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用双波长可见光谱法快速测定半纤维素提取液中糖的含量

迟聪聪/

!张
!

曾/

"

!柴欣生/
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!戈玮玮/
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华南理工大学制浆造纸工程国家重点实验室!广东 广州
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乔治亚理工大学造纸研究所!亚特兰大
:̂!"!!.

!美国

摘
!

要
!

传统的
_%P

G

&75

比色法$间苯三酚
-

冰醋酸显色法%只能测定水溶性聚戊糖或戊糖!该研究对上述方

法进行了改进!通过采用双波长技术实现对总糖和戊糖"己糖含量的同时测定#研究发现!

#.,8@

是戊糖和

己糖的等摩尔吸收波长!

,,!8@

是戊糖的特征吸收波长!以上述二波长为基础大大简化了双波长法的计算

公式#半纤维素提取液中干扰物质的光谱结果显示!提取液中的木素和葡萄糖醛酸对戊糖和己糖的测定结

果都没有显著干扰#结果表明!该方法测定总糖和戊糖"己糖的含量都具有较高的精度和准确性!回收率为

<>'#h

!

/"/'<h

#该方法简单"快速!非常适用于阔叶木和禾本科植物半纤维素提取液中混合糖含量的同

时测定#
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生物质资源作为一种巨大的可再生资源!在缓解世界资

源短缺与能源危机方面具有较大潜力#-生物质精炼.是近几

年国内外的研究热点!国外学者提出了-联合型林产品生物

质精炼$
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%.的构

想!即在木片制浆前增加预处理段!提取木片中的半纤维素

糖!用以转化为高附加值的产品!如生产燃料乙醇"生物柴

油和木糖醇等(

/

!

.

)

#其中!提取液中主要糖类组分含量的快

速测定!对于优化预提取工艺和确定糖的发酵条件将具有重

要意义#

用于多糖含量的分析方法有很多#一类是传统的分析方

法!比如测总还原糖的方法如
!

!

,-

二硝基水杨酸盐比色法

$

_(0

法%

(

!

)

!利用多糖在强酸性条件下的水解产物与酚类缩

合生成有色化合物的方法!如地衣酚
-

硫酸法"苯酚
-

硫酸法

和
_%P

G

&75

法$又称间苯三酚
-

冰醋酸显色法%

(

#-+

)

!上述方法

操作简单!但不能同时分别测己糖和戊糖!

_%P

G

&75

法与上

述其他方法相比!测定准确度相对较高#二是现代仪器分析

方法!主要包括气相色谱法"高效液相色谱法和离子色谱

法#气相色谱分析前需对单糖进行衍生化!工序繁琐且衍生

化反应会影响组分定量和定性分析(

>

)

#高效液相色谱法和离

子色谱法是目前定性和定量分析糖类组分的最好方法(

*

!

<

)

!

但仪器操作和维护成本很高#因此!建立一种能较准确测定

提取液中的主要糖类组分!并操作简单"快速!不需要昂贵

仪器的新方法!对于开展生物质精炼的研究是很有必要的#

本文对
_%P

G

&75

法进行改进!采用双波长技术实现对戊

糖和己糖含量的同时测定!为植物半纤维素提取液中糖类组

分$包括单糖"低聚糖和多糖%的分析提供一种新的手段#研

究还对预提取液中其他物质对糖测定结果的干扰影响进行了

评价#
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实
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验
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!

原料与试剂

桉木木片取自广东雷州林业局!风干后装袋保存#本实

验所用试剂除
_C

木糖为生化试剂!其他均为分析纯试剂#

.-$

!

实验方法

/'.'/

!

标准糖溶液的配制

分别配制不同浓度的木糖和葡萄糖标准溶液!浓度范围

为
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!
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&同时配制上述两种糖的混合液!单

糖和总糖浓度范围分别为
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和
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显色反应及可见光谱测定



准确称取
.

G

间苯三酚溶于
//"@]

冰乙酸中!加入
/"

@]

无水乙醇和
.@]

浓盐酸!混合均匀后静置!待溶解完全

后备用#移取
/@]

标准糖或样品溶液于
.,@]

比色管中!

加入
/"@]

显色反应试剂摇匀!在沸水浴中反应
/"@;8

后

立即冷却!
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后于
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型紫外
-

可见分光光度

计中进行全波长扫描!以空白样进行相同的显色反应作为参

比#

/'.'!

!

半纤维素预提取及木素试样的制备

木片中半纤维素的预提取采用高温热水预水解方式!在

美国
K'

+

?+"<-.-/"

型电热蒸煮锅中进行#木素为硫酸盐木

素!采用酸析法分离!纯化步骤参照
]P89

F

P;53

方法(
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)

!提

纯木素样品用
Y]

表示!将其溶于稀碱液即得木素溶液试样#

.

!

结果与讨论

$-.

!

单糖显色反应原理及其可见光谱
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比色法的原理是在高温酸性条件下!待测样品

中的聚戊糖和聚己糖分别水解为戊糖和己糖!然后脱水转变

为糠醛和羟甲基糠醛!再与间苯三酚显色(

+

)

#

.'.

中图
/

的

光谱结果显示!木糖和葡萄糖在波长
,,!

和
#/"8@

处分别

有最大吸收!葡萄糖在
,,!8@

附近也有微弱吸收!但只有

其含量远远高于木糖含量时才会对后者的测定产生干扰#因

此!传统的
_%P

G

&75

法在显色反应试剂中加入一定量的葡萄

糖溶液作为空白!以减小葡萄糖对木糖测定的干扰(

+

)

#很显

然!这种消除干扰的方法仍然不适用于葡萄糖含量高的样

品#

$-$

!

双波长法测总糖)戊糖和己糖的含量

图
/

为不同浓度木糖和葡萄糖显色反应后的可见光谱#

可以看出!相同摩尔浓度的木糖和葡萄糖经显色反应后!均

在相同波长
#.,8@

处具有等吸收!因此
#.,8@

为木糖和葡

萄糖的等摩尔吸收波长#由实验得出!波长
#.,8@

处的吸

光度与总糖浓度之间的关系遵循朗伯
-

比尔定律!关系表达

式为
T
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T

为吸光度!

S

为总

糖浓度
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%!因此可以由波长处的吸光度值计算总

糖含量#
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实验结果还显示!不同浓度的木糖经显色反应后!在波

长
,,!8@

处的吸光度与糖浓度的关系也遵循比尔定律!关

系方程为
T

/

B"'++.*S

$

@B+

!
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为
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处的吸光度!

S

为木糖浓度
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%#在没有其他物质

干扰的前提下!对于双组分混合糖体系!二者在
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和
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都有吸收!可分别表达为
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式中'
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和
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分别表示戊糖和己糖的浓度!

*

/

/

和
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.

/

分别表

示戊糖和己糖在
,,!8@

处的摩尔吸收系数!

*

/

.

和
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.

.

分别表

示戊糖和己糖在
#.,8@

处的摩尔吸收系数!

%

/

和
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.

分别

为波长
,,!

及
#.,8@

处的吸光度#

在等摩尔吸收波长
#.,8@

处!戊糖和己糖的摩尔吸光

系数相等!即

*

/

. ,*

.

. ,*

$

!

%

.

\ ,

.

/0

.

. ,

%

.

*

$

#

%

这里
.

\

表示总糖浓度#

由于相对戊糖而言!同等摩尔浓度的己糖在
,,!8@

处

的吸收非常小$约为戊糖吸收的
/',h

!

.'"h

%!对于阔叶木

和禾本科植物!提取液中以戊糖为主!因此己糖在该波长处

的吸收可忽略不计!由此可简化为式$

,

%和式$
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%进行计算#
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!

提取液中干扰物质的影响

木材半纤维素提取液的成分比较复杂!其中某些含有醛

基的有机物质可以与显色反应试剂中的间苯三酚显色!因而

可能会对戊糖和己糖的测定产生干扰#提取液中含有醛基的

有机物主要为木素"糖醛酸"己糖和戊糖!因此本文主要探

讨了木素和糖醛酸对后两者测定结果的影响#

!!

图
.

的光谱显示!葡萄糖醛酸的显色反应产物在
,,!8@

有特征吸收!与图
/

中相同浓度木糖$
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%的结

果相比!前者的吸光度$

"'!<

%要比木糖$

/'<,

%低得多#在阔

叶木半纤维素中!每
<

!
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个木糖单元就有
/

个
#-=-

甲基葡

萄糖醛酸基侧链(

//

)

!即使木片中的葡萄糖醛酸全部脱落进

入 预提取液!其所对应的吸光度仅为
"'!<k"'!
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!葡萄糖醛酸浓度
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!干扰比例约
.h

!因此葡萄糖醛酸的吸收干扰可忽略

不计#

!!

基于半纤维素提取液中的木素含量$

#

"'/

G

*

]

C/

%!评

价了木素对混合糖测定结果的影响!结果见图
.

#很显然!

木素显色反应的产物在
#.,

!

+""8@

波长范围内无明显吸收

$最高仅
"'"!

%!因此可排除木素对本方法中糖类分析结果的

干扰#

$-F

!

方法的精度和准确性评价

由重复试验得知!本方法测定戊糖和己糖的
*

/

/

和
*

/

.

$

*

.

.

%

的相对标准偏差分别为
.'+#h

和
,'*!h

#为验证本方法用

来测定各糖含量的准确性!本文采用已知各组分糖含量的混

合糖溶液为基准进行评价!其回收率结果如表
/

所示#

C6?"2.
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&652895;2:>
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样品

编号

总糖

理论浓度+

$

@@%&

*

]

C/

%

实测浓度+

$

@@%&

*

]

C/

%

回收率+

h

木糖

理论浓度+

$

@@%&

*

]

C/

%

实测浓度+

$

@@%&

*

]

C/

%

回收率+

h

葡萄糖

理论浓度+

$

@@%&

*

]

C/

%

实测浓度+

$

@@%&

*

]

C/

%

回收率+

h

/ /'.* /'.< /""'< "'>"# "'>"# /""', "',*" "',*< /"/',

. /'," /'#< <<', "'>"" "'+<, <<'! "'*"" "'><> <<'+

! /',, /',> /"/'. "'+"" "'+"" /""'" "'<," "'<+* /"/'<

# /'/" /'"< <<'! "'+"" "'+"+ /"/'" "',"" "'#*> <>'#

!

注'表中-理论浓度.为各种糖的实际浓度!-实测浓度.为采用本方法所测结果

!!

表
/

中的结果表明!采用本方法所测总糖"木糖和葡萄

糖的回收率均较高为
<>'#h

!

/"/'<h

!证明本方法可以实

现对总糖和戊糖"己糖含量的准确测定#

!

!

结
!

论

!!

本研究对传统的
_%P

G

&75

比色法进行改进!采用双波长

法实现对戊糖和己糖含量的同时测定#该方法操作简单"快

速!可用于植物半纤维素提取液中糖类组分的分析!特别适

合于聚戊糖类半纤维素含量较高的阔叶木和禾本科植物#
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