;酸解法的单因素实验

(T"T#;GF对威兰胶溶液和淀粉溶液酸解的影响

分别取威兰胶溶液和淀粉溶液调节 GF为 )T?"

#T)"#T?"(T)"!T)""T)"?T)$ M)e水浴 #N) 12.#冷

却后用乙醇法提取#计算提取物产量$

(T"T(;温度对威兰胶溶液和淀粉溶液酸解的影响

分别将 GFo#T) 的威兰胶溶液和淀粉溶液 P)"

=)"N)"M)"#))e水浴 #N) 12.#冷却后用乙醇法提

取#计算提取物产量$

(T"T!;时间对威兰胶溶液和淀粉溶液酸解的影响

分别将 GFo#T) 的威兰胶溶液和淀粉溶液

M)e水浴 P)"#()"#N)"(")"!)) 12.#冷却后用乙醇

法提取#计算提取物产量$

=;结果与讨论

=?:;淀粉对威兰胶提取的影响

将 #) Ba[的威兰胶溶液稀释得 ? Ba[的威兰胶

溶液#用乙醇法提取 ? Ba[威兰胶溶液和威兰胶@淀

粉混合溶液#提取物产量如表 # 所示$

表 :;乙醇法提取不同溶液结果

溶液 提取物产量a&B*[

@#

'

提取率aV

? Ba[威兰胶溶液 "TMM MMTN

威兰胶@淀粉混合溶液 MTNN MNTN

由表 # 可知#采用乙醇法提取威兰胶质量浓度

相同的 ( 种溶液#威兰胶@淀粉混合溶液中的提取物

产量明显高于只含 ? Ba[的威兰胶溶液$ 由 ? Ba[

威兰胶溶液提取率&MMTNV'及威兰胶@淀粉混合溶

液提取率&MNTNV'可知#采用乙醇法提取威兰胶"

淀粉都具有很好的效果%综合考虑威兰胶及威兰

胶@淀粉混合溶液提取率可知#乙醇法在沉淀威兰

胶的同时也可将大部分淀粉分离沉淀#这表明淀粉

的存在对威兰胶的提取影响很大$

$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$

因此在采用淀粉
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作为碳源发酵生产威兰胶时必须采用适当的方法除

去淀粉$

=?<;不同方法处理威兰胶溶液和淀粉溶液

采用硅藻土吸附"盐酸酸解和双酶酶解 ! 种方

法除淀粉#比较对淀粉去除效果#同时考察 ! 种方法

对威兰胶的影响#结果如表 ( 所示$

表 <;不同方法处理威兰胶溶液和淀粉溶液

方法
淀粉提取产量a&B*[

@#

' 威兰胶提取产量a&B*[

@#

'

对照 进行处理 对照 进行处理

硅藻土吸附 #) MT)? #) MT)!

酸解法;; #) )T!( #) NT?=

酶解法;; #) )TN" #) #)T=#

由表 ( 可知#! 种方法对威兰胶的产量变化不

显著%酸解法和酶解法对淀粉去除效果显著#而硅藻

土吸附对淀粉去除效果不明显$ 硅藻土吸附过程

中#仅少量威兰胶"淀粉大分子吸附在硅藻土表

面(#?)

#吸附量在 #)V左右#吸附量很小$ 威兰胶具

有较好的稳定性#在温度升至 #"Me时#GFo( Q#!

范围内性质基本不变(#P)

#所以酸解法对威兰胶的产

量变化无明显影响%威兰胶不含有淀粉酶特异性识

别的
"

@##"@糖苷键和
"

@##P@糖苷键(#=)

#所以酶解

法对威兰胶产量变化也无明显影响%酸解法和酶解

法对淀粉去除效果较好是因为淀粉经酸解或酶解后

分解成葡萄糖等小分子#这些小分子可溶于乙醇中#

从而达到去除的目的$ 但是酶在乙醇溶液中发生变

性#聚集沉淀(M)

#离心过程中会随威兰胶一起沉淀#

使.威兰胶产量/有所增加#因此采用酶法处理威兰

胶溶液后所得提取物较未处理的有所增加$ 综合以

上分析#选择酸解法作为去除威兰胶中残余淀粉的

处理方法$

=?=;酸解法单因素实验

影响酸解的因素有 GF"酸解温度和酸解时间#

然而选择酸解条件时不仅要考虑淀粉的去除效果还

要结合对威兰胶结构的影响$ 通过文献调研及前期

试验确定酸解的基础条件为!温度为 M)e#GFo

#T)#时间为 #N) 12.

(= @N)

$

!T!T#;GF对威兰胶溶液和淀粉溶液酸解的影响

GF对威兰胶溶液和淀粉溶液酸解的影响如

图 # 所示$

由图 # 可知#在 M)e水浴 #N) 12.的条件下#随

着 GF的降低#威兰胶溶液"淀粉溶液提取物产量均

有所下降$ 这是因为在酸性条件下#淀粉和威兰胶

均会被不同程度分解#酸度越高#分解速度越快$ 由

;;;;;;;

#-淀粉溶液%(-威兰胶溶液

图 #;GF对威兰胶溶液和淀粉溶液酸解的影响

于威兰胶具有较好的酸稳定性#所以提取物的产量

变化不大#始终维持在一个较高水平%而淀粉对酸稳

定性较差#随着酸度的降低被大量分解$ 当 GFo

#T) 时#淀粉分解较为完全而威兰胶产量变化不大#

因此选择 GFo#T) 为酸解的酸度$

!T!T(;温度对威兰胶溶液和淀粉溶液酸解的影响

温度对威兰胶溶液和淀粉溶液酸解的影响如

图 ( 所示$

#-淀粉溶液%(-威兰胶溶液

图 (;温度对威兰胶溶液和淀粉溶液酸解的影响

由图 ( 可知#在 GFo#"水浴 #N) 12. 的条件

下#随着温度的升高#威兰胶溶液"淀粉溶液提取物

产量均有所下降$ 这是因为温度越高#使多糖分子

运动越活跃#连接分子间的键越容易断裂#但威兰胶

分子间作用力比淀粉大#能耐受更高的温度$ 综合

考虑能耗以及成本#选择 M)e为酸解温度$

!T!T!;时间对威兰胶和淀粉酸解的影响

时间对威兰胶和淀粉水解的影响如图 ! 所示$

#-淀粉溶液%(-威兰胶溶液

图 !;时间对威兰胶和淀粉水解的影响

*)P#*
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由图 ! 可知#在 GFo#T)#M)e下水浴#随着水

浴时间的延长#威兰胶溶液"淀粉溶液提取物产量都

会下降$ 这是因为时间越长#连接分子之间的化学

键断裂得就越多#但威兰胶分子键作用力比淀粉大#

能耐受更长的时间$ 当时间为 #N) 12. 时#淀粉分

解接近于 )#而威兰胶产量变化不大$ 所以酸解过

程中#选择酸解时间为 #N) 12.$

=?>;正交实验

根据单因素实验结果#在威兰胶溶液和淀粉溶

液中#以相同条件下酸解后溶液内威兰胶浓度与淀

粉浓度剩余量的差值为考察标准#按 [

#P

&"?'正交

表安排实验$ 酸解条件正交实验的几种考察因素及

其水平见表 !#正交试验结果见表 "#方差分析见

表 ?$

表 =;正交试验因素和水平

水平
因素

GF&>' 温度&D'ae 时间&/'a12.

# )T? N? #?)

( #T) M) #N)

! #T? M? (#)

" (T) #)) (")

由表 " 可以看出#各因素对酸解影响次序为

>&GF' tD&温度' t/&时间'#最优组合为>

(

D

!

/

(

#

即酸解最优条件! GF为 #T)#温度为 M?e#时间

#N) 12.$ 由表 ? 可见#GF对酸解的影响显著#温度

和时间影响较小#与表 " 结果一致$ 进行多次实验#

所得威兰胶质量浓度与淀粉质量浓度剩余量的差值

的平均值为 NTP=) ) Ba[#比正交实验每组结果都

高#证明>

(

D

!

/

(

为最优条件$ 在此条件下#淀粉由

#) Ba[分解为 )T)N# ) Ba[#去除率为 MMT#MV%威兰

胶由 #) Ba[变为 NT=?# ( Ba[#威兰胶的保留率

为 N=T?#V$

表 >;正交试验结果与分析

实验号
因素

> D / 空列 空列

威兰胶与淀粉质量浓

度的差值a&B*[

@#

'

# # # # # # =TNN!)

( # ( ( ( ( =TN?!P

! # ! ! ! ! NT##"P

" # " " " " ?T)M?"

? ( # ( ! " NT!=P=

P ( ( # " ! PT!M?)

= ( ! " # ( NT?=P)

N ( " ! ( # NTP")=

M ! # ! " ( !TP(M)

#) ! ( " ! # "T#P#!

## ! ! # ( " "T#!?#

#( ! " ( # ! ?T(!")

#! " # " ( ! #T=?))

#" " ( ! # " )TP!N#

#? " ! ( " # !T!(PN

#P " " # ! ( !T"P=(

;

#

=T(!= ?T"#) ?T"=) ?T?N! PT))! ;

;

(

=TMM= "T=P( PT#MN ?T?M? ?TNN# ;

;

!

"T(M) PT)!M ?T(?P PT)!) ?T!=! ;

;

"

(T(MP ?TP)M "TNMP "TP#( "T?P# ;

Q ?T=)# #T(== #T)== - - ;

表 @;正交试验结果的方差分析

因素 偏差平方和 自由度 ?比 ?临界值 显著性

> NPT#"! ! (TN#" !TNP)

&

D !T(P# ! )T#)= !TNP) ;

/ (T"!? ! )T)N) !TNP) ;

=?@;验证实验

!T?T#;酸解法测定威兰胶@淀粉混合溶液中威兰胶

质量浓度

取一定量的威兰胶@淀粉混合溶液在最优

&GF为 #T)#温度为 M?e#时间为 #N) 12.'条件下酸

解#冷却后测各组分质量浓度$ 通过碘量法(#N)测得

剩余淀粉的质量浓度为 )T)NM P Ba[#淀粉的去除率

为 MMT#)V%通过乙醇法提取#提取物充分烘干后称

量#计算提取物产量#得威兰胶的质量浓度为

NT="( " Ba[#威兰胶的保留率为 N=T"(V#其差值

为!NTP?( N Ba[#与正交实验结论相差不大#证明酸

解法可作为测定混有淀粉的威兰胶溶液中威兰胶产

量的一种方法$

!T?T(;酸解法测定不同配比的威兰胶@淀粉混合溶

液中威兰胶质量浓度

在以淀粉作为碳源生产威兰胶实验中#根据威

兰胶发酵液经乙醇沉淀后#淀粉和威兰胶各组分配

制不同质量浓度配比的威兰胶@淀粉混合溶液#通

过酸解"冷却后乙醇提取#测提取物产量#并计算混

合溶液中威兰胶的质量浓度!威兰胶产量 o酸解后

提取物产量&Ba['aN=T?#V#结果如表 P 所示$

*#P#*
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表 B;酸解法测定威兰胶质量浓度

不同质量浓度配比的

威兰胶@淀粉混合溶液

酸解法测得

威兰胶质量

浓度a&B*[

@#

'

误差a

V

? Ba[威兰胶溶液与 ? Ba[淀粉溶液 "TNP (TN

=T? Ba[威兰胶溶液与 ? Ba[淀粉溶液 =TP) #T!

#) Ba[威兰胶溶液与 ? Ba[淀粉溶液 MTN( #TN

由表 P 可知#威兰胶@淀粉混合溶液经酸解法测

得的威兰胶质量浓度与真实值相差较小#误差在

?V以内$ 因此在利用淀粉发酵生产威兰胶的实验

中#可先采用乙醇法提取#得到混有淀粉的威兰胶#

通过酸解法#可以准确确定发酵液中威兰胶的质量

浓度$ 当前部分研究人员用碘量法(#!)检测发酵液

中淀粉的质量浓度(M)

#利用碘与淀粉发生显色反

应#通过测吸光度来确定淀粉的质量浓度#进而确定

威兰胶的质量浓度$ 但是在以淀粉作为碳源发酵生

产威兰胶实验中#淀粉先通过糊化使淀粉分子分散#

然后变成糊精#再继续分解#供鞘氨醇单胞菌利用#

中间物糊精不能使碘显色#但同样可以随乙醇沉

淀(#M)

#使碘量法测得的数据不准确$ 但酸解法可以

将淀粉充分水解变成葡萄糖#葡萄糖在乙醇沉淀时

不会随威兰胶沉淀#使测得的威兰胶质量浓度更

准确$

>;结论

以廉价的淀粉作为碳源进行的鞘氨醇单胞菌发

酵生产威兰胶的实验中#采用乙醇法提取威兰胶时#

未被完全利用的淀粉会随威兰胶一起沉淀#增加了

威兰胶的测量值%通过比较吸附法"酸解法"酶解法

对威兰胶溶液的影响和对淀粉的去除效果#结果表

明酸解法最优$ 采用单因素实验和正交实验优化酸

解实验条件#优化结果为!GFo#T)#温度为 M?e#时

间为 #N) 12.#在此条件下#淀粉的去除率达到

MMT#MV#威兰胶的保留率为 N=T?#V$ 经碘量法验

证!威兰胶@淀粉混合溶液在最优条件下酸解#淀粉

的去除率和威兰胶的保留率与正交实验所得结果相

符%利用该方法测定不同质量浓度配比的威兰胶@

淀粉混合溶液中威兰胶产量#测量误差在 ?V以内$

本实验为去除威兰胶中的淀粉及准确测定含淀粉的

发酵液中威兰胶的质量浓度提供了一种有效方法#

对威兰胶的纯化及量化具有参考价值$
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