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前　言

幾丁聚醣(chitosan)，又稱為甲殼素，由幾
丁質經鹼液或酵素進行脫乙醯基反應而製成，

將結構中的乙醯基(-C2H3O)移除並形成胺基
(-NH2)，為D-葡萄糖胺(D-glucosamine)和N-乙
醯葡萄糖胺(N-acetyl-D-glucosamine)以β (1→4)
鍵結之直線長鏈結構(表一) (1)。由於其具抗

菌、生物相容性、生物可降解性及生物可利用

性等特點，故廣泛使用於農業、生物藥劑、生

物科技與食品工業上(2)。亦有文獻指出幾丁聚

醣具有多項生理調節的機能，包括改善消化吸

收的機能、減少脂肪及膽固醇的攝取等，且在

動物試驗中，餵食的幾丁質會和食物中的脂肪

類物質結合，阻止脂肪在腸胃中的消化吸收，

可降低血中膽固醇，因此常被做為減重保健食

品(3)。

各國以去乙醯化程度來區分工業級與食品

級幾丁聚醣，食品級幾丁聚醣之定義在歐美為

去乙醯化程度介於70-95%(4,5)，日本訂為80%
以上(6)，中國大陸訂為85%以上(7)。我國於108
年3月19日公告「由蝦、蟹殼或黑麴菌絲體所
製取之食品原料幾丁聚糖(chitosan)之使用限制
及其標示」，訂定使用由蝦、蟹殼或黑麴菌絲

體製取之幾丁聚糖作為原料之食品，其容器或

外包裝應以中文顯著標示「有服用慢性病藥物
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摘　要

幾丁聚醣(chitosan)，又稱為甲殼素，經幾丁質部分去乙醯化作用形成D-葡萄糖
胺(D-glucosamine)及N-乙醯葡萄糖胺(N-acetyl-D-glucosamine)之直鏈共聚物。本研
究配合行政管理之施行，以雙指示劑滴定法建立原料「幾丁聚醣」中去乙醯化程度
(degree of deacetylation, DDA)之檢驗方法。檢體於105℃乾燥24小時後以0.1 M鹽酸溶
解，於60℃水浴振盪約2小時，藉由酚肽與甲基橙-苯胺藍作為指示劑，以0.1 M鹽酸
將檢液由藍綠色滴定至紫紅色達滴定終點。確效結果顯示，同日間5種不同DDA之標
準品及1種食品級原料的檢測值與標示值之百分比及變異係數分別介於96.0-105.0%及
0.3-0.9%；異日間的檢測值與標示值之百分比及變異係數分別介於97.-105.0%及0.4-
0.9%。另取標示DDA分別為76及94%之兩種幾丁聚醣標準品以1:1等重量比例混合做
為回收率試驗基質，其同日間及異日間回收率分別為100.2及100.1%，變異係數為0.3
及0.2%，顯示具有良好之回收率、精密度與準確度。另檢驗1件已知配方且有幾丁聚
醣去乙醯化程度標示之膠囊食品，其DDA之平均檢測值與原料COA標示值之百分比
為108.1%，變異係數為1.6%，顯示本方法對此膠囊食品亦具有良好之準確度與精密
度。

關鍵詞：幾丁聚醣、去乙醯化程度、雙指示劑滴定
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者，應諮詢醫師後，方可使用」及「不建議孕

婦、授乳者及嬰幼兒食用」之警語字樣(8)。

測定幾丁聚醣去乙醯化程度的方式主要分

為三大類，一為測定游離胺基，利用滴定法測

定，包括酸鹼滴定(指示劑滴定)、膠體滴定、
電導滴定，此方法操作簡便快速，且再現性

好、準確度高；二為破壞法，利用酸或酵素將

幾丁聚醣水解成葡萄糖胺與N-乙醯葡萄糖胺的
單體型態，再由HPLC分析，此方法前處理條
件較複雜，需確保幾丁聚醣完全水解，且總分

析時間長；三為核磁共振光譜測定法，此方法

以少量樣品即可檢測，分析後樣品不被破壞，

但儀器花費高、檢測時間長，無法作為例行性

分析(9)。故考量方法普遍性、使用儀器與試劑

取得容易以及實驗操作容易，本研究採用滴定

法作為測定原料「幾丁聚醣」中去乙醯化程度

之開發基礎。

材料與方法

一、材料與試藥

㈠標準品與檢體來源
幾丁聚醣標準品5件(去乙醯化程度標示
值分別為76、85、88、93、94%)，皆購
自Sigma-Aldrich公司(Saint Louis, MO, 

USA)。食品級幾丁聚醣原料1件(去乙醯
化程度標示值為91.22%)，購自誠麗實業
股份有限公司。含95%去乙醯化程度之幾
丁聚醣膠囊產品1件。
㈡試藥與溶劑
鹽酸、氫氧化鈉、甲基橙及苯胺藍

(Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA)；
醋酸(VWR, Part of Avantor, Radnor, PA, 
USA)；乙醇(Echo Chemical ,  Miaoli , 
Ta iwan)；酚酞 ( J .T.Baker  Chemica l , 
Phillipsburg, NJ, USA)。

二、儀器與設備

㈠恆溫烘箱(ULE500, Memmert, Germany)
㈡往復式振盪恆溫水槽(SB-301，雙鷹企業
有限公司，台灣)
㈢漩渦混合器(Vortex genie-2, Scientific 

Industries, USA)
㈣滴定裝置 (C la s s  AS  PTFE S topcock 

Schellbach, Witeg Labortechnik GmbH, 
Switzerland)
㈤去離子水製造機 ( M i l l i p o l e  m i l l i - Q , 

Millipore, USA)

三、試劑之調製

表一、幾丁質與幾丁聚醣之化學結構

英文名 Chitin Chitosan

鍵結 β (1→4) linked N-acetylglucosamine β (1→4) linked N-acetylglucosamine and 
glucosamine

結構

(Jennings et al., 2015)(1)
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㈠0.1 M鹽酸溶液
取鹽酸8.33 mL，緩緩加入去離子水900 
mL，再加去離子水使成1000 mL。
㈡0.1 M氫氧化鈉溶液
稱取氫氧化鈉4 g，加去離子水溶解使成
1000 mL。
㈢甲基橙指示劑
稱取甲基橙5 mg，加去離子水溶解使成5 
mL。
㈣苯胺藍指示劑
稱取苯胺藍0.4 g，加 2%醋酸溶解使成10 
mL。
㈤甲基橙-苯胺藍指示劑
取甲基橙指示劑與苯胺藍指示劑以1:2  
(v:v) 比例混勻。
㈥酚酞指示劑
稱取酚酞10 mg，加乙醇溶解使成10 mL。

四、檢液之調製

將檢體(幾丁聚醣標準品、食品級幾丁聚
醣原料、幾丁聚醣膠囊產品)於105℃烘箱乾燥
24小時後，置於真空乾燥器冷卻至室溫，均
質混勻後，取約0.2 g，精確稱定，置於血清瓶
中，加入0.1 M鹽酸溶液30 mL，旋渦混合，於
60℃往復式振盪恆溫水槽振盪處理至完全溶解
(約2小時)，冷卻後供作檢液。

五、測定(雙指示劑滴定法)

滴定過程中之顏色變化如圖一所示，以

塑膠滴管滴取酚酞指示劑1至2滴(0.1至0.2 mL)
於檢液中，旋渦混合，以0.1 M氫氧化鈉溶液
滴定至深紅色，再以0.1 M鹽酸溶液滴定至無
色，並以0.1 M氫氧化鈉調整至微紅色，並加
甲基橙-苯胺藍指示劑溶液4至6滴(0.4至0.6 mL)
於檢液中，檢液呈藍綠色，最終以0.1 M鹽酸
溶液緩慢滴定至紫紅色(達到滴定終點)，過程
中需劇烈搖晃使之混勻，記錄0.1 M鹽酸溶液
滴定體積，並依下列計算式求出檢體中胺基質

量分數，進而求出去乙醯化程度：

檢體中胺基的質
量分數WNH2(%) =

CHCl × VHCl × 10−3 × 16.02
M

CHCl：鹽酸溶液之濃度(M)
VHCl：溶解檢體之鹽酸溶液體積(mL)
M：幾丁聚醣之取樣重量(g)
10-3：單位換算係數

16.02：胺基之莫耳質量(g/mol)

檢體中去乙醯化
程度 DDA(%) =

203.2 × WNH2 × 100
16.02 + 42.04 × WNH2

203.2：N-乙醯葡萄糖胺單體之分子量
42.04： 胺基乙醯基(C2H3ONH)脫去乙醯基

(C2H3O)形成胺基(NH2)之分子量差
異

六、滴定方法之評估

將 檢 體 以 多 種 滴 定 法 ： 包 括

PVSK(potassium polyvinylsulfate)滴定法、電位
滴定法與甲基橙、甲基橙-苯胺藍及酚酞/甲基
橙-苯胺藍之指示劑滴定法進行測試(表二)，探
討不同滴定法之檢測值與標示值之百分比，選

擇最佳結果進行後續試驗。

七、前處理條件之評估

㈠不同溶劑下往復式振盪處理對去乙醯化程
度檢測值之影響

將檢體混勻後，取約0.2 g，精確稱定，取
不同溶劑(0.1 M鹽酸、0.2 M鹽酸、0.22 M
甲酸、0.17 M醋酸)各30 mL於室溫下以往
復式振盪處理至完全溶解(約2小時)，供
作檢液，續以雙指示劑滴定法檢測，計算

其檢測值與標示值之百分比，以探討溶劑

對去乙醯化程度檢測值之影響。

㈡檢體中的水分對去乙醯化程度檢測值之影
響

將檢體於105℃烘箱乾燥24小時後置於真
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空乾燥器冷卻至室溫，均質混勻。分別取

未乾燥與乾燥檢體各約0.2 g，精確稱定，
添加0.1 M鹽酸溶液30 mL，旋渦混合，於
室溫下以往復式振盪處理至完全溶解(約
2小時)，供作檢液，續以雙指示劑滴定法

檢測，計算其檢測值與標示值之百分比，

以探討檢體中的水分對去乙醯化程度檢測

值之影響。

㈢不同溫度下，往復式振盪處理對去乙醯化
程度檢測值之影響

1. 振盪後冷卻，呈透明 2. 加入酚酞指示劑溶液以氫氧化鈉溶液調整至深紅色

3. 以鹽酸溶液滴定至無色，並以氫氧化鈉調整至微紅
色

4. 加入甲基橙-苯胺藍指示劑溶液，呈藍綠色

5.  以鹽酸溶液滴定至紫紅色

圖一、雙指示劑滴定法測定幾丁聚醣去乙醯化程度之顏色變化
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將乾燥之檢體混勻後，取約0.2 g，精確稱
定，添加0.1 M鹽酸溶液30 mL，旋渦混
合，分別於室溫與60℃以往復式振盪處理
至完全溶解(約2小時)，供作檢液，續以
雙指示劑滴定法檢測，計算其檢測值與標

示值之百分比，以探討振盪溫度對去乙醯

化程度檢測值之影響。

八、確效試驗

㈠檢測值與標示值之百分比
取5種不同去乙醯化程度之標準品、1種食
品級原料及1種膠囊產品依第五節及第七
節流程進行分析，各進行6重複之同日間
試驗與12重複之異日間試驗，將檢測值與
標示值進行比對，依下列計算式求出檢測

值與標示值之百分比，比較兩者之接近程

度，並計算其變異係數。

檢測值與標示值之百分
比(% ) =

檢測值
× 100

標示值

㈡食品中幾丁聚醣去乙醯化程度之回收率及
重複性試驗

取標示去乙醯化程度為76與94%之兩種標
準品以1:1等重量比例混合而成做為添加

回收試驗之基質，依第五節及第七節流程

進行分析，並依下列計算式計算其回收

率。

回收率(%) = 檢測值 × 100
標示值

九、統計分析

平均值、標準差及變異係數等數值以 
Microsoft Excel 2010軟體進行計算。

結果與討論

一、滴定方法之評估

考量方法普遍性、使用儀器與試劑取得

容易以及實驗操作容易，本研究選擇滴定法

作為幾丁聚醣去乙醯化程度之測定，經彙整

並比較多種滴定法：包括PVSK滴定法(10)、電

位滴定法(11)與甲基橙(12)、甲基橙-苯胺藍(7)及酚

酞/甲基橙-苯胺藍(13)之指示劑滴定法，相關結

果與優缺點比較等資訊彙整於表二。結果顯

示，PVSK滴定法、電位滴定法、甲基橙滴定
法、甲基橙-苯胺藍滴定法及酚酞/甲基橙-苯胺
藍(雙指示劑)滴定法之檢測值與標示值之百分
比分別為75、79、186、183及83%，其中，電

表二、以滴定方法測定幾丁聚醣去乙醯化程度之比較

滴定方法
PVSK(10)

滴定
電位滴定(11) 指示劑滴定

甲基橙(12) 甲基橙-苯胺藍(7) 酚酞/甲基橙-苯胺藍(13)

指示劑 甲苯胺藍 － 甲基橙 甲基橙-苯胺藍 酚酞/甲基橙-苯胺藍
溶劑 5%甲酸 0.1 M 鹽酸 0.1 M鹽酸 0.1 M鹽酸 0.1M鹽酸
溶解條件 室溫攪拌 連續振盪60 min 室溫攪拌 室溫攪拌 室溫攪拌

指示劑滴數 2-3 － 5-6 2-3 酚酞：1-2/甲基橙-苯胺
藍：4-6

滴定溶劑 PVSK 0.1 M NaOH 0.1 M NaOH 0.1 M NaOH 0.1 M HCl
顏色變化 藍→紫紅 － 紅→橙 紫紅→藍綠 無色→淡紅/藍綠→紫紅
試驗結果a 75% 79% 186% 183% 83%
滴定終點判斷 不易 － 不易 不易 容易

限制 － 試驗時間較長 － － －
a幾丁聚醣未經乾燥處理，且試驗結果以「檢測值與標示值之百分比(%)」表示(n=2)
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位滴定法的試驗時間較長，PVSK、甲基橙、
甲基橙-苯胺藍這三種方法的滴定終點顏色不
易判斷，而甲基橙滴定法、甲基橙-苯胺藍滴
定法之檢測值與標示值之百分比偏高，係因部

分酸液用於中和在幾丁聚醣生產過程中所吸附

之殘餘鹼，而高估去乙醯化程度。雙指示劑滴

定法過程的滴定體積與pH變化關係如圖二所
示，先加入酚酞指示劑後以氫氧化鈉及鹽酸調

整顏色至微紅色，此階段主要是在滴定過量的

氫氧化鈉，後續再加入甲基橙-苯胺藍指示劑
並以鹽酸滴定以調整至紫紅色(滴定終點)，主
要目的是在滴定幾丁聚醣上的胺基，依據實驗

結果顯示，此方法的檢測值與標示值之百分

比為83%，檢測值相較於其他方法最接近標示
值，且滴定終點顏色容易判斷，亦不受殘餘酸

鹼液影響，故後續選用酚酞/甲基橙-苯胺藍的
雙指示劑滴定法進行條件優化試驗。

二、前處理條件之評估

本研究續以酚酞/甲基橙-苯胺藍的雙指示
劑滴定法為基礎，為優化檢測值與標示值之百

分比，故參考相關文獻，研究比較在不同溶劑

(0.1 M鹽酸、0.2 M鹽酸、0.22 M甲酸、0.17 M
醋酸)(2,13)、乾燥(105℃，24小時)(14)及振盪溫度

(室溫、60℃)(2)條件下之檢測結果。

取5種不同去乙醯化程度之標準品、1種食
品級原料進行溶解度試驗，結果如圖三，以

0.1 M鹽酸為溶劑在各種標準品與食品級原料
的檢測值與標示值之百分比介於90%至93%，
檢測值與標示值最為接近，故後續選用0.1 M
鹽酸作為溶劑。

另取5種不同去乙醯化程度之標準品、1種
食品級原料分別進行乾燥與振盪溫度試驗，結

果如圖四(a)及四(b)，顯示經105℃乾燥24小時
與於60℃振盪後的檢測值與標示值之百分比
(%)較未乾燥與室溫振盪來的佳，故後續會先
將幾丁聚醣乾燥後再於60℃下進行振盪。
綜整上述結果，前處理步驟為將幾丁聚醣

於105℃乾燥24小時後以0.1 M鹽酸為溶劑，於
60℃下進行振盪溶解，作為前處理流程，並以
此流程執行後續確效試驗。

三、確效試驗結果

㈠檢測值與標示值之百分比及精密度
以5種不同去乙醯化程度之標準品及1種食
品級原料之檢測值與COA之標示值進行
比對，標準品1至5 (去乙醯化程度標示值
分別為76、85、88、93及94%)及食品級

圖二、 雙指示劑滴定法過程的滴定體積與pH變化關
係圖

(王等人, 2014)(13)
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圖三、不同溶劑之前處理條件試驗結果(n=2)
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原料(去乙醯化程度標示值為91.22%)在同
日間及異日間的檢測值與標示值之百分比

分別介於96.7-105.0%及97.0-105.0%，其
變異係數分別介於0.3-0.9%及0.4-0.9%(表
三)，顯示本方法之檢測值與標示值具有

良好近似值，且再現性高。

㈡準確度及精密度
以標示去乙醯化程度為76與94%之兩種
標準品經1:1等重量比例混合之基質，進
行添加回收試驗，依前述實驗步驟進行

分析並計算其回收率，結果如表四，在

同日間及異日間的回收率分別為100.2及
100.1%，其變異係數分別為0.3及0.2%，
與預期去乙醯化程度85%之檢測結果相
近，顯示本方法具有良好之準確度及精密

度。

四、市售產品調查

本研究所選擇之市售產品，主要係以產品

名稱含幾丁聚醣或其原料成分標示含有幾丁聚

表三、去乙醯度之檢測值與標示值之百分比及精密度之確效試驗結果

基質
標示值

(%)

同日間a 異日間b

檢測值
(%)

檢測值與標示值之
百分比(%)

變異係數
(%)

檢測值
(%)

檢測值與標示值之
百分比(%)

變異係數
(%)

標準品 1 76 76.6 100.8 0.5 76.5 100.6 0.6
標準品 2 85 85.7 100.8 0.9 85.7 100.9 0.9
標準品 3 88 86.2 97.9 0.3 86.2 97.9 0.4
標準品 4 93 90.3 97.1 0.8 90.3 97.1 0.8
標準品 5 94 90.9 96.7 0.5 91.2 97.0 0.8
食品級原料 91.22 95.6 105.0 0.8 95.6 105.0 0.8
a 6重複之平均實驗結果
b 12重複之平均實驗結果

表四、去乙醯度之準確度及精密度之確效試驗結果

基質
預測之
DDA
(%)

同日間a 異日間b

回收
率
(%)

變異
係數
(%)

回收
率
(%)

變異
係數
(%)

取DDA為76與94%
之標準品以1:1等
重量比例混合

85 100.2 0.3 100.1 0.2

a 6重複之平均實驗結果
b 12重複之平均實驗結果
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圖四、 2種試驗結果：經105℃乾燥24小時(a)及兩
種溫度振盪處理(b)(n=2)
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醣之膠囊與錠狀產品為主，但由於去乙醯化程

度的計算公式中樣品重量是指幾丁聚醣原料重

量，故產品需附有成分配方比才能進行計算，

否則會低估去乙醯化程度，且也需附有幾丁聚

醣原料之去乙醯化程度標示值，才能與檢測值

進行比對。

以一件已知配方之幾丁聚醣膠囊產品，

其原料去乙醯化程度為95%，原料驗收時檢
測值為96.46%，將檢測值分別與原料標示值
及原料驗收檢測值進行比較。檢測結果如表

五，與原料標示值進行比較時，在同日間及異

日間的檢測值與標示值之百分比分別為106.6
及108.1%，與原料驗收檢測值比較時，在同
日間及異日間的檢測值與標示值之百分比分

別為105.0及106.4%，其變異係數分別為0.7及
1.6%。不論是原料COA標示值或是其公司實
驗室在原料驗收時檢測值，與此方法之檢測值

相比較，檢測值與標示值之百分比皆位於100
附近，顯示本方法之準確性良好。

結　論

本研究建立原料「幾丁聚醣」中去乙醯化

程度之檢驗方法研究，該方法之準確度及精密

度良好，顯示方法適用於幾丁聚醣原料，可作

為監測保健食品原料端之品質參考。
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ABSTRACT

Chitosan is a straight-chain copolymer composed of D-glucosamine and N-acetyl-D-glucosamine, 
and is obtained by the partial deacetylation of chitin. In this study, a titration method utilized double 
indicators was established to test the degree of deacetylation (DDA) in raw material. Sample each 
was dried in oven at 105℃ for about 24 hours, and then dissolved in 0.1 M hydrochloric acid. The 
solution was incubated in 60℃ water bath with reciprocal shaking for about 2 hours. Two indicators, 
phenolphthalein and methyl orange-aniline blue, were added into the solution, and the blue-green 
chitosan solution was titrated with 0.1 M hydrochloric acid until it turned purple-red. A method validation 
contained five chitosan standards with different DDAs and one raw-food material was conducted. The 
results showed that the detected values and the labeled values in intra-day study were between 96.7 and 
105.0%, and the coefficients of variation were between 0.3 and 0.9%, respectively. For the inter-day study, 
the detected values to the labeled values were between 97.0 and 105.0%, and the coefficients of variation 
were between 0.4 and 0.9%, respectively. Two chitosan standards with DDAs 76% and 94% were blended 
at the ratio of 1:1 in weight for recovery study. The results showed, the recoveries in intra-day and inter-
day were 100.2 and 100.1%, and the coefficients of variation were 0.3 and 0.2%, respectively. This 
method offered high recovery, precision and accuracy. One capsule sample with known ingredients and 
DDA was analyzed. The detected value to the labeled value was 108.1%, and the coefficient of variation 
was 1.6%. This results showed that this method was accurate and precise for capsule sample as well.

Key words: chitosan, degree of deacetylation, double indicators of titration


