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(57)摘要

本发明涉及一种生产琼脂二糖及3,6‑无水‑

L‑半乳糖的方法，且通过在琼脂糖或琼脂的酸处

理、中和及酶促水解后的纯化期间使用微生物来

提高3,6‑无水‑L‑半乳糖的生产产率。
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1.一种生产3,6‑无水‑L‑半乳糖的方法，包括：

使用作底物的以干重量计为10  w/v%到37  w/v%的量的琼脂糖或琼脂与浓度为0.1  w/

v%到5  w/v%的磷酸在80℃到140℃下反应5分钟到500分钟，且执行中和以获得包含琼脂二

糖的反应产物的步骤，

其中所述中和是通过向经所述磷酸处理的所述琼脂糖或所述琼脂中添加强碱以将所

述反应产物的pH调整为5到7来执行，且所述强碱包括选自由NaOH、KOH、Ca(OH)2及Ba(OH)2组

成的群组的一种或多种，

其中所述反应产物中的5‑羟甲基糠醛的产率小于1.5  w/w%；

使所述反应产物与使用琼脂二糖作为底物的琼脂寡糖水解酶反应的步骤，所述琼脂寡

糖水解酶如SEQ  ID  NO：1所示；以及

在通过上述步骤获得的水解产物存在下对微生物进行培养且从所得微生物培养液中

获得3,6‑无水‑L‑半乳糖的步骤，所述微生物具有代谢半乳糖的能力，

其中具有代谢半乳糖的能力的所述微生物是乳杆菌、双歧杆菌、芽孢杆菌、链霉菌、棒

状杆菌、发酵单胞菌、大肠杆菌及酵母中的任一者。

2.根据权利要求1所述的方法，其中所述反应产物与所述琼脂寡糖水解酶之间的反应

步骤是在介于20℃到40℃范围内的温度以及100  rpm到300  rpm下执行5小时到48小时。

3.根据权利要求1所述的方法，其中具有代谢半乳糖的能力的所述微生物是在厌氧条

件下进行培养。

4.根据权利要求1所述的方法，其中获得所述3,6‑无水‑L‑半乳糖的步骤是通过对所述

所得微生物培养液进行离心分离或过滤来执行。
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生产琼脂二糖及3,6‑无水‑L‑半乳糖的方法

技术领域

[0001] 本发明涉及一种生产源自海藻的无水半乳糖的方法，其中在对琼脂糖或琼脂进行

酸处理、中和及酶促水解之后在纯化工艺期间使用微生物来增大3,6‑无水‑L‑半乳糖的生

产产率。

背景技术

[0002] 构成红藻的主要多糖(polysaccharide)是琼脂糖(agarose)，且琼脂糖是3,6‑无

水‑L‑半乳糖(3,6‑anhydro‑L‑galactose)(以下被称为“AHG”)与D‑半乳糖(D‑galactose)

通过α‑1,3连接及β‑1,4连接交替结合的聚合物。其中，AHG是具有防龋(anticariogenic)功

能及结肠直肠癌预防功能以及美容增白及保湿功能的多功能高附加值材料。因此，从作为

红藻的主要碳水化合物的琼脂或琼脂糖高效地生产AHG并对AHG进行高效地纯化是非常重

要的。

[0003] 生产AHG的方法如下。首先，存在一种通过在高温下使用强酸对琼脂糖或琼脂

(agar)进行水解来生产AHG的方法。这种方法价廉且简单，但缺点在于作为单糖的AHG及D‑

半乳糖在高温下会被分解成5‑羟甲基糠醛(5‑hydroxymethyl  furfural，5‑HMF)，从而导致

AHG生产产率降低。第二，存在一种通过在室温下使用酶对琼脂糖或琼脂进行水解来生产

AHG的方法。然而，由于琼脂糖或琼脂的低溶解度，这种方法不能进行高浓度反应，且因此所

生产的AHG的浓度非常低，且相应地使分离及纯化成本增加，从而导致AHG生产产率降低。第

三，使用例如乙酸等弱酸将琼脂糖或琼脂分解成琼脂寡糖(agarooligosaccharides，

AOSs)，然后通过外型β‑琼脂糖Ⅱ(exo‑typeβ‑agaraseⅡ)的酶促反应将AOSs生成为新琼脂

二糖(neoagarobiose，NAB)。然而，在这种情况下，会生成琼脂三糖(agarotriose)作为副产

物，且需要引入称为琼脂裂解β‑半乳糖苷酶(agarolyticβ‑galactosidase，ABG)的额外的

酶以对琼脂三糖进行分解。随后，可通过新琼脂二糖水解酶(neoagarobiose  hydrolase，

NABH)的酶促反应获得作为单糖的AHG及D‑半乳糖。然而，当在预处理反应(其是此工艺的第

一步)中使用乙酸时，在随后的中和工艺中会生成大量的盐。此外，由于必须通过发酵来单

独地生产重组酶以生产用于反应的酶，因此所述工艺非常复杂且生产成本增加，从而导致

经济效率降低。第四，存在一种在高温(170℃)下使用低浓度中性缓冲液的预处理方法，但

是这种方法在大规模生产时需要高温及高压反应器。此外，在预处理工艺期间，AHG被过度

分解为5‑HMF，从而降低AHG生产产率。

发明内容

[0004] 技术问题

[0005] 本发明的目的是提供一种通过强酸处理及中和从琼脂糖或琼脂生产琼脂二糖

(agarobiose)的方法。

[0006] 本发明的另一目的是提供一种通过在使琼脂糖或琼脂经历强酸处理、中和及酶促

水解的条件下对微生物进行厌氧培养(anaerobic  culturing)及需氧培养(aerobic 
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culturing)来生产3,6‑无水‑L‑半乳糖的方法。

[0007] 技术解决方案

[0008] 为了实现上述目的，本发明提供一种生产琼脂二糖的方法，所述方法包括：使用作

底物(substrate)的以干重量(dry  weight)计为10％(w/v)到37％(w/v)的量的琼脂糖或琼

脂与浓度为0.1％(w/v)到5％(w/v)的强酸在80℃到140℃下反应5分钟到500分钟，且执行

中和以获得包含琼脂二糖的反应产物，其中所述反应产物中的5‑羟甲基糠醛 (5‑

hydroxymethyl  furfural)的产率小于1.5％(w/w)。

[0009] 本发明还提供一种生产3,6‑无水‑L‑半乳糖的方法，所述方法包括：使用作底物的

以干重量计为10％(w/v)到37％(w/v)的量的琼脂糖或琼脂与浓度为0.1％(w/v)到5％(w/

v)的强酸在80℃到140℃下反应5分钟到500分钟，且执行中和以获得包含琼脂二糖的反应

产物的步骤，其中所述反应产物中的5‑羟甲基糠醛(5‑hydroxymethyl  furfural)的产率小

于1.5％(w/w)；

[0010] 使 所 述 反 应 产 物 与 使 用 琼 脂 二 糖 作 为 底 物 的 琼 脂 寡 糖 水 解 酶

(agarooligosaccharide  hydrolase)反应的步骤；以及

[0011] 在通过上述步骤获得的水解产物存在下对微生物进行培养且从所得微生物培养

液(microorganism  culture  broth)中获得3,6‑无水‑L‑半乳糖的步骤，所述微生物具有代

谢半乳糖的能力。

[0012] 有利效果

[0013] 根据本发明，通过以下方式来获得AHG而无需单独的现有纯化工艺：能够通过用强

酸对琼脂糖或琼脂进行处理并对其进行中和来生产高浓度琼脂二糖的所建立的最优条件，

以及使用琼脂二糖作为底物对酶进行培养且使用半乳糖作为底物对微生物进行培养，且因

此可减少AHG损耗，从而提供以高产率获得AHG的效果。

附图说明

[0014] 图1a及图1b是示出从琼脂糖或琼脂生产AHG及其纯化的示意图，其中图1a图示出

通过传统酶糖化生产AHG且使用微生物对AHG进行纯化的工艺，且图1b图示出本发明的AHG

生产工艺。

[0015] 图2a是示出根据本发明的AHG生产工艺，在用0.5％(w/v)的强酸对琼脂糖进行处

理、然后在140℃下酸水解10分钟之后获得的液化程度的图，且图2b示出反应产物的薄层色

谱(thin  layer  chromatography，TLC)分析结果。

[0016] 图3a示出根据本发明的AHG生产工艺通过用0.5％(w/v)、1％(w/v)或2％(w/v)的

磷酸对琼脂糖进行处理、然后在110℃下酸水解10分钟而获得的反应产物的TLC分析结果。

[0017] 图3b示出根据本发明的AHG生产工艺通过用2％(w/v)的磷酸对琼脂糖进行处理、

然后在110℃下酸水解10分钟而获得的反应产物的气相色谱(gas  chromatography，GC)‑飞

行时间(time  of  flight，TOF)/质谱(mass  spectrum，MS)分析结果。

[0018] 图4a示出重组琼脂寡糖水解酶的十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳(sodium 

dodecyl  sulfate  polyacrylamide  gel  electrophoresis，SDS‑PAGE)分析结果。

[0019] 图4b是示出通过使经过酸处理及中和的琼脂或琼脂糖与琼脂寡糖水解酶反应而

获得的反应产物的TLC图像。
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[0020] 图4c示出通过使经过酸处理及中和的琼脂或琼脂糖与琼脂寡糖水解酶反应而获

得的反应产物的GC‑TOF/MS分析结果。

[0021] 图5是一组TLC图像，其示出根据本发明的AHG生产工艺，在不同的酵母培养时间

点，使用酵母(其为一般认为安全(Generally  Recognized  As  Safe，GRAS)的微生物)从琼

脂糖或琼脂确认AHG纯化的结果。

[0022] 图6示出根据本发明的AHG生产工艺在90℃下用浓度为1％(w/v)、2％(w/v)或3％

(w/v)的磷酸对20％(w/v)的琼脂进行酸水解之后在不同时间点的糖化产率。

[0023] 图7a示出根据本发明的AHG生产工艺在用1％(w/v)的磷酸对琼脂进行处理且将经

处理的琼脂在90℃下酸水解480分钟之后获得的反应产物的高效液相色谱 (High 

Performance  Liquid  Chromatography，HPLC)分析结果。

[0024] 图7b示出根据本发明的AHG生产工艺在用2％(w/v)的磷酸对琼脂进行处理且将经

处理的琼脂在90℃下酸水解480分钟之后获得的反应产物的HPLC分析结果。

[0025] 图7c示出根据本发明的AHG生产工艺在用3％(w/v)的磷酸对琼脂进行处理且将经

处理的琼脂在90℃下酸水解480分钟之后获得的反应产物的HPLC分析结果。

具体实施方式

[0026] 在下文中，将详细阐述本发明的配置。

[0027] 本发明涉及一种生产琼脂二糖的方法，所述方法包括：使用作底物的以干重量计

为10％(w/v)到37％(w/v)的量的琼脂糖或琼脂与浓度为0.1％(w/v)到5％(w/v)的强酸在

80℃到140℃下反应5分钟到500分钟，且执行中和以获得包含琼脂二糖的反应产物，其中所

述反应产物中的5‑羟甲基糠醛(5‑hydroxymethyl  furfural)的产率小于1.5％(w/w)。

[0028] 本发明还提供一种生产3,6‑无水‑L‑半乳糖的方法，所述方法包括：使用作底物的

以干重量计为10％(w/v)到37％(w/v)的量的琼脂糖或琼脂与浓度为0.1％(w/v)到5％(w/

v)的磷酸在80℃到140℃下反应5分钟到500分钟，且执行中和以获得包含琼脂二糖的反应

产物的步骤，其中所述反应产物中的5‑羟甲基糠醛(5‑hydroxymethyl  furfural)的产率小

于1.5％(w/w)；

[0029] 使 所 述 反 应 产 物 与 使 用 琼 脂 二 糖 作 为 底 物 的 琼 脂 寡 糖 水 解 酶

(agarooligosaccharide  hydrolase)反应的步骤；以及

[0030] 在通过上述步骤获得的水解产物存在下对微生物进行培养且从所得微生物培养

液中获得3,6‑无水‑L‑半乳糖的步骤，所述微生物具有代谢半乳糖的能力。

[0031] 为了解决在传统已知的AHG生产方法中发现的问题，首先，本发明的发明人建立了

即使当使用强酸来生产AHG且在高浓度下对琼脂糖或琼脂执行预处理反应时仍最少地生产

5‑HMF的条件，由此获得在高浓度下具有高产率的琼脂寡糖，特别是琼脂二糖(参见图1a及

图1b)。第二，用强碱对在高浓度下以高产率获得的琼脂二糖及琼脂寡糖进行中和，且此时，

通过中和生成的盐(例如，磷酸盐)不被除去，而是在下一步、即琼脂寡糖水解酶反应中用作

缓冲溶液。第三，使用使琼脂二糖高效降解的琼脂寡糖水解酶在高浓度下生产AHG及D‑半乳

糖。第四，使用酵母对AHG进行纯化，所述酵母是对于人类而言一般认为安全(Generally 

Recognized  As  Safe，GRAS)的微生物。在厌氧或需氧条件下，作为酶反应产物的AHG及D‑半

乳糖在酵母培养期间被供应作为碳源，且其中，只有半乳糖可被选择性地代谢，从而对AHG
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进行纯化(参见图1b)。此种纯化方法不使用对人体有害的有机溶剂，且由于在纯化工艺期

间损失的AHG的量几乎没有，因此可以高产率获得纯化的AHG。

[0032] 在琼脂糖或琼脂的强酸处理中使用的强酸的浓度可介于0.1％(w/v)到5％(w/v)、

更具体来说0.5％(w/v)到3％(w/v)范围内。当强酸的浓度处于上述范围内时，通过琼脂糖

或琼脂的强酸处理引起的5‑HMF的生产可被最小化，且同时可生产高浓度的琼脂二糖，且因

此可以高产率生产AHG。

[0033] 用强酸对琼脂糖或琼脂进行处理可为琼脂糖或琼脂与0.1％(w/v)到5％(w/v)的

强酸在80℃到140℃下反应5分钟到500分钟。更具体来说，所述处理可为作为底物的琼脂糖

与0.5％(w/v)到2％(w/v)的强酸在100℃到140℃下反应5分钟到20分钟。更具体来说，所述

处理可为作为底物的琼脂与1％(w/v)到3％(w/v)的强酸在80℃到100℃下反应60分钟到

480分钟。

[0034] 强酸可以是磷酸、硫酸、盐酸、硝酸等。更具体来说，强酸可以是磷酸。

[0035] 在用强酸对琼脂糖或琼脂进行处理之后，可生成包含高浓度的琼脂二糖的琼脂寡

糖。

[0036] 以干重量计，在强酸处理中使用的琼脂糖或琼脂的量可介于10％(w/v)到37％(w/

v)、更具体来说15％(w/v)到31％(w/v)、且更具体来说16.8％到30.7％(w/v)范围内。当琼

脂糖或琼脂的量处于上述范围内时，可获得90％、95％或98％的液化程度。当琼脂糖或琼脂

的量处于上述范围之外时，可显著降低底物降解速率。

[0037] 通过向其中添加强碱，会将强酸处理的琼脂糖或琼脂中和成pH为5到7。

[0038] 作为强碱，可以使用NaOH、KOH、Ca(OH)2、Ba(OH)2等，但本发明不限于此。

[0039] 琼脂寡糖水解酶是将作为底物的琼脂二糖分解成D‑半乳糖及3,6‑无水‑L‑半乳糖

的酶，且可包括SEQ  ID  NO：1所述的氨基酸序列。

[0040] 琼脂寡糖水解酶可通过DNA片段(即，编码基因)来进行转录(transcribe)及转译

(translate)，所述DNA片段参与生产多肽(polypeptide)，包括各编码片段之间的插入序列

以及酶编码区之前及之后的区。举例来说，琼脂寡糖水解酶可从SEQ  ID  NO：2所述的序列来

转录及转译，但不特别受限于此。此外，作为具有酶的一次或多次取代、缺失、错位、添加等

的突变蛋白，具有琼脂二糖水解活性的蛋白也处于本发明的酶的范围内。优选地，琼脂寡糖

水解酶包括与SEQ  ID  NO：1所述的氨基酸序列具有至少80％的同源性、至少85％的同源性、

至少90％的同源性、至少93％的同源性、至少94％的同源性、至少95％的同源性、至少96％

的同源性、至少97％的同源性、至少98％的同源性及至少99％的同源性的氨基酸序列。

[0041] 琼脂寡糖水解酶可源自糖噬菌体降解菌(Saccharophagus  degradans)2‑40T，但

本发明不特别受限于此。

[0042] 琼脂寡糖水解酶可从糖噬菌体降解菌(Saccharophagus  degradans)2‑40T的培养

物的上清液中分离及纯化，且可通过以下方式来产生及分离：使用基因重组技术从除糖噬

菌体降解菌(Saccharophagus  degradans)2‑40T以外的菌株中产生及分离；或通过人工化

学合成方法等来产生及分离。当使用重组技术时，可使用糖噬菌体降解菌的培养物上清液

或上清液代替琼脂寡糖水解酶，但本发明不特别受限于此。根据一个实施例，琼脂寡糖水解

酶可从用包含SEQ  ID  No：2所述的碱基序列(base  sequence)的重组载体转化的大肠杆菌

(E.coli)或其培养液获得。
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[0043] 琼脂二糖与琼脂寡糖水解酶之间的反应可在20℃到40℃的温度以及100rpm到

300rpm下执行5小时到48小时。更具体来说，其之间的反应可在30℃到40℃的温度下执行10

小时到24小时。

[0044] 在本说明书中，用语“蛋白”及“多肽”可互换使用。

[0045] 在本发明中，与另一个序列具有特定百分比(例如，80％、85％、90％、95％或99％)

的序列同源性(sequence  homology)的多肽意指在将两个序列比对时所述两个序列根据序

列比较而具有上述百分比的相同的氨基酸残基。可使用现有技术中已知的任何合适的软件

程序(例如，在分子生物学实验指南(Current  Protocols  in  Molecular  Biology)(F.M.奥

苏拜耳(F.M.Ausubel)等人)，(编辑(eds))1987增补30节7.7.18中阐述的那些程序)来确定

比对以及百分比同源性或同一性。优选的程序包括GCG堆积程序(GCG  Pileup  program)、

FASTA(皮尔森(Pearson)等人，1988年美国国家科学院院刊(Proc.Natl.Acad.Sci.USA)85：

2444‑2448)以及基本局部比对搜索工具(Basic  Local  Alignment  Search  Tool，BLAST)

( B L A S T 手 册 ，阿 尔 丘 尔 ( A l t s c h u l ) 等 人 ，国 家 生 物 技 术 信 息 中 心

(Natl .Cent .Biotechnol .Inf .)，国家图书馆医学院(美国国立卫生研究院(NCIB  NLM 

NIH)，马里兰州贝塞斯达(Bethesda ,Md)，以及阿尔丘尔等人，1997年NAR  25：3389‑3402)。

另一个优选的比对程序是比对+(ALIGN  Plus)(科教软件(Scientific  and  Education 

Software)，PA)，其优选地使用基本参数。本文中可使用的再一个优选的序列软件程序是可

在序列软件包版本6 .0(遗传学计算机集团(Genetics  Computer  Group)，威斯康星大学

(University  of  Wisconsin)，麦迪逊分校(Madison  WI))中得到的TFASTA数据搜索程序。

[0046] 在本发明中，与细胞、核酸、蛋白或载体结合使用的用语“重组”指示通过引入异源

核酸或蛋白或者改变固有核酸或蛋白对细胞、核酸、蛋白或载体进行改性，或者细胞源自这

些改性的细胞。也就是说，重组细胞例如表达在固有(非重组)形式的细胞中未发现的基因，

或表达在表达时异常表达或完全不表达的固有基因。

[0047] 在本说 明书 中，用语“核酸”囊括 所有类 型的 单 链或双 链脱氧 核糖 核酸

(deoxyribonucleic  acid，DNA)、核糖核酸(Ribonucleic  Acid，RNA)及其化学变体。用语

“核酸”与“多核苷酸”在本文中可互换使用。由于遗传密码是简并的，因此可使用一个或多

个密码子来对特定的氨基酸进行编码，且本发明囊括对特定氨基酸序列进行编码的多核苷

酸。

[0048] 用于阐述将核酸序列插入细胞中的用语“引入”是指“转染(transfection)”、“转

化”或“转导(transduction)”，且囊括对将核酸序列整合到真核或原核细胞中的引用。在这

种情况下，将核酸序列整合到细胞的基因组(例如，染色体、质粒、质体或线粒体DNA)中，并

转化为自主复制子或进行临时表达。

[0049] 在本发明的生产3,6‑无水‑L‑半乳糖的方法中，通过使用琼脂二糖作为底物的琼

脂寡糖水解酶将琼脂二糖水解成D‑半乳糖及AHG，且当在厌氧或需氧条件下将具有代谢半

乳糖的能力的微生物与其一起培养时，半乳糖在微生物培养液中被消耗，且仅保留AHG。因

此，不需要经历单独地从包含半乳糖及AHG的水解产物中对AHG进行纯化的另外的工艺。

[0050] 具有代谢半乳糖的能力的微生物可为以下中的任一种：乳酸菌，包括双歧杆菌及

乳杆菌，例如干酪乳杆菌(L .casei)、嗜酸乳杆菌(L .acidophilus)、保加利亚乳杆菌

(L .bulgaricus)、长芽孢杆菌 (B .longum)、双歧杆菌 (B .bifidum)、活性小瓶菌
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(Actiregularis)等；芽孢杆菌；链霉菌；棒状杆菌；发酵单胞菌，例如运动发酵单胞菌

(Z.mobilis)等；大肠杆菌(Escherichia  coli)；以及酵母，例如酿酒酵母(Saccharomyces 

cerevisiae)、巴斯德毕赤酵母(P.pastoris)等。这些是代谢半乳糖的上述无害GRAS微生

物，且因此仅微生物及AHG保留在微生物培养液中。

[0051] 因此，通过对微生物培养液进行离心分离或过滤来除去微生物或细胞碎片而无需

传统的纯化方法，且AHG保留在剩余的液体中，从而可以高产率获得AHG。

[0052] 具有代谢半乳糖的能力的微生物可在需氧或厌氧条件下进行培养。更优选地，微

生物可在厌氧条件下进行培养，且厌氧培养条件(例如培养基、培养温度、时间等)可在所属

领域中的技术人员所理解的范围内执行，且本发明不特别受限于此。

[0053] 在下文中，将参照根据本发明的实例更详细地阐述本发明，但是这些实例不旨在

限制本发明的范围。

[0054] 本发明的方式

[0055] <实例1>建立酸水解条件

[0056] 当琼脂糖或琼脂用强酸水解时，AHG或D‑半乳糖被过度分解并转化成5‑HMF。因此，

在微波消解系统(microwave  digestion  system)中使用通过对磷酸进行稀释而获得的稀

磷酸来执行酸水解。

[0057] 为了检测稀磷酸的水解效果，首先，对所添加的底物的量进行优化。在140℃下使

用0.5％(w/v)的磷酸将16.8％(w/v)、23.8％(w/v)、30.7％(w/v)或36.8％(w/v)的琼脂糖

底物酸水解了10分钟。此时，所使用的琼脂糖的量是以干重量计。液化(liquefaction)程度

被表达为通过以下方式获得的值的百分比：从所添加的琼脂糖的初始重量(g)中减去在经

过酸水解及在12,000xg及4℃下离心分离30分钟之后在105℃下干燥12小时而获得的沉淀

物的量(g)，并将所得值除以所添加的琼脂糖的初始重量。

[0058] 结果，如图2a所示，当添加16.8％到30.7％的量的底物时，获得了98％或高于98％

的液化程度，而在添加36.8％的底物的条件下得到的液化程度显著降低，即5％。从此结果

确认到，如示出TLC测量结果的图2b所示，琼脂糖在添加36.8％的底物的条件下不能充分降

解。在生产工艺中，添加高浓度的底物是非常重要的，这是因为可以尽可能高的浓度来生产

作为最终产物的AHG。此外，可减少水及能量的消耗以及减小反应器的大小，且因此可降低

生产成本。因此，通过选择30.7％(其是所添加的底物的最大量)来建立随后的酸水解条件。

[0059] 为了生产有效用于酸水解的琼脂寡糖、尤其是琼脂二糖，在110℃、120℃、130℃或

140℃的反应温度下用0.5％(w/v)、1％(w/v)或2％(w/v)的磷酸执行水解5分钟或10分钟。

[0060] 表1示出根据水解条件确认液化程度以及琼脂二糖及5‑HMF的产率的结果。

[0061] [表1]

说　明　书 6/10 页

8

CN 110291203 B

8



[0062]

[0063] 如表1所示，在0.5％的磷酸、120℃、10分钟及130℃、5分钟的条件下和在1％的磷

酸、110℃、5分钟及120℃、5分钟的条件下，表现出18.5％到93.8％的液化程度，由此确认到

琼脂糖不能完全水解。然而，随着酸浓度及温度增加，单糖被过度分解，且因此5‑HMF产率也

增加。相比之下，随着酸浓度、温度及反应时间的增加，液化程度增加，且琼脂二糖产率也增

加。

[0064] 为了根据上述条件对反应产物的类型进行分析，执行了TLC、GC/TOF‑MS及HPLC分

析。

[0065] 对于TLC，将1μl的酶反应产物装载到硅胶板上，并在由体积比(v/v/v)为3:1:1的

正丁醇、乙醇及水的混合物组成的流动相上显影了2小时，然后使用10％的硫酸及0.2％的

1,3‑二羟基萘进行显色。

[0066] GC/TOF‑MS分析的衍生化过程如下。将预处理反应产物以16 ,000xg离心分离5分

钟，然后用速度袋对20μl的上清液进行了干燥。将在吡啶(pyridine)中的10μl的4％(w/v)

的O‑甲基羟胺盐酸盐(O‑methylhydroxylamine  hydrochloride)添加到干燥用于衍生化的

样品中，且使其之间的反应在30℃下进行90分钟，然后向其中添加了45μl的N‑甲基‑N‑(三

甲基硅基)三氟乙酰胺(N‑methyl‑N‑(trimethylsilyl)trifluoroacetamide)，且使其之间

的反应在37℃下进行30分钟。用于分析的装置条件如下。用于分析的柱是RTX‑5Sil  MS(30m

×0.25mm  i.d.，25μm的膜厚度，瑞思泰康公司(Resteck))，首先将柱温度在50℃下保持1分

钟，并以20℃/min的加热速率升高到330℃，然后将温度在330℃下保持5分钟。以5的分流比

率(split  ratio)对1μl的各样品进行分析。

[0067] 对于HPLC分析，使用KS‑802柱(昭和公司(Shodex))在80℃的柱温度及0.5mL/min

的流速下对每一样品进行了分析。此时，使用水作为流动相。
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[0068] 如图3a及表1所示，确认到尽管在较低浓度的磷酸条件下表现出较高的聚合程度

(degree  of  polymerization，DP)，然而DP为2的琼脂二糖主要随着酸浓度的增加而产生。

在上述条件中，在1％的磷酸及130℃、5分钟的条件以及在2％的磷酸、110℃、10分钟及120

℃、5分钟的条件下琼脂二糖产率最高，即，对于相应的条件来说为66.1％、67.0％及70.0％

(参见图3b)，且在这些条件下，5‑HMF产率低，即，1.2％。

[0069] <实例2>琼脂寡糖水解酶(agarooligosaccharide  hydrolase)的克隆、表达

(Expression)及纯化

[0070] 使用糖噬菌体降解菌(Saccharophagus  degradans)2‑40T(ATCC  43961)作为模板

以及以下引物，通过聚合酶链式反应(Picymerase  Chain  Reaction，PCR)获得了对β‑琼脂

寡糖水解酶进行编码的基因：

[0071] 正向引物(forward  primer)：

[0072] 5'‑ATACATATGAATAGACTTACACTACCGCCTTCTTCTCGT‑3'(SEQ  ID  No：3)；

[0073] 反向引物(reverse  primer)：

[0074] 5'‑ATAGCGGCCGCGCTCCTACTCGAGACAAACTCAGCAAATGC‑3'(SEQ  ID  No：4)。

[0075] 通过添加250μM的dNTP、20pmol的每种引物、1.5mM的MgCl2、10μl的10x缓冲液、

100ng的DNA模板及1单位的空斑形成单位(plaque  forming  unit，pfu)聚合酶制备了100μl
的PCR反应混合物，且如下执行了PCR：在95℃下初始变性5分钟，然后是在95℃下变性1分钟

的25个循环、在55℃下退火30秒，并且在72℃下延伸(extension)3分钟。通过PCR获得的DNA

片段用NdeI/NotI限制酶(restriction  enzyme)消解，在1％的琼脂糖凝胶上纯化，并扎接

到用相同限制酶消解(digest)的pET21a质粒中，以为每种情况构建pET21a‑Sde_Baga。

[0076] 将所构建的质粒引入大肠杆菌(Escherichia  coli)BL21(DE3)中。为了对其中引

入有琼脂寡糖水解酶基因的重组大肠杆菌进行预培养(pre‑culture)，将细胞在10mL的含

有100μg/mL氨苄青霉素(ampicillin)的LB液(LB  broth)中在50mL锥形管(50mL‑conical 

tube)中在37℃下培养了9小时。此后，将2mL预培养的溶液接种到100mL具有相同培养基组

成的本发明培养液中，然后当使用光密度光谱仪(Optical  density  spectroscope)使光密

度值达到中期指数期(OD  0 .4到0 .6)时，添加了0 .1mM的异丙基‑β‑二‑硫代半乳糖苷

(isopropyl‑beta‑di‑thiogalactopyranoside，IPTG)以在30℃下诱导(induction)16小

时。然后，将细胞培养液在4℃下以16,000xg离心分离了20分钟，然后对细胞进行回收。将回

收的细胞分散在30mL的缓冲液(20mM  Tris‑HCl，pH  7.4)中，然后使用超声波(sonicator)

发生器对细胞进行裂解(lysis)。随后，将裂解物在4℃下以16,000xg离心分离了10分钟以

收集上清液。使用海思泰普(Histrap)柱(5mL，GE卫生保健公司(GE  Health  Care))对包含

在收集的上清液中的重组酶进行了纯化，然后使用SDS‑PAGE凝胶对每种纯化的蛋白的大小

进行了确认(参见图4a)。使用脱盐柱除去了用于蛋白纯化中的盐(咪唑(imidazole))。用二

辛可宁酸(bicinchoninic  acid，BCA)测定法(BCA  assay)对除去盐的重组蛋白酶的浓度进

行了量化。

[0077] <实例3>使用琼脂二糖作为底物通过琼脂寡糖水解酶反应来生产AHG

[0078] 使30.7重量％(w/v)的琼脂糖及琼脂在实例1中建立的条件(即，2％的磷酸及110

℃，10分钟)下反应(参见表2)。琼脂糖及琼脂两者的量均以干重量计。

[0079] 琼脂寡糖水解酶反应条件如下。使用5M的NaOH将在上述条件下获得的酸水解产物
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中和成pH为5到6，然后使反应在37℃及200rpm下进行12小时。

[0080] 通过薄层色谱(thin  layer  chromatography，TLC)(参见图4b)以及GC/TOF‑MS及

HPLC(参见图4c)对酶促反应后获得的反应产物进行了分析，且TLC、GC/TOF‑MS及HPLC分析

条件与实例1中所使用的条件相同。

[0081] 如图4b及图4c所示，确认到琼脂二糖通过琼脂寡糖水解酶而被转化成AHG及D‑半

乳糖。此时，相对于所添加的琼脂糖的量(g)所获得的AHG产率为43.3％。

[0082] <实例4>使用酵母进行AHG纯化

[0083] 在实例3中获得的反应产物是AHG及D‑半乳糖，且执行酵母培养以除去D‑半乳糖。

作为酵母菌株，使用酿酒酵母(Saccharomyces  cerevisiae)D452‑2，且将此菌株在YPD液

(YPD  broth)中在30℃及200rpm下预培养了24小时。在培养后，将培养液以6,000xg离心分

离了10分钟以获得细胞团块，将细胞团块用Tris‑HCl缓冲液(pH  7.4)洗涤，然后在相同条

件下再次离心分离以获得细胞团块。

[0084] 为了进行培养，使用酶促反应产物即AHG及D‑半乳糖作为碳源将酿酒酵母

(S.cerevisiae)D452‑2的细胞团块接种到含有3.35g/L酵母氮碱(yeast  nitrogen  base)

及0.4g/L完全补充混合物(complete  complementary  mixture，CSM)的基本培养基中。将细

胞团块在30℃及200rpm下培养42小时，然后执行TLC及GC‑TOF/MS，由此确认到D‑半乳糖被

完全消耗并且仅剩余AHG(参见图5)，且将AHG产率计算为33.2％(参见表2)。

[0085] [表2]

[0086]

[0087] <实例5>根据现有糖化工艺进行产率比较

[0088] 对根据本发明的糖化以及传统糖化工艺中的单糖产率及最大底物浓度进行了比

较。其结果示于下表3中。

[0089] [表3]

[0090]
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[0091] 如表3所示，与在现有工艺中相比，在本发明的情况下最大底物浓度显著更高。

[0092] <实例6>建立琼脂的酸水解条件

[0093] 除了使用20％(w/w)的琼脂作为底物以外以与实例1相同的方式使用1％(w/v)、

2％(w/v)或3％(w/v)的磷酸在90℃的反应温度下执行水解480分钟(8小时)。

[0094] 如图6所示，在每一条件下得到的糖化产率随着时间增加。

[0095] 为了根据上述条件对反应产物的类型进行分析，以与实例1相同的方式执行了

HPLC分析。

[0096] 如图7a到图7c所示，在1％的磷酸以及480分钟的条件下，琼脂二糖的浓度为

143.3g/L，在2％的磷酸及270分钟的条件下，琼脂二糖的浓度为162.5g/L，且在3％的磷酸

及150分钟的条件下，琼脂二糖的浓度为172.7g/L。以所添加的琼脂的量计，这些产率分别

对应于64％、73％及77％。作为副产物的5‑HMF的量非常小，即在2％的磷酸及3％的磷酸条

件下分别为4.4g/L及3.7g/L。本发明的方法的优点在于，不需要昂贵的高压反应器，这是因

为酸水解是在相对低的温度下执行，且在工作时具有更高的安全性。

[0097] 工业适用性

[0098] 本发明可用于生产高产率的3,6‑无水‑L‑半乳糖。
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