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!摘!要"!研究了碱性沉淀分离法提取发酵液中多粘菌素 +的生产工艺" 通过对沉淀结晶过程

9N#温度#结晶速率#晶种量及加入时间#保护剂浓度等工艺参数对结晶效果的影响进行考察!在最

佳结晶条件为 9N$$43 )$"4##$3 )"# <#静置 #43 )$ P时!最高收率达到 13;以上!脱色后干粉各

项指标达到65和+5标准!进一步通过中试试验对各个参数进行检验以及校正!得到了一种适用于

工业化生产的硫酸粘杆菌素+分离工艺" 该方法与目前生产中广泛应用的树脂提取法相比!成品

质量及收率明显提高!同时减少了污水排放!环保效益明显"

!关键词"!硫酸粘杆菌素$沉淀分离法$碱性多肽
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!!多粘菌素 +是一种碱性多肽类抗生素! 兽用

硫酸粘菌素商品为其硫酸盐% 目前生产中主要通

过树脂法分离提取($ 0")

! 但此法带来大量的污水!

严重污染环境% 文献报道关于多粘菌素 +分离技

术较多!如膜分离法*溶媒萃取法*吸附法(%)

*泡沫

分离法(&)

!但都处于试验阶段!尚未形成成熟工艺!

无法应用于工业化生产% 沉淀法分离抗生素是一

种传统方法!操作简单!但由于多粘菌素在较强酸
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碱溶液中的不稳定性!目前尚无利用此法的生产报

道% 本文通过对沉淀法分离多粘菌素+进行研究!

优化各项工艺操作参数!以期得到一种适用于工业

化生产的分离工艺%

@A材料与方法

$4$!材料与仪器!多粘菌素+标品由上海江莱生

物科技有限公司提供!硫酸及硫酸盐"/a#由济南

市恒德锐化工有限公司生产%

高压液相色谱",60%###!山东金普分析仪器

有限公司#!陶瓷膜超滤设备"合肥世杰膜工程有限

责任公司#!恒温水浴锅" ǸkK!北京中兴伟业仪

器有限公司#!真空泵".NM06全不锈钢!上海互

佳仪器设备有限公司#%

$4"!方法

$4"4$!发酵液预处理!";硫酸调节发酵液 9N

&42左右!酸化 #43 )$ P后!陶瓷膜超滤%

$4"4"!多粘菌素 +测定!采用高效液相色谱法

"N5,6#!参照文献(3 0()提供方法%

$4"4%!结晶及浓缩液制备方法!取一定体积超滤

液!浓碱缓慢均匀搅拌加入!9N调至 $"4% )$"43!

静置 #43 P 后过滤抽干即得湿晶体!湿晶体用

$ =B?*,酸溶解后!去离子水定容至 $*$# 体积%

$4"4&!计算方法!总亿 e效价 g体积*$#

1

&收率

";# e浓缩液总亿*超滤液总亿g$##;&母液残留

率";# e母液残留总亿*超滤液总亿g$##;&降解

率";# e$##;

!

"收率f母液残留率#%

BA结果与分析

"4$!温度对多粘菌素+稳定性及结晶收率影响!

在不同的水浴温度中静置结晶"图 $#!"# <左右收率

达到最高!此时母液残留率及降解率达到最低点% 结

果表明$过低温度不利于多粘菌素结晶!可能与其沉淀

是非晶体絮凝物有关!相对较高的温度有利于絮凝沉

淀快速形成!从而减少母液中游离肽的降解量%

图 @A结晶温度对多粘菌素3沉淀效果的影响

!!不同温度条件下!延长母液及湿晶体在碱性条

件下的处理时间!分别测定温度对母液中游离肽和

沉淀结晶的影响%

不同温度条件下母液处理结果如图 " 所示!碱

性条件下温度对游离肽的稳定性影响较大!( P 时

3 <降解率 %;左右!$3 <降解率升至 $%;以上!

"3 <以上时降解率达到 &#;% 结果表明$较高温

度条件下游离肽的稳定性差!同时降解率随处理时

间的延长明显升高%

图 BA碱性条件下温度对游离肽降解率的影响

!!温度对湿晶体稳定性的影响如图 % 所示!低温

条件下湿晶体的稳定性相对较高!同时随着时间延

长!降解率的累积明显升高!( P 时 3 <条件下!降

解率接近 ";%

图 DA碱性条件下温度对湿晶体稳定性的影响

!!结果表明$碱性条件下!游离肽的稳定性较差!

易发生降解或与低糖及氨基酸产生美拉德反

应(' 02)

!而沉淀状态结晶稳定性高% 低温不利于沉

淀结晶快速形成!导致降解量升高!而过高的温度

直接加速降解反应速率!也不利于结晶收率% 因

此!最佳的结晶温度在 "# <左右!既有利于结晶快

速大量形成!同时降解率相对偏低!有利于得到最

高的结晶收率%

"4"!9N对多粘菌素 +稳定性及结晶收率影响!

试验中发现!在 9N接近 14# 时!开始出现大量絮状

沉淀结晶!因此考察了晶体出现前的 9N对多粘菌

素+最终收率的影响"图 &#% 9N调至试验设定值

'2"'
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时静置 #43 P后!调至 $"4% )$"43 结晶%

图 LA结晶过程中间&S对结果的影响

!!结果可见!9No243 时!游离态多粘菌素的稳

定性开始快速下降!容易发生降解反应&同时说明

游离肽在碱性条件下的存在时间对收率有重要影

响!即较短的结晶时间!沉淀加速析出!降低了游离

肽的降解时间及降解量%

结晶 9N对结晶效果的影响如图 3 所示!结果

可见$9N在 $$43 )$"4# 之间!结晶收率为 22;左

右!达到最高% 9N过低!母液中残留效价较高!导

致降解率较高&反之 9N过高!直接导致降解速率加

快!收率降低% 结果表明$9N$$43 )$"4# 时!收率

较高!且降解率相对较低%

图 MA结晶&S对多粘菌素3结晶效果的影响

"4%!结晶时间对多粘菌素+稳定性及结晶收率影

响!多粘菌素+在碱性条件下稳定性较差!结晶时

间对其降解量及收率影响可能较大% 结晶后静置

时间对结晶效果的影响"图(# $#43P时母液残留

图 NA结晶静置时间对结晶效果的影响

最高!降解率最低&$ P 左右收率达到最高!之后收

率下降!母液残留率基本稳定在 &; )&43;!降解

率快速升高% 结果表明$结晶后静置 $ P 左右有利

于完全沉淀!时间过长!则降解率过高!不利于收率

提高%

进一步考察结晶过程 9N调节速率对结晶效果

的影响"图 '#$结果可见!随着加碱时间延长!收率

逐步降低!降解率升高!与上步试验相印证% 结果

表明$缩短 9N调节时间快速结晶!有利于结晶快速

出现!减少降解时间!提高收率%

图 RA&S调节速率对结晶效果的影响

"4&!晶种对多粘菌素+稳定性及结晶收率影响!

9N调至 143 左右时!结晶开始明显出现!此时加入

不同量晶种"图 2#%

图 JA外加晶种量对结晶效果的影响

!!结果可见!添加 $p量晶种!收率达到 1#;!加

晶种组收率明显高于对照组!同时降解率及母液残

留率也较低!说明加入晶种增加晶核量!对沉淀结

晶的出现及生长有促进作用%

#43p晶种加入时 9N对结晶效果的影响"图

1#$9N143 时加入晶种!收率接近 1#;!明显高于

其他组% 9N142 时!自然晶核已经大量形成!外加

晶核作用减弱!晶核量加入过少!差异性不显著&9N

14" 时!晶核加入过早对收率影响不大%

'1"'
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图 ZA[\M]晶种加入&S对结晶效果的影响

!!结果表明$9N143 时!外加 #43p )$p晶种对

结晶有明显促进作用%

"43!保护剂对多粘菌素+稳定性及结晶收率影响

!试验初期发现还原性保护剂对多粘菌素 +在高

温条件下的稳定性有一定帮助作用!结晶过程保护

剂对结晶效果的影响如图 $# 所示%

图 @[A不同保护剂比例对结晶效果的影响

!!结果可见!母液中残留效价随助剂的加入量增

多而提高!降解率升高!导致收率降低% 结果表明$

保护剂对多粘菌素+可能有一定盐溶影响!增加其

游离态溶解度!导致不易沉淀!降解率升高!总体上

保护剂对收率未发挥积极作用%

"4(!过滤温度对多粘菌素+稳定性及结晶收率影

响!过滤时间在 " )% P!且结晶液和晶体处于碱性

条件!试验中环境及设备温度对多粘菌素的稳定性

都可能造成影响!过滤温度对母液及晶体的稳定性

如图 $$ 所示%

结果可见$3 <时收率最高达到 1(;以上!母

液残留几乎为 #!降解率小于 %;!温度升高各项指

标都对收率不利% 结果表明$结晶液在过滤前降低

温度至 $# <以下!有利于稳定性以及收率提高%

图 @@A过滤温度对结晶效果的影响

DA结A论

本研究结果表明!最佳结晶条件$9N$$43 )

$"4#!结晶温度 $3 )"# <!结晶后静置 #43 )$ P!

最高收率达到 13;以上!脱色后喷雾干燥!成品各

项指标达到65和 +5标准% 目前尚未解决的问题

主要有浓缩液色素量不稳定对结晶及脱色过程的

影响*脱色及成品质量稳定性等!有待进一步研究

和探索%
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