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提要 以石花菜分级得到的琼脂糖为原料 o采用甲基化方法制备低凝固温度琼脂糖 ∀所得

到的低凝固温度琼脂糖产品的凝固温度为 vsqt ε ktqxh浓度l o融化温度为 ywq{ ε ktqxh浓

度l o凝胶强度为 uyw ªr¦°
u
ktqsh浓度l o主要质量标准与 ≥¬ª°¤公司的低凝固温度琼脂糖产品

接近 o符合低凝固温度琼脂糖产品的质量要求 ∀
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在琼脂糖的应用中 o特别是现代生物技术研究

中 o都需要低凝固温度琼脂糖 ∀从天然原藻中提取的

琼脂和琼脂糖的凝固温度在 vx ∗ vy ε 左右 o许多生

物热敏物质在 vx ∗ vy ε 的环境中会失去生物活

性 ∀琼脂糖凝胶达到一定的凝胶强度才有实际应用价

值 ∀因而 o制备低凝固温度而又具有一定凝胶强度的

琼脂糖对于推进生物技术研究的发展十分必要 ∀

�∏¬¶̈¯̈ ¼发明了利用烷基化 !羟烷基化 !链烯基化 !酰

基化反应制备低凝固温度琼脂糖的方法 ≈t ∀但是目前

国内还没有此类研究的报道 ∀本文以石花菜分级得到

的琼脂糖为原料 o探讨了甲基化反应条件对制备低凝

固温度琼脂糖的影响 o确定了甲基化反应制备低凝固

温度琼脂糖的最佳反应条件 ∀

t 材料与方法

tqt 实验材料

琼脂糖由本实验室自制 ≈u ∀其他实验材料为 }冰

醋酸k��l o硼氰化钠k��l o医用酒精k|xh l o低凝固

温度琼脂糖k�wst{o美国 ≥¬ª°¤公司l ∀

tqu 低凝固温度琼脂糖的制备

取 u ª琼脂糖粉末 o加 zx °�蒸馏水 o室温下溶

胀 tqx «o在压力锅中加热至 sqsx ®°¤恒压 vs °¬±o

配成 uqyh的琼脂糖热溶液 ∀ 待琼脂糖溶液冷却至

{s ε o加入 sqtuª�¤�� wo{s ε 下恒温 ts∗ tx °¬± ∀

然后加入 tvh �¤��溶液调节反应体系的 ³�值 o滴

加甲基化试剂硫酸二甲酯 o恒温下进行甲基化反应 ∀

反应后 o冷却至 ys ε o边搅拌边逐滴加入 sqx °²̄r�

≤� v≤��� o调节 ³� Υ z∀ 用 w倍体积的 |xh乙醇沉

淀 o放置过夜 ouys目筛绢过滤 o红外灯下烘干 o得到

低凝固温度琼脂糖 ∀

tqv 凝胶强度的测定

称取一定量的实验样品粉末加蒸馏水 o室温下

溶胀 tqx «o在压力锅中加热至 sqsx ®°¤恒压 vs °¬±o

配成 th的热溶液 ∀实验样品完全溶解后趁热倒入称

量瓶中 k高 ux °°o直径 ws °°l o放置过夜 ∀ 测量前

vs ε 恒温 t «o用凝胶强度测定仪测定凝胶强度 ≈v ∀

tqw 凝固温度与融化温度

凝固温度测定 ≈w 
} tqxh胶液的配制同凝胶强度

测定方法 ∀溶解后取 ts °�倒入内径 tx °°的试管

中 o插入温度计 o使其水银球在液面以下 ∀使胶液温度

慢慢下降 k约 t ε r °¬±l o至试管倾斜 |sβ角 o液面凝

固不流动时的温度即为凝固温度 ∀

融化温度测定 ≈w 
} tqxh胶液的配制同凝胶强度

测定方法 ∀溶解后取 tx °�倒入 uu °°的试管中 o插

入温度计 o使其水银球在液面以下 o液面水平放置凝

固 ∀次日 o在凝胶表面放 t粒直径 v °°的不锈钢珠 o

将试管放在水浴中加热 o使凝胶温度渐渐上升 o观察

钢珠突然落至试管底部时的温度即为融化温度 ∀
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图 t 反应体系的 ³�值对凝固温度和凝胶强度的影响

ƒ¬ªqt �±©̄∏̈ ±¦̈ ²©³� ²± ª̈¯̄¬±ª³²¬±·¶¤±§ª̈¯¶·µ̈±ª·«

u 结果与分析

uqt 反应条件的确定

本实验通过一系列的单因子变量实验 o分别确

定最佳反应体系 ³�值 ! 反应时间 ! 温度和修饰试剂

用量等因素 ∀将原料琼脂加水融化 o可使反应在均一

液相中进行 o从而提高反应效率 ∀

uqtqt 反应体系的 ³�值对凝固温度 ! 凝胶强

度和产率的影响 首先固定加入 tqs °�硫酸二甲

图 u 反应体系的 ³�值对甲基化引起的凝固温

度降低的影响

ƒ¬ªqu �±©̄∏̈ ±¦̈ ²©³� ²± ²̄º̈ µ¬±ª²©ª̈¯̄¬±ª³²¬±·¶¥¼

µ̈¤¶²± ²© °̈ ·«¼̄¤·¬²± µ̈¤¦·¬²±

酯 o反应时间 t «o反应温度 {s ε o以确定反应体系

的最佳 ³�值 ∀琼脂糖分子的降解和甲基化都可以使

凝固温度降低 o但同时也会引起凝胶强度的降低 ∀反

应体系的 ³� 值对凝固温度和凝胶强度的影响见图

t∀从图 t可知 o未加硫酸二甲酯的情况下 o随着 tvh

�¤��溶液用量的增加 o反应体系的 ³�值越大 o琼脂

糖水解的越少 o水解引起的凝固温度降低越少 ∀加硫

酸二甲酯的情况下 o当 tvh �¤�� 溶液用量为 x °�

时 o凝固温度出现最低值 ∀

反应体系的 ³� 值对甲基化引起的凝固温度降

低的影响如图 u∀由图 u可知 o加硫酸二甲酯的情况

下 o当 tvh �¤��溶液用量为 tx °�时 o扣除水解因

素引起的凝固温度的降低 o仅由甲基化引起的凝固温

度的降低出现最大值 ∀ 因琼脂糖凝胶强度小于 uxs

ªr¦°
u
ktqsh浓度l时无实际应用价值 o所以选择所得

琼脂糖的凝胶强度为 wtw ªr ¦°
u
ktqsh浓度l 的反应

条件 o即加入 us °�tvh �¤��溶液时的 ³�作为反应

体系的最佳 ³�值 ∀甲基化反应的产率结果见图 vo从

图 v可以看出 o 产率随反应体系的 ³� 值增大而增

大 ∀

uqtqu 反应时间对凝固温度降低的影响 在

上述同样条件下 o确定加入 us °�tvh �¤��作为反

应体系最佳 ³�值 ∀从图 w可知 o 反应时间小于 zx

图 v 反应体系的 ³�值对产率的影响

ƒ¬ªqv �±©̄∏̈ ±¦̈ ²©³� ²± ¼¬̈ §̄
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图 w 反应时间对凝固温度和凝胶强度的影响

ƒ¬ªqw �±©̄∏̈ ±¦̈ ²©·¬°̈ ²± ª̈¯̄¬±ª³²¬±·¶¤±§ª̈¯¶·µ̈±ª·«

图 y 反应温度对凝固温度和凝胶强度的影响

ƒ¬ªqy �±©̄∏̈ ±¦̈ ²©·̈°³̈µ¤·∏µ̈ ²± ª̈¯ ³²¬±·¶¤±§ª̈¯̄¬±ª¶·µ̈±ª·«

图 x 反应时间对产率的影响

ƒ¬ªqx �±©̄∏̈ ±¦̈ ²©·¬°̈ ²± ¼¬̈ §̄

°¬±时 o随着反应时间的延长 o甲基化反应进行的越

彻底 o甲基化后琼脂糖的凝固温度越低 o即凝固温度

降低得越多 ∀但反应时间超过 zx °¬±后 o产品的凝固

温度变化不大 o 凝胶强度继续降

低 ∀反应时间对产率影响见图 xo

反应时间 vs ∗ wx °¬±时 o产率随时

间增加 ~wx ∗ tvs °¬±时 o产率基本

不变 ~ tvs ∗ txx °¬±时 o产率明显

下降 ∀因此选择 zx °¬±作为最佳反

应时间 ∀

uqtqv 反应温度对凝固温度

降低的影响 在上述同样条件下 o

确定加入 us °�tvh �¤�� 作为最

佳碱性环境 o反应时间 zx °¬±o反

应温度对凝固温度和凝胶强度的

影响见图 y∀由图 y知 o随着反应温

度的变化 o甲基化后琼脂糖的凝固

温度变化不大 ∀ 但是凝固温度在反

应温度为 z{ ε 时最低 o只有 vtq{

ε ∀综合考虑凝胶强度 o 选择 z{

ε 作为最佳反应温度 ∀

uqtqw 硫酸二甲酯的用量对

凝固温度降低的影响 硫酸二甲

酯是一种有刺激性气味 !剧毒的有

机化学试剂 ∀为了便于反应后续工

艺操作 o减少原材料耗损 o降低污

染 o有必要确定硫酸二甲酯的最低

用量 ∀在上述同样条件下 o确定加

入 us °�tvh �¤�� 作为最佳碱性

环境 o反应时间 zx °¬±o反应温度 z{ ε o考察不同修

饰试剂用量对凝固温度和凝胶强度的影响 ∀硫酸二甲

酯用量对凝固温度和产率的影响见图 z和图 {o随着

图 z 硫酸二甲酯的用量对凝固温度和凝胶强度的影响

ƒ¬ªqz �±©̄∏̈ ±¦̈ ²©k≤�v�lu≥� u ²± ª̈¯ ³²¬±·¶¤±§ª̈¯¶·µ̈±ª·«
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图 { 硫酸二甲酯用量对产率的影响

ƒ¬ªq{ �±©̄∏̈ ±¦̈ ²©k≤�v�lu≥�u ²± ¼¬̈ §̄

表 1  本实验产品与 Σιγ µα产品 (Α4018) 的凝固温度 !融

化温度和凝胶强度比较

Ταβ . 1  Τηε γελλινγ ποιντσ, µελτινγ τεµ περατυρε ανδ γελ

στρενγτη οφ ουρ προδυχτ ανδ Σιγ µα προδυχτ

样品 凝固温度

k ε l

融化温度

k ε l

凝胶强度

kªr¦°
ul

本实验产品 vs qt yw q{ uyw

≥¬ª°¤产品

k�wst{l
vs yx uxs

  凝固温度和融化温度试验为 t qx h 浓度 o凝胶强度试验为 t h

浓度 ∀

硫酸二甲酯用量的增加 o甲基化琼脂糖的凝固温度 !

凝胶强度和产率均呈下降趋势 ∀低凝固温度琼脂糖的

制备中 o在产品凝胶强度的降低不影响使用的前提

下 o着重考虑凝固温度的降低 ∀化学修饰试剂用量配

比为 tqx °�硫酸二甲酯r u ª琼脂糖和 uqs °�硫酸

二甲酯ru ª琼脂糖时 o所得低凝固温度琼脂糖的凝胶

强度都大于 xss ªr¦°
u
ktqsh浓度l o而且相差不大 ∀所

以选择使凝固温度降低较多的试剂用量配比作为最

佳化学修饰试剂用量配比 o即每 u ª琼脂糖加 uqs °�

硫酸二甲酯 ∀

uqu 低凝固温度琼脂糖产品的分析

本实验通过一系列的单因子变量实验 o分别确

定了化学修饰法制备低凝固温度琼脂糖的甲基化反

应最佳反应条件 }加 us °�tvh �¤�� 溶液作为最佳

³�值 ~反应时间为 zx °¬±~反应温度为 z{ ε ~选择 u

ª琼脂糖加 uqs °�硫酸二甲酯为最佳修饰试剂用量

配比 ∀由表 t看出 o本实验利用甲基化反应得到的低

凝固温度琼脂糖产品的凝固温度ktqxh浓度l为 vsqt

ε o融化温度为 ywq{ ε o凝胶强度 ktqsh浓度l 为

uyw ªr¦°
u
o其主要质量指标与 ≥¬ª°¤公司的低凝固温

度琼脂糖产品接近 k表 tl o符合低凝固温度琼脂糖产

品的质量要求 ∀

v 讨论

一些直接从原藻中提取的琼脂的甲氧基含量较

高 ≈x o y ∀虽然由文献报道琼脂糖的凝固温度随其天然

形成的甲氧基含量的升高而升高 ≈z 
o但是用化学反应

向琼脂糖分子中引入甲氧基 !烯基 !酰基或羟烷基都

可以降低琼脂糖的凝固温度 ≈t ∀这可能是因为琼脂糖

中天然形成的甲氧基和通过甲基化反应人工引入的

甲氧基的位置和化学构象不同 o因而对琼脂糖凝固过

程和凝固温度的影响也不同 ∀考虑到实验室安全问

题 o选择甲基化反应制备低凝固温度琼脂糖 ∀甲基化

的程度直接影响凝固温度和凝胶强度 o而且凝胶强度

大于 uxs ªr¦°
u
ktqxh浓度l才有实际应用价值 o所以

利用甲基化反应制备低凝固温度琼脂糖的制备条件

应以反应后的凝固温度 !凝胶强度和产率为标准 ∀简

单的以甲氧基含量为标准是没有实际意义的 ∀影响凝

固温度和凝胶强度的主要条件是反应体系的 ³�值 !

反应时间 !温度和试剂配比等因素 ∀
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