
书书书

浙江科技学院学报!第
!"

卷第
#

期!

$"%&

年
%$

月

'()*+,-(./01

2

3,+

4

5+361*738

9

(.:;31+;1,+<=1;0+(-(

49

>(-?!"@(?#

!

A1;?$"%&

!"#

"

%"?!B#B

#

2

?377+?%#C%D&CB&?$"%&?"#?""%

收稿日期!

$"%&D"#D"!

基金项目!浙江省重点研发计划项目!

$"%EF"$"!%

"#浙江省农产品化学与生物加工技术重点实验室$浙江省农业生物

资源生化制造协同创新中心开放基金项目!

$"%#GH""I"

#

$"%#GH"%%I

"

通信作者!沙如意!

%B&$

%

!

"&男&江苏省徐州人&副教授&博士&主要从事农业生物资源生化制造研究'

JDK,3-

(

L163+70,

)

"$"I

!

%#!?;(K

'

红茶菌生产细菌纤维素及其结构表征

张沙沙%

!卢蔚波%

!张
!

婷%

!沙如意%

!

$

!

!

!毛建卫%

!

$

!

!

!

%?

浙江科技学院 生物与化学工程学院&杭州
!%""$!

#

$?

浙江省农产品化学与生物加工技术重点实验室&

杭州
!%""$!

#

!?

浙江省农业生物资源生化制造协同创新中心&杭州
!%""$!

"

摘
!

要!红茶菌是一种中国传统酸性饮料&为了得到其生产细菌纤维素!

MF

"的能力及发酵过程中发酵液的变化

情况&利用红茶菌混合菌种发酵制备细菌纤维素&对发酵过程中的细菌纤维素产量*还原糖消耗量和
N

O

值进行

检测'结果表明&发酵过程中
N

O

值从
I?CC

降到
!?"&

&还原糖含量从
E%?%#

4

$

P

降到
%"?EE

4

$

P

&发酵
C<

得到

I?!B

4

$

P

的细菌纤维素'扫描电镜观察到细菌纤维素的直径在
%""

"

E""+K

之间#热重分析表明细菌纤维素在

$B#Q

处具有最大失重&失重率达
I#R

#红外光谱揭示了细菌纤维素的特征吸收峰'元素分析结果表明&细菌纤

维素主要由
F

*

O

*

S

这
!

种元素构成&基本上符合纤维素中各元素含量#

TUA

结果表明细菌纤维素的结晶度为

&"V$%R

&是一种高结晶度纤维素材料'

关键词!红茶菌#细菌纤维素#发酵
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红茶菌是一种中国民间传统酸性饮料&由醋酸菌*酵母菌*乳酸菌等多混合菌群发酵制得+

%

,

'红茶菌

在发酵期间会在其表面产生一层白色透明质地坚硬的膜%%%细菌纤维素!
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'它

本质上是一种高结晶体的纤维素&是由一些特殊种类的细菌将
AD

葡萄糖以
#

D%

&

I

糖苷键连接而成的链状

高分子聚合物+

!

,

'

细菌纤维素是一种具有三维网状结构的纳米级多孔生物高分子聚合物+

I

,

&它在物理性质*化学组成*

生物学特性*分子结构上等都与天然植物纤维素非常相似&但一般很难得到高纯度的天然纤维素&而细菌

纤维素只含有纤维素成分&不含有木质素*半纤维素等成分&从而为得到高纯度纤维素提供了良好的途

径'又因细菌纤维素具有较好的生物可降解性*极强的亲水力*环境友好性和生物相容性等诸多优良特

性&近些年来引起国内外科研工作者的广泛关注'细菌纤维素作为一种新型的生物材料&已经在医药*环

保*造纸*精纺和化工等领域得到应用+

E

,

'它作为生物基材料的基体有很重要的作用&一般是通过匀浆混

合得到所制备产物+

#

,

'纳米细菌纤维素在食品中也有着重要的作用&除了用作食品添加剂之外&也可用

作直接食用的膳食纤维&这是一种降低各类疾病的天然物质+

C

,

#在发酵液中添加透明质酸等物质&采用静

态发酵可得到具有特殊性能的细菌纤维素面膜+

&

,

#细菌纤维素膜作为可循环*纯天然的生物基材料可直

接运用在服饰设计中+

B

,

'目前工业化生产细菌纤维素面临的主要问题&是生产成本过高而产量过低+

%"

,

'

本文以红茶菌为发酵菌种辅以葡萄糖为碳源生产细菌纤维素&分析细菌纤维素的生产动力学&例如&发酵

过程中酸度与还原糖的变化*细菌纤维素膜的复性*细菌纤维素表征'通过研究分析细菌纤维素的微观

结构*宏观性能及在发酵过程中的理化指标&为细菌纤维素的发酵生产提供参考'
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材料与仪器

898

!

试验材料

红茶菌原液!我爱发酵养身菌"#氢氧化钠!上海阿拉丁生化科技股份有限公司"#酵母浸粉!北京奥博

星生物技术有限责任公司"#冰醋酸!上海阿拉丁生化科技股份有限公司"#葡萄糖!江苏强盛功能化学股

份有限公司"#硫酸镁!国药集团化学试剂有限公司"#磷酸氢二钾!国药集团化学试剂有限公司"#无水乙

醇!上海凌峰化学试剂有限公司"&以上试剂均为分析纯'

89:

!

仪
!

器

电热鼓风干燥箱
Y/TDB%I"\MJ

!上海博迅实业有限公司"#数显恒温水浴锅
OOD$

!国华电器有限公

司"#恒温培养箱
:_TD$E"MD/

!上海博迅实业有限公司"#

'J\D%"%%

型透射电镜!日本电子株式会社"#

N

O

计
_O:D!F

!杭州齐威仪器有限公司"#电子天平
HX$""I

!上海舜宇横平科学仪器有限公司"#傅立叶变换

红外光谱仪!德国布鲁克仪器公司"#超声波清洗器
GWDE""J

!昆山市超声仪器有限公司"#热重分析仪

WE""D>$"?#

!德国耐驰仪器制造公司"#

T

射线衍射仪
A&XAD>X@FJ

型!德国国布鲁克公司"#元素分

析仪
>XÙS \̀FUS

!瑞士大昌华嘉集团公司"'
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!

试验过程

$?%?%

!

红茶菌菌种活化

取一片红茶菌菌液中的细菌纤维素膜放入种子培养基中&培养至
I&0

&此时在种子培养基培养液的

表面会有新的细菌纤维素膜生成'种子培养基的配方为
$

4

葡萄糖*

%

4

酵母粉*

"?%

4

磷酸氢二钾*

%

4

硫酸镁*

!KP

无水乙醇&溶于
%""KP

水中&

%$%Q

高温高压灭菌
$"K3+

'

$?%?$

!

细菌纤维素的发酵培养

将红茶菌种子菌接种于细菌纤维素发酵培养基中&温度
!"Q

&发酵数天得到细菌纤维素'发酵培养

基的配方为葡萄糖
E

4

&酵母粉
%

4

&磷酸氢二钾
"?%

4

&硫酸镁
%

4

&无水乙醇
!KP

&溶于
%""KP

水中&

%$%Q

高温高压灭菌
$"K3+

'

$?%?!

!

细菌纤维素纯化处理与检测

将细菌纤维素膜从发酵培养液中取出&置于质量分数为
"?ER @,SO

溶液中煮沸
%0

后&取出细菌

纤维素膜用去离子水浸泡冲洗&直至细菌纤维素膜呈现白色透明状态&且细菌纤维素表面洗涤液
N

O

呈

中性并在
$&"+K

波长下无吸收为止+

%%

,

#将细菌纤维素膜置于去离子水中&冰箱中
IQ

保存备用'

:9:

!

分析和检测

$?$?%

!

发酵液
N

O

值

利用
N

O

计测定发酵液的
N

O

值'

$?$?$

!

培养基中的还原糖含量

利用
A@:

法测定还原糖含量&量取适量的样品于试管中&加入
A@:

试剂
%?EKP

沸水浴
EK3+

&置

于冰水中冷却&用蒸馏水补足反应产物至
%"KP

&加试管塞后混合均匀&利用紫外分光光度计在波长

EI"+K

下检测&用空白管调零点+

%$

,

'

$?$?!

!

细菌纤维素产量测定

取不同发酵时间点的细菌纤维素清洗后于烘箱中!

#EQ

"烘干至恒重&称量'

$?$?I

!

扫描电镜观察

在利用隧道扫描电子显微镜对待测样品观察拍照前&将
MF

膜试样在干燥箱中进行再次干燥&然后

将干燥好的样品剪取
%;K

左右小片粘贴于导电胶上&并置于真空镀膜机中进行表面喷金
%K3+

&喷金后

的样品放入扫描电镜中观察+

%!

,并拍照&观察电压为
EL>

'

$?$?E

!

热重分析

将待测样品在鼓风干燥箱中充分干燥至恒重后&磨碎&称量
%"K

4

左右的样品于
X-

$

S

!

小坩埚中&放

入热重分析仪中在空气气氛下检测'升温速度为
%"Q

$

K3+

#温度范围为
E"

"

B""Q

#保护气!空气"为

%E"KP

$

K3+

+

%I

,

'

$?$?#

!

红外光谱分析

取干燥后并粉碎的待测样品粉末&与
GM*

粉末混合均匀后进行红外光谱测定+

%E

,

&采用傅立叶变换红

外光谱仪及衰减全反射技术对样品进行结构分析表征&分辨率为
I;K

b%

&扫描范围为
I""

"

I""";K

b%

'

$?$?C

!

元素分析

取待测样品并研磨成粉末状&抽真空干燥后进行分析&计算提纯前后细菌纤维素基材中各元素的含量'

$?$?&

!

T

射线衍射分析

将待测样品充分干燥后磨碎&取适量的粉末于样品板上'

F)

靶&

I"L>

高压&管流为
I"KX

&

$

!

为

"c

"

E"c

扫描&得到
TUA

光谱&采用
2

,<1

软件计算结晶度+

%#

,

'结晶度!

F̀

"的计算公式如下(

F̀ d

!

"$"

b!

,K

!

"$"

' !

%

"

式!

%

"中(

!

,K

为
$

!

等于
%&c

时的强度值#

!

"$"

为晶格衍射的最高强度值'
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分析与讨论

;98

!

细菌纤维素发酵过程中主要指标变化

图
8

!

细菌纤维互发酵过程中主要检测指标的变化

<#

4

98

!

F0,+

4

1(.K,3+3+<3;,8(*7<)*3+

4

.1*K1+8,83(+(.MF

利用红茶菌为菌种发酵生产细菌纤维素&

发酵过程中细菌纤维素产量与
N

O

值*还原糖

消耗量的变化关系如图
%

所示'随着发酵时

间的增加&还原糖呈先急剧下降而后缓慢下降

的趋势&从
E%?%#

4

$

P

降到
%"?EE

4

$

P

&这说明

红茶菌在发酵前期将大量葡萄糖用于自身菌

体的生长和合成代谢&在发酵后期将葡萄糖用

于合成细菌纤维素'细菌纤维素先缓慢增加

再急剧增加&在红茶菌大量增殖以后才快速地

合成细菌纤维素&发酵
C<

得到
MFI?!B

4

$

P

'

发酵液的
N

O

值与还原糖的变化趋势相一致&

先急剧下降再缓慢降低&

N

O

值从
I?CC

降到

!?"&

'其原因是以葡萄糖作为主要能源物质

时&在溶氧充足的条件下&葡萄糖作为能量物质能够参与磷酸戊糖路径或经柠檬酸循环后被氧化分解生

成乙酸*葡萄糖酸*

ED

酮基葡萄糖酸等酸性成分+

%C

,

&从而导致发酵液
N

O

值持续降低'发酵过程中
N

O

值

的降低对细菌纤维素的合成不利&一方面葡萄糖的代谢流更多地流向乙酸和葡萄糖酸的路径'另一方面

N

O

值的下降不利于红茶菌的增殖&直到抑制红茶菌的生长从而降低细菌纤维素的合成速率&这点从细菌

纤维素含量在发酵后期增加速度变缓和葡萄糖利用速度下降中可以得到验证'因此&在以后的发酵研究

中&可以采用果糖或甘油等作为底物&以降低用葡萄糖作为碳源形成的葡萄糖酸'有研究报道以果糖为

碳源合成细菌纤维素过程中&没有有机酸的形成故可以保持
N

O

值的恒定+

%&

,

#并且采用
N

O

值恒定的发

酵在一定程度上也可能促进细菌纤维素的合成量'

;9:

!

隧道扫描电子显微镜结果与分析

将细菌纤维素预处理*烘干后利用扫描电镜进行观察&由图
$

可知&红茶菌发酵产生的细菌纤维素具

图
:

!

细菌纤维素隧道扫描显微镜图片

<#

4

9:

!

:;,++3+

4

8)++1-3+

4

K3;*(7;(

N9N

3;8)*17(.MF

&II
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有超细的微孔结构&能很明显地发现细菌纤维素膜是由成条的纤维散乱地分布编织在一起&其直径在

%""

"

E""+K

之间'因此&生产的细菌纤维素具有超细结构&其尺寸比天然纤维素小得多'

;9;

!

热重结果与分析

图
;

!

细菌纤维素的热重分析图谱

<#

4

9;

!

=01*K(

4

*,63K18*3;,+,-

9

737(.MF

利用热重分析仪对得到的待测样品进

行热稳定性能分析&主要对样品进行热重

分析!

801*K(

4

*,63K18*3;,+,-

9

737

&

=Y

或

=YX

"和微熵热重分析!

<3..*1+83,-801*K,-

4

*,638

9

&

A=Y

"&

A=Y

曲线是对
=Y

曲线微

分后得到的曲线&它本质上是
=Y

曲线对

温度或时间的一阶导数'试验所得样品的

=Y

*

A=Y

和示差扫描量热法!

<3..*1+83,-

7;,++3+

4

;,-(*3K18*

9

&

A:F

"试验结果如图

!

所示'根据
=Y

曲线可以明显看出样品

在
$I"Q

前质量损失较小&主要是失去物

理吸附的自由水以及氢键结合水#在
$I"

"

!$EQ

有较大的失重&最快分解温度在

$B#Q

和
!"CQ

处&主要是由于样品的%

SO

脱水造成的&质量减少了
I#R

#

!$E

"

#"CQ

也有较大的失

重&主要原因是样品中碳链热分解&并且是在此过程中生成副产物挥发造成的&最快分解温度为
E"EQ

#

在
#"CQ

后
=Y

曲线进入平稳期&最后残余灰分约
%%R

&有可能是预处理过程中清洗得不够彻底干净所

致'本研究所得细菌纤维素的最大失重速率温度为
$B#Q

'

图
=

!

细菌纤维素的红外分析图谱

<#

4

9=

!

+̀.*,*1<7

N

1;8*)K,+,-

9

737(.MF

;9=

!

红外光谱结果与分析

由图
I

可知&所得产物的红外光谱中含有几个

非常明显的吸收峰&在
!I""?I;K

b%附近处的强吸

收峰为分子间氢键引起的
S

%

O

基的伸缩振动&这

说明细菌纤维素中含有大量的羟基#在
$B$"?%;K

b%

的吸收峰为
F

%

O

键的伸缩振动&在
%#I!;K

b%附

近是因为纤维素末端半羧醛基所引起的伸缩振动&

在
%"#I;K

b%附近为
F

%

S

%

F

键和
F

%

S

%

O

键的

伸缩振动'综合上述光谱信息可知&所得产物具有

S

%

O

基*

F

%

O

键*

F

%

S

键&是纤维素的特征峰'

;9>

!

元素组成与分析

通过表
%

可知红茶菌发酵生产所得的产物在元

素组成方面的信息&其产物主要是由
F

*

O

*

S

这
!

种元素构成'它们占总质量的
BCR

以上&且
F

*

O

*

S

元

素基本上符合分子式!

F

#

O

%"

S

E

"

+

&这表明合成产物中
F

*

O

*

S

元素的含量符合纤维素中各元素含量'

表
8

!

细菌纤维素的元素分析结果

?*01,8

!

J-1K1+8,-,+,-

9

737*17)-87(.MF

元素含量
F O : S @

百分比$
R I#?&% #?I "?"%C I& "?#$

;9@

!

A

射线晶体衍射结果与分析

细菌纤维素是由结晶区和无定形区纤维素所组成的&

T

射线衍射谱!

TUA

"中的尖峰为晶区所对应的

衍射峰+

$!

,

'发酵所得细菌纤维素
TUA

分析结果如图
E

所示&由图谱可知&以衍射角为横坐标&以衍射强

度为纵坐标&该
MF

曲线上的
!

个衍射角
%I?!Ic

*

%#?$&c

和
$$?#$c

分别代表了
MF

结构的!

%

b

%"

"*!

%%"

"和

BII

第
#

期 张沙沙&等(红茶菌生产细菌纤维素及其结构表征



图
>

!

细菌纤维素的
TUA

图谱分析

<#

4

9>

!

TUA

N

,881*+,+,-

9

737(.MF

!

"$"

"

!

个晶面'通过分峰拟合可以计算出发酵所得细

菌纤维素的结晶度为
&"?$%R

'细菌纤维素结晶度的大

小与其吸水性具有密切关系&结晶度越小越有利于复水

率的增加'对照纤维素标准
TUA

衍射峰可知&细菌纤维

素是典型的
"

D

纤维素&具有
$

纤维素晶型结构'

=

!

结
!

论

以红茶菌为菌种&利用葡萄糖为碳源发酵生产细菌

纤维素&通过对发酵过程中的主要指标进行跟踪检测&发

现在红茶菌发酵过程中&

N

O

值由
I?CC

降到
!?"&

&还原

糖含量从
E%?%#

4

$

P

降到
%"?EE

4

$

P

&发酵
C<

后得到细

菌纤维素的产量为
I?!B

4

$

P

'结合红外光谱分析*

TUA

晶体衍射*电镜扫描*热重分析*元素分析等方法检测所制备的细菌纤维素结构和性能&可知(细菌纤维素

的直径在
%""

"

E""+K

之间&其含水量在
B#R

"

BBR

&复水率在
EER

"

#ER

&细菌纤维素膜结合了一部

分自由水在网状结构中&并且纤维素含有大量的%

SO

与水形成氢键&这两点是导致细菌纤维素膜含水

量和复水率高的原因#在
$B#Q

处具有最大失重&失重率达
I#R

#细菌纤维素主要由
F

*

O

*

S!

种元素构

成&符合纤维素中各元素含量#红外光谱揭示了细菌纤维素的特征吸收峰#

TUA

结果表明细菌纤维素的

结晶度为
&"?$%R

'本研究为红茶菌发酵生产细菌纤维素提供了基础数据参考'
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