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摘要!利用微波?过氧化氢协同处理壳聚糖"通过降低壳聚糖的黏度辅助促进其酶解制备壳寡糖# 通过单因素实验与正交

实验"确定了影响壳聚糖微波?过氧化氢降黏效果的因素主次顺序是微波时间'X

)

%

)

的用量'微波功率# 优化后的降黏条件

是!X

)

%

)

添加量为 $V# 2D"微波功率为 #)$ "̀微波时间为 $V< 23/"所得壳聚糖黏度比原料黏度降低了 R@VRW"且并未发生结

构的改变# 对其酶解的结果表明"经微波?过氧化氢协同降黏再酶解的壳寡糖得率为 Q$V#W"比未经降黏处理的提高了

##VQW"产物壳寡糖数均相对分子质量为 ) $)S"平均聚合度为 #$"明显低于未经降黏处理而直接酶解所得的壳寡糖#

关键词!壳聚糖$微波$过氧化氢$酶解$壳寡糖
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==壳寡糖%01'3+84/ +53C+84&&14.3,-"0%I&是氨基

葡萄糖通过
"

?#""?糖苷键连接而成的聚合度约为

) [#< 的水溶性低聚糖"由甲壳素或壳聚糖降解而

成(#)

# 与壳聚糖相比"壳寡糖在食品'医药'农业'

日化等领域有着更广泛的应用前景())

# 壳寡糖具

有提高巨噬细胞吞噬能力(!)

"抑制肿瘤细胞生

长(")

"促进双歧杆菌增殖(<)

"降低胆固醇(@)

"抗氧化

和抑菌(S ?Q)等多种独特的生理功效# 此外"壳寡糖

具有良好的吸湿性和保湿性"可用作果蔬保鲜剂以

及日化产品中的保湿剂等(R)

#

目前"壳寡糖的制备方法主要有化学法'物理法

和酶解法(#$)

# 化学法主要采用酸水解壳聚糖或过

氧化氢%X

)

%

)

&氧化降解壳聚糖的方法得到(##)

"降

解快速"生产能力大"是最早用于工业化生产的制备

方法# 然而"化学法制备壳寡糖的产率低且相对分

子质量分布宽泛"单糖质量分数高"相对剧烈的反应

条件可能造成产品化学结构的破坏"其产品安全性

饱受质疑(#) ?#")

# 物理法主要有超声波法'微波法'

&

射线法'光解法等# 物理法的优势在于该法操作

较为简单"污染小"但普遍存在降解初期速率快而后

期缓慢的问题"更小寡糖分子的获得需要耗费较高

能量和更长时间"设备投资较大# 如果和其他降解

方式联合使用可能会取得更好的效果(#<)

# 酶解法

的条件温和"相对分子质量分布相对容易控制"对环

境的污染较小"且不会引起结构的变化"是一种公认

的比较理想的绿色制备方法(#$)

# 由于壳聚糖溶解

,"R,
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性差'溶液黏度高等特点"导致了酶法生产壳寡糖能

耗水平和生产成本的增加# 因此"降低酶解反应中

底物壳聚糖的黏度"提高其底物溶解性成为壳寡糖

酶法制备要解决的关键难题之一#

笔者采用微波?过氧化氢协同处理壳聚糖以降

低底物黏度"通过微波时间'微波功率'X

)

%

)

添加量

等因素的考察和优化"获得微波?过氧化氢降黏联

合酶法制备水溶性壳寡糖的最适条件"为进一步放

大工艺和规模化制备壳寡糖提供参考和借鉴#

9:实验部分

9D9:主要材料与实验仪器

试剂材料!壳聚糖!医药级"国药集团化学试剂

有限公司生产$壳聚糖酶!浙江金壳生物化学有限公

司生产$氨基葡萄糖!医药级"I6]*>公司生产$盐

酸氨基葡萄糖!中国药品生物制剂品鉴定所生产$高

效硅胶板!*-.&N 公司生产$茚三酮'乙酸'乙酸乙

酯'甲醇'氨水'乙酰丙酮'对二甲氨基苯甲醛'盐酸'

无水乙醇'无水碳酸钠等均为国产分析纯$乙腈"色

谱纯#

主要设备!ZYJ?@$<$ 型真空干燥箱"上海博迅

实业有限公司生产$H\?)#$$ 分光光度计"HP60%

公司生产$]D?)$Q 型高速冷冻离心机"日立集团生

产$A1-.2+%.3+/Q#Q 型 FX测试仪"美国奥力龙公司

生产$#Q!< 乌氏黏度计"上海良晶玻璃仪器厂生产$

Z\?0黏度计"美国 e.++NG3-5, 公司生产$:S$)#A:?

@ 格兰仕家用微波炉"]454/a公司生产$红外光谱

仪"德国e.7N-.公司生产#

9D;:实验方法

#V)V#=壳聚糖脱乙酰度的测定

采用双突跃电位滴定法测定壳聚糖的脱乙酰

度(#@)

# 脱乙酰度计算式如下!

脱乙酰度 U(%V

#

WV

)

& X8X#$

W!

X#@)Q%CX$V$RR "&

式中!V

#

为 FX产生第 # 次突跃的 P4%X溶液的体

积"2D$V

)

为 FX产生第 ) 次突跃的P4%X溶液的体

积"2D$8为P4%X溶液的浓度"2+5UD$C为壳聚糖

的质量C$#@ 为氨基的相对分子质量$$V$RR" 为理

论氨基含量#

#V)V)=壳聚糖黏均相对分子质量的测定

采用黏度法测定壳聚糖的黏均相对分子质量#

根据*4.N?X+7L3/N公式计算壳聚糖的黏均相对分

子质量(#S)

!

Y

#

YU#VQ# X#$

W!

X5

$VR!

#

式中!

#

为黏度$5

#

为黏均相对分子质量#

#V)V!=影响微波降黏效果的单因素实验

取 ! C壳聚糖"加入一定量的 X

)

%

)

'去离子水"

在微波炉中于特定微波功率下处理一定时间"取出

冷却后溶解于 #$$ 2D的 )W乙酸溶液"用旋转黏度

计测黏度#

实验设定X

)

%

)

添加量为 $V$<'$V#'$V#<'$V)'

$V)<'$V!'$V!<'$V" 2D$微波功率为 #)$')Q$'"@$'

<R$'S$$ `%即低火'中低火'中火'中高火'高火&$

微波时间为 $V<'#')'!'"'< 23/# 每个水平重复

! 次"结果取平均值#

#V)V"=正交试验优化微波?过氧化氢降黏条件

取 ! C壳聚糖"选择 X

)

%

)

添加量%>&'微波作

用时间%e&'微波功率%0&! 个因素"设计 DR%!

!

&正

交实验# 重复 ! 次"结果取平均值"通过极差分析实

验结果确定最佳的微波降黏条件"并测定所得壳聚

糖的黏均相对分子质量#

#V)V<=壳聚糖红外光谱分析

采用溴化钾压片法对经微波?过氧化氢降黏处

理得到的壳聚糖与原料壳聚糖分别在 " $$$ [

"$$ &2

?#范围内进行红外吸收光谱扫描#

#V)V@=壳聚糖的酶解

取 $VR< 2D壳聚糖溶液和 $V$< 2D壳聚糖酶液

混合""<_下酶解 #$ 23/"然后加入 # 2DZPI 试剂

终止反应"沸水浴加热 < 23/ 显色后迅速用流动的

冷水冷却"加去离子水定容到 #$ 2D"Q $$$ .U23/ 离

心 #$ 23/"取上清液于 <)$ /2下测定吸光值(#Q)

#

对照氨基葡萄糖标准曲线计算还原糖的释放量# 在

上述条件下"# 个单位酶活%H&定义为每分钟释放

#

/

2+5还原糖所需的酶量#

#V)VS=壳寡糖样品分析

壳寡糖数均相对分子质量的测定!利用乙酰丙

酮法测定壳寡糖数均相对分子质量(#R)

# 精密称取

一定量干燥至恒重的壳寡糖样品 7C"用去离子水

溶解并定容至 # D"精密量取 ! 2D溶液置于试管

中"加去离子水至 < 2D"再分别加入乙酰丙酮溶液

# 2D"摇匀"置沸水中水浴 < 23/ 取出"迅速用流动

冷水冷却"然后加入对二甲氨基苯甲醛溶液 # 2D"

用无水乙醇定容至 #$ 2D摇匀"@$_水浴中保温

# 1"冷却后以 $ 管为空白对照比色"在 <)< /2波长

处测定吸光值"通过与盐酸氨基葡萄糖标准曲线比

对计算壳寡糖样品的浓度!#

壳寡糖数均相对分子质量的计算式为!

5) U%7X)#<V@&Q%!X#$

W@

X# $$$&

式中!!为壳寡糖样品的质量浓度"

/

CU2D$# $$$ 为

,<R,
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稀释倍数$7为样品质量"C$)#<V@ 为盐酸氨基葡萄

糖相对分子质量#

壳寡糖得率!酶解液 #$$_煮沸灭酶后"用

# 2+5UD的 P4%X调 FX至 #$" " $$$ .U2离心

#$ 23/ 后取上清液抽滤"冷冻干燥得壳寡糖样品"

称重并计算壳寡糖得率#

小分子壳寡糖的薄层层析分析!展开剂为V%乙

酸乙酯&lV%乙醇&lV%水&lV%氨水& k<lRl#l$V!"

显色剂为 $V)W的茚三酮U乙醇溶液()$)

#

;:结果与讨论

;D9:壳聚糖微波降黏单因素实验

)V#V#=X

)

%

)

用量的优化

X

)

%

)

用量对壳聚糖降黏的影响如图 # 所示#

随着 X

)

%

)

用量的增加"壳聚糖的表观黏度逐渐减

小# 这是由于 X

)

%

)

与壳聚糖的/PX

)

作用"从而

连续不断地产生氧化作用极强的羟基自由基 %X,"

对
"

?#""?糖苷键进行氧化断裂"进而实现大分子壳

聚糖的降解()#)

# 当X

)

%

)

用量p$V) 2D时"壳聚糖

黏度急剧下降$当X

)

%

)

用量r$V) 2D时"壳聚糖黏

度下降趋势缓慢#

图 #=X

)

%

)

用量对壳聚糖降黏的影响

)V#V)=微波功率

微波处理可以在短时间内促进壳聚糖的降

黏()) ?)!)

# 微波功率是影响壳聚糖降解的一个重要

因素"如图 ) 所示# 由图 ) 可知"当微波功率

p"@$ `时"随着微波功率的增大"壳聚糖的表观黏

度迅速降低$当微波功率 r"@$ "̀其黏度下降幅度

不大#

图 )=微波功率对壳聚糖降黏的影响

)V#V!=微波时间

微波时间对壳聚糖降黏的影响如图 ! 所示# 在

微波功率为 "@$ `时"微波时间 # 23/以内"随着微

波时间的增加"壳聚糖的表观黏度显著下降$微波时

间超过 ) 23/ 时"壳聚糖的表观黏度几乎不再下降"

因此"选择微波时间 #V< 23/ 作为后期优化的时间

范围#

图 !=微波时间对壳聚糖降黏的影响

;D;:正交实验优化微波降黏条件

基于单因素实验结果"选定 X

)

%

)

添加量'微波

功率以及微波时间为优化因素"设计三因素三水平

正交实验进行壳聚糖降黏条件的进一步优化"正交

实验表如表 # 所示"实验结果如表 ) 所示#

表 9:壳聚糖微波X过氧化氢降粘正交水平表

水平
.

X

)

%

)

添加量U2D

H

微波功率 Ù

8

微波时间U23/

# $V#$ #)$ $V<

) $V#< )Q$ #V$

! $V)$ "@$ #V<

表 ;:[<&A

A

'正交试验结果

试验

编号

因素

X

)

%

)

添加量

.U2D

微波功率

HÙ

微波时间

8U23/

表观黏度U

%:4,8&

# # # # ##)V<

) ) # ) @#V<

! ! # ! !$V!

" # ) ) @$V$

< ) ) ! !!V$

@ ! ) # "RV)

S # ! ! !)V<

Q ) ! # <<V$

R ! ! ) )"V$

P# )$<V$ )$"V! )#@VS

P) #"RV< #")V) #"<V<

P! #$!V< ###V< R<VQ

,@R,
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续表

试验

编号

因素

X

)

%

)

添加量

.U2D

微波功率

HÙ

微波时间

8U23/

表观黏度U

%:4,8&

F# @QV! @QV# S)V)

F) "RVQ "SV" "QV<

F! !"V< !SV) !#VR

最优水平 .# =H# =8#

G !!VQ !$VR "$V!

影响顺序 8r.rH

优化组合 $V# #)$ $V<

由表 # 可以看出"对壳聚糖微波降黏影响最大

的因素是微波时间"其次为 X

)

%

)

的用量"最后是微

波功率# 优化组合为!X

)

%

)

添加量为 $V# 2D"微波

功率为 #)$ "̀微波时间为 $V< 23/"所得壳聚糖黏

度为 )"V$ :4,8"比原料黏度降低了 R@VRW#

测定经最优组合制备得到的样品的黏均相对分

子质量"结果如表 ! 所示# 与壳聚糖原料相比"微

波?过氧化氢协同降黏处理后的壳聚糖相对分子质

量由 # )"S )@@ Z4降至 <!< @SR Z4"并且可以快速

溶于乙酸溶液#

表 A:壳聚糖降黏后的黏均相对分子质量

编号 # )

作用方式 微波辐射 /

X

)

%

)

添加量U2D

$V) /

作用时间U23/ #V< /

黏均相对分子质量UZ4 <!<@SR #)"S)@@

;DA:微波处理后的壳聚糖的KYXPI分析

壳聚糖经过微波辐射和过氧化氢催化作用后"

采用红外光谱进行扫描检测"结果如图 " 所示#

! "!" &2

?#的宽峰是 %/X伸缩振动的吸收峰与

P/X伸缩振动吸收峰重叠而成的多重吸收峰"

) R)<') QS@ &2

?#和 # ")# &2

?#处的吸收峰均归属

于0/X振动"# #<< &2

?#归属于 0/%/0不对称

弯曲 振 动" # $SR &2

?# 归 属 于 0/% 振 动"

# @<$ &2

?#和 # !)# &2

?#分别是酰胺
+

带和
0

带的

吸收峰"# <R< &2

?#附近是P/X面内弯曲振动吸收

峰# # @<$ &2

?#和 # <R$ &2

?#处的吸收峰是
!

?壳聚

糖的特征峰# QR< &2

?#为吡喃环的振动峰# 经微

波?过氧化氢协同降黏的壳聚糖与原料壳聚糖的红

外吸收光谱特征峰基本一致"从而推断"降黏处理后

的壳聚糖结构并未发生变化()" ?)<)

#

图 "=微波?过氧化氢协同降黏后的

壳聚糖与原料壳聚糖的红外光谱

;DB:微波处理后酶解产物的分析

)V"V#=壳寡糖基本性质

分别将壳聚糖原料与经微波?过氧化氢协同降

黏处理后的壳聚糖酶解"计算壳寡糖得率"结果如

表 " 所示# 经微波?过氧化氢协同降黏处理的壳聚

糖"其酶解所得的壳寡糖得率为 Q$V#W"比未经处

理的对照组的壳寡糖得率提高了 ##VQW# 此外"通

过公式计算"经过微波?过氧化氢协同降黏的壳聚

糖酶解后获得的壳寡糖数均相对分子质量为 ) $)S"

即平均聚合度为 #$$而直接通过酶解得到的壳寡糖

数均相对分子质量为 ! #<!"平均聚合度为 #@# 因

此"采用先微波?过氧化氢降黏后再酶解的工艺促

进了壳聚糖的降解"且所得酶解产物更符合壳寡糖

的标准#

表 B:壳寡糖样品的基本性质

样品 数均相对分子质量UZ4 壳寡糖得率UW

微波处理 )$)S Q$V#

对照== !#<! @QV!

)V"V)=小分子壳寡糖的薄层色谱

从小分子壳寡糖样品的薄层层析结果可以看

出"不管是否经过微波?过氧化氢处理"壳聚糖酶解

后的产物主要包括壳三糖'壳四糖'壳五糖'壳六糖"

这说明"微波?过氧化氢处理对壳聚糖酶解没有明

显影响# 经微波?过氧化氢处理的壳聚糖酶解后"

斑点显色明显"说明其产物壳寡糖溶液的浓度高于

未经微波?过氧化氢处理的样品#

A:结论与展望

利用微波?过氧化氢协同处理壳聚糖"通过降

低壳聚糖的黏度辅助促进其酶解制备壳寡糖# 经过

单因素实验与正交实验"确定了影响壳聚糖微波?

,SR,
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过氧化氢降黏效果的因素顺序是!微波时间'X

)

%

)

的用量'微波功率$优化后的降黏条件是!X

)

%

)

添加

量为 $V# 2D"微波功率为 #)$ "̀微波时间为

$V< 23/"所得壳聚糖黏度比原料黏度降低了

R@VRW# 微波?过氧化氢的协同处理没有对壳聚糖

的结构造成破坏"同时对酶解过程也没有明显影响#

酶解结果表明"先经微波?过氧化氢协同降黏再酶

解的壳寡糖得率为 Q$V#W"比未经处理的提高了

##VQW"产物壳寡糖数均相对分子质量为 ) $)S"平

均聚合度为 #$"明显低于未经降黏处理而直接酶解

所得的壳寡糖# 采用微波?过氧化氢协同降黏的工

艺处理壳聚糖"可以在短时间内高效率地获得大量

壳寡糖"这为壳寡糖的大规模制备提供理论依据#
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国办印发排污权有偿使用和交易试点工作指导意见

==国务院办公厅近日印发*关于进一步推进排污权有偿

使用和交易试点工作的指导意见+"提出到 )$#< 年底前试

点地区全面完成现有排污单位排污权核定"到 )$#S 年底基

本建立排污权有偿使用和交易制度"为全面推行排污权有

偿使用和交易制度奠定基础#

*意见+指出"排污权是指排污单位经核定'允许其排放污

染物的种类和数量# 建立排污权有偿使用制度"要严格落实污

染物总量控制制度"试点的污染物应为国家作为约束性指标进

行总量控制的污染物"试点地区也可选择对本地区环境质量有

突出影响的其他污染物开展试点# 排污权出让收入统筹用于

污染防治"任何单位和个人不得截留'挤占和挪用# 试点地区

财政'审计部门要加强对排污权出让收入使用情况的监督#

*意见+提出"要激活交易市场"试点地区要积极支持和

指导排污单位通过淘汰落后和过剩产能'清洁生产'污染治

理'技术改造升级等减少污染物排放"形成-富余排污权.参

加市场交易$建立排污权储备制度"回购排污单位-富余排

污权."适时投放市场"重点支持战略性新兴产业'重大科技

示范等项目建设# !张力#
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