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甲壳低聚糖功能性质

夏文水 吴众楠

(食品学院 )

摘要 对 5 种平均分子量 ( M W )分别为 1 50 0
,

3 0 0 0
,

50 0 0
,

8 0 0 0
,

] 3 0 0 0 甲壳低聚糖

的水溶性
、

保湿性
、

吸湿性以及抑菌作用进行 了研究
。

结 果表明
:

M w 1 5 00 和 3 0 0 0

的甲壳低聚糖具有优良的水溶性
,

其吸湿性和保湿性强 于透 明质酸
、

乳酸钠和甘

油
,

并且也有显著的抑菌作用
。

甲壳低聚糖的分子量大小和游离氨基的存在是影响

其功能性质的关健因素
。

主题词 甲壳低聚糖
; 水溶性

;
保湿性

; 吸湿性
;
抑菌作用

中图分类号 Q 53 9
.
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0 前 言
甲壳低聚糖 ( C h i t o o l i g o s a e e h a r i d e s

)是甲壳素 ( C h i t i n )和壳聚糖 ( C h i t o s a n ) 经水解生成

的一类低聚物
。

近年来随着研究的深人
,

甲壳低聚糖展现 出独特优越的生理活性和功能性

质
:

提高巨噬细胞的吞噬功能
,

促进脾脏抗体生成
,

抑制肿瘤细胞 的生长 〔̀ 一习 ; 在人体肠道

内能活化增殖双歧杆菌
;
降低血压

、

吸附胆固醇
; 在微酸环境具有较强抑菌抗菌作用

;显著

的保湿吸湿能力等川
。

为此
,

甲壳低聚糖的研究引起人们极大的兴趣
。

甲壳素和壳聚糖的水

解包括化学法和酶法
。

化学法降解甲壳素或壳聚糖较难控制
,

产物转化率低
。

据文献报道
,

除专一性水解酶甲壳素酶 ( e h i t i n a s e ) 和壳聚糖酶 ( e h i t o s a n a s e ) 外
,

一些易从商业中得到的

糖酶
、

蛋白酶
、

脂肪酶等对壳聚糖也有部分或全部非专一性水解作用
。

作者找到一类非专一性水解酶
,

通过控制相关条件
,

可有效地降解壳聚糖
,

得到平均分

子量 ( M W
,

以还原糖计算 ) 为 1 50 0
,

3 0 0 0
,

5 0 0 0
,

8 0 0 0
,

1 30 0 0 的低聚物
。

本研究测定了这 5 种

甲壳低聚糖的水溶性
、

吸湿性
、

保湿性及抗菌抑菌活性
,

并探讨了甲壳低聚糖功能性质与分

子量之间的关系
。

实验材料与方法

实验材料

壳聚糖和甲壳素 连云港科惠海洋生物制品有限公 司和启东甲壳素厂产品
,

理化指标

收稿日期
:

1 99 6
一

( ) 6
一

0 7
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自测
,

结果见表 1
.

透明质酸 新 日本化学工业会社产品

N
一

乙酞氨基葡萄糖 iS g m a 产品

氨基葡萄糖盐酸盐 iS g m a

产品

其余试剂均为化学纯以上试剂

1
.

2 实验方法

1
.

2
.

1 不 同分子量 甲壳低聚糖的制备川

采用非专一性水解酶
,

在不同条件下
.

对
一

壳

表 1 甲壳素和壳聚糖理化指标

原料名称
粘度 D D “

( m p a
.

s 一 ’ )
’

( % )

灰分
( % )

分子量
’ `

壳聚糖

甲壳素

4 1
.

8 6 64
.

3 4

< 4 5 :
.

::
2 2 0

,

0 0 0

`
H a a

k e 粘度仪测定
,

19 壳 聚糖溶于 1 0 O m l z % 醋酸

溶液
.

温度为 2 5 C
,

剪切速率为 1 5 0 5 一 ’
.

关 补

碱量法滴定叹

,

“ 粘度法测量
,

溶剂为 l % 醋酸溶液6j[

聚糖进行水解
。

水解液经除去杂蛋白
、

脱盐等纯化精制后
,

样品冷冻干燥
。

1
.

2
.

2 0
一

发 甲基壳聚糖制备困 甲壳素 ( 40 一 60 目 )浸泡于质量分数 45 % N a O H 溶液
,

料液比 1 : 3
,

室温下 4一 7 h 后
,

逐渐加人氯乙酸
。

反应 1h2 后
,

用盐酸中和 p H S一 9
,

加人体

积分数 7 0 少
。
乙醇溶液析出沉淀物

,

沉淀物重新溶于去离子水
,

重复几次后
,

产品冷冻干燥
。

1
.

2
.

3 多糖水溶性测定 称取 gl ( w
3

) 过 2 0 目筛的样品
,

加 1 00 ml 去离子水
,

在 2 5 C搅

拌
.

保温 3 O
rn , n

.

然后在室温下离心 ( 3 0 0 O
r / n : I n ) 1 5 m

; n ,

倾去上清液
,

沉淀物如上述处理
,

重

复 2 次 ;最后将离心沉淀物加水 1 00 m !
,

2 5 C 保温 30 m l n ,

并不断搅拌
,

用预先恒重 ( W
l

) 古

氏漏 牛过滤
,

滤渣用乙 醇充分洗涤
,

在 1 ()5 C 条件下干燥 2一 h4
,

称恒重 ( W
Z

)
,

根据下式求

得样品水溶性
:

水溶性 ( % ) = 1 0 0 [ 林
厂
’

3 一 (环
’ :
一 环

,

l
) ] / W

3

1
.

2
.

4 保 湿性和吸湿性测定川 室温下
,

样品在干燥器中用 P刀
5

减压干燥 1h2 以上
。

吸

湿性试验直接用该干燥样品
,

而保湿性试验则在干燥样品中
,

加人其质量 10 % 的去离子水
。

用透明质酸
、

乳酸钠
、

甘油作对照试验
。

l) 吸湿试验 室温下
,

精确称取 。
.

5 9 样品加人直径 3c m 的称量瓶中
,

将称量瓶放置

在干燥 器中
,

干燥器 内放有碳酸钙饱 和溶液 (相对湿度
,

R H 81 % ) 或硫酸钱饱和溶液 ( R H

41 % ) ; 放置时间为 12
,

24
,

3 6
,

48 h
,

分别称量样品放置前质量 ( W
。

) 和放置后质量 ( W
。

)
,

根

据下式计算吸湿率
:

吸湿率 (俗 ) 一 1 00 (认
一
’

一 W )/ W
。

2) 保湿试验 室温下
,

精确称取 0
.

59 样 品及质量分数 10 % 的去离子水
,

加人直径

3 c m 的称量瓶 中 ; 将称量瓶放置在预先装有硫酸铁饱和溶液 ( R H 43 % ) 或干硅胶 的干燥器

内 ; 放置时间为 1 2
,

2 4
,

3 6
,

48 h
,

分别称量样品放置后水分量 H
。

和添加水分量 H
。 ,

根据下式

计算水分残存率
:

水分残存率 ( % ) 一 1 00 H
,

/ H
。

1
.

2
.

5 杭菌抑菌活性测定 L`。』 用无菌吸管吸取培养 1 h8 的大肠杆菌菌液 0
.

Zm l 于无菌平

皿内
,

倒入 已熔化并冷至 4 5 C左右的营养琼脂培养基
,

充分摇匀
,

水平放置待凝
; 已凝固的

用记号笔在平皿底划成 4 等分
;
样品溶解于 0

.

5 % 醋酸溶液灭菌备用
,

以醋酸溶液作空白

样
; 用无菌镊子将小 圆形滤纸片 (直径 0

.

阮 m ) 分别浸人各样品溶液中
,

取 出并在试管内壁

上除去多余溶液后
,

以无菌操作将纸片放人培养皿的小区中心
,

重复 4 次
;
将放好滤纸片的

含菌平皿倒置
,

于 37 C 培养 2 411
,

取出测定抑菌圈大小 确定抗菌抑菌效果
。

1
.

2
.

6 甲壳低聚糖 分子 量测定 ll[ 」 精确称取 0
.

5 9 铁氰化钾
,

溶解于 IL 0
.

s m ol l/
J

N a Z
C 0

3

溶液
,

贮藏于棕色试剂瓶
,

作为显色剂
。

做还原糖分析时
,

在试管中加人 Zml 显色剂



夏文水等
:

甲壳低聚糖功能性质 2 9 9

和 1
.

s m l 样品溶液
,

振荡均匀后
,

用铝箔封闭试管 口
,

在沸水浴 中加热 15 m in
,

随后用冷水

冷却
。

以去离子水作空白
,

在波长 4 2 0 n m 处测量光密度值
。

以 N
一

乙酞氨基葡萄糖做标准曲

线
。

根据下述公式计算分子量
:

分子量 -
被测样品总糖浓度 ( g / L ) 又 22 1

.

1

被测样品还原糖当量浓度 ( g / I
一

)

结果与讨论
甲壳低聚糖水溶性

甲壳素为天然直链多聚糖
,

糖链上 含有大量

,习.2

和 N H C O C H 3
.

在生物体内
,

对称

同向或反向平行糖链之间以氢键相连
,

晶体

结构完整
,

不溶于一般溶剂
,

只溶于强无机

酸
、

氟化醇及含有 5 % 氯化锉的 N
,

N
’ 一

二 甲

基乙酞胺
。

壳聚糖经脱乙 酞化反应后
,

游离

N H :

含量增加
,

晶体结构受到破坏
,

仅能溶

于稀酸溶液
,

这一特性在很大程度上限制其

广泛应用
。

壳聚糖经酶解后
,

分子链长度减

短
,

分子量下降
。

这样
,

在水溶液中
,

各分子

链之间运 动更加无序
,

分子链 上游离 N H Z

水合作用增强
,

有助于提高其水溶性
。

从图

N H

更0 0
·

8 0
·

6 O

4 O

ǎ次à刘边书

6 8 工0 12 1 4

M W
( l h o u s a n d s )

图 1 分子 t 对低聚糖水溶性的影响

1 中可以看出
一 、
随着分子量下降

,

水溶性显著上升
。

低聚糖 ( M W 1 5 0 0) 水溶性高达 98
.

88 %
,

而相对于壳聚糖其水溶性仅为 6
.

84 %
.

说明甲壳低聚糖的分子大小是决定其水溶性高低的

主要因素
。

2
.

2 甲壳低聚糖吸湿性和保湿性

将 5 种不同平均分子量的甲壳低聚糖和对照物 N
一

乙酞氨基葡萄糖 ( N A G )
,

O
一

梭甲基

壳聚糖 (C M
c hi t os a n)

,

透明质酸 ( H A )
,

甘油和乳酸钠进行吸湿和保湿试验
,

比较它们之间

吸湿和保湿能力
。

结果见图 2
,

图 3 和表 2
.

从图 2 和图 3 中可以看到
,

在相对湿度 ( R H ) 为

ǎ次à哥超冬
ǎ次à哥洲享

时间 ( h ) 时间 ( h )

图 2

M W 1 50 0

分子 . 对低聚糖水溶性的影晌

R H 8 1 % 1 2 (
’

2
.

M W 3 0 () 0 3
.

M W 5 0 0 0 4
.

M W 80 0 0

图 3 低聚糖及对照物保湿进程曲线

R H 」3 % 12 〔
、

5
.

M W 13 (川 0 6
.

H A 7
.

N A G 8
.

C M C h : t o s a n

81 %和 4 3写时
,

甲壳低聚糖和对照物都随着时间的增加而吸湿性逐渐增加
,

达到一定吸湿

率时
,

曲线趋向平缓
,

吸湿速率减小
。

甲壳低聚糖 ( M w 1 5 OO 和 3 0 0 0) 显示了最大的吸湿速

率
,

R H 81 % 和 1 h2 后
,

吸湿率达到 19
.

52 % 和 18
.

08 %
,

而对照物透明质酸和 O
一

梭甲基壳
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聚糖则为 10
.

5 5 % 和 9
.

64 %
.

在 R H

高时
,

吸湿率比 R H 低时更大
。

但当

R H 从 81 % 下 降到 43 % 时
,

低 聚 糖

( M W 3 0 0 0 )吸湿率仅减少了 2
.

8 9旦
。 ,

而透明质酸却下降了 10
.

7 9 %
.

从表

2 可看出 M W 5 0 0 O 的甲壳低 聚糖
,

其

吸湿和保湿能力与食品和化妆品中常

用 的保湿剂 乳酸钠和甘油接 近
。

当

M w 为 3 0 0 0 时
,

吸湿和保湿能力 则

超过 它们
。

这说明低聚糖 ( M W I劝。

和 3 0 0 0) 具有 很强 的吸湿 和保湿 能

力
,

效果明显优于对照物
。

表 2 低聚糖及对照物吸湿保湿试验结果

样品名称
吸湿 率% 水分残存率 %

R H 8 1 % R H 4 3 %

甲壳低聚糖 ( M W 1 5 0 0 ) 5 6
.

2 4

甲壳低聚糖 ( M W 3 0 0 o ) 4 8
.

2 7

甲壳低聚糖 ( M W S O 0 0 ) 2 9
.

7 2

甲壳低聚糖 ( M W S 0 0 0 ) 2 6
.

2 8

甲壳低聚糖 ( M W 1 3 o 0 O ) 2 2
.

2 2

N
一

乙酸氨基葡萄糖 O

0
一

梭甲基壳聚糖 27
.

15

透明质酸 42
.

91

乳酸钠 4 5
.

24

甘油 4 2
.

5 3

4 5
.

1 8

4 5
.

3 8

19
.

2 6

18
.

9 1

18
.

3 1

0

2 3
.

6 5

3 2
.

1 2

3 7
.

0 3

3 8
.

0 3

R H 4 3 %

6 0 4
.

1 8

6 0 2
.

3 2

4 2 7
.

8 3

2 4 2
.

8 6

1 9 6
.

6 4

4
.

4 2

2 6 7
.

7 9

2 7 7
.

0 7

4 7 0
.

4 9

4 2 0
.

9 3

干硅胶

8 0
.

3 8

8 1
.

9

3 5
.

8 1

3 0
.

7 4

3 2
.

9 0

O

5 1
.

6 4

5 8
.

9 3

1 7
.

2 3

2 2
.

3 1

注
:

试验结果为样 品经过 48 h 后
,

温度 12 C 测得

图 4 和图 5 反映 了甲壳低聚糖与对照物对水的保持能力
。

从图 4 中可看出
,

在 R H 为

2 () 3 0 4 0

时间 ( h )

洲80604020lē次à讲件傲求书
l,]63期57()()6()()5()(j4()()3()0细1()0

。

ǎ次à哥仲戳李书

时间 ( h )

图 4

1
.

M W 1 5 () `)

低聚糖及对照物保湿进程曲线

R H 4 3% 1 2 C

2
.

M W 3 ( ) () 0 3
.

M W 5 0 0 0 4

图 5 低聚糖及对照物保湿进程曲线

干硅胶 12 C

M W 8 0 0 0 5
,

M W 1 3 0 0 0 6
.

H A 7
.

N A G 8
.

C M C h i t o s a n

43 %时
,

除 了 N A G 外
,

所有受试物都随着时间的增加
,

水分不仅没有失去而且水分残存率

逐渐增加
,

说明都具有保湿能力
,

而 N A G 则没有该功能
。

特别是 M w 1 500 和 3 0 0 0 的甲壳

低聚糖保湿能力最大
,

水分残存率基本上呈线性上升
。

在图 5 中
,

当用干硅胶干燥时
,

低聚糖

和对照物的水分保持能力随着时间的增加而有所下降
,

各种受试物的水分损失速率不同
,

在

24 h 后
,

N A G 的水分残存率几乎 为零
,

而 M W 15 0 0 和 3 0 0 0 低聚糖的水分残存率基本在

9 5 % 以上
,

说明这两种甲壳低聚糖的保湿能力强于其他低聚糖和对照物
。

图 6一 8 反映 r 甲壳低聚糖的分子量大小对其吸湿和保湿能力的影响
。

从图中可以看

出
,

随着分子量的增加
,

吸湿率和水分残存率不断减小
;

M W 为 1 5 00 时具有最大值
,

即吸湿

和保湿能力最大 ;
当 M W 上升到 3 0 0 0 时

,

吸湿和保湿能力基本不变
,

然而当 M W 达到 50 0 0

时
,

则吸湿和保湿能力 明显下降
,

各项指标仅为 M W 30 0 O 时的一半
。

另一方面
,

N
一

乙酞氨基

葡萄糖既无吸湿性也无保湿性
,

这说明甲壳低聚糖的分子量大小对吸湿和保湿功能具有决

定性作用
。

具有一定聚合度的甲壳低聚糖 ( M W 1 5 0 0 一 3 0 0 0) 吸湿和保湿能力大
,

可能与分

子链易形成网状结构而滞留水分有关
。

甲壳低聚糖的吸湿和保湿能力还在于其分子链上有

游离氨基
,

它与水分子相互作用
,

影响水的活度和流动阻力
。

同时
,

一 N H : 和一N H C O c H
3

基团之间易形成氢键而使分子链产生网状结构
。

表 3 的实验结果有助于说明这一点
,

甲壳
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低聚糖 ( M W 1 5 0 0 )中加人 5 0 % 水
,

于 8 0 (
`

烘箱中经 M
a l l l a r

d 反应 0
.

s h 后
,

低聚糖从原来的

白色粉未变为黄色块状物
,

测定该产物其游离氨基含量为 J
.

川 %
,

比原来减少 1
·

2 6 %
,

发

现这种产物的水溶性
、

吸湿性和保湿性都大大小于低聚糖
。
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图 6 分子量对低聚物吸湿性的影响
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图 7分子量对低聚糖保湿性的影响
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表 3 甲壳低聚糖与其 M al l . a
dr 反应物

功能指标比较

M W ( T h o u s a n d s )

图 8 分子量对低聚糖保湿性的影响

干硅胶 1 2 C 4 h8

项 目名称 甲壳低聚糖 M al l l
a

dr 反应物

外观 白色粉末
.

无味 黄褐色
,

附有气味

游离氨基含量 5
.

朗 % 1
.

川 %

水溶性 98
.

88 环 2 3
.

65 写

吸湿性 ( R H 81 % ) 56
.

2 4 % 18
.

2 3 %

保湿性 (干硅胶 ) 80
.

38 写 10
.

H 环

.2 3 甲壳低聚糖的抗菌抑菌作用

5 种甲壳低聚糖
,

2 种单糖 N
一

乙酞氨基葡萄糖和氨基葡萄糖盐酸盐以及壳聚糖
,

以体积

分数 0
.

5 % 醋酸溶液为空白样
,

对象菌为大肠杆菌
,

检测它们抗菌抑菌活性的大小
,

试验结

果见表 4
.

可以看出
,

M W 1 5 0 o 低聚糖抑菌效果最强
。

随着分子量上升
,

抑菌效果逐渐下降
,

但依然较显著
,

甚至包括壳聚糖
。

对于 2 种单糖
,

氨基葡萄糖盐酸盐抑菌作用显著
,

而 N
一

乙

酞氨基葡萄糖则不显著
。

说明游离氨基存在是形成抑菌抗菌作用的基础
。

表 4 甲壳低聚糖对大肠杆菌的抗菌抑菌作用

样样品名称 浓度 (即m ) 抑菌效果果 … 样品名称 浓度吻m) 抑菌效果果

NNN 乙酞氨基葡萄糖 5 00 一一

…少壳峥
糖 `M W S“ 。。 , 5。。 +++

氨氨基葡萄糖盐酸盐 500 +++

…甲壳低聚荆M w , 3 0。。 , 5 0 0 +++

甲甲壳低聚糖 ( M W 1 5 0 0 ) 5 0 0 + + + +++

… 毛擎
5 00 十十

甲甲壳低聚糖 ( M W 3 o 0 0 ) 5 0 0 + + +++

…
星 口 - ---

甲甲壳低聚糖 ( M W 5 0 O O ) 5 0 0 + +++++

注
:
一 表示不显著

,

十 表示显著
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3 结 论
M w 1 5 00 和 3 0 0 0 的甲壳低聚糖有优良的水溶性

,

其吸湿和保湿能力高于透明质酸
、

乳

酸钠和甘油
,

并且也有显著的抑菌作用
,

这是 甲壳低聚糖独特而重要的功能性质
。

这类低聚

糖将在食品
、

化妆品和医药中具有极其诱人的应用前景
。

甲壳低聚糖的分子量大小和游离氨

基的存在是影响其功能性质的关键因素
。

甲壳低聚糖功能性质的研究
,

为指导甲壳低聚糖的

生产及其推广
一

应用提供了依据
。
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