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摘要:建立绿豆中直链淀粉和支链淀粉含量同时测定的双波

长分光光度法,研究光度测定的影响因素,并对方法精密度

和加标回收率进行考察。直链淀粉的测定波长和参比波长

分别为610nm 和498nm,支链淀粉为553nm 和709nm。
方法精 密 度 良 好,直 链 和 支 链 淀 粉 平 均 回 收 率 分 别 为

94.10%和90.94%。建立回归方程并求得3种绿豆的直链

淀粉含量为11.70%~12.67%,支链淀粉含量为32.70%~
34.22%。
关键词:绿豆;双波长法;直链淀粉;支链淀粉

Abstract:Amethodforthedeterminationofamyloseandamylopectin
contentinmungbeanwasestablishedbasedondual-wavelengthspec-
trophotometry.Thefactorsinfluencingthephotometricabsorption
werealsoinvestigated.Theprecisionofthemethodandtherecovery
ofstandardaddition wereinvestigatedaswell.Thedetermination
andreferencewavelengthofamylosewere610nmand498nm,re-
spectively,andthatofamylopectinwere553nmand709nm,re-
spectively.Theprecisionofthemethodwasappropriate.Theaver-
agerecoveryofamyloseandamylopectinwere94.10%and90.94%,

respectively.Theregressionequationwasestablishedtocalculatethe
amyloseandamylopectincontentin3kindsofmungbeanbeing
11.70%~12.67%and32.70%~34.22%,respectively.
Keywords:mungbean;dual-wavelengthspectrophotometry;amy-
lose;amylopectin

绿豆是中国传统的食用豆类作物,富含淀粉等碳水化合

物。绿豆淀粉具有广泛的用途,有研究者采用单波长法[1]或

酶法[2]测定绿豆中总淀粉和直链淀粉含量,也有研究者[3]将

双波长法用于13种常用淀粉原料中直链淀粉和支链淀粉的

同时测定,其中包括绿豆淀粉。前2种方法在进行样品预处

理时,先将淀粉从绿豆中分离出来再进行测定,后1种方法

测定的样品是从绿豆中提取出来的淀粉原料,而不是绿豆。

双波长分光光度法用于同时测定样品中直链淀粉和支链淀

粉含量具有高效、准确的优点,应用日益广泛[4-8]。需要引

起注意的是,淀粉样品的显色条件对光度测定结果有一定影

响,许多研究者[4,5,8]对此也进行了相关报道。本研究拟采用

双波长分光光度法对绿豆中直链淀粉和支链淀粉进行同时

测定,样品预处理时无需将淀粉从绿豆中分离出来,可简化

操作步骤。研究碘试剂与淀粉的显色反应中影响吸光度和

吸光度差值测定结果的因素,并考察方法精密度和加标回收

率,对分析方法的可靠性进行评价。

1　材料与方法

1.1　材料与仪器

1.1.1　原料

东北绿豆:深圳市永福元工贸有限公司;

金龙鱼白城绿豆:原料产地吉林白城市,嘉里粮油(深

圳)有限公司;

韶扬有机绿豆:原料产地辽宁朝阳,菏泽市韶扬农产品

有限公司。

1.1.2　试剂

直链淀粉标准品和支链淀粉标准品:美国Sigma公司;

石油醚、无水乙醇、碘、碘化钾、氢氧化钠、盐酸:均为国

产分析纯试剂。

1.1.3　仪器与设备

电子分析天平:AEY-220型,湘仪天平仪器设备有限公

司;

双光束紫外可见光分光光度计:TU-1901型,北京普析

通用仪器责任有限公司;

水浴锅:HH-zk8型,巩义市予华仪器有限责任公司;

高速万能粉碎机:FW1000型,天津市泰斯特仪器有限

公司。
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1.2　试验方法

1.2.1　样品预处理　由于天然淀粉中含有的油脂具有碘值

即能与碘反应褪色,碘溶于油脂中,会使得液体呈现红至橙

红色,影响显色反应[9]。因此,先对绿豆进行脱脂处理后再

进行显色测定。绿豆用高速万能粉碎机粉碎并过80目筛,

然后用索氏提取法进行脱脂处理,得到脱脂绿豆粉保存于干

燥避光处,备用。

1.2.2　碘试剂的配制　称取碘化钾2.0g,溶于少量蒸馏

水,再加碘0.2g,待溶解后用蒸馏水稀释定容至100mL,即

得2mg/mL的碘试剂,储于棕色瓶中备用。

1.2.3　淀粉标准储备液的制备　准确称取50mg直链淀粉

标准品,置于小烧杯中,加入1mL 无水乙醇润湿,再加入

2mol/L的氢氧化钠溶液9mL。在90℃恒温水浴中,分散

溶解20min,用蒸馏水定容至刻度,即成1mg/mL的直链淀

粉标准储备液。

支链淀粉标准储备液制备步骤同直链淀粉。

1.2.4　淀粉标准扫描液的制备及检测波长的确定

(1)直链淀粉标准扫描液:移取1mL直链淀粉标准储

备液于50mL容量瓶中,用1mol/L和0.1mol/L的盐酸溶

液调至pH=3,加0.5mL碘试剂,用蒸馏水定容至刻度,静

置反应30min,以蒸馏水作参比液,上机进行波长为400~

800nm 的可见光波段扫描。

(2)支链淀粉标准扫描液:移取4mL支链淀粉标准储

备液于50mL容量瓶中,其余步骤同直链淀粉标准扫描液。

(3)在同一坐标内绘制直链和支链淀粉标准扫描液可

见光波段吸收曲线,根据作图法确定直链淀粉的测定波长

(λ2)和参比波长(λ1)以及支链淀粉的测定波长(λ4)和参比

波长(λ3)。

1.2.5　样品显色条件的选择　研究不同显色pH 值(2,3,

4,5)、显色温度(15,20,25,30℃)和显色时间(15,30,45,60,

75,90,105,120,135,150,165,180min)对直链和支链淀粉

测定波长下吸光度和吸光度差值的影响,选择适宜的显色

条件。

1.2.6　标准曲线的绘制　根据1.2.5得出的显色条件,配

制直链淀粉和支链淀粉标准溶液,并绘制标准曲线。

(1)直链淀粉标准曲线的绘制:吸取0.5,0.9,1.3,1.7,

2.1,2.5mL的1g/mL直链淀粉标准溶液分别加入 50mL
的容量瓶中,加入30mL蒸馏水,以 1mol/L和0.1mol/L
盐酸溶液调至 pH=3,加入0.5mL碘试剂,并用蒸馏水定

容,静置30min,在λ2、λ1 两波长下分别测定 Aλ2、Aλ1,得

△A直 = Aλ2-Aλ1。以直链淀粉浓度(mg/mL)为横坐标,

△A直 为纵坐标,绘制直链淀粉标准曲线,得出回归方程。

(2)支链淀粉标准曲线的绘制:吸取1.0,2.0,3.0,4.0,

5.0,6.0 mL 的 1 mg/mL 支 链 淀 粉 标 准 溶 液 分 别 放 入

50mL的容量瓶中,其余步骤同直链淀粉标准曲线绘制,在

λ4、λ3 两波长下分别测定 Aλ4、Aλ3,得△A支 = Aλ4-Aλ3。

以支链淀粉浓度(mg/mL)为横坐标,△A支 为纵坐标,绘制

支链淀粉标准曲线,得出回归方程。

1.2.7　精密度试验　对同一样品进行直链淀粉和支链淀粉

含量的同时测定,重复6次,计算平均值和相对标准偏差

(RSD)。

1.2.8　加标回收率试验　分别称取不同量的直链淀粉和

支链淀粉标准品,添加到已测得直链淀粉和支链淀粉含量的

样品中,测定加标样品中直链淀粉和支链淀粉的含量,计算

回收率。

1.2.9　绿豆样品中直链和支链淀粉含量测定　精确称取脱

脂绿豆粉样品0.1g于50mL烧杯内,加入1mL无水乙醇

润湿,按照1.2.3的分散条件进行分散,以蒸馏水定容至

50mL。抽滤,取2.5mL的滤液加入50mL的容量瓶中,加

入30mL蒸馏水,以1mol/L和0.1mol/L盐酸溶液调节

pH,加入 0.5 mL 碘试剂,并用蒸馏水定容到刻度,按照

1.2.5筛选的显色条件进行显色反应。在λ2、λ1 和λ4、λ3 波

长下测定吸光度值,根据标准曲线计算含量。

2　结果与分析

2.1　测定波长与参比波长的确定

用直链和支链淀粉标准液分别与碘反应,进行可见光波

段扫描(400~800nm),并绘制于同一个坐标系内(见图1),

得到直链淀粉的最大吸收波长为λ2=610nm,支链淀粉的

最大吸收波长为λ4=553nm。按照等吸收点波长法,通过

作图确定 直 链 淀 粉 的 测 定 波 长 和 参 比 波 长 分 别 为λ2 =

610nm 和λ1=498nm,支链淀粉的测定波长和参比波长分

别为λ4=553nm 和λ3=709nm。 
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图1　直链淀粉和支链淀粉标准品扫描图(400~800nm)

Figure1　Spectrogramofamyloseandamylopectin
(400~800nm)

2.2　样品显色条件的选择

2.2.1　pH 值对吸光值的影响　由图2可知,在pH2~4范

围内,A610nm、A553nm、A直 和△A支 的测定结果都没有明显差

异,pH5的条件下,吸光度和吸光度差值明显减小,因此适

宜的显色反应pH 范围为2~4。

2.2.2　显色温度对吸光值的影响　由图3可知,当显色温
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度为20℃时,测得吸光度和吸光度差值均为最大,因此选择

20℃作为最适显色温度。

2.2.3　显色时间对吸光值的影响　由图4可知,显色反应

进行约15min时,反应尚未完全达到平衡,测定结果不稳

定;当显色超过120min后,测得值呈现出较明显的下降趋
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图2　显色反应pH 对吸光值的影响

Figure2　TheinfulenceofcolorreactionpH

onphotometricabsorption
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图3　显色温度对吸光值的影响

Figure3　Theinfulenceofcolorreactiontemperature

onphotometricabsorption
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图4　显色时间对吸光值的影响

Figure4　Theinfulenceofcolorreactiontime

onphotometricabsorption

势。因此建议在显色反应30~120min内对样液进行检测。

2.3　标准曲线的绘制

由图5可知,直链淀粉标准曲线的回归方程为:△A直 =

12.411C直 -0.0445(R2=0.9994),直链淀粉浓度在10~

50mg/L时,溶液浓度与吸光度差值有良好的线性关系。
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图5　直链淀粉标准曲线

Figure5　Thestandardcureofamylose

由图6可知,支链淀粉标准曲线的回归方程为:△A支 =

3.7433C支 +0.0251(R2=0.9991),支链淀粉浓度在20~

120mg/L时,溶液浓度与吸光度差值有良好的线性关系。
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图6　支链淀粉标准曲线

Figure6　Thestandardcureofamylopectin

2.4　方法精密度评价

由表1可知,本方法重复性好,用双波长分光光度法同

时测定绿豆中直链淀粉和支链淀粉含量精密度高。

2.5　加标回收率

由表2可知,直链淀粉和支链淀粉的平均回收率分别为

94.10%和90.94%。由此可见,双波长法同时测定直链淀粉

和支链淀粉的含量,结果可靠。

2.6　绿豆中直链和支链淀粉含量测定

由表3可知,直链淀粉含量在11.70%~12.67%,支链

淀粉含 量 在 32.70% ~34.22%。钟 葵 等[10]采 用 爱 尔 兰

Megazyme公司的淀粉试剂盒测定20个绿豆样品中总淀粉

和直 链 淀 粉 含 量,变 幅 分 别 为 37.48% ~47.63% 和

10.41%~15.84%。林伟静等[2]将绿豆淀粉从绿豆中分离

出来后,测得16个品种来源的绿豆淀粉中总淀粉含量和直
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表1　方法精密度试验结果

Table1　Theprecisiontestresultsofthemethod

项目
测定结果/(mg·L-1)

1 2 3 4 5 6

平均值/

(mg·L-1)

RSD/

%

直链淀粉 13.98 13.82 14.06 14.38 14.22 13.90 14.06 1.49

支链淀粉 36.57 37.37 36.57 36.71 37.11 36.84 36.86 0.87

表2　直链淀粉和支链淀粉的回收率试验结果

Table2　Therecoverytestresultsofamyloseand

amylopectin

项目 编号
加入量/

mg

测得量/

mg

回收率/

%

平均回

收率/%

直链

淀粉

1 0.55 0.52 93.93

2 0.69 0.67 97.95

3 0.83 0.75 90.40

94.10

支链

淀粉

1 2.13 1.92 90.28

2 2.66 2.42 90.86

3 3.19 2.92 91.68

90.94

表3　3种绿豆中直链淀粉和支链淀粉含量

Table3　Amyloseandamylopectincontentin

3kindsofmungbean(n=3)

样品名称
直链淀粉

含量/%

支链淀粉

含量/%

直链淀粉∶支链淀粉

(m∶m)

东北绿豆 12.67±0.22 32.99±0.18 28∶72

金龙鱼白城绿豆 11.70±0.15 32.70±0.14 26∶74

韶扬有机绿豆 12.19±0.17 34.22±0.55 26∶74

链淀粉 含 量 变 幅 分 别 为 85.67% ~92.98% 和 23.65% ~

34.08%。由此推算直链和支链淀粉质量比在26∶74~39∶

61。本研究结果与之一致。李文浩等[1]测得9个品种绿豆

总淀粉含量、直链淀粉含量范围分别为54.73%~57.99%,

40.44%~41.82%。刘襄河等[3]测得绿豆淀粉中直链和支

链淀粉含量分别为56.31%和16.95%,二者质量比大约为

77∶23。本研究结果与之差异较大,原因可能是样品来源或

检测方法的不同。

3　结论

双波长分光光度法是对共存组分不分离定量测定的有

效方法之一,此法操作简单,精密度高,回收率良好,可以应

用于绿豆中直链和支链淀粉含量两个指标的同时测定。

本研究对样品显色反应条件进行探讨,结果表明,适宜

的显色反应条件为:pH2~4,显色温度 20 ℃,显色时间

30~120min。

通过双波长吸收光谱图确定了直链淀粉的测定波长和

参比波 长 为 610nm 和 498nm,支 链 淀 粉 为 553nm 和

709nm。建立了直链淀粉和支链淀粉回归方程,直链淀粉在

10~50mg/L线性良好(R2=0.9994),支链淀粉在20~

120mg/L线性良好(R2=0.9991),符合比尔定律。并测得

3种绿豆中直链淀粉含量为11.70%~12.67%,支链淀粉含

量为32.70% ~34.22%,直 链 淀 粉 与 支 链 淀 粉 质 量 比 为

26∶74~28∶72。

由于样品来源不同或检测方法不同,不同文献报道的绿

豆淀粉含量测定结果差异较大,在实际应用中应加以注意,

对影响检测结果的各种因素(如样品中其他组分、样品分散

条件等)仍有待深入研究。
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