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目前，海带工业的综合利用除了提取褐蘸酸铺、腆及少量的甘露醇外 ，很少涉及褐藻糖肢 的利用，而
褐草糖肢存 在于提取檀 的废液中。 丈献报道褐菌糖胶具有抗凝血、澄清血脂、降低胆固醇和抑是痛细胞
等作用[1，2J。 本主对果自浙江靠山古F礁海港海带的提取和纯化作了比较研究 ，从而为如何更好地利
用我国 的海带资源提供依据。

1 材料与方法

1.1 原料

海带( úunimu切 J�严mω)， 1酬年 5月28日来 于浙江靠山台下礁海港，烘干，粉碎。

1.2 褐藻糖胶的提取方法

海带噩粉→热事浸提→离心一·取上清液，滤渣同样条件再提取 1�-合并2次 滤液→调节
滤掖 pR3':中性→躏压披缩→乙醇沉淀→XJl<z，醋、丙酣洗撮2次→真空干燥 →褐革糖肢粗品。

1.3 纤维素酶制剂对糖提取的影响实验

果用中科院上 海生 化所东风生化技本公司提供 的每克啻酶活在 15【阳单位以上 的纤维章酶制剂。
作用条件为温度48例如吃 ，pH4.0，加ü."、Mn2+和Mg"各0.3%作激活剂时，分别处理1.0和2.0h，再
于pH2.5、阻t提取3h测定提取液中岩藻糖吉量且提取得率，并以此表示褐藻糖腔 的提取效果。

1.4 对褐藻糖胶提取不同影响因素的正交试验

果用四因素、三水平，对各种温度( 70、 80、90'\:)、时间(2、 4、6h)、pH(1 . 5、2. 5、3. 5 )以及加班量( 10、
1 5、E倍)矗件下 的提取进行正交实验，测定滤液中岩矗糖肯量，井计算褐藻糖肢 的得率。

1.5 纯化粗多糖的方法

(1)季舷盐沉淀法提纯粗多糖
租褐菌糖肢溶 于水中，加入何时L CaCl2 溶液，离心去除相应 的褐噩酸钙沉淀['J上清液加 5%

CPC，调节巳a均为 0. 5 moVL，沉淀过夜，次日离心，收集沉淀，榕于3.0 mol!L CaCl2中，离心去除 其中不
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溶物质，上清液加2倍体积95%L.醇，沉淀再次洛 于3.0 moVL CaCl2 中，2倍体积乙醇沉淀，次日收集沉
淀，元水乙酷、丙嗣清洗2次，曲吃真空干燥。

(2)乙醇重沉淀提纯 粗1:'糖
2%事糖水榕液，加乙醇至体积分数30%，除去不榕物，继续加己醇至于0%，生成沉淀，依次用无水

乙融、丙翻洗2次，60'1.:真空干燥。
(3)如唔法去置白
2%2喜糖*榕液，加入1 /5 样液体积的辄仿和1 /20体积的正丁醇混合，克分振摇，用分液漏斗分离

*相，重复操作直至扭仿 和水的界面上没有沉淀为止归]。

1.6 葡聚糖凝肢桂层析法

缸P/UUIe< G -1 ∞在O. 1 moliL NaCl洗脱液中溶胀平衡，盟法装柱(2.6 cm x 56cm)。 洗脱液平衡，上
样，按10000h 的流速，每20min收集 智，硫酸 苯酣法['1监测至孟糖检 出为止。

1.7 纯度鉴定方法

(l)Se由国目G-l∞鉴定:操作如1 .6葡罪糖凝胶柱层析法。
(2)醋酸纤维薄膜鉴定 方法见文献[ 6]0

1.8 基本化学成分测定方法

岩藻糖吉量测定垂照文献[7];糖醒酸吉量测定垂照文献[ 8 ];硫酸基吉量测定的浊度法按照文献
[9] ;蛋白质吉量测定按照文献[101的方法。

2 结果与讨论

2.1 不同提取条件对褐藻糖胶的影响

提取矗件的选择，不仅直接罪响到产品的得率，而且对产品的质量和纯度也会产生一定的影响L11]。
在多糖提取中，较重要的影响因于有温度 、酸碱度、时间以E噩粉与提取液的比 例等。 实验中设计了这
些因章与提取率之间的变化曲线，井进一步进行了正吏实验。 另外 还对纤维素酶制剂的最佳作用条件
进行了实验。
2.1.1 温靡对事糖提取的影响

不同温度提取时糖质量浓度的变化如图l所示。 从图1 可见，随温度的提高，糖质量浓度不断增
加，在80'1.:时，增加较明显，以后卫趋平援。
2.1.2庐对事糖提取的影晌

PII对提取液中糖质量浓度的影响见图2所示。 由图2可见，在pH 2.5，糖质量浓度最大，以后随着
PII锺续增大，多糖的提取效果叉开始下降了，所以实验选取pH 2.5 左右来提取多糖。
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在 王作芸等[lIì提取铜革中褐矗糖胶的实验中，pH4.0是最佳条件，Black等[12J对墨角矗(F. Vesicu 

缸w)的实验结果，证实在其它因于均相同的最件下，pH 2.3时的提取率高于pH4.5时，本实验中 pH 2 
5左右为最佳，这种差别可能是因为革同嚣的褐草糖胶溶解特性不同而造成的。
2.1.3 时间对事糖提取的影晌

时间对多糖提取的影响见图3。 由图3可见，
6h后再延长提取时间，对提取率没有显著的影响，
故提取时间定为曲。
2.1.4 纤维章酶制剂对事糖提取的影响

纤维素酶制剂对$糖提取的影响结果如表1 所
示。 硫酸多糖是存在于 细胞间的事糖.由表1 可见，
纤维章酶能有效地破挥草体，使细胞间多糖辑放出
来。在1 04.0U/g酶量、pH4.0、温度5O'C作用 1 h，再
于 8 O'C 、pH 2 .5盐酸溶液中提取弛，可获较好的提
取敢果。 与不加酶的提取结果相比较，加酶的作用
还是比较明显的。
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图3 时间对多糖锺取的影响
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2.1.5 褐藻糖胶提取不同影响因素的正主实验卦析

耐不同 pH( 1 . 5  ，2.0，2.5)、不同温度(70、8 0、9O'C)和不同加水量(1 0、15、 2 0 倍)进行正交实验，确定
多糖提取的最适条件。 从正主结果可得出:时间、pH、温度、加水量四因素对多糖提取效果的影响按照
从大到小依lX为时间、温度 、pH、加水量。

综合考虑药品的消耗以及提取率之间的关系，筛选出本实验的最佳提取条件为 pH 2.5，温度 80'C， 
加点量 1 0 倍，时间曲。

不同酒精度对多糖回收率的影响

粗$糖配成 2 %糖事溶液，加入65% -曲 %
之间的不同体积分数酒精来回收多糖，计算回收
得率，结果见表2。 从表2看，酒精体积分数达到
75%以后，再增大酒精体积分数，对回收效果来

说，已无显著作用，所以在今后的实验中，酒精量
添加为 75t?也体积分散。

表2 不同酒精浓度对回收多糟的影晌
Tab.2 1be eft'ect of difreI"田 "'"曲d �酣睡。E
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2.2 

用葡聚糖凝胶柱层析进一步纯化

季胶盐纯化多糖经自来水、蒸馆水透析，浓 缩，干燥后得到多糖上G-1 ∞柱，收集第1 7-31 营，经
透析，浓 缩，再上G-1 00柱。 每次监 测ðt脱液中糖浓度变化，结果分别见图4、图 5。

2.3 
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由图 45结果可得出，第1次柱层析图 谱峰较宽，有拖尾现象，第2 次上柱之后峰较尖.两次柱层析
得到单-峰部分的事糖和第 次柱层析得到多糖经醋酸纤维碑膜电璋检验，前者斑点有拖尾现象，后者
呈一规则圆斑点 ，说明多次上柱得到样品纯度更高，第二次上桂后收集纯多糖， 岩噩糖吉量44.4%，且
糖吉量 68.7 %(包括硫酸咔哇法测得糖醒酸吉量 6.4%) .硫酸基 19. 7 % ;硫酸基与总糖(包括糖醒酸)的
摩缸比为1 : 2，即二摩尔的糖残基上连有一摩草的硫酸基， 置白质含量为0. 23%，这与刘晓草和张翼
伸[归]测得海带褐藻糖胶n级卦吉蛋白质0.3%的结果相近。
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2.4 各种纯化方法的比较

原料藻粉经I.owry法测得置白质吉量 8. 2 % ，经过5 次Se，唔法'1去蛋白后测定 其中置白质吉量为
3.7 %，经过季胶盐沉淀法所得多糖吉蛋白质为3. 9%。 由此可见，该海带嚣粉本身吉置白质量较少，在
季胶盐法纯化过程中，部分蛋白质可能夹杂在褐事酸钙沉淀中去除，而用Se'''ß法[6J去蛋白操作较繁
琐，时间长，同事胶盐法相比，去置白敢果未见特别彻底，所以在以 后的实验操作中不果用Se，唱法去蛋
白。
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