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摘要 以含 �
�

��  登氮钠的蒸馏水为流动相
,

宽分布 ��
�
和 � �� 葡聚糖为标样

,

用水相凝胶色谱法�� � � �� 测定了从

铬革渣中按不同条件提取的耽原蛋白的分子量及分子量分布
。

在实验中设定的反应时间和介质的 �� 值范围内胶

原蛋白的数均分子量 �丽�� 均低于 � � � �
,

分子量分布较宽�� , 丽� �丽 � � �
�

�� 一 �
�

�� �
。

关性词 铬革渣
,

分子量
,

凝胶色谱
。

从铬革渣中提取蛋 白质 �主要是胶原蛋

白�
,

加工成饲料蛋白粉
,

用作禽畜配合饲料的动

物蛋白质添加剂
,

已引起了广泛的兴趣
,

各种提

取方法及营养学研究屡见报道 �� 一 �〕,

但对提取过

程中蛋白质发生的变化却未引起足够的重视
,

而

这些变化对于深入进行营养学和毒理学研究是

极为重要的
。

在我们的系列报道中
,

前文川着重

提供了在碱性介质中从铬革渣中提取胶原蛋白

过程中出现氨基酸的条件
,

本文则报道采用水相

凝胶色谱法测定在不同提取条件下蛋白质分子

量及分子量分布的变化
。

� 材料与方法

�
�

� 仪器

经改装的水相凝胶色谱仪
,

由贮液槽
、

蠕动

泵
、

有机玻璃色谱柱
、

示差折光检测器
、

记录仪组

成
。

�
�

� 测定条件

色谱 柱
�

琼 脂 糖 凝 胶 � � ��� �� ��  ! �

��
,

�� � � � �血公司出品 �
, �� � � �  � �

。

流动相
�

含 �
�

��  叠氮钠的蒸馏水

流速
�
�

�

� � �� � ��

温度
�

室温

进样形式
�

流体动力注入

进样量
�
�� �� �

浓度检测器
�

示差折光仪

�
�

� 标样

��
� �� �  � �。和 � � 。

�� � � �� � ��� 公司出品�
。

配

制成 �写浓度
。

�
�

� 样品

��  反应时间 � 份 � �� 铬革渣 �干基 �
、

� � �� �水和 �
�

�� � � � 于 � � � � �三角瓶中
,

在 �
�

�

�� � � �
,

压力下分别反应 �
、

�
、

� �
、

��
、

� � 和 � � �
,

乘热过滤
,

滤液用 �� �� � � � �� 中和后减压蒸发

浓缩至干
,

� 个样品分别编号为 �
一

�
、

�一 �
、

�一 �
、

�
�

�
、

�
一

� 和 �一 �
。

�� � � � � 用量 � 份 � � � 铬革渣 �干基 �
,

� � � � �水
,

各加 �
�

�
、

�
�

�
、

�
�

�
、

�
�

�
、

�
�

� 和 �
�

��

� � � ,

于 � � �� �三角瓶中
,

在 �
�

� � � � ��
,

压力下反

应 ��
,

同上处理后
,

� 个样品分别编号为 � 一 �
、

� �

�
、

� 一 �
、

�
一

�
、

� 一� 和 � 一� �其中 �一 � 与 �
一

� 同�
。

以上样品
,

均配制成 � �浓度
。

� � 谱图处理及计算

将测定得到的凝胶色谱图以 �
�

��� 保留体

积为间隔
,

分别用游标卡尺测定其峰高值
,

然后

用 � � �� � 语言编写的程序在 �� � � �
�

��
一 � � � �

型可编程序计算器上进行谱图面积归一化处理
,

并按标定后各保留体积上对应的分子量计算 丽五

�� � � 年 � 月 � � 日收到修改稿
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和 丽� 及分布系数 � ,

再利用计算器的作图功

能
,

画出归一化谱图积分曲线
。

� 结果与讨论

�� � 分子量的标定�� 

依据葡聚糖 ��
。

和 � �。

生产厂家提供的分子

量分布曲线
,

标定色谱柱的分子量分离范围
。

在归一化处理后的葡聚糖标样凝胶色谱图

中
,

由每一级浓度积分值
,

分别从葡聚糖分子量

分布曲线上得到相应的分子量值
,

并将其绘成

���
一

� � 图 �图 � �
。

如图所示
,

分子量大于 � �
,

� � �

时
, � �。的各测定点呈线性关系

,

而分子 量 在

�
,

� � �一 � �
, � � � 范围内

, � �。

的各点也呈线性关

系
,

分子量在 �
,

� �� 以 下的部分
,

可 由 ��
。

的

分子链上的侧梭基交联川
。

在热的碱性介质中的

反应相当复杂
,

一方面是交联键的断裂和三价铬

从胶原蛋白分子链上解离 �称之为脱揉 �
,

并形成

�� �� � �
�

沉淀
,

另一方面是胶原蛋 白分子的变性

和链的降解
。

胶原蛋白是由 � 条肤链结合形成的

分子链川
,

受热或碱性作用均会打开次级键
。

发

生变性
,

变性后的胶原肤链更易于降解
。

表 � 的

数据表明
,

铬革渣在热碱性介质中反应 ��
,

所得

蛋白质的数均分子量就降到 � � � � 以下
。

皮胶原

蛋白的分子量一般在 �� 一 �� 万之 间川
,

而铬革

渣在热碱性介质中反应 ��
,

所得蛋白的分子量

表 � 反应时间与分子� 的关系

样品号 反应时间��� 丽� 丽� �

�� �
�

定
。

�
。

�

� � 曲线的相应测定点及其连线的延长线标

印 �� �

� � � �

� � � �

� � � �

� � �  

� �  !

� � �

� � � � �

� �  � �

� � �  

� � � �

� �� � �

�� �� �

�
�

� �

�
�

� �

�
�

� �

� ��

�
�

��

�
�

� �

�任���乙内�八曰‘组

��山��弓‘夕

���山六污�
月

白���一一�一一�
������‘������

�� �
�

� �
叨 ��
� ��

�

�

从�
�

�

� �
�

�

��
�

�

如此之低
,

一方面是生皮在浸碱脱毛时已发生了

蛋白质分子的部分降解
,

在铬棘时
,

又遭受酸的

作用
,

会继续发生部分降解
�
另一方面

,

就脱靴反

八����丹��朽
��

��趁

���咨一��弓」����������

� 改 � 皿 � 月

� �  � �� � � � � � �

图 � � , 。和 � � 。�� �
一、‘c 图

反应时间与分子量的关系

铬革渣是含有蛋白质 (主要是胶原蛋白)
、

脂

肪
、

碳水化合物
、

三价铬及其它杂质的复杂体系
。

三价铬以双核
、

三核或多核铬络离子将胶原蛋白

琳出体积(m l)

图 2 1一 1 样品的 W pG c 图

丽n二 2 0 5 2 丽w = 16576 己= 8
.
3 5

应而言
,

肤链上结合 cr ( 一 )的部位
,

即是反应介

质中的 o H
一
进攻点

,

当 Cr (l )从肤链上脱落
,

这

个部位的肤键也就容易断开
,

发生 了肤链的降

解
,

此外
,

脱落的 Cr ( 11 )或其络离子
,

或许对肤
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链的水解有催化作用
。

表 1数据表明
,

数均分子量 (丽n) 随反应时

间延长而逐渐增大
,

而重均分子量(丽w )则先是

减小
,

后又增大
。

从图 2 的峰形来看
,

可以发现一

个呈双峰状态的主峰和一个呈拖尾肩峰状态的

小峰
。

随反应时间的延长
,

主峰的双峰由前一个

峰高于后一个峰
,

转化为后一个峰超过前一个峰

(图 3)
,

表明分子量呈逐步降低趋势
。

拖尾肩峰

则随反应时间的延长而逐渐变小
、

消失 (图 3)
,

然后又再度出现
、

增大 (图 4)
,

而此时主峰已变

矮
,

说明由主峰部分的蛋白质继续水解成小肤的

肩峰
。 _

解分子
,

没有达到降解成氨基酸的程度
,

当延长

反应时间
,

则这些较小的分子便开始逐步水解为

游离氨基酸
‘

止一
.
- - 一上一一

-
一山一- -

,

一‘一一一- 一七一一一一一‘

30 40 50 60 70 即

琳出仕积(m l)

2() 30 40 50 60

琳出体积(m l)

图 4 2一5 样品的 W P o e 图

丽n 二3 12 1 众w = 17146 d= 5
.
31

2
·

4

0

0 用量与分子量的关系

Ca o 是提取反应中的碱化剂
,

既起脱裸作

用
,

使脱落的 e
r(l )形成 e

r(o H )
:
沉淀

,

从而与

溶解在介质中的蛋白质易于分离
,

同时又促使蛋

白质降解
,

若反应时间长或碱性强
,

使小肤水解

为游离氨基酸
。

ca

o 在水中的溶解度只有 0
.
18 %

,

而且颗

粒大小也直接影响到溶解度
,

因此
,

使用 ca o 作

碱化剂
,

在反应体系中总是过量的
。

在铬革渣的

反应过程中
,

体系起始 pH 值是恒定的
,

即 ca o

溶解达到饱和
,

随着反应的进行
,

体系中 o H
一
浓

度降低
,

又有少量 C
ao 继续溶解

,

因此反应结束

时
,

体系的 pH 值随 Ca o 用量增加而升高 (表 2)
。

表 2 Ca o 用t 与分子t 的关系

样品号 Ca o (g) 反应前 PH 反应后 PH 丽n 丽w 止

2 6 0 1 1 39 1 2

3 79 0 1 7 02 0

2 7 3 3 1 55 4 8

18 1 7 1 09 5 1

3 2 8 2 1 19 5 4

2 5 2 1 9 4 0 8

5
.
3 5

4
。

4 9

5

.

6 9

6

。

0 3

3 6 4

3

.

7 3

伪J内J甲口

…
O口O口OJ�1112

,
1
1

一.
1

,口Uq口ddgUQ勺曰
..1,1月
.
.峨吐上目
J
11

n

g‘J兮拓b�乙n�11, l‘卫
.
1且1上0‘,上,‘dQJ勺�勺几七公么2-2-冬2-

图 3 1一3 样品的 W p G c 图

丽n= 2 6 2 8 丽w ~ 8 372 己= 3
.
19

2
.
3 反应时间与分子量分布的关系

由于在蛋白质提取过程中发生了分子的降

解
,

所以分子量的分布度 d 表现出 比较宽的范

围
。

表 1 中列出的岔值
,

先呈降低趋势
,

然后再增

大
。

l

一

1 样品的 d达到了 8
.
35

,

从图 2 可见
,

谱峰

从 ve 26 m l一直延续到 82 m l
,

而图 3 的样品谱峰

则从 ve 28 ml 到 66 ml
,

这与 d 值的变化趋势是相

吻合的
。

可见
,

1
一
1 样品除了分子量较大部分 (主

峰)的分布较宽外
,

还有相当数量的较低分子量

部分
,

因此总的分子量分布很宽
。

这种情况
,

也正

好说明了在 l
一

1 的反应时间还仅出现较小的降 反应介质的 PH 值是决定提取蛋白质的分
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子量的一个重要因素
,

从表 2 中列出的重均分子

量(M w )数据来看
,

除了 2
一
1 样品外

,

其余大体上

是随着反应 pH 值的升高分子量逐渐降低
,

2
一
6

样品的 丽w 几乎比 2
一
2 样品的 丽w 低一半

。

各样

品的 丽
n
均在 4000 以下

。

当 Ca o 用量超过 1
.
29

(为 干铬革渣 6% )
,

样 品 中就 出现游 离氨基

酸川
,

因此
,

在此反应温度下
,

只要 Ca o 用量不高

于干铬革渣的 6%
,

所得产品既不会含有游离氨

基酸
,

分子量也没有出现太大的波动
。

2. 5 C
a

O 用量与分子量分布的关系

从表 2 的 d 值来看
,

C
a

o 用量增加
,

即反应

介质的 pH 值升高
,

对分子量分布呈无规律性变

化
,

只是由于反应体系的碱性变大(样品 2一 5 和

2一
6)

,

使小肤更多地被水解成游离氨基酸
。

从图

5( 样品 2
一

l) 和图 6( 样品 2
一

5) 的对比可见
,

2
一
1 样

品谱图的拖尾峰较高较宽
,

而 2
一
5 样品图谱的拖

尾峰较矮较窄
。

单从分散度 d 的数据来看
,

前者

为 5
.
35

,

后者为 3
.
64

,

似乎后者的分子量分布比

前者窄得多
,

实际上
,

由图可见
,

大肤部分(主峰)

的峰宽无明显差别
,

即分子量分布变化不大
,

造

成 2
一

5 样品 d值变小的是小肤部分大量水解成

游离氨基酸造成的
。

4 0 5(} 6 0

淋出体积(m J)

70 80

图 6 2一5 样品的 w P G C 图

丽n ~ 3282 丽w = 1 19 5 4 d一 3
.
6 4

综上所述
,

从所研究的样品来看
,

具有 2 个

共同点
,

¹ 分子量低
;
º 分子量分布相当宽

。

这 2

个特点
,

是饲料胶原蛋白粉产品的蛋白质消化率

(猪 )高达 84 % 以上阁的一个重要因素
。

众所周知
,

用凝胶色谱法来测定高分子化合

物的分子量是不太准确的
,

从表 1和表 2 的数据

也可看出缺乏规律性
,

但由于该方法快捷
,

在对

比试验中还不失为一种有用的方法
,

尤其是有色

谱图帮助对数据进行深入的分析
,

所以是蛋白质

分子量研究中的一种常用方法
。

3()
4 0 冈

淋 出体积

“

色
气n 】l)

7 0 8 0

图 5 2一 l 样品的 W p G C 图

丽n 一 2 6 0 1 丽w = 139 12 d一 5
.
3 5
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