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摘要: 探索了用稀碱 -酶解法从鲨鱼软骨中提取硫酸软骨素的生产工艺 ,通过实验确定了酶

解的温度、酸度和加酶量的范围 ,并对提取液温度、盐解液温度等重要参数作了研究 ,最后确

定了稀碱 -酶解法的工艺路线 ,为工业化生产提供了依据 .
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近年来 ,海洋生物作为新的药用资源日渐受到重视 .海洋生物具有众多生物活性物质 ,

为利用它研制和开发保健食品提供了有利条件 [1 ] .研究发现 ,从鲨鱼软骨中提取的硫酸软骨

素 ,对许多疾病有很好疗效 ,有很高的开发利用价值
[2～ 7 ]

.因此 ,在我国进行鲨鱼硫酸软骨素

的开发和应用研究 ,有效利用鲨鱼软骨资源 ,生产高附加值产品 ,提高我国鲨鱼硫酸软骨素

的生产技术水平 ,使鲨鱼软骨的加工向深度发展 ,既有学术价值又有实际意义 .国内一些工

厂已开始生产鲨鱼硫酸软骨素 ,但目前尚存在着质量不稳定、产品得率低等问题 .因此 ,如何

提高鲨鱼硫酸软骨素工业化生产中产品的得率、优化现有工艺、降低生产成本 ,已引起工业

界的广泛重视 .作者通过实验着重对生产工艺进行了探讨 .

1　实验器材

1. 1　材料

洁净鲨鱼软骨 ,购自浙江玉环生物制品厂 .

1. 2　试剂

氢氧化钠和盐酸 (均为分析纯 ) ;氯化钠和乙酸钠 (均为化学纯 ) ;工业酒精 (质量分数为

95% );颗粒状活性碳 (江苏溧阳活性碳联合工厂生产 ) ;酶制剂 (上海生化试剂公司生产 ) .

1. 3　仪器

电热恒温水浴锅　上海医疗器械五厂制 ; ZD-2型 pH计　上海雷磁仪器厂制 ; 721分光

光度计　上海第三分析仪器厂制 ; 干燥箱　上海市实验仪器厂制 .
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2　稀酸 -酶解法制取硫酸软骨素

2. 1　工艺路线

鲨鱼软骨
提取

NaOH
提取液

酶解

pH8. 8～ 9. 0, 53～ 54℃
酶解液

吸附

活性白陶土 , pH6～ 7
滤液

沉淀

乙醇
沉淀物

干燥

60～ 65℃
成品硫酸软骨素

1)提取: 取洁白碎鲨鱼软骨 ,加 6倍量 2%的 NaOH,至室温 .搅拌提取 4 h,过滤 ,滤渣再

以 2倍量 2%的 NaOH提取 24 h,过滤 ,合并两滤液 .

2)酶解:取上清液按体积比 1 1用 HCl调 pH至 8. 8～ 9. 0,升温至 50℃ ,加酶 ,于 53～

54℃保温水解 ,用三氯乙酸检查水解终点 .

3)吸附: 按体积比 1 1以 HCl调水解液 pH至 6. 8～ 7. 0,加活性白陶土 ,保持 pH6. 8～

7. 0,搅拌吸附 1 h,再用 HCl调 pH至 6. 4,停止加热 ,静置过滤 ,提上清液 .

4)沉淀、干燥:调 pH至 6. 0,加 1%的 NaCl,溶解 ,过滤 ,加入 95%的乙醇 ,搅拌使细粒聚

集沉淀 ,静置 8 h以上 ,收集沉淀 ,于 60～ 65℃干燥 .

2. 2　产品指标和结果讨论

由表 1可见 ,稀碱 -酶解法所得产品含氮量平均为 3. 982% ,高于含氮量应低于 3. 5%的

标准 .氨基己糖含量为 24. 74% ,接近氨基己

糖含量应高于 25%的标准 .但产品得率较高 ,

颜色洁白 ,符合标准 .

表 1　产品的有关指标

含氮量 /% 氨基己糖质量分数 /% 得率 /% 颜色

3. 982 24. 74 35. 0 洁白

　　 1) 碱液提取可使软骨中的蛋白质降解并使其变性沉淀 ,同时释放出硫酸软骨素 .碱浓

度高 ,提取液中蛋白质等杂质少 ,产品含氮量低 .反之 ,稀碱提取则蛋白质杂质多 ,含氮量高 ,

但稀碱法能避免碱浓度过高引起的产品严重降解 [ 10] .

2)硫酸软骨素是通过一个低聚糖苷与蛋白质分子的丝氨酸残基相连 ,酶能水解的肽键

有一定特异性 ,释放出的硫酸软骨素仍连着多个氨基酸残基或多肽 [10 ] ,在以后的纯化中很

难除去 ,故单靠一步酶解 ,含氮量难以降低 .

3)操作中用活性白陶土作吸附剂 ,吸附时呈乳白色悬浮液 ,离心亦难以除去 ,过滤难度

更大 .

4)所得产品虽色泽洁白 ,但乙醇中为渣状沉淀 ,且不全溶于水 ,说明其中含有蛋白质等

杂质 .

5)产品中氨基己糖含量略偏低 ,说明原来的稀碱 -酶解法工艺存在缺陷 ,需要改进 .

3　稀碱 -酶解法工艺改进

3. 1　工艺改进

1)盐解:在酶解之前增加一步盐解操作 .先将提取液 pH调至 7～ 8,加 2%的 NaAc以增

加离子强度 (并用作后步操作的促沉淀剂 ) .加热至 80～ 90℃ ,盐解 20 min.

2)酶解: 酶解液要随时调 pH至 8. 5～ 9. 0,因酶解过程 pH值会发生变化 ,不利于酶解

继续进行 .

3)吸附:改用 2%颗粒状活性碳代替活性白陶土作吸附剂 ,加快过滤速度 .
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3. 2　产品指标和结果讨论

　　由表 2可见 ,稀碱 -酶解法经改进工艺后 ,

产品含氮量已降至 3. 312% ,低于 3. 5%的标

准 .氨基己糖含量也较先前有所提高 ,达

表 2　产品的有关指标

含氮量 /% 氨基己糖质量分数 /% 得率 /% 颜色

3. 312 26. 61 32. 3 洁白

26. 61% ,超过了氨基己糖含量应高于 25%的标准 .产品得率略有降低 ,但变化不大 .

1)工艺过程中增加了升温盐解一步 ,使蛋白质在盐析作用下变性沉淀 ,过滤除去部分蛋

白 .进一步酶解可使用酶量减少 ,降低生产成本 ,最终降低产品含氮量 .

2) 酶解时要经常调 pH值 .因在酶解过程中 ,由于氨基酸的增加 , p H值会下降 ,需用

NaOH随时调 pH值至 8. 3～ 9. 0,使酶充分发挥作用 .

3)改用颗粒状活性炭做吸附剂 ,使过滤较为容易 ,还可减少操作 ,缩短生产时间 ,且颗

粒状活性炭对氨基酸吸附效果也较理想 .

4)用 2%的 NaAc代替 l% NaCl作助沉淀剂 ,由于 NaAc在乙醇中溶解度大 ,不会引起

盐与产品共沉淀 ,从而保证了产品质量 .

3. 3　酶解参数单因素实验

3. 3. 1　酶解条件范围的选择　实验中用酶水解软骨提取液 ,该酶适用条件为 pH9,温度 35

～ 56℃ .

3. 3. 2　产品指标的选定　稀碱 -酶解法制取鲨鱼硫酸软骨素 ,氨基己糖含量易于达到要求 ,

产品得率也较高 ,该法关键在于含氮量的降低 ,故本单因素实验仅以含氮量作为产品指标 .

3. 3. 3　 pH值的变化对含氮量的影响　温

度为 53℃ ,酶量为 0. 05 g /dL时 , p H值的变

化对含氮量的影响见表 3.当 pH在 8. 3～ 8. 9

范围内时 ,产品有较低的含氮量 ,而 pH值在

8. 9时含氮量最低 .

表 3　 p H值和含氮量的关系

pH值 含氮量 /% pH值 含氮量 /%

7. 7 3. 439 8. 3 3. 212

8. 9 3. 154 9. 5 3. 744

3. 3. 4　加酶量的变化对含氮量的影响　在温度 53℃ , p H值 8. 9时 ,加酶量的变化对含氮量

的影响见表 4.可见 ,加酶量要大于 0. 005 g /d L,含氮量才会显著降低 ,但当加酶量超过 0. 03

g /dL时 ,对含氮量影响已不大 .

3. 3. 5　温度变化对含氮量的影响　在 pH8. 9,酶量为 0. 03～ 0. 04 g /dL时 ,温度和含氮量

的关系见表 5.表明 ,温度在 47～ 53℃时 ,产品含氮量较低 ,而超出这一范围 ,产品氮含量则

显著升高 .
表 4　酶和含氮量的关系

加酶量 /
( g /d L)

含氮量 /%
加酶量 /
( g /dL)

含氮量 /%

0. 005 3. 743 0. 01 3. 216

0. 02 3. 189 0. 03 3. 107

0. 04 3. 102 0. 05 3. 1370

表 5　温度和含氮量的关系

温度 含氮量 /% 温度 含氮量 /%

44 3. 468 47 3. 215

50 3. 187 53 3. 209

56 3. 571

3. 3. 6　讨　　论

1)稀碱-酶解法制取鲨鱼硫酸软骨素 ,在酶水解糖肽键断裂过程中 ,破坏多糖链与蛋白

质的共价结合是关键的一步 [2 ] .

2)通过以上单因素实验 ,基本确定了酶解条件 ,即: p H值为 8. 3～ 8. 9;加酶量为 0. 02～

0. 04 g /d L;温度为 47～ 53℃ .在此条件下 ,可得到含氮量低于 3. 2%的产品 .
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3. 4　正交实验优化酶解参数

为确定最优酶解条件 ,需在单因素实验

的基础上 ,以含氮量、氨基己糖含量、产品得

率 3个指标进行考察 ,进一步做三因素三水平

的正交实验 ,见表 6和表 7.

表 6　因素和水平

水平
因　　素

A (温度 /℃ ) B ( pH值 ) C (加酶量 / ( g /d L) )

1 47 8. 3 0. 01

2 50 8. 6 0. 02

3 53 8. 9 0. 03

表 7　正交试验分析

水平
因　　　　素

A (温度 /℃ ) B ( pH值 ) C (加酶量 /( g /d L) ) 含氮量 /% 氨基己糖含量 /% 产品得率 /%

1 1( 47) 1( 8. 3) 1( 0. 01) 3. 155 28. 25 35. 1

2 1( 47) 2( 8. 6) 2( 0. 02) 3. 059 25. 23 34. 8

3 1( 47) 3( 8. 9) 3( 0. 03) 3. 071 26. 61 35. 4

4 2( 50) 1( 8. 3) 3( 0. 03) 3. 063 26. 33 36. 2

5 2( 50) 2( 8. 6) 1( 0. 01) 3. 063 23. 40 34. 3

6 2( 50) 3( 8. 9) 2( 0. 02) 3. 224 28. 80 35. 8

7 3( 53) 1( 8. 3) 2( 0. 02) 3. 141 23. 56 33. 7

8 3( 53) 2( 8. 6) 3( 0. 03) 3. 098 25. 58 34. 0

9 3( 53) 3( 8. 9) 1( 0. 01) 3. 089 26. 63 35. 3

　　经过对上述正交试验结果的方差分析 ,确定酶解参数为 47～ 50℃ , p H8. 9,提取液加酶

量为 0. 02～ 0. 03 g /d L.在该条件下 ,酶可有效发挥水解作用 ,得到含氮量低、氨基己糖含量

高的产品 ,并且产品得率也较高 .

3. 5　稀碱-酶解法制取硫酸软骨素最终工艺

通过前面酶解参数实验及其它工艺条件实验 ,基本可确定出稀碱-酶解法的较优工艺 .

鲨鱼软骨
提取

NaO H
40℃

提取液
盐解

NaAc, HCl
pH7～ 8, 85℃

盐解液
酶解

pH8. 9
50～ 52℃

酶解液
吸附

活性炭
pH6. 8～ 7. 0

滤液
沉淀

乙醇
沉淀

物
干燥

60～ 65℃
成品硫酸软骨素

1)提取:取洁白干燥碎鲨鱼软骨 1 kg ,加 6. 25 L 2%的 NaOH于 10 L容量瓶中 ,在 40℃

恒温水浴中提取 ,隔 30 min搅拌一次 ,浸出液比重达 5 Be ( 20℃ ) .纱布过滤 ,滤渣再以 2. 5 L

质量分数 2%的 NaOH于 40℃浸泡 6 h,偶加搅拌 ,抽滤 ,合并滤液 (约 6 L) .

2)盐解: 提取液按体积比 1 1用 HCl调 pH至 7. 5,加 2%的 NaAc,搅拌使溶解 ,升温至

85℃ ,保温 20 min,趁热过滤 ,得清液 .

3)酶解:滤液用 HCl调 pH至 8. 9,升温至 50℃ ,加酶 1. 62 g,水解 7 h;在水解过程中 ,

随时调 pH至 ( 8. 9± 0. 1) .在水解后期 ,用三氯乙酸检测 ,若水解清液浑浊 ,酌情添加胰蛋白

酶用量 .

4) 吸附:调水解液 pH至 6. 8～ 7. 0,加 2%活性炭 ,保持 pH6. 8～ 7. 0,搅拌吸附 1 h,调

pH至 6. 4.静置过滤 .

5) 沉淀、干燥:调滤液 pH至 6. 0,加 95%乙醇使乙醇体积分数达 75% ,偶加搅拌 ,使细

粒聚集成大颗粒沉淀 ,静置 8 h以上 .收集沉淀 ,用无水乙醇脱水 ,于 60～ 65℃真空干燥 .

4　结　　语

改进的稀碱 -酶解法与原来工艺方法比较 ,产品含氮量明显降低 ,收率也有所提高 ,具有

应用于工业生产的实用价值 .碱液可使硫酸软骨素分子中所含的羧基和硫酸基与蛋白质相

应的碱基形成的盐键发生断裂而将硫酸软骨素游离出来 .同时 ,提取液中存在的蛋白质如明
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胶、弹性硬蛋白等 ,可经加热盐析除去一部分 ,所得盐解液含蛋白杂质减少 ,这为以后的纯化

提供了方便 .盐解液再经适量酶水解、活性炭吸附和乙醇沉淀等步骤 ,就能得到品质较好的

鲨鱼硫酸软骨素 .该产品为白色粉末 ,含氮量在 3. 05%～ 3. 15% ,氨基己糖质量分数在 27%

～ 29% ,收率约为 35% .
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Study on the Production of Chondroit in Sulfate

from Shark Cartilage

XU Chuan-lai, ZHOU Kang
( School of Food Science and Tech no lo gy , Wux i Univ e rsity of Light Industr y, Jiang su Wuxi 214036)

Abstract: A method of dilute a lkali- enzyme hydro lysis to ex t ract chondroi tin sulfate f rom

the sha rk ca rtilag e w as presented. Several methods to examine the chondrio tin sulfa te w ere

also discussed, a certain range of tempera ture, acid concentration, the amount of enzyme

exhausted during the enzyme hydro lysis determined. The ef fect o f ex tracting liquid

tempera ture, sal t hydro lysis liquid temperature w ere investigated.

In this experiment , the kioldahl method and the spect ropho tometry method w ere

applied to examine the product. Bo th the nit rog en content and the hexosamin content a re

adopted to assess the quali ty of the chondroi tin sulfate.

Key words: chondroi tin sulfate; dilute alkali - enayme hydrolysis; ni t rogen content;

hexo samine
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