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Span-20 和 Tween-80 对发酵液中 Nisin 泡沫分离的影响 
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(河北工业大学化工学院生物工程系，天津 300130) 

摘  要：研究了微量非离子表面活性剂 Tween-80 和 Span-20 对发酵液中乳链菌肽(Nisin)泡沫分离的影响. 结果表明，

发酵液泡沫分离时泡沫层轴向气泡直径、连续通气过程的泡沫层高度、泡沫层平均持气量等均因添加活性剂而明显变

化. 不同体系气泡大小为，含 0.2 g/L Span-20 发酵液>含 0.5 g/L Span-20 发酵液>发酵液>含 0.2 g/L Tween-80 发酵液>
含 0.5 g/L Tween-80 发酵液；Tween-80 的加入破坏了气泡表面的网状结构，因而泡沫层持气量较高；连续通气时，2
种表面活性剂都会引起泡沫层高度降低，但 Tween-80 会增加泡沫层的稳定性. 当 Tween-80 浓度达 0.5 g/L 时，Nisin
的收率大幅度提高，原因是分离过程中 Nisin 失活率减少.  
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1  前 言 

泡沫分离技术适用于低浓度表面活性物质的分离，

由于其设备简单、费用低和分离过程不产生污染而越来

越受到更多研究者的关注. 泡沫分离技术最早用于冶金

和环境工程的工业化生产中，近些年已经应用于生物化

工研究中，包括天然产物的富集，特别是蛋白质的分离. 
本课题组通过多年努力，已经将泡沫分离技术应用于发

酵液中乳链菌肽(Nisin)的分离提取，并且实现了工业化

生产[1].  
在实际生产过程中，收率和富集比是评价分离结果

的 2 个主要指标. 优化 pH、气速、泡沫层高度等操作条

件是提高分离效果的重要方法[2,3]，本课题组经过多年努

力，针对乳链菌肽发酵液的泡沫分离，对这些操作参数

已经进行了优化. 如何进一步提高蛋白质的分离效果是

亟待研究的方向.  
Wei 等[4]以十二烷基硫酸钠和牛血清白蛋白为体

系，研究了阴离子表面活性剂/蛋白质混合体系泡沫的富

集行为，结果表明，十二烷基硫酸钠浓度较低时，牛血

清白蛋白的富集比提高较大；Saint-Jalmes 等[5]和魏晓芳

等[6]的研究表明，十二烷基硫酸钠对水溶液中酪蛋白的

泡沫分离性能有重要影响. 这些研究表明，通过添加微

量表面活性剂来提高目的蛋白的泡沫分离效果是一种

切实可行的方法. 但迄今为止，文献所报道的都是采用

模拟体系，微量非离子表面活性剂对实际发酵液泡沫分

离的影响未见报道.  
本工作以乳链菌肽发酵液为研究对象，研究

Span-20和Tween-80两种典型的表面活性剂对分离过程

中泡沫层轴向气泡直径、连续通气过程的泡沫层高度、

泡沫层平均持气量和乳链菌肽失活率的影响，从而为在

乳链菌肽泡沫分离过程中提高富集比和收率提供依据.  

2  实 验 

Nisin 是一种食品添加剂，选取表面活性剂时要考

虑其食品安全性；同时，选取的表面活性剂要有一定的

代表性，其亲水亲油平衡值(HLB)要在一个合适的范

围内 . 因此，本工作所选的表面活性剂为 Tween-80 
(HLB=15)和 Span-20(HLB=8.6).  
2.1 材料与仪器 

失水山梨醇单月桂酸酯(Span-20)和聚氧乙烯失水

山梨醇单油酸酯(Tween-80)(天津大茂化学试剂厂)，乳

链菌肽发酵液(天津康益生物工程有限公司)，pHS-25 型

pH 计(上海精科雷磁有限公司)，Nikon 4500 数码相机.  
2.2 实验过程与装置 

实验装置为简单泡沫塔，塔高 1000 mm，内径 50 
mm，塔底气体分布器孔径为 50 µm.  

同时，为了方便气泡直径的计算，以气液界面为起

点，在泡沫层的轴向高度上每间隔 5 cm 设一个观测点，

在塔的外壁放置一个已知长度的细铁丝作为标记物，从

下向上一共设置 10 个观测点.  
实验时加入 Nisin 发酵液，使液面与第一个观测点

相平，然后打开阀门，气速控制在 200 mL/min.  
2.3 气泡直径、比表面积的测量与计算 

2.3.1 轴向高度气泡直径 d32的计算 
气泡直径的测量对 Saleh 等[3]提出的方法进行了改

进. 实验开始后，在塔外壁上用 Nikon 4500 微距相机对
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准标记物照相，然后将所拍摄的图像传至计算机，用

Photoshop 对图片进行初步处理，最后用软件 Scion 
Image J 1.32(IBM)测量每个气泡区域的面积(Sw)，进而

计算其直径. Saleh 等是直接利用软件测量气泡直径，误

差相对较大. 本实验具体计算方法如下： 

(1) 假设每个气泡的形状为正十二面体，则每一面

的形状为五边形，通过 Scion Image J(1.32)求出的五边

形面积为 Sw，则单个气泡的直径 di≈ w1.63 .s   
(2) 为了进一步减小实验误差，采用 Sauter-mean 

(d32)代替平均直径作为该轴向高度上的气泡直径. d32的

计算公式如下： 

3 2
32

1 1
,=

= =
∑ ∑

n n

i i
i i

d d d  

其中，n 是测量的气泡总数，实验中 n=100.  
2.3.2 比表面积 a 的计算 

令第 i(i=1, 2, 3…10)个轴向高度的气泡平均直径为

di
32，则泡沫层气泡的平均直径为 
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对于理想的球体气泡，比表面积与气泡直径的关系

为 
2
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其中，R 与 d 分别指气泡的半径与直径.  
2.4 泡沫的平均持气量 ε 的计算 

实验中，控制空气以恒定体积流速 q 通过气体分布

器鼓入泡沫塔内，泡沫层高度 h 随时间 t 增加而增加，

液池高度 l 随时间增加而降低. 同时，在泡沫的轴向高

度上，气泡由于相互之间的聚并，其平均直径随泡沫层

的升高而增加.  
根据 Eisner 等[7]的描述，在泡沫刚刚开始上升到达

顶部之前，泡沫层中的聚并可以分为两类，泡沫顶部与

外界气体之间的聚并及泡沫内部气泡之间的聚并，前者

主要引起泡沫高度减小，而后者则引起泡沫层气泡轴向

高度增大. 其中，定义泡沫层顶部的聚并速率为ψi.  
根据 Joshi 等[8]的描述，泡沫塔中单位体积内空气

体积 v 的增加率 dv/dt 可表示为 

dv/dt=q−ψi. 

由于液池中的空气体积与泡沫层中相比可忽略不

计，且 =εv h，故有 

d .
d

= -ε ψ i
h q
t

 

泡沫层高度随时间的变化趋势可以分为 2 个阶段，

线性增长区和缓慢增长区. 本实验中空气的恒体积流速

q=200 mL/min，在此情况下泡沫层高度的增加只有 1 个

线性增长区. 这是因为实验所用 Nisin 发酵液泡沫很稳

定，聚并速率不快，在实验的泡沫层高度下，ψi远小于

q，故表观聚并速率ψi可忽略不计. 在这种情况下，上式

便可简化为 

d .
d

=ε h q
t

 

对上式积分可得泡沫层高度 h 与时间 t 的线性关系函数

( / )= εh q t ，即可求出泡沫的平均持气量 ( / )=ε q h t .   

3  结果与讨论 

3.1 Span-20 和 Tween-80 对泡沫层气泡直径轴向分布 

的影响 

气泡的聚并现象是泡沫分离过程中的一个重要过

程，一般以气泡直径的轴向分布反映聚并的程度. 聚并

会减少表面区域(通过增加气泡尺寸)并会扩大气泡尺寸

分布范围. 大气泡会加速排液速率并提供更少的界面区

域，而小气泡以更慢的排液速率为代价可产生更多的界

面区域.  
不同表面活性剂的加入会显著改变气泡直径的轴

向分布，所得结果如图 1 所示(图中 H 为观测点与液池

界面的距离). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

图 1 气泡直径的轴向分布 
Fig.1 Bubble size distributions at different axial heights 

由图 1 可看出，在泡沫层底部，即泡沫层与液池分

界处，不同体系的气泡直径相差不大，而在泡沫层顶部

不同体系的气泡直径却有很大差别，这说明不同表面活

性剂所形成的混合体系气泡聚并速率变化很大. 依据泡

沫层顶部气泡直径大小可确定不同物系泡沫聚并速率

的关系，气泡大小为，含 0.2 g/L Span-20 发酵液>含 0.5 
g/L Span-20 发酵液>原始发酵液>含 0.2 g/L Tween-80 发
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酵液>含 0.5 g/L Tween-80 发酵液.  
发酵液成分复杂，除蛋白质外，还有脂肪颗粒、糖

类等. 其中，脂肪颗粒对泡沫分离影响较大. Brooker[9]

认为，在水溶液中亲油性表面活性剂可以促进蛋白质在

脂肪颗粒上的吸附；Gelin 等[10]认为亲水性表面活性剂

可以减少蛋白质在脂肪上的覆盖面积，进而促进其在水

中的分散. Span-20 可以加剧 Nisin 等表面活性蛋白在脂

肪颗粒上的吸附，造成气泡表面上的表面活性蛋白浓度

不高，引起泡沫层不稳定，因而聚并速率很快，气泡直

径较大，当其浓度达到 0.5 g/L 时，界面几乎完全被其

占领，泡沫又趋于稳定，因而聚并速率又趋于变小. 
Tween-80 一方面可以增大 Nisin 等表面活性蛋白在溶液

中的浓度，进而提高其在界面上的吸附量，另一方面，

随着其浓度的增大，界面上吸附的 Tween-80 浓度逐渐

增大，混合体系的泡沫性能逐渐趋于纯 Tween-80 体系. 
纯 Tween-80 体系形成的泡沫具有细小均匀、持气量低

等特点，而混合体系气泡直径随着 Tween-80 浓度增大

而减小，混合体系的聚并速率也逐渐减小，有助于形成

气泡直径小且稳定的泡沫层.  
3.2 Span-20 和 Tween-80 对连续通气过程泡沫层高度 

的影响 

实验中选取了不同浓度的 Tween-80 和 Span-20 进

行研究. 气速控制在 200 mL/min，不同时刻泡沫层在塔

中的高度如图 2 所示. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

图 2 含 Tween-80 和 Span-20 的发酵液泡沫层高度随时间的变化 
Fig.2 Heights of foam layer with Tween-80 and Span-20 in different times 

 
图 2 表明，由于 Tween-80 和 Span-20 的加入，发

酵液的泡沫性能发生了很大的改变.  
Tween-80 为亲水性表面活性剂，可减少 Nisin 等表

面活性蛋白在脂肪颗粒上的吸附，增加其在水相中的浓

度，进而增加了其在气液界面上的浓度，因而其泡沫稳

定性增加；同时，Tween-80 还会降低混合体系起泡能力. 
Saint-Jalmes等[5]和魏晓芳等[6]都把原因归结为蛋白质和

表面活性剂之间的相互作用，本工作也认为是 Tween-80
和发酵液之间的相互作用引起了其起泡性能降低，然而

其具体的作用方式尚有待研究.  
Span-20 则不同，加入少量 Span-20 即会引起大量

Nisin 等表面活性蛋白与脂肪颗粒结合，而不能扩散到

气泡表面上，故其起泡性能、泡沫稳定性很快大幅下降. 
随着 Span-20 浓度的提高，界面已完全被其所控制，当

其浓度达到 0.4 g/L 时，其泡沫性能又有所改善.  
总之，不管是高 HLB 还是低 HLB 表面活性剂的加

入，都会引起 Nisin 发酵液的起泡能力降低，但高 HLB
值的表面活性剂将增加泡沫的稳定性.  

3.3 Span-20 和 Tween-80 对泡沫层平均持气量的影响 

不同物系的泡沫层平均持气量如表 1 所示. 

表 1 不同物系的泡沫层平均持气量 

Table 1  Average gas holdup of foam layer containing 
different surfactants 

Serial number System Average gas holdup, ε
1 Broth 0.643 
2 Broth with 0.2 g/L Tween-80 0.824 
3 Broth with 0.4 g/L Tween-80 0.742 
4 Broth with 0.6 g/L Tween-80 0.725 
5 Broth with 0.8 g/L Tween-80 0.702 
6 Broth with 0.2g/L Span-20 0.715 
7 Broth with 0.4g/L Span-20 0.625 
8 Broth with 0.6g/L Span-20 0.620 

气泡直径是影响泡沫层持气量的一个很重要的因

素. 对于同一个物系，大气泡界面面积小，排液速率快. 
Span-20 由于其形成的泡沫层聚并速率快，平均直径大，

因而持气量较高. 当其浓度大于 0.4 g/L 时，泡沫层较稳

定，平均直径与不含 Span-20 的发酵液相差不大，因而

其持气量与发酵液近似.  
表 1 表明，Tween-80 体系的持气量最高，这仅从
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气泡直径上已无法解释. 体系的物性如粘度等也影响泡

沫层排液. 蛋白质由于自身分子量大，所形成的溶液粘

度高，同时 Nisin 本身吸附能力较强，气泡表面的 Nisin
很可能相互吸引而形成多聚体，这些多聚体会像网状结

构一样将气泡包起来[4]，加剧了排液的难度，而加入

Tween-80 会破坏网状结构，进而促进泡沫层排液，提高

泡沫层持气量，提高分离过程的富集比.  
3.4 Span-20 和 Tween-80 浓度对相对收率(β)的影响 

定义收率(η)为泡沫分离过程中收集的泡沫液中

Nisin 的总效价与原料液中 Nisin 的总效价之比，失活率

(α)为泡沫分离过程中失去生物活性的 Nisin 所占的比

例，计算公式如下： 

α=[(IUfVf)/(IUyVy)]×100%, 

η=[1−a−(IUrVr)/(IUyVy)]×100%, 

其中，IUf, IUr, IUy, Vf, Vr与 Vy分别表示泡沫液中 Nisin
效价、残液中 Nisin 效价、原料液中 Nisin 效价、泡沫

液体积、残液体积与原料液体积，Nisin 效价指的是单

位质量 Nisin 所含的功效单位，其测定采用二剂量法[11].  
为了清楚表明分离结果的变化，以相对收率(β)代

替收率. 定义不添加非离子表面活性剂原始发酵液的泡

沫分离收率为 1，其他体系的实际收率与原始发酵液的

实际收率之比即为其相应的相对收率. 
从图 3 可以看出，当 Tween-80 的浓度达到 0.5 g/L

时，Nisin 的收率迅速提高，浓度继续提高，相对收率

反而有下降趋势. 当其浓度小于 0.5 g/L 时，失活率与纯

发酵液物系相比并无太大变化；而浓度达到 0.5 g/L 后，

Nisin 的失活率迅速降低，且随着 Tween-80 浓度继续增

大，失活率仍然近似 0.  
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
图 3 不同浓度 Tween-80 的分离结果 
Fig.3 Effect of concentration of Tween-80 on separation result 

在泡沫分离过程中，通过减小起泡面积进而增大气

液界面面积也是提高收率的一个重要方法. 从表 2 可以

看出，当 Tween-80 为 0.2 和 0.5 g/L 时，比表面积的增

长率分别为 11.1%和 7.6%，同时，相对收率的增长率分

别为 2.6%和 25.6%. 综合可知，比表面积增加对收率的

提高作用有限，泡沫分离过程中失活率降低才是收率提

高的主要因素. 

表 2 不同体系的比表面积增加率和相对收率 

Table 2  Increases of specific surface area and 
incremental relative recovery rate 

Broth 
Incremental rate of 

specific surface area (%) 
Increase rate of relative 

recovery rate (%) 
0.2 g/L Tween-80 11.1 2.6 
0.5 g/L Tween-80 7.6 25.6 
0.5 g/L Span-20 −4.0 −62.5 

实验已证实，当原有发酵液中加入浓度大于 0.5 g/L
的 Tween-80 后，Nisin 发酵液在泡沫分离过程中的失活

现象可大幅度降低. 蛋白质在泡沫分离过程失去活性主

要有 3 种方式：在气液界面上的展开、高剪切力和氧化

造成的化学损害. Maa 等[12]认为，剪切力对蛋白质结构

的破坏仅起次要作用，破坏主要取决于蛋白质与气液界

面的相互作用. 结合本实验，界面上 Tween-80 与 Nisin
同时存在，从某种程度上分担了 Nisin 单独存在时在界

面上所受到的拉伸力，很可能是失活率降低的原因. 
Span-20 为亲油性表面活性剂，会抑制蛋白质在气液界

面的吸附，其加剧蛋白质失活的原因还有待研究.  
从图 3 还可看出，当 Tween-80 浓度大于 0.5 g/L 时，

其相对收率反而开始下降. 这是因为 Tween-80 浓度增

大，Nisin 的失活几乎可以忽略，与此同时，由于竞争

吸附加剧，Nisin 在界面上的吸附受到影响.  

4  结 论 

(1) 加入微量的 Tween-80, Span-20 会对 Nisin 发酵

液的泡沫性能产生很大影响，引起连续通气过程泡沫层

高度的降低，不同的是 Tween-80 会产生较小的气泡和

较大的泡沫层持气量，进而提高分离过程的富集比，而

Span-20 形成的泡沫层气泡直径较大，聚并速率很快.  
(2) Tween-80 浓度达 0.5 g/L 时，可显著降低泡沫

分离过程中蛋白质的失活率，从而大幅度提高分离效果.  
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Effects of Span-20 and Tween-80 on Foam Fractionation Behavior of Nisin in Fermentation Broth 

LI Xin-tao,  WU Zhao-liang,  ZHAO Yan-li,  WU Ya-ming 

(Department of Bioengineering, School of Chemical Engineering, Hebei University of Technology, Tianjin 300130, China) 

Abstract: The effects of Tween-80 and Span-20 on foam fractionation of Nisin (a food additive) fermentation broth were studied by 
using a single foam column. The results indicated that bubble size distribution, foam height and average gas holdup of the foam layer of 
the mixed system containing Tween-80 and Span-20 changed obviously from Nisin fermentation broth. The bubble size order of different 
mixed systems was: fermentation broth containing 0.2 g/L Span-20>fermentation broth containing 0.5 g/L Span-20>fermentation 
broth>fermentation broth containing 0.2 g/L Tween-80>fermentation broth containing 0.5 g/L Tween-80. The addition of surfactants 
decreased the height of foam layer and gas holdup, but Tween-80 increased the foam stability. And Tween-80 reduced the denaturation 
rate of Nisin in foam fractionation, so the separation effect was improved distinctly. 
Key words: foam fractionation; nonionic surfactant; Nisin 


