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前　　言

　　本标准按照ＧＢ／Ｔ１．１—２００９给出的规则起草。

本标准由中国标准化研究院提出并归口。

本标准起草单位：中国科学院烟台海岸带研究所、中国科学院海洋研究所、山东陆海蓝圣生物科技

股份有限公司、山东卫康生物医药科技有限公司、青岛科技大学、中国标准化研究院、中国科学院过程工

程研究所。

本标准主要起草人：郭占勇、董方、秦松、苗芹、秦荣基、崔玉琳、李鹏程、杨锡洪、李进国、邢荣娥、

马爱进、陈军、黄永东。

Ⅰ

犌犅／犜 ×××××—２０１×



壳聚糖含量测定　高效液相色谱法

１　范围

本标准规定了用高效液相色谱法测定壳聚糖含量的方法。

本标准适用于壳聚糖含量的测定。

２　规范性引用文件

下列文件对于本文件的应用是必不可少的。凡是注日期的引用文件，仅注日期的版本适用于本文

件。凡是不注日期的引用文件，其最新版本（包括所有的修改单）适用于本文件。

ＧＢ／Ｔ６６８２　分析实验室用水规格和试验方法

３　术语和定义

下列术语和定义适用于本文件。

３．１

壳聚糖　犮犺犻狋狅狊犪狀

甲壳素脱去犖乙酰基５５％以上的物质。

４　原理

壳聚糖乙酰化制备成甲壳素后进行酸水解，高效液相色谱法检测水解液中氨基葡萄糖盐酸盐的浓

度，外标法定量计算得到样品中壳聚糖的含量。

５　试剂或材料

５．１　水

ＧＢ／Ｔ６６８２，一级。

５．２　乙腈

色谱纯。

５．３　盐酸

质量分数３６％～３８％。

５．４　氮气

纯度≥９９．９％。

５．５　氨基葡萄糖盐酸盐

纯度≥９９％。

１

犌犅／犜 ×××××—２０１×



５．６　乙腈水溶液

量取８００ｍＬ乙腈和２００ｍＬ水，混合均匀。

５．７　氨基葡萄糖盐酸盐标准品溶液

称取氨基葡萄糖盐酸盐标准品１．０ｇ，加水溶解并定容至１００ｍＬ容量瓶中，配制成质量浓度为

１０ｍｇ／ｍＬ的储备溶液。分别量取储备溶液适量，稀释定容至１０ｍＬ容量瓶中，得到一系列质量浓度为

１．０ｍｇ／ｍＬ、１．５ｍｇ／ｍＬ、２．０ｍｇ／ｍＬ、２．５ｍｇ／ｍＬ、３．０ｍｇ／ｍＬ、３．５ｍｇ／ｍＬ的氨基葡萄糖盐酸盐标准

品溶液。

６　仪器设备

６．１　高效液相色谱仪：配有蒸发光散射检测器。

６．２　色谱柱：氨基柱（２５０ｍｍ ×４．６ｍｍ，５μｍ）。

６．３　有机相微孔滤膜：０．４５μｍ。

６．４　电子分析天平：感量为０．１ｍｇ、０．０１ｇ。

６．５　电热恒温鼓风干燥箱。

６．６　粉碎机。

６．７　６０目筛子。

６．８　恒温磁力搅拌器。

６．９　集热式磁力恒温搅拌器。

６．１０　旋转蒸发仪。

７　测定步骤

７．１　样品预处理

称取壳聚糖样品１ｋｇ，用粉碎机粉碎，过６０目筛子，“四分法”采样至５０ｇ，置于６０℃电热恒温鼓风

干燥箱中干燥至恒重。

７．２　样品中氨基葡萄糖的含量（狑１）测定

称取壳聚糖样品１．０ｇ，加１０ｍＬ水溶解，过滤，滤液中滴加０．１ｍＬ盐酸，过０．４５μｍ有机相微孔滤

膜，进样检测。

氨基葡萄糖含量按式（１）计算：

狑１＝
ρ１×犞１×犕ｒ１

犿１×犕ｒ２

×１００ …………………………（１）

　　式中：

狑１ ———样品中的氨基葡萄糖含量，％；

ρ１ ———由标准曲线查得的氨基葡萄糖盐酸盐的质量浓度，单位为毫克每毫升（ｍｇ／ｍＬ）；

犞１ ———溶液体积，单位为毫升（ｍＬ）；

犕ｒ１———氨基葡萄糖的摩尔质量，单位为克每摩尔（ｇ／ｍｏｌ）；

犿１ ———样品质量，单位为毫克（ｍｇ）；

犕ｒ２———氨基葡萄糖盐酸盐的摩尔质量，单位为克每摩尔（ｇ／ｍｏｌ）。

测定结果用平行测定的算术平均值表示，结果保留３位有效数字。
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７．３　酸水解溶液制备

７．３．１　乙酰化处理

壳聚糖样品１．０ｇ，加入１００ｍＬ甲醇、１．５ｍＬ乙酸酐，室温搅拌反应２４ｈ，反应结束后，用旋转蒸发

仪减压浓缩回收甲醇，浓缩液干燥得壳聚糖乙酰化样品。

７．３．２　酸水解

称取上述（７．３．１）壳聚糖乙酰化样品５０ｍｇ，加入３．０ｍＬ盐酸和０．５ｍＬ水，置于集热式磁力恒温搅

拌器中梯度升温酸水解，５５℃反应１．５ｈ，７５℃反应１．５ｈ，１００℃反应４ｈ。反应结束后，去除剩余盐酸，

加水溶解，得酸水解溶液。

７．４　测定

７．４．１　色谱条件

色谱条件如下：

ａ）　检测器：蒸发光散射检测器（检测条件：雾化温度３０℃，蒸发温度６０℃，氮气流速１．５Ｌ／ｍｉｎ）；

ｂ）　色谱柱：氨基柱 （２５０ｍｍ ×４．６ｍｍ，５μｍ）；

ｃ）　流动相：乙腈水（８０：２０，体积分数）；

ｄ）　流速：１．０ｍＬ／ｍｉｎ；

ｅ）　进样量：２０μＬ；

ｆ）　柱温：３０℃。

７．４．２　色谱测定

分别取氨基葡萄糖盐酸盐标准品溶液、酸水解溶液适量，过０．４５μｍ有机相微孔滤膜，按照色谱分

析条件，进样测定。氨基葡萄糖盐酸盐标准品溶液的液相色谱图参见附录Ａ。

８　结果计算

壳聚糖含量按式（２）计算：

狑＝
ρ×犞×犕ｒ３

犿×犕ｒ２

×１００－狑１ …………………………（２）

　　式中：

狑 ———壳聚糖含量，％；

ρ ———由标准曲线查得的氨基葡萄糖盐酸盐的质量浓度，单位为毫克每毫升（ｍｇ／ｍＬ）；

犞 ———酸水解溶液体积，单位为毫升（ｍＬ）；

犕ｒ３———甲壳素摩尔质量，单位为克每摩尔（ｇ／ｍｏｌ）；

犿 ———壳聚糖乙酰化样品质量，单位为毫克（ｍｇ）；

犕ｒ２———氨基葡萄糖盐酸盐摩尔质量，单位为克每摩尔（ｇ／ｍｏｌ）；

狑１ ———样品中氨基葡萄糖的含量，％。

测定结果用平行测定的算术平均值表示，结果保留３位有效数字。

９　重复性

重复性条件下获得的两次独立测定结果的绝对差值不超过算术平均值的１．５％。
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１０　检出限和定量限

本方法检出限为０．３０ｍｇ／ｍＬ，定量限为０．４５ｍｇ／ｍＬ。
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附　录　犃

（资料性附录）

氨基葡萄糖盐酸盐标准品溶液的液相色谱图

　　氨基葡萄糖盐酸盐标准品溶液的液相色谱图如图Ａ．１所示。

图犃．１　氨基葡萄糖盐酸盐标准品溶液的液相色谱图
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