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甲壳素脱乙酞度的测定方法

陈 洁 杨方琪

�食品科学与工程系 �

近年来
,

从甲壳素制取壳聚糖的生产 以及对其理论和应用的研究
,

已越来越广泛和深

入
。

甲壳素是由 �
一

乙酞基
一
�

一

氨基葡萄糖通过 件��
一

� �贰键联结起来的直链多糖
,

大量存在

于 甲壳动物
、

昆虫和细菌 中
,

由于其在 自然界中具有丰富的资源及广阔的应用前景而 日益受

重视
。

但甲壳素 由于分子内外氢键的作用
,

形成了有序结构
,

溶解性很差
,

所以应用受到一定

限制
二

甲壳素经脱乙酞基处理转变成壳聚糖
,

其溶解性能大大提高
,

应用范围同时大大扩展
。

甲壳素及其衍生物有着广泛的用途
。

在医药工业上
,

由于其可被生物降解
,

无毒性
,

具有

生物相容性
,

是一种理想的高分子材料
,

可用作外科手术线
,

人造皮肤
,

药物缓释剂
,

抗凝血

剂等等
。

在钵境保护方面
,

由于其可与许多重金属离子形成稳定的络合物
,

可用来有效捕集

重金属离子进行废水净化
。

作为天然的阳离子聚 电解质
,

对活性污泥
、

蛋白质等有很强的凝

集能力
,

壳聚糖作为絮凝剂在工业上 已获广泛应用
。

在食品方面
,

由于其具有抗菌性
,

保湿

性
,

缓释性
,

可用于食品防腐
,

香料
、

营养素的缓慢释放
,

半干半湿食品的制作等
。

在化妆品方

面
,

其特有的保湿
、

抗静电
、

成膜性能
,

使洗发护发用品具有使头发 易于梳理
,

发色光亮
,

头发

飘洒的功效
。

另外还可用于纺织
,

印染
,

造纸等方面
。

由于壳聚糖溶解性能好
,

一般工业应用和制备各种衍生物大都以壳聚糖为起始原料
。

壳聚糖中的胺基含量即甲壳素脱乙酞度
,

直接影响它的物化性能
,

如溶解度
,

粘度
,

离子

交换能力
,

絮凝能力等等
,

它是鉴定壳聚糖产品质量的一个重要指标
。

因此
,

测定 甲壳素的脱

乙酞度或壳聚糖的胺基含量对研究和生产壳聚糖是必不可少的工作
。

本文主要介绍了国内外研究工作者在甲壳素脱 乙酞度测定方法上的探索
。

� 碱量法

壳聚糖上的胺基呈游离状态
,

属伯胺
,

具阳离子性质
,

可与酸定量反应生成盐
。

根据此性
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质可测定盐中酸的含量来计算脱 乙酞度 ��
�

� �
�

�
�

� 定义为甲壳素分子 中脱除乙酞基的链

节数占总链节数的百分数
,

碱量法可分成一些具体的方法
。

� � 电位滴定法�� 

准确称取壳聚糖溶于 �
�

�� � � � 盐酸中 �约 � � �
,

用 。
‘

�� � � � � � � � 溶液 回滴过 量

� ��
,

作 ��
一

� �� � �� �曲线
,

用三切线法确定终点
,

按下式计算 �
�

�
�

游离胺基含量

一 � � �� �
��

�� �
一 �

�� �
� � � �

夕刀

� � � � �

�
�

�
� � � � �一 � �

�

� �

� � � � � �一 � �
�

� �
� � � � �

式中

�
�

一一 � �  标准液浓度 ��
� �� � � � ,

—
� � �标准液体积 �� ��

�
�

一
一� � � � 标准液浓度 ��

� �� � �
’

� �

—
� � �� 标准液体积 �� ��

�
— 扣除水分后样品质量 �� �

� � 酸碱滴定法 ��, 幻

将一 定量壳聚糖溶于 �
�

�� � � � ��� 中 �约 � � �
,

以 甲基橙为 指示 剂
,

用 �
�

�� �� � �

� � � � 滴定过量的 � ��
,

计算同上
。

�
�

� 氢澳酸盐法 � , 〕

称 �
�

� � 壳聚糖
,

溶于 � � � � ��
�

�� � �� � � � � 水溶液中
,

再 加入 � � � �� �� � � 溶液 � � � ,

生

成的沉淀经离心分离
,

沉淀粉 �壳聚糖氢澳酸盐 �经 甲醇浸泡后离心分离
,

再用甲醇浸泡
,

再

分离
,

反复数次至 � � 值不再变化
,

最后用乙醚洗涤
,

常温真空干燥 � � ��
,

储存于 �� ��
�

干

燥器中待用
。

称一定量上述盐
,

溶解于 � �� � �去离子水中
,

用 �
�

�� �� � � � � � � 滴定
,

酚酞作

指示剂
,

按下式计算 �
�

�
�

�
�

�
�

�
�

� � �

� �

� � � �铸
一 �

�

� �  

式中

�

—
� � � � 标准液浓度 ��

� �� � �

�

—
� � � � 标准液体积 �� ��

�

— 样品质量 �� �

碱量法要求被测样品有较高的脱 乙酞度
,

因为溶于酸溶液后才能测定
。

酸碱滴定法以甲基橙作指示剂
,

方法简单
,

但由于终点判断易于产生误差
,

尤其是在样

品的摩尔质量较大的情况下
,

从而导致实验重复性差
。

‘

氢嗅酸盐法如在测定过程 中准确度高
,

使游离胺基和 � � � 充分成盐
,

结果的可靠性较

高
,

但由于壳聚糖氢澳酸盐在较高的温度下易于分解
,

样 品只能在常温下干燥
,

测定时间较

长
,

影响它被普遍采用
。

电位滴定法操作简单
,

分析速度快
,

终点判断清楚
,

精确度较高
。

因此
,

对于具有较高脱

乙酞度的样品
,

电位滴定法是一个较可供选择的方法
。

二
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� 红外光谱法〔�一 �〕

红外光谱法测 定脱 乙 酸度
,

是利 用酞胺的三个 吸收 峰
,

即酞胺 � � � �  � � 一 ‘ ,

酞胺 �

� � � �� � 一’和 酞胺 皿 � � � �� � 一 ‘
�

脱 乙 酞度 定量分析 中通常选用 的 内标峰有 � � � �� � 一 ‘ ,

� ���
� � 一‘ ,

� � � � � � 一 ‘ , � � � �� � 一’ ,

由于酞胺 。 � � � � � 一’和一 � �
�

是摇摆吸收峰相重叠
,

酞胺

� � �� � � � 一 ’

峰受样品含水量影响很大
,

而 � � � �� � 一 ’

峰的峰形 比较陡
,

扩散小
,

故一般采用

� � � � � � 一’

峰来测定脱乙酞度
,

研究 � � � � � �� � �� �
,

� � � � � � � � � �
,

� � � � � � � � � � � 对脱 乙酞

度的线性关系
,

发现
�
� � � � � � � � � �。的线性关系最好

。

红外光谱法具有操作简单
,

速度快
,

样品用量少等优点
,

但具准确度不高
,

若作为一个快

速测定法
,

在对精确度要求不太高的情况下
,

还是可取的
。

� 折光指数法圈

壳聚糖与 甲壳素 � 上乙酞基含量的不同
,

造成了结构上的差异
,

类似于合成二元共聚

物中主链上两种单体单元的比例发生了变化
,

两个不同的链节分别是 �
一

��
,

� �
一 �

一

乙酞胺基
�

�
一

脱氧
一

�
一

葡萄糖单元和 �
一

��
,

� �
一

�
一

胺基
一

�
一

脱氧
一

�
一

葡萄糖单元
,

由于结构不同
,

其稀溶液性

质也有所不同
。

研究不同胺基含量的壳聚糖样品其 �
�

� 和溶液折光指数增量 ��
� � � ‘�的关系发现

�

不

同 �
�

� 壳聚糖的 � � � �� 不同
,

而且两者间符合二元无规则共聚物的 � � �� ‘
与其化学组成间

的一般线性关系
,

因此
,

可以利用折光指数测壳聚糖的脱乙酞度
。

按逐渐加浓法测不同浓度壳聚糖溶液的绿移 乙、
,

按式罕
一 � �

�
, � �婆�

,

其中 � 为折
� 一

””

� ”
一 ’

一
’

� ” “
“、

�
尸

�
�

�
目 ’目 ’

认 ” �

,
、

以 � 一
’ “
入 � 刁� 一沙 “� 、

�
‘ ’

�
’

“ 月 �, ’

射池顶角
,

� 为成像焦距
。

换算成溶液与溶剂的折光指数差乙
n ,

用 n 对各个浓度 C 做 图得直

线
,

其斜率即折光指数 下值 (m l/ g)
,

将不同脱乙酸度壳聚糖的 y 对 D
.
D 作图

,

可得线性关系

较好的直线
。

由于高分子溶液 的 7 值在一定的分子量范围内一般 (10
‘

以上)与分子量无关
,

在指定

的温度
、

溶剂和入射光波长下
,

在稀溶液范 围内 下是常数
,

因此折光指数法测定脱 乙酞度有

一定限制
,

脱乙酞度不能太低
,

否则溶解度太差
,

同时样品分子量亦要求要有一定范围
,

要大

于 104
.

4 胶体滴定法川

由于壳聚糖上的胺基在酸中可质子化
,

形成按离子
,

因此表现为一种阳离子聚 电解质的

性质
。

聚 电解质本身在水溶液中是稳定的
,

但如果遇到带有相反电荷的聚电解质时
,

彼此之间

就会按一定的化学计算关系发生 电荷中和反应
,

形成中性缔合物
,

最终形成沉淀
。

胶体滴定法测乙酸度就是利用化学结构
,

分子量和浓度 已知的阴离子聚电解质 P V SK
,

滴定壳聚糖
,

以 T
、

B 为指示剂
,

测定壳聚糖中的一 N H
Z
含量

,

然后换算成 D
.
D

,

用 P V S K 滴

定时
,

终点变色很灵敏
。
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该方法简单
、

迅速
、

准确
,

不需任何复杂设备
,

所有分析试剂常温下稳定
,

可长期放置
,

因

此胶体滴定法应用方便
,

是一种较为理想的分析方法
。

同样
,

胶体滴定法因为需要一定的溶

解度
,

要求样品脱 乙酞度不能太低
。

亏 热分析法[s]

甲壳素和壳聚糖有特征的降解温度
,

热分析法是通过建立在特征温度下降解质量损失

与脱 乙酞度的关系来测 D
.
D.

用 D T A
,

D T G 和 T G 测 甲壳素
,

发现其最大降解率为 320 ℃
,

随样品脱 乙酞度的上升
,

32
0 ℃降解峰变小

,

而 28 0℃的峰变大
,

而且脱 乙酞度与两个温度下的质量损失都存在着线

性关系
,

但在 28 0℃
,

样品 D
.
D > 80 % 时

,

线性关系将失去拟合性
。

热分析法简单
、

快速
、

准确度比较高
,

而且对整个 N
一

乙酞度范围样品都适用
。

6 气相色谱法闭

脱乙酞度的测定可采用气相色谱法
,

甲壳素或壳聚糖以甲醇为洗涤液
,

其保留时间与脱

乙酞度存在线性关系
,

因此可用保留时间来测定脱 乙酸度
。

此法快速
、

准确
。

7 元素分析法川

元素分析法测定乙酞化度的原理是假设 乙酞化度为 x
,

则壳聚糖乙酸化后
,

其平均每个

葡胺糖单位中碳原子数 由原来的 6 个增加为 6+ Zx 个
,

而氮原子数是不变的
,

测出 N /C 比

后即可求出乙酞化度
。

1 4

.

0 0 8

1 2

.

0 1 1 X 6
+

1 2

.

0 1 1 X Z x一一

N一C
一一

R

0
.
583 14

x - 一了瓦一 一 3

此法由于 甲壳素吸湿性比较大
,

称量时有误差
,

所以测出的乙酞化度有数个百分点的误

8 紫外光谱
一

阶导数法图

壳聚糖用超声波降解后
,

测其吸光度
,

发现葡胺糖和 N
一

乙酞葡胺糖在 197
,

1 9
3n

m 分别

有最大值
,

在 19 9n m 时
,

N

一

乙酞葡胺糖的摩尔吸光系数是葡胺糖的 130 倍
,

乙酸的存在会干

扰两种化合物的测定
。

研究发现
,

所有的乙 酞光谱在 202nm 处有共同的零交点
,

此点靠近

N
一

乙酞化葡胺糖的最大吸收波长
,

因此在 19 9n m 处测定可使 N
一

乙酞葡胺糖与乙酸无关
。

了一
;二测定

I
N 一

乙酞葡胺糖 ;0
.
005 加Q

.
o40 m g/m l在 0

.
01m ol /L 乙酸中的溶液紫外光谱

,

峰高

与 N
一

乙酞葡胺糖的浓度成正 比
,

脱乙酞度的测定就是利用壳聚糖降解后 公测其中的 N
一
_

乙酞
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葡胺糖的含量来计算的
。

此法测定脱乙酞度快速
,

准确
,

不破坏样品结构
,

测定时不需精确知道乙酸浓度
,

,

可用普

通的光谱仪测定
。

9 苦味酸法[
, o 〕

苦味酸法利用液相色谱柱
,

将干燥样 品放入色谱柱中
,

然后 引入苦味酸
一

甲醇液
,

使 苦

味酸与壳聚糖的一N H
:
反应

,

充分反应后用 甲醇洗去未反应 的苦味酸
,

键合的苦味酸则用

甲醇
一

D I P E A ( d i i
s o

p
r o

p y
l
e t

h y l
a
m i

n e
) 转移下来

,

测量其稀释液 的吸光度
,

在 D IP E A 苦味酸

盐
一

甲醇溶液中 0~ 15拌m ol / L 浓度范围内的校正 曲线是线性的
。

此法可以测定不溶性样品的胺基含量
,

在整个 N
一

乙酞度范围内结果都能复现
。

此法相

对而言 比较快速简便
,

另外样品的用量较少
,

准确度较高
,

对于脱 乙酞度较差的样品较为合

适
。

1 0 结 论

测定壳聚糖的胺基含量或脱乙酞度方法很多
,

各有其应用范围
。

比较而言
,

对于溶解度

较好的样品即脱乙酞度较高的样品
,

可采用电位滴定法
,

紫外光谱
一

阶导数法等
,

对于脱乙酞

度较差的样品
,

可以采用苦味酸法
,

气相色谱法
,

热分析法
,

元素分析法等
。

从另外一个角度

看
,

比如工业上
,

可采用酸碱滴定
_,
电位滴定

,

胶体滴定
,

苦味酸法等一些对试剂
、

仪器要求不

高
,

但同时又相对较简便准确的方法
。

而科研上
,

则可以采用红外元素分析
,

热分析紫外光谱
一

阶导数等方法
。

另外测定时
,

可以采用几个方法相互 印证
,

比如红外与元素分析法并用
,

相

互参考印证
,

这样结果就更为可靠
。

参 考 文 献

l 林瑞询
,

蒋苏洪
,

张慕珊
.
化学通报

,
1 9 9 2

;
3

:

3 9 ~
4 2

2 汪志君
.
化学世界

,
1 9 8 6

;
l

:

2 2 ~
2 3

3 S
a n n a n ,

T

. ,

K
u r

i
t a ,

K

.
e t a

l P
o

l y m
e r ,

1 9 7 8
;

V
o

l

.

1 9

4
M

u z z a r e
l l i

,

R

.

A

.

A

, ,

T
a n

f
a n

i

,

F

.
e t a

l J
o u r n a

l
o

f B i
o e

h
e

m i e a
l

a n
d B i o p h y s

i
e a

l M

e t
h

o
d

s ,

2 ( 1 9 8 0 )
; 2 9 9

~
3 0 6

5 安东忠直
,

吉野正纪
.
大坂工业技术试验所季报

,
1 9

79

;
3 。(l )

:
75 ~ 79

6 王伟
,

蒋淑琴
,

秦汉
.
应用化学

,
1 9 9 1 ; 8 ( 2 )

:

5 6
~

5 9

7 王伟
,

李素清
,

秦仪旧 用化学工业
,

1 9 5 9 ;
8 5

:

3 6
~ 3 8

8 A l
o n s o ,

G

. ,

P
e n

i
e

h
e 一

C
o v a s ,

C

.
e t a

l J
o u r n a

l
o

f T h
e r

m
a

l A
n a

l y s
i
s

V
o

l

.

2 8 ( 1 9 8 3 ) 1 5 9
~

2 9 5

9 M

u z z a r e
l l i

,

R

.

A

.

A

. ,

R
o e e

h
e t t i

,

R

.

C
a r

b
o

h y d
r a t e

P
o

l y m
e r s ,

5 ( 1 9 8 5 )

:
4 6 1

~
4 7 2

1 0 N
e u g e

b
a n e r ,

2

. ,

B
r z e z

i
n s

k i

,

R

.

C
a r

b
o

h y d
r a t e

R
e s e a r e

h

,
1 8 9 ( 1 9 8 9 )

:
3 6 3

~
3 6 7


