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微生物发酵!膜分离法制备褐藻胶寡糖及其产物分析
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摘 要：比较褐藻胶裂解酶产生菌 !"#$%&’&()* E*(在摇瓶和发酵罐培养过程中生物量、褐藻胶寡糖含量以及褐藻胶

裂解酶活性的变化，根据其变化确立了通过微生物发酵7膜分离技术结合制备褐藻胶寡糖的条件，并对寡糖进行凝

胶过滤色谱和薄层色谱分析。用组成为每升含酵母粉 "A、蛋白胨 1$A、85FG! $H1A、褐藻酸钠 1#A、-9I’ 1H"A，*J 为

2H" 的培养基，在 #6K培养褐藻胶裂解酶产生菌，结果表明，发酵罐培养 .$?，发酵液寡糖含量达到最大。发酵液通

过超滤7纳滤两级膜分离，得到褐藻胶寡糖，寡糖的回收率和脱盐率分别为 /!H$L和 /.H.L。通过凝胶柱分离和

4MI 分析，得到 " 个褐藻胶寡糖组分。
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褐藻胶作为稳定剂、增稠剂、凝胶剂被广泛地应用于食

品饮料、造纸印染、生物材料、医药卫生、科学研究等各个方

面［1］。最近几年，褐藻胶寡糖因具有调节植物生长、诱导植

物抗病能力的产生等生理活性而越来越受到关注［#，.］，这些

研究主要包括褐藻胶寡糖的制备、分析及其生物活性研究等

各个方面，但都限于实验室水平，实际应用受到限制。本文

把微生物发酵和膜分离技术结合来制备褐藻胶寡糖，以期实

现褐藻胶寡糖的大规模制备，为褐藻胶找到新的应用途径。

" 材料和方法

"#" 材料和菌种

实验用褐藻胶（F&D,=< 9’A,@9O5，F)）购于明月海藻有限公

司，中 等 粘 度。 !"#$%&’&()* E*( 购 于 P@EO,O=O5 &Q )**’,5D
R,>+&C,&’&AS，4&TS& U@V,5+E,OS W9*9@。半乳糖醛酸标准品购于

F,A<9 公司。发酵罐为上海国佳生化工程技术研究中心有限

公司生产的 8RX7"M 型多参数发酵罐。反渗透、纳滤膜评价

系统购 于 国 家 海 洋 局 杭 州 水 处 理 中 心。分 光 光 度 计 为

U%2"1 YZ U%[%PF（岛津）。纳滤膜 F7.21 购于厦门三达膜技

术有限公司。中空纤维超滤膜购于天津膜天膜工程技术有

限公司，截流分子量（R\）为 "$$$。

"#$ 产酶菌的培养

经过优化实验确立的培养基配方为每升含酵母粉 "A、蛋

白胨 1$A、85FG! $H1A、F) 1#A、-9I’ 1H"A，用 1<&’[M -9GJ 将所

配溶液调 *J2H"。接种后于 #6K 培养，在指定的时间取出适

量的发酵液，测定培养液中生物 量（ +,0#$：发 酵 液 直 接 在

0#$@<波长测吸光值）、产物浓度（ +,#."：发酵液离心后在

#."@< 波长测定吸光值）及酶活性的变化。

"#% 褐藻胶裂解酶活性的测定

用改良的 4E=],@&7F9,O& 法［!］，反应体系：#H!<M 4+,E7JI’ 缓

冲溶液（$H1<&’[M，*J2H"），$H1L 的 F) 溶液 $H.<M，发 酵 液

$H.<M，迅速混匀后在 .$K下反应 .$<,@，于 #."@< 波长下测

量吸光值的增加。酶活单位定义为：使上述反应液在 1<,@
内吸光值增加 $H$1 所需酶的量为一个酶活单位（);，U）。

"#& 发酵法制备褐藻胶寡糖

在 "M 的发酵罐中加入 .M 配制好的培养基，灭菌后，接

种事先培养好的种子液 .$$<M，在通气、搅拌条件（通气量：

#H"M[<,@，搅拌速度：##$+[<,@）下于 #6K培养 .$?。发酵停止

后，发 酵 液 以 .$$$+[<,@ 离 心 .$<,@，除 去 菌 体，上 清 液 用

R\"$$$ 的中空纤维膜超滤。滤过液再用 R\.#" 的钠滤膜

进行钠滤，将滤液浓缩后冷冻干燥得产品。

"#’ 褐藻胶寡糖的分离和 ()* 分析

取寡糖 !$<A，溶解于 .<M 重蒸水中，$H!"!< 的微孔滤膜

过滤后上 ^0 凝胶柱分离（X,&7_9D ^0，#H">< ‘ 1$$><）。流动

相：$H$"<&’[M -9I’，流速 $H!"<M[<,@，#."@< 紫外在线检测，

每管收集 1$<,@。将寡糖配制成 1$<A[<M 溶液，$H!"!< 微孔

滤膜 过 滤，取 滤 过 液 "!M 上 样。4MI 分 析 采 用 )’=<,@,=<
E?55OE #$ ‘ #$ F,’,>9 Y5’ 0$ 层析板（R5+>T），展开剂 a正丁醇 a乙
酸 a水 b #a1a1，显色剂：苯胺7二苯胺显色剂［"］。

$ 结果

图 1 是褐藻胶裂解酶产生菌在摇瓶和发酵罐放大培养

过程中生物量、产物浓度和褐藻胶裂解酶活性变化曲线。实

验表明，该菌株在本文条件下摇瓶培养时，在 0 c #!? 内为对

数增长期，#! c !#? 是稳定期，随后进入衰退期。而在发酵



罐放大培养时，对数增长期推迟了 !" 左右，稳定期持续时

间、最大生物量比摇瓶培养都相对小。并且发酵罐中培养

时，菌株的衰退也要迅速。

褐藻胶在 #$%&’ 处没有紫外吸收，褐藻胶裂解酶降解褐

藻胶时，在糖环的非还原末端产生双键，在 #$%&’ 光线作用

下有特征紫外吸收，因此本文通过发酵液中紫外吸收的增加

代表褐藻胶寡糖含量变化。图 ( 表明，摇瓶培养时，发酵液

中寡糖含量从 !" 开始增加，在 ()" 时最大，达到 *+%，随后开

始降低，直到一个比较低的稳定值。而发酵罐培养时，发酵

液中寡糖的浓度在 (#" 时开始增加，并在 $," 左右达到最大

值 (,+-，随后在 .)" 降低到一个稳定值。

图 ! 褐藻胶裂解酶产生菌培养过程中生物量、寡糖含量和酶活

性的变化。
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图 ( 还表明 !"#$%&’&()* 5CH 在摇瓶培养过程中产酶活性

也是从 !" 开始增加，在 $," 达到最大值 ((+%IJ’K，随后迅速

下降。在发酵罐中培养时，酶活增加也相对滞后，酶活最大

值比摇瓶培养要小，且培养过程中酶活上升、下降时变化速

度都比摇瓶培养时小。

根据图 ( 结果，确定发酵罐培养时的发酵时间为 $,"，这

时发酵液中寡糖浓度最大，将发酵液经过离心，超滤，纳滤处

理。发酵液经过纳滤处理后，滤过液的 +,#$% 仅为 ,+,)(，浓

缩液 +,#$% 为 $$+.!（表 (）。说明大部分寡糖不能通过纳滤

膜，而留在浓缩液中。发酵液经过纳滤后电导率从 .-.+% 降

低到 (!+,，说明纳滤除去了发酵液中大部分盐离子导致浓缩

液电导率降低，L329 含量的变化也说明这一点。

将纳滤后得到的褐藻胶寡糖经过 M! 凝胶柱分离，得到

洗脱曲线（图略），所制备的寡糖经过 M! 柱分离可以得到 %
个峰，每个峰对应的组分收集后，和没经分离的混合样品一

同进行 NK2 分析，M# O M%（M( 因含量较小，没做 NK2 分析）在

NK2 谱图均出现单一的斑点（图 #），并且和混合物中相应的

斑点可以对应。这说明通过 M! 凝胶柱和 NK2 分析，均可得

到单一聚合度的褐藻胶寡糖。在 NK2 谱图上，M$，M. 点轻微

带有其它组分的斑点，这可能主要是因为在分部收集过程中

不同的峰收集时有所交叉引起的，可以通过收集前 NK2 分析

确认来消除。通过和标准品比较，并考虑纳滤膜的截留分子

量，初步认为得到的寡糖是由 PM!# 的几个组分组成。

表 ! 发酵液纳滤前后各指标的变化
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图 " 褐藻胶寡糖的 #$%谱图
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& 讨论

褐藻胶寡糖的制备主要有盐酸水解等化学方法［!］和褐

藻胶裂解酶水解等生物方法［*］。但目前这些方法都限于实

验研究目的，没有实际应用价值。近年来，一方面因为褐藻

胶寡糖的生理活性研究受到重视，另一方面，褐藻胶裂解酶

产生菌的筛选、基因克隆也取得较大进展，因此通过生物方

法大量制备褐藻胶寡糖，对于扩展褐藻胶的应用有重要意

义［)］。以往用酶法制备褐藻胶寡糖，多是先分离纯化得到褐

藻胶裂解酶后再制备寡糖系列产物［-］，但酶的分离纯化比较

繁琐，且在这一过程中酶也容易失活，因此本文直接通过微

生物发酵，以褐藻胶为唯一碳源诱导褐藻胶裂解酶的产生来

制备 寡 糖。 通 过 摇 瓶 培 养 确 立 培 养 条 件 后，比 较 了

!"#$%&’&()* 5CH在摇瓶培养和发酵罐放大培养过程中生物量、

产物浓度和褐藻胶裂解酶活性的变化。摇瓶培养时这 $ 个

指标均在 !" 开始增加，褐藻胶裂解酶活性与生物量变化一

致，在 $," 时达到最大值。发酵液中酶活性增加导致褐藻胶

迅速降解，褐藻胶寡糖的含量在 ()" 即达到最大值，随后因

微生物大量繁殖，需利用产生的寡糖从而导致其含量很快降

低。随着微生物进入衰退期，发酵液中营养成分消耗，生物

量、酶活性和寡糖含量先后降低到较低水平。比较而言，因

微生物在发酵罐中比在摇瓶中扩增时需要较长的适应期，利

用发酵罐培养时生物量、产物浓度和酶活增加的时间比摇瓶

培养时均滞后 !" 左右。且其最大值与摇瓶培养有所差别，

,($ 微 生 物 学 报 .% 卷



这可能是因为发酵罐培养采用通气的缘故。总的来说，发酵

罐培养的 !"#$%&’&()* !"#和摇瓶培养时的生长特性基本是一

致，本研究用的摇瓶培养确立的条件适合放大生产，但在通

过补充培养基进行连续发酵，或改变发酵条件从而控制产物

聚合度方面值得进一步研究。

通过微生物发酵制备生物活性成分已经在医药、食品方

面有广泛应用。但是通过发酵方法产物浓度一般较低，且含

有大量盐分，不易分离。以前主要采用调节 "$，旋转蒸发浓

缩，乙醇沉淀得到寡糖，通过凝胶柱或乙醇分步沉淀法脱

盐［%］，操作繁琐，需要大量有机溶剂，并会造成寡糖的损失，

用凝胶柱脱盐处理量小，只适合分析用。因此本研究利用膜

分离技术高效节能、利于保持生物活性、适合放大，连续化生

产等特点，采用两级膜分离处理，通过超滤除去发酵液中蛋

白质、未反应的褐藻胶等大分子物质，通过纳滤除去酵液中

的盐分，不仅对寡糖有较大回收率，且脱盐、浓缩同时进行，

步骤少，操作简单，可以用于褐藻胶寡糖的大量生产。

褐藻胶寡糖是由甘露糖醛酸和古罗糖醛酸 & 种差相异

构体组成酸性寡糖，对其分离分析比较困难，目前大都采用

$’()、高效离子色谱配合脉冲安培检测器（$’*)+’,-）、毛细

管电泳（)*）、聚丙烯酰胺凝胶电泳（’,.*）等方法，但是这些

方法大多只能分析，不能制备、且有的方法需要衍生化而比

较繁琐，或者设备昂贵。本研究通过凝胶柱色谱分离得到了

不同的组分，并且通过 /() 分析得到清晰的斑点证明这些组

分为单一聚合度。寡糖的生理活性和其聚合度密切相关，通

过凝胶柱分离，可以制备单一聚合度的褐藻胶寡糖，这将促

进其生物活性以及其标准品制备等相关领域研究。

综上所述，本研究把微生物发酵和膜分离技术最新发展

结合，确立了具有工业应用前景的褐藻胶寡糖制备方法，并

研究了简单、高效的褐藻胶寡糖分析方法，一方面有利于褐

藻胶寡糖结构、生理活性方面的基础研究，另一方面也为褐

藻胶的应用及海洋资源的高值化找到新途径。
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