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摘要 用 X
一

射线粉末衍射和红外光谱法研究米根霉细胞壁结构性多糖的组成
,

并通过热重反应动

力学研究米根霉细胞壁结构性多糖的动力学参数 实验结果表明
,

米根霉细胞壁的结构性多糖是

壳聚糖和
a 一

几丁质
,

两者的表观活化能分别为 6 9
.

9 k J
·

m o l一 ’
和 2 1 3

.

1 k J
·

m o l一 ’
.

关键词 壳聚糖
, a 一

几丁质
,

米根霉
,

细胞壁

分类号 T Q 9 2 9
.

2

文〔1〕用热重分析法和红外光谱法研究米根霉细胞壁结构性多糖的组成
.

研究的结果表

明
,

米根霉细胞壁结构性多糖 由几丁质与壳聚糖组成
,

细胞壁可以作 为生产壳聚糖的原料
.

红

外光谱是 鉴别有机及生化物质的一种灵敏手段
,

但结 晶性与非晶态物质分子中的官能团都会

因为吸收红光谱的频率离开基态振动产生出能量级的振动
.

因此常规的红外光谱法无法区别

混 合物
、

共聚物中晶态与非晶态物质
,

而热重法也仅能分析混合物中物相的数量
.

为了检验文

〔1〕的研究结果
,

本文用 X
一

射线粉末衍射与红外光谱法相结 合对同一样品再次作定性研究
,

并

从热 力学角度探索从米根霉细胞壁中提取壳聚糖的可行性
.

1 材料和方法
1

.

1 菌株

米根霉 (R
· 口ry z a 。

)A s 3
.

3 4 6 2
.

(下同
,

略 )系 中国科学院微生物研究所保藏菌种
·

1
.

2 试剂

所用试剂均为市售分析纯及生化试剂级
.

1
.

3 培养基

斜面培养基为 C za Pe k
,

摇瓶培养基为 Y P G
,

p H 5
.

0
.

1
.

4 菌株生物量

采用摇瓶培养
,

3 2 ℃
,

2 2 o r ·

m in 一 ’ ,

培养 7 2 h
.

1
.

5 菌丝体细胞质
、

蛋白质
、

脂类物质的去除及细胞制备

按参考文献〔2
,

3 〕进行
.

1
.

6 细胞壁样品

1 0 5 ℃烘干
,

磨碎过 3 00 目筛后
,

于干燥器内储存备用
.

*

本文 1 9 95
一
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L 7 细胞壁红外光谱分析

采用 PE 公司 1 7 2 5 X F T
一

IR 红外光谱仪 (与 IB M 3 86 计算机联机 )
,

K Br 压片法
.

L S 细胞壁 X
一

射线粉末衍射法

采用 R ig a k u 公司 D / M A X
一

3 A 衍射仪
,

C u k a
幅射以 = 一 5 4 1 8 又 1 0 一 ‘o

m )
,

石墨单色滤器
,

3 5 k V
,

3 0 m A
,

2夕为 5一 5 5
0 ,

D S / 5 5 为 1
0 ,

R S 为 0
.

3 m m
,

C PS 为 1 0 0 0
,

步进扫描
.

数据按

JC PD S (粉末衍射标准化联 合会 )粉末衍射卡 (P D F )的八强线处理
,

对八强线未在实验衍射图

谱标 出的晶面间距值 (d )
,

按文 〔4 〕进行计算求出
,

整个实验参考文〔5〕进行
.

L g 热反应动力学动态分析

采用 PE 公司 T G S
一

2 热夭平
,

升温速率 3 ℃
·

m in 一 ‘ ,

温度扫描范 围为室温至 53 。℃
,

动态

气氛 (N
Z
)为 4 5 m L

·

m in 一
‘ ,

数据处理按 C o a t s & R e d fe r n
积分法数学模型

‘6 ,
.

2 结果与讨论

2
.

1 米根霉细胞壁结构性多糖物相的 X
一

射线衍射分析

X
一

射线粉末衍射分析表明 (表 1
,

图 1 )
,

米根霉细胞的结构性多糖由两个物相组成
,

分别是

表 1 米根霉细胞壁的 X
一

射线粉末衍射分析

a 一

C hitin (JC PD S 3 5
一
1 9 7 4 ) 本 实 验 C h it o s a n (JC PD S 3 9

一
1 8 9 4 ) 本 实 验

d / X 1 0 一
’。

m l / I
。 d / X 1 0 一

’。m l / I
。 d / X I。一

’。

m l / I
。 d / 只 1 0 一 ’。m l/ 10

9
.

5 0

5
.

1 6

4
.

7 2

4
.

6 0

3 7 5

3
.

4 4

2
.

3 2

2
.

0 6

8 0
.

0 0

8 0
.

0 0

8 0
.

0 0

1 0 0
.

0 0

8 0
.

0 0

1 0 0
.

0 0

8 0
.

0 0

3 0
.

0 0

5
.

8 3

4
.

3 7

4
.

1 7

3
.

8 6

3
.

4 8

3
.

1 7

2
.

6 4

2
.

6 2

1 0 0
。

0 0

1 0 0
.

0 0

1 0 0
.

0 0

5 0
.

0 0

5 0
.

0 0

5 0
.

0 0

5 0
.

0 0

5 0
.

0 0

5
.

8 2

4
,

3 7

4
.

1 6

3
.

8 3

3
.

4 8

3
.

1 7

2
.

6 6

2
.

6 1

6
.

0 0

7 4
.
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.

0 0
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.
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.
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.
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图 1 米根霉细胞 壁 X 一

射线晶体粉末衍射图谱
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几丁质和壳聚糖
.

这和在文〔1〕用热重法和红外光谱法的研究结果是一致的
.

然而研究结果

发现
,

样品中的几丁质是
a 多晶型

.

已知几丁质有
a ,

月
,

y 三种多晶型
,

晶型的不同使几丁质具

有不同的理化性质
〔7“

.

为了证实米根霉细胞壁几丁质组分的晶型
,

本研究用红外光谱作了定

性研究
.

2
.

2 米根霉细胞壁几丁质晶型的红外光谱 Fer m i共振研究
.

琼斯
‘的
发现

, a ,

夕
,

7 三种晶型几丁质的乙酞胺基团 H 键的长度也各自不同
,

在同一红外光

谱频率下
,

H 键吸收红外光谱后产生的 F e r
mi 共振经计算机 Fou ri er 变换处理

,

可以发现不同

长度 的 H 键在吸收红外光谱后
,

出现波数上的差异
,

由此可以分辨不同晶型的几丁质
.

据此
,

用同一样品
,

采用二阶导数红外光谱技术按文〔8〕进行了 F er m i共振红外光谱研究
,

计算机处

理的结果 (图 2
, 3 和表 2) 证实米根霉细胞壁的几丁质组分确系

a 一

多晶型
,

这一点在 国内外对

0 0氏

(次�\卜

一 1
.

0 0

1 6 0 0

F / e
m 一 1

图 2 米根霉细胞壁几丁质的乙酸胺基团在 1 50 。~ 1 680
c m 一 ’

波段的 Fer m i共振红外光谱图

000.
�%)/沁

一 0
.

1 0

3 2 4 0 3 1 8 0
F / c rn

一 1

3 12 0

图 3 米根霉细胞壁几丁质的乙酞胺基团在 3 000 一 3 30 0 c m
一 ’
波段的 Fe

r m i 共振红外光谱图
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米根霉细胞壁中几丁质晶型研究中研究 中迄今未见的报道
.

表 2 米根霉细胞壁的 a-- 几丁质酞胺基的 Fer m i共振红外光谱

酞胺光谱带 文〔8〕记载数据 (e m 一 ’) 本实验 (e m 一 ’)

3 2 6 4
.

0 0

3 1 0 6
.

0 0

1 6 5 6
.

0 0

1 6 3 1
.

0 0

1 6 2 1
.

0 0

1 5 5 5
.

0 0

3 2 6 2
.

1 0

3 1 0 3
.

4 0

1 6 5 2
.

0 0

1 6 3 2
.

8 0

1 6 2 2
.

4 0

1 5 5 9
.

7 0

ABl

2. 3 两种结构性多糖的表观活化能分析
a 一

几丁质分子以反平行方式相互连接
,

构成网络结构
,

分子中的乙酞胺基团中的
一

O.
二H

-

O
一

及
一

O一N
一

型氢键使
a 一

几丁质的晶体

结构 形成高度有序化的微 纤丝
,

理化性

质十分稳定 (图 4 )‘
, 一 ’。“

.

已知虾
、

蟹外壳

中的 几丁质属
a 一

多 晶型〔, ‘, ,

因此 以虾
、

蟹外壳作原料生产壳聚糖
,

其生产工艺

要大量消耗酸
、

碱及热能
.

壳聚糖和几

丁质 的分子结构十分相似
,

但壳聚糖是

脱去了乙酞基的 (l ~ 4 )
一

2
一

氨基
一

2
一

脱氧
-

户D
一

葡聚糖
,

是一种理化性质十分活泼

的聚 电解质
.

为了探索从米根霉细胞壁

直接提取壳聚糖的可行性
,

本 研究从热

力学的角度用热重反应动 力学法对样 品

的两个结构多糖作了热裂解表观活化能

的研究 (表 3 和图 5)
·

}}}}}}}}}}}

{{{{{{{ {{{

8 0 n m 或 3
.

昌t) n
m

图 4 a 一

几丁质微纤丝

表 3 米根霉细胞壁结构性多糖热重动力学分析

物相 (阶梯 )

动力学参数 第一阶梯

(1 2 3
.

0 ~ 2 8 2
.

2 ℃ )

热分解反应组数 N 0
.

7 2

第二阶梯

(2 8 2
.

3 ~ 3 8 4
.

7 ℃ )

3
.

0 0

活化能 E
.

/ kJ
·

m ol 一 ,
6 9

.

9 2 1 3
.

频率因子 A

相关系数 R

6
.

7 1 6 又 1 0 5
2

.

6 5 0 火 1 0 1 8

0
.

9 9 9 0
.

9 9 9

热重反应动力学 曲线反映的是一个被测系统分子结构的热函数
,

也反映被测物质的热稳

性和热寿命
〔1。,

.

根据 已报道的
a 一

几丁质和壳 聚糖的理化性质
“ l〕 ,

可 以初步判定 2 13
.

I kJ
·

m ol 一 ’

和 69
.

g kJ
·

m ol 一 ‘

分别是米根霉细胞壁
a 一

几丁质和壳聚糖热裂解的表现活化能
·

这不

仅证 明了壳聚糖热稳定性和热 寿命小于
a 一

几丁质
,

也和壳聚糖理化性质 活泼
、

几丁质理化质

稳定的报道是一致的
.

同时也预示从米根霉细胞壁提取壳聚糖热 能的消耗将远小于由虾
、

蟹
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图 5 米根霉细胞壁的热重动力学分析
外壳先提取几丁质

,

再 由几丁质制备壳聚糖工艺路线所需的热能

3 结束语

米根霉是发酵工业重要的生产菌种
,

本研究证实其细胞壁由壳聚糖和几丁质组成
.

和虾
、

蟹外壳中的几丁质一样
,

米根霉细胞壁组分之一的几丁质也是
a 一

多晶型
.

因此利用米根霉发

酵生产化产生品的厂家可利用发酵后的菌丝体提取壳聚糖
,

这不仅有利于企业开展综合利用

提高经济效益
,

而且可以减少下游处理过程 中菌丝体对环境的排放量
.

而从热重反应动 力学

研究
,

对米根霉细胞壁中的
a 一

几丁质则暂不考虑利用
.

有关从米根霉细胞壁提取壳聚糖 的研

究待报道
.
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