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纸层析法定量检测麦芽糖基!!环状糊精
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摘!要!建立了以纸层析法定量检测麦芽糖基!!环状糊精含量的方法*通过实验确定了适宜的
展开剂!组成为!"正丙醇#4!"正丁醇#4!"水#5%4.4"$适宜洗脱剂为$*&6()%7的盐酸溶
液*洗脱时间为&"8*回收实验表明当点样量在&%$"!%$#9时测定结果准确可靠*重复性实验的
变异系数为.:%0;*纸层析法与 <=7>法相比较!测定结果的相对误差为?.:11;*实验证明!纸
层析法可作为测定麦芽糖基!!环状糊精的常规方法*
关键词!麦芽糖基!!环状糊精$纸层析$检测
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!!麦芽糖基!!环状糊精#6P)S(VH)#$/&##$!/
KHK)(NFXSROGV%_P)/!/>‘$是!!环状糊精在其某个
葡萄糖残基的第六位碳原子的羟基上偶联两个葡

萄糖残基的衍生化产物’&(%在水中溶解度为&%&9&

N7%大大高于其对应的!!环状糊精的溶解度&:0%
9&N7#!!环状糊精的低水溶性使其应用受到限
制$’!(%在食品)医药)农药)精细化工)分析检测等

行业有广泛的用途’."#(*_P)/!/>‘等环状糊精的衍
生物和改性产物已成为国外开发和研究的热

点’-"&$(%国内尚未有此方面的研究报导*测定环状
糊精的常规方法是硫酸/酚法%_P)/!/>‘测定尚无
标准方法*由于制备 _P)/!/>‘的反应体系中反应
产物较为复杂%使得实验室对产物的定量测定较为
困难%须借助于高效液相色谱#<=7>$%但高效液相
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色谱分析费用较高且色谱柱较难制备*纸层析作为
一种经典的糖类分析方法!操作简便"灵敏度高!可
以广泛应用于实验室研究*作者通过系统研究!建
立了一种_P)/!/>‘的纸层析分析法!为_P)/!/>‘的
生产和应用提供了一种经济可靠的分离测定方法*

C!材料与方法

CDC!材料

_P)/!/>‘#粗品!作者所在实验室自制*
CDE!仪器与试剂
试剂#所有化学试剂均为分析纯$Aa%&标准

_P)/!/>‘#购自 JO96P 公司&紫外分光光度计

B’!$$&&WPSFRV#$$高效液相色谱仪&3/!.$&示
差折光检测器&<H[FRVO)+<!柱*
CDF!溶液

CDFDC!纸层析展开剂

&%!$正丁醇%4!$乙醇%4!$水%5&$4&4!
!%!$正丁醇%4!$乙醇%4!$水%5&!4.4%
.%!$正丙醇%4!$正丁醇%4!$水%5%4.4"
"%!$正丙醇%4!$吡啶%4!$水%5#4"4.
%%!$体积分数-%;异丙醇%4!$乙醇%514&

CDFDE!显色剂!采用$:%9’N7的碘丙酮溶液!用
时现配(&&)*
CDG!实验方法

CDGDC!糖的测定!采用硫酸/苯酚法(&!)*
CDGDE!_P)/!/>‘的定量测定!用纸层析定量分
析样品时!在滤纸条上分别点样品和标准样品两个
点*其中标准样品点作为为参照点!另一个为定量
测量点*将点样后的滤纸条在展开剂内展开"热风
吹干!并从两个点样点距离的中间将其剪为两条滤
纸*带参照点的一条在显色剂中显色!以确定 _P)S/

!/>‘的准确位置!将另一条滤纸条上与此显色斑
点对应的部分剪下并剪成碎片!放入洗脱液中室温
洗脱!洗脱后用硫酸/苯酚法测定其中的各成分质
量分数*
CDGDF!高效液相色谱检测条件!柱规格#"":#
66b!%$66&流动相#!$乙睛%4!$水%5#$4
"$!体积流量&67’6OG!柱温.$c!进样量&$#7*

E!结果与讨论

EDC!点样量的确定
在同一张层析纸上依次点 _P)S/!/>‘标样!%!

%$!-%!&$$!&%$!!$$!!%$#9!热风吹干!显色!观察
斑点情况*点样量太少!显色不明显!无法正确确定
组分的位置&点样量太多!造成拖尾!影响样品分

离*实验在点样量达&%$#9时显色效果较好*
EDE!展开剂的选择
为了选择合适的展开剂!选用了%种展开剂!

观察不同展开剂对混合样在层析纸上的展开效果*
取!%69’67的 _P)/!/>‘标样及!%69’67的

_P)/!/>‘和!%69’67的!/>‘的混合样各点样

##7!分别用%种不同的展开剂下行展开!晾干后
同样用显色剂显色!结果见表&*

表C!不同展开剂的展开效果

H&ADC!I$$-2&0-%2$.9#’09"(*-((.$.%0,&$$-.$9

展开剂 展开时间’8 效果

$&% &! 斑点较扩散!有脱尾现象

$!% &! 无法分开

$.% &! 斑点清晰!分离效果较好

$"% &! 斑点稍扩散"分离效果不太好

$%% &! 有拖尾!分离效果稍差

!!经比较!展开剂$.%效果比较好!所以后面的实
验使用的展开剂均为!$正丙醇%4!$正丁醇%4
!$水%5%4.4"*
EDF!标准曲线的绘制
将 _P)/!/>‘标样配制成$:$"69’67的溶

液!利用硫酸/苯酚法测量吸光度#!绘制吸光度与
标样体积的工作曲线!结果见图&*

图C!标样的吸光度曲线

)-2JC!+0&%*&$*,#$5.

EDG!洗脱剂的选择
洗脱的关键在于将层析纸上的已分离的 _P)/

!/>‘完全洗脱下来*选择分别以水"冰醋酸"体积
分数-%;的乙醇溶液"$:&6()’7的盐酸溶液等作
为洗脱剂!洗脱方法为#

&%将点有&%$#9样的滤纸片剪碎放于%67
不同的洗脱剂中!常温洗脱!"8!同时用同面积的
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未点样的滤纸作对照!

!"定量吸取洗脱液放于洁净的试管中#以各
自的对照作为空白#"1$G6波长下用硫酸/苯酚法
测定其中的环糊精含量*
!!由表!可见#不同洗脱剂的洗脱效果不同#比
较!"8的比色结果#$:&6()$7的盐酸溶液的洗脱
效果较好#下面的实验即用$:&6()$7的盐酸溶液
作为洗脱剂*

表E!不同洗脱剂的洗脱效果

H&ADE!K’#0-"%$.9#’09=-01*-((.$.%0.’#&%09

洗脱剂 水 冰乙酸
体积分数

-%;乙醇
$:&6()$7
盐酸

# $:&%1 $:&.! $:&1" $:!!"

EDL!洗脱时间的确定
利用上述方法#以$:&6()$7的盐酸溶液作为

洗脱剂#测定不同时间洗脱液的吸光度*每隔!8测
定一次#至!"8为止#结果见图!*
由图!可以看出#随着时间的延长#_P)/!/>‘

的洗脱效果线性提高#&!"&"8达到洗脱最优值#
因此#可将其洗脱时间定为&"8*

图E!洗脱时间对吸光度的影响

)-2JE!K((.,0"(.’#0-"%0-7."%&A9"$A&%,3

EDM!回收实验
由于前述实验中#吸光度与洗脱剂和洗脱时间

的关系是在点样后直接洗脱的情况下做出的#并未
进行样品的展开#须用已知质量浓度的 _P)/!/>‘
样品进行点样%展开%显色%洗脱%检测等全过程的
实验#即回收实验#以验证实验的准确度*回收率和
相对误差见表.#测定结果和实际含量关系见图.*

!回收率5
测定质量
样品实际质量b&$$;

!相对误差5
&样品实际质量?测定质量"
样品实际质量 b&$$;

!!由表.和图.&图中样品质量浓度均为!%69$

67#横坐标为不同点样量"可知#样品质量在&%$"
!%$#9时#测定结果和实际含量有较好的线性对应
关系*点样时样品质量达到.$$#9以上时#误差非

常大#测定结果比实际数据损失很多#可能是因为
样品过大在纸层析时出现拖尾#样品不能完全分
开#剪取斑点时造成损失*因此#实际测定点样时样
品质量以&%$"!%$#9为宜*
表F!纸层析法测定 8&’:!:;6的回收率和相对误差

\P]:.!aFK(,FRHPGNRF)PSO,FFRR(R(L_P)/!/>‘NFSFR6OGP/

SO(GZOS8[P[FRK8R(6PS(9RP[8H

点样量$
#7
样品质量$
#9
测定结果$
&69$67"

回收
率$;

相对
误差$;

# &%$ !.:-- 1%:$1 /":1&

0 !$$ !.:#- 1":## /%:--

&$ !%$ !.:"- 1.:00 /#:&!

&! .$$ !&:1& 0-:#" /&!:.#

&" .%$ !$:.. 0&:.. /&0:#-

图F!纸层析测定中样品实际含量与测定结果的关系

)-2JF!H1.$.’&0-"%91-?A.0=..%9&7?’.,"%,.%0$&0-"%

&%**.0.$7-%&0-"%$.9#’0

EDN!重现性实验
在同一层析纸上用标准样点&$个#每个样&%$

#9#展开后测定每个 _P)/!/>‘斑点的样品量#进行
重现性实验#结果如表"*

表G!纸层析法测定 8&’:":;6的重现性

H&ADG!O.?$"*#,-A-’-03"(8&’:":;6*.0.$7-%&0-"%=-01?&:

?.$,1$"7&0"2$&?137.01"*

测定

次数

测定结果$

#9

平均值$

#9

标准

偏差

变异

系数$;
& &"!:-&

! &%&:!.

. &"&:&.

" &.&:#-

% &"!:%" &"$:01 %:$".1 .:%0

# &.-:1%

- &"!:$.

0 &"$:-0

1 &.#:%"

&$ &"!:..
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!!根据表"结果!该重复性实验的变异系数为

.:%0;!小于&$;!有较好的重复性和精确度!可以
作为定性定量测定 _P)/!/>‘的一种经济可靠的常
规方法*
EDP!与Q>R;法比较
取实验室制备的样品进行定量测定!并与

<=7>法测定结果!进行比较!结果见表%*
表L!应用纸层析法和Q>R;法对样品的测定结果

H&ADL!6.0.$7-%&0-"%$.9#’09"(?&?.$,1$"7&0"2$&?13&%*

Q>R;

纸色谱
测定结果

<=7>法
测定结果

相对误差
"相对 <=7>法#

&#:0#; &-:%#; ?.:11;

!!两种方法之间的相对误差为?.:11;!纸层析
可以替代 <=7>法作为 _P)/!/>‘在生产和应用
中的一种经济可靠的检测方法*

F!结论

&#纸层析法可以用于样品中 _P)/!/>‘的定
量检测*下行展开剂为!"正丙醇#4!"正丁醇#4
!"水#5%4.4"!展开时间&!8$以$:&6()%7的
盐酸溶液作为洗脱剂!洗脱&"8*点样时样品的质
量应在&%$"!%$#9之间!此时结果比较准确*
!#纸层析法准确性和重复性都较好!可以替代

<=7>作为 _P)/!/>‘在生产和应用中的一种经济
可靠的常规检测方法*
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