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壳聚糖酶解液的纳滤分离技术研究
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摘要$在前期对壳聚糖酶解液进行超滤分离的基础上$进一

步深入研究了用相对截留分子质量为
1%%X>

的卷式纳滤膜

对超滤液进行纳滤分离技术条件(以膜通量#氨基葡萄糖脱

除率#电导率和
N

[

值为评价指标$研究了操作压力#操作温

度#滤液
N

[

值等工艺参数对壳聚糖酶解液纳滤分离纯化效

果的影响(最终确定纳滤分离的最佳操作参数为%操作压力

%*1% :̂>

#操作温度
!1`

#滤液
N

[!*%

(对纳滤分离后得到

的产品进行分析%氨基葡萄糖含量
#*$#0

#灰分含量
%*#10

#

聚合度为
!

#

.

的壳寡糖含量
/%*$10

$产品得率
/%*#$0

(

关键词$壳寡糖&纳滤&分离
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壳寡糖是由乙酰氨基葡萄糖苷+

Y)B+ZB

,和#或氨基葡

萄糖苷+

Y)B+

,通过
#

<#

!

"

糖苷键连接而成的聚合度为
$

#

$%

的寡糖%壳寡糖具有多种优越的生理功能和生物活性.

#

/

!尤

其是聚合度为
!

#

.

的壳寡糖!因具有调节免疫.

$

/

$抗衰

老.

!

/

$抗疲劳.

"

/

$清除自由基.

1

/等功能而引起了广泛的关注%

由于壳寡糖分子中含有较多的氨基和羟基!其分子间或

分子内作用力较强!分离纯化相对困难%目前!壳寡糖的分

离纯化方法主要有"膜分离法$凝胶渗透色谱法$薄层色谱法

和离子交换色谱法等%凝胶色谱法是根据被分离组分的分

子尺寸大小进行分离的一种方法!可利用此法将少量壳寡糖

分离成不同组分!但较难实现工业化生产.

.

/

&薄层色谱法是

根据各聚合度的寡糖极性不同!利用其在层析液中移动速度

差异来进行分离!由于壳寡糖极性较大!点样承载量少!不适

用于大量制备!一般常用来检测和监测反应进程.

/

/

&离子交

换色谱法是以离子交换树脂或化学键合离子交换剂为固定

相!根据被分离组分的离子交换能力的不同或选择性系数的

差别实现分离!该方法分离成本较高!连续性较差!仅适合实

验室研究!难以放大生产.

&

/

%

目前工业上一般采用生物酶法对壳聚糖进行降解后!进

行喷雾干燥而获得壳寡糖!但得到的壳寡糖产品分子量分布

较宽!其中含有一些未充分降解的壳聚糖大分子$壳聚糖水

解酶$无机盐$酸根离子及单糖$二糖等生物活性较低的糖

等%因此!为得到聚合度为
!

#

.

的含量较高的壳寡糖产品!

必须选择合适的分离技术对酶解液进行纯化%

膜分离技术是根据被分离物质与膜孔径大小的差异来

实现分离的!目前在低聚果糖的分离纯化领域应用十分广

泛.

2-#%

/

!但在壳寡糖的分离纯化中应用相对较少!工业化应

用尚未得到推广%本研究拟从壳寡糖分离纯化效果和工业

化生产要求等方面综合考虑!对壳聚糖酶解液在实验室前期

超滤.

##

/基础上进一步进行纳滤操作!提高产品纯度!并对纳

滤操作参数进行优化!研究操作压力$操作温度$料液
N

[

值

对壳聚糖酶解液纳滤纯化分离效果的影响!以确定纳滤操作

##



的最佳工艺参数!为得到高活性的聚合度为
!

#

.

的壳寡糖

的工业化分离纯化提供理论依据%

#

!

材料与方法
#*#

!

材料与仪器

#*#*#

!

材料与试剂

壳聚糖"

TQa1*&b#%

1

!脱乙酰度
&1*$0

!水分
##*$0

!

灰分
%*.$0

!黏度
.%B

N

!南通双林海洋生物药业有限公司&

复合纤维素酶"

!11 ]

#

=J

!浙江金壳生物化学有限

公司&

高效硅胶板"

#%B=b$%B=

!青岛海洋化工分厂&

其他试剂"分析纯!国药集团化学试剂有限公司%

#*#*$

!

仪器与设备

雷磁电导率仪"

XX\!%/

型!上海仪电科学仪器股份有限

公司&

紫外)可见分光光度计"

]'#&%%

型!日本岛津科技有

限公司&

膜分离装置"

MW

+

+5

,

<]5<"%1%

型!上海昊清环保科技

有限公司&

卷式超滤膜"

[:\<#%

型!

^7RWa#%KX>

!膜面积

%*"=

$

!上海昊清环保科技有限公司&

纳滤膜名称"

#&#$

型!截留分子质量为
1%%X>

!膜面积

%*"=

$

!上海昊清环保科技有限公司&

高效液相色谱仪"

#1$1

型!美国沃特世公司%

#*$

!

方法

#*$*#

!

壳聚糖酶解液制备
!

酶解条件"复合纤维素酶添加量

&]

#

F

!底物浓度
10

!酶解温度
"1`

!

N

["*1

!酶解时间
.C

!

经
1

%

=

的微滤膜微滤处理后!参照文献.

##

/进行超滤处理%

#*$*$

!

纳滤最优工艺条件的确定

+

#

,操作压力"取
#*1J

超滤液!控制料液浓度
$0

$操作

温度
!%`

$

N

[1*%

!分别在
%*"

#

%*. :̂>

压力下!以纳滤截

留液的膜通量$氨基葡萄糖脱除率$电导率和
N

[

值为指标!

研究操作压力对酶解液纳滤纯化效果的影响%

+

$

,操作温度"取
#*1J

超滤液!控制料液浓度
$0

$操作

压力
%*1 :̂>

$

N

[1*%

!分别在
$1

#

"%`

条件下!以纳滤截留

液的膜通量$氨基葡萄糖脱除率$电导率和
N

[

值为指标!研

究操作温度对酶解液纳滤纯化效果的影响%

+

!

,初始
N

[

值"取
#*1J

超滤液!控制料液浓度
$0

$操

作压力
%*1 :̂>

$操作温度
!1`

!分别在初始
N

[$*%

#

.*%

条件下!以纳滤截留液的膜通量$氨基葡萄糖脱除率$电导率

和
N

[

值为指标!研究初始
N

[

值对酶解液纳滤纯化效果的

影响%

#*$*!

!

各指标的测定

+

#

,膜通量的计算"

G

U

V

(0

! +

#

,

式中"

G

)))膜通量!

J

#+

=

$

0

C

,&

V

)))透过液体积!

J

&

(

)))有效膜面积!

=

$

&

0

)))时间!

C

%

+

$

,氨基葡萄糖的测定"采用
;)S(E<̂ (G

F

>E

法.

#$-#!

/

%

氨基葡萄糖标准曲线"

D

a&*1&!"?3%*%!$/

!

=

$

a%*2211

%

其中
D

为
(

1$1E=

&

?

为氨基葡萄糖浓度+

=

F

#

=J

,%

+

!

,电导率的测定"用电导率仪测定%

+

"

,壳寡糖平均分子质量的测定"采用乙酰丙酮法.

#"

/

%

+

1

,分离产物
6JR

分析"用毛细吸管分别吸取
10

的超

滤前后的壳寡糖溶液
#

%

J

!点于高效硅胶板上!各点之间间

距
%*1B=

!距底端距离
#*%B=

!置于展开体系为异丙醇
%

水
%

氨水
a.%

%

!%

%

"

+体积比,的层析缸中!待展开距顶端

为
#*%B=

时取出并吹干%硅胶板上喷洒
%*10

的茚三酮显

色剂!置于
#%%`

烘箱中加热
1=?E

显色%

+

.

,壳寡糖的
[:JR

分析"采用高效液相色谱检测

器.

#1

/

!色谱条件"

#1$1

型高效液相色谱仪!蒸发光反射检测

器!

\C(IDAZS>C?

N

>K+[$:<1%";

+

"*.==4Xb$1%==J

,色

谱柱&柱温
!%`

&流动相为乙腈
%

水
a/1

%

$1

+体积比,&流

速
#*%=J

#

=?E

&进样量
#%

%

J

&样品浓度
10

%

#*$*"

!

数据处理与统计方法
!

进行
!

次平行试验!采用

\:\\#2*%

软件对数据差异显著性分析!以
:

"

%*%1

为差异

显著!结果均以平均值
e

标准差表示!采用
WG?

F

?E&*.

软件

作图%

$

!

结果与分析
$*#

!

纳滤分离条件

$*#*#

!

操作压力对纳滤分离效果的影响
!

由图
#

可知!膜通

量随操作压力的增强而增大!但压力越大!膜通量下降速率

也越快%纳滤后期!在
%*1

!

%*. :̂>

下!膜通量均稳定在

$%J

#+

=

$

0

C

,左右%这是由于随压力增强!溶质对流迁移

到膜表面的速率增大!浓差极化层压实或增厚!导致膜通量

迅速衰减%由图
$

可知!纳滤截留液
N

[

值随运行时间的延

长而逐渐上升!最终稳定在
N

[1*%

左右!不同操作压力下截

留液
N

[

值变化不明显%由图
!

可知!氨基葡萄糖脱除率随

操作压力的增强而增大!并随运行时间的延长逐渐上升!

!1=?E

后趋于平缓!

%*1

!

%*. :̂>

下氨基葡萄糖脱除率均在

&#0

左右%由图
"

可知!在各压力条件下!纳滤前期截留液

电导率均随运行时间延长而下降!且操作压力越大!电导率

图
#

!

膜通量随运行时间的变化

5?

F

HGD#

!
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F

DS(T=D=PG>EDT)HAU?OC(

N

DG>O?E

F

O?=D

$#

基础研究
!

$%#&

年第
##

期



图
$

!N

[

值随运行时间的变化
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F

HGD$
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N
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N
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F
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图
!

!

氨基葡萄糖脱除率随运行时间的变化

5?

F

HGD!

!

RC>E

F

DS(TGD=(,>)G>OD(T

F

)HB(S>=?ED

U?OC(

N

DG>O?E

F

O?=D

图
"

!

电导率随运行时间的变化

5?

F

HGD"

!

RC>E

F

DS(TOCDD)DBOG?B>)B(EIHBO?,?O

Q

U?OC

(

N

DG>O?E

F

O?=D

越低%纳滤后期!截留液电导率差别不明显%综合以上结

果!虽然操作压力越大!氨基葡萄糖的脱除效果越好!但纳滤

后期!对盐和氢离子的脱除效果差别不大&且操作压力再加

大!由浓差极化造成的膜污染导致通量衰减越快!膜污染层

不断压实!膜孔逐渐减小!会造成膜的不可逆污染%随时间

的延长!在
%*1

!

%*. :̂>

下膜通量均在
$%J

#+

=

$

0

C

,左右!

运行效率较高%因此!从膜的使用寿命和纯化效果综合考

虑!确定操作压力为
%*1 :̂>

%

$*#*$

!

操作温度对纳滤分离效果的影响
!

由图
1

$

.

可知!膜

通量随温度升高而增大!这是由于温度升高使溶液中的分子

热运动加剧!溶液动力黏度减小.

#.-#/

/

!溶质扩散系数增加!

膜通量增加&不同操作温度下!截留液
N

[

值差别不明显!

N

[

值随运行时间的延长而逐渐上升!最终稳定在
1*%

左右&由

图
/

可知!随温度升高!氨基葡萄糖脱除率增大!但在纳滤后

期!

!1

!

"%`

下的氨基葡萄糖脱除率无显著性差异+

:

#

%*%1

,!最终稳定在
&10

左右&由图
&

可知!在各温度条件下!

截留液电导率均随运行时间延长先逐渐减小后趋于平缓!温

度越高!截留液电导率越低!但温度过高容易使寡糖发生褐

变!也使得能耗增加%在
!1

!

"%`

下的氨基葡萄糖脱除率无

显著 性 差 异 +

:

#

%*%1

,!且 在
!1 `

时!膜 通 量 约 为

$%J

#+

=

$

0

C

,!运行效率较高%因此!在保证较高的氨基葡

图
1

!

膜通量随运行时间的变化
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HGD1
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D(T=D=PG>EDT)HAU?OC(
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F

O?=D

图
.

!N

[

值随运行时间的变化
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图
/

!

氨基葡萄糖脱除率随运行时间的变化
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图
&

!

电导率随运行时间的变化

5?

F

HGD&

!

RC>E

F

DS(TOCDD)DBOG?B>)B(EIHBO?,?O

Q

U?OC

(

N

DG>O?E

F

O?=D

萄糖脱除效率和膜通量前提下!确定操作温度为
!1`

%

$*#*!

!

料液初始
N

[

值对纳滤分离效果的影响
!

如图
2

所

示!膜通量随料液初始
N

[

值的增大而减小!且随运行时间

的延长!膜通量呈缓慢下降的趋势&由图
#%

可知!

N

[

值为

$*%

!

!*%

!

"*%

的制备液随纳滤运行时间的延长!截留液
N

[

值

逐渐上升!最终稳定在
N

[1*%

左右!而
N

[

值为
1*%

!

.*%

的制

备液在整个纳滤过程中!截留液
N

[

值基本保持不变&由

图
##

可知!氨基葡萄糖脱除率随料液初始
N

[

值的升高而

逐渐上升后趋于稳定&图
#$

中溶液电导率随运行时间延长

而不断下降!最终趋于稳定%这是由于改变溶液
N

[

值能够

改变溶液中聚电解质的构型和分散性!从而减小或防止对膜

图
2

!

膜通量随运行时间的变化
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HGD2
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图
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!N

[

值随运行时间的变化
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图
##

!

氨基葡萄糖脱除率随运行时间的变化

5?
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HGD##
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)HB(S>=?ED

U?OC(
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F
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图
#$

!

电导率随运行时间的变化

5?

F

HGD#$

!

RC>E

F

DS(TOCDD)DBOG?B>)B(EIHBO?,?O

Q

U?OC

(

N

DG>O?E

F

O?=D

的污染.

#&

/

!使膜通量增加%酸性条件下!壳寡糖氨基质子化

带正电荷!分子之间存在静电排斥!

N

[

越低!分子之间作用

力越强.

#2

/

!分子结构折叠越少!越容易透过!随
N

[

升高!寡

糖分子上的电荷减少!排斥力减弱!分子间形成氢键!在氢键

的作用下相互卷曲$折叠!在膜表面产生堆积!导致膜通量下

降!氨基葡萄糖脱除率降低!脱盐效果变差%韩永萍等.

#/

/

$

董惠忠等.

$%

/通过调节溶液
N

[

值来提高膜分离效果!也得到

相似结论%考虑到膜的最低耐受
N

[

值为
$*%

!长时间在此

条件下进行纳滤操作可能会造成膜的不可逆性损坏!且
N

[

值
$*%

!

!*%

时氨基葡萄糖脱除率差别不大!因此!综合纯化效

果与实际生产要求!将纳滤料液初始
N

[

值确定为
!*%

%

$*$

!

纳滤后壳寡糖各指标分析

在操作压力
%*1% :̂>

$操作温度
!1`

$料液
N

[!*%

条

件下!对壳聚糖超滤液进行纳滤操作!图
#!

为纳滤前后壳寡

糖的薄层色谱图!根据壳二糖标准品判断!从上到下依次为

氨基葡萄糖$聚合度为
$

#

.

寡糖%从图
#!

可以看出!纳滤

截留液中氨基葡萄糖显色点非常浅!说明其含量很少!进一

步对壳寡糖的纳滤截留液和透过液进行
[:JR

分析!从

图
#"

可以看出!截留液的
[:JR

图中有
1

个峰出现!出峰时

间
/*#%$=?E

时为氨基葡萄糖!往后依次为壳二糖$壳三糖$

壳四糖$壳五糖$壳六糖!氨基葡萄糖峰面积小!说明其含量

低%从图
#1

可以看出!透过液中只有杂质和氨基葡萄糖!无

"#

基础研究
!

$%#&

年第
##

期



其他聚合度的壳寡糖出现!说明此纳滤膜对聚合度为
$

及以

上的寡糖不能透过%从表
#

中可以看出!纳滤后样品中氨基

葡萄糖含量为
#*$#0

!脱除率为
&1*1$0

!灰分由
#*#$0

降为

%*#10

!脱盐率达
21*1"0

!聚合度为
!

#

.

寡糖含量为

/%*$10

!最终产品得率为
/%*#$0

!

#0

壳寡糖水溶液
N

[

值

为
"*2$

%

表
#

!

纳滤分离前后壳寡糖主要理化指标

6>P)D#

!

R(=

N

>G?S(E(T

N

C

Q

S?B(BCD=?B>)

N

G(

N

DGO?DS(TRW\PDT(GD>EI>TODGE>E(T?)OG>O?(E

指标
平均相对分子

质量+

T.

,

氨基葡萄糖

含量#
0

N

[

+

#0

水溶液,

聚合度为
!

#

.

寡糖含量#
0

灰分#

0

最终产品得率#

0

纳滤分离前
$1"/e##$ &*&2e%*$. "*$!e%*%2 .#*&.e%*$2 #*#$e%*%!

)

纳滤分离后
$/.1e#$" #*$#e%*%! "*2$e%*#1 /%*$1e%*!$ %*#1e%*%# /%*#$e!*#1

#*

壳二糖标品
!

$*

纳滤截留液
!

!*

纳滤原液
!

"*

纳滤透过液

图
#!

!

纳滤前后壳寡糖的薄层色谱图

5?

F

HGD#!

!

6JR(TRW\PDT(GD>EI>TODGE>E(T?)OG>O?(E

图
#"

!

纳滤截留液高效液相色谱图

5?

F

HGD#"

!

[:JR(TE>E(T?)OG>O?(EGDODEO>OD

图
#1

!

纳滤透过液高效液相色谱图

5?

F

HGD#1

!

[:JR(TE>E(T?)OG>O?(E

N

DG=D>O?(E

!

!

结论
本研究在前期采用相对截留分子质量为

#%KX>

的卷式

超滤膜!对壳聚糖酶解液进行超滤的基础上!进一步利用高

效率$低成本的纳滤技术对壳聚糖酶解液进行分离纯化!即

用相对截留分子质量为
1%%X>

的卷式纳滤膜进行纳滤!确

定了最佳的操作参数为"操作压力
%*1% :̂>

$操作温度

!1`

$滤液
N

[!*%

%纳滤后测定产品成分"氨基葡萄糖含量

为
#*$#0

$灰分为
%*#10

$聚合度为
!

#

.

寡糖的含量提高到

/%*$10

$最终产品得率为
/%*#$0

%研究结果表明!在前期

超滤操作的基础上!对壳聚糖酶解液进一步进行纳滤操作!

能有效地提高产品中聚合度为
!

#

.

寡糖的含量!且膜分离

技术操作简单!是工业化纯化壳寡糖的理想工艺技术%本试

验选择截留分子质量为
1%%X>

的纳滤膜!可以有效去除氨

基葡萄糖!但对壳二糖去除作用不强!需进一步选择不同孔

径或材料的膜!提高产品中聚合度为
!

#

.

寡糖的含量%后

续将对壳寡糖在纳滤分离过程中的传质机理!不同分离条件

对寡糖分子微观结构的影响等作进一步探讨%
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