
一九八九年十一月 木
`

材 工 业 第三卷 第四期

植物原料中糖的测定方法

陆 熙娴 秦特夫

(中国林科院木材工业研究所 )

摘 要

木研究采用薄层色谱法
、

气相色谱法和离子交换色谱法对 5 种植物原料中的糟进行定量分析
。

结果表明
:

薄层色谱法具有操作方便的特点
,

但因展开次数较多而弓}起误差偏大
。

气 相 色谱法分

离效果好
,

检出灵敏度高
,

但需制备衍生物
,

操作较为繁琐
。

离子交换色谱法具有简单
、

快速
、

准确的特点
,

特别适宜于大批量样品的单糖定量测定
。

但由于所使用的 D A一 x A阴离 子 交 换树脂

价格昂贵
,

目前在国内尚难推广
。

综上所述
,

气相色谱法是目前可广泛使用的较为理想 的检测植

物原料中单糖的分析方法
。

一
、

前言

植物原料中综纤维素是多聚糖的总称
,

其主要组成是纤维素和半纤维素
。

综纤维素

在充分水解条件下能水解成 木 糖
、

阿 拉 伯

糖
、

葡萄糖
、

甘露糖和半乳糖等多种单糖
。

在制浆造纸和人造板生产过程中
,

定量

测定综纤维素中各种单糖的含量
,

用 以确定

在不 同反应条件下的化学组成变化
,

进而探

讨有关的反应方式和反应机理有 着 重 要 意

义
。

但是
,

由于这些单糖极性强
,

结构相似
,

用一般的化学分析方法分离较为困难
。

随着

色谱分析技术的发展
,

单糖的分离和测定已

从最初的纸层色谱法发展到薄层色谱法
、

气

相色谱法
、

高效液相色谱法和离子交换色谱

法等多种方法
。

但各种方法对样品的处理并

不相 同
,

因而在进行分析时上述各种方法均

有各自的特点
。

本文选用 5种植物原料 分 别

采用薄层色谱法
、

气相色谱法和离子交换色

谱法测定综纤维素的糖基组成
,

通过对结果

的分析对比
,

寻求最佳 的测定方法
。

二
、

实验方法
.

工
.

试样制备

为了便于进行分析对比
,

本实验选用 了

针叶树材马尾松
、

落叶松
、

阔叶树材红桦
、

青杨
,

以及棉秆等 5种较典型的植物原 料 进

行测试
。

试材采集记录见参考 文 献 〔1〕
。

试

样的采集与制备参照
“
中国林业科学研究院

木材化学成分分析方法暂行 标 准 草 案
”
进

行
。

2
.

气相色谱法 ( GC )

( l ) 综纤维素的水解

植物原料经制备后
,

按 G B 26 7 1 一 10 -

81 造纸原料综纤维素含量的测定方法制备成

凉纤维素
。

然后将所得综纤维素按 G B 2 67 7

一 8 一 81 造纸原料木素含量的测定方法将综

纤维素完全水解成单糖
。

(讼 ) 水解液的中和及衍生物的制备

移取50 毫升综纤维素水解液 于 100 毫 升

烧杯中
,

用固体氢氧化钡 调 节 P H至 5~ 5
.

3

(调节时 P H值不允许超过 6
.

5 ,

否则单糖将

会被破坏 )
,

离心除去硫酸钡抓淀
。

移取 25 毫
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升清液子 1 0仓毫升圆底烧瓶中
, ,

加入肌 醇
,

作
内标

,

与硼氢化钠混合后于室温下间歇摇荡

两小时
,

使糖还原成糖醇
。

加入适量冰醋酸

以除去过量的硼氢化钠 (至气抱不再产生为

止 )
。

将反应后的样品在旋转蒸发器中进行

浓缩
,

浓缩时水浴温度应小于 40 ℃
。

当浓缩

至膏状时加入 10 毫升甲醇混合
、

蒸干
,

再加

10 毫升甲醇
,

再蒸干
。

将装有剩余物的圆底

烧瓶置于 1 05 ℃烘箱中干燥 15 分钟至 水分 全

部除去
。

在冷却后的圆底烧瓶中加入 乙配和

硫酸
,

在水浴 (温度 60 一 65 ℃ ) 中反应至剩

余物完全溶解
。

取出烧瓶冷却 5分 钟
,

慢 慢

倒入约 70 毫升冰水混合物 ( 3 0毫升水
、

40 克

冰 ) 于烧瓶中
,

然后将混合物转 移 到 25 0毫

升分液漏斗中
,

分别用 25
、

15
、

10 毫升止氯

甲烷分三次分离
。

将分离后得到的二鼻甲烷

蒸干
,

加 丈毫升水清洗
,

待蒸干后加入 2 毫

升二氯甲烷 溶解剩余物
,

摇匀后备用
。 `

( 3 ) 标准样制备

称取定量 的木糖
、

阿拉伯糖
、

,

甘露糖
、

半乳糖和葡萄糖
,

按上述方法制备成标准样

衍生物
。

( 4 )
.

气相色谱

仪器
: 日本岛津 C C一 7 A G气相色谱 仪

条件
:

色 谱 柱 3 % E C N SS 一 M (2 M x

3m m
,

C h r o m W S O目 )
,

柱温 2 0 0℃
,

氢焰

离子化检测器
,

检测温 度 23 0℃
,

载 气 N
Z

流

量 6 o m l / m i n ,
H

:

流量 Q
.

7叫 / m i n ,

空气流

量 o
.

6 m l / m iil
,

进 样 量 0
.

2尸 (相 当于 0
.

5

协 g单糖 )
。

一
_

.

3
.

薄层色谱法 ( T L C )

( 1 ) 水解液的中和与浓缩

综纤维素水解方法与使用气相色谱法的

水解方法相同
。

移取 50 毫升水解液用氢氧化

钡币和至 p H = 尽一 5
.

3 ,

经离心后取 清 液 20

毫升在旋转蒸发 器 中 浓 缩 (水 浴 温 度镇

55 ℃ )
,

当浓缩至氏 5毫升左右时用注 射 器

移入 2 毫升容量瓶 中
,

用蒸馏水定容
。

( 2 ) 薄层板的制备

选用青岛硅胶
。

用缓冲剂和 C M C把硅胶

佩匀乡
·

用手动涂布机涂布
。

玻璃板为 20 x 1 5

又 0
.

2厘米
,

薄层厚度为 0
.

25 毫米犷于 室 温

下风干
,

点样前在 1 05 一 1 10 ℃活化 1小时
。

,

( 3 ) 点样量

用微量注射器点样
,

点样量为 3 川 (重

约 3 0协g )
。

、

( 4 ) 展开剂

经几种不同的展开剂进行对比后
,

确定

以醋酸
一

f 脂
:

乙醇 ( 9 5% )
:

毗陡
:

水 二 8

, 2 , 2 , 1的展开剂展开效果最佳
。

,
’

、

(5) 展开方式
_

、

采用多次单向上行法进行分离
,

展开前

先用展开剂蒸汽饱和薄层板
,

一般需展开 8

一 9 次
。

丫
厂 ’

( 6 ) 薄层扫描

仪器
:

’

日本岛津 C S一 9 10 型双波长薄 层

扫描仪
。

条件
:

采用双波长线性扫描反射法
,

光

源
:

钨灯
,

波长
:
入: 二 3 o s n m

,
久。 二 7 0 0 n m

。

一

( 7 ) 标准样品的配制

称取 A R级葡萄糖
、

半乳糖
、

甘 露 糖
、

何拉伯糖和木 糖 各 1
.

00 0克
,

洛 于 1 00 毫 升

70 %乙醇溶液中
,

定容至 1 00 毫升
,

配 制成

各含单糖为 1 % 的混合标准溶液
。

( 8) 测定

在活化后的薄层板上用微量注射器分别

点上混合标准溶液和样品溶液各 3 尸
,

上行

展开 g 次
,

经显色后用单点外标法测定
。

扫

描结果用岛津 C一 R I A数据处理机打印出来
。

4 ,
离子交换色谱法 ( I E C )

( 1 ) 综纤维素的水解

称取绝干试样 2 0 0毫克
,

加2毫升 75 %硫

酸
,

搅拌均匀后在水 浴
.

(3 0士。
.

5℃ ) 中反

应 1小时
,

然后 加入 56 毫升蒸 馏 水
,

在 1 20

士 1 ℃
,

压力为 o
.

1 03 M P a
容器中 反 应 1小

时
,

冷却后用 G 3
玻璃砂芯柑涡过滤

,

滤液即

待测液
。

( 2 ) 离子交换色谱
、

离子交换色谱流程见 图 又
。
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测试条件
:

D o w e 又 l 又 4 ( 0
.

9 欠 5厘米 )

预备柱
, D ur ur m D A一 x A ( 20 u) 硼酸 盐 三

、

结果与讨论

型 阴离子交换树脂填充的分离柱 (0
,

3 2 x 4。 以不 同分析方法测出的单糖含量列于表

厘米 )
,

洗提溶剂。
.

4 75 M 四硼酸钾缓 冲 溶 2 。

由表 2 可见
,

在阔叶树材中` 以葡萄糖

液 ( PH 二 9
.

2 )
,

温度 6。℃
,

洗提速度 40 m , 和木糖的含量最高
,

其余 3种糖含量甚少
。

/ h
,

压力 20 一 30 大气压
。

加料体积 5一 20 川 针叶树材则是葡萄糖
、

甘露糖含量较高
,

木

(约 。: 1一。
.

4林g单糖 )
,

用聚四氟 乙 烯柱 糖次之
,

半乳糖和阿拉伯糖最少
,
棉秆的糖

(0
.

5 x 3 0厘米 ) 为检测柱
,

温度 11 0℃
。

检 基组成与阔叶树材相似
。

测器是 W a t e r s M 4 4 o
。

一

表 2 三种洲试方法的分析结果
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在三种测定方法 中
,

离子交换色谱的分

离效果最好
,

但检测灵敏度略低 于 气 相 色

谱
,

尤其是对木糖和甘露糖
、

半乳糖的测定

更是如此
。

这从 图 2 至图 4 中的各图谱的峰

高之比可以对比出
。

在进样量均 为 0
.

4件 g左

右时
,

用气相色谱法测定的谱图峰高均高于

用离子交换色谱法测定的各相应峰高
。

但它

操作简便
,

分离效果好
,

速度快
,

尤其在进

行大批样品分析时可以自动连续进样
,

故在

进行植物样品的单糖组分研究时仍是一种很

·

1 8
· ,



好的方法
。

但由于阴离子交换树
·`

脂 D ru
r u m

D A一 x A价格高昂
,

故目前难以在国内推广

使用
。

气相色谱法的分离效果尽管

5

制同片洲洲川

没有离手交换色谱法的高
,

但 已

能将要测定的五种单糖较好地分

离开
,

且灵敏度较高 ,’ 这从所测

定的样品的五种单糖与综纤维素

中残留的酸不溶木素与酸溶木素

之和可近 似 于 10 p%
,

即水解前

的综纤维素总量可 以看出
。

其中

以测定针叶树材为最好
,

`

阔叶树

离子交换色谱图
’

气相色谱图

图 2 落叶松综纤维素色谱图

薄层色谱图

一

李一阿拉伯糖 2一木糖

材次之
,

棉秆最差
。

薄层色谱法虽然能将五种单糖分

开
,

但分离效果和检测灵敏度均低于

上述两种方法
,

故所得结果偏低
。

卜

这 5

3一甘露糖 4一半乳糖 5一前萄糖

主要是因为薄层色谱法受点样量和展

开次数的影响
,

产生较大的误差所致
。

由上述讨论可见 , 尽管气相色谱

法在制备衍生物时较为繁琐
,

但其再

现性
、

灵敏度较好
,

分离效果也能满

3 1
气产一气尸一一一一一~ 一~

离子交换色谱图
、 · `

气相色谱图

图 3 红排综纤维索色谱图
.

l一阿拉伯糖 2一木糖 3一甘露搪 4一半乳糖 5一葡萄糖

浅层色谱图

电

足分析要求
,

_

且便于推广应用
,
是 目前用于

分离和测定综纤维素糖基组成 的较理想的分
`

析方法
。

四
、

结论
、

经三种方法对五种植物原料的综纤维素

, 1 9
,



水解后 的糖基组成测定
,

结果表 明气相色谱

法具有检测灵敏度高
,

再现性好和较好的分
、

离效果等优点
,

是 目前可广泛使用的较为理

想的检测植物原料中
.

单糖的分析方法
。

离子交换色谱图 气相色谱图

图 4 棉杆综纤维素色谱图

2一木糖 3一甘露糖 4 , 半乳糖

薄层色谱图

l一阿拉伯糖 5一葡萄糖
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a d v a n t a g e s a n d d i s a d v a n t a g e s .

T L C 15 e a s y t o o P e r a t e ,
五u t t h e r e s u l t 15 n Q t

a e e u r a e y e n o u g h b e e a u s e o f d e v e l o P i n g s a m P l e s 5 0 o f t en d u r i n g t h e t e s t
.

G C 15

e h a r a e t e r i z e d i n n o t o n l y a b e t t e r e f f e e t o n s e P e r a t i n g s u g a r s f r o m s a m P l e

b u t a l s o a h i g h e r m e a s u r i n g s e n s i t i v i t y , i t s s h o r t e o m i n g 15 t r i v i a l t o o P e r a t e
。

o f t h e t h r e e m e t h o d s , I E C 15 r e g r a d e d a s
’

t h e b e s t
、

o n e f o r s i m P l y o P e r a t i o n ,

f a s t d e t e r m i n a t i o n a n d a “ e u r a t e
`

r e s u l t
, b u t t h e 饥 e t h o d i ` n o t P r a e t i e a l b e o a u s。

o f t h e h i g h e r e o s t o f D A一 X A 橄n i o n r e s i n
,

。

2 0 二


