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摘 要
:
以 纤维素分析 滤纸 为载体

、

环氧氯 丙烷但PI )为 交联 活化

剂
、

亚氨 基二 乙 酸 (ID A )为 配基
、

铜 离子 为金 属 鳌合 离

子
,

可制得 C u Z+ 一 ID A 型固定化金属鳌合膜
。

实验表明
,

滤

纸先 用 4 m o F L 的 N aO H 浸润 45 rrll
n

,

再在 75 ℃水浴 中
活化反应 4S mi

n
,

所得亲和膜环氧基 密度 可达 3 97 卜m o F
C

耐
。

最佳配基偶联反应条件为
:

25 m g ID A /c 耐 膜
、

60 ℃
、

巧h 时 可获得对 c u 扮最大蚤合量
。

牛血清 白蛋由(B sA )等

温吸 附线基本符合 Lan g llU ir 形 式
,

经 曲 线拟合得 最大吸

附量为 59
.

52 m 留g 干膜
。

关键词
:

膜
,
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,
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等温 吸附

Ab str ac t : U s一n g e Ple h lo ro hyd rin (E PI)a s e ro s s lin k一n g a rld
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而连接上过渡态金属离子的载体可 以选择性地吸附

含咪哩基或琉基的肤或蛋 白质
,

而亲和力 的大小在

很大程度上由蛋白质分子表面咪哇基
、

琉基的稠密

程度所决定
。

另外
,

不 同金属离子对亲合力大小也有

一定 的影响
,

对 于分别鳌合有 C u 2+
、

Z n Z + 、

Ni
Z 十

、

Fe
Z + 、

F e 3+ 的 ID A 型亲和柱来说
,

C u 升一ID A 对蛋白质或氨基

酸的亲和 力最强 [41
。

因此
,

若将金属离子 固定于层析

介质上
,

则能制成金属鳌合亲和吸附剂
,

可用于纯化

蛋 白质等生物大分子物质
。

传统亲和介质多为凝胶
,

但凝胶颗粒易压缩变

形
,

蛋 白质在颗粒间扩散传质慢
,

分离操作只 能在低

流速下进行 [5] ,

这些缺陷限制 了其在实际应用中 的规

模和工作效率
。

近年来
,

人们结合亲和膜色谱特异性

高和膜技术分离快
、

处理量大的优点
,

研制成功了亲

和膜 [67 ] ,

使得大体积
、

低含量 的生物工程产 品的大规

模分离纯化成为可能
。

目前
,

用于生化分离的膜色谱

介质多数是将一般的过滤膜进行化学改性
,

连接所

需功能团进行分离
。

而商品膜受孔径大小
、

可活化基

团数量
、

膜强度的 限制
,

使制备不易根据需要进行控

制
,

从而限制 了在分离中的应用
。

有报道
,

以纤维素滤纸为材料制备 固定化金属

亲和膜用 于 C u / Z n 一S O D 等的分离
,

并取得了理想的

效果
。

本文在参考相关文献的基础上
,

以纤维素分析

一
麟姗翻

备 ID A 型金
眼撇

,

对其
潞碰

固定化金属鳌合亲和色谱 (IM A C )是用于分离纯

化生物大分子的有效方法之一
,

它具有鳌合介质制

备简单方便
,

吸附容量大
,

选择性及通用性较好
,

易于

再生等优点
,

是 由 Por at h 于 1 9 7 5 年引 人的 [l] ,

其根本

原理是在不同条件下配位键的形成和解离
。

蛋 白质表面的组氨酸
、

色氨酸
、

半胧氨酸这一类

电子供体可与过渡金属离子形成配位复合物 [23 ] ,

因
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1 材料与方法
1

.

1 材料与仪器

纤维素分析滤纸 杭州新华造纸厂 ; 环氧氯丙

烷 (E PI )
、

亚氨基二 乙酸 (ID A )
、

牛血清 白蛋 白

(B S A ) 上海试剂公司
; 乙二氨四乙酸二钠 (E D 」

,

A )
、

cu s0 4
·

S H户
、

N磷户
3

等 均为国产分析纯试剂
。

7 5 2 紫外光 栅分光光度计
,

U N IC 0 2 0 OO 可见分

光光度计
,

D S H Z 一 3 0 0 多用途水浴
J

恒温振荡器
,

电热

恒温水浴锅等
。
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1
.

2 实验方法

1
.

2
.

1 蛋白质浓度测定 紫外吸收法队
1

.

2
.

2 环氧基密度测定 硫代硫酸钠滴定法四 。

1
.

2
.

3 C u 2+ 一E D T A 测定 取少量赘合膜
,

干燥后绞

碎
,

用 O. 0 5 m ol / L E D T A 解析赘合的 C 矛
十 。

解析液离

心后
,

以 住 0 5 m ol / L E D T A 为空 白
,

于 7 4 On m 用标准

曲线法测定 C u 2+ 含量口
一

6,1 01 。

1
.

2 4 滤纸 的交联活化 将纤 维素分析滤纸放人
4 m o l/ L N a O H 中

,

经碱 溶胀 4 5 rn in 后
,

再 加人 s m L

E P I
、

s m L D M S O
,

放人 7 0℃水浴中反应 4 5 m in
。

将活

化后的膜用大最去离子水冲洗至无残余 的 E PI
,

并取

出少量测环氧基密度 []1 121
。

1
.

2. 5 配基偶联 称取 1
.

5 9 ID A
,

用 10 m L I
,

sm ol / L

N a ZC O 。

溶解
,

放人 lo 张活化好的膜
,

于 6 0 ℃反应

巧一 1 6 h
。

将偶联好配基的膜用去离子水洗至中性 l5] 。

1
.

2
.

6 C u Z

嗜篆合膜 将偶联有 ID A 的膜浸人 0
.

05 mo l/ 1

C u S O 、

溶液 中 [5l
,

2h 后取出水洗至无残余的 Cu气

1
.

2
.

7 B S A 等温吸附曲线 称取一定量 的干膜介

质 8 份
,

分别加人一定体积不 同浓度的 B S A 溶液
,

固

定于摇床
_

h
,

1 2 0 r / m in 吸附 2 11 后
,

测上清液 中 B S A

的浓度 C
’珍

,

并按下式计算平衡吸附量阮 ’习 :

Q
’
卜= (C

。,一C *
)V / C

式 中 Q
* :

平衡时膜对 B S A 的吸附量 (m g / g )
; C() :

B S A 的初始浓度 (m g / m L ) ; C * :

吸附平衡时上清液中

B S A 浓度 (m g / m L )
; V :

吸附溶液体积 (m L ) ; G :

膜介

质干重 (g )
。

以 C *

为横坐标
,

Q
*

为纵坐标绘制等温

吸附 曲线
。

2 结果与讨论

2
.

1 活化反应条件的确定

纤维素进行交联活化时
,

活化 剂环氧氯丙烷

(E PI )一般为过量
,

此时碱的浓度则成为影响此步反

应较为关键的 因素
。

纤维素与碱液相互作用可生成

碱纤维素
,

碱纤维素具有高度的反应性
,

可 以制备各

种纤维素衍生物
,

其交联活化的反应历程可 由下式

2
.

1
.

1 碱浓度的选择 每份取 IO 张滤纸
,

分别 用不

同浓度 的 N a 0 H 溶液 IO m L 进行溶胀 4 5 m in
,

再按
1 2. 4 中步骤进行活化反应

。

反应结束后
,

取出少量测

定环氧基密度
。

由 表 1 可知
,

当碱浓度较低时
,

膜 的环氧量少
,

制得膜结构很松散
,

随着碱浓度 的增大
,

纤维素溶胀

程度加深
,

使可发生衍生化的可及区域增多
。

浓度 为

4
.

0
、

5
,

Om ol / L 时
,

纤维素不仅可 以结合较多 的环氧

基
,

同时也具有一定的交联度
,

大大强化了膜的松散

网状结构 ; 当浓度达到 6. o m ol / L 时
,

由于碱的浓度过

高
,

使纤维素发生降解反应
,

环氧量大为降低
,

所以
,

选择 4. O m ol / L 作为活化反应的碱液浓度较为合适
。

图 l
、

图 2 分别为活化反应处理后的滤纸和 原滤

纸的扫描电镜图
。

从图 中可以看出
,

滤纸中有大量的

自 由纤维
,

结构散乱
,

而碱处理可以除去纤维中不均

匀 的短链部分
,

只剩下均匀粗大的纤维
,

再经过交联

活化后
,

纤维被共价键限制在 固定的位置上
,

大大强

化了其松散的 网状结构
,

且膜的孔径在 1 0 一 5O 林m 之

间
,

因此能够满足快速传质的要求 161 。

来表示 {城 ’
仁

l ) ¹ 一OH +

尸\ N a OH

—
~

~
¹

一 0 CH ZCH 一 CH Z

CICH ZC一 CH Z

\/
〔)

2 ) ¹ 一 0 CH ZCH 一 CH Z + ¹ 一N a

\ /

N a o H ¹
一 0 c H Ze H e H Z一。一 ¹

一一一一知 l

图 2 纤维素分析滤纸

2
.

1
.

2 活化反应温度的选择 取 7 份滤纸
,

分别加

人一定量 4. Om ol / L 的 N a 0 H 溶液
,

室温进行溶胀处

理 4 5 m in
,

再按 1
.

2- 4 中步骤分别在 30℃
、4 0 ℃

、 5 0℃
、

6 0 ℃
、7 0 ℃

、8 0 ℃
、 9 0℃的条件下进行活化反应

,

并测

定环氧基密度
。

从图 3 中可看出
,

随着温度升高
,

环氧量也在逐

渐增大
,

在 7 0 ℃附近达到最大值
,

当温度继续升高

夕叹厄丽石车爵舜薪
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4 0 5 0 6 0 7 0 8 0 90 10 0

温度 (℃ )

活化反应温度的选择

时
,

环氧量又快速下降
。

这是 因为温度刘
一

碱纤维的 自

动氧化降解有极大的影响四
,

2 0℃时较慢
,

从 4 0 一 5 0℃

起逐渐加快
,

温度过高
,

纤维素发生 降解反应
,

从而

使得环氧量大幅度降低
。

而纤维素发生交联反应也

需要在较高温的条件下进行
,

因此可选 7 0 ℃为 活化

反应的最佳温度
。

2
.

1 3 活化反应时间 的选择 于 7 0 ℃设置不 同的反

应时间
,

其他同上
。

由 图 4 可知
,

反应初期
,

随着反应

时间 的增加
,

膜 的环氧量逐渐增大
,

约 4 5 m in 时达到

最大值
,

此后随着时间 的进一步增加
,

环氧量反而降

低
。

这是因为随着时间的延长
,

碱纤维素被氧化降解

的量也在增加
,

从 而降低了纤维素的衍生化反应性
。

所以反应时间可选为 4 5 m in
。

3 5 0

一
O

‘

0 0 0
.

3 0 0 .6 0 0 月0 1
.

20

ID A (g )

图 5 ID A 用量 的选择

2- 2. 2 偶联反应温度的选择 取 7 份活化好 的膜
,

参照 1
.

2. 5 和 2- 2
.

1
,

在不 同的 温度下进行反应
,

考察

温度对配基偶联反应的影响
。

从 图 6 中可看出
,

}植着

温度的 升高
,

ID A 的结合量逐渐增大
,

60 ℃附近时达

到最大值
。

此后随着温度的继续升高
,

C u 卉鳌合的量有

下降趋势
,

当配基反应温度超过 9 0℃时
,

膜变浆糊状
,

这是因为 随着温度的增高
,

碱纤维素降解程度也在增

大
,

因此选 6 0℃作为配基偶联反应温度较为适合
。

6
.

5 0

5
.

5 0

4
.

5 0

百
4

·

0 0

「 八沮 l ‘ \
昌 3

,

0 0 卜 / 、
月 l / 、

丢 { / 、

塑2 00 {
一

/ \飞
娜 } / \

纂
‘

.

00
口 \气

. _

厘
0

·

00 半一曰一一二一

一
一一二匕

陌 0 2 0 4 0 6 0 SO IU0 12 U

3
.

5 0

�飞
‘/I otn乏�
十

飞口

n曰nUOO�、�O‘U气��、�准搜一
。日匕�戍
口曰

反应时间 (m in)

图 4 活化反应时间的选择

2. 2 酉己基偶联反应条件的确定

I D A 作为鳌合配基
,

在膜上的结合量直接关系

到对过渡态金属离子的赘合量
,

从而影响到对蛋 白

质的吸附
。

其中 I D A 的用量
、

反应时间和温度对 I D A

的结合量有很大的影 响
,

可通过比色法测定结合的

C u 2+ 量
,

间接地观察 I D A 在膜上的结合量
[21 。

2
.

2
.

1 I D A 用量的选择 分别称取一定量的 I D A
,

按
1

.

2 5 方法进行配基偶联反应
。

反应结束后将膜取出

并水洗至中性
,

再放人 o. O 5 m ol / L C u S 0 4
中浸泡 Z h

,

水洗至无残余的 C u 2+
。

取少量测定 C u 2+ 的量
,

方法如

1
.

2
.

4 。

由 图 5 可知
,

C u Z +

鳌合量随着 ID A 用量的增加而

增加
,

对
一

于 5 张活化好的膜
,

当 I D A 用量为 0. 8 0 9 时
,

C u 2+ 赘合量达最大值
,

此后趋于平缓
,

即 I D A 用量为

2 5 m g I D A / e m Z

膜
。

10 2 0 3 0 4 0 5 0 6 0 7 0 8 0 9 0 10 0

温度 (℃ )

图 6 配基反应温度 的选择

2. 2. 3 偶联反应 时间 的选择 于 6 0 ℃设定不同反应

时
一

间
,

其他同 2. 2. 2 ,

考察时间对配基偶联反应 的影

响
。

图 7 表明
,

随着反应时 间 的延长
,

C u Z十

赘合量增

大
,

当反应进行到 15 h 时
一 , C u Z +

鳌合量基本趋于平稳
,

因此可选择 15 h 作为配基偶联反应时间
。

6
.

5 0 厂

4
一

5 0

0 4 8 12 16 2 0 24

反应时间 (h)

图 7 配基反应时间的影响

2. 3 B SA 等温吸附线

称取一定量鳌合有 C u 升的干膜介质
,

共 8 份
,

分

别加人 4 m L 一定浓度的 B S A 溶液
,

于 25 ℃水浴中
,

1 2 OI/ m in
,

等温吸附 4 h
。

按 1
.

2
.

8 中方法绘制 B S A 等

温吸附线
,

如 图 8 所示
。

巨丽弓库系石丽 刃
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.
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图 8 BSA 等温吸附曲线

由等温吸附线可看 出
,

C u 2+ 鳌合膜介质对 B S A

的平衡吸附量 Q
*

随着平衡时溶液中游离 B S A 浓度

C *
的增加而增加

,

Q
*

增加的速度随着 C *

的增大减

慢
,

并趋向吸附最大值
。

此膜介质对 B S A 的等温吸附

线基本符合 Lan g m ui
r

形式
,

经曲线拟合可知最大吸

附容量 Q
m

为 59
.

5 2 m g /g 干介质
。

3 结论
以纤维素分析滤纸作为亲和膜介质

,

通过碱处

理
、

环氧活化
、

配基偶联
、

金属离子鳌合
,

可制成 ID A

型金属离子赘合膜
。

此法制得的膜孔径较大
,

通透性

好
,

对蛋 白质的 吸附容量较高
,

使大规模
、

快速地分

离生物大分子物质成为可能
。
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美 国 科 学家 发 明 了 一种 利 用 乳 品 副 产 品

保存 新鲜食 品 的新 方法
,

这 一 发 现将 为食 品 工

业节 约 资金
,

并减 少包 装损 耗
。

加州 大 学食 品

科 学家 J O 匕n K r o c h t a 已发 明 一 种 用 乳 品 副

产 品 乳 清生 产 的 可食用 食 品 外衣
,

他认为这种

既 可 以提供 光 滑 外衣
、

又 可 以 提供 轻 薄
、

象 塑

料 一样外衣 的保护层 能 用 于 帮助 各 种 食 品抗

损坏
,

减 少 需 要 的 包 装 数 量
,

实 现 了 目前 被 丢

弃或低价处 理 的副产 品 的 有效再利 用
。

J o h n K价。 c h t a 认为他 的 可 食用 乳 清 外

衣 能 用 于 覆 盖 坚果
,

保证其 在 包 装 中的新 鲜

度
,

还 能 防 止 巧 克 力条 中的 坚果腐 臭
。

这种包

装 材 料 的其 他 用 途还包 括覆 盖 易 碎食 品如 早

餐谷 物食 品
、

密 封 食 品 如 三 文 鱼 或 火 鸡 肉 片

等
,

起到抗菌效果
。

(中 国食品 网 )

俄 罗斯 利 用 葡 萄 汁加 工 或 酿 造 葡 萄 酒

后 的产 物 葡萄 渣提取食 用 纤 维
,

产 品含 多聚

糖
、

木质 素
、

含氮 物 质
,

性 能 接近于小 麦麦扶

食用 纤维
,

可广 泛应 用 于饮料 与 糕 点 生 产
。

提取食 用 纤维 工艺 是将种 子分离 后
,

用

3 种 方 法 处 理
:
(1) 用 9 6 oC 热 水

,

用 水 率

1 0 %
,

分 别 经 3 0
、

6 0
、

9 0
、

1 2 0 分钟
,

过滤 并

烘 干食 用 纤 维 ; (2 ) 用 1
.

7 %的硫 酸水溶 液
,

按 ( 1 ) 法 处 理 后
,

用 氢 氧 化 钠 中 和 到

p H S
.

5
,

用 水冲 洗
,

过滤 烘干 ; (3 )用 2 %氢 氧

化钠 水 溶液
,

9 6 oC 热 水
,

用 水率 1 0 %
,

经 6 0

分钟
,

冷却
,

冲 洗
,

再 用 2 %盐 酸 溶 液 中和 食

用 纤维
,

用 水冲洗过滤烘 干
。

制得 的食 用 纤

维达 7 5 %左 右
。

(中 国 食品 产业 网 )
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