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O 苯甲酰壳聚糖的合成及其抑真菌活性
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( 1. 食品科学与技术国家重点实验室, 江南大学,江苏 无锡 214122; 2. 江南大学 食品学院, 江苏

无锡 214122)

摘 要: 以甲烷磺酸为催化剂和氨基保护剂,苯甲酰氯与壳聚糖酯化合成了 O 苯甲酰壳聚糖。产

物结构经 FITR和1H NMR光谱分析,酯化反应发生在壳聚糖的羟基, 游离氨基得到了很好保护,

平均取代度为 0 35。以灰霉病菌 Botr y ti s ciner ea 为受试菌种, 研究了 O 苯甲酰壳聚糖抑制真菌

的活性, 结果表明: 壳聚糖和 O 苯甲酰壳聚糖的有效中质量浓度( EC50 )分别为 1 55 mg/ mL 和

0 27 mg/ mL, O 苯甲酰化壳聚糖的抑真菌活性显著提高。
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Synthesis of O benzoyl Chitosan and Its Antifungi Activity
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( 1. State Key Labo rato ry of Food Science and T echnolog y, Jiangnan U niversit y, Wux i 214122, China; 2. Schoo l of
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Abstract:T his study ssing MeSO 3 H as catalyst and protect ing agent to synthesize O benzoy l

chitsan by esterificat ion betw een chitosan and benzoyl chloride. T he st ructur e o f the product w as

analy zed by FITR and 1H NMR spectroscopy. T he esterif ication mainly occurred on OH group

rather than NH2 group of chito san. The aver age degree o f substitution ( DS) w as 0. 35. The ant i

fungi act iv ity of O benzoyl chitsan against the gr ey mould, Bot ryt is cinerea w as carried out . T he

result show ed that the EC50 of chitosan and O benzoy l chitosan w ere 1. 55 mg mL
1
and 0. 27 mg

mL
1
, respect iv ely . The ant i fung i act ivity o f O benzoy l chitosan w as much str onger than that o f

chitosan.
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壳聚糖是由氨基葡萄糖和 N 乙酰氨基葡萄糖

通过 1, 4糖苷键连接而成的生物大分子聚合物,

具有促进伤口愈合、降低胆固醇、抑制微生物生长

等多种生理活性[ 1- 3]。由于具有低毒、生物可降解、



能抑制多种微生物生长的特点, 壳聚糖被视为开发

高效、无毒的新型食品防腐剂的理想基质。然而,

壳聚糖本身的防腐抗菌效果弱于目前广泛使用的

食品防腐剂,无法直接替代这些防腐剂在食品中的

应用[ 4] ,有必要通过化学改性的方法将其他的抑菌

基团引入壳聚糖分子中提高其抑菌活性。

壳聚糖分子中的氨基和羟基都是高活性的反

应位点。N alkyl、N benzyl、N , O acy l壳聚糖衍生

物都被证实了对细菌和包括灰霉病菌 Botry t is ci

ner ea 在内的真菌具有一定的抑制作用
[ 5 7]
。但有关

选择性的 O 酰化壳聚糖衍生物的研究报道并不多,

这是因为,壳聚糖氨基的反应活性高于羟基, 制备

过程中需要进行氨基的保护和脱保护, 步骤复杂。

然而,壳聚糖的游离氨基被认为是壳聚糖发挥抑菌

等生理活性的功能基团, 氨基携带的正电荷与微生

物细胞表面的负电荷相互作用, 是引起细胞表面的

剧烈改变和细胞的渗透性变化, 从而导致细胞死亡

主要原因
[ 8]
。因此,本研究利用甲烷磺酸在反应中

与氨基成盐对氨基进行保护,在保留游离氨基的基

础上, 将强抑菌基团苯甲酸引入到壳聚糖分子, 酯

化合成具有双抑菌基团的 O 苯甲酰壳聚糖衍生物。

选择引起植物病害的灰霉病菌 B . cinerea 为受试菌

种,对 O 苯甲酰壳聚糖的抑真菌作用进行了研究,

为壳聚糖类食品防腐剂的开发和分子设计进行了

有益的探索。

1 材料与方法

1 1 实验材料

壳聚糖,脱乙酰度( DD) = 80%, 相对分子质量

为 3 105为南通双林生物有限公司产品;马铃薯葡

萄糖培养基( PDA )、琼脂, 生化试剂; 苯甲酰氯, 甲

烷磺酸, 丙酮, 氨水等均为分析纯为国药集团化学

试剂有限公司产品; 灰霉病菌 Botr y ti s cinerea, 由

作者所在的江南大学食品学院微生物实验室提供

1 2 仪器设备

SPX型智能生化培养箱: 南京实验仪器厂生

产; RW20 DZM n机械搅拌器:上海试验仪器有限

公司生产; SHB 循环水多用真空泵: 郑州长城科

工贸有限公司生产; 5DDXB FT IR红外光谱仪、美

国 Nico let 公司生产; Brucker ARX400 核磁共振

仪: 德国 Brucker 公司生产。

1 3 实验方法

1 3 1 O 苯甲酰壳聚糖酯的合成 称取干燥的壳

聚糖 1 7 g, 加入 25 mL 甲烷磺酸, 0~ 5 不断搅

拌 30 min。当壳聚糖完全溶解后,逐滴滴加与氨基

葡萄糖等摩尔比的苯甲酰氯,剧烈搅拌反应 3 h, 于

- 18 冷冻过夜。反应液在丙酮中沉淀。沉淀在

去离子中水溶解,用氨水溶液调节 pH 值到 7 0, 沉

淀析出。丙酮索氏抽提沉淀 24 h, 真空干燥, 得到

淡黄色粉末苯甲酸壳聚糖酶的合成路线,见图 1。

1 3 2 产物表征

1) 产物的红外光谱 FIT R KBr 压片法, 在波

数 4 000~ 400 cm
1
范围记录苯甲酰壳聚糖的 FITR

图谱。

2) 核磁共振光谱1 H NMR 1H NMR在 70

温度下进行,以 TM S为内标,样品溶解于体积分数

2%的 DCl D2 O溶液。

1 3 3 抑真菌活性的测定

1) 菌丝生长测定法[ 8] 将壳聚糖和 O 苯甲酰

壳聚糖分别溶解于体积分数 1%的冰醋酸溶液中,

用 1 mo l/ L NaOH 调整溶液 pH 值至 5 5~ 6 0。

将上述溶液添加到直径 9 cm 的灭菌 PDA 平板培

养基中, 制成浓度 0、0 75、1 50、3 0、6 0 mol/ mL

含药培养基。在已经培养7 d的 B ciner ea PDA 培

图 1 苯甲酸壳聚糖酯的合成路线

Fig. 1 Synthetic route of O benzoyl chitosan
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养基的边缘截取直径 6 mm 供试菌饼移入到含药培

养基中心。暗处 ( 26 2) 培养, 每个处理重复 4

次。待对照组( 0 mg/ mL)菌落接近长满平板时,用十

字交叉法测量菌落直径,并计算抑菌率,公式如下:

I = [ (dc- dt ) / dt - dp ) ] 100%

式中, I 为抑制率; dc为对照菌落直径; dt 为处

理菌落直径; dp 为菌饼直径

2) 抑制率回归方程的建立 以浓度的对数值

( X )和抑制率的对数值( Y )建立抑制率回归方程。

求出有效中浓度( EC50) , 其中 EC50为抑制率达到

50%抑菌剂的浓度。

3) 实验数据统计分析 采用统计分析软件

SPSS, 对实验数据进行统计分析。

2 结果与讨论

2 1 产物的表征

2 1 1 产物的 FT IR谱图 壳聚糖与 O 苯甲酸壳

聚糖的红外光谱见图 2。与壳聚糖相比, O 苯甲酰

壳聚糖在波数 1 730、1 260 cm 1处出现新的吸收峰,

可归属为酯键中的 C= O键和 C O 键的伸缩振动

吸收。1 500~ 1 400 cm 1吸收峰, 为取代基苯环的

骨架的振动吸收。并且在 1 599 cm 1处仍保留了游

离 NH 2特征吸收峰。综合以上结果,苯甲酰基通

过酯化反应被引入到壳聚糖分子中, 反应主要在壳

聚糖的羟基上进行, C2 位的 NH 2在反应中得到了

很好的保护。

图 2 产物的红外图谱

Fig. 2 FITR spectrum of the synthesized compound

2 1 2 产物的1 H NMR 1 H NMR数据 = 2 27

10
- 6

( 1 12H ) 为乙酰基上甲基的化学位移; =

3 42 10
- 6

( 2 41H )为氨氢葡萄糖环上 C2 位 CH

的化学位移; = 3 83~ 4 29 10
- 6

( 14 47H )为乙

酰氨基葡萄糖环上 C2- C6 位 CH 的化学位移; =

7 64~ 8 15 10- 6 ( 5 22H )为苯环上的 CH 的化学

位移。

2 1 3 取代度的计算,公式如下

X= 6B/ (B+ C)

DS = 6D/ n(B+ C)

其中, DS 为取代度; X 为游离氨基比例; B 为

C2 位 CH 的积分面积; C 为乙酰氨基葡萄糖 C2 -

C6 位 CH 的积分面积; D 为取代基上各个 H 积分

面积; n为取代基上氢的个数。

经过计算 X = 0 81, DS = 0 35。游离氨基质

量浓度与母体壳聚糖基本一样,说明酯化反应主要

发生在羟基, 氨基没有参与反应。此前, 也有报道

选择性合成了 O 酰基壳聚糖衍生物 O, O 二癸酰壳

聚糖和 O 琥珀酰壳聚糖[ 9]。这些衍生物的合成需

要邻苯二甲酸酐对氨基进行保护, 酯化后在水合肼

中脱去氨基保护, 得到最终产物, 步骤繁琐, 产率

低。本研究采用的是一步反应法制备 O 酰化壳聚

糖。在反应中,甲烷磺酸既是溶剂又是催化剂。当

在壳聚糖溶解在甲烷磺酸中时,甲烷磺酸会与壳聚

糖分子中的氨基形成盐, 并同 C6 位 OH 和 C3 位

OH 形成弱酯。此时, 壳聚糖分子中的氢键被破坏,

分子间距离增大, 分子链呈扩张状态, 因而在甲烷

磺酸中形成均相体系, 有利于 O 酰化反应的发生,
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催化效率较高。当体系中加入酰氯后,由于酰氯具

有较强的亲电性,进攻弱酯, 发生酯交换, 从而形成

新酯, 由于壳聚糖的氨基与甲烷磺酸已成盐, 不与

酰氯发生反应。反应结束后向体系中加入氨水进

行中和, 甲烷磺酸与氨水生成的盐溶于水, 因此可

使平衡移动,使产物的氨基以自由形式存在, 得到

O 酰化壳聚糖产物。

2 2 O苯甲酰壳聚糖的抑真菌活性

根根据 1 3 3中的方法, 得到不同浓度的壳聚

糖及 O 苯甲酰壳聚糖对 B. Ciner er 的抑制率, 见表

1。壳聚糖对 B ciner ea具有一定的抑制作用, 抑菌

活性随着质量浓度的增加而增强。但在低质量浓

度时( 0 75~ 1 5 mg/ mL)表现出很低的抑菌活性,

抑制率不到 50% , 即使当质量浓度达到 6 0 mg/

mL 时也只能抑制 B ciner ea菌丝的生长,而不能完

全将其杀死, 与 A hmed El Ghaouth 的研究成果一

致, 说明壳聚糖抑真菌的作用有限, 这可能与壳聚

糖本身就是一些真菌细胞壁的成分有关
[ 9]
。通过

化学改性将苯甲酸分子引入到壳聚糖分子中, 显著

提高了壳聚糖在各浓度下的抑真菌活性, O 苯甲酰

壳聚糖在较低浓度对 B cinerea菌丝的生长就有比

较强的抑制作用,质量浓度达到 6 0 mg/ mL 时, 几

乎可以完全抑制 B ciner ea菌丝的生长。Rabea EI

合成了一系列 N 苯甲酰壳聚糖的衍生物 [ 10] ,与 O

苯甲酰壳聚糖相比,这些衍生物对真菌的抑制作用

并不显著,可能是因为游离氨基被屏蔽的结果。壳

聚糖与 O 苯甲酰壳聚糖对 B cinerea抑制作用回

归方程见表 2, 通过方程求出了对 B ciner ea 的

EC50分别为 1 55和 0 27 mg/ mL,说明壳聚糖同过

苯甲酰化改性后,其抑真菌活性有了显著提高。

表 1 壳聚糖与 O苯甲酰壳聚糖对 B cinerea的抑制作用

Tab. 1 Inhibitive effect of chitosan and O benzoyl chitosan

on radial growth of B cinerea

壳聚糖
质量浓度/
( mg / mL )

抑制
率/ %

O 苯甲酰
壳聚糖/
( mg/ mL)

抑制
率/ %

0. 75 30. 1 0. 75 61. 2

1. 5 57. 3 1. 5 77. 5

3. 0 77. 3 3. 0 90. 8

6. 0 90. 1 6. 0 99. 6

表 2 壳聚糖与 O苯甲酰壳聚糖对 B. cinerea抑制作用回归

方程

Tab. 2 Regressive equation of chitosan and O benzoyl chi

tosan against B cinerea

样品
毒力回归
方程

相关
系数/ R

有效中质量
浓度/ ( mg / mL )

壳聚糖 y= 0. 52x - 0. 40 R= 0. 96 1. 55

O 苯甲酰
壳聚糖
y= 0. 23x - 0. 17 R= 0. 98 0. 27

3 结 语

在甲烷磺酸作为催化剂和氨基保护剂的体系

中, 成功地合成了 O 苯甲酰壳聚糖。酰化反应发生

在壳聚糖的 OH, C2位的 NH 2得到了很好保护, 产

物平均取代度为 0 35。壳聚糖和 O 苯甲酰壳聚糖

抑制 B ciner ea 生长的 EC50分别为 1 55 和 0 27

mg / mL, 表 明 O 苯 甲酰 壳聚 糖 对灰 霉病 菌

B ciner ea的抑制作用较强,高于其母体壳聚糖。
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