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摘 要 详细分析了甲壳低聚糖的制备方法
:

化学法
、

酶法
、

葡基转移法
、

物理法
,

包括具体技术特点和产品类

型
,

介绍了国内外近年来这方面研究的新进展
。
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甲壳低聚糖 ( C h i to o li g o s a e e h a ir d e s
) 是 由 N

一

乙酞刁
一

氨基葡萄糖 ( G le N A e ,

A ) 或 刀
一

氨基葡萄糖

( G玩 N
,

D )通过 尽 l
,

4
一

糖昔键连接起来的低聚合度水溶性氨基葡聚糖
,

是 甲壳素 ( hc it in ) 和壳聚糖

( hc iot sa n) 经水解生成的一类低聚物
。

对应于 甲壳素和壳聚糖
,

有些文献将甲壳低聚糖分成甲壳素低聚

糖或甲壳寡糖 ( C h i ti n o l i g o s a e e h a ir d e s
)和壳聚糖低聚糖或壳寡糖 ( C h i to s a n o l i g o s a e e h a r i d e s

)
。

甲壳低聚

糖具有独特的生理活性和功能性质
,

如调节免疫
、

促进有益菌的生长
、

抗肿瘤
、

抗菌
、

抵抗细菌侵染
、

降低

胆固醇和促进钙吸收 川 ;易溶于水
、

有吸湿性和保湿性 [ ’ 〕 ,

是一种新兴的功能性低聚糖
,

在食品
、

医药
、

农业和化妆品等领域有广泛的用途
。

甲壳低聚糖很少在 自然界存在
,

通常是由甲壳素和壳聚糖经降解

而生成
。

由于 甲壳素和壳聚糖分子中乙酞氨基或氨基基团的存在
,

使糖链中尽 l
,

4
一

糖昔键的水解断裂

存在一定的特殊性
,

以致在水解效率
、

聚合度控制
、

产物分离纯化方面存在一些难题
。

为此
,

国内外对甲

壳素和壳聚糖的降解进行了许多研究
,

取得了不少进展
,

已有文献报道了化学法
、

酶法
、

糖基转移法
、

物

理法等几大类方法
。

本文结合多年来对甲壳低聚糖制备的研究
,

详细综述了这些 甲壳低聚糖的制备方

法
,

比较了各种方法的特点
,

介绍了国内外相应的研究进展
。

1 化学法

1
.

1 酸降解法

酸降解是使糖昔键水解的一种最普通和最有效的方法
。

与一般的多糖相 比较
,

甲壳素和壳聚糖分

子中的糖昔键难以被水解
,

需要采用较强烈的反应条件
。

目前
,

工业上由甲壳素生产氨基葡萄糖就是采

用浓 H cl 高温水解
,

反应同时发生糖昔键的断裂和酞胺键的水解 〔’ 〕 。

对于要制备低聚物
,

通常用浓 H cl

控制部分水解
,

进行中和与脱盐
,

再用柱层析分离出低聚物
,

这种方法难以制备较高聚合度的低聚糖
。

早在上个世纪 50 年代
,

H o or iw tz 等〔̀ 〕用酸和碱纯化壳聚糖后
,

加人浓 H cl 溶液对其进行降解反应
,

首次得到聚合度 D P < 10 的甲壳低聚糖
。

aB ke r
等 〔’ 」用 H cl 在 1 00 ℃ 下水解壳聚糖 32 h

,

再进行乙酞化

反应
,

将所得产物在活性炭
一

硅藻土柱中以乙醇梯度洗脱分离
,

制备了 D P 为 1 一 7 的低聚糖
,

但四糖以上

的产物很少
。

D o m ar d 等 〔6」将壳聚糖用 12 m o F L H cl 在 72 ℃水解 1
.

s h
,

对水解液进行体积排阻色谱层

析
,

以醋酸按水溶液作洗脱剂
,

分离出 D P 为 巧 一
37 的低聚糖

。

许多研究表明
,

H CI 水解甲壳素或壳聚

糖的产物聚合度和产率与反应时的浓度
、

温度和时间等密切相关
。

最近
,

v our m 等〔’ 〕研究了壳聚糖在稀

H CI 和浓 H CI 中糖昔键水解和部分酞胺键水解速率的变化
,

发现在稀 H CI 中糖昔键的水解速率与酞胺

键水解速率相等
,

而在浓 H CI 中前者是后者的 or 倍 ;同时还发现壳聚糖中 A
一

A 和 A
一

D 糖昔键的水解比

D
一

A 和 D
一

D 糖昔键的水解要快 3 倍
。

90 年代又发展了浓硫酸法和氢氟酸法
。

浓硫酸法是在稀 H cl 中加人体积分数为 65 % 的 H 2
5 0

4 ,

对

2 0() 3刁6一0 收稿
,

2X() 3
一

12
一
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壳聚糖进行降解反应
,

反应后用 M e Z
C O 和 H

Z
5 0

4

的混合液处理得到甲壳低聚糖
。

氢氟酸法是将壳聚糖

溶于稀 H CI 中
,

加人 H F 溶液进行降解反应 巧 h 后
,

以 C aC O 3
中和

,

过滤
,

滤液冷冻干燥
,

可制得 D P 为

2 一 6的甲壳低聚糖
。

D e fa y 。 等 〔s 〕用无水 H F 降解壳聚糖制得产率较高
、
D P 为 2 一 11 的低聚糖

。

但甲壳

素在无水 H F 中室温下水解 10 h
,

主要产物是二糖到四糖
,

且有庄 1
,

6
一

糖昔键的低聚物异构体
。

另外
,

还有其它酸降解法的报道
。

在室温下用质量分数为 85 % 的 H 3 P 0
4

与壳聚糖反应一定时间

后
,

再加人过量甲醇
,

得到 D P 为 7 一 16 的低聚糖
。

1
.

2 氧化降解法

氧化降解是目前化学法中研究较多的一种壳聚糖的降解方法
,

最常用的氧化剂是 H Z O : 。

通常取壳

聚糖按一定比例加入到体积分数为 6% 的 H Z O
Z

溶液中
,

在 60 ℃反应 6 h
,

反应液过滤后
,

用体积分数为

95 % 的乙醇沉淀出低聚糖
。

H Z 0 2
氧化法可制备相对分子质量 < 3 000 的甲壳低聚糖

。

H : 0 : 的氧化与溶

液的 p H 值有关
,

在中性或碱性溶液中
,

反应温和
,

副产物少
,

为非均相降解反应 ;若在酸性条件下
,

氧化

反应在均相中进行
,

反应快
,

可制备聚合度较低的产物
。

据报道 l0[
,

H
Z
O

Z一N aC lo Z
法降解可制得相对分子

质量为 600 的甲壳低聚糖
,

降解反应是在质量分数为 0
.

朋 4% 一 or % 的 N aC or Z和质量分数为 0
.

0 1% -

3
.

5 0% 的 H
2
0 2
溶液中加人适量 H C I进行

,

于 80 ℃反应 l h 后
,

用 N a O H 中和
,

再经 N a BH 4

处理
。

H
Z
O Z -

H CI 法是将壳聚糖溶解在稀 H CI 溶液中
,

加人适量 NaO H 溶液使其形成悬浊液
,

然后加人一定量的H 2 0
2

溶液
,

在 70 ℃进行氧化降解反应 ;也可以在壳聚糖的稀酸溶液中
,

直接加人体积分数为 28 % 的 H Z O :
和

浓 H cl 在 80 ℃进行降解反应
,

可得到甲壳低聚糖产物
。

c h an g 等 〔̀ ” 〕用低浓度的 H Z
0

2

降解部分脱乙酞

的甲壳素和壳聚糖
,

并研究了低聚糖的反应动力学和性质
。

结果发现
,

平均相对分子质量降低符合一级

反应动力学
,

H 2 0 2
降解反应较微波降解和酶水解快

,

链末端的断裂发生在壳聚糖的剧烈降解之后
,

当温

度 〕 80 ℃ 时有大量的低聚糖产生
,

壳聚糖中痕量的过渡金属离子和氨基基团对户 1
,

4
一

糖昔键的断裂非

常重要
。

用高压液体色谱 ( H P L )C 分析测定氨基葡萄糖和甲壳低聚糖的保留时间
,

可表征低聚糖的聚合

度
。

甲壳低聚糖的组成取决于 H
Z
O :
的浓度

、

反应温度以及甲壳素和壳聚糖的物理化学性质
。

亦有酸
一

亚硝酸盐法
、

过醋酸法制备甲壳低聚糖的报道 ` ’ 。了。

酸
一

亚硝酸盐法先使氨基发生氧化而使

糖昔键断裂
,

经还原后可制备相对分子质量为 2 x lo , 一 3 x lo , 、

分子量分布相对集中的甲壳低聚糖
,

但

氨基含量会减少 ;过醋酸法制备的甲壳低聚糖产品具有可以长期保存的优点
,

特别适合于食品及化妆品

用 甲壳低聚糖的生产
。

其它的一些氧化降解方法如 NaB O
3

法
、

1C 0
2

法
、

1C
2

法
,

从目前报道来看
,

一般降解

产物分子量较高
,

其相对分子质量在 2 x 10 ` 一 5 x 10
4

范围内
。

2 酶水解法

酶法降解是利用对壳聚糖具有水解作用的酶进行生物降解
。

目前
,

已发现有近 40 种酶可用于壳聚

糖的降解反应
,

这些酶包括甲壳素酶
、

壳聚糖酶
、

溶菌酶以及非专一性水解酶如脂肪酶
、

蛋白酶和其它聚

糖酶等
。

对这些酶的反应作用机理已有较深人的研究 t川
。

2
,

1 甲壳素酶降解法

自然界中存在于真菌和无脊椎动物的甲壳素的年产量估计高达数十亿吨
,

它们的降解主要就是由

细菌和真菌分泌的甲壳素酶来完成
。

甲壳素酶 ( hc it ian s
e) 在生物体内可随机地降解甲壳素

,

形成甲壳二

糖和少量甲壳三糖
。

但在体外
,

因甲壳素的不溶性
,

难以被 甲壳素酶水解
。

通常将甲壳素在温和的酸处

理条件下制成胶体甲壳素
,

再在 0
.

2 m o F L N a Z H PO
4

和 0
.

1 m o F L 的柠檬酸缓冲溶液中
,

于 36 ℃降解反

应一定时间后可得到低聚糖
。

c hen 等 〔” 〕将来 自粘质沙雷氏菌 ( s~
,记 anI cr es ce sn )的甲壳素酶进行固

定化
,

该固定化酶水解胶体甲壳素
,

通过间歇式沉淀法
,

酶与底物反应可进行连续化生产
。

iA b a 〔” ]报道了用来自灰色链霉菌 ( & erP ot
myc

es g isr e 。 )的甲壳素酶 I 水解不同乙酞化度 ( DA )的壳

聚糖
,

水解产物用乙酸配酚化
,

经 H P LC 检测到 D P 为 2 一 7 的壳寡糖
。

当底物是 DA 为 10 % 一
30 % 的壳

聚糖时
,

主要产物是三聚体
、

四聚体和五聚体 ; D A 为 13 % 时
,

壳聚糖的酶解产物经凝胶过滤色谱分离
,

其中三聚体到六聚体的产量分别为 50
.

5%
、

50
.

9%
、

39
.

1% 和 24
.

5%
。

因此
,

用甲壳素酶 I 水解 D A 为

10 % 一
30 % 的壳聚糖是一种适合制备高聚合度 N

一

乙酞甲壳低聚糖的方法
。
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2
.

2壳聚糖酶降解法

壳聚糖酶 (c hio ts a ns a e
)主要存在于真菌细胞中

,

若控制一定的条件
,

利用壳聚糖酶对壳聚糖大分子

进行降解
,

则可方便地得到 D P 为 2 一 7 的壳寡糖
,

甚至单糖
。

T ak ig u c ih 等 L’ `〕使用芽抱杆菌属 s P
.

7
一

M 株

的壳聚糖酶进行降解反应
,

成功地得到了 D P 为 2 一 5 的壳寡糖 ;利用芽抱杆菌属 L C C
一

1 株得到的壳聚

糖酶
,

在 p H = 5
.

0 下降解壳聚糖 10 h
,

也获得了平均相对分子质量为 1 500 的壳寡糖 〔̀ , 」。

由此可见
,

壳

聚糖酶在降解壳聚糖制备聚合度比较小的低聚糖时
,

显示出其优越性
。

hs im al 等〔’ `」介绍 了一种连续制备高聚合度低聚糖 ( D P 为 5 一 18 糖含量 > 40 % ) 的工艺
。

此方法用

芽抱杆菌 B ac ill o sP
.

IP 一 S 壳聚糖酶
,

使用最大效率的膜过滤酶水解产物
,

调整膜的效率使过滤液中含

有的还原糖 ( 以 D
一

氨基葡萄糖计 )达 100
一 600 m群 g

。

滤液干燥后
,

加人 5 一 25 倍体积的甲醇
,

分离得到

高质量的低聚糖
,

再进一步 N
一

乙酞化
,

低聚壳聚糖的相对分子质量为 5 00
一 2 00 0

,

D A 为 50 % 一 100 %
。

此法制备的甲壳低聚糖中五糖含量 > 92
.

3%
。

为获得高聚合度的甲壳低聚糖
,

M ur ak a
im 等 [ ” 」探讨了不同来源壳聚糖酶的特性

,

并研究了几种壳

聚糖酶的一系列酶学性质
。

他们最终选择了灰色链霉菌 ( 5
.

gr ise us ) H u T 6 0 37 的培养上清液作为粗

酶
,

在 p H = 5
.

0 醋酸缓冲液中
,

构建了一个连续反应流动体系
,

可有效获得大量的高 D P 的甲壳低聚糖
。

壳聚糖酶水解壳聚糖并进一步经 N
一

乙酞化以制备 D P 为 2 一 6 的 N
一

乙酞甲壳低聚糖已有报道 [ ’ `」。

对水解产物进行凝胶色谱层析
,

从二聚体到六聚体可以简单清楚地分离
。

使用不同 D A 的壳聚糖
,

研究
D A 对低聚糖产率的影响

,

产率以每种低聚糖对壳聚糖的质量分数计
。

当以 D A = 5 % 的壳聚糖为底物

时
,

产率相对较低 ;而 D A > 10 % 的壳聚糖有较高的产率
,

主要产物是三糖
、

四糖和五糖
。

Y a m as ih at[
` , 」研究了壳聚糖的脱乙酞度 ( D D )对来自芽抱杆菌 ( B ac ill su sP

.

)的壳聚糖酶生产甲壳低

聚糖的影响
。

不同 D D 的甲壳低聚糖 ( D P 为 2 一 10 )由脱乙酞化后的壳聚糖制得
,

随着壳聚糖脱乙酞度

的增加
,

低聚糖的量也增加
。

在水解反应初期
,

出现 D P > 5 的低聚糖 ;随着反应的进行
,

D P < 4 的低聚糖

增加
,

说明反应时间是影响壳聚糖制备目标低聚糖的一个关键因素
。

eJ o 。
等 〔’ ” 」报道使用一个超滤膜反应体系

,

将来 自芽抱杆菌 ( B ac ill us uP m il 。 ) B N
一

262 的壳聚糖酶固

定化制备低聚壳聚糖
,

成功地获得了产量超过 80 % 的 D P 为 3 一 6 的低聚壳聚糖
,

酸可循环利用
,

降低了

成本
。

lrI in a
等〔川将链霉菌产的复合酶 (含甲壳素酶

、

壳聚糖酶和 N
一

乙酞葡糖胺酶 ) 固定在大孔交联 甲

壳素上
,

对蟹壳聚糖进行 2 步水解
:

第 1 步在 p H = 4
.

6 时水解成相对分子质量为 2
.

2 x 10
4 一 2

.

4 x 10
4

的

低聚物 ;第 2 步在 p H = 6
.

2 时水解为相对分子质量为 2 x l护 一 9 x 10
,

的水溶性壳聚糖
。

最近 Jeo n
等 〔2 2 ]

又报道将酶降解和膜分离相祸合连续生产甲壳低聚糖
,

即形成一个装有 固定化酶的柱反应器和超滤膜

反应器的双效反应系统
。

低聚糖生产有 2 步
:

( l) 壳聚糖粘液在装有壳聚糖酶 (来 自芽抱杆菌 B N一 62 )

的柱反应器中被部分水解 ; ( 2 )部分水解的壳聚糖经超滤膜反应器得到低聚糖
。

并研究了柱反应器中在

3 种不同流速 ( 3
、

5 和 g m口 m in) 下得到的 3 种部分水解壳聚糖产物对膜垢形成的影响
。

流速 s m口m in

得到的水解物是减轻膜垢的最适底物
。

因此
,

双效反应系统可有效地水解和分离来生产甲壳低聚糖
。

K u
ior w a

等 [ 2 , 」报道用固定化酶控制酶解反应
,

以来自芽抱杆菌 ( B ac ill us uP m il us )的固定化壳聚糖酶

水解壳聚糖
,

可阻止目标产物的进一步水解
,

制备高功能活性的甲壳低聚糖
。

产率受固定化载体表面酶

浓度和反应器中溶液的流速影响很大
,

在最佳反应条件下
,

五糖和六糖的产率可达 30 % 以上
。

2
.

3 溶菌酶降解法

溶菌酶能降解一些微生物的细胞壁
、

甲壳素和部分 N
一

乙酞化壳聚糖
。

溶菌酶有 6 个亚基
,

在催化反

应中
,

活性部位需要有 -N 乙酞化壳聚糖上 N
一

乙酞基团的结合
。

溶菌酶对 N
一

乙酞化壳聚糖的水解能力随

着 DA 的增加而提高
,

但不能催化水解 95 % D D 的壳聚糖
。

由于溶菌酶识别乙酞氨基葡萄糖序列
,

因此
,

可以从一定 D A 的壳聚糖获得高聚合度的低聚糖
。

Y os hi d a
等 LZ` 〕报道

,

溶菌酶适合于催化 30 % D D 的均

态甲壳素水解产生高聚合度的低聚糖
,

而甲壳素酶能最有效水解 70 % DA 的均态壳聚糖生成高聚合度

的低聚糖
。

由于溶菌酶水解产物中还原基团的量比甲壳素酶反应产物的高
,

因此
,

研究者们认为溶菌酶

水解壳聚糖是生产高聚合度低聚糖的有效方法
。

溶菌酶在一定条件下可有效地降解壳聚糖
,

且初始速度很快
,

反应 10 m in 粘度下降百分率 ( v D )P
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即可达 55 %
。

若先对壳聚糖溶液进行适当的处理
,

再由溶菌酶在 37 ℃ 进行较长时间 ( 6 d 左右 ) 的降

解
,

则经 H P L C 分离可得到较高收率的二糖至四糖产物
。

2
.

4 非专一性酶降解法

非专一性酶降解壳聚糖的反应已引起许多研究者的兴趣
。

据 P an at leo en 等〔” 」、

Y al p an i 等〔川 和

M uz az er iell 等
〔川报道

,

有 30 多种酶对壳聚糖有水解作用
,

这些酶包括除了上述 3 种酶外的蛋白酶
、

脂肪

酶和其它糖酶
。

研究表明
,

在酶与底物比率较低时
,

这些商业酶制剂如菠萝蛋白酶
、

胃蛋白酶
、

木瓜蛋白

酶
、

纤维素酶
、

半纤维素酶和脂肪酶比甲壳素酶和溶菌酶更能有效地催化壳聚糖的水解
。

uM zz ar ee ill 等〔川使用麦胚脂肪酶 ( h aP
s e
)对壳聚糖及其衍生物的水解作用进行了研究

。

麦胚脂肪

酶在微酸性条件下能非常有效地使壳聚糖及其衍生物降解
,

这种酶能在几分钟内快速降低壳聚糖粘度
,

使壳聚糖分子量降低
。

aP nt al eo n e
等 [” 」亦利用来自猪胰腺的脂肪酶 ( h aP se IA E )对壳聚糖进行水解

,

通

过对降解产物的粘度分析可知
,

在酶与壳聚糖一定比率下
,

V D P 几乎达到 100 %
。

aP nt ale on
。
等仁” 〕研究表明

:
( l) 对较低粘度的壳聚糖溶液

,

一些聚糖酶 ( gl y ca an se )对壳聚糖有显著

降解作用
,

其中纤维素酶 (
e e l l u la s e

VT
、 e e l l u l a s e A p )和果胶酶 ( p

e e t i n a s e
)的 V D p 可达 9 9%

,

半纤维素酶

( h
e m i e e l l u l a s e

) 的 V D p 为 9 3%
,

淀粉酶 (
a m y l a s e

)和葡聚糖酶 ( d e x tr a n a s e
)的 V D p 为 7 0% 一 8 0% ; ( 2 )对

较高粘度的壳聚糖溶液
,

在试验所用 38 种酶中
,

V D P 在 60 % 一 100 % 的有 17 种
,

V D P 在 20 % 一
60 % 的

有 12 种
,

还有 9 种酶只有轻微的降解作用或完全没有降解作用 ( V D P 为 0 一 巧% )
。

其中仍以聚糖酶的

降解效率最高
,

木瓜蛋白酶 ( pap ia n) 和单宁酶 ( t an n as e
)也显示了较强的降解能力

。

M ur ak i 等仁’ 8〕进行的

研究得到了与 P an at leo n 。
相似的结论

。
Y al p an i 等 〔’ “ 〕的研究结果是

:
在一定的酶与底物比率下

,

半纤维

素酶具有比甲壳素酶及溶菌酶更好的降解能力 ;各种酶降解所适宜的 p H 值是不同的
,

纤维素酶为 4
.

5
,

木瓜蛋白酶为 3
.

0 一 4
.

0
,

半纤维素酶为 3
.

5 ;各种酶适宜的降解温度亦有差别
,

一般为 30
一
60 ℃

。

我们近年来对壳聚糖的水解进行了较深人的研究
,

发现采用以上一些酶组成的复合酶对壳聚糖进

行水解
,

由于某些酶之间存在协同作用
,

其水解作用比单一酶要强
。

在采用适当的预处理后
,

再以复合

酶进行水解
,

可以得到相对分子质量 < 3 硬x X) 的甲壳低聚糖 〔̀ , 〕 。

hz an g等渺〕用纤维素酶
、

a
一

淀粉酶和蛋 白酶的复合酶从壳聚糖水解制备甲壳低聚糖
,

结果表明
,

D A 为2 4% 的壳聚糖经酶水解和膜分离后可以得到 D P 为 3 一 10 的低聚糖
。

iA b。 等 〔soj 用脂酶
、

纤维素酶和半纤维素酶制剂生产高聚合度的低聚糖
。

研究发现
,

当 D A 为 22 %

的壳聚糖经过一系列反应后
,

添加甲醇选择沉淀可获得五糖 ( 11 % )
,

六糖 ( 69 % )和七糖 ( 18 % ) 的混合

物 ( 占壳聚糖总量的 27
.

5% )
。

通过凝胶过滤色谱分离后
,

纯的六糖和七糖产率分别为 17
.

5% 和 2
.

5%
。

D A 为 10 % 一 3 0% 的壳聚糖用这些酶水解后
,

再 N
一

乙酞化反应
,

用 H P LC 可以在反应混合物中测到六糖

和七糖的产率分别超过 20 % 和 10 %
。

因此
,

认为此法可 以制备高产率的高聚合度甲壳低聚糖
。

3 葡萄糖基转移法

该法又称酶法合成
,

是利用低聚合度寡糖在酶的催化下
,

延长糖链成为较高聚合度的寡糖
。

具有转

糖昔能力且能合成寡糖的酶主要有甲壳素酶和溶菌酶
。

单纯采用酶解法不易制得 D P > 6 的低聚糖
,

若

采用转糖基反应则是有效方法之一
。

us ul 等 sl[ 〕采用甲壳素酶的糖基转移反应性能制得较好收率有生理活性的甲壳六糖和七糖
,

从诺卡

氏菌属 ( No ca dr at 。
icr nt al 司 IF o 128 06 的培养基滤液中分离得到的甲壳素酶能催化过量的 N

一

乙酞
一

甲壳

四糖或五糖进行转糖基反应
。

酶催化四糖生成主要产物六糖 ( 21 % ) 和二糖 ( 63 % )
,

催化五糖生成七糖

( 23 % )和三糖 ( 59 % )
。

在反应体系中添加硫酸铰能显著增加六糖产量
。

将 10 0 m g 四糖溶解在 1 m L含

质量分数为 20 % 硫酸钱的 0
.

1 m o F L 磷酸缓冲液 ( p H = 7
.

0) 中
,

加人来自木霉的甲壳素酶 ( 1 了 m L )
,

混

合物在 6 0 ℃下保温 48 h
,

随时间延长
,

溶液开始出现浑浊
,

最终有沉淀形成
。

将沉淀物离心收集
、

溶解
,

通过 iB
。 一

G el P并 凝胶柱
,

收集六糖组分
,

冷冻干燥得 24 m g
。

转糖昔基反应的效率与硫酸按浓度和温度

密切相关
。

在含有质量分数为 20 %硫酸钱的体系中六糖的最高产率是不含硫酸钱体系的 1
.

6 倍即
,

川
。

M ae d a
等 〔” 〕研究了溶菌酶转糖基制备甲壳低聚糖

。

在特定的反应条件下
,

甲壳低聚糖可用溶菌酶
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催化 N
一

乙酞
一

D
一

氨基葡萄糖单体转糖基制得
。

转糖基反应是在较溶菌酶常规水解反应更高的底物浓度

和温度条件下进行的
,

通过薄层色谱 ( T L )C 和 H P LC 分析
,

发现硫酸钱的浓度对溶菌酶的活力及转糖基

反应有影响
。

当溶液中无硫酸钱时
,

没有甲壳寡糖被检出 ; 而当加人质量分数为 20 % 的硫酸铰时生成了

甲壳二糖
一 四糖

。

同时
,

甲醇和乙醇对反应有影响
,

甲壳二糖
一
六糖的形成受溶剂的种类

、

浓度
、

反应温

度的影响
,

而且仅在体积分数为 75 % 的乙醇中和 70 ℃ 下才有甲壳二糖
一
六糖检出

。

4 物理方法

用于甲壳素 /壳聚糖降解的辐射法
、

超声波法是受到研究最多的 2 种物理方法
。

放射性射线照射壳聚糖
,

使分子产生 电离或激发等物理效应
,

进而产生化学变化
,

既可使分子间形

成化学键— 辐射交联
,

又可导致分子链断裂— 辐射降解
。

日本原子能研究所用 0
.

0 1 一 2 0 0 0 kG y 剂

量的放射线照射壳聚糖
,

不论是 自然态
、

固态壳聚糖还是壳聚糖溶液
,

都可得到包括有甲壳低聚糖的降

解产物
,

该产物与丙三醇和双醋酚配可构成植物生理调节剂
。

此外
,

采用钻 7 一
射线法照射天然高分子

壳聚糖
,

辐照 36 h 和 48 h
,

可制备粘均分子量分别为 4
.

8 x 10
4

和 4
.

6 1 x 10
4

的低分子量壳聚糖
。

李冶

等 〔’ `〕近年来也对辐射法进行了研究
,

用放射性钻在大气和真空下照射相对分子质量为 2
.

74
/ 10

,

的壳

聚糖
,

得到一系列低聚合度壳聚糖
。

王伟等 [” 〕报道用超声波法降解壳聚糖
。

将壳聚糖溶于稀 乙酸后置于超声波发生器中
,

在 60 ℃ 下

降解
,

可得到一定量低聚物
,

且壳聚糖中的一 N H
Z

含量不随降解时间变化
。

近年来董岸杰等 [’ ` ]在上述体

系中加人一定量亚硝酸钠
。

但用超声波处理过的壳聚糖溶液的粘度会随存放时间的增加而减小 t ” 」。

日

本有专利报道 〔” 〕用超声波处理壳聚糖溶液将高分子量壳聚糖转化为低分子量的壳聚糖或甲壳低聚糖
。

5 结 语

甲壳低聚糖的制备因结构不同
、

用途不同可用相应的不同方法
。

各种方法都有其不同的特点
。

化

学法简便易行
,

所用酸或氧化试剂廉价易得
,

易于实现产业化
。

但所得降解产物的分子量范 围很宽
,

水

解产物的还原端基会发生氧化和降解
,

副产物多
。

酶法降解可特异地
、

选择性地切断壳聚糖的尽 1
,

4
一

糖昔键
,

降解过程和降解产物的分子量分布容易

便利地被控制
,

易得到所需分子量范围的低聚糖产品
,

反应专一性强
,

不会引起结构的破坏
。

反应可在

较温和的条件下进行
,

降解过程不需要加人大量的反应试剂
,

副反应少
,

因而产物的安全性高
,

但生产周

期长
。

虽然酶法降解优于化学反应
,

但在选择高活力的酶和低成本的分离纯化方法以适合工业化大规

模生产上尚存在一定困难
。

目前
,

用微生物生产的甲壳素酶和壳聚糖酶活力偏低
,

且大多以复杂酶系存

在
,

分离纯化很难
,

成本较高
。

非专一性酶水解活力高
,

价格低廉
,

易从商业上得到
,

有应用价值
。

糖基转移法是一种新的合成高聚合度低聚糖的方法
,

此法不仅能调节聚合度
,

而且还可通过对基质

精心设计合成一些特殊结构的低聚糖衍生物
。

但此法只能用来制备甲壳素低聚糖
,

而不能制备壳寡糖
。

物理方法可使壳聚糖降解
,

但难以得到相对分子质量
< 3 00 0 的甲壳低聚糖

。

目前
,

大多数的制备方法还只是处于实验室研究阶段
,

要最终实现产业化
,

还必须在其降解机理
、

降

解效率
、

降解产物的分离纯化及现有工艺的完善和提高等方面进行更深人的研究
,

并探索新的经济可行

的降解和合成方法
。

如何提高酶的水解活力
、

筛选新的酶种
、

将化学法与酶法相结合
、

采用化学合成的

方法等等
,

将为甲壳低聚糖的制备提供新的思路
。
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