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摘要：本文以具有代表性的大米淀粉和不同直链淀粉含量的三种玉米淀粉为研究对象，分别以含不同配比量的水，乙醇，低分子量电解质LiBr和NaNO3的二甲亚砜（DMSO）为溶剂溶解淀粉，通过测定淀粉溶解指数，比较各种溶剂的溶解效果和助溶剂的增溶效果，以确定溶解淀粉的最佳溶剂。结果表明：向DMSO中添加少量的水并没有增加淀粉的溶解性，而乙醇、LiBr和NaNO3都是良好的助溶剂；其中，50mM NaNO3/DMSO是玉米淀粉的最佳溶剂，能达到100%的溶解度，其次是60μl乙醇/DMSO和50mM LiBr/DMSO；大米淀粉的溶解指数普遍比玉米淀粉低；助溶剂在DMSO中的增溶效果要比在90%DMSO/H2O中好；淀粉在N,N-二甲基酰胺（DMA）中的溶解效果较差，DMA不是理想的淀粉溶剂。
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Study on Starch Solvent and Solubilizer
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Abstract: Rice starch and three kinds of corn starches with different amylose content were chosen in this paper, DMSO with different proportion of water,ethanol,LiBr or NaNO3 was taken as the solvent to dissolve the starch,respectively.The results showed that water was not a good solubilizer,while ethanol, LiBr and NaNO3 all increased the starch solubility;50mM NaNO3/DMSO was the best solvent for corn starch which can achieve 100% solubility,the following was 60μl ethanol/DMSO and 50mM LiBr/DMSO;The rice starch solubility index was generally lower than corn starch;The effect of solubilizers on DMSO was better than on 90%DMSO/H2O;The starch solubility in DMA was poorer,so DMA was not an ideal starch solvent.
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0 引言
淀粉是食品、医药、化工、纺织、包装等行业广泛使用的功能性成分，而淀粉功能性质的多样性源于不同来源和改性方式的淀粉之间千差万别的化学结构。因此，研究淀粉的物理化学结构，建立其结构与功能性质之间的联系就成为长期以来食品科学家、农业化学家及应用化学家共同关注的课题。目前，对于淀粉分子量和直链/支链淀粉比例等精细结构的研究多采用高效液相排阻色谱法(HPSEC)[1,2]，而利用此方法的基本要求就是淀粉分子的完全溶解。淀粉分子量测定采用的流动相分为水相和有机相，但是水相中淀粉分子的溶解度有限，所以对于获得淀粉分子的结构信息就较困难。淀粉分子的完全溶解成了淀粉分子精细结构研究中的一大障碍，而解决这一问题的唯一途径就是寻找更有效的有机溶剂及溶解方法。

二甲亚砜（Dimethyl Sulfoxide,DMSO)是淀粉结构分析中最常用，也是公认最为有效的有机溶剂。DMSO是作为氢键中的质子受体，以DMSO-淀粉之间的氢键取代淀粉分子内、分子间的氢键来增溶淀粉的[3]。已有研究表明，在DMSO中添加少量的水或低分子量电解质如溴化锂有助于改善淀粉的溶解性[4,5]。然而，采用相同的溶剂测定得到的相同来源的淀粉的分子量之间仍存在巨大的差异。同样是蜡质玉米支链淀粉，以DMSO/10% H2O为溶剂，直接HPLC进样测定得到的分子量为7.5× 108 Da[6]，经5.0 μm微孔滤膜过滤后测定得到的分子量为2.54×108 Da[7]，在采用水浸提法分离后，测定得到的分子量为0.39 ×108 Da[8]。这种差异的存在说明采用DMSO/10%H2O溶解淀粉时，溶液中仍然存在未知程度的支链淀粉-支链淀粉、直链淀粉-支链淀粉之间的缠绕和聚结。
本研究选择具有代表性的大米淀粉、蜡质玉米淀粉、普通玉米淀粉、高直链玉米淀粉作为研究对象，使用含有不同配比量的水，乙醇或低分子量电解质（LiBr,NaNO3）的二甲亚砜作为溶剂溶解淀粉，测定其溶解效果，并研究了淀粉在N,N-二甲基乙酰胺（DMA）中的溶解效果。通过比较几种溶剂的溶解效果以及助溶剂的增溶效果，确定了良好的淀粉溶剂和助溶剂，为全面建立分析淀粉精细结构的系统方法提供了有效的溶解条件。
1 实验材料与方法
1.1 实验材料与设备
纯直链淀粉和支链淀粉，美国Sigma-Aldrich公司；大米淀粉M-202，实验室提取；蜡质玉米淀粉和普通玉米淀粉，德州福源淀粉公司；高直链玉米淀粉，兰州威德变性淀粉公司；无水溴化锂，上海嘉辰化工有限公司；二甲亚砜，硝酸钠，乙醇等试剂，中国医药集团上海化学试剂公司。

Mettler-Toledo AL-204电子天平，Mettler-Toledo上海有限公司；MP-501A超级恒温槽，上海一恒科技有限公司；TG16-WS台式高速离心机，长沙湘仪离心机有限公司；UV-2802型紫外可见分光光度计，尤尼科（上海）仪器有限公司；IKA C-MAG HS4磁力搅拌器，IKA Vortex Genius 3漩涡振荡器，IKA Works Guangzhou 广州仪科实验室技术有限公司。

1.2 实验方法
1.2.1 碘比色法测定样品直链淀粉含量
根据GB-T 15683-1995稻米直链淀粉含量（AM）测定方法[9]，首先配制1mg/mL的标准淀粉溶液以及待测样品淀粉溶液。分别称取 100±0.5mg的淀粉于100mL烧杯中，加入1.0mL无水乙醇湿润样品，再加入9.0mL 1mol/L氢氧化钠溶液，并于85℃水浴中分散10min，移入100mL容量瓶，洗涤液一并移入容量瓶中，加水定容。

按照直链淀粉含量（干基）分别为0%、10%、20%、25%、30%、40%、50%、60%将一定体积的直、支链淀粉标准分散液与2.0mL 0.09mol/LNaOH溶液混匀，制备标准系列溶液。准确移取2.5mL标准系列溶液于50mL容量瓶中，容量瓶中预先加入25mL水，加0.5mL 1mol/L乙酸溶液混匀，再加入1.0mL碘试剂，加水至刻度，塞上塞子，摇匀，静置20min,用分光光度计将试样空白溶液（用2.5mL 0.09mol/L氢氧化钠代替样品溶液）调零，在620nm处测吸光度。以吸光度为纵坐标，直链淀粉含量为横坐标，绘制校正曲线。直链淀粉含量以稻米干基质量的百分率表示。

准确移取2.5mL样液同上操作后测620nm处吸光度。每一样品定溶液取两份平行测定。
1.2.2 淀粉在不同溶剂中溶解效果的测定
精确称取各个淀粉样品20.0±0.1mg于20mL具塞试管中，加入溶剂5mL，在磁力搅拌器上以恒定搅拌速度90℃保持2h，再在50℃下搅拌24h。然后取溶解好的样品以10000rpm/min速度离心15min。取离心后的上清液，使用苯酚-硫酸比色法测总糖含量[10]。

溶剂的选择：DMSO/H2O比例为70%、80%、90%、100%；选择两个溶解效果较好的DMSO/H2O比例，以LiBr和NaNO3助溶剂，浓度分别为30mM、40mM、50mM、60mM；先分别使用40µl、60µl、80µl的乙醇润湿，再加入5mL DMSO或者90%DMSO。此外，还使用了N,N-二甲基乙酰胺(DMA)，以及含有2%LiCl的DMA作为溶剂，在相同条件溶解淀粉作为比较。

样品的测定：准确吸取1.0mL离心后的上清液用去离子水稀释50倍，从中吸取1mL稀释液于试管中,加入6%苯酚1.2 mL，混匀，再加8mL浓硫酸，迅速混匀。室温放置30min后，于490 nm下测定吸光度，根据此吸光值和标准曲线计算得相当于葡萄糖质量数，再换算成淀粉的溶解指数（Solubility Index）。

1.2.3 数据处理
采用硫酸-苯酚法测定出水解后葡萄糖含量可换算成淀粉的含量，根据葡萄糖标准曲线公式得出淀粉溶解性指数计算公式如下：

SI %=[(A490nm+0.0141)×50×5×0.9／0.009×m]×100%
SI %：淀粉溶解指数；
A490nm：样品490nm处吸光值；
m：5mL溶剂中溶解的淀粉质量20.0±0.1mg；
0.9：葡萄糖与淀粉质量换算系数。

2 结果及讨论
2.1 淀粉样品的直链淀粉含量
碘显色法是AACC（美国谷物化学学会）推荐的直链淀粉含量（AM）测定方法，这也是目前测定直链淀粉含量最常用的方法。但是，据文献报道该方法支链淀粉的长侧链亦可与碘形成复合物，使测定结果偏高[13]。由于到目前为止还没有关于支链淀粉支链链长与碘显色强度之间关系的报道，因而也就没有数据校正方法。此外，Concanavalin A（ConA）法[11]，差示扫描量热（DSC）法[12]，高效液相排阻色谱（HPSEC）法[1]等也广泛用于直链淀粉含量的测定，有人[13]对这些方法进行了研究和比较，但是测定结果都有一定的偏差或者局限性。本研究以纯直链淀粉和支链淀粉的混合物为标样，配置不同比例的混合样品测定其碘显色强度，以吸光度为纵坐标，直链淀粉含量为横坐标，得到了如图1所示的标准曲线。采用该方法可初步排除支链淀粉的长支链显色导致的误差。
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图1  直链淀粉含量标准曲线

Fig.1  Standard curve of amylose content
根据标准曲线，分析实验所用淀粉样品的直链淀粉含量，结果如表1所示。由测定结果确定，试验选用的淀粉样品涵盖了较宽的直链淀粉含量范围，有效保障了实验结果的代表性。
表1  淀粉中直链淀粉含量

Tab.1  The amylose content of starches
	样品名称
	大米淀粉
	蜡质玉米淀粉
	普通玉米淀粉
	高直链玉米淀粉

	直链淀粉含量(%)
	14.1
	3.7
	32.9
	62.4


2.2 玉米淀粉在不同溶剂中的溶解效果
2.2.1 玉米淀粉在不同配比的DMSO/H2O中的溶解效果
David S.Jackson和John P. Mua等[4,14]以玉米淀粉为研究对象，使用HPSEC对其在不同配比的DMSO/H2O中溶解效果进行了研究，结果显示随着DMSO浓度的增加(0~90%)，淀粉溶解度增大，90%DMSO的溶解效果最好，这也是目前普遍使用的淀粉溶剂。本实验采用的DMSO/H2O比例分别为70%、80%、90%、100%，所得结果如表2所示。由结果可以看出，随着DMSO浓度的不断增加，各个淀粉的溶解指数也不断增大，当100%DMSO作为溶剂时，三种玉米淀粉的溶解效果都是相对最好的。而这个测定结果与前人报道不符，可能是由于测定方法的不同导致的差异，例如采用HPSEC法会对淀粉纯化分离，排除部分聚集的淀粉大分子。由于对于淀粉和水、DMSO之间相互作用的机制至今还没有人给出合理解释，有待进一步探究。
表2  淀粉在不同比例DMSO/H2O溶剂中的溶解指数

Tab.2  The starch solubility index in different proportion of DMSO/H2O solvents
	DMSO/H2O比例
	蜡质玉米淀粉（SI%）
	普通玉米淀粉（SI%）
	高直链玉米淀粉（SI%）

	100%
	91.0 ± 1.5
	91.1 ± 1.2
	87.6 ± 3.4

	90%
	81.4 ± 2.5
	89.7 ± 2.1
	84.9 ± 1.5

	80%
	70.3 ± 3.1
	65.0 ± 3.8
	70.5 ± 1.2

	70%
	52.8 ± 2.0
	53.2 ± 2.0
	32.7 ± 1.4


2.2.2 玉米淀粉在LiBr为助溶剂的DMSO中的溶解效果
分别采用30 mM、40 mM、50 mM、60 mM的LiBr作为助溶剂，配成LiBr/DMSO溶液，测定淀粉在其中的溶解指数，实验结果列于表3，当LiBr浓度为50mM时，蜡质玉米淀粉和高直链玉米淀粉的溶解效果最好，之前已有报道[15,16]使用50mM LiBr/DMSO作为淀粉的溶剂和HPSEC流动相，但从表中数据可以看出，随着LiBr含量的增加，普通玉米淀粉溶解度不断提高。对比表2可以明显看出，LiBr起到了一定的增溶效果，助溶剂在100%DMSO中的增溶效果比在90%DMSO中的好，这与前人的研究结果相符[5]。相同溶剂中，高直链玉米淀粉的溶解效果较差，这可能是由于直链淀粉的螺旋结构未完全打开，形成一定的空间位阻，没有和DMSO形成牢固的氢键，部分大分子的聚集和纠结也不利于淀粉的充分分散和溶解。
表3  淀粉在不同配比LiBr/DMSO溶剂中的溶解指数

Tab.3  The starch solubility index in different proportion of LiBr/DMSO solvents
	溶剂
	蜡质玉米淀粉（SI%）
	普通玉米淀粉（SI%）
	高直链玉米淀粉(SI%)   

	30mM LiBr+DMSO
	92.6 ± 2.2
	90.1 ± 2.2
	88.6 ± 2.5

	40mM LiBr+DMSO
	97.8 ± 1.0
	93.0 ± 0.7
	85.1 ± 2.5

	50mM LiBr+DMSO
	100.9 ± 1.7
	94.3 ± 1.7
	93.7 ± 2.3

	60mM LiBr+DMSO
	92.1 ± 1.6
	96.0 ± 2.0
	84.7 ± 2.5

	50mM LiBr+90%DMSO
	93.5 ± 1.5
	93.9 ± 1.7
	86.0 ± 1.4


2.2.3 玉米淀粉在NaNO3为助溶剂的DMSO中的溶解效果
低分子量电解质NaNO3可消除离子间相互作用力，故经常用在HPSEC流动相中[17,18]以保护柱子，也有利于淀粉充分的分散在流动相中，故可推测NaNO3对DMSO 中的淀粉有一定的增溶效果。与上组保持一致，选择了30mM、40mM、50mM、60mM NaNO3。由表4的结果看出NaNO3作为助溶剂的效果十分显著，各淀粉的溶解性显著提高，三种玉米淀粉均显示在50mM NaNO3/DMSO中能够完全溶解。与上一组结果相同的是90%DMSO加助溶剂效果不如100%DMSO好，而NaNO3与LiBr比较，助溶效果更好，因此NaNO3/DMSO将是比较好的分析淀粉精细结构的有机溶剂。

表4  淀粉在不同配比NaNO3/DMSO溶剂中的溶解指数

Tab.4  The starch solubility index in different proportion of NaNO3/DMSO solvents
	溶剂
	蜡质玉米淀粉(SI%)
	普通玉米淀粉(SI%)
	高直链玉米淀粉(SI%)

	30mM/L NaNO3+DMSO
	99.1 ± 1.4
	90.7 ± 0.9
	 95.8 ± 1.9

	40mM/L NaNO3+DMSO
	99.7 ± 1.7
	96.2 ± 2.1
	100.1 ± 2.2

	50mM/L NaNO3+DMSO

60mM/L NaNO3+DMSO
	100.1 ± 0.7

92.7±0.6
	100.1 ± 0.3

96.7 ± 0.5
	100.0 ± 3.5

 91.7 ± 0.6

	50mM/LNaNO3+90%DMSO
	87.0 ± 4.0
	89.2 ± 1.6
	 97.0 ± 0.7


2.2.4 玉米淀粉在乙醇为助溶剂的DMSO中的溶解效果
Jung-Ah Han和Seung-Taik Lim等人[7,19]的研究中先用微量乙醇润湿淀粉，然后溶解于90%的DMSO中，随后HPLC进样测淀粉分子量，其中三种玉米淀粉的溶解度分别为97.5%，98.4%，100.0%，这比直接溶解在90%DMSO中效果好很多，可以断定乙醇有助溶作用。本实验分别用40μl、60μl、80μl乙醇润湿淀粉，再加入5mL DMSO来溶解淀粉，结果如表5所示。当润湿量为60μl时，三种玉米淀粉的溶解效果都是最好的；润湿量相同时，普通玉米淀粉的溶解效果好过其他两种淀粉；同样，使用100%DMSO比90%DMSO/H2O要好。乙醇本身就是一种很好的溶剂，主要是因为分子中的羟基可以与其他极性分子形成氢键，所以用乙醇润湿淀粉可以促进大分子分散开来，有助于淀粉-DMSO之间相互作用，即得到较好的溶解效果。
表5  淀粉在以乙醇为助溶剂的DMSO中的溶解指数

Tab.5  The starch solubility index in DMSO with ethanol as solubilizer
	溶剂
	蜡质玉米淀粉(SI%)
	普通玉米淀粉(SI%)
	高直链玉米淀粉(SI%)

	40μl ethanol+DMSO
	90.6 ± 1.8
	95.2 ± 0.9
	90.3 ± 0.9

	60μl ethanol+DMSO
	95.8 ± 1.1
	98.2 ± 0.5
	97.2 ± 1.4

	80μl ethanol+DMSO
	89.4 ± 3.2
	91.4 ± 2.3
	90.4 ± 2.0

	60μl ethanol+90%DMSO
	92.0 ± 2.1
	96.4 ± 1.9
	93.3 ± 1.6


2.3 大米淀粉在不同溶剂中的溶解效果
我们还对实验室提取的大米淀粉M-202进行了研究，在同样条件下处理大米淀粉，并测定其溶解指数，所得结果与玉米淀粉基本一致。图2对比了普通玉米淀粉和大米淀粉M-202在几种具有代表性的溶剂DMSO，90%DMSO，50mM LiBr/DMSO，50mM NaNO3/DMSO以及60μl乙醇/DMSO中的溶解效果。可以看出大米淀粉在各个溶剂中的溶解效果都不如玉米淀粉，最高的是在50mM LiBr/DMSO中为83.5%，这与文献[5]报道过的结果（81.2±1.7 %）较接近。几种物质的助溶效果是显而易见的，比单纯溶在DMSO和90%DMSO中都要好，而且它们在DMSO中的助溶效果也都比在90%DMSO中的好。这两种淀粉的来源不同，所以两者内部结构有巨大差异[20,21]，从而得出了一些不同的结果，但还是验证了几种助溶剂对淀粉在DMSO中的增溶效果。
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图2  大米淀粉和玉米淀粉溶解指数的对比

Fig.2  The comparison of solubility index between rice starch and corn starch  
2.4 淀粉在N,N-二甲基乙酰胺（DMA）中的溶解效果
N,N-二甲基乙酰胺（N,N-Dimethylacetamide,DMA,CH3CON(CH)3）具有热稳定性高，不易水解，腐蚀性低，毒性小等特点，是多种树脂的优良极性溶剂，广泛应用于医药，农药，化工，石油加工等领域[22]，主要作为耐热纤维，塑料薄膜，涂料，制药，纺丝等的溶剂。人们已对纤维素在LiCl/DMA体系中的溶解特性及过程进行了深入研究[23]，目前，也有很多人用DMA来溶解淀粉并作为淀粉改性的反应溶液[24,25]。为了寻找较好的溶剂，并与DMSO进行对照，我们在同样的溶解条件下，对淀粉在N,N-二甲基乙酰胺（DMA）中的溶解效果进行了研究。实验结果如下图。

[image: image3.emf]0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

蜡质玉米淀粉 普通玉米淀粉 高直链玉米淀粉

Solubility Index（%）

DMSO

LiCl/DMA

DMA


图3  淀粉在三种溶剂中溶解指数的对比

Fig.3  The comparison of starches solubility index in three different kinds of solvents 
由图3可以看出，各种淀粉在DMA中的溶解效果都较差，加入助溶剂LiCl能起到显著的增溶效果，但是远不如DMSO的溶解能力。在使用DMA作为溶剂时，文献中通常使用100℃以上的温度来溶解淀粉，但这种条件会严重破坏淀粉结构，为了做对比，我们选择与DMSO同样的条件溶解淀粉，因此可能没有达到DMA溶解淀粉所需温度，导致了结果的不理想。但是，通过这个测定结果可以确定在同样的溶解条件下，二甲亚砜是淀粉的优良溶剂。
3 结论

本实验对大米淀粉和不同直链淀粉含量的三种玉米淀粉在几种不同的溶剂中的溶解情况进行了研究和比较，结果表明：在DMSO中添加少量水对淀粉并没有起到增溶效果，而微量的乙醇，低分子量电解质LiBr和NaNO3都有显著的增溶效果，其中，50mM NaNO3/DMSO是玉米淀粉的最佳溶剂，能达到100%溶解，其次是60μl乙醇/DMSO，溶解指数都在95%以上，在50mM LiBr/DMSO中的溶解指数也在93%以上；大米淀粉在这三种配比的溶剂中溶解效果也是最好的，但大米淀粉的溶解指数普遍比玉米淀粉低，这可能是由于淀粉来源不同，其内部精细结构的差异导致；助溶剂在DMSO中的增溶效果要比在90%DMSO/H2O中的好；淀粉在DMA中的溶解效果较差。

此研究为建立分析淀粉分子的精细结构系统方法提供了良好的溶剂，同时有待进一步研究淀粉的动态溶解进程，淀粉与溶剂、助溶剂的相互作用和溶解机制，以及寻找其他有效溶剂和溶解方法。
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