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、

过氧化物酶和联大

茵香胺法测定揭藻中的揭藻淀粉
‘

教 令 斗 工 才七 公
.

尸屯 门一 笋、 一‘ l厂 7 牙

(山东海洋学院)

主要由尽D 葡萄糖昔 1
, 3 键结合组成的褐藻淀粉

,

普遍存在于褐藻体内
,

在褐藻的

代谢中占有一定的位置
〔’〕 ,

并具有某些药用价值
〔忿〕 ,

对其含量的测定方法的研究
,

无论

是对褐藻生理的研究
,

或是开展褐藻的综合利用
,

均具有实用价值
.

褐藻淀粉含量的测定方法
,

主要是基于将其用稀酸水解后
,

测出葡萄糖含量
,

而后推

算出褐藻中的含量
.

迄今仍有作者沿用此原理进行测定
〔‘ , 3 〕 .

用葡萄糖氧化酶
,

过 氧 化

物酶和联大茵香胺法测定葡萄糖的方法
,

由于酶的特异性高
,

只同葡萄糖反应而不受其他

还原糖的干扰
,

精密度及操作步骤也较为理想
, 早已在医学和工业方面 采 用

〔‘ ’ ‘’ ,

但至

今仍未见有试用于褐藻淀粉的含量测定的报导
.

由于迄今仍缺乏我国褐藻中褐藻淀粉含量的测定及有关方法的资料
,

为了便于开展褐

藻的生理
、

生化及综合利用的研究
,

我们进行了用葡萄糖氧化酶法测定褐藻淀粉含量的探

索
.

一
、

试剂及仪器

主要试剂
: 葡萄糖氧化酶和褐藻淀粉为 K oc h一Li g ht L a b

.

L td
.

产品 , 过氧化物酶为

B a e h rin g er M a n n h eim G m b H 产品, 葡萄糖为 H o p k in a n d M illia m s L td
.

产品
;
联大茵

香胺为北京化工厂产品
.

仪器应用上海分析仪器厂产 7 51 分光光度计
.

测定工作曲线时
,

曾同时用 U ni ca
n S P

50 0 分光光度计进行过对比
,

结果基本一致
.

二
、

实验方法与计算

准确称取 1 克重的海藻粉
,

加 50 毫升 IN 的盐酸
,

在 105 士 I
O

C 的恒温甘油油浴中回

流加热 8一10 小时
,

将水解液用 IN 的 N a O H 调至 p H = 7
.

0 后
,

过滤
,

将 滤液稀释
,

使

其浓度范围约在葡萄糖含量 。
.

05 一。
.

25 毫克/毫升之间
.

本文 1080 年 4月 5 日收到
.

,
本文承中国科学院海洋研究所纪明侯提出宝贵意见

,

特此致谢
.
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取 0
.

5毫升海藻水解液
,

加 5 毫升酶试剂
,

放入 38
O

C恒温水浴中保温 30 分钟后
,

加 0
.

5

晕馨户
:

粼宾粼议粼揭茹纂黝氮誉霎豁默⋯课瑞鉴蒙
““

纂蓉纂蒸摹默:器碧霎霎纂氛零雌
克过

、
酶

, 1 一 、 、 。

大茵香胺柠檬酸盐 (用乙醚溶解联大茵香胺后加入柠檬酸盐制备)
,

20 毫克柠檬酸和 1 20 毫

克无水柠檬酸钠
,

溶于 50 毫升蒸馏水中
,

使用前过滤
.

试剂应在低温下保存
.

按下式计算海藻中褐藻淀粉含量 (% ) :

褐藻淀粉含量 (% ) = 消光 (海藻水解液) 一 消光 (酶空 白)

消光 (0
.

1毫克/ 毫升标准葡萄糖溶液) 一 消光(酶空白)

x o
.

1 火海藻稀释毫 升 数 x
1 6 2

1 8 0

1

1 0 0 0

+ 海藻重(克) x 1 0 0
‘

三
、

结果与讨论

本法之原理是葡萄糖氧化酶将葡萄糖氧化为葡萄糖酸和生成过氧化氢
,

在有过氧化物

酶的存在下
,

过氧化氢与联大茵香胺发生显色反应
,

此颜色的消光值与葡萄糖的浓度存在

线性关系
.

因之葡萄糖浓度的范围
、

酶反应时间
、

颜色稳定程度以及被测物中包含的其他

成分等的不同
,

均会对此酶促反应的测定结果产生不同程度的影响
,

需通过实验
,

选择最

适的测定条件
.

最适浓度范围确定
,

通过配制一系列标准葡萄糖溶液进行测定
,

在葡萄搪溶液浓度 为

0
.

8 0

才

产、

思 0
.

6 0

长

然
0

。

4 0

图l

0
.

0 5 0
.

10 0
、
15 0

。

2 0 0
.

2 5

葡萄糖浓度(毫克 / 毫升 ) ”

标准葡萄糖溶液的工作曲线

(取四次实验的测定值)

0
.

05 一。
.

25 毫克/毫升之范 围内
,

消光值

与浓度呈线性 关 系 (见 图 1 )
,

当浓度高

于 0
.

3 毫克/毫升以上时
,

消 光 与浓度的

比值略有降低
.

葡萄糖浓度为 0. 05 毫克/

毫升的消光值是 0
.

2 1 7 士 0
.

00 4 ,
浓 度 为

0
.

25 毫克/ 毫升的消光值是 1
·

039 士0. 0 17
·

由于大部分褐藻的褐藻淀 粉 含 量 在 1一

10 %之间
,

而且褐藻淀粉的重量和水解后

产生的葡萄糖的重量相近
,

因之
,

根据测

定标准葡萄糖溶液的最适浓度的结果
,

对

海藻粉的稀释倍数
,

通常约为一千倍为宜
.

采用葡萄糖氧化酶法的不同作者
,

选

用的保温时间有所不同
,

从最短为10 分钟

到最长为 30 分钟止
〔‘ , ‘〕,

由于保温时间

的长短会影响酶促反应的进行完全与否
,

为此
,

在本实验的条件下
,

对保温时间的
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过氧化物酶和联大茵香胺法测定褐藻中的褐藻淀粉 6 31

影响进行了测定
.

共选用了 1 0 分钟
、

20 分钟和 30 分钟三种保温时间
,

在保温 时 间 到 之

后
,

加 1 : 1 浓度的盐酸中止反应
,

然后进行消光的测定
,

结果见表 i ,

保温10 分钟的消光

值明显低于保温 20 分钟的消光值
.

用标准葡萄糖溶液 (浓度为 0
.

1 毫克/毫升) 测定之结

果
,

平均约低 20 %
,

用海藻水解液测定之结果
,

平均约低 26 %
,

而 20 分钟后
,

再增加保

温时间至 30 分钟
,

其消光值仅略有提高
,

相差数在测定误差范围内
.

由此证明
,

保 温 时

间 1 0 分钟
,

酶促反应尚未进行完全
,

而增加到 20 分钟的保温时间时
,

则反应已基本上完

成
,

为能保证反应充分进行
,

在以后的实验中均采 用 了 30 分钟的保温时间
.

表1 不同保温时间对显色反应的影响 表2 对褐藻淀粉测定的精密度

样 品
保温时间
(分)

消 光
(E )

实测葡萄糖量
(毫克/ 毫升)

0
.

0 7 8 7

葡萄糖溶液

(0
.

1毫克/毫升
222 000 0

.

0 98 4

1 0 0 0

海藻水解液
卜2竺

.

一)
r

竺竺
~

)一旦
二些竺一

.

{一翌生
-
卜上哩一

.

}一生竺竺一
} 3 0 } 。

·

19 7 { 0
·

04 6 1

二夔二巫画泣

本法对褐藻淀粉的测定的精密度结果见表 2 ,

用纯品褐藻淀粉作试样
,

经盐酸水解后

进行测定
,

褐藻淀粉的含量为 86
.

1 %
,

相对标准偏差为 2
.

44 %
.

所测之含量 较 低
,

数值

偏低之原因
,

主要是因褐藻淀粉和一般的高等植物的淀粉之含水性质极为类似
,

含水量较

高
.

次之
,

还由于其组成中含有约二十分之一的非葡萄糖成分
〔’〕 ,

曾用其他方法 测 定提

纯的褐藻淀粉的含量
,

也曾得出同样偏低的结果
,

含量在 82 一88 %
.

在用酶法测定血液中葡萄糖含量的研究中
,

曾发现血中的成分如蛋白质等
,

对此方法

发生干扰
,

需另外进行样品处理
,

方能得出满意的结果
〔‘’ .

由于海藻 中也含有蛋 白 质和

其他多种成分
,

为了确定这些成分是否会影响测定结果
,

我们进行了在海藻样品中外加不

同量的褐藻淀粉的实验
,

结果见表 3
.

选用了一种褐藻淀粉含量高的铜 藻 (s
.

hor 解ri )
,

1 9 7 8年采于福建东山岛
,

含量为 10
.

3 % ;
一种含量低的铜藻

, 1 9 7 8 年采于广东 靖 海
,

含

量为1
.

65 %
,

分别加入已知准确重量褐藻淀粉
,

进行实测的结果
,

所加的渴藻淀粉重量与

实测的重量平均相差为 1
.

70 % 和3
.

92 %
,

均在标准偏差范围内
,

由此证明海藻水 解 液中

的全部组成成分
,

不对本方法的精密度发生干扰
.

将海藻水解后
,

只要进行中和
,

不需再

经任何处理
,

就可直接用于测定
.

尽管海藻中存在有一定量的蛋白质
,

可能由于其含量低

于血液
,

而且又经过水解处理过程
,

因之
,

不再对测定发生影响
.

显色后
,

颜色稳定时间的测定见表 4 ,

当样品加酶液保温 30 分钟后
,

加 1 : 1 盐 酸 中

止反应
,

立即测定消光值
,

然后每间隔30 分钟测定一次
,

到 2 小时后为止
.

在 1 小时内的

消光值的变化数在相对偏差范围之内
,

而延长至 2 小时
,

消光值呈现降低
.

曾 有 作 者 用

邓O毫微米的波长进行分光光度法测定 “ ’ ,

我们在本实验的同一条件下
,

用 53 0 毫微米和
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表 3 海藻样品中的褐藻淀粉含量的测定
一一

澳蔚
从⋯

望瞥瞥
铜 藻 1

...
铜 藻 III

1111111 222 333 111 222 333

总总 量量 10 333 1 9000 21 111 2 4
.

888 11 444 19了了

海海藻中的褐藻淀粉粉 1 0 333 10 333 10333 2 4
.

888 2 4
.

888 2 4
。

888

外外加褐藻淀粉粉 000 8 5
.

111 1 6888 000 8 6
.

000 17 000

实实测外加褐藻淀粉粉 000 8 7
.

666 1 6 999 000 89
.

222 17 777

相相对误差男男男 2
.

8222 0
.

5 066666 3
.

7 222 4
.

1222

一
铜藻S , g a s s。, ho r n e , f (T

o r n ) C
.

A g
.

1
.

10字8年 采用福建东山
;
1

.

且078 年采自广东靖海
.

表 4 显色后颜色稳定时伺的测定

篇贵簿解
l

_ _

1 3 0 { 0
.

16 8

)
“犯 }二二二亚二二 }二二亘巫二二二

l } 1 2 0 J 0
.

14 9

一一一

一
刁 !一二卫一

一一一 }一卫迩匕‘
一

l } 吕0 } 0
。

8 6 3

! 4 0 0 }
we

, 州飞万一一一}一份而丽

一葡萄糖落服 } !, 一一不而丁

—
‘

}—
一
下币蓝万一 , 一一

(0
.

2笼克/毫升) }

—
{二, , 孟牛= 一一一卜一一常嘴若一一

,

} }- 一- - 卫匕-一一- ~ 一 1

一
止些巴竺三一

一} } 3 0 } 0
.

3 0 7

卜 530 }二二亘二二二⋯二二工亚二二
l { l加

! 0
.

3 0 1

和40 。毫微米的波长之测定进行了比较实验
,

从表 4 中可以看出
,

53 。毫微米的消光值比较

小
,

因之
,

我们的实验仍采用 4 00 毫微米波长
,

从显色颜色稳定时间的测定结果
,

显色后

样品的测定易在60 分钟内完成为宜
.

酶液配制后
,

在放置期间内
,

本身会自行发生轻微的显色反应
,

经我 们 测 定
,

每 10

分钟约增加 。
·

01 消光值
,

因之
,

进行测定时
,

除对样品和酶空白必须采用同一份 酶 试剂

外
,

还注意避免取两者的酶试剂的间隔时间太长
,

以免影响精密度
.

四
、

结 语

通过实验证实
,
葡萄糖氧化酶

,

过氧化物酶和联大茵香胺法
,

可用于测定海藻样品中

的褐藻淀粉含量
,

测定方法是 0. 5 毫升海藻水解液 (葡萄糖溶液浓度在 o
·

05 一 0. 25 毫克/

毫升之范围内) 加 5 毫升酶试剂 (2 2
.

4 毫克葡萄搪氧化酶
, 0, 5母毫克过氧化物酶; 士

, 2毫
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用葡萄糖氧化酶
、

过氧化物酶和联大茵香胺法测定褐藻中的褐藻淀粉 6 3 3

克联大茵香柠檬酸盐
; 2 毫克柠檬酸

, 12 毫克柠檬酸钠 )
,

在 38
O

C 下保温30 分钟
,

加 0
.

5

毫升 1 : 1 盐酸
,

在 4 00 毫微米波长下用分光光度计测定
,

精密度测定的结果
,

相对标准偏

差为 2
.

44 %
.

海藻需先经 IN 盐酸水解
,

水解液的其他成分对测定的精密度不发生干扰
.
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