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过氧化氢脱硫辅助聚乙二醇法制备高凝胶性琼脂糖
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摘要:琼脂糖是一种从石花菜、江蓠等红藻中提取的线性多糖ꎬ在生物、医药等领域具有广泛应用ꎮ 但目前国内琼脂糖的

制备工艺较为复杂、成本较高且各批次琼脂糖的质量稳定性较差ꎬ使得国内科研机构及生物、医药行业过度依赖进口琼

脂糖ꎮ 利用过氧化氢辅助聚乙二醇法可对琼脂进行绿色脱硫与对制备的琼脂糖进行提纯ꎬ通过单因素实验优化得出过

氧化氢脱硫的最佳条件为:无水乙醇浓度 ７０％ꎬ过氧化氢添加量 １５ ｍＬꎬ反应时间 ２ ｈꎬ反应 ｐＨ ９ꎬ反应温度 ５０ ℃ꎮ 在此

条件下制备得到过氧化氢改性琼脂的硫酸根含量为 ０􀆰 ２１％、凝胶强度为 ９６６􀆰 ６ ｇ / ｃｍ２ꎮ 再用聚乙二醇法对过氧化氢改性

的琼脂进行提纯ꎬ制备的琼脂糖的硫酸根含量为 ０􀆰 １９％ꎬ凝胶强度为 １ ２４４􀆰 ９ ｇ / ｃｍ２ꎮ 开发的过氧化氢辅助聚乙二醇法

是一种简单、快速、高效、低成本、环保的琼脂糖制备方法ꎬ将有助于解决国内琼脂糖“卡脖子”的问题ꎮ
关键词:琼脂ꎻ脱硫ꎻ过氧化氢ꎻ聚乙二醇
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基金项目:生物医药用琼脂类试剂的高值化关键技术研发

项目(２１１４２２０１５００)ꎮ
作者简介:吴孝兰(１９７９￣)ꎬ女ꎬ上海人ꎬ学士ꎬ正高级工程

师ꎬ主要研究方向为药用辅料制备、生物医药专用试剂

纯化ꎮ
通讯作者:肖安风ꎬＥ￣ｍａｉｌ:ｘｘａａｆｆｅｎｇ＠ ｊｍｕ.ｅｄｕ.ｃｎꎮ
引用本文:吴孝兰ꎬ刘琴ꎬ肖安风ꎬ等.过氧化氢脱硫辅助聚

乙二醇法制备高凝胶性琼脂糖 [ Ｊ] . 化学试剂ꎬ ２０２４ꎬ
４６(１１):６７￣７３ꎮ

　 　 琼脂主要是从石花菜、江蓠、鸡毛菜等红藻中

提取的一种多糖ꎮ 一般包括琼脂糖和琼脂胶两部

分ꎬ其基本结构均为重复交替的 １ꎬ３￣连接的 β￣吡
喃半乳糖和 １ꎬ４￣连接的 ３ꎬ６￣脱水￣α￣Ｌ￣吡喃半乳

糖ꎬ琼脂糖含有很低含量的硫酸基团ꎬ呈电中性ꎬ
是形成凝胶的重要组分ꎬ而琼脂胶为含有硫酸基、
丙酮酸、甲氧基的酸性多糖ꎬ不会形成凝胶[１]ꎮ
琼脂的凝胶性质使琼脂在食品加工及化妆品等行

业得到广泛应用ꎬ常被用作胶凝剂、增稠剂、稳定

剂等[２]ꎮ 其中ꎬ硫酸基团是影响琼脂凝胶性能的
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主要因素ꎮ 硫酸根含量高时ꎬ凝胶强度会降低ꎮ
这是由于琼脂 Ｌ￣半乳糖 Ｃ６ 的硫酸基团会在螺旋

链中产生一个“扭结”阻碍螺旋的形成造成的[３]ꎮ
因此ꎬ需要通过去除硫酸根来达到增加凝胶强度

的目的ꎮ 工业上除硫酸根是通过碱处理琼脂的传

统方法ꎬ此方法能够将琼脂的大部分硫酸根脱除ꎮ
用碱处理可以去除琼脂 Ｌ￣半乳糖 Ｃ６ 位上的硫酸

基团ꎬ形成更稳定的结构 ３ꎬ６￣内醚ꎬ从而提高凝

胶强度ꎮ 另外ꎬ有机溶剂也可脱除硫酸根ꎮ Ａｌｆｒｅｄ
等[４]使用二甲基亚砜、三甲基氯硅烷等化学方法

能够除去藻类多糖存在的硫酸酯ꎬ且多糖骨架未

发生显著降解ꎬ这一发现为琼脂的脱硫研究奠定

了基础ꎮ 近期有文献报道了酶法脱硫的方法ꎬ
Ｗａｎｇ 等[５] 使用酶处理琼脂ꎬ经红外、核磁、ＧＣ￣
ＭＳ、甲基分析等方法证实了酶法可以脱除琼脂 Ｄ￣
半乳糖 Ｃ４、 Ｃ６ 和 Ｌ￣半乳糖 Ｃ６ 位的硫酸根ꎮ
Ｓｈｕｋｌａ 等[６]从江蓠中提取出来的硫酸水解酶在

ｐＨ ８、温度 ３５ ℃达到最大活力ꎬ经酶处理琼脂后

硫酸盐的清除率可达到 ６０％以上ꎬ且琼脂具有更

高的交联度和刚度ꎮ 但目前酶法脱除硫酸盐的

方法成本高ꎬ迫切需要开发一种成本低的脱硫

方法ꎮ
过氧化氢(Ｈ２Ｏ２)是一种环保型试剂ꎬ广泛应

用于造纸、电子、医药、环境处理、食品、航天等领

域ꎮ 在造纸行业中ꎬ过氧化氢作为漂白剂应用于

纸浆漂白及藻类漂白中ꎬ其分解的 ＨＯＯ－ 是极强

的亲核试剂ꎬ 可以和色素反应ꎬ 达到漂白目

的[７￣１０]ꎮ 过氧化氢分解后产生极自由基具有很强

的氧化性ꎬ此性质在多糖改性中得到了广泛的应

用ꎬＹｕ 等[１１]通过控制过氧化氢与催化剂用量、反
应的温度和时间来制备不同氧化程度的淀粉ꎬ并
将其应用于皮革制造行业ꎻＺｈｕ 等[１２] 通过控制过

氧化氢的用量制备了不同氧化程度的卡拉胶ꎬ发
现其微观结构由粗糙变光滑ꎬ并研究了其对革兰

氏细菌的抗菌性ꎻＺｈａｎｇ 等[１３] 利用过氧化氢制备

了不同氧化程度的氧化琼脂ꎬ发现其性质发生了

不同程度的改变ꎮ 在石油工业ꎬ为了防止石油燃

烧产生二氧化硫污染大气ꎬ过氧化氢也常被用作

脱硫剂减少污染[１４]ꎮ 前期研究中发现ꎬ过氧化氢

对碱处理提取出来的琼脂粉有显著的脱硫效果ꎬ
使琼脂的品质也得到了提升ꎮ

琼脂糖的制备主要是分离去除琼脂中琼脂胶

的过程ꎬ目前分离纯化琼脂制备琼脂糖的方法主

要有乙酰化法、 季铵盐法、 ＤＥＡＥ 纤维素法、

ＥＤＴＡ￣Ｎａ２ 法、离子交换法、聚乙二醇法等ꎬ但乙

酰化法过程操作复杂且会造成琼脂糖的降解和变

色ꎻ季铵盐法则会导致引入的复聚物难以与琼脂

糖溶液分离ꎻ而 ＤＥＡＥ 纤维素法仅适用于试验室

规模的琼脂糖提纯ꎬ且价格昂贵ꎬ难以适用工业化

生产[１５]ꎮ
聚乙二醇(ＰＥＧ)及其衍生物在生物制药领

域应用前景广阔ꎬＰＥＧ 是美国食品药品监督管理

局(ＦＤＡ)批准能够直接用于人体临床注射的极

少数聚合物之一[１６]ꎬ是一种绿色的化学溶剂ꎮ 聚

乙二醇法由于其操作简便、在提取与分离过程中

成本低、提取产品纯度高且对环境污染小的特点ꎬ
可以广泛应用于工业化生产ꎮ 肖笛等[１５] 研究发

现聚乙二醇沉淀法可有效分离精制琼脂糖ꎬ而
孙宁等[１７]使用聚乙二醇法从江蓠琼脂中提取了各

项性能指标接近于 Ｓｉｇｍａ 琼脂糖的高品质琼脂糖ꎮ
本文以碱处理方法提取的琼脂粉为原料ꎬ采

用过氧化氢为改性剂ꎬ以硫酸根含量为主要指标ꎬ
凝胶强度为辅助指标ꎬ探究不同反应条件下(乙
醇浓度、反应 ｐＨ、Ｈ２Ｏ２ 添加量、反应时间和反应

温度)过氧化氢的脱硫效果ꎬ优化最佳反应条件ꎬ
然后以该琼脂为原料ꎬ采用聚乙二醇法进一步提

纯琼脂糖ꎬ并与原琼脂粉做比较ꎬ分析基本性质

(硫酸根含量、灰分、透明度、胶凝温度、融化温

度、白度等)的变化ꎬ为脱硫琼脂应用到实际生产

中提供理论支持ꎮ

１　 实验部分

１􀆰 １ 　 主要仪器与试剂

ＦＥ２０Ｋ２ 型酸度计 (瑞士梅特勒￣托利多公

司)ꎻＢＳ２３３Ｓ 型电子天平(德国赛多利斯公司)ꎻ
ＨＨ￣４ 型电热恒温水浴锅 (江苏金坛鸿科仪器

厂)ꎻ７２００ 型分光光度计(尤尼柯(上海)仪器有

限公司)ꎻＡＩ￣ＳＩＴＥ 型高速万能粉碎机(天津市泰

斯特仪器有限公司)ꎮ
琼脂(食品级ꎬ绿新(福建)食品有限公司)ꎻ

乙醇、盐酸、果糖、硫酸钾、氯化钡、间苯二酚(国
药集团化学试剂有限公司)ꎻ过氧化氢、氢氧化

钠、明胶、乙缩醛(西陇科学股份有限公司)ꎻ聚乙

二醇 ６０００(天津光复精细化工研究所)ꎮ 除标注

外ꎬ所用试剂均为分析纯ꎮ
１􀆰 ２ 　 实验方法

１􀆰 ２􀆰 １ 　 琼脂脱硫工艺流程

配制 ２５０ ｍＬ 一定体积分数的乙醇溶液ꎬ置于
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磁力搅拌器上ꎬ待溶液温度达到设定温度后加入

２５ ｇ 琼脂粉ꎬ添加一定量的 ３０％过氧化氢溶液ꎬ
调节琼脂溶液 ｐＨ 即为反应 ｐＨꎬ反应结束后ꎬ添
加 １ ｍｏｌ / Ｌ 的 ＮａＯＨ 调节溶液 ｐＨ 至碱性(ｐＨ ８)ꎬ
纱布过滤ꎬ加入 １ ０００ ｍＬ 蒸馏水搅拌 ８ ｍｉｎꎬ再过

滤ꎬ反复洗涤至溶液 ｐＨ 接近中性ꎬ用过氧化氢检

测试纸检测不到过氧化氢残留为止ꎬ５５ ℃烘干ꎬ
粉碎ꎬ过 ８０ 目筛ꎬ得到样品ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２ 　 琼脂脱硫工艺单因素试验

１􀆰 ２􀆰 ２􀆰 １ 　 乙醇浓度

反应物琼脂添加量为 ２５ ｇꎬ过氧化氢的添加

量为 １０ ｍＬꎬ反应温度为 ３０ ℃ꎬ反应时间为 ２ ｈꎬ
反应 ｐＨ ９ꎬ考察反应体系乙醇浓度对琼脂脱硫效

率的影响ꎮ 将琼脂分别加入 ４０％、５５％、７０％、
８５％、１００％乙醇浓度体系中进行反应ꎬ对反应后

的样品进行凝胶强度及硫酸根含量测定ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２􀆰 ２ 　 Ｈ２Ｏ２ 添加量

反应物琼脂添加量为 ２５ ｇꎬ乙醇浓度体系为

７０％ꎬ反应温度为 ３０ ℃ꎬ反应时间为 ２ ｈꎬ反应 ｐＨ
９ꎬ考察过氧化氢添加量对琼脂脱硫效率的影响ꎮ
分别加入 ５、１０、１５、２０、２５ ｍＬ 过氧化氢进行反

应ꎬ对反应后的样品进行凝胶强度及硫酸根含

量测定ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２􀆰 ３ 　 反应时间

反应物琼脂添加量为 ２５ ｇꎬ乙醇浓度体系为

７０％ꎬ过氧化氢的添加量为 １５ ｍＬꎬ反应温度为

３０ ℃ꎬ反应 ｐＨ ９ꎬ考察反应时间对琼脂脱硫效率

的影响ꎬ分别反应 １、１􀆰 ５、２、２􀆰 ５、３ ｈꎬ对反应后的

样品进行凝胶强度及硫酸根含量测定ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２􀆰 ４ 　 反应 ｐＨ

反应物琼脂添加量为 ２５ ｇꎬ乙醇浓度体系为

７０％ꎬ过氧化氢的添加量为 １５ ｍＬꎬ反应温度为

３０ ℃ꎬ反应时间为 ２ ｈꎬ考察反应 ｐＨ 对琼脂脱硫

效率的影响ꎮ 分别调节反应 ｐＨ ３、５、７、９、１１ꎬ对
反应后的样品进行凝胶强度及硫酸根含量测定ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２􀆰 ５ 　 反应温度

反应物琼脂添加量为 ２５ ｇꎬ乙醇浓度体系为

７０％ꎬ过氧化氢的添加量为 １５ ｍＬꎬ反应 ｐＨ ９ꎬ时
间为 ２ ｈꎬ考察反应温度对琼脂脱硫效率的影响ꎮ
分别控制温度为 ３０、４０、５０、６０、７０℃ꎬ对反应后的

样品进行凝胶强度及硫酸根含量测定ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ３ 　 聚乙二醇法提取琼脂糖

１􀆰 ２􀆰 ３􀆰 １ 　 琼脂糖提纯流程

取过氧化氢改性琼脂粉及原琼脂粉各 １５ ｇꎬ

另取 ３７５ ｍＬ 蒸馏水在磁力搅拌器上加热至 ５０ ℃
后ꎬ将原琼脂及改性琼脂加入到蒸馏水中搅拌溶

解ꎬ继续加热至 ８０ ℃ꎬ使琼脂粉完全溶解至溶液

状ꎮ 在 ８０ ℃恒温条件下ꎬ向溶解好的琼脂溶液中

加入等体积(３７５ ｍＬ)的 ４０％聚乙二醇 ６０００ 溶

液ꎬ搅拌混匀 ５ ｍｉｎ 产生沉淀ꎬ用干净纱布过滤ꎬ
留沉淀ꎮ 用 ４０ ℃ 温水洗 ２ ~ ３ 次ꎬ洗去硫琼胶ꎮ
常温的蒸馏水洗涤ꎬ浸洗 ８ ｈ 以除去聚乙二醇ꎬ用
无水乙醚洗涤 １０ ｍｉｎꎬ过滤ꎬ留沉淀ꎻ放入烘箱

５５ ℃干燥ꎮ 重复以上步骤 ２ 次即得原琼脂糖及

改性琼脂糖ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ３􀆰 ２ 　 琼脂糖产率

琼脂糖产率是指经过聚乙二醇法处理后中得

到琼脂糖的质量比ꎮ
产率 ＝ (ｍ２ / ｍ１) × １００％ (１)

　 　 式中:产率为经过聚乙二醇沉淀处理后中得到琼脂糖的质量

比ꎬ％ꎻｍ１ 为加入聚乙二醇醇沉的琼脂质量ꎬｇꎻｍ２ 为聚乙二醇醇

沉后所得琼脂糖质量ꎬｇꎮ

１􀆰 ２􀆰 ４ 　 硫酸根含量的测定

利用明胶￣氯化钡法进行测定[１８]ꎮ 得到硫酸

根含量计算的标准曲线方程为:Ｙ ＝ ３􀆰 ５９８ ４Ｘ ＋
０􀆰 ００２ １ꎬＲ２ ＝ ０􀆰 ９９９ ８ꎮ

称取 ０􀆰 ３ ｇ 琼脂样品于 ２５ ｍＬ 比色管中ꎬ加
入 ２５ ｍＬ(１ ｍｏｌ / Ｌ)盐酸ꎬ于 １００ ℃水浴消化 ５ ｈ
后冷却至室温ꎬ活性炭脱色ꎬ过滤得澄清样品溶液

待用ꎮ 利用标准曲线方程计算琼脂中硫酸根含

量ꎬ硫酸根计算公式为:
硫酸根含量(％) ＝ [２􀆰 ５(Ａ － ｂ) / (ｍｋ)] × １００％ (２)

　 　 式中:Ａ 为样品吸光度值ꎻｂ 为标准曲线方程的截距ꎻｋ 为标准

曲线方程斜率ꎻｍ 为消化样品质量ꎬｇꎮ

１􀆰 ２􀆰 ５ 　 凝胶强度的测定

配制 １􀆰 ５％琼脂溶液ꎬ微波溶解 ３ ｍｉｎꎬ结束时

补水恒重ꎬ冷却后盖保鲜膜ꎬ室温下静置过夜ꎮ 将

培养皿放在托盘天平的左方ꎬ将截面积为 １ ｃｍ２

的柱塞恰好接触凝胶表面后固定ꎬ天平右方放置

烧杯ꎬ匀速加入蒸馏水ꎬ当凝胶表面破裂后立即停

止加水ꎬ记录蒸馏水的总重量ꎮ
凝胶强度(ｇ / ｃｍ２) ＝ Ｍ / Ｓ (３)

　 　 式中:Ｍ 为蒸馏水的总重量ꎬｇꎻＳ 为柱塞截面积ꎬｃｍ２ꎮ

１􀆰 ２􀆰 ６ 　 白度的测定

样品先过 ８０ 目筛ꎬ白度色度计提前预热

３０ ｍｉｎꎬ用黑板调黑ꎬ再用白板调白ꎬ之后测量样

品ꎬ记录白度值ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ７ 　 透明度的测定

配制 １％的琼脂溶液ꎬ配制完毕后立即倒入
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比色皿中ꎬ室温静置过夜ꎬ于 ７００ ｎｍ 下测定琼脂

凝胶的透明度ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ８ 　 胶凝温度及融化温度的测定

配制 １􀆰 ５％的琼脂溶液ꎬ取 １０ ｍＬ 加入放有

玻璃珠的试管中ꎬ上下倾斜直至玻璃珠不再移动ꎬ
立即插入温度计记录胶凝温度ꎻ融化温度是在已

经形成凝胶的试管上放置一个钢柱ꎬ置于水浴锅

中ꎬ从 ５０ ℃以 １ ℃ / ｍｉｎ 升温ꎬ直至钢柱掉落ꎬ记
录温度ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ９ 　 灰分含量的测定

参考 ＧＢ ５００９􀆰 ４—２０１０«食品安全国家标准:
食品中灰分的测定» [１９] 测定琼脂中的灰分:１)坩
埚用 １ ｍｏｌ / Ｌ 的盐酸溶液浸泡 ２４ ｈꎬ１０５ ℃ 烘干

４ ｈꎬ放入干燥器冷却至室温ꎻ２)坩埚称重ꎬ记为

ｍ２(精确到 ０􀆰 ０００ １ ｇ)ꎬ加样 ３ ｇ 左右ꎬ再次称重ꎬ
记为 ｍ３ꎻ３)用电炉对样品进行炭化至无烟ꎻ４)将
坩埚放入马弗炉中ꎬ在 ５５０℃下灼烧 ４ ｈꎬ冷却至

２００℃取出ꎬ放入干燥器中ꎬ冷却至室温后称重ꎬ记
为 ｍ１ꎻ５)琼脂中的灰分含量计算公式如下:

灰分含量(％) ＝ [(ｍ１ － ｍ２) / (ｍ３ － ｍ２)] × １００％ (４)

２　 结果与讨论

２􀆰 １ 　 过氧化氢改性琼脂脱硫效果单因素条件

优化

２􀆰 １􀆰 １ 　 乙醇浓度对琼脂脱硫的影响

乙醇浓度对琼脂脱硫的影响结果如图 １
所示ꎮ

ａ.乙醇浓度对硫酸根脱除率影响ꎻｂ.乙醇浓度对凝胶强度影响

图 １　 乙醇浓度对琼脂脱硫的影响

Ｆｉｇ.１　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｅｔｈａｎｏｌ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｎ
ａｇａｒ ｄｅｓｕｌｆｕｒｉｚａｔｉｏｎ

由图 １ 可知ꎬ随着无水乙醇浓度的增加ꎬ琼脂

硫酸根的脱除率呈先增加后下降的趋势ꎮ 主要原

因是琼脂的多羟基结构导致琼脂颗粒在水中时ꎬ
琼脂分子之间的间隙会被水分子填充ꎬ发生溶胀ꎬ
限制了过氧化氢与其接触反应ꎮ 因此ꎬ适当增加

乙醇浓度有利于琼脂颗粒在体系中分散ꎬ增大与

过氧化氢接触机率ꎬ进而有效进行硫酸根的脱除ꎮ
而凝胶强度随乙醇浓度的增加呈先下降后上升的

趋势ꎬ这可能与过氧化氢在不同浓度的乙醇中分

解的程度和速率有关ꎬ分解速率过快ꎬ导致部分参

与氢键合成的羟基被氧化ꎬ氢键作用被破坏ꎬ减少

了分子间的交联ꎬ从而降低凝胶的强度ꎮ 当乙醇

浓度为 ７０％时ꎬ硫酸根脱除率最高ꎬ这可能与乙

醇对过氧化氢的分解产物羟自由基(ＨＯ􀅰)的猝

灭作用有关[２０]ꎮ 而当乙醇浓度>７０％ꎬ过高的乙

醇浓度会抑制过氧化氢的分解ꎬ影响过氧化氢与

琼脂的脱硫反应ꎬ进而导致琼脂的凝胶强度在乙

醇浓度 １００％下达到最大值ꎬ硫酸根脱除率最低ꎮ
以硫酸根含量为主要质量指标ꎬ结合凝胶强度指

标ꎮ 故选取乙醇浓度 ７０％进行下一个单因素的

优化ꎮ
２􀆰 １􀆰 ２ 　 过氧化氢添加量对琼脂脱硫的影响

过氧化氢添加量对琼脂脱硫的影响结果如

图 ２ 所示ꎮ

ａ.过氧化氢添加量对硫酸根脱除率影响ꎻ
ｂ.过氧化氢添加量对凝胶强度影响

图 ２　 过氧化氢添加量对琼脂脱硫的影响

Ｆｉｇ.２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｈｙｄｒｏｇｅｎ ｐｅｒｏｘｉｄｅ ｄｏｓａｇｅ ｏｎ
ａｇａｒ ｄｅｓｕｌｆｕｒｉｚａｔｉｏｎ

由图 ２ 可知ꎬ随着过氧化氢添加量的增加ꎬ琼
脂的硫酸根脱除率先上升后下降ꎬ这是因为在弱
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碱性条件下ꎬ随着过氧化氢添加量的增加ꎬ产生的

ＨＯ􀅰增加ꎬ与琼脂分子中的硫酸根接触机率增加ꎬ
脱硫效果就越好ꎮ 在过氧化氢添加量为 １５ ｍＬ 条

件下ꎬ琼脂的硫酸根脱除率最高ꎬ达到 ４５􀆰 ４％ꎮ
凝胶强度则随过氧化氢添加量的增加而上升ꎬ当
过氧化氢添加量为 ２０ ｍＬ 时ꎬ凝胶强度达到最大

值ꎮ 继续添加过氧化氢时ꎬ可能会产生降解ꎬ副反

应明显ꎬ硫酸根脱除率降低ꎬ凝胶强度也随之降

低ꎬ这是由于过氧化氢的氧化性较强ꎬ易与琼脂分

子中的糖苷键发生反应ꎬ造成琼脂降解ꎬ导致琼脂

的凝胶强度下降ꎮ 因此ꎬ综合硫酸根脱除率和凝

胶强度指标ꎬ过氧化氢改性琼脂的最佳过氧化氢

添加量为 １５ ｍＬꎮ
２􀆰 １􀆰 ３ 　 反应时间对琼脂脱硫的影响

反应时间对过氧化氢改性琼脂的影响结果如

图 ３ 所示ꎮ

ａ.反应时间对硫酸根脱除率影响ꎻｂ.反应时间对凝胶强度影响

图 ３　 反应时间对琼脂脱硫的影响

Ｆｉｇ.３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ｏｎ ａｇａｒ ｄｅｓｕｌｆｕｒｉｚａｔｉｏｎ

反应时间过短会使琼脂分子与过氧化氢分子

接触不充分ꎬ降低脱硫效率ꎬ反应时间过长ꎬ反应

达到平衡ꎬ降低反应效率ꎮ 由图 ３ 可知ꎬ随着反应

时间的增加琼脂硫酸根脱除率增加ꎬ凝胶强度随

反应时间的延长先上升后趋于稳定最后下降ꎮ 当

反应时间达到 ２ ｈ 后ꎬ琼脂的硫酸根脱除率最高

为 ３６􀆰 ４％ꎬ此后再延长反应时间琼脂的硫酸根脱

除率随之下降ꎬ这主要是较短时间内ꎬ过氧化氢与

琼脂分子的活性基团无法充分结合ꎬ反应不完全ꎬ
此时ꎬ过氧化氢分子分解过程中可能产生自由基ꎬ
自由基能够攻击琼脂分子ꎬ造成琼脂分子降解ꎬ琼
脂凝胶强度降低ꎮ 适当延长反应时间ꎬ过氧化氢

分子与琼脂分子中的活性基团充分结合ꎬ随后反

应达到平衡状态ꎬ因此硫酸根脱除率逐渐增加ꎬ琼
脂的凝胶强度先增加后趋于稳定ꎮ 而反应时间过

长ꎬ琼脂分子在反应液中易溶胀ꎬ影响反应进行ꎮ
综合凝胶强度指标ꎬ过氧化氢改性琼脂的最佳反

应时间为 ２ ｈꎮ
２􀆰 １􀆰 ４ 　 反应 ｐＨ 对过琼脂脱硫的影响

过氧化氢在水溶液中易分解成 Ｈ２Ｏ 和 Ｏ２ꎬ这
是多项化学分解和反应的平衡ꎬ涉及多种离子和

自由基ꎮ 因此当反应环境酸碱不同时ꎬ反应体系

离子和自由基比例含量发生变化ꎬ导致反应结果

存在较大差异ꎮ 反应 ｐＨ 对过琼脂脱硫的影响结

果如图 ４ 所示ꎮ

ａ.ｐＨ 对硫酸根脱除率影响ꎻｂ.ｐＨ 对凝胶强度影响

图 ４　 ｐＨ 对琼脂脱硫的影响

Ｆｉｇ.４　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｐＨ ｏｎ ａｇａｒ ｄｅｓｕｌｆｕｒｉｚａｔｉｏｎ

由图 ４ 可知ꎬ在 ｐＨ 为酸性或碱性条件下ꎬ硫
酸根脱除效率较高ꎬ在中性条件下ꎬ硫酸根脱硫率

最低ꎬ这主要是 Ｈ２Ｏ２ 在酸性或弱碱性条件下易

分解ꎬ且溶液酸碱性越强ꎬ过氧化氢的分解速率越

快[２１]ꎮ 因此在 ｐＨ ３、９ 时硫酸根脱除率最高ꎬ分
别达到 ２０􀆰 ６％和 １９􀆰 ８％ꎮ 凝胶强度随 ｐＨ 增加而

增加ꎬ这与琼脂在酸性条件下会发生降解有关ꎮ
当增加至 ｐＨ １１ 时ꎬ琼脂的硫酸根脱除率下降ꎬ其
中原因可能是碱性过强时ꎬ过氧化氢分解大量的

ＨＯ－
２ꎬ此基团可以与琼脂分子中的色素反应ꎬ达到

漂白的效果ꎬ但脱硫率下降[７]ꎮ 综合考虑ꎬ选择

ｐＨ ９ 作为反应最适 ｐＨꎮ
２􀆰 １􀆰 ５ 　 反应温度对琼脂脱硫的影响

反应温度对琼脂脱硫影响结果较为显著ꎮ 温

度的变化不仅对琼脂结构有影响ꎬ而且对过氧化
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氢分解速率也有影响ꎮ 反应温度升高时ꎬ反应速

率增加ꎬ但当温度过高时ꎬ琼脂在反应过程中会发

生吸水溶胀ꎬ不利于反应的进行ꎮ 反应温度对琼

脂脱硫效果的影响结果如图 ５ 所示ꎮ

ａ.反应温度对硫酸根脱除率影响ꎻｂ.反应温度对凝胶强度影响

图 ５　 反应温度对琼脂脱硫的影响

Ｆｉｇ.５　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｏｎ
ａｇａｒ ｄｅｓｕｌｆｕｒｉｚａｔｉｏｎ

由图 ５ 可知ꎬ当反应温度从 ３０ ℃提高到 ５０
℃时ꎬ硫酸根脱除效率大幅度提高ꎬ这可能是因为

低温环境下分子运动不活跃ꎬ导致过氧化氢分子

和琼脂分子之间接触效率不高ꎮ 随着反应温度的

提高ꎬ分子运动开始变得活跃ꎬ过氧化氢分子与琼

脂分子的接触反应效率大幅度提高ꎬ琼脂的凝胶

强度也随之增加ꎮ 而反应温度升高至 ７０ ℃时ꎬ会
造成过氧化氢无效分解ꎬ失去其原有的性质ꎬ琼脂

分子在高温时吸水溶胀现象更加明显ꎬ所以在该

温度下无法进行氧化脱硫ꎬ且温度升高会使部分

琼脂分子溶解在水中ꎬ发生降解ꎬ凝胶强度下降到

最低值ꎮ 因此ꎬ选择 ５０ ℃为最佳反应温度ꎬ此时

改性琼脂的硫酸根脱除率最高为 １８􀆰 ４％ꎬ硫酸根

含量最低为 ０􀆰 ２１％ꎮ
２􀆰 １􀆰 ６ 　 聚乙二醇法提取琼脂糖品质分析

通过单因素实验确定了最佳过氧化氢改性琼

脂的条件ꎬ利用最优工艺改性琼脂ꎮ 利用聚乙二

醇法提纯琼脂糖ꎬ测定其产率及主要质量指标ꎮ
如表 １ 所示ꎬ与原琼脂相比ꎬ改性琼脂的白度提高

了 １４􀆰 ３８％ꎮ 白度的增加是因为过氧化氢在反应

过程中会分解出过羟基阴离子(ＨＯＯ－)ꎬ此离子

是一种极强的亲核试剂ꎬ能够与琼脂分子中色素

的共轭体系发生反应ꎬ从而使琼脂的白度增加ꎮ

琼脂中的灰分是高温灼烧后残留的无机盐ꎬ主要

成份是硫酸盐ꎬ其含量变化应该与硫酸根是一致

的ꎬ可以看出ꎬ改性琼脂的灰分含量和原琼脂相比

显著降低ꎬ而经聚乙二醇提纯后的原琼脂糖ꎬ硫酸

盐及灰分含量进一步降低ꎮ 经过氧化氢改性后的

琼脂强度略有下降ꎬ这主要是琼脂在加热状态下

会发生部分降解导致ꎮ 与原琼脂和改性琼脂相

比ꎬ使用聚乙二醇法制得的原琼脂糖和改性琼脂

糖在硫酸根含量上都有所下降ꎬ琼脂糖强度显著

增加ꎬ胶凝温度及融化温度也有一定程度的提高ꎬ
且灰分含量显著降低ꎬ这说明聚乙二醇法提纯琼

脂糖可以有效缓解琼脂在过氧化氢脱硫阶段发

生的水解作用ꎬ进一步有效提高琼脂糖的强度

和纯度ꎮ
表 １ 　 琼脂糖和琼脂的质量指标对比

Ｔａｂ.１　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｑｕａｌｉｔｙ ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ ｏｆ ａｇａｒｏｓｅ ａｎｄ ａｇａｒ

理化性质 原琼脂 原琼脂糖
改性
琼脂

改性
琼脂糖

产率 / ％ — ２３ — １５􀆰 ５

硫酸根含量 / ％ １􀆰 ８３ １􀆰 ６５ ０􀆰 ２１ ０􀆰 １９

凝胶强度 / (ｇ􀅰ｃｍ－２) １ １０５􀆰 ９ １ ２３９􀆰 １ ９６６􀆰 ６ １ ２４４􀆰 ９

透明度 / ％ ５７􀆰 ３ ５８􀆰 １ ６３􀆰 ６ ６４􀆰 ３

白度 / ％ ５３􀆰 ２ ５３􀆰 ５ ６０􀆰 ９ ６１􀆰 ３

灰分含量 / ％ １􀆰 ２８ １􀆰 ０３ ０􀆰 ３４ ０􀆰 ２２

胶凝温度 / ℃ ３６􀆰 ５ ３９􀆰 １ ３５􀆰 ６ ３７􀆰 ５

融化温度 / ℃ ８７􀆰 ７ ８９􀆰 ３ ８６􀆰 ８ ８８􀆰 ５

３　 结论

以琼脂的硫酸根含量和凝胶强度为指标ꎬ通
过单因素试验考察无水乙醇浓度、过氧化氢添加

量、反应时间、反应 ｐＨ、反应温度优化得出过氧化

氢改性琼脂的最佳条件为:无水乙醇浓度 ７０％ꎬ
过氧化氢添加量 １５ ｍＬꎬ反应时间 ２ ｈꎬ反应 ｐＨ ９ꎬ
反应温度 ５０ ℃ꎮ 在此条件制备得到过氧化氢改

性琼脂的硫酸根含量为 ０􀆰 ２１％、 凝胶强度为

９６６􀆰 ６ ｇ / ｃｍ２ꎮ 将优化工艺制得的琼脂用于提取

琼脂糖ꎬ制备的琼脂糖其硫酸根含量为 ０􀆰 １９％ꎬ
凝胶强度为 １ ２４４􀆰 ９ ｇ / ｃｍ２ꎮ 该结果说明经过过

氧化氢改性的琼脂脱硫效果明显、效果稳定ꎬ适合

用于作为提取琼脂糖的原料ꎬ为提取琼脂糖节约

了成本ꎬ适合扩大生产ꎮ
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