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测定麦芽糖浆中麦芽糖含量的新方法
高瑞莲

食晶科学与工程系

摘要 本文着重研 究了采用层析法 纸上层析、 薄层层析 分离麦芽糖浆 中的 麦 芽

糖
,

洗脱后 用葱酮比色法浏定其含量的新方法
。

一
,

关键词 麦茅糖桨 , 纸上层析 薄层层析 葱酮比 色, 含量
’

前 言
‘

·

一
,

一
麦芽糖浆是一种麦芽塘含量高

,

而葡萄搪含量较低的淀粉糖浆
,

麦芽糖的含量是评价麦

芽糖浆质量的一个非常重要的指标
,

一般的测定方法均为测定还原糖的方法
, ·

故测量结果偏

高
。

只能运用高压液相色谱仪才能准确测定其含量
,

而一般工厂是难具备这一 条 件 的
。

因

此
,

作者通过试验
,

得到一种既能准确测定又适合于工厂使用的新方法
。

此法系采用层析法

分离麦芽糖浆中的麦芽糖
,

并将其洗脱后用蕙酮比色法测其含量
。

层析法具有分离效率高
,

又能把性质极相类似的组分彼此分离
,

而后可分别加以测定的特点
。

同时
,
‘

分光光度法具有

灵敏
、

准确
、

快速及选择性好等
’

特点 测定的相对误差约 一 写
,

所侧 得溶液浓度下限可

达
一

一
一 。

层析分离的步骤如下
,

选择合适的层析纸或制备合适的薄层板户对称地点样 平衡
、

履开”纸或板的一半用显

色剂显色
,

另一半作洗脱
、

定量用
。

’

实验器材与方法
。

实验器材

主要的仪器与药品 层析缸或带有玻璃底板的钟罩 , 微量注 射 器 玻璃喷 雾 器萝电吹

风
‘

型沉淀离心器 , 二孔恒温水浴 ,
·

” 型分光光度计 , 层析纸 , 层析板
。

‘

展开剂 正丁醇 乙醇 水 乙酸乙醋 甲醇 冰醋酸 水 二
一

。 ”

显色剂 银盐显色剂
。

氨水 。 。

酬。, · , 二苯胺显色剂 称滚二
苯胺

、

苯胺 溶于 丙酮中
,

缓缓加入浓磷酸
,

边加边搅拌至生成的乳状沉 捷刚

溶解为止
,

约
·

。

标准糖溶液 卜即协 准确称取千燥的分析纯葡萄糖
、

西德麦芽糖标样 及 德国

麦芽三糖标样各
,

溶解后定容到

蕙酮溶液 准确称取 分析纯蕙酮溶于 优级纯的浓硫酸中 现用现配
。

 实验方法
·

·

一
、

本文 年 月 日收到
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一
一 ‘ , 门 , ,

一一一一
, 甲 , , , 一

, 钾 叫口

,

,
「

下糖的蕙酮比色与标准曲线的绘制
‘, 己糖在浓硫酸的作用下生成羚甲基糠 醛

,
’

‘

它与

蕙酮
‘

作用生成一种蓝绿色的物质
,

且在 一 协 范围内
‘

其颜色的深浅与

己糖的量成正比二
“ ”

、 ’

一

“
一 ‘

用微量注射器准确吸取 标准麦芽糖液沉
、 、 。 、 、 、 、 、

邹 分别点在直径 为 的圆形滤纸上
,

分别在未点样之处穿一根长线
,

‘

放入 支预

先已准确加入 蒸馏水的具塞比色管中
,

在 的恒温水浴中准确浸泡
‘

拉 线

将滤纸片离开液面
,

再分别用 蒸馏水洗滤纸片
,

滤干后取出
。

各加 葱酮溶液

比色管预先放在冰水中’
‘

摇匀后加塞
,

一

然后浸入沸水浴中
,

从沸腾开始
,

准确加热
,

取出立即用
’

冷水冷却
,

‘

然后在
,

室温下放置
,

在
一

的波长下川
,

用空白溶液作参比
·

液进行比色
,

测出其光密度后丫 计算回归方程及绘制标准曲线
。

」

。 ’

用同样方法绘制葡萄糖和麦芽三糖的标准曲线
。

·

式乞麦芽糖浆的纸上层析
一

”
·

、 ‘

⋯点样 按层析缸高度和点样个数将新华滤纸 层析纸 裁成适当大小
,

用铅笔距纸边 弘
、

处划一直线 称为原线
。

线上每隔
。

标上一个点 称为原点
。

然后用微量注射器分别吸

取样品稀释液及三个标准搪液各
。

闪点在同一张层析纸上
,

且左右对称
,

点的直 径 以 。
。

‘氏弓 血为宜
。

一 ,
‘

一
‘

、
· 、 一 ‘ 一 ‘

二
‘

· 一
、

平衡 将点好样的层析纸缝成一个圆 筒 注意二边要留有一定空隙 放在层析缸中
,

用展

开剂蒸汽饱和

展开 上行法多次展开
”
平衡结束后

,

将点样的一端浸入展开剂中 为宜 即进行

展开
,

当溶剂前沿到达层析纸顶端 。
,

一 时取出
,

用电吹风吹午
,

再平衡
、

一

展开直至麦
。

芽糖与葡萄糖
、

麦芽三糖完全分开为止
。

显色 喷雾法 与比色 将层析好的层析纸剪下一半悬挂好
,

用装肴显色剂的喷雾器离层

析纸约 处进行喷雾
,

使纸恰好润湿为止
。

在 ℃的恒温千燥箱中烘千到斑点出现为止

也可用热吹风吹千到斑点出现为止
。

按对称关系在另一半未显色的层析纸下画出麦芽糖斑

点的位置与大小
,

将其适当放大剪下
,

按标准曲线绘制的步骤将麦芽糖斑洗脱
、

比色测 出其

光密度
,

同时在空白处剪下相同面积的滤纸片作测定的空白对照用斤
戈

从标准曲线上查得麦

芽糖量
。

最后按下式算出麦芽糖的百分含量
。

式中

,
, 。 , 。。 二

、

丫

友才裕
“为 。人 ’ 俪反下万石百

‘
百刃 ””

丫一一由样品光密度从标准曲线上查出的麦芽糖卜 数
·

平一一样品量

一一样品稀释后的休积
一 ‘

。
一一层析时吸取稀释样液的体积

。

一一麦芽糖浆的锤度
一 ’

“
一

麦芽糖浆的薄层层析

”
薄层板的制备“’称取市售青岛海洋化工厂的化孚纯硅胶 放入玻璃研钵中

,

加 一

无机盐或硼酸 的水溶液调成糊状 先润湿后调匀
,

立即倾倒在 千洁的玻璃板
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上
,

用涂铺器或特制的玻璃棒除去过多的硅胶 魂 ,

让其自然干燥后放入 。一 ℃的恒温

干燥箱中
“

活化
” ,

而后放入干燥器中
,
供一周内使用

。

点样 先将自制层析板修整一下
,

后在层析板底瑞 处划出原线与原点‘

点样器与点样方法同纸上层析
,

但点样时力求操作迅速
,

防止薄层吸湿而降低活性影响

分离效果
。

点的直径一般不大于 一。

展开 上行法 将点好样的层析板放置在已用展开剂饱和 的方型层析缸中
,

待

展开剂前沿离顶端
。

一
。

处取出
,

在室温下挥干溶剂
。

显色 喷雾法 与比色 喷雾前将干洁的玻璃板用夹子夹在已展开的层析板上‘玻璃板的

大小正好为层析板的 几喷雾时切勿使薄层吹散
。

喷雾后的层析板在 ℃下烘干到斑点出现

为止
,

按对称关系将另一半未显色的层析板上麦芽糖斑点的位置与大小画出
,

并将其适当放大

刮下
,

放入预先已准确加入
。

蒸馏水的离心管中
,

在 ℃恒温水浴中准确浸泡 并

不断振摇
,

稍冷后在 的下离心分离  
,

轻轻取出过滤
,

再用
。

蒸馏水洗涤
。

滤液一并于 具塞比色管中
,

加
。

 葱酮溶液显色并在 的波长下比色 同时在空

白处刮下相同面积的硅胶 作空白对照
,

测出其光密度
,

再在标准曲线上查出麦芽搪的量
,

最后算出麦芽搪的百分含量
。

一

”

。 。

回收率试验 以 协 标准麦芽糖溶液分别按
。 ,

的程序测出麦芽糖量并算出
。

其回收率
。

结果与讨论
。

麦芽糖标准曲线及其回归方程

见图
。

获一一飞不
一

’

‘。 冬。

”
”‘

一一用于直接浏定 召二
。

劣
。

一一用于薄层层析 甘
。

劣一
。

一
用于纸上层板 犷, ” ‘夕

一 “碑

图 1
’

爱矛糖标准脚线
· ’ 一 ‘
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三曲线的相关系线分别为0
.9997 ,

o
。

9 9 9 5
,

0
.

9 9 9 8

。

在制作糖的标准曲线时
,

按理完全可以将不同量的标准糖液直接放入各比色管中
,

显色

后进行 比色即可
,

但考虑到样品中麦芽糖含量测定是在层析分离后才进行
,

糖的洗脱是否完

全直接影响结果的准确度
。

为消除系统误差
,

在绘制标准曲线时也需将标准糖液分别点在层

析纸或层析板上
,

洗脱后还需将纸或薄层硅胶G 与糖液分开
,

否则加入蕙酮溶液后会相应地

出现黑色或混浊
,

影响比色
,

这是蕙酮溶液中有浓硫酸之故
。

糖的洗脱应采用少量多次
,

才能完全洗脱
,

但洗液多了糖液就变稀
,

加入同样多的蕙酮

溶液会造成蕙酮溶解度降低而析出
,

使溶液变浑而影响比色
。

经试验
,

蕙酮溶液与糖液的体积

之比以1. 5一2
.
0为宜

。

故洗脱用水不宜多
,

但洗脱后的纸或硅胶G 再用少量蒸馏水至少洗涤

一次
,

否则因糖分损失而使结果偏低
。

试验后采用2
。

50 m l蒸馏水如前恒温浸泡洗脱糖斑
,

离心

分离后(用纸层析时取出滤纸片)吸出1
.
50 m l清液

,

加 3.00 m l 蕙酮溶液显色与比色
,

既方便
又准确

。

相应地糖浆层析后的糖斑也按此洗脱
。

虽已如此
,

但所得曲线 2
、
3 的斜率仍低于曲

线 1 的斜率
,

这是由于糖斑洗脱不完全之故
。

曲线 2 的斜率大于曲线 3 的斜率
,

说明薄层层

析后的糖斑比纸层析后的糖斑容易洗脱下来
,

但洗脱都不完全
。

实验还得 出用于薄层层析葡萄糖
、

麦芽糖
、

麦芽三糖三条标准曲线的斜率分另11为0
.00810

、

0

.

0 0 8 0 7

、

0

.

0 0 8 0 0

。

由此可见
,

这三条曲线的斜率非常接近
,

绘制在同一张坐标 纸 上
,

几乎 会

重合成一条直线
。

(用于纸上层析的也同样如此
,

仅斜率稍低)
。

这并非是偶然的巧合
,

可 以从这

些糖的结构与它们在浓硫酸中水解成葡萄糖的性质得到充分的解释
。

例如一分子麦芽糖是由

二个D
一

葡萄糖单元通过a
一
1

,
4 糖贰键相结合而成

,

水解后即成二分子 刀
一

葡萄糖; 一分子麦芽

三糖可水解成三分子D
一

葡萄糖
,

故与葡萄糖相同重量的麦芽糖或麦芽三糖在浓硫酸中水 解后

得的葡萄糖分子个数应完全相同
。

所以在相同条件下制得的标准曲线其斜率就应该 相 同
。

(实

测结果略有高低
,

是由子实验误差而引起的 )
。

依此类推
,

在相同条件下的麦芽四糖
、

麦芽五

糖 ⋯ ⋯ (低聚糖范围内)标准曲线的斜率与葡萄糖或麦芽糖标准曲线的斜率也应该相同
。

由此

可得出在蕙酮比色法中葡萄糖标准曲线可以代替麦芽糖
、

麦芽三糖
、

麦芽四糖⋯ ⋯标准曲线
’

( 低聚糖范围内)
。

这样既省时又省钱
,

更可在无标准麦芽糖或麦芽三糖
、

四糖
、

五糖等的情

况下仍能比较准确测出各种麦芽糖的含量
。

例如同一样品经薄层层析后用麦芽糖标准曲线测

得麦芽糖为51
.9%

,

而用葡萄糖标准曲线代替麦芽糖标准曲线后测得的麦芽糖含量为51
.7% ;

其相对偏差仅为0
.2%

,

如减小实验误差
,

其结果会更接近
,

相对误差也会相应减小
。

2

.

2 麦芽糖浆的纸上层析

层析纸的选择 生产中的工艺控制分析可用新华 2 号或 3 号滤纸
,

成品质量评定则需用

4 号或 5号滤纸
。

展开剂的选择 适用糖分离的溶剂系统有正丁醇系统
、

毗咤系统
、

酚水系统等[31
。

经试

验确定正丁醇系统
,

用正丁醇
: 乙醇

:
水 二 5

:
3 :

2 作为麦芽糖浆层析分离的展开剂
,

分离

后的斑点比较集中又较圆整
。

其它系统则出现不是斑点大就是斑点不 圆整
。

展开次数的选择 每展开一次约需8h (滤纸为15
x 24om ,

2h
平衡

,

6h 展开 )
。

经多次展

开证实糖浆中糖的种类越多
,

R
,
值越接近就越难分离

,

需展开的次数也越多
。

要使麦芽搪 浆

中麦芽糖与葡萄糖
、

麦芽三糖完全分离
,

则需展开2一3次
。

显色剂的选择 能使糖显色的显色剂很多
,

有银盐显色剂
、

邻苯二甲酸苯胺显色剂
、

二

苯胺显色剂等山
。

经试验决定用银盐与二苯胺显色剂
,

其显色既灵敏又明显且不易褪色
。
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显色后确认麦芽糖与葡萄糖和麦芽三糖已完全分离时
,

按对称关系在另一半未显色的层

析纸上画出麦芽糖斑点的位置与大小
,

将其适当放大剪下
,

按标准曲线绘制的步骤将麦芽糖

斑洗脱
,

比色测出其光密度
,

并在标准曲线上查出麦芽糖的量
,

最后算出麦芽糖含量
。

如测定

某食品厂二份麦芽糖浆各经三次平行试验测得其麦芽糖的平均含量分别为51
。

5
%

、

5 3

.

3
%

,

各

自的相对偏差分别为0
.
78 %

、

0

.

0
78 % 及0

.
75 %

、

0

.

38 %

、

1

.

50 %

.

从实验中还可知
,

同一样品的平行试验最好在同一次展开中进行
,

这样可 提 高 其 精密

度
。

2

。

3 麦芽糖浆的薄层层析

薄层板的制备 需要吸附剂与粘合剂
。

常用吸附剂为硅胶或氧化铝
。

硅胶适用于酸性和

中性物质的分离
,

麦芽糖浆呈酸性
,

故采用硅胶作吸附剂
。

另外
,

糖是多狂基化合物
,

极性

较强而易被吸附
,

因而常用含无机盐的水溶液 (例如3
.0% 磷酸二氢钠)调浆制板以降低硅胶薄

层的吸附能力
,

且使斑点集中
,

。

从而提高分离效果
,

有时也采用 。
.
l m o l 硼酸溶液调浆 制成

一定pH 薄层
。

常用的粘合剂有缎石膏
、

羚甲基纤维素钠 (C M C )和淀粉
。

试剂硅胶G 中已含锻

石膏
。

所涂薄层仍不够牢固
,

不能用铅笔划线作记号
,

用 C M C 或淀粉为粘合剂则薄 层较牢

固
,

可用铅笔写字
。

考虑到层析分离后用蕙酮比色法测定麦芽糖含量 时
,

因 C M C 或淀粉均

属多糖
,

会被葱酮溶液中的浓硫酸水解成还原性糖类而影响测定结果 (结果偏高)
,

故在制板

时不能加C M C 或淀粉以增强薄层的牢度
。

为弥补此缺陷
,

可用一条2
.
oc m 宽的纸条放在层析板

的下端
,

纸条沿线每隔 2
.
oc m 处标上点而代替原线和原点

,

效果尚可
。

硅胶 G薄层板也有成

品供应
。

点样 用微量注射器分别吸取 2
.
0% 的标准葡萄糖溶液

、

麦芽糖溶液
、

麦芽三糖溶液及

3
.0% 样品溶液各2

.
郎1

,

分别对称地点在层析板上
。

展开 如在溶剂蒸汽未饱和层析缸时就进行展开或层析缸未密封而漏气时都会产生
“

边

缘效应
” 【3 ], 使薄层两边物质的 R

,
值要比中间的高

。

为减轻和消除边缘效应可在 层 析缸内壁

贴上浸润了展开剂的滤纸
,

使层析缸内溶剂蒸汽的饱和度增加
。

展开方式采用上行法
,

当展开剂上升到距顶端 0
.5一1

.
oc m 时取出薄层板

,

凉千
。

适用于糖薄层层析的展开剂也有多种
,

经 采用乙酸乙醋
,

甲醇
,

冰醋酸
,

水 = 15 岁3
,

2
, 2 及氯仿

:
甲醇 = 3

,
2 进行试验

,

结果是前者比后者更理想
。

麦芽糖浆经一次 展 开
,

需用

2h 左右就能将麦芽糖与葡萄糖
、

麦芽三糖分离开
,

比纸层析的时间大为缩短
,

层析后的斑点

也比较集中且圆整
。

O

O

O0

0

口000000
O

O

O

图 2 麦芽糖浆的薄层层析 图(一次展开1
,

40 )

土述两份麦芽糖浆各经三次平行试验后
。

测得其麦芽搪的 平 均 含量 分 别 为 51
。

9
%

、

5 3

.

6
%

.

各自的相对偏差分别为1
.0%

、

0

.

4
%

、

0

.

6
% 及 0

.
8 %

、

0

.

6
%

、

0

.

2 % 与纸上层析分离后
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测得的平均含量颇为接近
。

应注意的是
,

点样量太大时会使斑点呈上下方向的椭圆形
,

使分离不清而需增加展开次

数; 在刮取糖斑时要特别小心
,

以免丢失; 比色测定时空白对照的薄层面积要与糖斑面积一

致
,

否则将产生误差
。

2

.

4 回收率试验

纸上层析与薄层层析各作三份平行试验
,

纸上层析的回收率分别为95
.
8%

、

9 7

.

2 %

、

98

.

。

%
,

平均为97
.0%

.
薄层层析的回收率分别为96

.2%
、

97

.

8 %

、

98

.

5
%

。

平均97
.
5%
.

3 结 论

纸上层析与薄层层析在一定的条件下都可以把麦芽糖浆中的麦芽糖分离出来
,

且经蕙酮

比色测得其含量颇为接近
。

但薄层层析具有分离次数少
、

分离时间短及糖斑比较集中
,

易于

洗脱
,

回收率较高等特点
,

故采用薄层层
.
析分离麦芽糖浆中的麦芽糖

,

洗脱后用蕙酮比色法

测定麦芽糖含量的方法更切实可行
。

在糖的蕙酮比色测定中
,

在完全相同的条件下
,

葡萄糖标准曲线可以代替麦芽糖
、

麦芽

三糖
、

四糖
、

五糖⋯ ⋯标准曲线(在低聚糖范围内)
。
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