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研究论文 一种用紫外光谱测定混合糖含量的新方法
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摘要：提出一种用紫外光谱测定样品中混合糖含量的方法。其原理是基于样品中的糖经浓硫酸处理后生成有紫

外吸收的糠醛和羟甲基糠醛，进行紫外波长吸收测定；通过化学计量学软件，根据一组已知糖浓度标准样品的

多波长光谱和所对应组成浓度之间的数学关系，建立校正模型。将未知样品的紫外光谱信息输入校正模型即可

预测其组成中糖的含量。本方法无需使用有机试剂，操作简便，可以测定样品中戊糖、己糖和总糖的含量，适

合于木质生物质炼制研究中溶解性糖类组分的分析。
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引　言

当前世界各国都在大力发展生物质能，生物炼

制成为世界各国的战略研究方向［１］。而从木材以及

非木材植物的木质生物质中提取纤维素和半纤维素

碳水化合物，通过酶或其他方式将纤维素和半纤维

素降解为相应的单糖经发酵生产燃料乙醇或其他化

工产品，是该领域研究的重点之一［２４］。在木质生
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物质提取可溶性纤维素和半纤维素的分离过程中，

快速、准确测定水解液中最终降解为戊糖 （以木糖

为主）和己糖 （葡萄糖），以及总糖含量 （即总的

可溶性碳水化合物含量）信息，对于确定各类木质



生物质原料的选择和优化抽提工艺条件尤为重要。

传统的糖类组分分析方法相当多，如只能测定

总还原糖而不能测定各种单一糖含量的菲林法和

３，５二硝基水杨酸法 （ＤＮＳ法）
［５６］，能检测出多

种糖的蒽酮法［７］和总糖含量的硫酸苯酚法
［８１０］，

专测某一种糖的生物酶法［１１１２］。其中，生物酶法

使用的酶试剂价格昂贵，分析成本高；而一些采用

有机物 （如苯酚）作为反应显色剂的方法，由于有

机物具有一定毒性，在实验操作上存在安全方面要

求。以上这些方法通常实验步骤烦琐，其测定准确

性和可靠性不高。

采用现代仪器手段的糖类分析方法中，主要是

气相色谱法和高效液相色谱法。气相色谱法需对单

糖做衍生化处理，得到具有挥发性的衍生物，从而

对气体进行分析［１３］。由于糖在溶液中的异构化，

使分析时色谱得不到单峰，同时有些衍生物不稳

定，给组分定性和定量带来困难［１４］。高效液相色

谱法被公认为是测定糖含量的最好手段［１５１６］，它

能对测定样品中的单糖、低聚糖、多糖进行有效分

离检测。但高效液相色谱法所使用的糖分析专用柱

价格昂贵，仪器操作和维护成本很高。

本研究目的是建立一种基于紫外光谱测定并结

合化学计量学进行校正，无需使用有机试剂的简便

测定糖含量的方法。

１　实验材料和方法

１１仪器与试剂

仪器：安捷伦８４５３型紫外可见分光光度计 （１

ｃｍ石英比色皿），３０ｍｌ离心试管，恒温水浴锅。

化学计量学软件：ＳＭＩＣＡ （ＵｍｅｔｒｉｃｓＡＢ，

Ｓｗｅｄｅｎ）。

试剂：Ｄ葡萄糖 （ＡＲ）、Ｄ木糖 （ＢＲ，含量

＞９９％）、浓硫酸 （ＡＲ，９８％ Ｈ２ＳＯ４，相对密度

１．８４）。

１２　实验方法与步骤

１．２．１　标准溶液的配制　配制一组共１４个已知

（随机）浓度的木糖和葡萄糖混合糖的水溶液。其

中木糖的浓度变化范围为０～０．０５７ｍｏｌ·Ｌ
－１；葡

萄糖的浓度变化范围为０～０．０５７ｍｏｌ·Ｌ
－１；总糖

含量变化范围为０．０１１５～０．０５７ｍｏｌ·Ｌ
－１。

１．２．２　糖的浓硫酸脱水处理　用移液管分别准确

移取１ｍｌ糖标准溶液加入不同的３０ｍｌ试管中。

再用移液管向每个试管准确加入５ｍｌ浓硫酸，摇

匀后静置１０ｍｉｎ，放入２５℃水浴恒温２０ｍｉｎ，使

糖在浓硫酸作用下脱水反应完全。

１．２．３　浓硫酸处理后糖溶液的紫外光谱测定　用

１ｃｍ 的石英比色皿，分别测定上述浓硫酸处理后

糖溶液的紫外光谱，扫描范围为１９０～４００ｎｍ，记

录全部吸光度值。

１．２．４　方法的校正　将上述测定的光谱值以及所

对应的木糖和总糖含量的数据输入化学计量学软件

（ＳＭＩＣＡ）程序中，选择偏最小二乘法进行多变量

回归，得到方法的校正模型。

１．２．５　未知样品的测定　按１．２．２处理标准样品

的方式，对未知样品进行浓硫酸处理后做紫外光谱

扫描。将该吸光度值输入ＳＭＩＣＡ 软件程序，用

１．２．４得到的校正模型即可预测该未知样品中糖的

含量。

２　实验结果与讨论

２１　戊糖和己糖的酸脱水反应

可溶性碳水化合物包括单糖、低聚糖、多糖，

在浓硫酸作用下多糖能很快降解为单糖，然后经脱

水反应生成糠醛或糠醛衍生物，即戊糖被转化为糠

醛、己糖被转化为羟甲基糠醛［８，１７］。式 （１）和式

（２）分别表达了这类酸脱水反应的反应式
［１８］。

（１）

（２）
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以上反应过程使不带未饱和键的糖分子变成带

未饱和键的糠醛类分子，从而在紫外波长区域有光

谱吸收，可采用紫外光谱法进行测定。由于木糖和

葡萄糖的酸脱水过程与其他戊糖和己糖一致，最终

产物均为糠醛或羟甲基糠醛，为此，可用木糖和葡

萄糖配制戊糖、己糖的标准溶液。

２２　糠醛和羟甲基糠醛的紫外光谱

戊糖和己糖经浓硫酸脱水后产物 （糠醛及羟甲

基糠醛）的紫外吸收光谱如图１所示。糠醛和羟甲

基糠醛在该介质中，分别在３１６ｎｍ和３２２ｎｍ波

长处有最大吸收峰。对于混合糖样品的紫外光谱，

其最大吸收峰值的出现介于这两个波长之间。因

此，根据糠醛以及羟甲基糠醛所产生的紫外光谱，

可以实现间接测定样品中戊糖和己糖含量。

图１　糠醛和羟甲基糠醛在浓硫酸溶液中的紫外吸收光谱

Ｆｉｇ．１　ＵＶｓｐｅｃｔｒａｏｆｆｕｒｆｕｒａｌ，５ｈｙｄｒｏｘｙｍｅｔｈｙｌｆｕｒｆｕｒａｌ

ａｎｄｔｈｅｉｒｍｉｘｔｕｒｅｓｉｎｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｅｄｓｕｌｆｕｒｉｃａｃｉｄ
　

２３　干扰物质的影响

在木质生物质水解提取糖类物质过程中，一部

分木素也被抽提出来，特别是在碱性条件下。由于

木素分子结构中有苯环基团，因此在紫外波长范围

有很强的光谱吸收，必须考虑在本文的实验条件下

木素的干扰情况。本文作者的研究发现，在浓硫酸

介质中，抽提出的木素产生沉淀，而在紫外光谱测

定中，产生由于光散射而造成的干扰，使光谱的基

线上移。这种干扰可以采用对水解溶液的离心或过

滤加以克服。对于一些含有色素物质的非木材植物

原料 （如竹子）抽提液，色素会对紫外光谱测定造

成干扰。这类干扰可以通过简单空白实验排除。因

此，本文将样品加入氢离子浓度为４ｍｏｌ·Ｌ－１的

硫酸溶液作为空白，以消除有色物质的干扰。因为

都是在酸性体系，酸可溶木质素等有色物质的光谱

相对变化变小［１９］。图２示意了北美南方松木木片

在１７０℃经过２ｈ的水抽提溶液的酸空白溶液和经

浓硫酸水解后溶液的紫外光谱。可以看出在该抽提

液中，有色物质对糖测定的光谱干扰不是很显著。

因此，空白实验可有效地减小可溶木质素等有色物

质对糖测定的干扰。

图２　松木木片水抽提溶液的空白溶液和

经浓硫酸水解后溶液的紫外光谱

Ｆｉｇ．２　ＵＶｓｐｅｃｔｒａｏｆｓａｍｐｌｅｗｉｔｈａｎｄｗｉｔｈｏｕｔ

ｈｙｄｒｏｘｙｌａｔｉｏｎｕｓｉｎｇｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｅｄｓｕｌｆｕｒｉｃａｃｉｄ
　

２４　结合化学计量学的紫外光谱测定抽提液中糖

含量

２．４．１　化学计量学在复杂体系光谱测定分析中的

应用　在分析化学中，常用化学统计学来解决复杂

的校正问题［２０２１］。其中，偏最小二乘法 （ｐａｒｔｉａｌ

ｌｅａｓｔｓｑｕａｒｅ，ＰＬＳ）是解决线性复杂多变量关系的

最有效的方法［２２２３］。基于光谱的分析方法，找出

一组已知浓度样品的多波长光谱和所对应的组成浓

度，建立起两者之间的数学关系，实现根据未知样

品的光谱信息预测其组成浓度的目的。

在大多数木质生物质的提取液中，尽管是半纤

维素降解所产生的戊糖占主导地位，但总是与半纤

维素和纤维素降解的己糖共存。因此，其浓硫酸处

理后产物的紫外光谱总是糠醛和羟甲基糠醛的复合

光谱。由于通常戊糖与己糖的含量差别很大，很难

用几个波长的吸收来实现对其含量的准确测定。因

此，本文采用多波长光谱测定并结合化学计量学进

行校正的方法来实现对抽提液中糖含量的分析。目

前，结合化学计量学的分析应用已很普遍，许多商

业化 的 计 量 学 计 算 机 软 件，如 ＳＭＩＣＡ
［２４］或

Ｕｎｓｃｒａｍｂｌｅｒ
［２５］等都可以用于此目的。

２．４．２　数学关系模型的建立　将已知各组分糖含

量的混合糖溶液经硫酸处理后测定的全波长紫外光

谱吸收值和糖的浓度，输入化学统计学软件

ＳＭＩＣＡ进行运算，导出糖浓度和多波长吸光度值之

间关系的数学关系 （模型）。根据在实际抽提液中，
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表１　混合糖溶液中糖的实际浓度和模型预测浓度

犜犪犫犾犲１　犆狅犿狆犪狉犻狊狅狀狊犫犲狋狑犲犲狀狆狉犲犱犻犮狋犲犱犪狀犱犪犮狋狌犪犾狊狌犵犪狉犮狅狀狋犲狀狋狊犻狀狋犲狊狋犲犱狊犪犿狆犾犲狊

Ｓａｍｐｌｅ

Ｔｏｔａｌｓｕｇａｒｓ

Ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ

ｃｏｎｔｅｎｔｓ

／ｍｏｌ·Ｌ－１

Ａｃｔｕａｌ

ｃｏｎｔｅｎｔｓ

／ｍｏｌ·Ｌ－１

Ｒｅｃｏｖｅｒｙ

／％

Ｘｙｌｏｓｅ

Ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ

ｃｏｎｔｅｎｔｓ

／ｍｏｌ·Ｌ－１

Ａｃｔｕａｌ

ｃｏｎｔｅｎｔｓ

／ｍｏｌ·Ｌ－１

Ｒｅｃｏｖｅｒｙ

／％

Ｇｌｕｃｏｓｅ

Ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ

ｃｏｎｔｅｎｔｓ①

／ｍｏｌ·Ｌ－１

Ａｃｔｕａｌ

ｃｏｎｔｅｎｔｓ

／ｍｏｌ·Ｌ－１

Ｒｅｃｏｖｅｒｙ

／％

１ ０．０３６０ ０．０３６４ ９８．９ ０．０１４３ ０．０１４１ １０１．４ ０．０２１７ ０．０２２２ ９７．７

２ ０．０３８８ ０．０３９５ ９８．２ ０．０２７３ ０．０２８１ ９７．２ ０．０１１６ ０．０１１３ １０２．７

３ ０．０６２３ ０．０６２８ ９９．２ ０．０２９１ ０．０２８４ １０２．５ ０．０３３１ ０．０３４４ ９６．２

４ ０．０６３３ ０．０６３０ １００．５ ０．０３９７ ０．０３９２ １０１．３ ０．０２３６ ０．０２３９ ９８．７

５ ０．０７３２ ０．０７４１ ９８．８ ０．０４１６ ０．０４０５ １０２．７ ０．０３１６ ０．０３３６ ９４．０

　　①Ｐｒｅｄｉｃｔｅｄｃｏｎｔｅｎｔｓｏｆｇｌｕｃｏｓｅ＝ｐｒｅｄｉｃｔｅｄｃｏｎｔｅｎｔｓｏｆｔｏｔａｌｓｕｇａｒｓ－ｐｒｅｄｉｃｔｅｄｃｏｎｔｅｎｔｓｏｆｘｙｌｏｓｅ．

己糖含量较低的特点，本文采用戊糖和总糖为基准

进行运算 （己糖的浓度可以根据总糖和戊糖之差而

得出）。图３分别示意了由化学统计学软件建立的

模型所给出的戊糖和总糖的模型预测浓度与实际浓

度的比较。结果表明，本文建立的校正模型的预测

浓度和糖的实际浓度之间有很好相关性，相关系数

分别为０．９９０ （戊糖）和０．９８３ （总糖），预测的平

均相对偏差小于８．４％，完全可以满足对于抽提液

中糖类工业分析的要求。

（ａ）

　

（ｂ）

图３　糖的校正模型

Ｆｉｇ．３　Ｃａｌｉｂｒａｔｉｏｎｍｏｄｅｌｏｆｐｅｎｔｏｓｅｓ（ａ）

ａｎｄｔｏｔａｌｓｕｇａｒｓ（ｂ）

　

２．４．３　模型的检验　另一组 （５个）已知糖浓度

的溶液作为被测样品，经浓硫酸处理后测定其紫外

光谱并将吸光度值输入化学计量学软件建立的模型

进行糖浓度预测。由表１可知，预测结果的回收率

在合理范围，测定误差为±６％之内，说明本方法

可以对溶解性糖组分进行准确测定。该方法测定的

混合糖溶液中糖含量，包含了样品中低聚糖等可溶

性糖。

３　结　论

本文提出一种通过测定混合糖样品经浓硫酸处

理后产物的紫外光谱，并结合化学计量学建立校正

模型的戊糖、己糖和总糖的分析技术。该方法无需

使用有机试剂，操作步骤简单，非常适合在木质生

物质炼制研究中对抽提液糖类组分的分析。该方法

很有潜力发展成为一种传感器技术，实现对过程溶

液的糖含量进行在线检测。
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