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白蛋白发酵液大孔树脂法脱色过程研究
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摘要：比较了LS一305、LS．610B、SP．207、liP一20和DM．21五种大孔吸附树脂对发酵液色素的吸附容量。筛选出效果较好的大孔树脂

进行静态吸附试验和动态吸附试验。实验结果表明：拟二阶动力学方程较好地描述吸附动力学过程，Langmuir吸附等温线方程较好

地拟合吸附热力学过程，吸附速率主要由颗粒内扩散控制。LS．610B型大孔吸附树脂对发酵液中色素具有较好的吸附脱色效果和较

低的蛋白质损失率，该树脂对发酵液脱色的适宜参数为：流速2BV／h，溶液处理量为10BV，上柱液pH值为6．0。对发酵液中色素的脱

色率约81％，蛋白质损失率约3％。
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Decolorization processing of albumin fermentation broth by macroporous resin
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Abstract：Five kinds ofmacroporous resin(LS一305，LS一610B，SP-207，HP-20 and DM-21)was compared for the adsorption capacity ofthe pigment

in fermentation broth．The optimal macroporous resin was screened for static adsorption test and dynamic adsorption test．The results showed that the

pseudo second order kinetic equations described the adsorption kinetics well，the La』19muir adsorption isotherm equation fired the adsorption ther-

modynamics very well，and the adsorption rate was mainly controlled by particle diffusion．Macroporous resin LS一610B adsorption resin had better

decolorization effect and lower protein loss．The optimal decolorization parameters were flow rate 2 BV／h，solution treatment capacity 10 BV，col—

ulnn liquid pH 6．0．The decolorization rate ofpigment in the fermentation broth was about 81％．and the protein loss Was about 3％．
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人血清白蛋白(human serum albumin，HAS)是临床应

用较多的一种蛋白质，目前临床使用的人血清白蛋白大多

来自人类血浆【l】。80年代以来，人们通过基因工程技术使

人血清白蛋白在细菌等宿主中得到表达[2-5]，其中，毕赤酵

母表达系统应用最广，在白蛋白纯化方面，目前多采用超

滤法、离子交换法同等方法。由于分离纯化过程中色素难

以除去，为白蛋白分离纯化增加难度，对于发酵液中色

素除去的基础理论方面的研究则鲜见报道。选用LS．305、

LS一610B、sP一207、HP．20和DM一2l五种大孔吸附树脂，进

行树脂预选、静态吸附试验和动态吸附试验。研究了发酵

液中的色素在大孔树脂上的静态吸附动力学和动态吸

附动力学行为，讨论了发酵液中的色素在Langmuir方程

和Freundlich方程拟合程度的热力学过程，一阶动力学模
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型、二阶动力学模型和粒子内扩散模型对静态吸附动力

学过程的影响，及动态吸附过程的脱色率，并检测整个吸

附过程的蛋白质的损失率，为树脂吸附法除去发酵液中

的色素从而为从发酵液中分离纯化白蛋白的工程应用提

供依据。

1材料与方法

1．1材料与试剂

毕赤氏酵母(Pichia pastoris)：山东大学；8万u分子质

量聚砜超滤膜：上海摩速科学器材有限公司；牛血清蛋白：

北京索莱宝科技有限公司；LS．305树脂、LS一610B树脂：陕

西蓝深特种树脂有限公司；SP一207、HP一20树脂：日本三菱

化学公司；DM．21树脂：山东鲁抗立科药物化学有限公司；

各树脂的物理结构参数见表1。
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表1树脂的物理结构参数

Table 1 Physical structure parameters of resins

1．2仪器与设备

YC一2层析实验冷柜：北京博医康实验仪器有限公司；

RO-NF—vF一40实验室用膜分离设备：上海摩速科学器材有

限公司；UV．5100紫外可见分光光度计：上海元析仪器有限

公司；ARl530电子天平：奥豪斯仪器有限公司；SPH一2102B

振荡培养器：上海智械仪器制造有限公司；mnke TDL．5—4

台式离心机：上海安亭科学仪器厂。

1，3实验方法

1．3．1发酵液的预处理

首先将发酵液离心处理20 rain，转速为5 000 r／min；然

后将上清液超滤处理，将透过分子质量为8万u膜的液体

作为树脂脱色的溶液。

1．3．2树脂的预处理

首先将树脂用体积分数为95％的乙醇浸泡24 h，用去

离子水洗几次；然后将树脂用l mol／L氢氧化钠浸泡5 h，用

蒸馏水洗至中性；随后将树脂用1 mol／L盐酸浸泡5 h；用蒸

馏水洗至中性；最后用滤纸吸去树脂表面的水，将这种处

理的树脂称为滤纸片干(filter paper dried，FPD)树脂。FPD

树脂经过80 cc恒温干燥12 h，树脂质量恒定时称为干树

脂。研究全部使用FPD树脂的质量为基准，计算全部使用

干树脂的质量为基准。

1．3．3发酵液中色素特征吸收波长的测定

首先将发酵液稀释10倍，然后将稀释后的发酵液在

350～900 nm波长范围内进行扫描，确定发酵液中色素的

特征吸收波长九。

1．3．4蛋白质含量的测定

用考马斯亮蓝法作为蛋白质含量的测定方法。牛血

清蛋白标准曲线的制备见参考文献[7]。以牛血清蛋白质

含量(x)为横坐标，吸光度值(y)为纵坐标得标准曲线方程

为：y=188．26x-1．647 3(RZ---_O．998 6)，根据回归方程计算样

品中蛋白质含量。

1．3．5树脂的预选

预先称取5种FPD树脂LS．610B、LS．305、SP一207、

HP一20、DM一21(5．35卧5．45 g、4．85 g,4．35 g,4．27驴(相当于

l g干树脂)分别加入到具塞锥形瓶(300 mL)中，并加入初

始浓度(以吸光度值计)相同(1．704)发酵液到锥形瓶中各

100 mL，然后放入到振荡培养器(20℃、220 r／min)进行吸

附8 h，用紫外分光光度计测定发酵液中色素的吸光度

值，并测定蛋白质的吸光度值(在595 nnl波长条件下测

定)，评估其色素脱色率和蛋白质损失率。色素脱色率和

蛋白质损失率计算公式如下：

脱色率=兰[鱼×100％
Ao

式中：Ao是发酵液脱色前的吸光度值；Aa发酵液脱色后的吸

光度值。

蛋白质损失率=!堡二!×100％
匕

式it-i：Co、C分别为脱色前后蛋白质含量，斗g。

1．3．6不NpH值对吸附性能的试验

预先称取2种FPD树脂LS．610B、LS一305(5．35 g、

5．45妙，分别加入到具塞锥形瓶(300 mL)中，并加入100 mL

不HpH值(2．0、4．0、6．0、8．0、10．0)初始浓度(0．276)相同的

发酵液，然后放入到振荡培养器(20℃、220 r／min)进行吸

附8 h，用紫外分光光度计测定发酵液中色素的吸光度值，

并测定蛋白质的吸光度值，评估其色素脱色率和蛋白质

损失率。

1．3．7静态吸附等温线试验

预先称取2种FPD树脂LS．610B、LS．305(5．35 g、

s．54e)，分别取PH值为6．0不同初始浓度(o．732、1．303、1．643、

1．911、2．201)的发酵液100mLJJl入到具塞锥形瓶(300mL)

中。然后将锥形瓶放入到振荡培养器(20℃、220 r／min)中，

充分吸附8 h。用紫外分光光度法测吸光度值，并用以下公

式计算色素吸附容量。

吼=坠×V‘

W

式中：q。是平衡时树脂的吸附容量，△AV儋；C。是料液初始

浓度(以吸光度值计)；e是料液平衡浓度(以吸光度

值计)；V是料液的体积，mL；W是干树脂质量，g。

1．3．8静态吸附动力学试验

预先称取2种FPD树脂LS．610B、LS一305(5．35 g、

5。54 g)，分别加入到具塞锥形瓶(300 mL)中，并]JIApH值

为6．0，初始浓度(1．704)相同发酵液各100 mL，然后将锥

形瓶放入到振荡培养器(20℃、220 r／min)中，在不同时间

取样，并用紫外分光光度法测定色素吸光度值，考马斯亮

蓝法测定蛋白质含量，直至吸附平衡。树脂吸附容量按以

下公式计算：

qI—Cow-Cf×y

式中：qf是时间t树脂的吸附容量，AAV／g：C。是料液初始

浓度(以吸光度值计)；G是料液在时间t的浓度(以

吸光度值计)：v是料液的体积，mL；W是干树脂质

量，g。
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1．3．9动态吸附试验

根据静态试验，树脂LS．610B被选择进行动态试验。

动态吸附试验按以下方法：

预处理好的大孔树脂被装入到玻璃柱(20 cmxl．6 cm)

中，为20 mL，然后用去离子水以3倍柱床体积(bed volumn，

BV)洗脱大孔树脂。然后上样pH为6．0，用紫外分光光度计

检测发酵液色素吸光度值和蛋白质含量。

2结果与分析

2．1最大吸收波长的确定

发酵液中色素在350～900 nllq波长范围内的扫描结

果如图1所示，图l表明发酵液在波长380 nln处有特征吸

收，故将波长380 nlll作为测定发酵液中色素的吸光度的最

佳波长。

图1 发酵液中色素紫外可见光吸收曲线

Fig．1 UV absorption curve of pigment in the fermentation broth

2．2树脂的预选

5种FPD树脂Ls一610B、LS．305、SP．207、liP．20、DM．21

吸附量及蛋白质损失率结果见表2。

表2不同树脂的吸附性质

Table 2 Adsorption properties of different resins

由表2可以看出，LS．610B树脂与LS一305树脂吸附容

量相对高于另外3种树脂，且蛋白损失率相对较低，故选

取LS一610B和LS一305作为发酵液静态吸附脱色树脂。

2．3不同pH值对吸附性能的影响

不同pH值下LS．610B和LS．305树脂的吸附容量与蛋

白质损失率，结果见表3。由表3可知，2种树脂口H 6．0时较

其他pH值时，色素吸附效果好，蛋白损失率较低。故以

LS一610B和LS一305树脂脱色时，发酵液pH 6．0为宜。

表3；FRpH值的大孔树脂吸附参数

Table 3 Adsorption parameters of macroporous resins with

different pH

2．4静态吸附等温线

两种普遍的理论模型(Langmuir模型和Freundlich模

型)被用来比较大孔树脂的等温吸附网。

Langrnuir方程：

q。：—qm=K—LCe×V
‘

1+KLce

Freundlich模型：

qe=KFc，

式中：q。是平衡吸附量，△AV倌；q眦是最大吸附容量，

AAV／g；Ce是平衡时发酵液中色素浓度(以吸光度值

计)；Kt是Langmuir常数；Kr和n是Freundlich常数。

图2表示两种树脂在20℃下发酵液中色素静态吸附

等温线，Langmuir模型中的鼠和q眦通过ce他和cc的线性

关系拟合得到。Freundlich模型中的KF和n通过log(q。)和

log(o的线性拟合得到。实验数据的统计处理及相关系数

R2的值见表4。

包系浓度(以吸)tt2度值汁)

图2两种树脂在20℃下对发酵液中色素的静态吸附等温线

Fig．2 Static adsorption isotherms of pigment in the fermentation
broth by two kinds of resins at 20℃

由表4可知，比较相关系数R2，实验数据较好符合

Langmuir模型，比较最大吸附容量q眦(Langmuir模型)

LS610B>LS305，原因可能是LS610B的比表面积大于
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LS305的比表面积。所以两种树脂的吸附等温线更符合Lang．

muir模型，LS610B的最大吸附量计算值为123．00AAV／g。

表4在20℃下Langmuir和Freund¨ch吸附等温方程参数

Table 4 The parameters of adsorption isothermal equation from

Freundlich and Langmuir at 20℃

2．5静态吸附动力学性质

LS305和LS610B两种树脂在20℃下吸附容量(吼)随

时间(f)的变化趋势，结果见图3。由图3可以看出，在8 h2_

内LS305和LS610B两种树脂达到吸附平衡。LS6IOB吸附

容量LLLS305的吸附容量高10AAV／g左右，LS610B在吸

附过程中蛋白质的损失率LLLS305吸附过程中蛋白质的

损失率高0．5％左右。

二、80
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囊3
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蜓

一LS．305
一LS一610B

一一LS．305

—．o—LS．6lOB

O 2 4 6 8 10

I],tI'l_iJ／h

图3两种树脂在20℃下对发酵液中色素的吸附动力学曲线及

蛋白质损失率

Fig．3 Kinetic cuwes of the pigment in the fermentation broth and

the protein loss rate by two kinds of resins at 20。(3

吸附容量与时间的数据按照一阶动力学模型【9]、二阶

动力学模型【lo】和颗粒内扩散模型⋯】进行处理。

一阶动力学模型：

log(㈣冲gqe一盖
二阶动力学模型：

1 ．t

q12面+i
颗粒扩散动力学模型：

ql=射kf帖
式中：qe和q。分别是平衡时的吸附容量和时间t的吸附容

量，△AV儋；kl是一阶动力学模型的速率常数，h-1；如

是二阶动力学模型的速率常数，g／(AAV．h)；k是颗

粒内扩散速率常数，AAV／(g·h垤)；X是常数。

动力学参数计算结果见表5。由表5可知，从二阶动力

学模型中的相关系数(R2)略高于一阶动力学模型中的相

关系数(R2)，而且二阶动力学模型吼的计算值比一阶动力

学模型的计算值更接近与实验数据值。结果表明，发酵液

中的色素在这两种树脂中的吸附动力学更好的符合二阶

动力学模型，相似的结果已经被其他作者所报道112-1 4】。

按照二阶动力学模型的速率常数如，两种树脂的吸附

速率大小为：LS610B>LS305。

表5在20℃下两种树脂动力学参数

Table 5 Kinetic parameters from two resins at 200c

一阶动力学模型和二阶动力学模型主要考虑粒子外

膜扩散，内部扩散和吸附过程的相互作用。虽然粒子扩散

动力学模型不能代表整个吸附过程，但可用来解释一定

的吸附原理，且在吸附过程中会造成一定量的蛋白质损

失，但损失率相对较低，故选取LS．610B作为发酵液动态

吸附脱色树脂。

将吸附容量q与时间f-哒行拟合，结果见图4。Fh图4
可知，颗粒内扩散是吸附速率的控制步骤，因为这条线如

果经过原点，且为直线，说明该过程是单一的颗粒扩散速

控步骤。由图4可知，颗粒扩散图形不经过原点，也不是直

线，证明该过程不是唯一的颗粒扩散速控步骤，液膜扩散

也在一定程度上影响吸附过程。吸附过程包括两个阶段，

第一阶段(O～2．5 h)属于逐渐吸附阶段，颗粒扩散速率很

小；第二阶段(2．5～8．0 h)被认为是最终的平衡吸附阶段。

因此，颗粒扩散与液膜扩散交互影响色素在LS305和LS6 1 0B

树脂上的吸附陋161。

LS-305

LS．610B

图4两种树脂吸附发酵液中色素的颗粒扩散模型

Fig．4 Particle diffusion model for adsorption of pigment in

fermentation broth by two resins

万方数据
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2．6动态吸附试验

由图5可以看出，4BV／h的流速脱色率(进料10BV时

约为68％)小于2 Bv／ll的脱色率(进料10 BV时约为81．5％)，

原因可能是吸附物质没有足够的时间与发酵液中色素进

行相互作用㈣。两种流速的蛋白质损失率相对较低(进料

4 BV时蛋白质损失率约为1％)。故LS．610B可以用于发酵

液分离白蛋白的脱色预处理。

100

90

摹80

辟
洳70
型

60

50

--w-2 BV脱色率

一一4 BV脱色率
一2BV损失率
_。一4BV损失率

O 2 4 6 8 10

进料体积／Bv

8

6鋈
硭
水

4褡
苍

2韬-32

O

图5不同流速的脱色率及蛋白质损失率

Fig．5 Decolourization ratio and protein loss rate at different

flow rates

3结论

通过预选5种大孔树脂LS．305、LS．610B、SP．207、

HP．20和DM．21，得到大孔树)]旨LS305和LS610B吸附容量

较大且蛋白损失率较低。又在不MpH值下对大孔树脂

LS305和LS6 1 0B进行静态吸附试验，得出发酵液在pH=6．0

下脱色为宜。静态吸附等温线试验表明，试验数据在Lang．

muir吸附等温线模型有较高的相关系数，静态吸附试验

表明，试验数据在二阶动力学模型有较高的相关系数。颗

粒内扩散模型能较好的描述发酵液中色素在这两种树脂

上的吸附动力学，说明颗粒内扩散不是唯一的控制步骤，

吸附速率还受液膜扩散的影响。最后对大孔树J]旨LS610B

进行动态吸附试验，试验表明，在上柱液pH值为6．0，流速

2 B讹，进料体积10 BV条件下，发酵液脱色率约81．5％，

蛋白质损失率约3％。因此，大孔树J]旨LS610B可以用于白

蛋白发酵液脱色处理。
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