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摘要!以海带液化率为技术指标"利用生物酶解技术制备海

带酶解液"并优化各酶解条件"包括海带粉颗粒度!料液比!

反应温度!反应时间!

E

F

"同时利用高效液相色谱法%

FHIX

&

和高效凝胶渗透色谱法%

FH]HX

&分别对海带酶解液中的单

糖组成和寡糖聚合度进行分析#结果表明"海带快速液化最

佳工艺条件为'原料粒度
"$$

目"料液比
"

(

"&

%

7

(

1I

&"

E

F(;$

"反应温度
'$`

"反应时间
"&L

"在该条件下测得海

带液化率为
#"G

#经分析海带酶解液的干物质中非糖杂质

含量为
'.;(G

"寡糖含量为
"(;,G

"中性单糖含量
&#;&G

$寡

糖中
%

糖以上的寡糖含量占比较大$单糖中甘露糖醛酸含量

最高#该制备方法工艺简单!操作方便!效率高"同时能将大

分子物质降解成小分子物质"更有利于动植物吸收"可拓展

其利用领域#

关键词!海带$快速液化$高效液相色谱法%

FHIX

&$高效凝胶

渗透色谱法%

FH]HX
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中国海洋资源丰富%尤其是大型经济藻类的加工及其高

值化利用已成为海洋资源综合利用的重要领域之一&海带

是一种具有多种保健功能的大型经济褐藻%在中国分布广

泛%其海产量和养殖产量居亚洲之最)

"

*

&海带中含有丰富的

多糖物质%具有显著的调节免疫)

&S!

*

+抗病毒)

.

*

+抗肿瘤)

'

*

+

抗凝血)

%

*和抗氧化)

#S(

*等功能活性%但由于分子量大+溶解

度低+不利于动植物吸收等缺点%影响其使用范围&随着海

带多糖的降解产物%单糖或寡糖的生物学活性研究的深入%

发现海带经降解后的产物在医药+食品+化妆品+农业等方面

也具有广阔的应用前景)

,S""

*

&

近年来%生物酶解技术在海藻组分提取+营养物质研究

及产品开发等方面得到大量应用)

"&S".

*

%尤其是褐藻胶裂解

酶的大量研究%为海带的酶法降解提供了重要的工具

酶)

"'S"%

*

&海带中除褐藻胶外%还含有蛋白质+纤维素+岩藻

多糖等大分子物质%目前%针对海带中某一种大分子物质的

酶法降解研究比较多%例如海带中褐藻胶的降解)

"'

*或岩藻

多糖的降解)

"#

*

%而单一酶并不能实现海带的快速降解&有

研究)

"(

*利用降解菌群可以实现海带的降解%但降解时间较

,%"



长&本试验以海带为原料%通过复合酶法将海带快速液化%

并对快速液化工艺条件进行优化%以期为海带的精深加工和

综合利用提供依据&

"

!

材料与方法

";"

!

材料与仪器

";";"

!

材料与试剂

干海带"威海长青海洋科技股份有限公司$

褐藻复合降解酶!含褐藻胶裂解酶#"

.$c

(

1I

%诺维信

创新与发展中心$

古罗糖醛酸!

]

#+甘露糖醛酸!

[

#+葡萄糖!

]4>

#+甘露糖

!

[2?

#+半乳糖!

]24

#+葡萄糖醛酸!

]4>-

#+半乳糖醛酸

!

]24-

#+氨基葡萄糖!

]4>B

#+氨基半乳糖!

]24B

#+阿拉伯糖

!

-52

#+木糖!

Z

9

4

#+鼠李糖!

PL2

#+岩藻糖!

Y8>

#各单糖对照品

及
"0

苯基
0!0

甲基
0'0

吡唑啉酮!

H[H

#"

$

,,G

%美国
V3

7

120

-4=53>L

公司$

+TVF

9E

<5N34X

"(

色谱柱!

&'$11a.;%11

%

'

#

1

#"美

国
RL<51AV>3<?D3M3>

公司$

三氟乙酸+甲醇+盐酸+氢氧化钠等"分析纯%国药集团化

学试剂有限公司&

";";&

!

主要仪器设备

高效 液 相 色 谱 仪"

c4D3[2D<!$$$

型%美 国
RL<51A

Y3NL<5

公司$

离心机"

I'!'0"

型%湖南湘仪实验室仪器开发有限公司$

水浴锅"

T)0V&.

型%上海森信实验仪器有限公司$

搅拌器"

**0"

型%常州国华电器有限公司&

";&

!

试验方法

";&;"

!

海带粉的制备
!

海带洗净+晾晒+干燥后%利用粉碎机

粉碎%再分别过不同目数!

&$

%

'$

%

"$$

%

"'$

%

!$$

目#的筛网将

海带粉分级保存&

";&;&

!

海带液化率的测定
!

称取
'$

7

海带粉%按一定的料

液比混匀后%加已配置好的广泛缓冲液)

",

*调节
E

F

%加复合

酶后置于一定温度下搅拌反应一定时间%在
.$$$5

(

13?

离

心
"$13?

%取上清液称重并测固形物%根据式!

"

#计算海带液

化率&

:

X

N

"

[

N

&

N

"

Y

"$$G

% !

"

#

式中"

:

'''海带液化率%

G

$

N

"

'''干海带粉重%

7

$

N

&

'''烘干海带渣重%

7

&

";&;!

!

单因素试验设计

!

"

#颗粒度对海带液化率的影响"分别取
&$

%

'$

%

"$$

%

"'$

%

!$$

目的海带粉%按
"

(

"&

!

7

(

1I

#的加水比例制成海带

浆%加复合酶
"$$

#

I

%

'$ `

反应
"&L

%

.$$$5

(

13?

离心

"$13?

%得海带酶解液%测上清重量及固形物含量%并计算海

带液化率&

!

&

#料液比对海带液化率的影响"取
"$$

目海带粉
'$

7

%

分别按
"

(

"$

%

"

(

""

%

"

(

"&

%

"

(

"!

%

"

(

".

!

7

(

1I

#加水量制

成海带浆%加复合酶
"$$

#

I

%

'$`

反应
"&L

%

.$$$5

(

13?

离

心
"$13?

%得海带酶解液%测上清重量及固形物含量%并计算

海带液化率&

!

!

#反应温度对海带液化率的影响"取
"$$

目海带粉

'$

7

%按
"

(

"&

!

7

(

1I

#比例制成海带浆%不调
E

F

%加复合酶

"$$

#

I

%测定
.$

%

.'

%

'$

%

''

%

%$`

时海带液化率%选择最适反

应温度&

!

.

#反应时间对海带液化率的影响"取
"$$

目海带粉

'$

7

%按
"

(

"&

!

7

(

1I

#比例制成海带浆%不调
E

F

%加复合酶

"$$

#

I

%

'$`

反应
%

%

(

%

"$

%

"&

%

".L

后%测得海带液化率%选

择最适的反应时间&

!

'

#

E

F

对海带液化率的影响"取
"$$

目海带粉
'$

7

%用

广泛缓冲液配制
E

F

为
%;$

%

#;$

%

(;$

%

,;$

的海带浆%料液比

"

(

"&

!

7

(

1I

#%加复合酶
"$$

#

I

%

'$`

反应
"&L

%测得海带

液化率%确定该酶的最适反应
E

F

值&

";&;.

!

海带快速液化工艺条件的优化试验
!

综合考虑单因

素试验结果%对反应温度+

E

F

和反应时间进行三因素三水平

I

,

!

!

.

#正交试验%得出最优的海带快速液化工艺条件&

";&;'

!

海带酶解液中寡糖聚合度的测定
!

采用高效凝胶渗

透色谱!

FH]HX

#法&取一定量的海带酶解液进行冷冻干

燥%并收集冻干粉&精密称取供试品%用流动相配制成

"$1

7

(

1I

的溶液%过
$;&&

#

1

微孔滤膜%按下述色谱条件

进行分离&

色谱 柱"

V8

E

<5=<6R[

寡 糖 分 析 专 用 柱$流 动 相"

$;"1A4

(

I

碳酸氢铵溶液%柱温"

!'`

%进样量"

&$

#

I

$检测

器"示差折光检测器&经与自制褐藻寡糖对照品进行比较%

确定寡糖的聚合度%按归一化方法计算各聚合度寡糖的相对

质量百分含量&

";&;%

!

海带酶解液中单糖组成的测定
!

采用柱前衍生高效

液相色谱!

HX0FHIX

#法&

!

"

#样品降解及衍生化"取海带酶解样品适量%用

&1A4

(

I

三氟乙酸!

RY-

#完全水解&取降解液
"$$

#

I

%在碱

性条件下按文献)

&$

*的方法与
H[H

进行衍生反应%经氯仿

萃取处理后%柱前衍生高效液相色谱!

HX0FHIX

#分析&

!

&

#

HX0FHIX

色谱条件"柱温
!$`

$流动相为体积比

(!

(

"#

磷 酸 盐 缓 冲 液 !

E

F #;$

#'

XF

!

XB

溶 液$流 速

$;(1I

(

13?

$检 测 器 为 二 极 管 阵 列 检 测 器 !

T-T

%

&.'?1

#

)

&"

*

&

&

!

结果与讨论

&;"

!

单因素试验

&;";"

!

颗粒度对海带液化率的影响
!

由图
"

可知%海带粉

越细液化率越高%这是由于海带粉颗粒度越小%褐藻多糖等

大分子释放的越多%通过褐藻复合降解酶的作用使其液化

成小分子溶于水中%使得液化率越高&综合考虑设备及生

产过程海带粉碎成本%选择
"$$

目海带粉为原料进行后续

试验&

&;";&

!

料液比对海带液化率的影响
!

由图
&

可知%溶剂越多

液化率越高%但酶解液固形物低%工业化生产时还需浓缩到

$#"

开发应用
!

&$"#

年第
"$

期



图
"

!

颗粒度对海带液化率的影响

Y3

7
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E
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U
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E

图
&

!

料液比对海带液化率的影响

Y3

7

85<&

!

/MM<>DAMNA43=043

U

83=52D3AA?43

U

8<M2>D3A?

52D<AM̂ <4

E

适合的浓度%耗时+耗能且增加生产成本&根据实际生产情

况%当料液比为
"

(

"&

!

7

(

1I

#时酶解液无需浓缩处理可直

接用于后期生产&因此%选择料液比为
"

(

"&

!

7

(

1I

#进行

后续试验&

&;";!

!

反应温度对海带液化率的影响
!

由图
!

可知%随着反

应温度的升高%液化率先上升后逐渐下降%

'$`

时达到最大

值&这是因为在一定温度范围内%随温度的升高%酶活愈高%

液化率也随之上升$但当温度超过该范围后%酶活被破坏%液

化率随之下降&因此%反应温度应控制在
'$`

左右&

图
!

!

反应温度对海带液化率的影响
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7

85<!

!

/MM<>DAM5<2>D3A?D<1

E

<52D85<A?DL<

43
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8<M2>D3A?52D<AM̂ <4

E
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!

反应时间对海带液化率的影响
!

由图
.

可知%海带液

化率随着酶解反应时间的延长逐渐增加%

"&L

后液化率增加

的不明显%这是由于原料海带中的多糖等成分已基本全部降

解&综合考虑海带液化率和能源问题%酶解反应时间应控制

在
"&L

左右&

&;";'

!E

F

值对海带液化率的影响
!

由图
'

可知%海带液化

率随着
E

F

值的增加先上升后下降%

E

F(;$

时液化率达到最

大值&因此%酶解
E

F

控制在
(;$

左右&

图
.

!

反应时间对海带液化率的影响

Y3

7

85<.

!

/MM<>DAM5<2>D3A?D31<A?DL<43

U
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52D<AM̂ <4

E

图
'

!E

F

对海带液化率的影响
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!

海带快速液化工艺优化的正交试验

&;&;"

!

正交试验结果
!

根据单因素试验结果%同时考虑生产

成本%选 择 海 带 粉 颗 粒 度 为
"$$

目+料 液 比 为
"

(

"&

!

7

(

1I

#%仅对反应温度+

E

F

和反应时间进行了三因素三水

平
I

,

!

!

.

#正交试验%以确定
!

种因素对海带液化率的综合影

响&试验因素水平表见表
"

%正交试验结果和方差分析结果

见表
&

+

!

&

!!

由表
&

可知%海带快速液化的最佳工艺条件为"

-

&

+

&

X

!

%

即反应温度为
'$`

%

E

F

为
(;$

%反应时间为
"&L

%该条件下

海带液化得率为
#"G

&由极差
-

及方差分析!表
!

#得出"影

响海带快速液化率的主次因素依次是
E

F

"

反应温度
"

反应

时间&其中%反应温度和
E

F

对海带快速液化率有极显著影

响%反应时间对试验结果有显著影响&

&;&;&

!

验证实验
!

根据试验结果进行验证实验%最佳实验条

件结合正交试验结果中的最佳组合%即
"$$

目海带粉按
"

(

"&

!

7

(

1I

#的加水比例配成海带浆%加酶量为
&x

!以海带粉

重量计#%反应温度为
'$`

%

E

F

为
(;$

%反应时间为
"&L

%经

过
!

组平行实验%所得海带液化得率为
#";.G

%与正交表中

可见的最佳组合试验结果基本一致%能够重复出最优结果%

表
"

!

海带快速液化工艺试验因素水平表

R2J4<"

!
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E

52

E
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U

8<M2>D3A?

E

5A><NNI

,

"

!

.

#

水平
-

反应温度(
` +

E

F X

反应时间(
L

" .' #;$ (

& '$ (;$ "$

! '' ,;$ "&

"#"

第
!!

卷第
"$

期 常丽荣等"海带快速液化工艺优化及其产物分析
!



表
&

!

海带快速液化工艺正交试验结果

R2J4<&

!

P<N84DNA?A5DLA

7

A?24D<NDAM̂ <4

E

52

E

3=

43
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E
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试验号
- + X

空列 海带液化率(
G

" " " " " '#

& " & & & %.

! " ! ! ! '(

. & " & ! %&

' & & ! " #"

% & ! " & '(

# ! " ! & '#

( ! & " ! %$

, ! ! & " '!

H

"

',;%# '(;%# '(;!! %$;!!

%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%

H

&

%!;%# %';$$ ',;%# ',;%#

H

!

'%;%# '%;!! %&;$$ %$;$$

- #;$$ (;%# !;%# $;%%

表
!

!

海带快速液化工艺正交试验方差分析e

R2J4<!

!

@2532?><2?24

9

N3NAMDL<A5DLA

7

A?24D<ND5<42D3?

7

DA

<̂4

E

52

E

3=43

U

8<M2>D3A?

E

5A><NN

变异来源 平方和 自由度 均方和
=

值

- #.;$$ & !#;$$ """

&&

+ "&$;%# & %$;!! "("

&&

X &$;%# & "$;!! !"

&

误差
$;%# & $;!!

%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%

总变异
&"% (

!!!

e

!

=

$;$'

!

&

%

&

#

b",

&

因此确定正交试验最佳组合是"

-

&

+

&

X

!

&

本研究虽与仇哲)

&&

*的酶解效果评价标准不同%但比其

利用菌株
F$0'

产酶降解海带的时间减少了
'$G

$反应温度

与徐扬等)

&!

*优化的最佳酶解反应温度相同%比刘志新等)

&.

*

研究的略低$徐扬等)

&!

*

+刘志新等)

&.

*和董学前等)

&'

*提取海

带多糖酶解
E

F

分别为
.;$

%

.;'

%

.;(

%而本研究所用酶适合

E

F

为碱性%更有利于褐藻胶的释放%提高海带液化得率&

&;!

!

海带酶解液寡糖聚合度与单糖组成的测定结果

按最优工艺组合制备的海带酶解液进行聚合度组成分

析和单糖组成分析见图
%

+

#

&

!!

图
%

色谱结果采用归一化积分法计算%分析得出"酶解

液中的寡糖主要为
!

"

%

糖和
%

糖以上的寡糖以及杂质%其

中
!

"

%

糖的寡糖聚合度相对百分含量依次为
";#G

%

$;&G

%

$;!G

%

$;!G

$

%

糖以上的寡糖含量为
"%;.G

$中性单糖含量

&#;&G

$非糖杂质含量
'.;(G

&本试验中以
!

糖含量最大%与

文献)

&%

*报道一致&

!!

由图
#

可知%酶解液中的主要单糖为古罗糖醛酸+甘露

糖醛酸+甘露糖+葡萄糖醛酸+葡萄糖+半乳糖+岩藻糖&各单

糖的 相对含量为"古罗糖醛酸
(;(G

%甘露糖醛酸
!$;.G

%甘

图
%

!

海带酶解液高效凝胶渗透色谱分析
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图
#

!

海带酶解液样品柱前衍生高效液相色谱分析
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露糖
#;#G

%葡萄糖醛酸
#;'G

%葡萄糖
.;%G

%半乳糖
"";!G

%

岩藻糖
"%;(G

&甘露糖醛酸的含量最高%说明本试验使用的

褐藻胶裂解酶主要作用于
[

段&

!

!

结论
根据单因素试验+正交试验结合实际生产情况综合得

出%海带快速降解的最佳条件为"

"$$

目海带粉按
"

(

"&

!

7

(

1I

#料液比配制成
E

F

值为
(;$

的海带浆%加酶量为
&x

!以海带粉干重量计#%

'$`

反应
"&L

%海带液化率最高%可

达
#$G

以上&根据高效凝胶渗透色谱法和高效液相色谱测

得的结果可以看出%海带酶解样品中寡糖及单糖总量为

.%;"G

$单糖中甘露糖醛酸含量最高!

!$;.G

#%同时酶解液组

分中还含有较高的岩藻糖和半乳糖&本研究利用生物酶解

法能够在较短的时间内实现海带粉的快速液化%同时具有操

作简单+条件温和+得率较高+产物功能性强等优点%非常有

利于产业化生产%可为海带的高值化利用提供理论依据&产

物中的寡糖可以用在医药+农业+食品等多种领域进行功能

性产品开发%但其功能性还需进一步深入研究&
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