
%&'($)#" 现代化工 第 !" 卷第 #$ 期

*+,&-. /0&12'345.,678-9 $)#" 年 #$ 月

科科科科科科科科科科科科科科研研研研研研研研研研研研研研与与与与与与与与与与与与与与开开开开开开开开开开开开开开发发发发发发发发发发发发发发

聚合度 99M9G 大环糊精的分离
杨A成#

!刘书磊#

!王水兴$

$

!#(南昌大学环境与化学工程学院"江西 南昌 !!))!#$

$(南昌大学 中德联合研究院"江西 南昌 !!))"R#

摘要!利用
!

C糖基转移酶催化玉米淀粉制备了纯度约为 "@Z的大环糊精# 同时利用F2+Ca&4DC"%J2.&""; W:)

'

1&柱层

析对大环糊精进行初步分离"通过硅胶%$)) W!)) 目&柱层析进一步分离"用薄层色谱法和高效液相法对分离液进行鉴别和纯

度分析"分别得到纯度为 :$["Z':)[$Z'Q@[RZ'Q"[;Z'Q;[!Z的 ##C#; 单一聚合度大环糊精#

关键词!大环糊精$分离$柱层析
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AA大环糊精是 : 个及以上的 OC% k&C吡喃葡萄

糖通过
!

C#"" 糖苷键连接而成的环状麦芽多聚糖

的总称"由 "C

!

C糖基转移酶作用于直链淀粉产生"

J-&6,&.^&-H%#:"Q&首次发现并报道(#)

# 近年来"陆

续发现了聚合度%%&H-&&+ID+491&-2V382+."%D&从 :

到几百的大环糊精"并对其制备'分离'结构和功能'

应用等方面进行了研究($ C;)

#

大环糊精在水中的溶解度均很高"大部分溶解

度都在 #)) HY#)) 1_以上"但是也有少部分大环糊

精的溶解度偏低"如 /%

:

'/%

#)

'/%

#"

'/%

$@

"他们的

溶解度分别为 Q[#:'$[Q$'$[!)'$$[" HY#)) 1_

@)

#

因此"在大环糊精的制备'分离过程中"很难通过结

晶的方法获得大量的大环糊精"尤其很难分离得到

单一聚合度的大环糊精# 另外"由于大环糊精结构

非常相近"利用有机溶剂也不能将其单一聚合度的

大环糊精分开# 近年来研究发现"可利用薄层色

谱(R CQ)

'高效液相色谱(:)

'高效阴离子交换色

谱(#) C#$)和毛细管电泳(#!)分离得到大环糊精"但分

离量非常有限"不能满足对大环糊精日益增长的需

求# 如 *2'03&4等#")利用颗粒度分别是 ")

'

1和

"R

'

1的聚丙烯酰胺凝胶将聚合度低于 @) 的低聚

糖分离开来"使用的是低于 ")) 目的 F2+Ca&4DC"

和 DC@ 凝胶"洗脱过程是在 @)X下以水为流动相进

行的"该方法虽然不能分离得到单一聚合度的大环

糊精"但对大环糊精的分离提供了有力的依据# 笔

者采用聚丙烯酰胺凝胶柱和硅胶柱对大环糊精进行

分离#

9:材料与仪器

9=9:实验材料与试剂

正丁醇'冰乙酸'浓硫酸%均为分析纯&"天津市

永大化学试剂有限公司生产$乙腈'甲醇 %均为

UD_/级&"天津市永大化学试剂有限公司生产$蒽

酮%分析纯&"上海试剂三厂生产#

)[$$

'

1微孔滤膜"上海市新亚净化器件厂生

产$大孔柱层析硅胶%$)) W!)) 目&'硅胶板a"青岛

海洋化工厂分厂生产$F2+Ca&4DC" %J2.&""; W

:)

'

1&"F2+E3,公司生产#

*";*
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9=>:实验仪器设备

层析柱 ! 根 %$) '1w#[$ '12[,['R) '1w

#[$ '12[,['#)) '1w#[$ '12[,[&"上海厦美生化

发展有限公司生产$F<mC自动部分收集器'U_C$ 恒

流泵"上海沪西分析仪器厂有限公司生产$超纯水净

化系统"BP6&42M; 型"*2442L+-公司生产$旋转蒸发

仪"上海亚荣生化仪器厂生产$UFC

,

B循环水式多

用真空泵"郑州长城科工贸有限公司生产$%mCQQ

电热恒温真空干燥箱"上海跃进医疗器械厂生产$高

效液相系统"#$))) 型"BH24&.8公司生产$?'42L7&

b%FC/#Q 柱%;

'

1$"[@ 11w$;) 112[,[&'<L0&-K

27+-̂iU

$

柱%;

'

1$"[@ 11w$;) 112[,[&"大连依

利特科学仪器有限公司生产#

>:实验方法

>=9:大环糊精的制备

在
!

C糖基转移酶的作用下催化玉米淀粉反应"

用酶量 $)[Q eYH淀粉"在 !R[;X下反应 #)[! 0"反

应结束沸水浴 $) 12.终止反应"冷却至室温后加入

一定量
#

C淀粉酶和普鲁兰酶除去未反应的淀粉"

;)X反应 ; 0后沸水浴 $) 12.终止反应"@ ))) H离

心 $) 12.去除沉淀# 将上清液旋转蒸发浓缩至适

当体积后"向反应液中加入 ; 倍体积的无水乙醇"

"X静置过夜"@ ))) H离心力离心 $) 12."收集沉

淀"之后将沉淀用少量无水乙醇洗涤 $ 遍并离心"真

空干燥"即得大环糊精粗品#

>=>:聚丙烯酰胺凝胶柱层析

F2+Ca&4H&47是由丙烯酰胺单体和 5"5|C亚甲

基双丙烯酰胺在催化剂的作用下聚合形成的多孔凝

胶"对于有一定大小差异的分子有很好的分离效果#

凝胶柱的制备按照*2'03&4c+.&的方法(#;)

# 称取一

定量的F2+Ca&4DC" 凝胶于三角瓶中"用超纯水将

其悬浮室温溶胀 Q 0"将上层悬浮的极细颗粒倒掉"

加入适量超纯水"静置"倾倒"如此反复数次"直到没

有悬浮的极细颗粒为止# 将凝胶悬液真空脱气

$) 12."之后用自动沉降法装柱到所需的高度# 装

柱完毕接上恒流泵在一定流速下平衡 #$ 0# 层析柱

为 #)) '1w#[$ '12[,['R) '1w#[$ '12[,[各 #

根串连"凝胶装填高度分别为 :; '1和 @; '1"总有

效柱高为 #@) '1"$ 根凝胶柱之间用长 $) '1的细

管连接#

称取一定量的大环糊精粗品溶于超纯水"配制

成 )[$ HY1_水溶液"用 )[$$

'

1的混合纤维素酯微

孔滤膜过滤# 取 $))

'

_大环糊精溶液上样"恒流泵

控制流速为 )[# 1_Y12."超纯水为流动相在室温下

洗脱"采用部分收集器每 ; 12. 收集 # 管"用 )[$Z

的蒽酮C浓硫酸试剂确定收集的起始点和终点# 收

集结束后用高效液相色谱分析分离效果#

>=?:硅胶柱层析分离

称取适量柱层析硅胶于烧杯中"加入适量流动

相与硅胶充分搅拌均匀"之后用超声波进行 #) 12.

脱气处理并不断搅拌"将处理完毕的硅胶悬浮液用

自然沉降法进行湿法装柱"层析柱为 $) '1w

#[$ '12[,["有效柱高为 #Q '1#

量取经蒽酮C浓硫酸法测得的聚合度 ##C#; 的

大环糊精水溶液 )[# H"旋转蒸发至适当体积后加入

)[! H柱层析硅胶"继续旋转蒸发至恒重# 称取

)[# H处理过的样品用适量流动相悬浮后上样# 以

@%正丁醇&q@%冰乙酸&q@%水& l;q;q!为流动相"

恒流泵控制流速为 )[#$ 1_Y12."在室温下进行洗

脱"采用部分收集器每 ; 12. 收集 # 管"利用收集液

点硅胶板显色确定收集的起始点和终点# 收集结束

后用高效液相色谱分析分离效果#

>=@:分离效果的检测

分别用薄层色谱法和高效液相法对柱层析收集

液进行鉴别和纯度分析"以期找到聚合度 ##C#; 的

单一聚合度大环糊精#

薄层色谱法的操作条件如下!以 @%正丁醇&q

@%冰乙酸&q@%水& l;q;q!为展开剂"@%浓硫酸&q

@%甲醇& l#q#为显色剂"展开 ! 次后喷雾显色"

#!)X烘烤 ; 12.#

高效液相色谱法的操作条件如下! BH24&.8

a#!@$B示差折光检测器%E5%&"?'42L7&b%FC/#Q

柱%;

'

1$"[@ 11w#;) 112[,[&与 <L0&-27+-̂iU

$

柱%;

'

1$"[@ 11w$;) 112[,[&通过 " '1的细管

串联"柱温为 !)X"以 @%乙腈&q@%水& l@)q") 为

流动相"上样量为 $)

'

_"流速为 # 1_Y12.#

?:结果分析

?=9:大环糊精粗品

反应液经
#

C淀粉酶和普鲁兰酶消化处理后呈

微黄色"煮沸离心之后可除去大部分变性蛋白"向浓

缩液中加入 ; 倍体积的无水乙醇后即出现少量沉

淀"在 "X低温下沉淀进一步增加"过夜离心"将洗

涤 $ 遍%以除去大环糊精中的水分"便于真空干燥&

后的沉淀真空干燥即得大环糊精粗品"呈微黄色"经

称重后计算得大环糊精的回收率约为 "@Z#

用高效液相法对大环糊精产品进行分析"结果

*;;*
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显示该产品中
#

C环糊精含量最高"从
$

C环糊精开

始随着聚合度的增加其含量逐渐降低"结果如图 #

所示#

图 #A大环糊精产物和
#

C环糊精标准品的

UD_/图谱

?=>:聚丙烯酰胺凝胶柱层析

将分离收集到的洗脱液进行真空浓缩"浓缩至

一定浓度后用 UD_/分析其纯度"分离效果如表 #

AAAAAAA

表 9:大环糊精的纯度

大环糊精 /%## /%#$ /%#! /%#" /%#;

纯度YZ R#[) @Q[! @@[: @@[# @@[;

%3&/%## %^&/%#$

%'&/%#! %,&/%#"

%&&/%#; %I&

图 $AUD_/检测F2+Ca&4DC" 柱分离效果

$3W&%及=_/检测F2+Ca&4DC" 柱分离效果$I%

所示"UD_/的分析图如图 $ 所示# 由表 # 可以看

出"随着聚合度的变大"环糊精的纯度呈下降的趋

势"这主要是由于聚合度较小的环糊精在分离过程

中走过了更长的路径"使得其能够得到更好的分离$

而高聚合度的环糊精则由于所经过的路径较短"分

离效果也有所下降#

?=?:硅胶柱层析分离

将收集到的洗脱液真空干燥"再用适量蒸馏水

溶解 %柱层析流动相影响 UD_/分析&"之后用

UD_/分析其纯度"分离效果如表 $ 所示"UD_/的

分析图图 ! 所示# 由表 $ 可以看出"随着聚合度的

变大"环糊精的纯度呈下降的趋势"主要是由于聚合

度大的环糊精极性更高"需要更长的分离时间"这就

容易造成拖尾而影响分离效果#

表 >:大环糊精的纯度

大环糊精 /%## /%#$ /%#! /%#" /%#;

纯度YZ :$[" :)[$ Q@[R Q"[; Q;[!

%3&/%## %^&/%#$

%'&/%#! %,&/%#"

%&&/%#; %I&

图 !AUD_/检测硅胶柱分离效果图$3W&%及

=_/检测硅胶柱分离效果图$I%

*@;*
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@:结论

在大环糊精制备过程中"采用沸水浴灭活"离心

除蛋白"; 倍体积乙醇沉淀"经真空干燥后制得大环

糊精粗品"其回收率约为 "@Z"其产率低的主要原

因是由于大环糊精的溶解度高"同时加入乙醇后溶

液体积较大所致#

用一根有效柱高为 #@) '1w#[$ '12[,[的

F2+Ca&4DC" 柱分离可得到纯度 @@Z WR#Z的大环

糊精单体%%D##C#;&"由于聚丙烯酰胺凝胶柱层析

属于排阻层析"当样品经过凝胶时小分子所走的路

径更长"后被洗脱出来"大分子先被洗脱出来"并且

随着大环糊精聚合度的增大其相对分子质量也增

大"所以聚合度低的环糊精得到更好的分离# 而聚

合度高的环糊精所经过的路程较短"分离效果也下

降# 另外"由于 #[$ '1的柱子较细"其壁效应比较

明显"这在一定程度上影响了分离效果"$ 根柱子之

间的细管在一定程度上也会降低分离效果# 用一根

#Q '1w#[$ '1 2[,[的硅胶柱分离可得到纯度

Q"Z W:$Z的大环糊精单体%%D##C#;&"使用硅胶

作为层析填料"根据物质在硅胶上吸附能力不同而

得到分离"一般情况下极性大的物质更容易被吸附"

后被洗脱下来"而极性小的物质不易被吸附"则先被

洗脱下来"但由于聚合度大的环糊精极性高"在分离

时容易造成拖尾而影响分离效果"这使得聚合度越

大的环糊精分离效果越差# 另外"由于相邻聚合度

环糊精之间仅相差 # 个葡萄糖残基"而这相对于聚

合度o#) 的环糊精来说影响不足总量的 #)Z"同时

随着聚合度的增大"相邻聚合度环糊精之间的极性

相差逐渐变小"这也是造成高聚合度环糊精更难分

开的原因"如果降低流动相极性会提高分离效果"但

是考虑到大环糊精在酸性溶液中的半衰期较短"若

能将乙酸用其他试剂代替更好#
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浙江力普被认定为专利示范企业

AA浙江力普粉碎设备有限公司立足自身拥有的粉碎

设备特色技术优势"开发出行业领先的纳米碳酸钙分

散粉碎生产线# 该公司日前被绍兴市科技局'经信委

认定为+$)#" 年绍兴市专利示范企业,"有效期 ! 年#

其开发的纳米级碳酸钙粉碎成套生产线能耗低'噪声

小"产出的纳米碳酸钙的粒径分布均匀"核心技术已申

请 R 项国家专利保护# 整条生产线集粉碎'分级'集

料'除尘于一体"处于封闭状态下完成"不会产生粉尘

污染"清洁环保"实现纳米钙的规模化生产"使碳酸钙产

业向纳米级转型升级提供了技术装备支撑# !吴红富#

*R;*


