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摘要!考察
$

种大孔树脂对纳他霉素的静态吸附行为和

解析效果"探讨吸附过程中树脂静态吸附动力学和等温

吸附过程"并研究大孔树脂在
5F?;

X

F&I

*

J;E'1F1@;'E+E

2_:!

发酵液中对纳他霉素的原位吸附效果#结果表

明"

2a.6""

和
2a.+&"

树脂对纳他霉素的吸附与解吸

效果较好"吸附率分别为
%6A+WY

"

$7A#+Y

"解吸率分别为

$&A!!Y

"

%&A+!Y

"吸附量分别达到
"A76

"

"AW!;

E

-

E

干树

脂"

2a.+&"

适 合 对 纳 他 霉 素 的 吸 附 和 解 析#根 据

2a.+&"

树脂的等温吸附动力学"

2a.+&"

树脂对纳他霉

素的吸附符合
b<D

E

;M=O

方程"主要为单分子层吸附#在

发酵
+%G

时添加
+

E

-

6";b

的
2a.+&"

树脂进行原位吸

附"使发酵过程中纳他霉素总产量提高了
77A!WY

#

关键词!纳他霉素'大孔树脂'原位吸附'发酵
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食品在贮存中容易引起腐败变质#添加食品防腐剂是

食品保藏的有效手段#近年来#天然防腐剂的研究与使用

逐渐吸引了人们的注意力#并已成为食品保藏研究的热

点/

#X!

0

%纳他霉素是由纳塔尔链霉菌等链霉菌发酵产生的

一种二十六元多烯大环内酯类物质#对几乎所有的霉菌和

酵母菌都具有抗性#并能抑制真菌毒素的产生/

6

0

#具备高

效$安全$稳定性高等优良性质#有着巨大的应用前景和生

产价值#到目前为止已被全球大多数国家批准作为食品防

腐剂使用/

+

0

%纳他霉素的生产主要采用发酵法#由于纳他

霉素的产量较低#工业化生产进展缓慢#导致价格较高#目

前其主要集中应用于高附加值的产品中/

&

0

%

纳他霉素是胞内产物#在其生物合成过程中#由于菌

体细胞和胞内的酶都受到高浓度产物纳他霉素的反馈抑

制作用#使得生物细胞及酶的潜力不能充分发挥#导致纳

他霉素的产率和原料的转化率难以提高%目前#有关纳

他霉素的研究/

7XW

0多集中在采用菌株选育$发酵条件和

工艺优化$代谢调控等方式提高发酵产量上#而在发酵产

物分离和产物抑制等方面研究较少%原位分离技术是一

种将生物合成与目标代谢产物分离相耦合的技术#已受

到中国研究者的重视#该技术可选择性地从发酵液中连

续分离有抑制性或者有毒性的代谢产物#不仅能够减弱

终产物的反馈抑制作用#同时还能提高产物的回收率#减

少有机溶剂的使用#其中采用大孔吸附树脂的原位分离

技术应用较为广泛/

%

0

%大孔吸附树脂是一种不溶于酸$

碱及有机溶剂的有机高分子聚合物#是一种新型分离材

"$

,--./01(234*'5

第
6&

卷第
#!

期 总第
!#%

期
"

!"#$

年
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料#已广泛应用到天然产物的提取分离$药物$环境保护

等方面/

$

0

%目前#大孔吸附树脂已被用于纳他霉素的纯

化中#如魏宝东等/

#"

0采用甲醇做溶剂#从发酵液中提取纳

他霉素#然后采用
.#"#

大孔吸附树脂进一步纯化#回收

率为
%!A#!Y

#纯度为
$#A!Y

,但到目前为止#还未见采用

大孔树脂原位吸附的方法弱化或移除发酵过程中纳他霉

素的反馈来提高纳他霉素产量的报道%该技术在其他微

生物源代谢产物的发酵过程中已被广泛使用#如*在普那

霉素发酵过程中添加
.̀:#

大孔树脂能吸附发酵液中

$"Y

的普那霉素#使普那霉素的发酵产量从
"A!$

E

.

b

提

高到
#A"6

E

.

b

/

##

0

,在琥珀酸发酵过程中加入
+"

E

.

b

.6"#'

树脂#至发酵终点琥珀酸产量达到
+$A+7

E

.

b

#相

比普通发酵过程#底物转化率提高了
!#Y

/

#!

0

%试验采用

5F?;

X

F&I

*

J;E'1F1@;'E+E 2_:!

为纳他霉素生产菌株#以

建立纳他霉素的发酵和分离耦合体系为目的#通过筛选

对纳他霉素具有良好吸附效果的大孔吸附树脂#探讨大

孔吸附树脂原位分离技术发酵纳他霉素的可行性#并对

这一过程的静态吸附动力学行为进行研究#获得最佳工

艺参数#为纳他霉素的生产和分离提供新的思路%

#

!

材料与方法
#A#

!

材料

纳塔尔链霉菌)

5F?;

X

F&I

*

J;E'1F1@;'E+E

+

2_!

*实验

室保藏,

2a.#""

$

2a.6""

$

2a.+&"

和
2a.7""

大孔树脂*

沧州宝恩公司,

.#"#

大孔树脂*海光化工有限公司,

1S:%

大孔树脂*天津南大树脂科技有限公司,

g1.:#72a

大孔树脂*美国罗门哈斯公司,

481

和
2e%#7

大孔树脂*郑州和成新材料科技有限

公司,

斜面培养基*葡萄糖
#"

E

.

b

#麦芽浸粉
6

E

.

b

#蛋白胨

&

E

.

b

#酵母粉
6

E

.

b

#琼脂
!"

E

.

b

#

Q

2WA!

,

种子培养基*葡萄糖
#"

E

.

b

#胰蛋白胨
&

E

.

b

#麦芽浸

粉
&

E

.

b

#氯化钠
#"

E

.

b

#

Q

2WA!

,

发酵培养基*葡萄糖
6"

E

.

b

#酵母浸膏
!

E

.

b

#牛肉膏

#"

E

.

b

#

Q

2WA!

,

甲醇*分析纯#天津德恩化学试剂有限公司,

甲醇*色谱纯#西陇科学股份有限公司,

葡萄糖*分析纯#天津科密欧化学试剂有限公司,

分析天平*

0*#"+*

.

"!

型#梅特勒-托利多国际贸

易)上海+有限公司,

高效液相色谱仪*

1

E

=>HDF#!7"

型#美国安捷伦科技

有限公司%

#A!

!

方法
!

#A!A#

!

培养方法
!

斜面上生长成熟的孢子制成孢子悬

液#按照体积分数
!Y

的比例接种于种子培养基中#于

!%[

$

#%"O

.

;=D

振荡培养
+%G

,将培养好的种子液按体

积分数
7Y

的比例接入发酵培养基中#

!% [

$

!""O

.

;=D

振荡培养
#!"G

%

#A!A!

!

纳他霉素的提取
!

取发酵液与甲醇按体积比
#

$

$

比例混合#

!%[

$

#%"O

.

;=D

振荡解吸
!G

#

#""""O

.

;=D

离心
#";=D

#吸取上清液#过
"A!!

$

;

微孔滤膜#得待测液,

取出树脂#洗涤过滤#晾干#放入发酵液等体积的甲醇中#

解吸)方法同上+#

#""""O

.

;=D

离心
#";=D

#得到待测

样品%

#A!A6

!

纳他霉素含量的测定
!

采用高效液相色谱法#液

相条件为*

50(:a<BI-.)(

#%

柱)

!&";;h+A7;;

#粒

径
&

$

;

+#流动相为甲醇-水)体积比
W&

$

!&

+#进样量

#"

$

b

#流速
"A%;b

.

;=D

#检测波长
6"+D;

%

#A!A+

!

大孔树脂预处理
!

参照文献/

#6

0%

#A!A&

!

大孔树脂含水量测定
!

试验用树脂为干树脂#称

取预处理过的大孔树脂
#"

E

#

7"[

烘至恒重#并按照文献

/

#6

0的方法计算各树脂的含水量%不同树脂的物理性质

及含水量见表
#

%

表
#

!

不同树脂的性质和含水量

V<K>H#

!

aOC

Q

HOF=HN<DL;C=NFMOHBCDFHDFCJL=JJHOHDF

;<BOC

Q

COCMN<LNCOKHDFN

树脂类型 表面性质
比表面积.

)

;

!

2

E

X#

+

平均孔径.

D;

含水量.

Y

2a.7""

极性
!

&&"

"

7"" % 76A!6

2a.#""

非极性
&&"

"

7&" $

"

#" &!A#"

2a.6""

非极性
%&"

"

#""" &

"

7 &!A67

.#"#

非极性
&&"

"

7"" #"

"

## 7+A6"

2a.+&"

非极性
%"" #& &"A"+

481

非极性
&W"

"

&$" &"

"

&& &+AW"

g1.:#72a

非极性
%"" #& &!A6"

1S:%

弱极性
+%"

"

&!" #6

"

#+ 7#A!"

2e%#7

弱极性
%&" &W +$A7"

#A!A7

!

静态吸附试验
!

根据文献/

#+

0修改如下*取预处

理过的干树脂各
!

E

#分别加入装有
6";b&";

E

.

b

纳他

霉素水溶液的三角瓶中#

!%[

$

#%"O

.

;=D

振荡吸附
#!G

%

取
"A!;b

上清液加
#A%;b

甲醇#

"A!!

$

;

微孔滤膜过

滤#测定纳他霉素的含量#分别根据式)

#

+$)

!

+计算树脂

吸附量及吸附率%

.c

)

8

"

X8

#

+

S

I

# )

#

+

,

c

8

"

X8

#

8

"

h#""Y

# )

!

+

式中*

.

---吸附量#

;

E

.

E

干树脂,

8

"

---纳他霉素初始质量浓度#

E

.

b

,

#$

"

ZC>A6&

"

4CA#!
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#

---吸附后溶液中纳他霉素质量浓度#

E

.

b

,

S

---溶液体积#

;b

,

I

---大孔树脂质量#

E

,

,

---吸附率#

Y

%

#A!AW

!

静态解吸试验
!

根据文献/

#&

0修改如下*选用甲

醇作为纳他霉素的解吸剂#将充分吸附的大孔树脂过滤#

用去蒸馏水冲洗后滤干置于装有
6";b

甲醇的
#&";b

三角瓶中#

!%[

$

#%"O

.

;=D

振荡
#!G

#取样并测定解吸液

中纳他霉素含量#根据式)

6

+计算解吸率%

,

]c

YhS

.

h#""Y

# )

6

+

式中*

Y

---解吸液中纳他霉素质量浓度#

;

E

.

b

,

.

---吸附总量#

;

E

,

S

---解吸液总体积#

b

,

,

]

---解吸率#

Y

%

#A!A%

!

静态吸附等温曲线的测定
!

根据文献/

#7

0修改如

下*配置浓度为
6"

#

&"

#

W"

#

$"

#

##"

#

#6"

#

#&";

E

.

b

的纳他

霉素溶液各
6" ;b

#分别置于装有
!

E

大孔树脂的

!&";b

三角瓶中#

!&[

$

#!"O

.

;=D

振荡吸附
!G

%取出

充分吸附的大孔树脂置于装有
6";b

甲醇的
!&";b

三

角瓶中
#%"O

.

;=D

$

!&[

解吸
!G

#测定纳他霉素含量#以

初始浓度)

;

E

.

b

+对平衡后吸附量)

;

E

.

E

干树脂+做图#

可得到纳他霉素的吸附等温线%

#A!A$

!

大孔树脂原位发酵工艺的优化
!

根据以上优化得

到的最佳大孔吸附树脂#固定发酵条件#选择树脂添加量

和添加时间作为影响纳他霉素产量的主要因素#进行纳

他霉素发酵和大孔树脂原位吸附过程耦合#根据大孔树

脂中纳他霉素的质量浓度选取最佳工艺条件%

)

#

+树脂添加量*按照初始发酵条件#将培养好的种

子液按体积分数
7Y

的比例接入发酵培养基中#

!% [

$

!""O

.

;=D

振荡培养
#!"G

#树脂添加量分别设为
"A&

#

#A"

#

!A"

#

6A"

#

+A"

#

&A"

E

.

6";b

#树脂在发酵开始时加入#进行

发酵#发酵结束后#取出大孔树脂#将大孔树脂解吸
#!G

#

测定纳他霉素质量浓度%

)

!

+树脂添加时间*按照初始发酵条件#将培养好的

种子液按体积分数
7Y

的比例接入发酵培养基中#

!%[

$

!""O

.

;=D

振荡培养
#!"G

#选用最佳树脂添加量#树脂添

加时间分别设为
!+

#

67

#

+%

#

7"

#

W!G

进行发酵#发酵结束

后#取出大孔树脂#将大孔树脂解吸
#!G

#测定纳他霉素

质量浓度%

#A6

!

数据处理

数据分析和图表绘制均采用
-O=

E

=D!"#W

软件处理%

!

!

结果与分析
!A#

!

树脂的静态吸附与解吸

大孔吸附树脂主要靠其大孔网状结构和较大的比表

面积对溶液中的溶质进行吸附%在模拟发酵过程#对
$

种

大孔吸附树脂进行模拟原位吸附分离#通过测定树脂吸

附和解吸前后溶液中纳他霉素的浓度#计算各树脂的吸

附量$吸附率和解吸率%如表
!

所示#

$

种树脂对纳他霉

素均具有吸附作用#其中
2a.7""

$

2e%#7

和
1S:%

对纳

他霉素 的 吸 附 量$吸 附 率 和 解 吸 率 较 低,

2a.#""

$

2a.+&"

和
g1.:#72a

树脂对纳他霉素的吸附量均达到

了
"AW#;

E

.

E

干树脂以上#但
2a.#""

和
g1.:#72a

树

脂的解吸率相对较低,弱极性树脂
2a.6""

吸附率较

2a.+&"

低#但解吸率最高达到了
$&A!!Y

#说明
2a.6""

和
2a.+&"

树脂与纳他霉素的极性相似%综合考虑树脂

的吸附率$解吸率和吸附量#选用
2a.6""

和
2a.+&"

两

种树脂进行下一步研究%

表
!

!

不同树脂对纳他霉素的吸附率#解吸率及吸附量

V<K>H!

!

1LNCO

Q

F=CDO<FH

"

LHNCO

Q

F=CDO<FH<DL<LNCO

Q

F=CD

B<

Q

<B=F

@

CJD<F<;

@

B=DK

@

L=JJHOHDFOHN=DN

树脂名称
吸附量.

)

;

E

2

E

X#

.O

@

'HN=DN

+

吸附率.

Y

解吸率.

Y

2a.#"" "AW! $&AW# W6A"#

2a.6"" "A76 %6A+W $&A!!

2a.7"" "A&& W6A%! %!A&7

.#"# "A7$ $#A$6 %7A+&

2a.+&" "AW! $7A#+ %&A+!

1S:% "A&+ W#A%& %%A"$

481 "A7$ $!A6! W&A&$

2e%#7 "A76 %+A6% W!A%&

g1.:#72a "AW# $+A&" %#AW&

!A!

!

树脂的静态吸附动力学曲线

以吸附率为纵坐标#吸附时间为横坐标作图#得到

2a.6""

和
2a.+&"

两种树脂的静态吸附动力学曲线%

从图
#

可以看出#

2a.6""

和
2a.+&"

两种树脂在
"A&

"

!A"G

时吸附率逐渐增大#

!G

后树脂对溶液中纳他霉素

的吸附率变化不大#

+G

以后吸附率随时间变化基本上达

到吸 附 平 衡#

2a.+&"

型 树 脂 吸 附 率 较 大#达 到 了

$7A#+Y

#而
2a.6""

树脂吸附率为
%&A+!Y

#表明这两种

树脂对纳他霉素的吸附是快速平衡型%

!A6

!

树脂的静态解吸动力学曲线

采用甲醇对上述两种达到吸附平衡的树脂进行解

吸#每
!";=D

测定解吸液中纳他霉素的浓度#连续测定

#7";=D

#以树脂的解吸率为纵坐标#解析时间为横坐标#

得到
2a.6""

和
2a.+&"

树脂的静态解吸动力学曲线%

从图
!

中可以看出#

2a.6""

和
2a.+&"

树脂都在起始阶

段对纳他霉素的解吸率变化幅度较大#

!A"G

后解析率变

化幅度较小#

2a.+&"

树脂在
+A&G

时达到最大
%WA!&Y

#

$$

基础研究
,]4.10*4V1b'*)*1'(2

总第
!#%

期
"

!"#$

年
#!

月
"



图
#

!

静态吸附动力学曲线

,=

E

MOH#

!

)F<F=B<LNCO

Q

F=CDI=DHF=BNBMORH

图
!

!

静态解吸动力学曲线

,=

E

MOH!

!

.

@

D<;=BBMORHCJNF<F=BLHNCO

Q

F=CD

而
2a.6""

树脂在
&A"G

时达到最大
$&A67Y

#解吸液中

纳他霉素的质量浓度基本不变#但是由于树脂物理性质

各方面的差异#

2a.6""

树脂解吸率比
2a.+&"

树脂高

出
%A##Y

%综合以上研究结果#

2a.+&"

树脂的吸附率和

解吸附率的整体效果比
2a.6""

更佳#为最优选择树脂#

进行后续研究%

!A+

!

树脂的静态吸附等温线

以
2a.+&"

树脂为研究对象#以纳他霉素的起始质

量浓度对平衡后的吸附量作图#可得到纳他霉素的质量

浓度
'

#&";

E

.

b

时的吸附等温线%如图
6

所示#温度为

!&[

时#随着纳他霉素初始浓度的增加#

2a.+&"

树脂的

吸附量也随之增加%吸附过程是溶质分子在吸附剂与溶

剂两相界面上进行分配的过程#在一定温度下#当吸附过

程达到平衡时#溶质分子在液相和固相中的浓度关系可

用吸附等温方程式来表示#常用的是
b<D

E

;M=O

模型和

,OHMDL>=BG

模型%

b<D

E

;M=O

模型是假设大孔树脂表面为

单层吸附$被吸附物质均匀分布$物质在大孔树脂的表面

没有分子相互作用,

,OHMDL>=BG

模型为非理想状态的吸附

模型#该模型为单分子层吸附和非单层吸附行为#被用于

化学吸附和物理吸附的过程中/

#W

0

%

2a.+&"

树脂的静态

吸附等温线的
b<D

E

;M=O

和
,OHMDL>=BG

拟合曲线中相关

系数)

O

!

+的值分别为
"A$$7

和
"A$&W

#两者
O

!差别不大#

但是
,OHMDL>=BG

曲线的吸附强度
''

#

#说明
2a.+&"

树

脂的吸附更符合
b<D

E

;M=O

模型#是单分子层吸附#最大

吸附量为
#"A"6;

E

.

E

干树脂%

图
6

!

2a.+&"

树脂的吸附等温线

,=

E

MOH6

!

1LNCO

Q

F=CD=NCFGHO;CJ2a.+&"OHN=D

!A&

!

原位分离条件优化

!A&A#

!

树脂的添加量
!

比较了不同树脂添加量的发酵-

分离耦合工艺#

2a.+&"

树脂在发酵开始时加入发酵液

中#结果如图
+

所示%在树脂添加量为
"A&

"

+A"

E

.

6";b

时#纳他霉素的产量随着树脂添加量的增加而提高#当树

脂的添加量为
+A"

E

.

6";b

时#纳他霉素的产量最高达

#A#&

E

.

b

#比对照)

"A%6

E

.

b

+提高了
6%A&7Y

#随着树脂添

加量的进一步增加到
&A"

E

.

6";b

时#而纳他霉素的产量

却没有明显变化%从结果可以看出#在发酵-吸附分离

耦合过程中#

2a.+&"

树脂的添加可以有效提高纳他霉

素的发酵水平#并且使菌体内的纳他霉素维持在较低水

平#降低了纳他霉素的产物抑制作用#为底物的高效转化

提供了良好的基础%王卫等/

#%

0报道在赤霉素发酵过程

中#最佳
.#""

树脂的加入量为
!Y

#过多的树脂加入后#

会影响菌丝生长#导致目标产物的产量下降%

!A&A!

!

树脂添加时间
!

在
2a.+&"

树脂添加量为
+

E

.

6";b

的条件下#考察加入时间对纳他霉素原位吸附的影响%

由图
&

可知#在发酵后
+%G

添加时#纳他霉素的发酵产量

最高#达到
#A6%

E

.

b

#与初始添加的相比#纳他霉素的产

量提高了
!WAW%Y

#比不添加树脂时提高了
77A!WY

,发酵

后
7"

#

W!G

添加时#纳他霉素的产量却在下降%分析原

因#在发酵前期以菌体生长为主#大孔树脂的过早加入可

能对纳塔尔链霉菌的生长有一定的影响#进而影响纳他

图
+

!

发酵液中树脂添加量对纳他霉素合成的影响

,=

E

MOH+

!

*JJHBFCJOHN=D<LL=F=CDBCDFHDF=DJHO;HDF<F=CD

KOCFGCDN

@

DFGHN=NCJD<F<;

@

B=D

%$

"

ZC>A6&

"

4CA#!

郑迎莹等!纳他霉素的大孔树脂原位吸附动力学研究



图
&

!

添加时间对纳他霉素合成的影响

,=

E

MOH&

!

*JJHBFCJL=JJHOHDF<LL=F=CDF=;HCD

N

@

DFGHN=NCJD<F<;

@

B=D

霉素的产生,加入过晚#产物抑制已经形成#而且发酵液

中的其他成分可能被大孔树脂吸附#使其吸附容量变小#

从而减少了纳他霉素产量%徐浩等/

#$

0报道在
4=N=D

发酵

过程中#

.##6

树脂加入过早在一定程度上影响细胞生

长,而加入过晚#产物抑制已经在一定程度上形成#从而

导致
4=N=D

产率也偏低%

6

!

结论
研究结果表明#

2a.+&"

型大孔树脂为纳他霉素的

最佳吸附剂#采用该大孔树脂原位吸附分离耦合纳他霉

素的发酵#纳他霉素产量提高明显#优化后比不添加树脂

时提高了
77A!WY

#该结果也证实在纳他霉素的发酵过程

中存在产物反馈抑制现象,利用该大孔树脂优良的富集

和解吸性能#可以大量减少在纳他霉素提取过程中甲醇

的使用#简化发酵液预处理流程#从而提高纳他霉素的得

率%但目前纳他霉素的发酵与树脂吸附的耦合技术仅处

于摇瓶试验阶段#而且
5F?;

X

F&I

*

J;E'1F1@;'E+E2_:!

在

发酵过程中菌丝容易缠绕形成小球#导致大孔树脂与菌

丝无法有效分离#同时#

2a.+&"

型大孔树脂还存在非特

异性吸附现象#从而影响纳他霉素的发酵和树脂的使用

效率#进而导致该方法在纳他霉素工业化应用困难%因

此#如何减少发酵过程中菌丝球的形成和开发易于从发

酵体系中回收的新型大孔树脂#提高耦合发酵中大孔树

脂的利用率#将是纳他霉素生物合成与树脂分离相耦合

技术的进一步研究方向%
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