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抑制三种类型 用[S] -1对Vo -1作图 如图4 所示 当

有竞争性抑制剂存在时 表观 K m 会增大 K m/ V m a x 也

增大 但是 V m a x 不变 图中所示结果表明 S P C 对

- 淀粉酶的可逆性抑制属于竞争性抑制类型 由公式

Km =Km(1+[I]/Ki) 可计算出抑制剂常数 Ki=2.71mg/ml

3 结  论

通过研究酶活性被抑制的动力学方法 发现SPC 对

- 淀粉酶具有明显的抑制作用 抑制的机理是通过可

逆的竞争性抑制来实现的 SPC 对 - 淀粉酶的抑制常

数Ki是2.71mg/ml
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摘   要 壳聚糖经氨基保护 与对乙酰氧基苯甲酰氯发生酯化 再水合肼去保护合成得到了对羟基苯甲酸壳聚糖

酯 在适宜的反应条件下 对羟基苯甲酸壳聚糖酯酯化度可达 130% 得率 80% 以上 产物经 IR 分析 酸与壳

聚糖之间生成了酯 该酯溶解性略优于对羟基苯甲酸庚酯 而醇溶性显著提高 对大肠杆菌和金黄色葡萄球菌抗

菌试验表明 该酯抗菌活性大于对羟基苯甲酸庚酯 更优于壳聚糖
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Abstract After protection of amine group, chitosan reacted with 4-acetoxy-benzoate chloride to form a ester, and the ester

was reacted with hydrazine hydrate to be deprotected, para-hydroxybenzoate chitosan ester was obtained. Under optimum

reaction conditions, esterification degree of para-hydroxybenzoate chitosan ester was 130%, and yield reached 80%. IR spec-

trum showed the ester bond was formed between para-hydroxybenzonic acid and chitosan. Water solubility of the ester was

slightly better than heptyl para-hydroxybenzoate, but alcohol solubility was greatly improved. The antimicrobial activity for

Staphyloccus aurueus and Escherichia coli was better than heptyl para-hydroxybenzoate and much better than chitosan.
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对羟基苯甲酸酯是一类新一代高效低毒杀菌防腐剂

它的抗菌能力比苯甲酸和山梨酸及其盐类强 应用pH 范

围比苯甲酸和山梨酸及其盐类广 用量比苯甲酸和山梨酸

及其盐低得多 并且使用安全 经济方便 对人体刺激

较小 在国内外已被广泛应用于食品 饮料 化妆品和

医药等方面[1 7] 我国除了生产对羟基苯甲酸甲酯 对羟

基苯甲酸乙酯和对羟基苯甲酸丙酯外 其它酯类在国内尚

属空白 对羟基苯甲酸酯中烷基的碳原子数越大 其生

产技术难度越大 但杀菌作用越强 特别是对羟基苯甲

酸庚酯和对羟基苯甲酸辛酯 生啤酒中加入8 12 10-6

苯甲酸庚酯 其效果与加热灭菌效果相同[ 8 ]

壳聚糖具有一定的抗菌强度和抗菌谱 同时壳聚糖

C-6 位羟基具有一定活性 把壳聚糖当作多元醇 对羟

基苯甲酸作为酸 从理论上两者之间也能发生酯化反

应 即壳聚糖与对羟基苯甲酸可合成得到对羟基苯甲

酸 -6- 壳聚糖酯 这不仅可以显著地降低对羟基苯甲酸

的毒性 而且还可以在不破坏壳聚糖原有游离氨基的基

础上 达到增强抗菌活性的目的

查阅国内外文献 尚无有关壳聚糖与对羟基苯甲酸

制备对羟基苯甲酸-6- 壳聚糖酯的资料

1 材料与方法

1.1 试剂

壳聚糖(DD=90% 分子量7000)    自制

对羟基苯甲酸 C P 邻苯二甲酸酐 无水乙醇 乙

醚 N a O H 二甲基甲酰胺 乙酸酐 无水硫酸钠

单水合肼 氯化锌 均为分析纯

1.2 设备与器皿

D - 6 0 型电动搅拌器 Z K - 8 2 B 电热真空干燥箱

SH2-3 型循环水多用真空泵 GZX-GF-40X 电热恒温鼓风

干燥箱 FA2 0 0 4 N 电子天平 ZD- 2 自动电位滴定仪

HH-4 型数显恒温水浴锅 pHS-3B 精密 pH 计 LDZX-

40A 立式压力压力蒸汽灭菌器 RE52-1 旋转蒸发器 ST-

250-A 生化培养箱 SW-CJ-1F 医用洁净工作台 UV2000

紫外可见光光度计 SH Y - 2 A 水浴恒温振荡器 带磁力

搅拌的500ml电加热套 Nicolet 5DDXB FT-IR 光谱仪

1.3 壳聚糖的氨基保护

先将5g邻苯二甲酸酐溶解于40ml 二甲基甲酰胺中

倒入装有搅拌器和回流冷凝器的三颈瓶中 加入2.0g 壳

聚糖 在充氮条件下 边搅拌边将混合物加热至 1 0 0

反应 1 0 h 后 溶液过滤 将滤液倒入冰水中 收

集沉淀物 依次用乙醇和乙醚洗涤数次 6 0 真空干

燥过夜 得到产物[ 9 ]

1.4 对羟基苯甲酸的对位羟基保护

称取13.8g(0.1mol)已预先干燥的对羟基苯甲酸 倒

入装有搅拌器和回流冷凝器的三颈烧瓶中 加入乙酸酐

(13.2ml 0.11mol) 加热至80 混合直至固体完全

溶解 加上几滴浓硫酸 于 8 0 水浴搅拌加热 1 h

反应结束后 室温冷却 再用冰水冷却处理 加

10% Na 2CO 3溶液调节 pH 值至中性 沉淀析出 过滤

洗涤 沉淀用一定体积N,N- 二甲基甲酰胺溶解 过滤

加入一定体积去离子水得到絮凝沉淀 过滤 滤饼经

反复洗涤沉淀 常压烘箱干燥 得到白色固体

1.5 对乙酰氧基苯甲酰氯的制备

在 250ml 圆底烧瓶中加入 18g 对乙酰氧基苯甲酸

(0.1mol)和摩尔比为1:6的亚硫酰氯(SOCl2 43.6ml

0.6mol/L) 装上回流冷凝管 上接CaCl 2干燥管 尾

气通入20% NaOH 溶液接收 控制油浴温度在110

保持回流 6 0 m i n 结束反应

改装置为常压蒸馏 把 S O C l 2 尽量蒸出 再经减

压蒸馏将残余的 SOCl 2除尽 然后用油泵减压蒸馏装置

改为减压蒸馏 蒸出酰氯 称重

1.6 氨基保护对乙酰氧基苯甲酸-6-壳聚糖酯的合成

在装有搅拌 恒压滴液漏斗和回流冷凝管(上端接

无水氯化钙干燥管)的250ml 三口烧瓶中加入邻苯二甲酰

壳聚糖亚胺和二甲基甲酰胺30ml 常温或微加热搅拌至

溶液澄清 搅拌下缓慢滴加对乙酰氧基苯甲酰氯(约需

30min) 在然后放入20 100 的油浴中保温20 100min

使反应进行完全

反应完成后 在混合物中加入50ml 蒸馏水 用10%

N a 2C O 3 溶液调至中性 再加入 5 0 m l 乙醚 机械搅拌

10min 然后将全部液体倾入250ml 的分液漏斗中 静

置分层后 分出下层水层 收集上层乙醚层 水层再

分别用10m l 乙醚萃取三次 合并醚层 用无水硫酸钠

干燥过夜 过滤 然后除去乙醚 得到淡黄色固体

1.7 壳聚糖酯衍生物的氨基和羟基去保护

将上述得到的产物溶解于100ml 二甲基甲酰胺中

加入50ml 单水合肼和80ml 水 在充氮条件下 边搅拌

边将混合物加热至100 经反应15h 后 悬浮液过滤

滤液中加入100ml 水 旋转式蒸发器真空浓缩后 真空

干燥 滤渣溶解于水中 对蒸馏水透析 3d 冷冻干燥

得到微黄色固体对羟基苯甲酸壳聚糖酯

1.8 产物的表征

1.8.1 IR光谱

KBr压片法 在4000 400cm-1范围记录对羟基苯甲

酸壳聚糖酯的 I R 图谱

1.8.2 溶解性

称取对羟基苯甲酸壳聚糖酯样品0.1g 于 50ml 烧杯

中 在室温下分别加入蒸馏水和无水乙醇中 搅拌后

观察其溶解情况
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1.8.3 对羟基苯甲酸壳聚糖酯酯化度的测定

对准确称取0.5g样品于250ml碘量瓶中 加入20ml

蒸馏水 3 滴酚酞指示剂 混匀后用0.1mol/L NaOH 溶

液滴定至呈微红色 再加入25ml 0.5mol/L NaOH标准溶

液 机械振荡 1 h 进行皂化

用洗瓶冲洗碘量瓶的塞子及瓶壁 将已皂化好的含

过量碱的溶液用0.5mol/L HCl标准溶液进行滴定至红色消

失为终点 记录 H C l 消耗量 同时做空白试验

酯化度(%)=(1-反应后酸值/反应前酸值) 100%

1.9 抑菌活性测定

采用比浊法测定对羟基苯甲酸壳聚糖酯的抗菌活性

1.9.1 试验菌种

采用室温下放置变质牛奶中的混合微生物菌群作为

供试菌种

1.9.2 培养基

肉汤培养基 牛肉膏 0 . 5 % 蛋白胨 1 % 葡萄糖

1% 氯化钠 0. 5 % p H 7 . 5

1.9.3 抑菌活性实验

采用比浊法测定微生物的生长情况 分光光度计于

620nm 处测定添加防腐剂培养液后吸光度随时间的变化

2 结果与讨论

2.1 氨基保护

壳聚糖C-2 位氨基亲电性要大于C-6 位羟基 所以

优先在 C-2 位氨基发生酰胺化反应 因此必须先将氨基

保护起来 再进行 C-6 位羟基的酯化反应 保护氨基的

方法很多 如甲醛 苯甲醛与壳聚糖中游离氨基 1 0 0 %

生成席夫碱[11] 但在本研究中C-6 位生成的是酯 若采

用酸处理去保护时 C-6 位生成的酯可能会同时发生水

解 所以不宜采用此种方法

邻苯二甲酸酐可与壳聚糖游离氨基生成邻苯二甲酰

壳聚糖亚胺 且达到 1 0 0 % 反应 且去保护无需酸水

解 所以本研究采用了邻苯二甲酸酐作为氨基保护剂

2.2 乙酰氧基苯甲酸的合成

对羟基苯甲酸与乙酸酐反应产物为4-乙酰氧基(乙酸

基)苯甲酸 经测定产物熔点为187 189 与文献值

(188 189 )相吻合[10]

2.3 对乙酰氧基苯甲酰氯的合成

由于壳聚糖为大分子 空间位阻较大 直接酯化是

可逆反应 酯化得率很低 所以一般采用由羧酸衍生物

如对羟基苯甲酸酐或酰氯等亲核试剂更为理想 其反应机

理为亲核加成消除过程 且亲核加成反应活性是酰氯 酸

酐 酯 而从消除反应看 其反应速率决定于离去基团

本身的碱性 碱性越弱 越易离去 反应活性为酰氯

酸酐 酯[ 1 1 ] 本研究中酸提供者采用酰氯的方式

由于对羟基苯甲酰氯与对羟基苯甲酸的对位羟基之

间会发生了自身酯化反应 所以采用了先将对羟基苯甲

酸的对位羟基保护生成对乙酰氧基苯甲酸 再与亚硫酰

氯进行酰氯化的反应途径 该法除生成对乙酰氧基苯甲

酰氯外 只生成气态的二氧化硫和氯化氢 无任何固

态的副产物残留 因而产品易于分离纯化 由于亚硫

酰氯及对乙酰氧基苯甲酰氯均易水解 故反应中必须保

证反应物 仪器无水干燥

考察了原料配比 反应温度 反应时间等工艺条

件 得出当反应物摩尔比(亚硫酰氯对乙酰氧基苯甲酸

摩尔比为 1:6 体系温度控制 90 保持回流 60min

转化率可达到 9 5 % 以上

2.4 氨基保护对乙酰氧基苯甲酸壳聚糖酯的合成

经过反复试验得出酯化优化工艺条件为 对羟基苯

甲酰氯与壳聚糖摩尔比为5:1 反应温度80 反应时

间为80min 酯化度可达到1.20

2.5 壳聚糖衍生物去保护

如果壳聚糖与酰氯直接反应 得到的产物主要为与

C 2位氨基反应的 N- 酰胺取代产物 所以必须预先将游

离氨基保护 一般情况下常常采用苯甲醛等醛类化合物

与壳聚糖生成席夫碱 起到保护氨基的目的 但是壳

聚糖席夫碱去保护时常采用酸水解法 所以在去保护过

程中不仅席夫碱发生水解 与此同时酯部分也发生水

解 所以本研究采用先生成 N - 酰胺的方式 而酰胺可

与水合肼反应去保护从而得到了O- 酯化的壳聚糖酯 对

位羟基的保护基团乙酰氧基在碱性条件可去保护 在上

述氨基去保护过程中 发现对位羟基的保护基团也脱

去 这样就无需增加去保护的反应步骤

2.6 对羟基苯甲酸壳聚糖酯的IR 图谱

从对羟基苯甲酸-6- 壳聚糖酯的IR图谱(略)可以看

出 1712cm-1处归属于C=O 基伸缩振动和1162cm-1处归

属于C-O-C 对称伸缩振动的吸收峰显著增强 这表明酯

化反应的发生 与文献中对羟基苯甲酸丁酯[ 1 2 ]很相似

同时可以看出3300 3400cm-1处归属于O-H伸缩振动和N-

H 伸缩振动相互叠加而成的吸收峰逐渐变弱变尖 羟基

和氨基吸收峰远比对羟基苯甲酸丁酯更宽 这是因为壳

聚糖分子上还有大量氨基和羟基 随着酯化度的增加

1020cm - 1处归属于C 6-OH 的吸收峰峰值的减小略快于

1088cm -1处归属于C 3-OH 的吸收峰的峰值的减小 这是

由于 C 6- O H 为伯羟基 转动比 C 3- O H 自由 故其酯化

作用较 C 3- O H 强 酯化反应主要在 C 6- O H 上进行 待

达到一定的程度后再在 C 3- O H 上进行

2.7 对羟基苯甲酸壳聚糖酯的溶解性

目前对羟基苯甲酸酯的最大问题是在水中溶解性甚

小 操作不便 且随着醇的烷基链越长 酯的溶解性

越差 但是抗菌活性越强 低分子量壳聚糖可溶解于

水 但抗菌活性不强 持久性差 连接上对羟基苯甲

酸后可看作是烷基较长的对羟基苯甲酸酯 应赋予了该

衍生物更强的抗菌活性

对羟基苯甲酸壳聚糖酯产品为无色或微黄色细小晶
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体或结晶性粉末 无臭 稍有涩味 对光和热均稳定

无吸湿性 难溶或微溶于水 随着对羟基苯甲酸酯中

R 基团的增大 水溶性逐渐减小 脂溶性逐渐增加 见

表 1 对羟基苯甲酸壳聚糖酯水溶性优于对羟基苯甲酸

丁酯 同时改变了壳聚糖不溶于醇类溶剂的缺陷 可

采取先溶解于乙醇中再加入食品体系的方式

溶剂 温度( ) 甲酯 乙酯 丙酯 丁酯 庚酯 壳聚糖酯

水 25 0.25 0.17 0.05 0.02 0.1379 0.10

水 80 2.0 0.86 0.45 0.15 - 0.20

乙醇 25 52 70 95 210 - 150

表1   对羟基苯甲酸酯和对羟基苯甲酸壳聚糖酯的溶解度(g/L)

Table 1    Solubility of para-hydroxybenzoic acid esters and

chitosan ester

2.8 抗菌活性的测定

添加0.05% 对羟基苯甲酸壳聚糖酯后在不同培养时

间肉汤培养基中微生物的生长情况如表2 所示 由于对

羟基苯甲酸庚酯分子中的烷链长 水溶性差 所以添

加对羟基苯甲酸庚酯的微生物肉汤培养基的初始光密度

值 A 6 2 0 较高 当微生物肉汤培养基的 A 6 2 0 值大于 1 时

未添加任何防腐剂的对照所用的时间为 20h 添加对羟

基苯甲酸乙酯 丙酯和庚酯的培养所用时间分别为 35

70 和 45h 而对羟基苯甲酸壳聚糖酯也达到了 50h

培养时间(h) 对照 乙酯 丙酯 庚酯 壳聚糖酯

0 0.022 0.020 0.025 0.070 0.050

5 0.177 0.040 0.025 0.101 0.087

10 0.571 0.080 0.035 0.256 0.122

15 0.865 0.155 0.098 0.456 0.234

20 1.100 0.598 0.145 0.567 0.290

25 1.250 0.775 0.297 0.607 0.350

30 1.390 0.890 0.378 0.678 0.413

35 1.690 1.140 0.499 0.799 0.589

40 1.980 1.220 0.505 0.950 0.790

45 2.470 1.310 0.535 1.010 0.890

50 2.560 1.311 0.551 1.100 1.050

55 2.780 1.315 0.560 1.120 1.120

60 2.890 1.320 0.563 1.160 1.125

65 2.910 1.322 0.570 1.211 1.222

70 2.991 1.328 0.575 1.230 1.229

表2   对羟基苯甲酸酯类对混合菌群生长的影响

Table 2    Effect of para-hydroxybenzonic esters on microbial

growth amount
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图1    对羟基苯甲酸壳聚糖酯对混合菌群生长的影响

Fig.1    Effect of para-hydroxybenzonic esters on mixture bacterials

成酯烷基为氨基葡萄糖单元 亲水性要强于庚基 即

水溶性要强于对羟基苯甲酸庚酯 这样 与在水相中

生长与繁殖的微生物相互作用几率高一些 所以对羟基

苯甲酸壳聚糖酯抗菌活性要强于对羟基苯甲酸庚酯

3 结  论

在氨基保护的前提下 利用壳聚糖羟基的活泼特性

与对羟基苯甲酸反应制备得到了对羟基苯甲酸壳聚糖

酯 从而可在壳聚糖分子链上引入对羟基苯甲酸 对

羟基苯甲酸壳聚糖酯水溶性不好 但优于对羟基苯甲酸

庚酯 同时醇溶性显著提高 对羟基苯甲酸壳聚糖酯具

有一定的抗菌活性 其抗菌活性强于对羟基苯甲酸庚

酯 更优于壳聚糖自身 所以对羟基苯甲酸壳聚糖酯

可作为安全 低毒的防腐抗菌剂应用于食品体系中
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图1 为添加0.05% 对羟基苯甲酸酯类后牛奶酸败菌

群的生长曲线 对羟基苯甲酸酯类分子中的抗菌活性功

能域为酚氧基通过苯环与羰基共扼而形成的电子中继结

构系统 抗菌活性中心是羰基 对羟基苯甲酸壳聚糖

酯分子与对羟基苯甲酸庚酯成酯烷基链中的碳原子数目

多 抗菌活性中心周围空间位阻大 这无疑会影响抗

菌活性与生物活性大分子发生有效碰撞而参与反应的概

率与对羟基苯甲酸庚酯不同 对羟基苯甲酸壳聚糖酯的

万方数据


