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海参多肽、多糖综合提取工艺条件的优化
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摘 要：从综合利用海参各种营养成分的角度，研究了利用酶解法制备海参多肽的同时分离纯化

海参多糖的工艺。通过正交实验得出利用A．$1398精制中性蛋白酶综合提取海参多肽和多糖的

最优酶解条件：加水量为鲜海参质量的6倍，加酶量为鲜海参质量的1．o％，温度30℃，水解时间6

h。在该条件下多肽得率为12．0％，多糖得率为2．68％，水解度为30．35％。
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Abstract：In order to multiply utilize the nutritional ingredients of sea cucumber，the enzymolysis

technology for preparation of polypeptide and purification of polysaccharide was studied．

Through orthogonal experiment，the optimum hydrolytic condition utilizing neutral protease A．

$1398 was determined：6 times water，protease 1．0％，temperature 30℃and hydrolysis time 6 h．

Under this condition，the yield of polypeptide and polysaccharide were 12．0％and 2．68％，

respectively．The DH was 30．35％。
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海参(sea cucumber，Ludwigothurea grisea)属

棘皮动物门、海参纲、盾手目动物，其生存已有5 000

万年之久。全世界约有1 100种海参，我国有100多

种，全世界可食用海参40多种，我国有20多种[1]，

其中我国黄、渤海区的刺参营养价值最高，是名贵

的上等海参，被称为“参中之冠”。海参干燥体壁的

有机成分中蛋白质质量分数高达90％，脂质约占为

4％，多糖在6％左右，另含有少量核酸。无机成分

中含钙、镁盐及铁、锰、锌、铜、钼、硒等微量元素乜]。

自古以来，海参就是保健食品和营养食品。《本草

纲目拾遗》中药典籍记载“海参性温补，足敌人参，

故名海参；味甘咸，补肾经，益精髓，消痰延，摄小

便，壮阳疗痿，杀疮虫，，[3|。近年来先后有中医提出

以海参单用或组方治疗肿瘤、再生障碍性贫血和糖
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尿病，取得了良好效果，同时在辅佐如癫痫、胃及十

二指肠溃疡、慢性乙型肝炎、慢性肾炎、高血压、肺

结核、神经衰弱、静脉血栓、痔疮、脱肛和便秘等常

见病治疗的各种药膳或食疗组方中，海参均得到了

广泛的应用∽J。

近年来，随着对海参的生理与生化，海参生物

活性物质的分离、鉴定及其生物医学作用等研究的

不断深入，人们发现海参含有许多具有重要生物学

活性的物质，如多肽、海参多糖、海参皂苷、海参毒

素等。现代营养学研究表明，低分子肽可不经胃消

化直接被肠粘膜吸收。此外，海参肽还具有抗肿

瘤、降血压、抗疲劳、延缓衰老、提高免疫力等功效。

海参多糖具有提高免疫力、抑制肿瘤、抗凝血、保护

神经组织等多种生理功能。从海参各类生物活性

物质中寻找和开发新药，以及加工功能性食品已经

成为海参深度开发利用的重要方向。作者从综合

利用海参各种营养成分的角度考虑就海参多糖、多

肽的综合提取工艺进行了初步研究。

1材料与方法

1．1实验材料

鲜刺参，产于烟台芝罘岛；精制中性蛋白酶A．

S1398：1．3×105 U／g，无锡酶制剂厂产品。

1．2实验仪器及试剂

全自动水解反应器(BIOTECH一10BGZ)：上

海保兴生物设备工程有限公司产品；精密pH计

(CyberScan pH／lon 510)：新加坡EUTECH公司

产品；紫外可见分光光度计：北京普析通用仪器有

限责任公司产品；凯氏定氮仪：KDY--9820型，北

京通润源机电技术有限公司产品；旋转蒸发仪：

RE--5298A，上海亚荣生化仪器厂产品；微量高速

离心机：TGl6一W型，湖南湘仪离心机厂产品；分析

天平：AR2140，梅特勒托利多仪器公司产品；其它

检验试剂均为AR级。

1．3实验方法

1．3．1 工艺流程鲜海参一一70℃速冻一剪切机

切片一胶体磨研磨胶体化一加入蛋白酶水解一煮

沸灭酶一加入体积分数95％的乙醇至体系乙醇体

积分数为60％一静止12 h一离心一沉淀(海参粗多

糖)一上清液(海参多肽混合物)

粗多糖一质量分数5％的水溶液一离心取上清

液一双氧水氧化脱色一乙酸钾法除蛋白一冷藏过

夜一离心收集沉淀一洗涤一精多糖

海参多肽的混合物一超滤法纯化一脱苦脱色

一冷冻干燥一海参多肽粉末

1．3．2 总蛋白质质量分数的测定微量凯氏定氮

法‘4|。

1．3．3 可溶性蛋白质质量分数的测定 福林一酚

法：配制福林酚甲、乙液和一系列不同浓度梯度的

牛血清白蛋白(BSA)标准溶液，以水作参比，640

nm下测吸光度，绘制标准曲线。将海参蛋白的水

解液稀释适当的倍数，移取l mL按制作标准曲线

的步骤操作，640 nm下测吸光度，由回归方程得到

对应的BSA质量分数，从而求得可溶性蛋白质的质

量分数哺]。

1．3．4 多肽质量分数的测定 磷钼酸沉淀法：利

用磷钼酸可以沉淀相对分子质量10 000以上的含

氮物质。取灭酶后的酶解液20 mL置于50 mL容

量瓶中，加入15 mL水及2 mL钼酸钠溶液，摇匀，

立即用滤纸重复过滤至滤清，将滤液稀释适当倍数

后取1 mL用福林酚法测定低肽的含量。上述根据

是硫酸和钼酸钠作用生成钼酸，然后和试样中存在

的磷酸盐作用生成磷钼酸[6]。

低肽质量分数(％)=低肽质量／总蛋白质质量

分数×稀释倍数×100

1．3．5 多糖质量分数的测定 蒽酮比色法：多糖

在硫酸的作用下水解成单糖分子并迅速脱水形成

糖醛衍生物，再将其与蒽酮缩合形成有色化合物，

在适当波长下和一定浓度范围内，吸收值与糖浓度

成一定的线性关系，从而比色测定其含量。配制一

系列不同浓度梯度的标准葡萄糖溶液，分别取1 mL

置于试管中浸于冰水浴中冷却，然后在冰浴条件下

加入蒽酮试剂，同时将各管置于沸水浴中准确加热

7 rain，立即取出置冰浴中冷却至室温，640 nm下测

吸光度绘制标准曲线。取粗多糖加水溶解稀释适

当的倍数，按上述步骤操作，由回归方程得到对应

的多糖的含量[4]。

1．3．6 水解度的测定 采用TCA法[7]。TCA是

一种蛋白质沉淀剂，它可以沉淀蛋白质和肽段。随

着反应的进行，蛋白质肽链被切成大小不等的片

断，TCA溶解指数提高。可以被TCA沉淀的肽段

所含的最少氨基酸残基数与底物的种类有关，就特

定的底物而言，TCA溶解指数可以定性反应蛋白质

的分解情况，溶解指数越高，表明较短肽断的含量

越高。

取5 mL酶解液加入5 mL质量分数10％的

TCA，混合振荡，4 000 r／min离心20 rain。取上清

液做适当稀释，总蛋白质质量分数和上清液可溶性

蛋白质的质量分数分别用微量凯氏定氮法和福

林一酚法测定。
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DH％一(N：一N。)／(No—N。)

No为海参蛋白中的总蛋白质，N，为酶解反应前海

参蛋白质中的TCA可溶性蛋白质，N。为酶解液中

的TCA可溶性蛋白质。

2结果与讨论

2．1水解用酶的确定

选用具有内切功能的中性蛋白酶。酸性蛋白

酶的最适pH值为2．0～2．5，碱性蛋白酶的最适

pH值为11，反应条件剧烈，对设备的要求较高且水

解度不容易控制，在生产中不具有实际意义。而中

性蛋白酶主要从蛋白质内部将肽键打开，专一性突

出，反应条件温和(pH=7)，水解效力适中，操作易

于控制，并且不会破坏氨基酸结构和其它营养成

分，在有效成分的保留上有着不可比拟的优势，而

且价格低廉，适用于大规模的工业化生产。

2．2综合提取工艺条件的确定

根据海参原料及A．S1398精制中性蛋白酶的

性质‘引，确定加水量、加酶量、水解温度、水解时间4

个因素，分别设置3个水平，进行正交实验，结果见

表1。

表1综合提取工艺因素水平表

Tab．1 The design of factors and levels of extraction technol-

注：加水量和加酶量均以去除内脏后鲜品海参的质量为
标准。

2．3正交实验结果及极差分析

正交实验结果及极差分析见表2，3和图1，2。

表2最佳水解条件的的正交实验结果

Tab．2 The results of orthogonal experiment

续表2

摹

{j{卜
赡
督
蚺

图1试验因素与指标趋势图

Fig．1 Factors and index trendgraph

表3最佳水解条件的的正交实验结果

Tab．3 The results of orthogonal experiment

注：多糖得率以海参于重为标准
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41 A2．43 B1 B2 B3 C1 C2 C3 D1 D2 D3

图2试验因素与指标趋势图

Fig．2 Factors and index trendgraph

因素A对两个指标的影响具有相同的顺序，而

且在各因素中排第一位，因此选择A。为最佳条件；

因素C在对两个指标的影响因素中都排第二位，由

于C。和C。的条件下多肽得率相差不大，从综合提

取的角度考虑选择C。为最佳条件；B。和B。两种条
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3 结 论

通过正交实验寻找得出的优化组合为A。B。C。

D：，从而最终确定了用A．$1398中性蛋白酶综合

提取海参多肽和多糖的工艺条件为：加水量为鲜海

参质量的6倍，加酶量为海参质量1．0％，温度30

℃，水解时间为6 h。在该条件下多肽得率为

12．0％，多糖得率为2．68％，水解度为30．35％。
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