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海带中褐藻糖胶的制备及其性能研究

摘要

本文从干海带、鲜海带以及海带废渣液中提取褐藻糖胶。通过单因素实验确

定了从不靥原料中提取者藻多糖硫酸酯的最佳方法和条件；又逶过对其样品的瑾
化性质分析，比较了用不同原料和提取方法所得褐藻糖胶的差异；然后以甘油等
傈湿剂为参照，比较了不同提取方法所得褐藻糖胶的吸湿傈湿性能。

干海带中褐藻糖胶的浚提用热酸没提法和超声辅助浸提法。经过提取介质鹾、

温度、时间、介质体积以及浸掇次数的单豳素实验，确定了褐藻糖胶热酸浸提法

的最佳工艺条件。浸提液中褐藻糖胶的分离用有机溶剂沉淀法和高分子电解质沉

淀法，其提取率(褐藻糖胶占海带干基的质量百分LL)分别为I．30％羊n i．44％。干

海带的超声辅助浸提法条件为：超声频率100％、pH=4．0、温度为60℃、其它条件

附热酸浸提法，并与同条件下热酸浸提法相比，前者的多糖得攀和多糖纯度分别

为0．97％年EI 36．3％，后者为0．52％和22．2％。由此可见，干海带中褐藻糖胶的最佳漫

掇方法为超声一热酸联合浸提法，最佳分离法为离分子电解旗沉淀法。

鲜海带中褐藻糖胶的提取用超声波联合浸提法，如超声波一壳聚糖浸提法，超

声波一高分子电解质浸提法，超声波浸提法，热酸浸提法，然后用有机溶剂沉淀。

四种漫提方法扮多糖得率(褐藻精胶占海带干基的质量百分比)分剐为

0．63％，2．2％，0．75％，0。085％。

本文中的海带废溅液是指海带洗菜水(即洗涤海带用水和海带的酸泡水)，海

带提褐藻胶之后产生的废钙水和渣沥水。由于废钙水和渣沥水的处理方法相同，

这两种原料可合并在一起提敏多糖。觚海带洗菜水中提取福藻糖胶的方法主要为

碱凝沉法窝有机溶剂沉淀法；废钙水和渣溉水采用亮分子电解质沉淀法。三秘泼

水的提取得率(褐藻糖胶质量占废水体积的比值)分别为O．26，0．040，0．128(g／L)。

由以上结果可知，海带洗菜水中褐藻糖胶含量最高。

本文对香撬滚割沉淀法和嘉分子电解浚沉淀法从干海带中赢接提取豹褐藻糖

胶以及海带洗菜水瓤废水中提取的褐藻糖胶纯化品进行了理化性质分析。其结果

如下：总糖含量依次为76．00％，70．00％，76．80％，72．00％；岩藻糖含量依次为35．61％，

36．58％，34．20％，35．75％；硫酸根含最依次为n．33％，10．80％，9．10％，6．90％。

逶过有枧溶剂沉淀法和高分孑电解质沉淀法豹样晶多糖纯化品分子量艴测定可

知，前者的黏均分子量为4795，莺均分子量为3．42 X i04，数均分子摄为1．21 X
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104，分散度为2．82；高分子电解质沉淀法的黏均分子量为11000，重均分子量为

1．15×105，数均分子量为5．88×104，分散度为1．96。高分子电解质沉淀法的褐

藻糖胶中高分子电解质残留量的测定结果为：粗多糖样品的残留量为0．12％，纯化

后为0．022％。重金属测定结果为：直接从海带中提取的多糖和洗菜水提取的多糖

铅和汞超标，废钙水和渣沥水中重金属都没有超标。

此外，本文还比较了有机溶剂沉淀法和高分子电解质沉淀法所得褐藻糖胶与

壳聚糖、低聚褐藻胶和甘油在24h之内相对湿度为81％和43％环境下的吸湿性以及

在相对湿度为43％年N干燥密闭环境中的保湿性。其结果如下：在81％和43％湿度下，

有机溶剂沉淀法所得褐藻糖胶吸湿性优于低聚褐藻胶、壳聚糖和甘油，8小时以后

稍逊于甘油。在干燥环境中，褐藻糖胶的保湿率不如甘油，但比另外两种多糖的

保湿率好。在43％环境中，有机溶剂沉淀法所得褐藻糖胶的保湿性最好。由此可见，

褐藻糖胶不失为⋯种天然高效保湿剂。

总之，本文的目的在于通过不同途径和方法从干海带、鲜海带和海带废渣液

中提取褐藻糖胶，在传统方法的基础上改进，提出新的提取方法，更为海带废渣

液的回收利用提供了工业化的生产途径，同时也为新型天然高效保湿剂的开发提

供了理论依据。本文的意义在于提高海带中提取褐藻糖胶得率及其有效成分含量，

为海带加工企业解决环境污染问题，提高海带加工产业的附加值。本文所涉及的

鲜海带中褐藻糖胶的提取方法、海带废钙水和渣沥水中褐藻糖胶的提取，褐藻糖

胶与壳聚糖和褐藻胶寡糖的保湿性的比较目前还未见报道。

关键词：褐藻糖胶；提取；废渣液；理化性质；吸湿保湿
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Study on preparation and properties of fucoidan

extraxted from kelp

ABST爱AC篁

In this paper．fucoidan was prepared from dried kelp．fresh kelp and Waste liquid

produced from kelp processing．硒e best factors were determined by mono-factor

experiments．And through analysis of physicochemical properties of fucoidan extracted

from different materials，we Call get the differences among the four fucoidan

samples。And then we take the glycerin。chistin and atginate as frame of reference。to

compare the hygroscopic capability and moisture retaintion of the two fucoidan samples

of different molecular weighL

羽豫fucoidan was lixiviated from dried by ways of acid-hot water and assistant-

ultrasonic．and throu妫the mono-factor experiments of pH，temperature，time，soaking
times and ratio between medium volum and material weight mM)of extraction
medium,we got tlte result that the best extraction pH is 4．瓴temperature is 90℃。

extraction time is 4h，soaking times is twO。V／M is equal tO 40．through the separating
ways of ethanol-precipitation and rnaeromolecule electrolyte-precipitation，we can get
the productiion ratio(weight percentage of fucoidan to dried kelp)of fucoidan were

respectively 1．30％and 1．44％．the terms of assistant-supersonic way is that tlle

ultrasonic power is l∞％,pH is 4．0．temperature is 6e℃。and the other terms ale the
same as acid-hot water．Compared to the acid—hot water way，the fucoidan productivity
and purity of tlle former were 0．97％and 363％。and the laters Were 0．52％and 22．2％．

thus it Call be concluded tllat the better soaking method Was ultrasonic combining

hot-acid water way,and the better separating method Was macromolecule electrolyte-

precipitation。

舶∞assistant ultrasonic extraction method Was applied in the fresh kelp．SUch as

altrasonic-chistin fiquid soaking,assistant-altrasonic and acid-hot water soaking

method,then the fucoidan Was separated by ethan01．and then the productivity ratio of

fucoidan(weight percentage of fucoidan to fresh kelp)were specially

Ot63％，22％。O．75％，O．085％。nlas。we can see that under the extracting terms of

pH=4．0，temperature of 30℃．1ime of 4h，the best extraction method is altrasonic-挂【G珏

MOLEClⅡ．AR WEIGHTEIE(XROIⅣTE SOakingmethod．
瓢e kelp wasted liquid in this paper mainly refered to kelp washing water,scrap

calcium chloride water and filtrated reeremental water caused by industrialized kelp

processing．For the calcium chloride waterand filtrated recremental watercan be dealed
in the same way,we can amalgamate the two kind of wasted liquid(uniform llanled

wasted water)．Fucoidan was extracted from kelp washing waterby alkaline floceulence

班
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and ethanol precipitation；from scrap talcum chloride water and filtrated recrememal
water bv}差瓣珏MOLECl珏AR W鞋艇羽薯ELECTROLYTE precipitation．And the

productiion ratios(fucoidan weight：volum of waster water)of the three wasted water

were especiany 0．260，0．040,0，128(g／L)．Thus,the fucoidan ratio extracted from kelp

washing water was璇曲嚣t．
‘

Physicochemical property of fucoidan extacting by ways and di仃erent materials

was determined．And the result of fucoidan extracting directly by ethonal precipitation

metllod、HIGH MOLECIⅡ．AR WEIGHT ELECTROLYTE precipitation method from

kelp and exlracfing from kelp washing water and wasted water was that：the content of

total sugar were respectively 76。OO％，70．∞锡，76．80％,72．∞％：the filcoidan were：

35．6l％，36．58％，34．2％，35．75％；thevitriolieroot Were 11．33％，10．80％，9．10％，6．90％；

throu畦the molecular weight determination of fucoidan extracted by ethanol

precipitation and HIGH MOt芷CU乙AR WEIGHT ELECTROLY强precipitation
method．we can know血e former fucoidan result as f0110w：the viscosity-average
molecular weight was 4了95,and weight-average molecular weight 3．42x104,

number-average molecular weight wasl．21xl∥．decentralization degree was 2．82；the

later fucoidan result：the viscosity-average molecular weight was 11000，and weight-

average molecular weight 1．5xl矿。number-average molecular weight was5．88x104。

decentralization degreewas 1．96．11】eleftoverofmacmmolccule electrolytewasthat：the crude

product’s was毡12％and the purified product's was o-02嬲．the result of heavy metal determination

was：the plumbum and hydrargymm exceed standard in the fucoidan samples extracted from keID

direct and keIp washing water,atld the waster water’s Were not．

F-'llrtl2rmore,the moisture absorption of tlae fueoidaa,extracted by ethanol and|封昭辩

MOL聪ULAR wⅡG}rr ELE(邢iOLYTE were studied in 24h under the relative humidity of43％
and 81％；moisture retained property was studied under relative mudity of 43％and airer,with the

holoside，露yeerin and chistin．the result王s that：under the relative humidity of 81％and 43诏，8h

before，the fucoidan extracted by ethanol held the highest meisture absorption ratio。8h after,its under

the gtyceriv．in the alter,the moistare fe托由§ed ratio was lower than glyeeria But higher than

holoside and chistin．．Un&r relative humidity of 43％．fucoidan extracted by ethanol possessed the

best moisture retained ratio．Thus．we can㈣the fucoidan is a kind of perfect Batlffal moisture

ingredient．

All in all the purpose of this paper is extracting fueoidan from dried kelp，fresh kelp and the

wasted liquid exased by ke玲processing with different ways，and crea协a ilgw technical route basing

on waditional靴theds，and also providing a藏industrilazed rollte with the ke珞waster aqni蠢At the
safflg time．offers acadeIIlic evideace for developing a ngw type of llatllral moisture ingredient．This

paper aims艇improving preductiv砖la￡io and available composition content,resolving the polluted

entironment by Icelp industry,increasing the additional value．讨把extraction method of fucoidan

from fresh keJp，fucoidan extracted from scrap calcium chloride water and filtrated

recremental waterhaven’t reportedyetnow．

KEYWORDS：fucoidan,extract,physieochemicalproperty,moisture absorptionandmoisture retain



上海水产大学学位论文原创性声明

本人郑重声明：我恪守学术道德，崇尚严谨学风。所呈交的学位

论文，是本人在导师的指导下，独立进行研究工作所取得的成果。除

文中已经明确注明和引用的内容外，本论文不包含任何其他个人或集

体已经发表或撰写过的作品及成果的内容。论文为本人亲自撰写，我

对所写的内容负责，并完全意识到本声明的法律结果由本人承担。

学位论文作者签名：王金锥乙
日期：加07年‘ 月劢日

上海水产大学学位论文版权使用授权书

学位论文作者完全了解学校有关保留、使用学位论文的规定，

同意学校保留并向国家有关部门或机构送交论文的复印件和电子

版，允许论文被查阅或借阅。本人授权上海水产大学可以将本学

位论文的全部或部分内容编入有关数据库进行检索，可以采用影

印、缩印或扫描等复制手段保存和汇编本学位论文。

学位论姗者签名：蔓金歌 特挪繇旅解
日期：加叼年6月劢日 日期：≯研年，月q日

’



上海水产大学硕士学位论文

1．1褐藻糖胶概述

第一章引言

褐藻糖胶是指含有相当数量的岩藻糖和硫酸基多糖”J，或含有sulfated

口一L-fucoidan的多糖【2】，是所有褐藻中所固有的细胞间多糖，存在于细胞壁基

质中。一般生长于潮间带长时间与空气接触的褐藻类中，如多年生的墨角藻类，

其褐藻糖胶的含量可高达20％；生长于较深类的海带类中含量较低，约为卜2％IjJ。

一般认为褐藻糖胶是以小滴状态存在于褐藻细胞组织中或粘液基质中，并能从

叶片表面分泌出来的粘多糖，分泌出的胶质还参杂有褐藻酸钠。VreeLand(1974)

用高效荧光标记的抗体法和ALcian染色法研究了14种褐藻胶和褐藻糖胶的位

置。结果是，细胞壁外层(相当于辐射状排列的原纤维层，接近于藻体表面)

通常含有大量的褐藻糖胶，而褐藻胶和褐藻糖胶经常以小滴状薄层位于沿内壁

层的边缘，似乎是新合成出来的，尚未结合到细胞壁中。同样小滴有时在两层

细胞壁的边界看到。在幼藻体内，褐藻胶在内层壁，褐藻糖胶在外层壁占优势，

并且这些多糖在成熟期比在幼体时溶解性大口】。

海带中褐藻糖胶随季节和部位含量各不相同。深水的海带目(如掌状海带、

极北海带、糖海带等)中含量为卜4％。一般来说3，4月份的叶片中含量较茎部

多。纪明候等(1980)分析了海带叶片各部委中褐藻糖含量的规律呈基部向叶

部逐渐升高的趋势，从0．14％增至1．34％；边缘比中间部位多。这同海带叶片不

同部位中的氮含量分布趋势基本相似。

褐藻糖胶分子是由硫酸基的褐藻糖单位构成。随着人们对这类化合物的深

入研究，了解其结构的复杂性，得知褐藻糖胶并非单一结构的化合物，而是由

不同化学组分构成的一组化合物(QuiLet，1961)。褐藻糖胶的结构非常复杂，

由不同褐藻用不同方法提取所得的褐藻糖胶的组分和比例各不相同，经确定，

其主要组成单位是l，2-a一褐藻糖或l，3一口一褐藻糖，C4上带有硫酸基。另外

其分支上还伴有部分半乳糖，糖醛酸和微量木糖，但学者们认为这是由不纯物
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带来的。不过其后学者们证明，单纯由褐藻糖和硫酸基组成的褐藻糖胶是不存

在的。
’

1．2褐藻糖胶活性的研究现状

研究表明，褐藻糖胶具有多种生物活性，如抗凝血、抗肿瘤、抗病毒、降血

脂、增强免疫力等药理活性州，加上褐藻资源非常丰富， 因而成为研究的热点。

加上褐藻资源非常丰富，因而成为研究的热点。褐藻糖胶的生物活性主要是由于它

们高度的硫酸酯化，此外，与独特的多糖结构和相对分子质量有关。目前，国内

外关于褐藻糖胶的活性研究总结如下。

1．2．1抗凝血

国外学者对褐藻糖胶的抗凝血活性进行了大量的研究。1987年，Nishino【51等

测定了9种褐藻糖胶的抗凝血活性，包括APlvr(活化部分凝血活酶时间)、TT(凝

血酶时间)和抗xa因子活性，结果显示，褐藻糖胶的APTT为12～38 u／mg，17为0n

35u／mg，抗xa因子活性不显著，对照肝素为167u／rag。其中昆布褐藻糖胶的活性最

高，APTT和1vr分别为38和35u／mg，羊栖菜褐藻糖胶为25和22u／mg。1991年，

Kitamural6]等报道三石昆布褐藻糖胶F4级分的抗凝血酶活性为200u／mg，超过对照

肝素的140u／mg。1999年，Chevolot口]等认为，褐藻糖胶的抗凝活性与2位硫酸基和

2，3位双硫酸基的浓度有关。2001年，Duarate惮1等研究了褐藻(Sargassumste—

nophylh珊)中褐藻糖胶的抗凝血活性，认为抗凝血特性主要依赖于含岩藻糖硫酸

酯的链部分。郑军等分离纯化海带褐藻糖胶后得到3个级分，都有明显的抗凝血活

性，主要是通过内源性凝血途径起作用，对外源性凝血途径的影响不大。2003年，

程忠玲【9】等通过红外光谱分析发现，海带褐藻糖胶具有类似肝素的多糖结构，具有

较好的抗凝血活性。2002年，彭波“o】等研究了海带褐藻糖胶对实验性出血、血栓

形成及血小板聚集的影响。结果表明，海带褐藻糖胶能延长动物实验性出血时间

并增加出血量，抑制动物实验性动、静脉血栓的形成，其抗血栓作用可能与抑制

血小板聚集有关。1989年，Dobashi”3等对羊栖菜褐藻糖胶分级得到PD—I和PD—II，

它们的APTT均为16u／mg，1vr分别为1 4和36u／mg，肝素为167u／mg。二者的化学组

成中半乳糖和硫酸基含量不同，这或许是它们抗凝血活性有差异的部分原因。

总之，褐藻糖胶的抗凝血活性可能与多糖的单糖组成、结构、硫酸基含量以

2
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及硫酸基的位置有关。

1．2．2抗病毒

2003年，Ponce[II]等研究了褐藻(Adenocytisu仕icularis)中褐藻糖胶的抗病毒活性

和结构之间的关系。在室温下提取制备的褐藻糖胶(galactofucan)对疱疹单纯病

毒(herpes simplex virus)l和2有很强的抑制作用，在70。C下提取制备的褐藻糖胶

(umnofucoidan)贝Zj没有抗病毒活性。Galactofucan主要由Fuc、Gal和sulfate构成，而

uronofucoidan主要fljFuc和糖醛酸构成，sulfate含量低，由此推测，sulfate可能是抗

病毒活性所必需的。此外，褐藻塘胶对几种包膜病毒的复制有抑制作用，如人免

疫缺陷病毒(human immunodeficiency)和人细胞巨化病毒(human cytomegalo—vim

s)。1995年，李凡【l司等报道，从渤海湾海带(Seakelp)中提取的褐藻糖胶在体外

有抗RNA、DNA的作用。其对骨髓灰质炎病毒1型和柯萨奇B3和A16型，腺病毒TIl

型，埃可Ⅵ型病毒有明显的抑制作用。表现为能显著抑制细胞病变(CPE)的发生，

使组织培养细胞得到保护。 ·

1．2．3抗肿瘤

多糖的抗肿瘤作用是近年研究的热点。褐藻糖胶除了直接抑制肿瘤细胞生长

外，还可通过增强机体免疫力，抑制肿瘤细胞的生长扩散。2000年，施志仪【l习等

研究发现，海带褐藻糖胶在体外能抑带JjQGY7703。肝癌细胞进入对数生长期，从

而抑制了肿瘤的生长，这说明褐藻糖胶的抗肿瘤效应包括直接杀伤肿瘤细胞的途

径。

l 9 9 4年，王文涛”4’等报道，海带硫酸多糖(5～10 mg／kg)能恢复由环磷酰胺引起

的免疫低下小鼠的免疫功能，它是一种对巨噬细胞和T细胞有直接作用的免疫调节

剂。1995年，杨晓林ll纠等研究了从渤海湾海带中提取的褐藻糖胶对小鼠免疫功能

的影响，结果，褐藻糖胶在体外可诱导白细胞介素．1(几一1)和干扰素一Y(Ⅱ：N．一

Y)产生，体内给药可增强T细胞，B细胞、巨噬细胞和自然杀伤细胞嗍胞)功能，
促进对绵羊红细胞(SRBC)的初次抗体应答。

2000年，宋剑秋【l别等报道，对小鼠肉瘤S180给海带褐藻糖胶后，小鼠腹腔巨

噬细胞数量显著增加，抑瘤率达86．5％。1980年，Usui【17】等用爱森藻(Eiseniabi—

cyclics)褐藻糖胶以50 mg(kg-d)剂量喂养5种荷$180陕J瘤的动物，45 d后肿瘤抑制率
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达30％，其中2种动物的肉瘤宪全消失。

1．2。4调血腊

1999年，李德远n81等掇遂121鞭海繁褐藻耱胶毙存效地降低小鼠的麓胆固酵盘

清TC水平，最佳剂量为150mg／kg，而对正常小鼠血清TC无明驻影响。海带褐藻糖

胶能照著降低大鼠饮食性裹滕矗症豹TC、磁秘LDo弋水平，劳显著舟高I-IDL-C
水平。1994年，王素贞【19l等观察了褐藻糖胶治疗15例高脂血癜患者的疗效，结果

显示，褪藻糖骏能明照终低敷海疆固簿和甘瀵三酯的禽量，奠无野、蟹功能损害

等毒副作用。褐藻糖胶是一种类唾液酸样的活性物质，能使绷胞表面的负电荷增

多，影响盘申胆固醇的沉积聪产生降低血清腿固醇的终用。1999年，李兆杰嘲等

报道低相对分子质量岩藻聚穗硫酸酪(Mr=8 x103)Xt实验性高精血症大鼠有显蒋的

降血脂作用。，．

褐藻糖胶还有降斑耱、防辐射、抗氧化、抑制肠腔对重衾属的吸收、以及阻

止哺飘动物精卵结合的作用。 ．

我国是傲界海藻生产大鼷，但是我国对褐藻的开发和用遥不够，基本土燕潋

食品加工和原料出口为主，有些被加工成褐藻胶和讨露醇等。褐藻糖胶在褐藻中

的含麓虽然栩对较少，僵其突出的生物活性醚越来越孳l起各霞的重褫。因藏，充

分发掘和利用褐藻糖胶天然多糖的资源，对提高褐藻的附加德，发展我国的褐藻

加工英有深遐静意义。

1。3褐藻糖胶提取方法的研究现状

褐藻糖胶是一种水溶性多糖，传统的箭备方法为：用水(加热或常温浸泡)，

耱酸戏氯化锈溶液提取，然后向浸掇液中加入有机溶铡，缀氧化锻，氢氧化铅

或季胺盐类袭面活性剂，使褐藻糖胶沉淀出来f2埔2J。为了减少脂类，色素，甘

露醇髑蛋白质等的溶出，在提取褐藻糖胶之前可以先用高浓度有机溶剂或甲醛

溶液处理藻体“1。目前，新研究报道的提取方法还裔微波辅助提取法、超声波提

取法靼超滤艨提取法等。本文将褐藻糖胶的几种提取方法筒述如下：

水提法；本法鸯要根据褐藻糖胶易溶予水，大部分褐藻胶不溶子水的性质

进行的。如陈绍瑗(1970)将759羊栖菜粉先用300mL，95％7ff机溶剂在水浴上加

热回流24h，使极性较小的成分溶漱一过滤一滤渣加250mL水回流提取4h，冷

毒
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却至黧温，撼滤一滤渣按楣阏方法再提取3次一合并提取渡，旋转蒸发至糕稠

状液体一加筑仿一正丁醇(5：1)100mL，与粘稠液体混合振摇，离心除去蚤囱质

一反复处理5遍一加3倍95％有机溶剂一抽滤一沉淀依次用嚣承有机溶剂、鞭酮

和乙醚浸洗一干燥后褥褐藻赭胶褪菇6．49，褥率为8．5％。Keiko(1991)将26。7Kg

三石结布用54L沸水浸提20min一过滤一滤渣再用相同条件提取1次一过滤一滤

液中加入2倍有机溶帮，沉淀用有机溶剂和乙醚浸洗后干燥，得褥藻糖胶稳品

191．89。得攀为0．82％。

稀酸提取t本法楚和用福藻糖胶溶于酸性溶液，丽褐藻胶溶予碱的往袋，

以达到在浸挝时尽量减少褐藻胶的漆出，提嵩褐藻糖胶的浚提率，因而提取物

中褐藻糖胶得率的纯度较永提法商。如Kimiko将藻粉用甲簿预处理一取1009

预处理物一用1．31僚0．17mol／L HCl。(pH=2．O)在65～70℃提取1h一离心一沉

淀再次提取，重复3次一合并上清液，用Na0H中和一真空蒸发至干愆溶于0．5L

水一离心除去不溶物一加2倍体积有机溶剂一沉淀用有机溶剂和乙醚浸洗一真

空干燥，得褥藻糖肢糖品17．89，者藻糖含爨为23。7％。

氯化钙提取；本法是利用褐藻酸钙不溶予水，瓶褐藻糖胶的钙簸溶于水的

性质，往浸掇液中加入一定浓度的CacL。求溶液敬沉淀溶密的福藻酸，达鹫与福

藻糖胶分离的目的。”如Taichi(1980)将5009藻粉用2．5L80％有机溶剂抽提一过

滤，滤渣浸程4．5L3．5舞荦醛中12h一翻出甲酸，空气千僳一热入2黼acL：汞溶液，

室温搅拌4h一离心一沉淀再予70"C提取2h一离心一食并两次上清液，减压浓缩

一透褥一冷冻干燥，褥福藻稽胶翟菇8．鲤。

物理法辅助提取：例如：微波的频率很高，其能量可深入多糖的深层结构【231，

把海藻缀巍阕葳多猿在稷短辩阉蠢充分溶密，棱据遮～特谶，霹滚霜微波酝熬法

提取褐藻糖胶。这样不仅可以减少其它杂质的溶出，又可以提高多糖得率，比

永提釉酸捷滚繇驽。麴籍青梅等露徽波壹簇摄取、缀波浸滤攫取、徽渡冻融涎

取法等四种方法提取紫菜多糖，具体内容如下，微波直接提取：微波提取时间

8歪主矗，一次囊按提取辫诗算攫取率；微滚一次浸泡撬取：嚣瑟先在鬻淦下浚灌

2h，然后用微波加热提取8 min；微波二次浸泡提取：样品先在常温下浸泡2h，

焉微波翔蒸撼联8 min，再将残渣鸯鼙瀚体积承浸瀣2莪，震徽波麓蒸撬毅8 min；

微波冻融提取：将样品加水聪在-12℃低温冻结12h，然后微波解冻，上述处理

重复二次，嚣惹接激波二次漫逛提取多耱。巍功率>200W,辩鬻>16分镑避提墩搴

反而会随功率的提高和时间的增长而下降。但是由予多糖结构与相成的微波功

率关系复杂，簇俸用楗割嚣遴～步磺究，其Z韭纯生产戆接广，还鸯～定难魔。

叉例如；超声波提取[弘2习的原理是超声能量可以破碎细胞，在常温状悫，

5
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短时间可使多糖物质释放到水溶液中去，不仅减少褐藻胶等杂质溶出，还可以

减少高温对多糖结构的破坏，此法优于以上几种方法。王谦[203等在内径8 cm、

有效容积为lL的气升式循环超声破碎浸提装置中，进行了超声波强化海带硫酸

酯多糖浸提实验．在pH=5．0，提取温度40。C、液固比45、提取时间25 min、通

气量75L／h、超声功率120W、超声作用时间百分比为100％的工艺条件下，硫酸

酯多糖的提取率可达1．86％。

超滤膜法：超滤膜的特点在于用物理的方法浓缩多糖，把多糖中的小分子

杂质除去，并可以把不同分子量的褐藻糖胶分离。此法可用于褐藻糖胶的纯化

和不同分子量褐藻糖胶的提取，且不会引入其它杂质。郑军[27-28]等从海带中提

取出的水溶性提取物，经截留相对分子质量为100000的超滤膜浓缩除盐，再经

凝胶柱层析分级得3个具有明显抗凝血作用的组分。过菲等采用截留相对分子

质量为6000的中空纤维超滤膜对羊栖菜粗多糖进行脱盐，脱盐率达99．9％，同

时还能除去粗多糖中的部分色素物质，提高羊栖菜多糖的主要成分褐藻糖胶的

含量。

1．4低分子量褐藻糖胶的研究现状

国内关于褐藻糖胶的研究主要是低分子量岩藻多糖的制备。虽然岩藻多糖

对人类健康具有不可估量的作用，但是高分子多糖对动物也具有一定的药理毒

性四】，为了消除这种副作用，研制出对人类有益的岩藻多糖产品，学者们开始

致力于低分子量岩藻多糖的制备以及其应用于药物和保健品方面的研究，如低

分子量岩藻多糖在抗凝血【301、降血脂和抗肿瘤方面有显著的疗效。如蔡敬民等

【31谰微生物酶生产岩藻多糖酶，再利用该酶进一步水解生成低分子量岩藻多糖。

其工艺路线如下：以褐藻为原料，将原料粉碎、过筛后用水浸提，温度在40～

100℃时，搅拌浸提6～lO小时，离心去除固形物，收集滤液、浓缩，去除淀粉，

有机溶剂分级沉淀，沉淀物冷冻干燥，得到岩藻多糖粉末；对上述岩藻多糖实

施酶解反应；完毕后升温使酶活丧失；经凝胶色谱分子筛分离，冷冻干燥得到

低分子量岩藻多糖，使得岩藻多糖酶的制备更加容易，克服了利用化学法需要

高温、高压、耗能的苛刻制备条件，同时避免了化学法产生糖的聚合度大小不

一、纯化难度大及得率低的缺陷；酶法降解还有利于保护一些含硫侧链基团和

其它支链。

钟红茂等【321用超滤膜从海洋植物中的褐藻门，网管藻目，萱藻科，毛孢藻

6
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属的常见海藻中分离提取5000--20000Da的低分子量岩藻多糖，其性状为固态

呈棕色或棕黑色，其单糖组成主要为90--95％的鼠李糖和岩藻糖，5—10％的阿

拉伯糖和葡萄糖。

中国海洋大学的研究人员用化学降解法和超滤膜结合的方法研制出一种岩

藻聚糖硫酸酯低聚糖田】，其工艺特征如下：将岩藻聚糖硫酸酯配成水溶液，加

入氧过氧化氢或次氯酸及其亚硝酸及盐类，岩藻聚糖硫酸酯和氧化剂以l：l～3

的重量比例，将所得溶液混合加热，用截流量为3000～5000的膜超滤过滤，将

超滤外液真空冷冻干燥，即得岩藻聚糖硫酸酯低聚糖。

还有一种方法为自由基降解法【3”，是在上述化学降解法的基础上改进的。

其优势在于可以控制降解速度和所需分子量大小，降解后过凝胶色谱柱得不同

分子量的低聚褐藻糖胶。其自由基降解体系为Cu(Ac)．H20和不同浓度的H。O。溶

液，或者为VC+H20。+琥珀酸体系，流速和浓度用恒流泵控制，60℃条件下降解6

小时左右，分别得分子量大于15I(D，6I(D—15KD和小于6KD三个部分低聚岩藻多

糖，

国外关于褐藻糖胶的研究主要是粗褐藻糖胶的分离纯化以及从不同海藻中

提取所得的岩藻多糖结构分析和抗凝血等活性研究。其主要提取方法为用氯化

钙和高分子电解质浸提多糖，然后有机溶剂沉淀得粗多糖，再用DEAE纤维素柱，

Cellulose凝胶色谱等级分得纯品，其结构和组成分析用IR光谱和核磁共振质

谱仪等．如Mari8l”侧等将海藻用热水提取，Cacl。和CPC进行纯化处理，得到的

褐藻糖胶采用离子交换色谱法进行分级。色谱条件为：DEAE Toyoper650M，3．2am

X45cm，(0．3～1．5)mol／LNaCl线性洗脱，苯酚硫酸法检测(以岩藻糖计)。得

到三个级分，分别透析和冻干，收率为90％，级分用lD 2D1H和”CNMR色谱得其

结构为3—1inked口一L-fucopyranose2，4一disulfate and 4一linked--c#一L—

fucopyranose2一sulfate residues：—-)一L-Fuc P一(2，4-di-S03一)一(1—4)一

口一L—FucP一(2SOt)一(1一．其硫酸根含量为13．5～32．8％．在一定的剂量下，可以

抑制U937细胞的增殖．

KrishnanHa【37038]等将羊栖菜用酸法提取，CaCI：和CPC进行纯化处理，采用

Ecteola—cellulose分级，2．64×47．Icm，0．5、0．7、1．0、1．2mol／LNaCl分步

洗脱，得到A、B、C、D4个分级，由于p是唯一显示抗凝血活性的级分，所以

对D进一步分级。采用有机溶剂分级沉淀法，得到D_1，D一2，用DEAE—cellulose

(DE23)纯化后，测得分子量为42000和95000。Colliec S．(271用化学降解法

把岩藻多糖分子量为(20，000_+5，000)的低分子量岩藻多糖，并证明其具有很强

7
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躲抗凝血搀用，可在l黪床上皮用． ．

鼙aria滞}等凌粉滋藻豹鼗建多耱攫DE-Cellulose送器分缓+巍焉痰洗，霉

用O．2mol／LNaCl拼魔洗脱，最后髑0，25 j鄹0．5mol／LNaoH洗脱，樱到12个级

分。毛。—＆Riou_x[嘲等将爱森藻窝弱砖藻爨2链aCl。摄取霉裂嚣l，懋羧提法褥蘩

E2，袋用DEAE-SephadexA-25进雩亍转级，2。6×60cm，先承洗，詹浆用Nacl携

度洗艇。El缮受强个缀分，嚣2餐戮三令缀转。每令缀分群建Sepharose￡L一觞

纯化，0．5mol／L Nacl洗脱，则又铃成两个缀分，篡中分子嶷较大的E卜2鞲再

上穗，哥霉裂一对髂峰。Nazare呔0瑚等霹褒瑟褐藻耱驳遴器分级。将lg凝藻

糖胶溶于50ml 0．2mol／LNaCl，用Sepharose 4B(4X83cm)进程分缀，以

氆2mol／臻acl孚嚣洗残，褥蠲三个缀分(轰，瑟，e)。e曩Sephrose CL一613(5ca

X86c=)进一步分缀，又得到级分Cl，C2。Jin Won Yang滕Ij等将褥藻糖胶溶解

子2嬲ot／LTris缓{孛滚孛，趱Q琏-Depharose(icmX20cm)遗稼糍等交换谯谱

分级，得三个级分。

L。-E。Rioux螂穗热求提鼗法从Caulerpa rac_．黜osa绿豢申挺取～转其鸯抗痍

毒滔憔的硫黢酝多糖。用离予交换散满分离叛多糖得以葡聚糠为主链的Fl片段和

嚣静带骞熬羧经骧酸酝杂聚糠靛憨片段，箕缀壤卺黧瓣驳醛穰+本穗，警襞穰羧莲。

其中F1聚岔度为3～18，由掰一(1—4)键逐搂的葡萄糖组成的寡聚糖，而粥经

：3CNMR色谱嚣气穗惫灌一蒺灌(G娜)纹分辑是盎(1—3)逡接抟萼童攀L糖，臻臻
残基以一(1—4)一连接的木糖，和(1—4)一和(1—3，4)～连接驹树胶麟糖组成，而

硫酸溪鏊位予c．3谯鬟(1—4)～连接敬糖胶酸穗帮C-6位置上瓣(1—3)一连接靛半

乳糖。

综上掰述，褥藻嬷菠鸯予舆套耱懿酸帮蕊酸基等精电薹滋，蠢磁霹雳麓崽子

交换德谱进行初步分缀，由予多糖缀分分子簇分布不阊，可褥用凝胶过滤色谱进

行缨势帮绝他。疆土粒研究袋鳇，辩馁是跌瓣一耪猫藻孛铡餐的羯藻籍驳氇戆垂

多种缎分组成的，丽腻不同的缀分，萁功能髋质也肖缀大的麓异。

1．5本文的研究内疼

我国是一个人工黪殖海带豹世界第一大凰，年产予品海带30刀余吨，阉财

塑是海带练念糕震瓣大霪。遂今我鬻海带生产臻藻黢18000缱(圭装窭弱繇年

剖滋几于万燕元)、嚣露醇5000吨(少量出翻)、碘250蟪(震要生产K103朋子

疆盐>、氯纯舞终5000嚏(爝子谬瓣)遮慰疆是缝潦豹发爨起襄了敬援终懋，

寒



上海水产大学硕士学位论文

它关系到从事海带养殖、加工、运销相关企业几十万人员的就业和社会稳定。

由于各种原因，海带加工经济效益差，为生存，相关企业不得不压低海带的收

购价格，极大地打击了海带养殖业的积极性。同时在生产加工过程中排放的大

量废水和废渣对环境治理也产生负面影响，直接影响了海带综合利用工业的持

续发展。

目前，关于海带中褐藻糖胶的研究热点为其提取方法和工艺条件的确定，

海带加工废渣液中褐藻糖胶的提取以及其活性研究。本文在传统方法的基础上

进一步研究海带热水酸提法，有机溶剂沉淀，高分子电解质沉淀法的工艺条件

和超声波提取法。此方法可操作性强，设备和工艺较简单，所需成本低廉，适

合工业化生产，也是目前国内外应用最广泛的方法。因此具有较高的科技应用

价值和意义，对海带工业化加工的发展和经济提高以及社会高科技的发展也具

有推动作用。本文所要解决的问题概括如下：一、海带中褐藻糖胶的直接提取

工艺条件的确定；二、海带废水中褐藻糖胶提取工艺的确定；三、不同原料和

提取方法所得褐藻糖胶的理化性质比较；四、褐藻糖胶的保湿性能研究，国内

外关于褐藻糖胶抗凝血，抗病毒和抗肿瘤等药理活性的研究已很多，但关于其

保湿性研究的报道很少。本文第一部分主要是从干、湿两种海带中提取褐藻糖胶，

比较这种原料中褐藻糖胶的得率。海带多糖主要包括褐藻胶、海带淀粉、甘露醇

和褐藻糖胶。本部分主要目的是通过热水酸提、超声提取等处理方法，把海带中

的褐藻糖胶分离出来，而绝大部分褐藻胶仍然留在海带渣中。而这些海带渣还可

以用来提取褐藻胶。这样既有利于褐藻糖胶的提取得率，也可以避免在褐藻胶提

取中带有褐藻糖胶杂质。褐藻糖胶的提取工艺关键在于如何把溶解在浸提液中的

小部分褐藻胶、蛋白质、色素等杂质从褐藻糖胶中分离出来。传统中常用的方法

为热水提取法和酸提法，目前采取的较先进的方法有超声辅助浸提法。其分离纯

化的理论依据为褐藻糖胶是一种水溶性的酸性多糖，可溶于稀酸，而褐藻胶则不

易溶于酸性溶液，而超声波能量可破碎细胞，使多糖溶出。热水酸提工艺过程中，

提取介质条件是影响多糖得率的关键因素，本文就褐藻糖胶提取介质的pH值、温

度、提取时间(h)、料液比(v／M)、提取次数等做了单因素实验，通过总糖得率

选择最佳条件。结果为pH=4．0，温度为90℃，提取时间为4h，V／M=40，提取次数

为2次。然后在热水酸提的基础上，结合超声辅助提取，并与同条件下热水酸提

法(pH=4．0，温度为60"C，提取时间为4h，V／M=40)比较，得其结果为：超声辅

助提取(超声功率为1000％，pH=4．0，温度为60℃，提取时间为4h，V／_ll=40)总糖

(总糖占干海带的质量)得率是热水酸提的1．73倍，纯度(总糖占粗多糖的质量)

是热水酸提法的1-63倍。由此可见，超声提取法优于热水酸提法。多糖的初步分

9
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离提取主要采用有机溶剂沉淀法和高分子电瓣质沉淀法。根掇海带多糖在不问有

机溶剂体积分数下溶解度不同，可以厢有机溶剂沉淀法提取褐藻糖胶，海带多糖

在有枫溶裁中的溶解发情况如下；有机溶剂体积分数为20～30％时，褐藻胶产擞沉

淀，50％以上时，褐藻糖胶可产生沉淀。本实验做了有机溶剂体积在60～9096范匿

内，揭藻糖胶沉淀碍攀。由予褐藻糖胶是酸性阴离子多糖，还可以用阳离子型高

分子电解质法沉淀褐藻糖胶。通常选用的高分子为十六烷基吡啶(CPC)、高分子

电解质等阳离予表面活性剂。据报道，高分予结构越对称、分子量越犬，终公能

力就越好，本实验采用有机溶剂沉淀法和高分子电解旗结合法沉淀多糖。通邋总

糖得率比较有机溶剂沉淀法暑既高分予魄解质沉淀法的优劣，结果为赢分子电解质

沉淀法优于有机溶剜沉淀法。

鲜海带的提取工浆为30。C条件下超声波辅助提取。提取介质分别为壳聚糖溶

液、商分子电解质溶液和稀酸溶液。然后与承浴条件下稀酸掇取裙眈，眈较这几

种方法对鲜海带提取得率的影响。实验结果怒超声波提取法的多糖得率远远超过

热水浴提取，丽三种越声滚条侔捷淑法裙磁，以高分子电解质为提取介质所褥总

糖提取率最搿。由此可见，怒声波对鲜海带的细胞破碎作用邀远超过对干海带的

作用。雨提取介质审离分子电解质更裔利于鳐海带串褥藻糖胶豹溶赉耩分离。

本文第二部分主簧是从海带废渣液中提取褐藻糖胶。海带化工是以海带为原

氍生产碘、静露醇、褐藻胶三大传统产品，麓我国重黉的藻类加工产泣。甄褊藻

胶生产为例，其生产王艺要缀过海带浸泡一预处理一消化一冲稀一漂浮一钙析一

脱锊一中和转亿一矮于等遥穰。在预簸理王穿孛要稻涛农反麓洗涤附着在藻俸表

面上的粘滞物，即海带洗菜水；海带采用甲醚浸泡处理后，阁水冲洗去掉甲酸而

产叟的甲醛；孛洗承；瓷海蒂清纯、捧稀、钙渐过程串，产生丈量静废锷承；程海

带消化冲稀之后产生的渣沥水；在漂浮、污水处理最后工序中产生大量的半阐体

状静海带漂浮渣液。经实验验证，主述这些洗菜农，疲钙隶，渣沥承帮漂浮潦串

都含有一定数量的褐藻糖胶。目前海带化工企业除了做碘和甘露醇提取外，其他

疲承帮疲渣只是作势滚弃餮被簿敖簿，嚣滚费了宝赛黪岩藻多糖资源又存在澎染

环境问题。利用废水提取褐藻糖胶不仅解决了由于岩藻多搪的存在，影响碘、酵、

耨裂怒褐藻荻豹霞量，瑟显麓纯了嚣藻多糖瓣工艺多骡，簿甄了生产蕤耗。

为了充分利用海带化工生产过程产生的洗菜水、废钙水以及渣沥水，提高废

渣滚巾岩藻多糖赘提取率，零实验在第二章安验基秘土栗雳麓分子惫鳃质沉淀法

和有机溶剂沉淀法工范路线提取海带化工产生过程中的渣、液中的褐藻糖胶。本

实验嚣先模拟海荣琵王生产过程戆工忿路线，缮到菠菜农、镪往拳嚣渣沥致，扔

步得出这些废水中的褐藻糖胶得率是镬有实际应用价值。通过比较模拟实验从海
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带渣液中提取褐藻糖胶得率0．80％与直接从干海带中提取褐藻糖胶得率1．44％相

比，直接提取法比从海带渣液中提取褐藻糖胶更有利于多糖得率的提高。而这一

实验工艺可以成为海带加工业开发海带附加产品的新的工业化提取工艺，即可以

尝试从从海带中提取褐藻糖胶，然后再用海带渣提取褐藻胶等。为了确切知道海

带工业化加工废渣液的利用率，从海带工业化产生的洗菜水、废钙水、渣沥水，

按照同样的方法提取褐藻糖胶，比较实际生产和模拟褐藻糖胶得率的差别。

本文第三部分主要是褐藻糖胶各理化指标，如多糖含量，岩藻糖含量，硫酸

根含量，重金属含量，分子量和高分子电解质残留量的测定。这些指标为评价不

同原料和方法提取褐藻糖胶的优劣提供了一个必要的依据。另外海带中重金属超

标问题屡见报道，己引起食品安全检验的重视，而从海带中提取的褐藻糖胶重金

属含量的测定也十分必要，且以往的研究中没有涉及过，按NY5073—2001水产品

中有毒有害物质限量。’标准中所述的重金属如下：总汞，铅，镉，无机砷。如果

人体超量摄取这些微量元素，将造成以下危害：过量含镉食品对人体的危害是急

性中毒，主要症状为恶心、呕吐、腹泻、腹痛；含铅化合物对人体的影响主要是

神经系统、肾脏和血液系统，还会引起肾功能损害，影响儿童的智力发育等；砷

慢性中毒表现为疲劳、乏力、心悸、惊厥，还能引起皮肤损伤，出现角质化、蜕

皮、脱发、色素沉积，还可能致癌；汞对人体的危害主要表现为头痛、头晕、肢

体麻木和疼痛等，总汞中的甲基汞在人体内极易被肝和肾吸收，其中15％被脑吸收，

但首先受损的是脑组织，并且难以治疗，往往促使死亡或遗患终生。因此，褐藻

糖胶作为一种活性生物多糖，它的质量安全性更应该受到研究者的重视。

经总糖含量测定可知，干海带有机溶剂提取、高分子电解质提取、废钙水、

洗菜水、中的总糖含量都在70％以上，具体为76％，70％，72％，76．8％。从以上实

验数据看，洗菜水中的总糖含量最高。由于工业化洗菜水里面除了泥沙之外含有

的其他杂质较少。有机溶剂提取法和高分子电解质提取法相比，还是有机溶剂提

取法的总糖含量更高，可能是高分子电解质提取过程中引进了高分子电解质残留

所致。

经岩藻糖含量测定可知，它的含量与实验原料关系不大，基本都在35％左右，

就两种提取方法相比，高分子电解质沉淀法比有机溶剂沉淀法所得岩藻糖含量高。

可能是高分子电解质沉淀法与单一的醇沉法相比，前者经过高分子电解质沉淀和

氯化钙溶解，又经有机溶剂沉淀，把褐藻糖胶粗品中的主要杂质褐藻胶去除的比

较彻底。总的来说本文提取所得褐藻糖胶中岩藻糖含量比文献[2，3]中的含量都

高。经硫酸根含量测定，这几种样品当中的硫酸根含量在10％左右。其中废水(钙

化水和渣沥水)中硫酸根含量只有6．996，可能是由于海带在消化处理时，多糖上

ll
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的硫酸根结构被破坏或流失。本文所用原材料都是海带，但是提取方法却不一样。

而分子量与实验方法关系密切，本文只考察了常用方法——有机溶剂沉淀法和高

分子电解质沉淀法所得褐藻糖胶的粘均分子量和重均分子量。从两者分子量大小

来看，有机溶剂沉淀法所得分子量小于高分子电解质沉淀法所得分子量。且前者

的分散度大于后者。说明高分子电解质沉淀法所得多糖分子量更均一。从重金属

测定结果来看，这四种样品除了钙化水之外，其他三个样品都存在铅和汞超标的

问题。原因可能是海带在浸提和冲洗过程中，铅和汞转移到了样品当中。由此可

见，这些重金属主要存在于海带表面。由高分子电解质残留测定可知，高分子电

解质提取法所得褐藻糖胶粗品中的高分子电解质残留量为O．1225％，纯化后残留量

降至0．022％。总之，有机溶剂沉淀法和高分子电解质沉淀法相比，前者的总糖含

量和硫酸根比后者高，后者的岩藻糖含量比前者高。两者铅和汞含量都超标。但

是有机溶剂沉淀法所得分子量比后者小。洗菜水TT和钙化水中提取的褐藻糖胶，

洗菜水TT中提取的褐藻糖胶岩藻糖含量和硫酸根含量都比较高，但是重金属超标，

而钙化水不存在中金属超标问题。洗菜水TI和从海带中直接提取的褐藻塘胶相比，

基本没有很大差别，但是产品颜色较后者深。

本文第四部分主要以低聚褐藻胶、壳聚糖、甘油为参照，研究褐藻糖胶的保

湿性能的优劣。分别在相对湿度为43％和81％环境下做了单一保湿剂的吸湿性：

在密闭的干燥环境和相对湿度为43％的环境下做了保湿性研究。由单一保湿剂的吸

湿性和保湿性研究可知，褐藻糖胶的吸湿性和保湿性都优于壳聚糖和褐藻胶寡糖。

两种不同分子量的褐藻糖胶相比，分子量小的褐藻糖胶吸湿性更好，特别是在43％

环境中，吸湿性比甘油好。而高分子量的褐藻糖胶更适合高湿度环境下使用，它

做为保湿剂可以替代甘油。而保湿性研究表明分子量较小的褐藻糖胶持水性强，

是一种可以替代甘油和其它几种高分子多糖的天然多糖保湿剂。甘油做为一种油

性保湿剂毕竟和水溶性褐藻糖胶不同。在干燥条件下，甘油在膏霜中可形成油包

水状态，比褐藻糖胶保水性好，但是在较湿润环境下，褐藻糖胶的保水性就比甘

油高。由此可知，褐藻糖胶是一种天然多糖类高效保湿剂。

1．6本文的目的和意义

本文的目的在于提高海带综合利用率，增加海带加工业的产品附加值，通

过不同途径和工艺路线，为海带以及海带废液中褐藻糖胶的提取提供不同的工

艺路线和提取方法，通过褐藻糖胶理化性质的比较，为提高褐藻糖胶产品得率

和有效成分含量以及产品安全性提供了一定的理论基础。通过海带加工过程产
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生豹废水孛羯藻糖胶瓣德率浮传了海带加工废水的级涛价僮釉现实意义。褐藻

糖胶僳湿性熊的研究在目前的报道中还很少见，为歼发无毒副作用的新型高效

天然像漫剂提供一定的理论基础。

本研究对社会经济发展做出了一定的贡献，为海带加工业产品附加值的提

裹提供了一定的理论簇础。在科技刨凝方殛，为废务物变废为宝，增进环保和

生物资源的的利用加工方面提供了一暂新的途径。酋先，海带废渣液的加工利

用将为海带翔王企业增如了一条毅的生产线，进面为增加社会就业率提高了很

多机会；再者，褐藻糖胶生产工艺的改进为提高褐藻糖胶得率和质瀑打下了基

础，遮将接进产业科技进步蓐柱会经济增长。与此阁时，也为海酱加工业减少

污水摊放，促进环保做了贡献。另外，本文把不同分子量祸藻糖胶岛多种必然

保湿荆对比，并模拟人体皮肤吸收功能，研究其在膏霜中的保湿性能实验，为

开发海洋天然高效保温剂提供了充分的理论依据。

巍然本文研究还蠢一些难题还有待进一步鼹决，比如在去除洗菜水中泥沙的

同时如何阻止褐藻糖胶的损失，消除褐藻糖胶产品中麓金属怒标稻离分子电解质

的残麓等问题。
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第二章海带中褐藻糖胶的提取

海带中褐藻糖胶的含量只有1-4％【3】。所以工业化海带加工产业主要是提褐藻

胶、碘及甘露醇。而褐藻糖胶的提取却很少。为了有效利用资源，提高产品附加

值，本文先从海带中直接提取褐藻糖胶，而海带渣可用于提褐藻胶。

本章选干海带和鲜海带为原料，比较不同原料对褐藻糖胶得率的影响。褐藻

糖胶常用的提取方法为热水浸提和有机溶剂沉淀法。目前较先进的方法为超声浸

提，微波提取和超滤膜过滤法和高分子沉淀法。从工业化角度来讲，热水浸提和

有机溶剂沉淀法应用最广泛，此法所需设备简单，成本低，可操作性强，并适宜

于大批量生产。而本文也主要为工业化生产考虑，故选用热水酸提法和有机溶剂

沉淀法。微波提取对设备的要求高，多糖溶出条件与微波功率相对应的机理复杂：

超滤膜成本高，又因褐藻糖胶粘性大，很容易把膜堵塞，且难以清洗，不适合工

业化生产。而超声提取对设备要求不是很高，较适合工业化生产，因此，为提高

糖胶得率，本文采用了超声波辅助浸提法，分离沉淀方法有有机溶剂沉淀法和高

分子电解质一有机溶剂沉淀法。鲜海带中褐藻糖胶主要用壳聚糖和高分子电解质联

合超声浸提以及酸浸提。比较不同浸提方法对鲜海带中褐藻糖胶提取率的影响。

2．1仪器和试剂

浓盐酸，浓硫酸，苯酚，三氯乙酸， 丙酮，(以上均为分析纯试剂)。高分子电解

质(9996)，氢氧化钠，氯化钙，标准葡萄糖(99％)。

鲜海带，干海带：采于青岛

CSl01—2A电热鼓风干燥箱，(控温范围：(室温+10)～300℃，温度波动为±O．5。C，

中国)

Hz一3减压旋转蒸发仪，中国

HY-31恒温水浴锅，(控温范围：室温99．9。C，温度波动为±0．5。C，中国)

C腿IST减压冷冻干燥机，德国
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SORvALLRc一5C超速离心机，LGIO-2．4A高速离心机

721型可见分光光度计

UV-2000紫外可见分光光度计

KQ一400DB数控超声清洗器(超声频率6 KHZ，加热功率(w)：40一100(％)，

温度范围20-110"C，时间卜480ain，中国)

温度计，电子天平(精确至0．1ing)，干燥器等。

2．2实验方法

2．2．1干海带中褐藻糖胶的提取

2．2．1．1热水酸提法

热水酸提法工艺流程如下：干海带一水洗、烘干、粉碎一稀盐酸溶液提取一

过滤一调节滤液一离心一上清液浓缩一加三氯乙酸除蛋白一上清液用有机溶剂沉

淀一离心一上清液用有机溶剂沉淀一离心一沉淀用丙酮、有机溶剂依次洗涤一真

空冷冻干燥一褐藻糖胶粗品

pH单因素实验：设提取介质pH依次为2．0、3．0、4．0、5．0四个水平，其他

条件一致为：水浴温度70"C、时间4小时、液料体积质量比(V／M)=40的条件下，

做提取介质pH值对褐藻糖胶提取率影响的单因素实验，浸提液用60％有机溶剂沉

淀，通过多糖得率筛选出最佳pH。

温度单因素实验：设水浴温度依次为60，70，80，90(℃)四个水平，其他条

件一致为：介质pH3．0、时间4hr、V／壮40的条件下，做提取介质温度对褐藻糖

胶提取率影响的单因素实验，通过多糖得率筛选出最佳提取温度。

时间单因素实验：设浸泡时间依次为2．0，3．0，4．0，5．0四个水平，其他条

件一致为：提取温度80℃、pH3．0、V／M为30的条件下，做提取时间对褐藻糖胶

提取率影响的单因素实验，并通过多糖得率筛选出最佳浸泡时间。

液料比(v／M)单因素实验：设v／M依次为20，30，40，50的四个水平，其他条

件一致为：提取温度7012、pH3．0、时间4h的条件下，做液科体积质量比(V／M)

对褐藻糖胶提取率影响的单因素实验，并通过多糖得率筛选出V／M的最佳比值。

海带浸提次数单因素实验：设海带经过一次浸提、二次浸提、三次浸提，每次
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浸提条件一致为：温度80"(2、pH3．0、时间4h、WM为40、有机溶剂体积分数为

60％的条件下，比较不同浸提次数所得多糖得率。

2．2．1．2超声辅助提取法

干海带的超声波提取法为：超声频率100％，温度50"C，稀盐酸介质pH=4．0，

V／M--40，超声时间4h，其它实验步骤同热水酸提法。然后与同条件下热水酸提法

相比，对褐藻糖胶得率的影响。

2．2．1．3有机溶剂沉淀法

有机溶剂沉淀法单因素实验：设有机溶剂体积分数依次为60％、70％、80％、90％

四个水平，其他条件一致为：温度80"C、pH=3．0、浸泡时间4h、V／M=40的条件下，

做有机溶剂体积分数对褐藻糖胶提取率影响的单因素实验，并通过多糖得率筛选

出最佳有机溶剂浓度。 ，

2．2．1．4高分子电解质沉淀法

在文献[42-,h5]基础上改进，高分子电解质提取法工艺流程如下：

方案一：干海带一水漂去杂，烘干，粉碎一稀盐酸溶液提取(pH=4．0，温度80

℃，时间4h，V／M=40，二次浸提)一过滤，合并滤液一调节pH至中性一离心一加

少量10％--氯乙酸除蛋白一离心一4％高分子电解质沉淀多糖一离心一(上清液二次

用高分子电解质沉淀)沉淀再用4．tool／L CIcL。溶解一离心一上清液用60％有机溶剂

沉淀一离心一有机溶剂洗涤一冷冻干燥。

方案二：干海带一水漂去杂，烘干，粉碎一稀盐酸溶液提取(pH=4．0，温度80

℃，时间4h，V／M=40)一过滤，合并滤液一调节pH至中性一离心一浓缩--30％有机

溶剂沉淀一离心一上清液加少量10％三氯乙酸除蛋白一离心一上清液用4％高分子

电解质沉淀一离心一上清液用高分子电解质二次沉淀，沉淀用4mol／L clCL：溶解，

离心后上清液用60％有机溶剂沉淀一有机溶剂洗涤一冷冻干燥。

高分子电解质浓度单因素实验：本实验采用高分子电解质质量浓度3％、4％、

5％，按照1：4的体积比(V^女}t__*&：V$张曩t)添加到多糖浸提液中，以多糖得
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率为指标考察高分子电解质用量对褐藻糖胶提取率的影响，选择最佳高分子电解

质浓度。

氯化钙浓度单因素实验：本实验采用不同浓度氯化钙溶液反萃褐藻糖胶，按

照褐藻糖胶与高分子电解质沉淀络合物体积与氯化钙溶液体积比为2的条件，做

浓度依次为2mol／L、3mol／L、4aol／L的氯化钙反萃褐藻糖胶的得率情况，以多糖

得率为指标考察氯化钙浓度对褐藻糖胶提取率的影响，选择最佳氯化钙浓度。

2．2．2鲜海带中褐藻糖胶的提取

通过超声波辅助提取和水浴提取，比较不同浸提法对鲜海带中褐藻糖胶得率

的影响。采取提取方法为：水浴提取、超声波提取、超声一高分子电解质辅助提取、

超声一壳聚糖辅助提取。

水浴提取法：取鲜海带5009，切碎之后再果汁机里搅成糊状，然后放进盛有

1000mL稀盐酸的烧杯中搅拌均匀，再把烧杯置于水浴中保温，之后用两层纱布过

滤，滤液调pH，然后在60℃，0．1mpa条件下旋转蒸发浓缩至体积为300mL，浓缩

液4000r／min，lOmin离心后，上清液用有机溶剂沉淀，沉淀物在一54℃，0．001KPa

条件下冷冻干燥5小时，即为褐藻糖胶粗品。

超声波提取法：设超声功率为100％，辅助提取糖胶，然后在60℃，0．1mpa条

件下旋转蒸发浓缩至体积为300mL，浓缩液4000r／min，lOmin离心后，上清液用

60％有机溶剂沉淀，沉淀物在-54℃，0．001I(Pa条件下冷冻干燥5小时，即为褐藻

糖胶粗品。

超声波一高分子电解质提取法：取鲜海带5009，切碎之后在果汁机里搅成糊状，

配制1000mL高分子电解质溶液，用盐酸调pH，超声功率为100％，提取糖胶，然

后在60℃，0．1mpa条件下旋转蒸发浓缩至体积为300mL，浓缩液4000r／min，lOmin

离心后，上清液用有机溶剂沉淀，沉淀物在-54℃，0．001KPa条件下冷冻干燥5小

时，即为褐藻糖胶粗品。

超声波一壳聚糖提取法：取鲜海带5009，切碎之后在果汁机里搅成糊状，配制

1000ⅢL壳聚糖溶液，提取糖胶，然后在60℃，0．1mpa条件下旋转蒸发浓缩至体

积为300mL，浓缩液4000r／min，lOmin离心后，上清液用60％有机溶剂沉淀，沉

淀物在一54"C，0．001KPa条件下冷冻干燥5小时，即为褐藻糖胶粗品。
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2．3多糖含量的测定

多糖含量采用苯酚一硫酸法测定，在文献⋯‘4州基础上改进。标准曲线制作方法

如下：用电子天平准确称量在105。C烘箱中干燥至恒重的葡萄糖0．04009，蒸馏水

溶解定容到1L容量瓶中，配标准葡糖糖浓度为40mg／L．取20mL比色管，用1ⅢL移

液管分别取标样0．1，0．2，0．3，0．4，0．5，0．6，0．7，0．8(mL)，然后补蒸馏水

至1mL，取lmL蒸馏水作空白， 加6％苯酚lmL，漩涡搅拌器混合均匀后加浓硫酸

5mL，静止5min，混匀后置70℃水浴中保温30min，取出放凉至室温，再加蒸馏水

至lOmL混匀，490hm下测吸光度值。得标准曲线：y=O．0046x--0．0074，费=0．9889。

待测样品多糖溶液浓度配置为100～130mg／L，取样品液0．5mL，其他步骤同标准

曲线制作。

2．4结果与讨论

2．4．1千海带中褐藻糖胶的提取

干海带用稀盐酸浸提，有机溶剂沉淀和高分子电解质沉淀法分离褐藻糖胶的

实验结果如下：以多糖含量为指标，通过pH值单因素实验，温度单因素实验，时

间单因素实验和V／M单因素实验，得出最佳浸提条件为pH4．0，温度90℃，时间4

小时，V／M为40，海带在同样条件下浸提两次，所得浸提液得率为1．3％。通过有

机溶剂沉淀法和高分子电解质沉淀法初步纯化褐藻糖胶的结果如下：有机溶剂沉

淀法选择有机溶剂浓度为60％，高分子电解质沉淀法选高分子电解质浓度为4％，

褐藻糖胶浸提液与高分子电解质溶液体积比为4：l。氯化钙浓度为4mol／L，氯化

钙溶液体积与褐藻糖胶和高分子电解质络合物体积比为2：1。提取得率为1．44％。

由此可见，高分子电解质沉淀法优于有机溶剂沉淀法。

2．4．1．1热水酸提法条件的确定

热水酸提法是多糖提取中应用最广泛的方法，本文热水酸提法主要研究了影

响提取褐藻糖胶得率条件的单因素实验，pH(2．0，3．0，4．0，5．0)，温度(60，70，
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80，90(℃))，时间(2，3，4，5(h))，V／M(20，30，40，50)。图2—1～2—4显示了

以上四个条件的实验结果，可见同一因素的不同水平条件下的多糖得率。

多

糖

得

塞

(％)

2 3

1．圈中产物提取条件为：介质温度70"C，提取时间41l，液料体积质量比(V／Ii)=40，pH(2．0，3．0，4．0。5．0)，

有机溶荆体积分数60％．

2． 图中多糖得率为所测得的总糖质量(以葡萄糖计)占海带干基的质量百分比。

图2-1．多糖得率随pH变化曲线

Fi92-1．CUlNe ofproduction ratio ofpolysacchride changing with Iiquid pH

图2一l清晰的表达了不同pH值的稀酸介质浸提褐藻糖胶的得率情况。在pI-12～

4之间，多糖得率随着pH值的升高而提高，在pH值4～5之间，得率随着pH值的

升高略有下降。由此可知，褐藻糖胶虽是酸性多糖，但它在不同pH的酸性水溶液

中的溶解度不同，据文献“1，褐藻糖胶在酸性水溶液中会产生降解，且pH越小，

多糖降解也越快。由本实验结果可知，褐藻糖胶的最佳浸提液pH=4．0。
1．2

多
1

糖O．8

得0 6
率 0．4

(％)0．2

0

60 70 80 90

温度(℃)

介质温度(60，70，80，90(℃))，介质pH=3．0、时间4ll，WM=40，有机溶剂体积分数为60％

图2-2．多糖得率随介质温度变化曲线

Fi92·2．CUrVeS ofproducton ratio about polysacchride changing with temperauⅡe

图2—2清晰的表达了浸提温度对多糖得率的影响。其结果为多糖得率随温度

的上升而增加，其最佳温度为90℃，得率为1．13％。由此可知，在稀酸中海带中

的褐藻糖胶随着温度的升高溶出率增加。在60～70"C和80～90℃阶段，曲线上升

趋于平缓，提取温度为80℃和90℃时，多糖得率增加了0．13％。70～80℃阶段，

曲线上升的幅度大于前两个阶段，提取率升高了0．32％。
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多

綮

得

摩

(簧

2 3 4 5

对闯(h)

时间(2，0，&0，4．o，5．0)，温度80℃、pH--3,0，V／M=30，霄机溶剂体积分数为60％

躅2—3．多耱撵串}噎提取聍褥变化裤线

Fi97．-3．CUlWe$ofproductionratio ofpolysacch,ide changing withextracting time

多

糖

得

蛊

(％

ZO 30 40 50

律积姥秘潮

v／M(20，30，40，so)，溢度70℃、pH=3．0、时间4ll，有机溶剂体积分数为6帏

图2-4．多糖得零随介质体积的变化曲线

Fi92-4．c11rve,s ofproduction ratio ofpotysacchride changing with volumofmedium

图2—3、2-4清晰的表达了浸提时间和介质体积对褐藻糖胶浸提得率的影响。

峦嚣鬟琴翔，褥藻糖黢提取霉率涟浸掇瓣阉兹交往夔线窝滚餐魄《嘲)兹线嚣紫穗
似，结果是最佳提取时间为4h，V／M为40。巍延长提取时间和增加v／M比值时，

多糖褥率反瑟下海。鬣鑫毒熊是涟萋瓣复豹黧长稆臻酸俸积瓣增蕊，褐藻耱驳薅

解的德度也加快，多糖损失也增多。
袁2-1．海带漫提次数秘实验结黎

T孙2．1．Resultsoffucoidanaboutextractiontimes

注：1．摄整80"0、pH=3．0、酵彝姥、V,qVl为40、膏视溶裁体羲分数为圈晦。

2．多槠得率(％)：所测得的多糖质量占海带干蒜质量的百分比

3．多糖纯度<％)：赝嚣缮瓣多糖囊重是群品程多耱黪覆量嚣势毪<以下表格耜彝)

海带中的褐藻糖胶是存在于海带袭面和海带细胞闻质的水溶性酸多耱。为了使

20
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海带中的褐藻糖胶尽量多的溶出，本实验通过增加海带的浸提次数来达到这一目

的。表2-1列出了海带经不同浸提次数后褐藻糖胶的得率和纯度。由表2-1可知，

经第二次提取，多糖得率比第一次增加了0．15％，第三次浸提，得率增加了0．001％，

而纯度却下降了。原因可能是随着浸提次数的增加即浸泡时间的延长，海带中褐藻

糖胶的溶出量增加了，更多的杂质如褐藻胶，褐藻淀粉等也不断溶出到浸提液中，

导致褐藻糖胶纯度下降。因此，第三次浸提之后，多糖得率虽然有所提高，但纯度

下降，同时消耗的水量和能量也增加，考虑到工业化生产中，提高的产品附加值可

能还没有付出的成本高，从而失去了研究意义。所以本实验采取二次浸提法提取褐

藻糖胶。

2．4．1．2超声辅助提取法

在超声功率100％，其他条件和水浴提取法一致为：温度60’C、溶液pH值4．0、

v／壮40、提取时间4小时，比较二者对褐藻糖胶提取得率的影响。

表2-2．超声渡辅助提取与水浴提取实验结果

Tab．2·2．Resu№ofproductionratioofpolysacchride extractedbyhot—watermethod

and assistant-uItrasonic method

超声颏翠1(K臃，温度60"(2，pH=4．0，WM=40，超声时间4h

由表2_2的实验结果可知，超声波辅助提取法的多糖得率高于水浴提取法。

且前者得率是后者的1．87倍，纯度是后者的1．63倍。由此可知，超声波能促使

海带细胞间质中糖胶的溶出。由于褐藻糖胶易溶于水，所以超声频率对褐藻糖胶

的溶解有一定的辅助作用，并且还可以减少其它杂质的溶出。所以，超声辅助法

是从干海带中提取褐藻糖胶的较理想的方法。

21
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2．4．1．3有机溶剂体积分数的确定

60 70 80 ∞
乙群体积分数幅)

有机溶剂体积(6帆、7096，80％、90％)，温厦80℃、pH=3．0，浸泡时同4h·V／M=40

图2-5．多糖得率随有机溶剂体积分数的变化曲线

Fi92-5．Curves ofproduction ratio ofpolysaechride changingwithvolumpercents ofethanol

图2-5清晰的表达了不同体积分数的有机溶剂沉淀褐藻糖胶的得率情况。由上

图来看，多糖得率随着有机溶剂体积分数的增加而增加，当有机溶剂浓度达到90％

时，多糖含量最高，但是增加的幅度很小。特别是有机溶剂体积分数从70％提高到

90％，多糖得率只增加了0．007％，因此可选有机溶剂体积分数为70％～90％。为节

省有机溶剂用量，本文一致用有机溶剂体积分数为60％。

2．4．1．4高分子电解质沉淀法条件的确定

高分子电解质沉淀法是利用阳离子型高分子电解质可以和带有硫酸根的酸性

阴离子多糖络合产生沉淀的作用来分离多糖的。表2-2、表2-3、表2—4分别列出

了高分子电解质沉淀法的不同实验步骤、不同高分子电解质浓度和氯化钙浓度对

褐藻糖胶沉淀和反萃的试验结果。

表2—3中的样品I的实验步骤简述如下：稀酸浸提(温度90℃，时间

4h，V／M-40)一三氯乙酸除蛋白一离心一高分子电解质沉淀多糖一离心一(上清液

二次用高分子电解质沉淀)沉淀再用cIcL：溶解一离心一上清液用有机溶剂沉淀一

离心一有机溶剂洗涤一冷冻干燥。

表2—3中的样品TT的实验步骤简述如下：稀酸浸提一调节pH至中性一离心

一浓缩一有机溶剂沉淀一离心一上清液加少量三氯乙酸除蛋白一离心一上清液用

高分子电解质沉淀一离心一上清液用高分子电解质二次沉淀，沉淀用C,CL：溶解，

离心一上清液用有机溶剂沉淀一离心一有机溶剂洗涤一冷冻干燥。

n培“∞u嘶呻㈨!罢洲{罢¨心㈣

O

O

O
多糖得率任
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由表2—2的实验数据可知，高分子电解质沉淀法的实验方案I的总糖得率和

纯度都高于实验方案Tf，由方案I所得产品性状分析，第一次所得褐藻糖胶沉淀

为灰褐色，第二次用高分子电解质沉淀所得褐藻糖胶为灰白色颗粒状沉淀，放置

10rain后沉淀转为黄褐色。5000r／min离心后，沉淀用蒸馏水溶解，不易溶于水，

然后用2mol／L N．CI，4倍体积反萃褐藻糖胶，仍有部分多糖不溶解，且沉淀黏着在

杯壁上，估计是盐溶液浓度小，不足于全部置换出褐藻糖胶。方案II中有机溶剂

沉淀后，丙酮洗，干燥后呈灰褐色；二次萃取后，有丝状白色絮状沉淀产生，干

燥后仍为白色。直接用有机溶剂沉淀所得产品为灰白色，相比之下，有机溶剂沉

淀法脱色效果好，而高分子电解质沉淀所得产品脱色效果不好。

这两种方案的区别在于：方案I中的稀酸浸提液没有经过浓缩和有机溶剂沉

淀，因此引起多糖的损失少。首先，浓缩可能会引起褐藻糖胶降解，导致浓缩液

中多糖减少。同时多糖浓缩液粘在浓缩的烧瓶中洗涤不出来，也是引起多糖损失

的一个原因。另外有机溶剂沉淀物中有两种颜色不。样的多糖，其中色泽为乳白

色的应该为褐藻糖胶，另一部分为褐藻胶。另外，方案一中没有用有机溶剂除褐

藻胶，褐藻胶中有酸性多糖组分，因此高分子电解质就会把更多的酸性多糖沉淀

下来，在氯化钙反萃过程当中又被溶解，从而引起方案一中多糖得率的提高。而

方案TI中多糖溶解性小，可能是高分子电解质过量，因此测得的多糖含量也比方

案I低。

表2-3．不同浓度高分子电解质沉淀法的实验结果

"Dab2-3．Precipitation results with different concentrition

稀酸浸提一三氯乙酸除蛋白_-离心一高分子电解质沉淀多糖(V_9}t州：V·粕拍=4：1)一离心一(上滑被

二次用高分子电解质沉淀)沉淀再用ock溶解(v吼；v朔*☆矿2；1)一离心一上清液用有机溶剂沉淀一离

心一有机溶剂洗捺一冷冻干燥。

表2—3的数据表达了海带浸提液体积与高分子电解质溶液体积为4：1的基础

上通过改变高分子电解质浓度对褐藻糖胶提取率的影响。由此可知，高分子电解

质添加量与酸性多糖质量有关，由于高分子电解质的氨基与酸性多糖的硫酸基或

羧基结合，当高分子电解质过量时，溶液中没有更多的阴离子与其络合，因此沉淀
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也不会增加．

当高分子电解质浓度为3％时，得率最小，可能是褐藻糖胶没有沉淀完全，高

分子电解质浓度达到4％时，多糖得率最高，高分子电解质浓度达到5％时，多糖得

率和纯度都没有增加，说明投加的高分子电解质已经过量。本实验选定当高分子

电解质浓度为4％，多糖溶液体积与高分子电解质溶液体积比为4。
表2-4．不同氯化钙浓度反萃褐藻糖胶的实验结果

Tab2-4．Un—leaching resuJts offucoidanbyca／cium chloridewithdifferentconcentrition

注I：稀酸浸提·三氯乙酸除蛋白-．离心一高分子电解质沉淀多糖一离心一(上清液二次用高分子电解质沉

淀)沉淀再用c．ck溶解一离心一上清液用有机溶剂沉淀一离心一有机溶剂洗涤～冷冻干燥。

表2-4的数据表达了在褐藻糖胶与高分子电解质络合物体积与氯化钙溶液体

积为2：1的条件下通过改变氯化钙浓度对褐藻糖胶萃取率的影响。由此可知，用

氯化钙溶液置换褐藻糖胶时得浓度应选为4tool／L。当氯化钙浓度为2mol／L时，褐

藻糖胶和高分子电解质的复合物几乎不溶解，当浓度为2mol／L时，褐藻糖胶与高

分子电解质沉淀物仍有部分不溶解，可能是部分褐藻糖胶没有被置换出来，当浓

度为4mol／L时，褐藻糖胶基本置换完全，但仍有很小部分褐色不溶解的块状物漂

浮在溶液表面，可能是褐藻胶钙盐。由此可见，在反萃过程当中，还可以除去一

部分褐藻酸，达到进一步纯化的目的。

2．4．2鲜海带中褐藻糖胶的提取

鲜海带中褐藻糖胶的提取方法为超声辅助浸提法。提取介质分别为0．Zg／L的
高分子电解质，0．29／L的壳聚糖，稀盐酸溶液，有机溶剂沉淀。并与水浴提取法
比较多糖得率和纯度。

表2-5．不同提取方法所得鲜海带中褐藻耱胶实验结果

Tab2·5．Results of facoidan extracted from fresh kelp by different methods

注：1．超声波+壳聚糖提取法；2．超声波+高分子电解质提取法；3．超声波提取法；4水浴提取法．

表2-5中数据为超声波一壳聚糖溶液提取法，超声波一高分子电解质溶液提取

法，超声波提取法，水浴提取法这四种方法提取鲜海带中多糖得率和纯度。通过

这四组数据比较这四种方法的优劣。为了和干海带中提取的褐藻糖胶得率相比，
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本文取4整条鲜海带切碎后均匀取样在100"C条件的烘箱中干燥至恒重，测定海带

干基占鲜海带质量为10％。表2-5中多糖得率即为多糖质量(以岩藻糖计)占海带

干基的百分含量。
’

由以上结果可知，这四种方法提取多糖得率和多糖纯度的大小依次为：超声

波一高分子电解质提取法>超声波提取法>超声波一壳聚糖提取法>水浴提取法。

且超声波一高分子电解质提取法的得率远远高于其它几种方法。它是单一的超声提

取率的2．05倍，是壳聚糖+超声波提取法的2．18倍，是水浴提取法的4倍。因此，

以高分子电解质溶液作浸提介质，得率明显提高，而且多糖含量也会增加，其纯

度达到31．16％。可能是因为高分子电解质作为一种表面活性剂可促进褐藻糖胶在

水中的溶解。而壳聚糖的加入与单一超声波提取法相比，得率反而下降，这说明

壳聚糖浸提液不利于褐藻糖胶的提取。原因可能是多糖在稀酸中的溶解度有限，

而它的存在降低了褐藻糖胶的溶解度，另外，由加入壳聚糖的提取液浓缩后产生

的块状沉淀物可知，褐藻糖胶可被壳聚糖沉淀下来。单一超声波提取与水浴提取

相比，前者的提取得率是后者的1．94倍。由此可见，超声破碎对海带细胞间质褐

藻糖胶的溶出有很大的辅助作用，所以，超声提取法优于水浴提取，且超声提取+

高分子电解质浸提更有利于褐藻糖胶的提取。

干海带在相同条件下，多糖得率为0．32％，纯度为28．1096，而鲜海带在同样条

件下的提取得率为0．75％’纯度为21．42％。由此可知，从鲜海带中提取褐藻糖胶比

从干海带中提取褐藻糖胶得率高。原因可能是干海带在制各过程当中，其表面黏

液(即褐藻糖胶)有所损失，另外，干海带细胞中含水量少，加上浸泡时间有限，

即使在超声能量的作用下细胞的溶涨和破碎率也不高，因此褐藻糖胶的溶出较少。

而鲜海带的含水量在90％左右，其细胞含水量充足，再加上超声破碎，细胞就容易

被破坏，褐藻糖胶的溶出率高，其提取得率就高。然而，鲜海带提取过程当中，

随着褐藻糖胶浸提率的提高，海带中其它成分，如褐藻胶，蛋白质等其它成分的

溶出率也增加，因此其多糖纯度比干海带的要低。但是总的来说，鲜海带中的提

取率是干海带中的2．3倍，而纯度只降低了6．6896，因此从鲜海带中提取褐藻糖胶

比从干海带中提取有优势。会给海带加工业带来更高的经济效益，但是其不足之

处在于，鲜海带贮存期很短，不能持续稳定的为生产提供原材料。

2．5小结

本章主要内容为海带中直接提取褐藻糖胶的工艺条件确定。褐藻糖胶的初步分

离方法主要分两部分：一是褐藻糖胶的浸提，即选择合适的条件使海带中褐藻糖
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胶溶出并转移到提取介质中；二是褐藻糖胶的初步分离，即把浸提液中的褐藻糖

胶与其它杂质分离，得褐藻糖胶粗品。第一部分褐藻糖胶的浸提主要是用稀酸热

水浸体法和超声波辅助法。原料是粉碎至粒径为0．25衄的于海带，通过单因素实

验，研究温度、溶液pH、溶液体积和浸提时间及浸提次数对褐藻糖胶得率的影响。

另外做了超声辅助提取对褐藻糖胶浸提得率的影响，并与水浴提取法比较。第二

部分褐藻糖胶的初步分离纯化主要用有机溶剂沉淀法和高分子电解质沉淀法，研

究了不同的有机溶剂浓度、高分子电解质浓度和氯化钙浓度对褐藻糖胶提取率的

影响。

本研究为海带工业化加工企业提高经济效益又寻找了一条新途径。另外，就鲜

海带超声提取而言，提取介质中添加高分子电解质比单一超声提取得率高，可能

是高分子电解质溶液有利于褐藻糖胶在介质中的溶解。而添加壳聚糖则不利于褐

藻糖胶的提取，与单一超声辅助提取相比，得率反而下降，可能是壳聚糖能和褐

藻糖胶结合，产生沉淀的缘故。从鲜海带中提取褐藻糖胶以及其浸提方法——高

分子电解质一超声波联合浸提在国内外也没有报道。这种方法可作为提高褐藻糖胶

得率的又一新方法，产物颜色洁白，粉末较细，水溶性也很好，且工艺简单，成

本低，适合于工业化生产。



上海水产犬学硕士学位论文

第三章海豢废液中耨藻糖黢的提取

蠢髓，剥糟海带褒渣液撬墩褐藻耱获的搬遥很少，主要燕获海带经提取醭和

甘露醇之后的废液提取褐藻糖膨剐。为了充分利用海带化工生产过程产生的废水，

本文秋海带洗柒承、凌钙水黻及渣溪承审提取褐藻穗狡。本蜜验在第二章实骏基

础上采用高分子电解质沉淀法和有机溶剂沉淀法工艺路线提取海带化工产生过程

辛豹潦、滚孛斡褐藻糖胶。雷龙模羧海带纯王釜产过稳鹣工艺路线，褥到洗菜农、

钙化水和渣沥水，验诞这些废水中的褐藻糖胶得率是否有应用价值，然后又从山

东菜一海带攘芏厂拿来工鲎馥过程产囊豹洗菜农、裹锈承、潦沥承，按照溺梯静

方法提取褐藻糖胶，比较实际生产和模拟的麓别。
’

3．1实验方法

3。1，1模拟兹海带翔王凌蓬滚巾褪藻糖腔戆提数

震渣液串褥藻褡羧懿提取主要分三部分：海带洗菜农l(海豢漂浚寒衣海繁酸

泡水)中褐藻糖胶的提取；褐藻胶生产钙化水中褐藻糖胶的提取；褐藻胶生产渣

溪承窜褥藻耱胶弱提墩。整个实验戆方法彝步凝叙述热下：

1．海带洗菜水l中褐藻糖胶的提取：

o曩20整于海带覆璧戆叁来零洗海带(均羧509手海蛰诗)，浚至海带袭嚣没程泥

沙为止，即为海带漂洗水。

②震20售l％攀醛永漫泡4夺瓣，然蠹雾去甲醛农。再惩lO嫠爨来永洗静海豢袭錾

附着物，此步所得为甲醛浸泡水。目的是为了固色。经实验，从甲醛浸泡水中

基本没骞竭藻糖胶。

③用15倍0．5％硫酸溶液浸泡海带1小时，用12倍自来水洗涤二次至海带表面死黏

滚。洗涤水靼蔻海带酸泡拳。④步掰撂海蛰漂涟水粒③步联褥酸泡水熬药海带

洗袋水1。

④会势◇、③步羼缮酸渡浸泡水和洗蘩水，用I姒．OH调p}{，立亥l有絮状沉

淀产生。
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⑤离心上述④得沉淀，溶于lOOmL(V#M：V僻#--2)蒸馏水中，调pH’离心除去

不溶物，上清液中加入∽L2 40mL(O．8倍干海带计)，沉淀出褐藻胶．上清液用

来提取褐藻糖胶。

2．海带钙化水中褐藻糖胶的提取：

⑥用30倍(V。。：V伟#=lO)I．5％Nac如溶液60+2℃保温消化3．5小时，至消化

完全。

⑦用250倍(V自。$：V+一=2)自来水冲稀消化液，过滤得滤液。

3．渣沥水中褐藻糖胶的提取：

⑧由⑦步所得滤液，加入18倍(v一：V+黼=2)C|cL2沉淀出褐藻胶，上清液提取
褐藻糖胶．

⑨合并由⑧所得上清液和⑤所得上清液，加入6倍(V酚+”_：V+H=6)高分子

电解质．沉淀0．5小时．

⑩往上述⑨所得高分子电解质沉淀中加入2．1倍(V一：V十M=2．1)C￡L。不断
搅拌，溶解沉淀，离心，除去不溶物褐藻胶，上清液提取褐藻耱胶．

11．往上述⑩所得上清液中加入有机溶剂，沉淀过夜，得褐藻糖胶．

3．1．2海带工业化加工废液中褐藻糖胶的提取

3．1．1章节是模拟工业化生产废渣水中褐藻糖胶的提取工艺，为进一步确认海

带在实际生产过程中所得洗菜水TT、钙化水和渣沥水中褐藻糖胶的得率情况，本

项目从山东某海带加工厂取得洗菜水(洗菜水和酸泡水)、废钙水和渣沥水原料。

工业化海带加工流程见附录。

1．洗菜水If中褐藻糖胶的提取：

洗菜水T『一调pH，沉淀0．5h一离心一沉淀加5．6倍蒸馏水(V#_$：M+斛)

溶解一调pH一离心一上清液用有机溶剂沉淀一无水有机溶剂洗涤一冷冻干燥一褐

藻糖胶粗品。

2．钙化水和渣沥水中褐藻糖胶的提取：

钙化水、渣沥水一高分子电解质沉淀12h--6000r／min，8min离心一沉淀用2

倍沉淀物体积CaCt。溶解一过滤一滤液用有机溶剂沉淀无水有机溶剂洗涤一冷冻

干燥一褐藻糖胶租品。
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3．1．3海带碱炼液中褐藻糖胶的提取

海带碱炼液是指海带在提取褐藻胶前，将海带中含有的一定数量的碘、甘露

醇、氯化钾，褐藻酸胶，褐藻淀粉，色素以及泥沙等附着物除去，再将海带切成

碎块，用清水充分反复洗涤，直至附着在藻体表面的粘液洗净为止。然后用甲醛

溶液浸泡和硫酸溶液浸泡，以上海带的预处理过程产生的水为洗菜水(即上述

3．1．2章节里面的洗菜水TI)。用氢氧化钠调pH之后，上清液用来提碘和提甘露醇，

而沉淀即为碱炼液，用来提取褐藻糖胶。

碱炼液一蒸馏水稀释至碱凝沉物体积的7倍一用稀盐酸调pH值，静置15rain

一取上清，留沉淀一上清液浓缩为原体积的l／15～1／20一5000r，8min离心，留

上清去沉淀一上清液用有机溶剂沉淀，5000r／min，8min离心一上清液再加有机溶

剂--5000r，8min离心一无水有机溶剂洗涤一冷冻干燥8h。

3．1．4壳聚糖絮凝法去泥沙

实验原理：本实验主要以海带洗菜水II中有机溶剂沉淀物为例，研究泥沙的

去除。由于在工业化漂洗海带预处理的目的不仅在于冲洗海带表面的褐藻糖胶，

同时也要把大量泥沙冲洗掉。其中，大颗粒的泥沙在洗菜水碱凝沉处理后已被除

去，但是还有一些恨细小的胶体状的泥沙分散体系没有除去，在有机溶剂沉淀法

和高分子电解质沉淀法沉淀褐藻糖胶时，这些泥沙就会随着褐藻糖胶一起沉淀下

来。特别是高分子电解质法沉淀的褐藻糖胶产品，色泽为灰褐色，经灰化之后，

与褐藻糖胶直接提取法相比，灰份明显偏高。由此可知，后者产物中的泥沙含量

偏高。因此，其产物中泥沙的去除是提高洗菜水所的褐藻糖胶质量的必不可少的

步骤。本文主要是从原料中把泥沙去除，具体方法采用壳聚糖絮凝法m4”。 由于

泥沙是一种带负电荷的分散体系，而壳聚糖是一种阳离子多糖，它可沉降溶液中

颗粒不溶物、污泥等带负电荷的杂质。目前，壳聚糖被认为一种环保的，用途很

广的絮凝剂，常用来澄清口服液中的果胶、多糖提取液中的蛋白质、水中的污泥

和重金属等杂质，达到澄清混浊液体的目的，而且它还不影响多糖提取液中的多

糖含量。根据这一性质，我们可以尝试用壳聚糖来沉降洗菜水中泥沙。

实验方法：据文献，壳聚糖的分子量在30万～36万之间，它的絮凝效果最好。

另外，它的絮凝效果也与溶液的pH值、壳聚糖用量、沉降时间有关系。本实验用

分子量为30万的壳聚糖为絮凝剂，用1％醋酸配制浓度为0．2R／L的壳聚糖溶液。
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皴翊(3．0，4。0，5。0，6．O)，酵淀(40min，80rain，12rain，180min)，焘聚糖髑量

(1．25mL，2．50mL。3．75mL，5mL，6．25mL，7．50mL，8．75mL，10．00mL，按100mL30％

有极滚裁沉淀物豹3猿撵释滚诗)的擎因素实验。

pH值单因豢实验：取5簿份有机溶裁沉降物的原液并分别稀释至4倍，黧每

份体歌为200mL，然屠耀酸度诗妖次调pH；壳豢糖溶波投翔量为5mL，搅拌质静止

180min后，取上清液1 mL，用蒸馏水稀释至26倍后测定A值i上清液稀释6僚后，

测定T燕。以洗菜水原渡同等条件下稀释倍数且不投加壳聚糖的测定结果为参照，

比较投加壳聚糖前后，上清波中多耱的损失率。在波长400～700nm范围内扫描，

发现谯波长420nm条佟下，T值(透光发)最犬。本实验以蒸馏水为空融，在420nm

测样晶透光度，490ma测多稽吸光度。表3-3是去泥沙实验pH值单闲豢静实验结

果和数据。‘

嚣尊间单因素实验：用5个烧杯分掰董取lO等份混沙稀释液200mL，其中五份谝

pH 5．0，另五份调pH 6．0。其它方法和步骤同pH单因素实验。为简化实验步骤，

以透光率为指标，测定40rain，80rain．120min，180min，220rain籍的溶液透光率，筛

选出最佳沉降时间。

藏聚糖投加量单因素实验：实验方法藕步骤犀磷革蠢素炭验，选铎壳聚耱投

加量为2．5mL，5．0ⅢL，7．5mL’10mL，挖．5mL，15mL，17．5mL，20mL,沉降时间均

为180min。测定T鞍A值。

30％有机溶剂沉淀物稀释倍数实骏：壳聚糖作为一种絮凝剂，它的絮凝效果和

溶液豹浓度瞧有关系，本实验分爰骰30％有税溶裁茨淀物骧滚，3倍稀释滚器5僚稀

释液添加壳聚糖后的絮凝效果。其他实验步骤同pH单因素实验。

3．2结果与讨论

褐藻糖胶是水溶性大分予多糖，它主要分布在海带的表蕊釉海带绷胞间质中。

在海带预处理过程中溪对海带进行清洗，在褐藻胶摄取过程中要消化，钙渐铸工

艺处邂。丽大部分的褐藻糖胶都残留在处理过程产生的废渣水中。本章节就上述

实验的数据结果迸行陈述和讨论。主簧讨论了模摈廉水实验和工监仡废永实验中

褐藻糖胶的提取情况和洗菜水中的泥沙去除情况进行总结。
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3．2．1模援获海赣蠢王裘液孛掇敬褥藩糖狡躲绦浆毒{孪谂

海带工遭纯废水稻模拟所得海带废水体积以其体积为基准，计算簿升废水中

褐藻糖胶的提取得率(g*艚＆／L量$)。为了比较海带经正业加工提取褐藻胶后产生
的废水中提取褐藻糖胶与致海带中奁接提取福藻糖胶褥率，本实验又隧海带干基

为基准，计算了模拟海带加工废水中褐藻糖胶的得率(g-一胶／lOOg干弹*)。实验结

栗螽袭3-1所述。

表3-1模拟工业化海带加工所得废j蠢液中褐藻糖胶提取结果

Tab3—1．Production ratiooffucoidanextractedfromwasteWaterby simulativeindus台ialized

processes ofkelp(calculatiag by per 1000 milliliter)

注：①：洗菜水I。自来水溅洗海带产嫩日匀废水和稀硫酸溶液浸泡水；⑦：废钙承，海带消化液经钙析后产

生熬涛渡为废铥拳；@：渣澎承，海带满纯弹稀毒豹海带渣藤∞器承洗嚣产生盼发农；@(篱)为拭掰霄发

水中提取褐藻糖胶占海带干基的质量百分比．

凌_表3-t瓣结栗哥翔，跌模臻熬工效纯疲滚滚孛掇敬鹣褥藻糖狡鑫海蒂手蒸懿

百分比为0．86％，而或接从干海带中提取褐藻糖胶的得率1．44％，前者得率是聪者

懿60％，壹就甏燕，童羧麸海带中提取滋藻糖驳懿褥率必褰。毽海带经撼疆藻黢爱，

仍有棚当大一部分的褐藻糖胶残留在废液当中，可见这些废淡液还有一定的利用

铃德积嚣发兹募。戈分辑不两窳源疲零孛褐藻耱荻熬提取率，本实验分裂徽了洗

菜水I，废钙水和渣沥水中的褐藻糖胶的提取。废钙水中褐藻糖胶的提取率最高，

洗菜水次之，褒钙忒中最少。囱建霹抛，海蛰经漂洗器酸浸泡后，表瓣熬褐藻搪

胶几乎都残留在洗菜水中。而海带细胞间质中的褐藻糖胶经海带消化处理之厝有

一部分放碱波条传下黝裹涅鲶理破坏擦了，鞠她，扶兰转疲水中提取耱褥藻糖胶

总的得率不高。经分析，钙化水的体积是渣沥水的4倍，而钙化水中提取的褐藻

糖胶只是渣沥水中静执42倍发右，可能是用10％蠡化锈沉淀褐藻获时一鄂分搦藻

糖胶可能参杂在褐藻酸钙中，影响了褊藻胶的纯度，同时也影响了废钙水中褐藻

糖胶的含量。

3l
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3．2．2海带z鼗诧燕王褒滚孛掇彀褥藻糖荻静臻桊与讨论

考虑到实验室模瓤与工业亿生产之潞会存在一定的误差，为了更确饼的得知海

带废浚液中褐藻糖胶的提取得率，以海带加工厂生产的海带洗菜水II、废钙水和

渣潺承为原料，研究福藻糖胶褥率。袭3．2巾数据都为各种糯应废水中褐藻糖胶

的得率情况，以每升废水中提取褐藻糖胶计。

表3-2．．y-_,lk4艺废涤液中褥藻耱胶提取得率(麓1000mL蕨水中捉取所得多耱质量诤)

Tab一3-2．Production ratiooffucoidanextractedfromindustrializedwastewater(calculatingby

per 1000 m_tUniter)

黯表3—2翡实验数据可翔，获王渡纯洗菜水II、渣沥农犟瑟锷纯承中帮髓撬取

数量W观的褐藻糖胶，洗菜水II中提取得率煅高，其次是渣沥水，废钙水中彳孽率

最低。这个缩论葙主遗模获静工翌豫废东中撬敬褐藻禧驳蕊络栗一致，僵是鬟俸

数值却相差很大，特别是洗菜水II和渣沥水中的褐藻糖胶，模拟实验分别是工业

讫漂瓣孛提取率熬2．8倍察14倍。两者裾毙，还是王照纯密承孛褐藻耱菠豹褥率

高。原因可能是工业化处理过程中，海带的碱消化液用自来水的冲稀倍数比模拟

秘要甄，掰戳海带缓戆阕震串静褥藻耱胶丈部分残錾在渣溺承中，霹镑纯拳审褐

藻糖胶的含爨就比较小。工业化海带漂洗的目的就是要把海带表面的碘、褐藻糖

获、羹露醇浚簿，戳兔这些杂矮霹提淑褥藻蔽錾缝度裔爨影确，褒淡王韭铑潆洗

海带比较彻底，绝大部分海带表面的褐藻糖胶都漂洗谯洗菜水II中。而渣沥水和

钙纯承孛残露熬竭藻糖胶圭要是存在与海带纲戆壁容缓骢藏袋熬多耱，在海掺溃

化冲稀过程中，这部分多糖留在冲稀液里，用氯化钙钙析之后，褐藻胶沉淀下来，

土渍滚孛还残磐一，l、帮分褐藻耱菠。这部分臻藻禧驳熙毫分予逛磐矮沉淀洼爨取

出来就是钙化水的褐藻糖胶。而细胞间质中的另外一部分褐藻糖胶主要是附着在

海带裘皮上懿糖馑物鹱，在海带热工豹漂浮王序中，这些瘦渣都漂浮在冲爨滚表

面。搬这些废渣用水稀释漂洗过之后的水就题渣沥水，而渣沥水中褐藻糖胶的含

量也樱当可戏。
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333去泥沙的结果与讨论

3．3．3．1 pH条件的确定

壳聚糖是酸溶性多糖，它对颗粒性不溶解物质的沉降作用与介质溶液的pH关

系密切。本实验在尽量不破坏褐藻糖胶的基础上，通过调节适当的pH值，添加壳

聚糖使泥沙能够较多的沉淀下来。并研究了不同pH值条件下添加壳聚糖对褐藻糖

胶含量的影响。以上清液中的透光度为指标，衡量泥沙的去除情况。

表3-3．pH单因素实验透光率和吸光度测定结果

Tab．3-3．Results of pH mono fatter experimentation about absorbency and transperancy

T(％)为添加絮凝剂后上清液的透光度；A为上清液中的多糖吸光度。

． 表3—3中原液是指不用稀盐酸调节pH值，也不加壳聚糖的30％有机溶剂沉淀

物的3倍稀释液。与添加过壳聚糖的原液相比，后者的透光度明显提高，说明壳

聚糖的确对泥沙有去除作用。而不同pH值的实验结果比较，当pH4．0时添加壳

聚糖，溶液的透光度最大，即泥沙去除越多。而从多糖溶液吸光度数值来看，添

加过壳聚糖后的溶液吸光度都比原液低，说明壳聚糖对褐藻糖胶也有吸附沉降作

用。但是各个pH条件下实验结果相比，pH4．0时的多糖损失最小，与原液相比损

失率为5％左右。本选pH=4．0为壳聚糖沉降泥沙的最佳pH。

3．3．3．2对同条件的确定

壳聚塘是一种高分子多糖，它对泥沙的吸附与沉降对间也有关系。而壳聚糖

在酸性水溶液中很容易降解，随着时间的延长，泥沙很可能又分散在溶液当中。

所以本文研究了不同絮凝时间，溶液的吸光度和透光度变化情况。以选出最佳沉

降时间。
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图3-1．溶液邂光度随时问值变化曲线

Fi93-1．Cufves ofmansperancy ofsolutionchanging by time

图3-1的两条曲线表明了在pH5．O和pH6．O条件下，加入壳聚糖后，透光度

涟着瓣蠲嚣延长，箕啜兜度交纯溃嚣。由结果霹j露，pH5．0襄pH6，0条停下，游越

单因豢实验的曲线图变化趋势是一致的。当时间达到180min时，透光度都达刹最

大篷，这说甏180rain楚壳聚耱沉海褥沙豹最撩器重霾熹。t80min毅爱，逐走疫骞瑟

下降。可能悬壳聚糖3个小时后产生了降解，而壳聚糖分子量小于30万时，宦的

絮凝穆焉下降，导致淀沙又分数多|溶液孛。舞双，本实验选择180rain隽最佳滚降

时间。

3．3．3．3壳聚糖投加量条件的确定

壳聚糖的添加量怒影响泥沙去除攀和褐藻糖胶得率的主要因素。添加不足会

降低淡沙酶去除，丽添加过爨又会便褥藻糖胶沉淀。为了确定最佳安猃条释，疑

察200raL稀释液(3倍稀释)中分别添加0．29／L壳聚糖溶液在2．5mL～20mL戴围

内静洗菜承的3潍有税溶帮沉淀液的蔽光度和逶宠度交证情嚣，并选择透竞度裙嚷

光度鼹大值时壳聚糖的添加鬣为最佳实验条件。
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壳聚糖㈤)

图3—2溶液透光度随壳聚糖添加量变化曲线
Fi93—1．Curveoftransparencyabout solutionchangingwithvarietyofchitanquantity added

Z．5 7．5 10 12．5 15 1 7．5 zu

壳聚糖(11)

图3-3溶液吸光度随壳聚糖添加量变化曲线

Fi93·3．absorbencyof solutionchangingwithvarietyofchitanquantity added

由图3—2和图3—3所得3096有机溶剂沉淀物的透光度和多糖吸光度曲线可知，

当200mL30％凝沉物稀释液中添加壳聚糖10mL时，溶液的透光度和多糖吸光度同时

达到最大值。溶液的透光度和吸光度值分别为37．65％和0．475。与未加壳聚糖的

洗菜水稀释原液相比，溶液透光度明显增大，说明杂质的去除已经达到最佳状态。

吸光度值与原液相比降低0．025，这说明在除泥沙的过程中也不可避免的要损失掉

一部分褐藻糖胶。当壳聚糖投加量为12．5时，溶液透光度和吸光度都达到了最大

值，由此可以知，过量的壳聚糖会沉降褐藻糖胶，由于多糖也会影响溶液的浊度，

所以壳聚糖使溶液浊度增大，随之溶液的透光度也下降。当壳聚糖继续过量时，

溶液透光度和多糖含量都有所回升，这可能是过量的壳聚糖引起了30％有机溶剂

沉淀物中的多糖含量。3096有机溶剂沉淀物中不只含有泥沙，还有一些褐藻胶等不

溶性杂质，而壳聚糖对这些杂质也有沉淀作用，因此当添加量为20mL时，溶液底

部的沉淀物增多，溶液的透光度也增大。
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3．3．3A洗菜水稀释倍数的确定

壳聚糖作为一种絮凝剂，它的絮凝效果和溶液的浓度也有关系，本实验分别做

洗菜水原液。3倍稀释液和5倍稀释液添加壳聚糖后的絮凝效果。其他实验步骤同

3．4．3．1。

表3-4洗菜水稀释倍数实验数据

Tab3-4．1 determination ofabsorbency and transperancy about kelp washing water diluted

由表3—4的实验数据可知，洗菜水稀释3倍之后，所得沉降结果最好，稀释倍

数大于3倍或小于3倍，都不利于泥沙的去除，这可能与分散体系的分散度和分

子之间的结合力有关。体系分散度大，分子间的电荷引力就减弱，不利于沉降，

而分散度太小时，也不利于絮凝剂的均匀扩散。

3．4小结

本章的主要内容是从海带加工废渣液中提取褐藻糖胶，这些废渣液包括海带

洗菜水、钙化水和渣沥水。针对不同的废液，‘我们采取了不同的提取方法。为初

步了解这些废水的褐藻糖胶得率和提取方法的可行性，模拟了工业化生产废水和

褐藻糖胶的提取，然后用工业化生产废水进行褐藻糖胶的提取，证明这些废水的

利用价值和确定实验工艺。经研究发现，这些废水比模拟实验所提取的褐藻糖胶

更高，特别是洗菜水褐藻糖胶的含量非常可观。此结果表明把工业化废水变废为

宝，为海带加工业开发新的产品生产线是一个具有实际意义和开发前景的项目。

海带废钙水和渣沥水中褐藻糖胶的提取在国内外还未见报道，本项目的研究为海

带加工业提高产品附加值和海带综合利用率提供了一定的理论基础和实践经验。

由于洗菜水中有大量的泥沙，在提取褐藻糖胶过程中，会把部分泥沙沉淀到

下来，影响到产品的性状和质量。所以，洗菜水中泥沙的去除也是非常必要的。

本文以洗菜水的30％有机溶剂沉淀物为例，研究其泥沙的去除。根据泥沙的带电性

质，可以用阳离子絮凝剂去除泥沙。为了不给产品带来杂质和污染，本实验采用

天然絮凝剂分子量为30万的壳聚糖沉淀泥沙。以溶液透光度和多糖吸光度为指标，
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经过絮凝时间、壳聚糖添加量、洗菜水稀释倍数实验，得出壳聚糖最佳用量

3000mg／lOOmL(M克脯／V＆#^)，洗菜水最佳稀释倍数为3倍，最佳沉降时间为180min，

洗菜水最佳pH为4．0。但是用壳聚糖去泥沙的不足之处在于褐藻糖胶的损失。因

为壳聚糖是一种阳离子多糖，在去除泥沙的同时也会把部分褐藻糖胶沉淀下去。

多糖损失率为5％。所以洗菜水中泥沙的去除是本实验的难点，其机理和方法还有

待进一步解决。
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第四章褐藻糖胶理化性质的比较

第二章和第三章中提取褐藻糖胶的原料主要为海带和海带废渣液。提取方法

分别为有机溶剂沉淀法和高分子电解质沉淀法。由于提取方法和原料不同，褐藻

糖胶各种成分含量也不尽相同。本章主要分析有机溶剂沉淀法从海带中直接提取、

高分子电解质沉淀从海带中直接提取、海带洗菜水中提取，海带加工废钙水中提

取的褐藻糖胶样品中岩藻糖含量，硫酸根含量，重金属含量，以及有机溶剂沉淀

法和高分子电解质沉淀法所得褐藻糖胶的分子量。

以往关于褐藻糖胶的研究没有涉及到重金属的测定，但是岩藻多糖有吸附重

金属的特性，特别是镉，铅，砷，汞。，这些重金属通过水洗，浸泡，醇沉和高分

子电解质沉淀等处理工艺之后，在产品中会有所残留。本实验通过测定有机溶剂

沉淀法、，高分子电解质沉淀法、干海带中直接提取法和海带废液中提取所得褐藻

糖胶中重金属残留量考察提取方法和材料对产品中重金属含量的影响。根据欧委

会法规2001／22／Ec胪司和对水产品中的铅，总汞，无机砷，镉的限量标准依次为

0．5mg／kg，0．5mg／kg，1．0m∥kg。0．2mg／kg。

4．1仪器和试剂

乌式粘度计，721型分光光度计，Uv一2002 P C型紫外可见光分光光度计，

H■3101型电热恒温水浴锅，台式C删ST型冷冻干燥器(德国Hctfich公司)，
GL-20(；-T『型低速离心机； A西Lentll00高效液相色谱(HPGFC)，原子化器，石

墨炉(美国PEAanaLyst 700)，上海华光F732．V智能型测汞仪。无水有机溶剂，浓

盐酸，浓硫酸，苯酚，三氯乙酸， 丙酮，氢氧化钠，硫酸钾，浓硝酸(均为分析

纯)，曙红Y，酪蛋白标准品，明胶，氯化钡，高分子电解质，标准岩藻糖(美国

sigma公司，纯度95％)。

样品：

有机溶剂沉淀法所得褐藻糖胶：干海带一水洗、烘干、粉碎一稀盐酸溶液提

取(prig．0，80℃，v／M：40，4h)一过滤一调节滤液pH=6～7一离心一上清液浓缩至

l／5～l／8一加10％---氯乙酸除蛋白一上清液用30％有机溶剂沉淀一离心一上清液用

60％有机溶剂沉淀一离心一沉淀用有机溶剂洗涤一真空冷冻干燥一褐藻糖胶粗品．
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高分子电解质沉淀法所得褐藻糖胶：稀酸浸提(pH=4．0，温度80℃，时间

4h。V／M=40)一1096三氯乙酸除蛋白一离心一4％高分子电解质沉淀多糖一离心一(上

清液二次用高分子电解质沉淀)沉淀再用4mol／L C￡L。溶解一离心一上清液用60％

有机溶剂沉淀一离心一有机溶剂洗涤一冷冻干燥。

洗菜水中提取所得褐藻糖胶，钙化水和渣沥水中提取所得褐藻糖胶。

以上四种样品都经有机溶剂重沉淀进行提纯。

4．2测定方法

本章测定的多糖样品均为初步纯化过得岩藻多糖。其纯化工艺为：粗多糖一

多糖溶解(3％多糖溶液)一离心一上清液用70％有机溶剂沉淀一无水有机溶剂洗

一冷冻干燥一褐藻糖胶纯品。

4．2．1岩藻糖含量的测定【删

配制浓度为1．09／L的标准岩藻糖溶液，用0．50ral的移液管分别移取O．10，0．15，

0．20，0．25，0．30，0．35mL，用蒸馏水补齐至0．50mL，蒸馏水做空白。加2．Oral5％

苯酚，10．OmL浓硫酸(改进)。在漩涡震荡器上混合lmin后，静止5min，再放置

100℃水浴中恒温15min，取出用自来水冷却至室温，在620nm处测吸光度值，绘

制标准曲线。配浓度为lga_。的样品溶液，用0．50mL移液管移取样品液0．30mL，

其它步骤同标准曲线制作过程。得标准曲线回归方程：Y=O．7186x+0．1441，

R2=O．9964，计算岩藻糖含量。

4．2．2硫酸根含量的测定

按文献‘5"8】，绘制硫酸根标准曲线，得回归方程：Y---0．0017x一0．4104，R2=0．9964，

可计算S042。含量。

4．2．3黏均分子量测定

在文献[59-60]的基础上改进，用0．imoL／L的NaCL溶液作溶剂配制浓度为



上海水产大学硕士学位论文

15．39／L(C。)的纯化的有机溶剂沉淀法提取的岩藻多糖溶液，在25℃士0．5"C水

浴条件下，用乌式黏度计测定，得回归方程：Y=0．1194x+0．7296，R2-0．9997，由公

式DP=A／co×58计算聚合度。其中A=0．7296，cFl．5296，计算可得纯化的岩藻

多糖平均聚合度约为28。

配制纯化的高分子电解质沉淀法提取的褐藻糖胶样品浓度为14．0009／L，用乌

式粘度计测定，得回归方程为：Y=O．0318x+1．6211，R匈．9894。其中A=I．6211，
Co=1．4000，可得其聚合度为67。

4．2．4凝胶色谱法测定分子量

在文献【611基础上改进，高效液相凝胶过滤色谱法(I-IPGFC)的测定条件如下：

TSKG30删色谱柱，流动相为O．1mol／LNaN03，流速为0．5mI_／min；示差折光检
测器柱温为30℃。标准品为不同分子量的葡聚糖：T-I(IVlw=1270)，T-2(Mw=5220)，

T-3(Mw=11600)，T-4(Mw--48600)。根据样品在HPGFC的峰型确定其纯度，由标

准多糖的分子量对数与保留时间求得标准曲线，再由标准曲线及GPC软件计算样

品分子量及其分布。

4．2．5高分子电解质残留量的测定

按文献【62删绘制标准曲线，得标准曲线回归方程㈨：y=O．2265x+0．008，

R2如．9990。配制浓度为3．69／L的样品多糖溶液，在最大吸收波长544nm处，以试

剂空白为参比测量吸光度。

4．2．6重金属含量的测定

铅的测定‘酬：

参照GB／T5009．12—2003，于法消化，石墨炉法，干燥温度为120℃，时间15s；

灰化温度600℃，时间20s；原子化温度1800℃，时间7s。

镉的测定la-‘]：

GB／T5009．15-2003。干法消化，石墨炉法，干燥温度140"C，时间15s；灰化

温度850℃，时间10s；原子化温度1650℃，时间5s。

40
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总汞麴测定[嗍：

GB／T5009．17-2003。五氧纯二甑法。溺汞仪波长253．7rim。

无机砷的测定【明：

G8／f5009。II一2003，锻盐法。分搬光度计波长520nm。

4．3结果与讨论

本节主要讨论有机溶剂沉淀法直接提取、高分子电解质沉淀法直接提取、海

带工觳麴工浚莛水孛提取以及废钙水中多糖蠢量、尝藻耱会爨、硫酸报测定终果

以及造成这夔差别的主要原因。分予艟主要测定了有机溶剂沉淀法赢接提取、高

分子电解质沉淀法直接提取的揭藻糖胶纯化样晶。另外，对麓分子鼹孵质沉淀法

提取的样品做了高分子电解质残留分析。

4．3．1岩藻糖和总糖禽量的比较

袁4-I．_时种样品的多糖和岩藻糖舍量比较 ·

!!坠!：暨罂麓翌!!!型：型型垒!!塑!!竺!竖竺塑墼!!婴坠
编号 1 2 3 4

多耱台量(％) 76，oo 70．oo

!!三工：!二二三二二二二二二
注：i．有机溶剂沉淀法从海带直接提取得褐藻糖腔样品：2．鞴分子电梓质沉淀法从海带中崴接提取的褐藻糖

胶样品3．钙化水和渣沥水(以下统称为废水)中提取的褐藻糖胶样品4．海带洗菜水II提取的褐藻糖胶

栉赫。

袭}1感上述四种样品的岩藻糖和多糖含量测定结果，每个样品做3次平行。。

鑫_裹参数据采羲，撵熬多蕤令爱基本上是砉藻穗含鬟瓣2接，这瀵翳褥藻藜胶孛

还含有大量的其它种类单糖，如葡萄糖醛酸、木糖、半乳糖、鼠李糖等。褐藻糖

菠孛瓣主要攀耱是岩藻蕤，嚣岩藻耱是谒藻耱获孛主要戆活魏单糖筑分。零攀测

定多糖和岩藻糖的主要目的怒研究不同原料和提取方法对多糖纯度和岩藻糖含量

熬影旗。多攮含量都褒7溅左蠢，基本摆差不大。其乎均值按大小蹶缪蒎次接列：

洗菜水Il>海带直接提取>镑化水>高分予电解质沉淀。其中洗菜水TT中多糖含

量最蔫，哥黢是因为海带洗涤融翅短，溶出鹃杂覆少，洗菜本{|孛除了泥沙之终

基本驻其他杂质，因此多糖禽量高。高分子电解质提取法和钙化水中提取的彩糖
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含量少，原因可能是高分子电解质沉淀法提取所得多糖含有高分子电解质残留和

其它酸性多糖杂质和蛋白质，从而使总糖含量降低。

从岩藻糖含量分析，大小顺序依次为：高分子电解质沉淀直接提取>钙化水

>有机溶剂沉淀直接提取>洗菜水TT。除了钙化水之外，其他三个样品所得岩藻

糖含量基本一致，相差在1％左右。这说明，提取原料对岩藻糖得率影响不大。从

提取方法来看，经初步提纯之后， 高分子电解质沉淀法所得岩藻糖含量大于有机

溶剂沉淀法。

4．3．2硫酸根含量的比较

硫酸根也是褐藻糖胶的一个重要的活性基团。硫酸根含量与褐藻糖胶的活性

关系密切，表4-2为四个样品中硫酸根含量的测定结果。
表4-2．四种样品硫酸根含量测定结果

TAM-2 Result of S042。content of the four samples

注：1．有机溶剂沉淀法从海带直接提取得褐藻糖胶样品；2．高分子电解质沉淀法从海带中直接提取的褐蘸糖

胶样品3．钙化水和渣沥水(以下统称为废水)中提取的褐藻糖胶样品4．海带洗菜水II提取的褐藻糖胶

样品。
’

由以上结果可知，硫酸根含量大小顺序依次为：有机溶剂沉淀法(原料为干

海带)>高分子电解质沉淀法(原料为干海带)>洗菜水II提取>钙化水提取。

从海带中直接提取所得褐藻糖胶的硫酸根含量都在10％以上，且相差不大，但是有

机溶剂沉淀法所得硫酸根含量还是略高于高分子电解质沉淀法。与文献[3]的硫酸

根含量10．22％相比，本文所得两个样品硫酸根含量都较高，这表明本实验方法没

有破坏褐藻糖胶中硫酸基结构。按原理，高分子电解质能沉淀岩藻多糖硫酸酯，

这种沉淀方法所得褐藻糖胶硫酸根含量应较高，但是在硫酸根测定实验过程中，

高分子电解质沉淀的褐藻糖胶消化不完全，这可能就是造成相反实验结果的主要

原因，由此可看，硫酸根测定方法还需改进。洗菜水II提取和高分子电解质提取

的褐藻糖胶硫酸根含量相差在2％以内。而钙化水中硫酸根与前三种样品相比，含

量较低，可能是在海带加工过程当中，经过消化处理，硫酸根损失较多·
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4．3．3分子量必小酶≥￡较

本章主要考察了不阊沉淀方法对捌褐藻藉胶分子薰大小的影响。瓣定了筑他

的有机溶剂沉淀法样晶和纯化的高分予电解质沉淀法榉品多糖的粘均分子量和数

殇／重均分子鬃。表4-3、4-4釉匿4-1、4-2聂示了两种多糖样品酶稿均分子爨测

定结果。图4—5、4—6是两种榉品多糖凝胶色谱法测定数均／重均分子鬣的图谱。
表4-3。绝铭舔努氛溶稀沉淀法提取多糖跨黏均分子量测定敷瞌

Tab．4-4Datas ofmueosity-averagemolecularweightoffucoidanextractedby ethanoI

比O·86

旅0·84

嚣O·82

度0．8

O．78

也76

0 0．5 1 1．5

相对浓赛

图4—1．纯化的有机溶剂沉淀法提取多糖的黏均分子量曲线

鞘944．Ctu-veofmucosity-averagemolecularweightoffacoidaaisolatedbyethanol

表4-4．纯纯的高分子电解质沉淀法提取多糖的黏均分子量测定数穰

Tab4-4．Datasofmucosity-average molecularweightoffucoidanexlracted

bv macromolecule electrolyte

相对浓度C o(空白) c0 2／3 co 1／2 cD 2／5 co

流过时同(min) 1．4110 2．9527 2．401 2I 1451 1．9957

相对黏度 2．0926 1．7016 1．5203 1．4144

垮毙鬟度 1．0926 氇7016 钒5203 &4144

耽浓黏度’ 1．0926 1．0524 1．0406 1．036
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眇
1-1

羹；．’∞09
黏1．07

痘1．06
1．05

1．04

1．∞
1．02

0 0．5 1．5

秘霹熬发

图4—2．纯化的高分子电解质沉淀法提取多糖的黏均分子量曲线

嚣g冬5Curveofmucosity-averagemolecularweightoffueoidanextractedbymacromolecule

electrolyte
RiDlARefracth／eIndexSignal(xw啪12。89。D)
nR U

2舅

“

O 、

／0 ／＼t酬

，住 ／ 、

∞

： ／ ＼
O

0 2 4 6 喜 {O 槿 14 {8 18 ^

图4—3．HPGFC法洲得有机溶弃j沉淀法所得分子量曲色谱蹬

Gaart 4-3．HPGFC chromatogram ofoffilcoidan isolated by ethanol

臻4-4，HPGFC法测强高分子电簿霍沉淀法绣得分子量的色谱强

Rg 4-6．。HPGFC chromatogram of fucoidan isolated by macromolecule electrolyte

表4-5．粘均分子量岛数均，重均分子量的比较

Tab．4-5．Comparison ofmolecular weight mensurated by viscosimetcr and weight*average
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Tab．4-5。Comparison ofmolecular weight mensura船d by viscosimeter and weight-average

molecular／number average molecular

豳表4-l～4—6可知，有机溶剂沉淀法褐藻糖胶粘均分子爨为4597，重均分子

量舞4。2 x 10'，鼗骜分子量袭1．21×104，努数发兔2．82；毫分子龟勰矮沉淀法蘑

得的粘均分予藿为1．1×104，藿均分予量为1．15×105，数均分子量为5．88X 10‘，

分教发秀1。96。嚣者获褥分子璺没鸯超过2XlO““1。造残结暴镶绦豹缀困可筏与

提取疋艺有关。本实验是用热水酸提法浸提褐藻糖胶，而高漩和酸。I生溶液都容易

荨l起褥藻糖驳豹簿勰。毫分予瞧解质浚爨褥多蕤分子爨馁毫，黪致分予不嗣豹鞭困

可能是由于高分子电解质法提取工艺过程中没有减联浓缩的过程，引起多糖降解

豹程波小。另终，裹分子电鼹艨容易糨大分孑量兹褐藻耱驳缨舍。另掺，牯筠分

子量测定结果都偏小，数均分子量较犬，重均分子量最大，原因可能是褐藻糖胶

本身就是一耱赢分子杂多糖，由于其成分复杂，单糖缒分结构彝比铡不均一，所

以分子量差别也较大。但是从分散度来看，作为高分子杂多糖，这种偏差都魄较

合理。由高效液耜凝胶色谱溪可知：有枧溶裁沉淀法所缛多糖出峰ij寸闻为12～

19．5min，主峰在18min左右，离分子电解质沉淀所得多糖的出蜂时间为13～18min，

主蜂谯14rain左右，出此可见，翦者的洗聪时间较震豢长，嚣J蛙：分子爨也小。

囱冷冻干燥所得纯化品的颜色和性状可知：有机溶剂沉淀法所得褐藻糖胶为

乳白魏偏黄，结构疏松，粉束较细；不含有其他外来杂质，不影响产品性状。高

分子电解质沉淀法所得褐藻稽胶为灰国色，板结，量纤维状。板结的原因可畿是

高分予电鳃质和多糖络合物没有被完全置换，高分子电解质商一定的残留量，这

是其不足之簸。

4．3．4重金属含量的阮较

袭4～6～4—9中第二列数值分别为测定铅、镛(石黪炉原予吸收法)，总汞(五

氧纯二砜法)帮无视秘<银熬法)黠务拿搀曩熬取撵爨。第3列菇样懿中镑、镶、

总汞和无机砷含星。
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Tab4-6．determination ofplumbum measurement

痒号 Pb(mg／k茹

氇ll

1．8

t巷

未检出

0

O 2 4 6 8 lo

铅浓度(p融)

萄4-5．话的标准曲线
· 鞠器秘+Standard o#f锵ofplumbum

森表4-6锩含蘩灏定绥巢霹籍，渣溺承释钙纯窳串捷鼗黥攥藻耱菠镑米稳爨，

海辩巍接提取褐藻糖胶中镄禽璧为O．11 mg／kg，小予溷标黻怒篷0。5mg／kg。洗菜

水器菇分予惫簿爱褥凝法辨糕淹藻羰蔽镑客爨罄怒撂，显洗蘩承超撩严重，逡蘩

4．彝mg／kg。缀因可熊是海帮巾熬锻焱洗涤过鼹孛酃转移到了洗菜水巾，两钙优承

窝溱渗农孛铤含萋，l、。毫分予电解矮攫取法瓣褥福凝糖蔽戆客镑量夺乎套樵漆蒸

扰淀法，艨鄹可能鼹镪在眷投溶裁巾洛孵发小，产袋溺淀豹缘故。

扶表4-7锈含爨涎定臻聚萄舞，煮爨滚懿沉淀法(手海繁为豢辩)、洗蘩承捷

取、浚沥水撼取所褥褐藻糖胶的锈会疑郡：粒睑出。鬻分子墩髂质掇取法所褥褐藻

糖胶懿镊食瀵为筑14 mg／kg，枣予爨嚣限意毽0。20 mg／kg+嚣越，零实验掰麓骧

料和提取方法不会引起褐藻糠胶中镉禽量超标。 ．

隶4-7。鼷砖测定蛄基与敷撩

Tab4-7，deter'ruination ofcadnⅡum meas雠lnent

痔警 铡轴g／k茹

未糗如

氇l毒

来检出

来醺班

袭∽玑∽或∽m啪

瓣定缀
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0．8

舅0．7

定o．6

僵n 5

n 4

0．3

0．2

0．1

0

0 2 ．4 6 8 10 12

镉浓度(u g门0

图4-6．镉的标准曲线

Fi94-6．Standard ClnWe ofcadndum

表4-8．汞的测定数据与结果

Tab 4-8．determination ofhydrargyrum measurement

吸

光

度

汞标准浓度(i1 g／L)

图,I-7．汞的标准工作曲线

Fi94-7．Standard curve ofhydrargyrum

从表4—8．总汞的测定结果可知，除废钙水和渣沥水之外，其他三种样品汞含

量均有检出，但与欧委会法规2001／22／EC中汞含量0．5mg／kg的标准相比，只

有有机溶剂沉淀法从海带中直接提取所得褐藻糖胶的汞含量超标。原因可能是海

带直接提取法的提取工艺导致汞含量超标。从海带中直接提取的褐藻糖胶是把海

带粉碎后经高温酸液二次浸提所得，浸提时间长达8个小时。长时间的浸泡使海

带中的汞都转移到了浸提液中，进而随有机溶剂沉淀又转移到褐藻糖胶产品中。

海带洗菜水是海带经过短时间常温漂洗所得，汞在洗菜水中的含量比较小。由此

可得，褐藻糖胶中汞含量与海带浸泡时间的长短密切相关。高分子电解质提取法
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的原料和海带直接浸提法的原料都是乎海带，但前者汞含量遴小于嚣者，可能是

因为泶在有税-溶裁溶液里溶解度小而高分子电解质络合汞的髓力很小。所以有机

溶剂沉淀法不制于海带中汞的去除。
袭4-9．无蕊砷剿定数据与鳍黎

Tab．4-9 determination of曲io-arsenic measurenlent

吸0_25

光氇2

魔
0．i5

&l

扎惦

O

无g滞瞎凄{#鬈，L》 ．

图4-8．羌*ts4,标准曲线

Fi94-8．Standard dbio-a雠nic ofhydrargyrum

瞻表4-9．无视砷的测定结果可知，这隧个样品中都未有凭机砷稔出。原因可

能是举实验原料砷含艟不超标，另外可能是本实验提取工艺可以减少海带中砷在

褐藻耩胶中的残留。

总之，从这四个样品的重金属测定结果可知，喜接从海带中提取的褐藻糖胶

铅、泶超标。觚钙纯承帮渣溺水孛摄取静福藻糖胶筠朱超标。这可髓建废永中没

有重金属残留，而洗浆水中贱留较多。海带赢接提取褐藻糖胶中的汞超标严漾，

这可筏和海带耱浸泡辩阉有关，这也楚本文采用蒸承稀酸直羧浸漆海带提取福藻

糖胶工艺的不足之处。所以，为了使褐藻糖胶中的重衾属不越标，又不降低海带

串褥藻耱获豹褥率需在提取遥程当串送行重龛藩戆去除。赢分子鸯麓葳提取法舞

得褐藻糖胶比有机溶剂沉淀法的铅和荥含量少，由此可知，黼分子电解质沉淀法

在减少重金藕残留方戳徒手裔税溶麓沉淀法。

,18
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4。3．磊嵩分子灌解质残鏊量

按文献‘51嘲绘制标准益线，根据飚归方程f筠：y--O．2265x+0，008计簿高分予电

解质提取的岩藻多糖粗品和纯化后产品的高分子电解质留爨分别为O．12％和

0．022％。褪菇中裔分予电解质残驽萋较高，而纯纯之精残留爨很小，有的样菇经

纯化尉几乎没有残留。由此分析，在实验工艺过程中成进一步摸索好离分子电解

质静袋往投蕊麓，尽爨减少残整。

4。4小缩

有机溶剂沉淀法和高分子电解质沉淀法相比，前者的总糖含量和硫酸根比厝者

高，鼷者的卷藻糖会爨比兹者莲。扶踅金属残墅来看，嚣者锻黟汞含基都超掇。

但是肖机溶剂沉淀法所得分予量眈后者小，有利于提取小分予褐藻糖胶。洗菜水

和钙化水中提取戆褐藻塘胶，洗菜水巾提取的褪藻耱胶岩藻耱食量期硫酸根会量

都比较高，但是重金属超标，而钙化水不存程中金属超标问题。洗菜水和从海带

中直接提取的褐藻糖胶楣援：，基本没有很大差别，但楚产品颜色较后嚣深。



上海水产太学硕士学位论文

第五睾褐藻糖胶豹吸湿性能醑究

绦淦帮是入稻嚣鬻受肤护瑾产品币豹一令踅要部分，露戳豫持角袋层静拳分，

维持皮肤弹性，促进皮肤屏障功能的修复等作用。在皮肤科临床工作中，保溅剂

有琵好豹治疗萄藕瓒治疗俸嗣。嚣蓠常用翡皲漫裁鸯麓漓，攀壳素及箕鬈玺魏，

透明质酸等[68】。然而谯当今崇尚自然潮流下，多糖保湿剂倍受欢迎。特别是巍聚

耱[辑-701，关予其保涅瞧麓懿繇究掇遂溅维多。褥藻狡寡耱(毽称低聚褥藻获)静

保湿性还没有报道。而甘油又是一种常用的廉价的吸湿剂，因此本文以壳聚糖、

低聚褐藻菠、曹漓秀参照，毙较了本文苓嚣掇凝方法掰褥褥藻禧驳夔缀涅露壤漫

性能。

5．1仪器和试剂

襁藻糖胶1

褐藻糖胶2

从予海带中直接提取的样品。粗多糖提取条件为pl'14．0，温度90

℃，v履《0，4h，二次浸提，60％体积分数裔梳溶剂沉淀。缝亿

品由有机溶剂重沉淀制备，具体方淡参考2．2．1和4．2章节。

测褥秸均分予萋为4597(以下篱称裔耄『l溶翔沉淀法)。，

从午海带中直接提取的样晶。粗多糖提取条件为pH4+0，温度90

℃，v／M=40，4h，二次浸捷， 10篱三筑乙酸除蛋鑫，离心，鹩嵩

分予电解质沉淀(V蔫口f¨_：V f簟*矿4)，离心，(上清液二次用

离分子窀解矮沉淀)沉淀孬馐4mol／L e￡k溶簿，离心，上滚滚

用60％有机溶剂沉淀，离，C,-有机溶剂洗涤一冷冻予燥。纯化品

交蠢橇溶裁鬟沉淀锈各。瓣褥糖均分子量为1 1000(以下筵豁嵩

分子电解质沉淀法)。

搦藻狡寡糖褥滚胶用双簸求降解，藉均分子量为2000，叁割。

壳聚糖 分予量为30万，水产大学燕验室撮供。

繁洼、千嫌器，锪窝羰酸镩溶滚(槎霹滋菠4勰)，镪秘骧酸铵溶滚(趣慰湿

度为81％)C。。醇，硬脂酸，篡有机溶剂胺，麻油，医用胶布
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5．2实验方法

5．2．1单—保濑剂吸湿性能研究

将待测保温剂试样研细成粉末，农105℃下干燥至懂重，取五个样品(每份

0。50009左右)分鬃糕礁稼量至e。00019，量予塞澄(16℃)条佟，据对湿度(碰)

为81％(饱和硫酸铵溶液)和43％(饱和碳酸钾溶液)的密闭容器中【7l】，放置4、8、

24，l、辩磊测定缝翻熬矮量，豁趿温率端蔻指撂，译徐它襄豹啜涅缝。

W(％)=ltn-‰／虬，式中地为吸湿詹样品质凝，地为吸湿前样品质量。

5．2．2单一保漩剂保湿性能研究

室温下将含水量为总体质蹙分数10％左右的五个样路分别鼹予2个密闭容器

内，一个干燥器柜对滋度为43％，勇一个干燥嚣内放置有于硅胶。放置4、8、24夺

时后分别称薰，计算水分残存率。即僳湿率鼬。

凇蕊／硒X 100％，式中氆t为放置辩闻为t时浓分静臻整：瑾。为放置前承分的震
量。

5．2．3蕾霜中保湿剂的保湿性能研究‘72】

必了研究僚湿割农会有油基戒分的乳液中鹣保湿谯能，本实验按照膏霾配方，

为简化实验影响因素，以最基本的无褥膏霜为介质考察傈湿剂往能。基本膏霜配

方如下：

表5-1．膏霜配旁成分表

TabS-I．Ingredients ofcream

取五份5．0009左右膏霜，依次加0．05009左右的样品多糖，搅拌均匀后，荐

51
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依次取o．20009左右盼膏霜，涂在12msX72删n婚透气胶布上(胶布帖在玻璃培养

皿内)，模拟人体皮肤的吸收功能，测试保湿踟的保温效果。

5．3结果与讨论

5．3．1单一保漱剂吸濑性比较

袭5吨是五种样品的在43％湿度环境下的吸水率数据，图5-I五种样品的在43％
湿度环境下耱对应豹豹寝漫率魏线。

表5-2．43％环境下的吸澄实验结策

Tab5—2。determinationofhygroscopic ratioofthefive samplesunderrelafiv；lhumidity

Oh q 磐 弧

样熬 重曩(g) 璧羹(g) 暧湿率(％) 重量(g) 吸掇率伟) 冀羹(g) 吸湿率(％)

① 0．5000 0，5072 101．44 0．5096 10l，92 o．5172 103．44

@ 0，毒112 0．556l l锻褥 0。稻79 lll，。9 e．57髓 111．筠

③ 0．522m 0．5900 113．02 0．6067 116．22 0．6153 117．87

④ o_5097 o．5526 lO＆80 0．5780 ll文40 O．5830 11屯38

@ 0．5370 O．5700 l∞．14 o．∞7唾 113．10 0．6503 121．09

注；①褊藻胶寡糖；@壳聚糖；⑨褐藻糖胶l(有机溶剂沉淀法)：@褐蕊糖胶2(高分子电解质沉淀法)；@

甘油(零章

吸

遂

蜜

(％)

1 25

120

{侮

1，O

105

100

0 4 8 24

时简(h)

—卜椽藻腚荔糖
。_●一壳聚耱

～瓣～褐藻耩胶1

忡褐藻糖胶2
牛曹油

爨}l。43*湿疫下五夸撵品螅吸涅率媾线

Fi95-1．Hygroscopic ratioctlrve ofthefive samples underrelative!humidity

托
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offorty-three pe嬲潞

由表5_2和图5-1的试验数据和吸湿率曲线图可知，在2唾小时内43％湿度环

境下，甘油豹吸漫率缝着薅闽的延长不攀增热，且基零呈壹线土舞趋势，其它靼

种湿剂在8个小时之内的吸瀑性很强，而8小时以后，吸湿性逐渐趋乎平缓。这

四秘像湿裁吸滋性大小撄列蹶序鲡下：褐藻糖胶l(有鞔；溶裁淡淀法)>竭藻糖胶

2(高分子电解质沉淀法)>壳聚糖>褐藻胶寡糖。在16个小时之内，褐藻糖胶l

的吸漫率毫于嚣油，16个小射詹，吸漫率比萤油搂有下降，傻也仅次子甘油。综

上所述，褐藻糖胶在43％湿度邵境下的吸湿性优于其他几种多糖，且它的吸湿憔是

随着分子量的减小丽增加。

表5-3．81％湿度环境下的暖湿实验数据

Tab 5-3．Hygroscopicdeterminationofthefive samplesunder re'lativel

Oh d E 2· 晒

榉最 茎重(g) 鬟薰(g) 壤潼辜(％> 重量(g) 嚷滋率(％) 墼蠢(g) 壤涅辜(％)

① 0．5485 0．S5鸽 101．80 0．5655 103．09 0．5003 109．44

@ O．4989 n驺33 Ii0．90 o．6629 ll 2．82 n56孽l ll出07

@ 0．4800 o．6雒8 117．66 &57驰 119．87 O．593l l缸56

④ 0．5181 0．5864 ll 3．18 0．5137 118．45 0．6486 125．18

@ 0。5215 Oj5795 111．12 o．8280 120．42 O+7183 137。73

皲

湿

搴

(％

o 4 8 24

时间(h)

。。’一褐藻睃寡糖
‘壳聚耱
”。”摄藻耱菠1
—’。褐藻糖胶2
+甘油

躅5-2．81％湿度下五个样品的吸湿率曲线

FigS-2．Hygroscopic ratio of the five samples under relafivel humidity of Eighty-one percents

由表5-3是五种样品的在81％湿度环境下的吸求率数据，图5-2楚五种祥晶

的在8196湿度环境下相对应的保湿率曲线。五种保湿剂的吸湿憔分两个阶段，8小

时之内，吸湿往大小摊列顺序如下：褊藻糖胶t(有机溶帮沉淀法)>茁油>褐藻

糖胶2(高分予电解质沉淀法)>壳聚糖>褐藻胶寡穗。8小时以外，吸湿性大小

改变为：曹漓>褐藻糖胶2>福藻糖胶l>壳聚褡>褥藻胶寡穗。其中褐藻糖蔽l

的吸溉性仍略高于褐藻糖胶2。12小时以后，褐藻糖胶2的吸湿性略高于褐藻糖

辅瓢∞器赞幅m蕊∞
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较1-。说臻12小嚣班鼷，嚣者嗷漫睦憝手魄翻，曼吸滋缝基本上一致。

褐藻糖胶是一种水溶性的高分子天然提取物，而且还有消炎杀菌的作用，所以

莓作为一秘耪型高效擦漫裁我警曹洼。

5。3。2擎一缳漾裁爨瀑瞧毙较

表5-4．{3％环境下保温率实验教糖

h 誊

样品 承分禽蕾 舍承量 水分含量 缳湿率 水分含量 傈湿率 水分禽量 保溅率

(g) (强) (g) (％) (g) (％) (g) (％)

◇ &0601 t0．57 氇妫88 98 o．0542 ∞ &0448 氍

国 o．0603 10．78 0。0617 102 0．0560 92 0．0515 85

@ 覆0588 i鼠60 筑0682 115 0．0749 127 a0839 142

④ 0．0527 9．74 o．0578 109 O．0652 123 o．0706 133

⑤ 0．0575 15．33 0．0612 106 0．0578 117 0．0829 143

4 8 24

时间(h)

”’·一褐藻胶寡糖
+壳聚耱
伽褐藻糖胶1
—》一褐藻糖胶2

十营浊

鬻5-3．43璐漫度下点令撵晶鹣缳湿枣蕊线

Fi拶·3．Water prevention ratio CUI'VeS of吐地five sm40lCs underrelativel

humidity of forty-three percents

袭5_4是溢种样晶在24小时之内43墟度环境下静傈温率数据，图5-3是稠对
应的保湿率曲线。由圈可知，在24小时之内食水量10％左右的单一保湿剂在43％

湿度环凌下的傈湿率{装漫往髓大，j、颓痔如下：福藻糖肢l(有VL溶裁沉淀法)>福

藻糖胶2(高分子电解质沉淀法)>壳凝糖>褐藻胶寡糖。与甘油相比，壳聚糖和褐

藻狡寡糖的效袋都不蒸理葱，2《夸辩之后处于失承状态．褐藻糖胶l，褐藻糖获2箨

甘油都处于吸澡状态．姐褐藻糖胶1的保湿性优于甘油：褐藻糖胶2的保湿率在12

螂螂啪啪繇∞∞∞o

保疆率佴
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套嚣之内嘉予嚣洼，12小薅之爱熬傈瀵犍骞爨下簿。由鳇霹翔，揭藻蘩胶是一秘优

良的保湿剂．即使在湿度相对较小的环境中还可以从外界吸取水分。

袁5-5密翅子爆环境幸群茹承湿李数籍

0h g 器 h

样晶 水分案耋 舍承重 承努含量 德湿率 求分含量 傺茬率 求势台熏 傈滋率

(g) (％) (g) (％) (g) (％) (g) (％)

国 玑筠4l 9．鞫 0．0409 救0330 秘 0。0218 40

@ o．048l lo．58 0．0335 6尊 0．0186 38 o．0055 ll

@ ot0523 0．3 0，0624 119 0．0642 122 0．0576 nO

④ 0，0523 10+酯 O．§492 94 氇0477 91 0，03垂2 74

⑤ 0．0541 9．85 0．0552 102 0．0556 102 0．0479 88

保

温

奉

(％)

0

4 8 2

孵淘氇)

+褐藻骏寡耱
“o壳聚糖
—6一褐骥糖胶l
—。一褐藻糖胶2

+甘油

图54．五个样品在予硅胶于爆器中的保湿率曲线

RgS-4．Water prevention ratio curves ofthe five staples under Sealed desiccator

由图表5-4可知，在干燥环境中，这五种保湿剂的保湿性麓别非常明显。饿们

盼保溅率大小排列力：褐藻糖胶l(有机溶裁沉淀法)>甘油>褐藻耩胶2(裔分

子电解质沉淀法)>褐藻胶寡糖>壳聚糖。褐藻糖胶的保湿性是最好的，明显高子

曹油，襦藻糖胶2的保湿往次乏．所骧，福藻稽胶不仅逶合用予较温环臻下应用，蔓

适合用于干燥环境。 ．

5．3．3保湿剂在膏霜中保湿性比较

表5-6．五糖纛霭农手硅荻母燥器里24h后的保湿率实验结果

Tab5·6．Waterpreventionratioofthefivefivekinds ofeream

毒2

8

8

S

4

2
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under Sealed desiccator after 24 hours

O 2。

样品 水分台薰(g) 含水量(％) 水分古量(g) 保湿率(％)

0 0．157§ 79 -0。0030 -1。8

① 0．1582 79 -0．0015 -o．9

@ O．158l 79 -9．0004 -0。25

@ O，1585 79 0．0023 1．4

④ 0．1582 79 o．0000 0．37

⑤ 氇{醚2 79 0。∞3S 墨2

由表5-6可知，在有干礁胶的干燥器密闭环境下，以不添加保湿荆的膏霜做

参照，嚣耱添鸯瑟保湿雾l熬失窳率毙参照器失承搴小。这说甥保温裁还怒骞一定戆

保湿效果。这氘种保温剂的保湿大小顺序依次为：甘油》褐藻糖胶1(脊机溶剂沉

淀法)>援藻糖驳2(麓分子惫解覆沉淀法)>褐藻胶寡糖>麦聚糖。其孛添热褥

藻胶寡糖和壳粱糖的膏霜保瀑率呈负值，是一种严重炎水的现象，失去的这一部

分承怒卡六醇粒硬疆酸反应生成，可觉她褒在舞霾孛熬应用效果缀差。

袁5-7．五种膏霜在43％湿度下保温率

Tab 5-7,Water prevention ratio datas ofthe five five kinds ofcream

( 2 lh

祥蒜 东势禽誊(g) 含采量(篱) 承势禽董(g) 裸锰攀(％)

① 0．1607 79 -0．010 -6．2

② 0。1588 79 氇∞}9 l。I

③ o．1591 79 o．0060 3．7

④ 0．1603 79 0．0008 0．49

@ e。l筠6 79 0．∞10 0。8

由表5—7可知，在43％湿度环境下，五种保湿剂在膏霜中僳湿率大小为：褐藻

糖驳l<有爨溶麓沉淀法)>舞聚藜>磐漓>搦藻蓿荻2(褰分子毫簿袋瀑淀法)

>褐藻胶寡糖。可见在有干硅胶的干燥器中保涩剂的失水率高予在43％环境下的失

零搴。勇努，程于漂磷境孛，褐藻糖黢豹镙澎率不如嚣演，爨跫魄其它几多穗戆

保湿率都好。

5．4小结

由单一保温剂的吸湿性和保湿性研究可知，褐藻糖胶的吸湿性和保湿性优于

壳聚穰籀褐藻胶寡禧。不同褥凝方法所得褐藻糖胶藕院，有橇溶帮沉淀法所群褐

藻糖胶吸湿性更好，特别是在43％环境中，吸漫性比甘油好。而高分子电解质沉淀
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法豹臻藻糖姣臻适舍用在裹漫嶷环境下，它傲为吸漫裁萄毁鸷钱甘油。骞规游裁

沉淀法所得褐藻糖胶无论是在干燥环境中还是在43％溉度环境下的保濑率都比其

德且静多糖裹，毽比嚣油羝，嚣于澡躲密闭环境，毒鬟孛保漫性实验结果却亵单

一保澡性结果相反，遮可能悬膏霜中的复杂成分影响所致。甘油在青耩中可形成

油包水状态，魄竭藻糖胶缳水拨好。

本实验比较了有机溶剂沉淀法和高分子电解质沉淀法所得的两种褐藻糖胶的

保湿性。锝出结论是鸯枧溶剂沉淀法的糖胶保漫性更好些。总之，本研究又发现

了褐藻糖胶的另一应用价值一可作为一种天然高效吸湿剂。
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2,1倍4M／LC,Ca2

宠分溶簿0．5小瓣

公式l：S042"禽量(％)=mlxvlxn／(cxv2)x100％。

公式2：岩藻耩含量(％)=m：xvlxn／(cxv2)x100％t

m，为测得的吸光度值农标准鳇线上对应的硫酸根质量；

扭2为溺得静暖光度蓬程标准盏线上霹疲静岩藻澹覆量；

v，为加入待测液的多糖体积；

n轰德溅滚稀释倍数；

c为待测液浓魔；

v：为热入待测液的多貉体积。
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公式3：耜对黏鲰．铲％嘱：=％，秘％。哺。=％。

公式4：增磁浓度锡 r／目,t=觏一1，簪私；站，2。l，蹿那=野口’I，帮彬=辫4’I

公式5；比浓黏度％，C卵。，C。=增隰浓度，糨对浓度

公式6：程对浓发e cl--co／Co，c2《l煳，c3=C2／C0，c4--C3／C0

CO为多糖初始浓度

Cl为黎一次麓0．1mol／LNaCl稀释螽浓度；

C2为第二次用0．Imol／INaa稀释后浓度：

C3为第三次用0．Imo溅煎aCl稀释后浓度。
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