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双突跃电位滴定法测定壳聚糖脱乙酰度的影响因素

张 龙，! 夏文水!

（江南大学 食品学院，江苏 无锡 ".$%#6）

摘! 要：研究了双突跃电位滴定法测定壳聚糖脱乙酰度的准确性以及壳聚糖溶液质量浓度、粘度、

不同脱乙酰度等因素对滴定终点测定结果的影响* 结果表明：壳聚糖样品质量浓度控制在 " 7 6
8 9 :，利用双突跃电位滴定法可以测定壳聚糖的脱乙酰度，不同样品脱乙酰度测定结果 ;<=（ 相对

标准偏差）小于 %* 6.>（! ? #），该方法具有较高地准确性，可以用于壳聚糖生产和加工过程中的

质量控制与检测*
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?=/0$&90：ALL-TPLR (M OHSHT[KEPSK(E (M OHPLHSR)PSK(E OH8THH (M LJKS(IPE \R S]( P\T-^S LJPE8H
L(EO-LS([HSTKL SKSTPSK(E ]PI IS-OKHO，PEO HMMHLSI (M LJKS(IPE I()-SK(E L(ELHESTPSK(E， XKIL(IKSR PEO
OHPLHSR)PSK(E OH8THH (E SJH THI-)S (M H_-KXP)HELH ^(KES ]HTH P)I( KEXHISK8PSHO* QJH THI-)SI IJ(]HO SJPS
OHPLHSR)PSK(E OH8THH (M LJKS(IPE LPE \H OHSHT[KEHO PLL-TPSH)R \R [HPEI (M S]( P\T-^S LJPE8H
L(EO-LS([HSTKL SKSTPSK(E ]JHE LJKS(IPE IP[^)H L(ELHESTPSK(E ]PI \HS]HHE " 7 6 ，PEO ;<= (M
OHSHT[KEPSK(E THI-)S (M OKMMHTHES LJKS(IPE ]PI )HII SJPE %* 6.>（! ? #）*
A.1 >"$6/：LJKS(IPE；OHPLHSR)PSK(E OH8THH；L(EO-LS([HSTKL SKSTPSK(E；H_-KXP)HELH ^(KES

! ! 壳聚糖（ZJKS(IPE）是一种直链天然高分子聚合

物，其化学名称为（.，$）0"0氨基0"0脱氧0!0=0葡聚

糖* 壳聚糖是自然界中惟一存在的碱性多糖，具有

生物相容性、化学稳定性和生物可降解性的特点，

被称为人体所必需的第六生命要素，在农业、医药、

食品、化妆品、纺织、环保、材料工业等行业和领域

有着极其广泛的应用［. 7 "］*
脱乙酰度（OHPLHSR)PSK(E OH8THH，缩写为 =* =）是

壳聚糖的一个重要的质量指标，它对壳聚糖的理化

性质，如在稀酸中的溶解度、富集离子的能力、粘

度、离子交换能力、壳聚糖膜的机械性能、絮凝能力

和 +0选择性酰化能力有重要的影响［# 7 $］*
壳聚糖的脱乙酰度可定义为壳聚糖分子中脱

除乙酰基的糖残基数占壳聚糖分子中总的糖残基

数的百分数，其测定方法主要有酸碱指示剂滴定

法、电位滴定法、氢溴酸盐法、胶体滴定法、红外光
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谱法等［! " #］$ 其中酸碱滴定法由于操作简单、不需

要特殊的仪器，试剂易得，特别适用于生产过程中

的质量监测，已经成为测定脱乙酰度最为常用的

方法$
酸碱滴定法的原理是壳聚糖的自由氨基呈碱

性，可与酸定量地发生质子化，形成壳聚糖的胶体

溶液$ 溶液中过量的、没有和氨基结合的酸，可以用

碱来进行反滴定$ 于是，从用于溶解壳聚糖的酸量

与滴定用去的碱量的差值，就可推算出与壳聚糖自

由氨基结合的酸量，从而计算出壳聚糖中自由氨基

的含量$
由于壳聚糖在生产过程中常常吸附残酸或残

碱，当用酸碱指示剂滴定法测定脱乙酰度时将会影

响测定结果的可靠性，采用电位滴定法可以有效地

消除残酸或残碱的影响［%］$
在电位滴定法中，双突跃电位法最为常用，但

目前对影响该方法测定壳聚糖脱乙酰度的一些因

素还缺乏系统地研究$ 作者主要研究双突跃电位滴

定法测定壳聚糖脱乙酰度的准确性，以及壳聚糖溶

液浓度、粘度及不同脱乙酰度等因素对测定滴定终

点结果的影响，以提高测定方法的准确性和精确

性，扩大方法的适用范围，为壳聚糖的质量控制提

供有效的方法$

!" 材料与方法

!# !" 材料

壳聚糖：浙江、江苏、山东等厂家生产的不同脱

乙酰度样品$
!# $" 试剂

标准 &’( 溶液、标准 )*+& 溶液，均为分析纯$
!# %" 仪器

,-./ 型恒温磁力搅拌器：上海亚荣生化仪器厂

制造；01.2 型滴定装置：上海第二分析仪器厂制造；

%/-.3 型 4& 计：5677(68 9:(6;: 公司生产；)0<.#, 型

旋转式粘度计：同济大学机电厂制造$
!# &" 实验方法

!$ &$ !" 壳聚糖双突跃酸碱滴定 " 准确称取 -$ / =
经 2-! >干燥至恒重的壳聚糖样品置于 !- ?@ 烧

杯中，加入 /- ?@ -$ 2 ?:( A @ &’( 标准溶液，室温下

磁力搅拌 2 B 使其完全溶解，再加入 %- ?@ 蒸馏水$
将 4& 电极放入样品溶液中，用 -$ 2 ?:( A @ )*+& 标

准溶液滴定，记录原 4& 值及加入不同体积 )*+&
标准溶液后被滴定液的 4& 值，以溶液的 4& 值对

)*+& 标准溶液滴定体积作图，即得到酸碱滴定曲

线$ 做 4& 值对 !)*+& 的一级微商曲线，得到双突跃

滴定曲线［C］$
!$ &$ $" 脱乙酰度计算" 根据脱乙酰度的定义，依

据上述滴定数值，按下面的公式计算脱乙酰度：

脱乙酰度 D "
（# E" F 2G2）$ /-% F 2--H

式中：" %
!!)*+&

2 --- & ’
)*+&

（!!
)*+&

为滴定曲线中两

突跃之间消耗的 )*+& 标准溶液的体积；’
)*+&

为

)*+& 标准溶液的摩尔浓度；# 为壳聚糖样品质

量，=（以干基计）；2G2 为壳聚糖中氨基葡萄糖残基

的相对分子质量；/-% 为壳聚糖中 ).乙酰氨基葡萄

糖残基的相对分子质量$
!$ &$ %" 壳聚糖溶液质量浓度对滴定终点的影响"
准确称取 -$ 2 " -$ ! = 的已知脱乙酰度的同一壳聚

糖样品，配制 / " G = A @ 不同质量浓度的壳聚糖.&’(
溶液$ 按 2$ I$ 2 的方法绘制双突跃滴定曲线，测定

滴定终点$ 每一样品测定 % 次$
!$ &$ &" 壳聚糖脱乙酰度对滴定终点的影响" 分别

准确称取一定量的已知不同脱乙酰度的壳聚糖样

品，配制相同质量浓度的壳聚糖.&’( 溶液，按2$ I$ 2
的方法测定滴定终点$ 每一样品测定 % 次$
!$ &$ ’" 壳聚糖粘度对滴定终点的影响" 分别准确

称取一定量的已知脱乙酰度，不同粘度的壳聚糖样

品，配制相同质量浓度的壳聚糖.&’( 溶液，按2$ I$ 2
的方法绘制滴定曲线，测定滴定终点$ 每一样品测

定% 次$

$" 结果与讨论

$# !" 双突跃滴定曲线

在壳聚糖酸溶液中存在过量的酸质子和胺基

离子，当用碱中和时则会相应出现两个突跃点$ 见

图 2，/$

图 !" 壳聚糖酸碱滴定曲线

()*# ! " +,-./ 01 23)45627/ 3084,390:/-)3 9)9-29)08 01
3;)90728
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图 !" 壳聚糖双突跃滴定曲线

#$%& !" ’()*+ ,- ./, 01)(2. 3405%+ 3,56(3.,7+)$3 .$8
.)0.$,5 ,- 34$.,905

! ! 从图 " 可以看出，用 #$%& 标准溶液滴定壳聚

糖’&() 体系时明显存在两个滴定突跃点* 第一个滴

定突跃的范围在 +& 值为 , - . 之间，第二个滴定突

跃的范围在 +& 值为 / - "0 之间* 前一突跃对应

#$%& 中和溶液中过量的 &() 滴定终点前后滴定反

应的情况，后一突跃对应于 #$%& 中和质子化的胺

基滴定终点前后滴定反应情况*
第一突跃滴定终点处所对应滴定消耗的 #$%&

标准溶液的体积 !1 的大小将直接影响壳聚糖脱乙

酰度的测定结果* 由上述脱乙酰度的计算公式可以

看出，!1偏大则脱乙酰度的测定结果偏小，

反之镇造成结果偏大* 以下就一些因素对第一滴定

突跃滴定终点测定结果的影响进行讨论*
!& !" 壳聚糖溶液质量浓度对滴定终点的影响

滴定终点的测定结果见表 "* 实验结果表明，随

着壳聚糖质量浓度的升高，测定滴定终点 +& 值有

逐渐降低的趋势* 质量浓度高时，滴定终点 +& 值则

低；质量浓度低时，滴定终点则升高* 这是由于随着

壳聚糖溶液质量浓度的升高，壳聚糖分子中游离的

自由氨基的数目增多，与自由氨基结合的 & 2 数目

也增多，溶液中过量 &() 的分子数降低* 这样滴定

过量 &() 所消耗的 #$%& 标准溶液的量减少，滴定

终点 +& 值降低* 测定结果均在 ,* /0 至 3* 30 之间，

结果的相对标准偏差小于 45 * 实验中发现样品的

质量浓度不宜太大（ 质量浓度大于 6 7 8 9），否则质

子化的壳聚糖会脱去质子，形成电中性凝集体* 脱

去的质子被碱所滴定，造成测定结果偏低* 同时，壳

聚糖质量浓度增高，溶液由透明逐渐变得浑浊，溶

液的粘度也增大，不利于分子的扩散，影响测定结

果的可靠性* 因此综合考虑以上因素，测定样品的

质量浓度应控制在 4 - 6 7 8 9 为宜*
!& :" 壳聚糖脱乙酰度对滴定终点的影响

对不同脱乙酰度的壳聚糖样品进行滴定测定，

结果见表 4*
表 ;" 不同质量浓度壳聚糖的滴定终点测定结果

<01& ;" =+9(>. ,- .$.)0.$,5 +?($*0>+53+ 2,$5. ,- 34$.,905 /$.4 6$--+)+5. 3,53+5.)0.$,5

样品

编号

样品溶液

质量浓度 8（7 8 9）

样品

脱乙酰度 8 5
滴定终点 +& 值

第 " 次 第 4 次 第 , 次 平均值

标 准 差

"
相对标准

偏差 8 5

": 4 ;0 3* ,4 3* 3" 3* 4; 3* ,3 0* 0643 "* 33

4: 3 ;0 ,* ;, ,* /; 3* 0" ,* ;3 0* 06"" "* ..

,: . ;0 ,* /; ,* /< ,* ;, ,* ;0 0* 0,0" 0* </

3: 6 ;0 ,* <; ,* /4 ,* <; ,* /0 0* 0"<, 0* 36

表 !" 不同脱乙酰度壳聚糖的滴定终点测定结果

<01& !" =+9(>. ,- .$.)0.$,5 +?($*0>+53+ 2,$5. ,- 34$.,905 /$.4 6$--+)+5. @& @

样品

编号

样品溶液

质量浓度 8（7 8 9）

样品

脱乙酰度 8 5
滴定终点 +& 值

第 " 次 第 4 次 第 , 次 平均值

标 准 差

"
相对标准

偏差 8 5

": 3 <4 ,* ;6 3* 0" 3* 06 3* 0" 0* "";, 4* ;/

4: 3 /, ,* ;, ,* /; 3* 0" ,* ;3 0* 06"" "* ..

,: 3 ;0 ,* /, ,* ;0 ,* ;4 ,* // 0* 03<, "* 44

! ! 从表 4 所得的结果可以看出，相同质量浓度、

不同脱乙酰度的壳聚糖样品，其滴定终点相差不是

很大，同时壳聚糖的滴定终点 +& 值的大小与脱乙

酰度的高低有着直接的正相关关系* 脱乙酰度越

高，滴定终点 +& 值越小，消耗的 #$%& 的体积（!1）

越少* 这是由于壳聚糖脱乙酰度越高，自由氨基的

数目就越多，和自由氨基结合的 & 2 数也就越多，因

而滴定过量酸所需要的标准 #$%& 溶液的体积也

就越少* 从多次重复测定的结果看，其标准差 " 均

在 0* ". 以下，相对标准偏差在 ,5 以下* 因而双突

44 无! 锡! 轻! 工! 大! 学! 学! 报! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! 第 4, 卷!
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跃电位滴定法可以测定低、中、高不同脱乙酰度的

壳聚糖样品，具有较宽的适用性!
!" #$ 壳聚糖粘度对滴定终点的影响

不同粘度壳聚糖的酸碱滴定曲线见图 "，测定

结果见表 #!
# 个样品分别代表了低、中、高 # 种不同粘度的

壳聚糖，从滴定曲线和表 # 的测定结果中可以看

出，中等粘度壳聚糖的滴定终点 $% 值最大，其次是

高粘度壳聚糖，低粘度壳聚糖的滴定终点 $% 值最

小! 这说明在高、低粘度壳聚糖&%’( 体系中，%’( 过

量较少时，较多的 % ) 是与壳聚糖中的自由氨基结

合；而中等粘度壳聚糖的情况则相反!
从表 # 中不同粘度壳聚糖样品滴定终点的测

定结果看，在相同的溶液质量浓度下，滴定终点的

$% 值范围在 #! *+ , -! ". 之间，结果的相对标准偏

差都小于 /! +0，说明测定方法具有较高的准确性，

可以用于不同粘度壳聚糖样品脱乙酰度的测定!

图 %$ 不同粘度壳聚糖酸碱滴定曲线

&’(" % $ )*+,- ./ 01’23405- 1.62*17-+’1 8’8+08’.6 ./
19’8.506 :’89 2’//-+-68 ,’51.5’8;

!" <$ 方法准确性的验证

分别配制相同质量浓度的不同脱乙酰度的壳

聚糖样品溶液，用双突跃电位滴定法测定各样品的

脱乙酰度，测定结果见表 -!

表 %$ 不同粘度壳聚糖的滴定终点测定结果

=04" %$ >-5*?8 ./ 8’8+08’.6 -@*’,0?-61- A.’68 ./ 19’8.506 :’89 2’//-+-68 ,’51.5’8;

样品

编号

样品溶液

质量浓度 1（2 1 3）

样品粘度! 1
（456·7）

滴定终点 $% 值

第 / 次 第 " 次 第 # 次 平均值

标 准 差

!
相对标准

偏差 1 0

/8 - #. #! *# #! 9. #! 9" #! ** .! .-:# /! ""

"8 - /9. -! .+ -! /; -! /* -! /# .! .: /! ;9

#8 - #:. #! 9* -! .. #! 9; #! 9* .! ." .! +.

< 注：!为质量浓度 / 2 1 3 的壳聚糖溶液（溶剂为 " 2 1 3 醋酸），在 "+ =条件下，用 >?@&:9 型旋转式粘度计测定!

表 #$ 脱乙酰度测定结果

=04" #$ >-5*?8 ./ B" B 2-8-+7’6-2 4; 8:. 04+*A8 1906(- 1.62*18.7-+’1 8’8+08’.6

样品

编号

样品溶液

质量浓度 1（2 1 3）

脱乙酰

度 1 0
滴定终点 $% 值

第 / 次 第 " 次 第 # 次 平均值

标 准 差

!
相对标准

偏差 1 0

/8 - ;: ;;! : ;:! " ;;! - ;;! * .! -.-/ .! ;.

"8 - :+ :+! + :-! # :-! : :+! . .! -#;. .! +*

#8 - *; *+! * *+! ; *;! " *+! 9 .! #.;. .! #;

-8 - 9. 9.! " *9! * 9.! # 9.! / .! ";-. .! "9

+8 - 9- 9-! * 9#! ; 9-! # 9-! " .! ;."* .! ;-

< < 从表 - 的结果可以看出，测定的脱乙酰度值于

标称的数值十分接近，# 次测定值的标准偏差均小

于 .! ;+，相对标准偏差均小于 .! ;/0，说明采用双

突跃电位滴定法测定壳聚糖的脱乙酰度具有较高

的准确性，可以用来测定不同的壳聚糖样品!

%$ 结$ 论

双突跃电位滴定法作为测定壳聚糖脱乙酰度

的主要方法，可以较为准确地测定滴定过程中的滴

定终点，滴定终点判断直观，测定结果准确可靠! 壳

聚糖样品的质量浓度控制在 " , ; 2 1 3，可以测定不

同脱乙酰度和不同粘度的壳聚糖，方法具有较宽的

适用性，因而可以作为壳聚糖生产和加工过程中质

量控制与检测的一种有效方法!
（下转第 ": 页）
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图 !" 黄伞菌丝摇瓶发酵生长曲线
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!）在碳源、氮源筛选的基础上，通过正交试验

初步得出黄伞菌丝深层发酵较佳培养基配方为：葡

萄糖 " # $ %&，牛肉膏 !’ ( # $ %&，)* +,-./’ ( # $ %&，

0#1-./’ ! # $ %&’
*）单因子试验表明，黄伞菌丝深层发酵最适培

养条件为：培养温度 *( 2，起始 3+ 值 (’ /，接种量

!(4，发酵周期 !/ %’ 在优化的试验条件下，进行摇

瓶发酵，菌丝干重达 !!’ !5 # $ &’
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