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摘要$用
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中心组合试验设计和单因素试验

对虫草多糖发酵工艺%水提醇沉工艺及脱蛋白工艺进行

优化&结果表明(细脚虫草最佳发酵工艺条件为葡萄糖

##)#

T

)

<

%蛋白胨
!9)!

T

)

<

%接种量
#)9*

&胞外多糖最佳

提取工艺条件为浓缩$加
#

倍乙醇$

U

3

为
+)"

$沉淀
!&I

'

胞内多糖最佳提取工艺条件为浸提比!

U

菌丝
lX

水"

$l

&"

!

T

)

E<

"$提取时间
9"EGQ

$浸提次数
!

次$浸提温度

%"]

&多糖纯化中
:NSF

T

N

法脱蛋白的最佳工艺为氯仿

与正丁醇配比!

X

氯仿
lX

正丁醇"
&l$

%

:NSF

T

N

试剂与发酵液

配比!

X

KNS

T

N

试剂
lX

发酵液"

$l!

%振摇时间
$(EGQ

%脱蛋白次

数
#

次&优化后胞外多糖产量提高了
#A)%9*

$胞内多糖

产量提高了
!&)(9*

$纯化后蛋白脱除率在
A(*

以上&
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!在日本和韩国已被开发成保健食品1

!

2

$多

糖是细脚虫草的主要生物活性成分之一1

#

2

!具有抗肿瘤&

抗抑郁&抗氧化&调节免疫等生物活性1

&

2

$根据其存在位

置可分为胞内多糖.从菌丝体或子实体中获取/和胞外多

糖.从发酵液中获取/

1

(

2

$目前!国内外对于细脚虫草多糖

化学结构&抗肿瘤及免疫调节作用等已有相关报道1
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对细脚虫草多糖提取工艺优化方面报道较少!有学者1

$"

2

利用神经网络+遗传算法优化细脚拟青霉胞内多糖超声

提取工艺!但多糖提取效率较低!最高仅有
!)#A*

$而虫

草多糖常用的提取方法有水提醇沉法&超声波辅助提取

法和微波提取法等1

$$'$!

2

!其中最常用的方法为水提醇沉

法!具有操作简单&成本低&对多糖的破坏性较小等优点$

研究拟采用水提醇沉法提取细脚虫草多糖!对虫草

多糖的发酵工艺&水提醇沉工艺及脱蛋白工艺进行优化!

以期为细脚虫草有效成分的研究及开发提供参考$

$

!

材料与方法
$)$

!

材料与试剂

$)$)$

!

菌种

细脚虫草(课题组分离自野外采集的标本!经鉴定后

保藏在贵州中医药大学菌物药研究中心!菌种号
1$A!$

$

$)$)!

!

试剂

葡萄糖(分析纯!国家标准物质网'

硫酸(分析纯!重庆川动化工集团有限公司'

苯酚(分析纯!国药集团化学试剂有限公司'

考马斯亮蓝(分析纯!北京索莱宝科技有限公司'

牛血清蛋白(分析纯!上海优宁维生物科技股份有限

公司$

$)$)#

!

培养基

菌种活化培养基(土豆
!""

T

!葡萄糖
!"

T

!蛋白胨

$"

T

!琼脂
!"

T

!纯水
$"""E<

'

种子培养基(土豆
!""

T

!葡萄糖
!"

T

!蛋白胨
$"

T

!

纯水
$"""E<

'

发酵产多糖培养基(土豆
!""

T

!葡萄糖
##)#

T

!蛋白

胨
!9)!

T

!

,N:-

&

$)(

T

!

B3

!

;-

&

$)(

T

!纯水
$"""E<

!

U

3+)"

$

$)!

!

多糖培养及分离纯化

$)!)$

!

种子液培养
!

取
;.1

斜面保藏菌种!

;.1

平板

!(]

活化培养
&O

!以
$E<

枪头打孔!取
(

个菌饼至

$""E<

种子培养基!

!(]

&

!""R

0

EGQ

培养
&O

$

$)!)!

!

发酵产多糖培养
!

将种子液按
!*

接种量接入发

酵产多糖培养基中!在
!(]

!

!""R

0

EGQ

恒温摇床中培养

AO

$

$)!)#

!

多糖分离
!

采用水提醇沉法1

$#'$&

2

$发酵液在

&"""R

0

EGQ

下离心
$(EGQ

!离心后所得的菌丝体!干燥

保存'上清液在
&]

保存$将上清液浓缩!加入
#

倍体积

的无水乙醇!于
&]

醇沉
!&I

!所得沉淀物为胞外粗多

糖'干燥的菌丝以料液比.

U

菌丝
lX

水/为
$l#"

.

T

0

E<

/!

在
A"]

下水浴
+"EGQ

!浸提
!

次$过滤!将滤液浓缩!加

约
#

倍体积的无水乙醇!于
&]

醇沉
!&I

!所得沉淀物即

为胞内粗多糖$

$)!)&

!

脱蛋白
!

采用
:NSF

T

N

法1

$#'$&

2

$分别量取发酵液

和菌丝体浸提液
#"E<

于
!

个
!("E<

锥形瓶中$氯

仿+正丁醇.预先配制成
X

氯仿
lX

正丁醇
`&l$

的混合液/

溶液
$"E<

!置于锥形瓶中!振摇
$(EGQ

!

&"""R

0

EGQ

离

心
$"EGQ

!弃沉淀!取上清液$再加入其体积约
$

0

!

的氯

仿+正丁醇溶液!重复上述步骤两次$

$)#

!

工艺优化

$)#)$

!

发酵条件优化

.

$

/无机盐离子(取
(

组种子培养基!分别加入

")$(*

的
B3

!

;-

&

&

,N:-

&

&

B2@

&

2F2@

!

及
0

T

:-

&

发酵培

养!其他条件同
$)!)$

!考察其对胞内外多糖含量的影响!

确定液体发酵的最佳离子种类$

.

!

/维生素(取
&

组种子培养基!分别添加
")$

T

0

<

的

维生素
d

$

&维生素
d

!

&复合维生素
d

&维生素
2

发酵培养!

其他条件同
$)!)$

!考察其对胞内外多糖含量的影响!确定

液体发酵的最佳维生素种类$

.

#

/

;@FPaNLLDdMREFQ

.

;d

/试验设计(综合单因素试

验考察的结果!对细脚虫草发酵的温度&转速&接种量&

U

3

等
%

个试验因素进行显著性分析!每个因素设计高&低两

种水平.

$

!

'$

/!选择虫草多糖含量.

,M

值/为考察指标

确定影响多糖产量的显著因素$

.

&

/最陡爬坡试验(根据
;d

设计的结果!由各因素

效应值的大小确定变化的步长$按一定的梯度增加或者

减少各因素的水平值!检测发酵液中多糖含量
,M

值为

响应值!含量最高组的水平值即为响应面分析的中心组$

.

(

/

d?YDdNIQaNQ

试验设计(以
;d

设计筛选出的

#

个显著因素作为试验因素!最陡爬坡试验筛选出的浓度

作为中心点!进行三因素三水平的
d?YDdNIQaNQ

试验

设计1

$(

2

$

$)#)!

!

胞外多糖提取条件优化

.

$

/浓缩倍数(将细脚虫草发酵液离心后!在上清液

中加入
#

倍体积的无水乙醇!

U

3A)"

!

&]

沉淀
!&I

!考察

浓缩倍数.

$

!

!

!

#

!

&

!

(

/对胞外多糖提取率的影响$

.

!

/沉淀乙醇倍数(将细脚虫草发酵液离心后!将上

清液浓缩!

U

3A)"

!

&]

沉淀
!&I

!考察沉淀乙醇倍数.

$

!

!

!

#

!

&

!

(

/对胞外多糖提取率的影响$

.

#

/沉淀时间(将细脚虫草发酵液离心后!将上清液

浓缩!加入
#

倍无水乙醇!

U

3A)"

!

&]

沉淀!考察沉淀时

间.

+

!

$!

!

$%

!

!&

!

#"I

/对胞外多糖提取率的影响$

.

&

/沉淀
U

3

(将细脚虫草发酵液离心后!将上清液浓

缩!加入
#

倍无水乙醇!

&]

沉淀
!&I

!考察沉淀
U

3

.

&)"

!

()"

!

+)"

!

A)"

!

%)"

/对胞外多糖提取率的影响$

$)#)#

!

胞内多糖提取条件优化

.

$

/浸提比(

A"]

水浴
+"EGQ

!浸提
!

次!过滤!将滤

液浓缩!加
#

倍无水乙醇!

& ]

醇沉
!&I

!考察浸提比

1

U

菌丝
lX

水 分别为
$l!"

!

$l#"

!

$l&"

!

$l("

!

$l

+"

.

T

0

E<

/2对胞内多糖提取率的影响$

)%!

"

>?@)#+

"

5?)$$
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.

!

/浸提时间(

A" ]

水浴按浸提比.

U

菌丝
lX

水/为

$l&"

.

T

0

E<

/浸提
!

次!将滤液浓缩!加
#

倍无水乙醇!

&]

醇沉
!&I

!考察浸提时间.

#"

!

+"

!

9"

!

$!"

!

$("EGQ

/对

胞内多糖提取率的影响$

.

#

/浸提温度(浸提比.

U

菌丝
lX

水/为
$l&"

.

T

0

E<

/

下水浴
9"EGQ

!浸提
!

次!将滤液浓缩!加
#

倍无水乙醇!

&]

醇沉
!&I

!考察浸提温度.

+"

!

A"

!

%"

!

9"

!

$""]

/对胞

内多糖提取率的影响$

.

&

/浸提次数(在
A"]

下按浸提比.

U

菌丝
lX

水/为

$l&"

.

T

0

E<

/水浴
9"EGQ

!将滤液浓缩!加
#

倍无水乙

醇!

&]

醇沉
!&I

!考察浸提次数.

$

!

!

!

#

!

&

!

(

/对胞内多糖

提取率的影响$

$)#)&

!

脱蛋白条件优化

.

$

/

:NSF

T

N

试剂与发酵液配比(取适量多糖溶液!加

入
:NSF

T

N

试剂.氯仿与正丁醇的混合液!

X

氯仿
lX

正丁醇
`

&l$

/!振摇
$(EGQ

!

&"""R

0

EGQ

离心
$"EGQ

!弃沉淀!取

上清液!重复操作
#

次!考察
:NSF

T

N

试剂与发酵液配比

.

X

:NSF

T

N

试剂
lX

发酵液分别为
$l&

!

$l#

!

$l!

!

$l$

!

!l$

/对

多糖蛋白脱除率的影响$

.

!

/氯仿与正丁醇配比(在
:NSF

T

N

试剂与发酵液

.

X

:NSF

T

N

试剂
lX

发酵液/为
$l!

!振摇
$(EGQ

!

&"""R

0

EGQ

离

心
$"EGQ

!弃沉淀!取上清液!重复操作
#

次!考察氯仿与

正丁醇配比.

X

氯仿
lX

正丁醇分别为
!l$

!

#l$

!

&l$

!

(l$

!

+l$

/对多糖蛋白脱除率的影响$

.

#

/振摇时间(在
:NSF

T

N

试剂与发酵液.

X

:NSF

T

N

试剂
l

X

发酵液/为
$l!

!氯仿与正丁醇配比.

X

氯仿
lX

正丁醇/为
&l

$

!

&"""R

0

EGQ

离心
$"EGQ

!弃沉淀!取上清液!重复操作

#

次!考察振摇时间.

(

!

$"

!

$(

!

!"

!

!(EGQ

/对多糖蛋白脱

除率的影响$

.

&

/脱蛋白次数(在
:NSF

T

N

试剂与发酵液.

X

:NSF

T

N

试剂
l

X

发酵液/为
$l!

!氯仿与正丁醇配比.

X

氯仿
lX

正丁醇/为
&l

$

!振摇
$(EGQ

!

&"""R

0

EGQ

离心
$"EGQ

!弃沉淀!取上清

液!考察脱蛋白次数.

$

!

!

!

#

!

&

!

(

/对多糖蛋白脱除率的

影响$

$)&

!

测定方法

$)&)$

!

多糖含量测定
!

采用苯酚硫酸法1

$+

2

$葡萄糖标准

品绘制标准曲线!求得回归方程为
&`A)A&Wk")"$&+

!

O

!

"̀)999!

$结果表明!葡萄糖标准品浓度在
")"!

!

")$"E

T

0

E<

范围内线性关系良好$

$)&)!

!

蛋白含量测定
!

采用考马斯亮蓝比色法1

$A

2

$

牛血清蛋白标准品绘制标准曲线!求得回归方程为
&`

&)%+Wk")"A&!

!

O

!

"̀)99%#

$结果表明!牛血清蛋白标

准品浓度在
")"!

!

")$"E

T

0

E<

范围内线性关系良好$

!

!

结果与分析
!)$

!

发酵条件优化

!)$)$

!

无机盐离子筛选
!

由图
$

可知!添加无机盐试验

组的多糖含量均有不同程度的增加!其中添加
,N:-

&

的

胞内外多糖含量相对较高$因此!发酵多糖时培养基组

分加入
,N:-

&

$

!)$)!

!

维生素种类筛选
!

由图
!

可知!选取不同的维生

素为生长因子发酵多糖!多糖含量无明显变化$因此!后

续试验不添加维生素$

!)$)#

!

;d

试验
!

对细脚虫草发酵的温度&转速&接种量&

U

3

等
%

个试验因素的水平取值见表
$

!试验结果见表
!

!

显著性分析见表
#

$

由表
#

可知!接种量&葡萄糖&蛋白胨的效应显著$

因此!确定接种量&葡萄糖&蛋白胨是影响多糖产量的显

著因素$

图
$

!

无机盐离子对细脚虫草产多糖的影响

,G

T

MRN$

!
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T
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KFPPIFRGON

U

R?OMPLG?Q?J92?3

B
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J

A@-*='

J
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图
!

!

维生素对细脚虫草产多糖的影响

,G

T

MRN!

!

6JJNPLK?JSGLFEGQ?Q

U

?@

X

KFPPIFRGON

U

R?OMPLG?Q

?J92?3

B
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J

A@-*='

J

-A

表
$

!

;d

试验设计

=FV@N$

!

;@FPaNLLDdMREFQLNKLONKG

T

Q

水平 温度0
]

转速0.

R

3

EGQ

'$

/

接种量0
*

U

3

装液量0
E< ,N:-

&

0

*

葡萄糖0
T

蛋白胨0
T

空白

$ #" !(" # % A" ")!( #" !" $

'$ !( !"" ! + +" ")$( !" $" '$

*&!
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表
!

!

;d

试验结果

=FV@N!

!

;@FPaNLDdMREFQLNKLRNKM@LK

水平 温度0
]

转速0.

R

3

EGQ

'$

/ 接种量0
*

U

3

装液量0
E<

,N:-

&

0

*

葡萄糖0
T

蛋白胨0
T

空白
,M

值

$ '$ '$ '$ '$ '$ '$ '$ '$ '$ ")(+$

! $ '$ $ '$ $ '$ '$ '$ $ ")+!&

# '$ $ $ $ $ '$ '$ $ '$ ")+(A

& '$ '$ $ $ '$ $ $ '$ '$ ")(+(

( '$ '$ $ $ '$ $ '$ $ $ ")+(%

+ '$ $ $ '$ '$ '$ $ $ $ ")+&+

A '$ '$ '$ '$ $ $ $ $ $ ")(#&

% $ '$ '$ $ $ '$ $ $ '$ ")+!9

9 $ $ '$ $ '$ '$ $ '$ $ ")(!%

$" '$ $ '$ $ $ $ '$ '$ $ ")(%A

$$ $ $ $ '$ $ $ $ '$ '$ ")(&(

$! $ $ '$ '$ '$ $ '$ $ '$ ")(A9

!)$)&

!

最陡爬坡试验
!

根据
;d

试验结果!设计显著因素

的步长!试验设计及结果见表
&

$由表
&

可知!

!

号试验所

对应的多糖产量最大!因此以
!

号试验的条件为响应面

试验因素水平的中心点!设计
d?YDdNIQaNQ

试验$

!)$)(

!

d?YDdNIQaNQ

试验
!

d?YDdNIQaNQ

试验设计见表
(

!

表
#

!

;d

试验显著性分析m

=FV@N#

!

:G

T

QGJGPFQPNFQF@

X

KGK?J;@FPaNLLDdMREFQLNKL

因素
;

值
;R

#

;

显著性

温度
#")$( ")A9$!

转速
!A)$% ")(!#+

接种量
#"A)A( ")"!"%

'

U

3 #)$$ ")"A%&

装液量
!&#)#A ")"A&(

,N:-

&

$)%A ")"("A

葡萄糖
%)!+ ")"#!(

'

蛋白胨
9!)&# ")"$%+

'

!!!

m

!'

为显著.

;

$

")"(

/$

表
&

!

最陡爬坡试验设计与结果m

=FV@N&

!

6Y

U

NRGENQLF@ONKG

T

QFQORNKM@LK?JKLNN

U

NKL

P@GEV

'

* #̀

(

试验

编号

接种量0

*

葡萄糖添加量0

.

T

3

<

'$

/

蛋白胨添加量0

.

T

3

<

'$

/

,M

值

$ #)" #" !" ")(&Ac")"A"

!

! #)+ #( !A ")++(c")""!

''

# &)! &" #& ")++"c")""$

''

& &)% &( &$ ")+&#c")""(

''

( ()& (" &% ")(9!c")""&

''

!

m

!

与
$

号试验组相比!

''

为极显著.

;

$

")"$

/$

试验结果见表
+

$运用
.NKG

T

QD6Y

U

NRL%)")(

软件对表
+

的试验结果进行回归分析!得到多元回归拟合方程(

!!

&`")++#k")"$$W

$

k$)(""6'""#W

!

'&)$!(6'

表
(

!

d?YDdNIQaNQ

试验设计

=FV@N(

!

d?YDdNIQaNQNY

U

NRGENQLF@ONKG

T

Q

水平
Z

$

接种量0
*

Z

!

葡萄糖0

.

T

3

<

'$

/

Z

#

蛋白胨0

.

T

3

<

'$

/

'$ #)" #" !"

" #)+ #( !A

$ &)! &" #&

表
+

!

d?YDdNIQaNQ

试验结果

=FV@N+

!

d?YDdNIQaNQLNKLRNKM@LK

试验编号
Z

$

Z

!

Z

#

,M

值

$ $ " '$ ")+!+

! " " " ")++&

# '$ " $ ")(9A

& " $ $ ")+!$

( " " " ")++$

+ $ $ " ")+##

A " '$ $ ")+"A

% " $ '$ ")+#"

9 $ $ $ ")+#!

$" '$ " " ")+$%

$$ " '$ '$ ")+!+

$! '$ '$ '$ ")+"%

$# " " " ")++(

$& '$ " " ")+#"

$( $ " " ")+($

!&!

"

>?@)#+

"
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""#W

#

'A)(""6'""#W

$

W

!

k&)!("6'""#W

$

W

#

k

!)(""6'""#W

!

W

#

'")"$A%W

!

$

'")"$#W

!

!

'")"#"W

!

#

$

.

$

/

对其进行方差分析!结果见表
A

$

!!

通常!回归数学模型的决定系数大于
")9

则认为该模

型的预测值和实际值高度相关$细脚虫草液体发酵产多

糖中心组合试验得到的二次多元回归方程的决定系数

O

!

"̀)9A"!

!即表明
9A)"!*

的产多糖变化可用该二次多

元方程解释!拟合性非常好!校正决定系数
O

!

1O

f

"̀)9$+(

也提示该模型相关性非常高!拟合性好$通常!模型的精

密度
#

&

证明该模型较好!试验模型的精密度为
$#)(%&

!

因此该模型合理可靠$变异系数.

2>

/是描述试验的可

信度及精确度!

2>

值越低试验的可靠性越高!试验的变

异系数为
")9+*

!说明试验结果可信$

通过数据分析得出!细脚虫草的最佳产多糖条件为

培养温度
!(]

!黑暗!摇床转速
!""R

0

EGQ

!葡萄糖添加

量
##)#

T

0

<

!蛋白胨添加量
!9)!

T

0

<

!接种量
#)9*

!

,N:-

&

添加量
$)(

T

!

B3

!

;-

&

添加量
$)(

T

!

U

3+)"

!培养时间

AO

$此条件下胞外多糖产量为
$#)A&E

T

0

E<

!较优化前的

胞外多糖产量.

9)%AE

T

0

E<

/提高了
!%)$+*

'胞内多糖产

量为
+#)&%E

T

0

T

!较优化前的胞内多糖产量.

(+)!9E

T

0

T

/

提高了
$$)##*

$

!)!

!

提取工艺优化

!)!)$

!

胞外多糖提取工艺优化
!

由图
#

可知!多糖沉淀

随醇浓度升高而增多!醇沉时间越长多糖得率越高$确定

胞外多糖提取工艺条件为(浓缩&加
#

倍乙醇!沉淀
!&I

!

U

3+)"

$在此条件下!胞外多糖产量为
$()%9E

T

0

E<

!较优

化前的胞外多糖产量.

$#)A&E

T

0

E<

/提高了
$#)(#*

$

!)!)!

!

胞内多糖提取工艺优化
!

由图
&

可知!浸提比

.

U

菌丝
lX

水/为
$l&"

.

T

0

E<

/时多糖提取率最大!在一定

范围内增加浸提液的体积可以增大与浸提物的接触面

积!提高水溶性多糖的溶出量'浸提
9"EGQ

时多糖提取率

最大!提取初期!多糖能够随时间增长不断浸出!但时间

过长多糖浸出量很难增加!甚至使多糖降解'浸提温度为

%"]

时多糖提取率最大!多糖的溶解度在一定范围内随

温度的升高而增大!由于多糖的热不稳定性当温度继续

升高可能会分解多糖得率反而下降'浸提初期浸出量比

较高!在反复浸提时菌丝内多糖的含量较少$确定胞内

提取多糖条件为浸提比.

U

菌丝
lX

水/
$l&"

.

T

0

E<

/!提取

时间
9"EGQ

!浸提温度
%"]

!浸提次数
!

次$在此条件

下!胞内多糖产量为
A&)+(E

T

0

T

!较优化前的胞内多糖产

量.

+#)&%E

T

0

T

/提高了
$&)9+*

$

!)#

!

:NSF

T

N

法纯化多糖工艺优化

!)#)$

!

:NSF

T

N

试剂与发酵液配比对脱蛋白效果的影响

由图
(

可知!蛋白脱除率和多糖损失率随着
:NSF

T

N

试剂加入量的增加均呈不同程度的递增趋势!在
:NSF

T

N

试剂与发酵液配比.

X

:NSF

T

N

试剂
lX

发酵液/在
$l!

后蛋白质

脱除率及多糖损失率趋于平衡$因此!确定
:NSF

T

N

试剂

与发酵液配比.

X

:NSF

T

N

试剂
lX

发酵液/为
$l!

$

!)#)!

!

氯仿与正丁醇配比对脱蛋白效果的影响
!

由图
+

可知!蛋白脱除率随氯仿用量上升而增大!氯仿与正丁醇

配比.

X

氯仿
lX

正丁醇/在
&l$

后蛋白质脱除率及多糖损失

率趋于平衡$氯仿是引起蛋白变性的主要原因!蛋白脱

除率随氯仿加入量增高而升高'正丁醇会使多糖溶解!加

表
A

!

回归方程方差分析m

=FV@NA

!

7N

T

RNKKG?QN

g

MFLG?QSFRGFQPNFQF@

X

KGK

变异来源 平方和 自由度 均方和
;

值
;

值 显著性

模型
()9&%6'""# 9 +)+"96'""& $%)"A ")""!A
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$
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!
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Z

#

$)#+$6'""& $ $)#+$6'""& #)A! ")$$$+

Z

$

Z

!

!)!("6'""& $ !)!("6'""& +)$( ")"((%

Z

!

Z

#

A)!!(6'""( $ A)!!(6'""( $)9A ")!$%9

Z

!

Z

#

!)(""6'""( $ !)(""6'""( ")+% ")&&+$

Z

!

$

$)$+96'""# $ $)$+96'""# #$)9( ")""!&

''

Z

!

!

()%"%6'""& $ ()%"%6'""& $()%% ")"$"(

'

Z

!

#

#)!AA6'""# $ #)!AA6'""# %9)(% ")"""!

''

残差项
$)%!96'""& ( #)+(%6'""(

++++++++++++++++++++++++++++++

失拟项
$)A&#6'""& # ()%"%6'""( $#)&" ")"A"!

误差
%)++A6'""+ ! &)###6'""+

校正的总计
+)$#$6'""# $&

!

m

!

O

!

"̀)9A"!

!

O

!

1O

f

"̀)9$+(

'

'

为显著.

;

$
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''
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$
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图
#

!

不同因素对胞外多糖提取率的影响

,G
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MRN#
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?@

X
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图
&

!

不同因素对胞内多糖提取率的影响

,G

T

MRN&

!

6JJNPLK?JOGJJNRNQLJFPL?RK?QNYLRFPLG?QRFLN?JGQLRFPN@@M@FR

U

?@

X

KFPPIFRGON

入量越少!糖损失率越低$因此!确定氯仿与正丁醇配比

.

X

氯仿
lX

正丁醇/为
&l$

$

!)#)#

!

振摇时间对脱蛋白效果的影响
!

由图
A

可知!随

着振摇时间的增加!脱蛋白率呈上升趋势!振摇时间越

长!多糖溶液与
:NSF

T

N

试剂充分接触!使蛋白脱除率升

高!在
$(EGQ

时达到最大值!之后基本不变$因此!确定

振摇时间为
$(EGQ

$

!)#)&

!

脱蛋白次数对脱蛋白效果的影响
!

由图
%

可知!

随着脱蛋白次数增加!脱蛋白率呈上升趋势!多糖溶液在

脱蛋白初期蛋白脱除率比较高!在反复脱除时多糖内蛋

#&!

"

>?@)#+

"

5?)$$
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图
(

!

:NSF

T

N

试剂与发酵液配比对脱蛋白效果的影响
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图
+

!

氯仿与正丁醇配比对脱蛋白效果的影响
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图
A

!

振摇时间对脱蛋白效果的影响

,G

T

MRNA

!

6JJNPLK?JKIFaGQ

T

LGEN?QON

U
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白含量减少!在第
#

次后基本趋于平衡$因此!确定脱蛋

白次数为
#

次$

#

!

结论
采用单因素及响应面试验对细脚虫草多糖发酵提取

及用
:NSF

T

N

法纯化多糖条件进行优化$通过优化发酵条

件及提取条件后!胞外多糖得率提高了
#A)%9*

!胞内多

糖得率提高了
!&)(9*

$

:NSF

T

N

法胞内外多糖蛋白的脱

除率均高于
A(*

!具有良好的去杂纯化效果且多糖损失

较小$后期可采用超声辅助提取&微波提取等方法进一

步减少提取时间!提高提取效率'可以考虑用玉米粉&黄

图
%

!

脱蛋白次数对脱蛋白效果的影响

,G

T

MRN%
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ON

U
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豆粉代替蛋白胨!以降低原料成本$此外!

:NSF

T

N

法脱蛋

白虽具有较好的效果!但存在安全隐患!后续可以寻求酶

法&吸附法等脱蛋白工艺$
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