
２０２１ 年 １１ 月 Ｖｏｌ．３９ Ｎｏ．１１
Ｎｏｖｅｍｂｅｒ ２０２１ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ １２４７～１２５４

研究论文 ＤＯＩ： １０．３７２４ ／ ＳＰ．Ｊ．１１２３．２０２１．０５００１

∗收稿日期：２０２１⁃０５⁃０７
∗通讯联系人．Ｔｅｌ：（０３１２）５０７５５３２，Ｅ⁃ｍａｉｌ：ｙｕｑｉａｎ１６１８１１＠ １６３．ｃｏｍ（喻倩）；Ｅ⁃ｍａｉｌ：ｄｏｕｈａｉｙａｎｇ⁃１９８４＠ １６３．ｃｏｍ（窦海洋） ．
基金项目：河北省自然科学基金（Ｈ２０２０２０１２９５）；河北省高等学校科技研究重点项目（ＺＤ２０１９００９）；国家级大学生创新创业计划项

目（２０２１１００７５２８９） ．
Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｉｔｅｍ： Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｈｅｂｅｉ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ （Ｎｏ． Ｈ２０２０２０１２９５）； Ｋｅｙ Ｐｒｏｊｅｃｔ ｏｆ Ｈｅｂｅｉ Ｅｄｕｃａｔｉｏｎ Ｄｅｐａｒｔ⁃

ｍｅｎｔ （Ｎｏ． ＺＤ２０１９００９）； Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｕｎｄｅｒｇｒａｄｕａｔｅ’ｓ Ｉｎｎｏｖａｔｉｏｎ Ｆｕｎｄ Ｐｒｏｊｅｃｔ （Ｎｏ． ２０２１１００７５２８９） ．

非对称场流分离系统的构建及其在淀粉颗粒粒径表征中的应用
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摘要：淀粉颗粒粒径与分子尺寸分别在 １～１００ μｍ 和 ２０～２５０ ｎｍ 之间，是影响淀粉功能特性的重要因素之一。 非

对称场流分离（ＡＦ４）是一种基于样品与外力场相互作用机制的分离技术，已应用于表征淀粉分子尺寸分布。 商品

化的 ＡＦ４ 系统的粒径检测范围为 １ ｎｍ～１０ μｍ，对于淀粉颗粒粒径表征具有一定的局限性。 该文研制了 ＡＦ４ 分离

系统；考察了其在微米尺度下对红薯、莲子和大米淀粉颗粒粒径表征的性能；采用微米尺寸的聚苯乙烯乳化球

（ＰＳ）标准样品验证了构建的 ＡＦ４ 系统的分离性能。 实验结果显示，构建的 ＡＦ４ 系统对 ＰＳ 混合样品（粒径 ２、６、
１２、２０ μｍ）实现了基线分离，同商品化 ＡＦ４ 相比提高了检测上线，具有分离表征淀粉颗粒的潜力。 此外，该文研究

了载液组成对淀粉颗粒分离表征的影响；通过光学显微镜验证了构建的 ＡＦ４ 系统在微米尺度上对淀粉颗粒粒径分

布的表征能力。 最后，采用商品化的 ＡＦ４ 系统串联多角度激光光散射检测器和示差折光检测器对 ３ 种淀粉分子进

行了分离表征，考察了淀粉的溶解温度对其表征结果的影响。 在摩尔质量 １０６ ～１０８ｇ ／ ｍｏｌ 范围内，红薯和莲子淀粉

的回转半径和水合半径的比值（Ｒｇ ／ Ｒｈ）在 ０􀆰 ９～１􀆰 １ 之间，大米淀粉的 Ｒｇ ／ Ｒｈ 在 １􀆰 ２～１􀆰 ４ 之间。 实验结果证明构建

的 ＡＦ４ 系统是一种快速、准确的淀粉颗粒粒径表征方法，与商品化的 ＡＦ４ 系统结合可为研究淀粉尺寸分布与其功

能性质之间的关系提供技术支持。
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ｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｔａｒｃｈ ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ． Ａ ｍｏｌｅｃｕｌａｒｌｙ ｄｉｓｐｅｒｓｅｄ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ｉｓ ｎｅｃｅｓｓａｒｙ ｆｏｒ ｔｈｅ ｒｅｌｉａｂｌｅ
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ａｎｄ ａｃｃｕｒａｔｅ ｆｏｒ ｔｈｅ ｓｉｚｅ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｔａｒｃｈ ｇｒａｎｕｌｅｓ． Ｔｈｅ ｄｅｖｅｌｏｐｅｄ ＡＦ４ ｓｙｓｔｅｍ， ｗｈｅｎ
ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｍｍｅｒｃｉａｌ ＡＦ４ ｓｙｓｔｅｍｓ ｃｏｕｐｌｅｄ ｏｎｌｉｎｅ ｗｉｔｈ ＭＡＬＳ ａｎｄ ｄＲＩ ｄｅｔｅｃｔｏｒｓ， ｃａｎ ｐｒｏ⁃
ｖｉｄｅ ｔｅｃｈｎｉｃａｌ ｓｕｐｐｏｒｔ ｔｏ ｓｔｕｄｙ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｓｉｚｅ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｎａｎｏｓｃａｌｅ ｔｏ ｔｈｅ
ｍｉｃｒｏｓｃａｌｅ ａｎｄ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｏｆ ｓｔａｒｃｈ．
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Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ａｓｙｍｍｅｔｒｉｃａｌ ｆｌｏｗ ｆｉｅｌｄ⁃ｆｌｏｗ ｆｒａｃｔｉｏｎａｔｉｏｎ （ ＡＦ４ ）； ｓｔａｒｃｈ ｇｒａｎｕｌｅ； ｓｉｚｅ
ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ

　 　 淀粉是人类主要的能量来源之一，以其独有的

物理化学性质和功能特性广泛应用在食品、医药等

领域。 在食品生产中，淀粉作为一种重要的食品配

料，对于调整食品的质地有重要作用［１，２］。 淀粉成

膜性和冻融稳定性被应用于胶凝剂、增稠剂，稳定剂

和涂层剂等工业［３，４］。 淀粉颗粒大小是影响其功能
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特性的重要因素之一［５］。 目前，表征淀粉颗粒大小

常用的方法有动态光散射技术（ｄｙｎａｍｉｃ ｌｉｇｈｔ ｓｃａｔ⁃
ｔｅｒｉｎｇ， ＤＬＳ）和显微镜技术［６］。 ＤＬＳ 分析样品时间

短、操作简单、成本低，但对于粒径分布较宽的样品，
不同粒径颗粒的散射光之间会产生干涉，降低样品

粒径表征结果的准确性［７］。 光学显微镜 （ ｏｐｔｉｃａｌ
ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ， ＯＭ）操作简单、分析成本低，可以同时

提供淀粉颗粒形貌及粒径分布信息，但 ＯＭ 检测的

样本数量有限，分析时间长。
　 　 ２０ 世纪 ６０ 年代 Ｇｉｄｄｉｎｇｓ 博士［８］首次提出场流

分离（ ｆｉｅｌｄ⁃ｆｌｏｗ ｆｒａｃｔｉｏｎａｔｉｏｎ， ＦＦＦ）概念，其中非

对称场流分离（ａｓｙｍｍｅｔｒｉｃａｌ ｆｌｏｗ ｆｉｅｌｄ⁃ｆｌｏｗ ｆｒａｃ⁃
ｔｉｏｎａｔｉｏｎ， ＡＦ４）是一种应用最广的 ＦＦＦ 子技术，无
固定相和填充材料，适用于剪切力敏感的样品的分

离，检测范围广（１ ｎｍ ～ ５０ μｍ） ［９］。 该技术已应用

于蛋白质及其复合物、纳米粒子、亚细胞单元和聚合

物的分离表征［１０］。 ＡＦ４ 可与多角度激光光散射检

测器（ＭＡＬＳ）和示差折光检测器（ｄＲＩ）联用（ＡＦ４⁃
ＭＡＬＳ⁃ｄＲＩ），表征淀粉分子的粒径分布［１１］。 目前，
商品化的 ＡＦ４ 系统检测上限为 １０ μｍ，对于淀粉颗

粒粒径表征具有一定局限性。 本研究构建了 ＡＦ４
系统，结合商品化的 ＡＦ４ 系统，与紫外可见光检测

器（ＵＶ）、ＭＡＬＳ 和 ｄＲＩ 联用，考察了其在纳米与微

米尺度下对淀粉分离表征的性能。

１　 实验部分

１．１　 仪器、试剂与材料

　 　 ＳＱＰ 电子天平（北京赛多利斯科学仪器有限公

司，中国）； ＭＳ⁃Ｈ５５０⁃Ｐｒｏ 磁力搅拌器（北京大龙兴

创实业有限公司，中国）； ＤＨＧ⁃９１４３８５⁃Ⅲ电热鼓风

干燥箱（上海新苗医疗器械制造有限公司，中国）；
Ｅｃｌｉｐｓｅ Ｃｉ 型显微镜（尼康公司，日本）； ＺＥＮ ３７００
型动态光散射粒度分析仪 （马尔文公司，英国）；
ＵＰＲ⁃Ⅱ⁃１０Ｔ 超纯水系统（西安优普仪器设备有限

公司，中国）； ＬＣ⁃２０ＡＴ 液相泵和 ＳＰＤ⁃２０Ａ 紫外可

见光检测器（岛津公司，日本）； ＤＡＷＮ ＥＯＳ ＭＡＬＳ
型多角度激光光散射检测器（怀雅特公司，美国）；
１２６０ Ｉｎｆｉｎｉｔｙ Ⅱ示差折光检测器（安捷伦公司，德
国）。
　 　 大米、莲子、红薯购自当地超市；马脾铁蛋白、溴
酚蓝（ＢＰＢ）购自美国 Ｓｉｇｍａ⁃Ａｌｄｒｉｃｈ 公司；聚苯乙

烯乳化球（ＰＳ）、ＦＬ⁃７０ 购自美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ 公

司；ＮａＯＨ、ＨＣｌ、ＮａＨＳＯ３、ＳＤＳ（ｓｏｄｉｕｍ ｄｏｄｅｃｙｌ ｓｕｌ⁃

ｆａｔｅ）、 ＮａＮＯ３、 Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ⁃１００ （ ｐｏｌｙｅｔｈｙｌｅｎｅ ｇｌｙｃｏｌ
ｔｅｒｔ⁃ｏｃｔｙｌｐｈｅｎｙｌ ｅｔｈｅｒ）、ＮａＮ３、羟丙基甲基纤维素

（ＨＰＭＣ）购自上海麦克林生化科技有限公司。
１．２　 实验方法

１．２．１　 淀粉颗粒及淀粉溶液的制备

　 　 淀粉颗粒的制备：将大米、红薯和莲子洗净晾

干。 根据 Ｓｃｈｏｃｈ 等［１２］ 描述的方法提取淀粉颗粒。
具体方法如下：室温下，将 ４０ ｇ 大米在 ２００ ｍＬ
ＮａＨＳＯ３（１ ｇ ／ Ｌ）中浸泡 １２ ｈ 后使用厨房料理机在

２５０ Ｗ 的条件下粉碎 ２ ｍｉｎ，依次通过 ８０ 和 １２０ 目

筛，将滤液转入 ２ Ｌ 烧杯中，静置 ５ ｈ 后弃上清液，
然后用去离子水重悬沉淀物，静置 ３ ｈ，重复 ３ 次，沉
淀物在 ４０ ℃的烘箱中干燥得到淀粉颗粒。
　 　 淀粉溶液的制备：室温下，将 １５ ｍｇ 淀粉颗粒

和 １􀆰 ５ ｍＬ １ ｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＯＨ 添加到 ２０ ｍＬ 玻璃瓶中，
２００ ｒ ／ ｍｉｎ 搅拌 ６ ｍｉｎ。 然后将装有大米、莲子淀粉

的玻璃瓶放置在 ７５ ℃的水浴中，装有红薯淀粉的玻

璃瓶放置在 ７８ ℃的水浴中，４００ ｒ ／ ｍｉｎ 搅拌 ４ ｍｉｎ，
加入 ４􀆰 ５ ｍＬ 去离子水，继续搅拌 ２ ｈ。 最后加入 １
ｍｏｌ ／ Ｌ ＨＣｌ 调节 ｐＨ 至 ７，得到淀粉溶液。
１．２．２　 光学显微镜对淀粉颗粒的表征

　 　 将 １０ μＬ 淀粉悬浮液（３􀆰 ０ ｇ ／ Ｌ）滴到显微镜载

玻片上，在 ４００ 倍的放大倍率下观察淀粉颗粒的形

貌与大小（Ｎｉｋｏｎ Ｄｉｇｉｔａｌ Ｓｉｇｈｔ 软件）。 由于淀粉颗

粒形状不规则，本实验所测长度为平面下颗粒的最

长尺寸。 每种淀粉每次统计 ５００ 个颗粒，得到其平

均直径，所有检测重复 ３ 次。
１．２．３　 Ｚｅｔａ 电位的表征

　 　 样品检测质量浓度为 ３􀆰 ０ ｇ ／ Ｌ，采用动态光散

射粒度分析仪对不同载液条件下的淀粉颗粒悬浊液

的 Ｚｅｔａ 电位进行分析，所有检测重复 ３ 次。
１．２．４　 非对称场流分离系统的构建及对淀粉颗粒

粒径的表征

　 　 ＡＦ４ 系统构建及对淀粉颗粒的分析：采用 １０
ｋＤａ 再生纤维素（ＲＣ） 膜和 ３５０ μｍ 垫片组装的

ＡＦ４ 通道构建了 ＡＦ４ 系统（见图 １）。 通道具有梯

形的几何形状，长度为 １７􀆰 ４ ｃｍ，入口和出口的宽度

分别为 ２􀆰 ２ ｃｍ 和 ０􀆰 １５ ｃｍ。 通过 ＢＰＢ 确定聚集时

间，通过铁蛋白确定通道实际厚度为 ２９０ μｍ。 载液

为 ０􀆰 ０１％ （ｗ ／ ｖ）表面活性剂和 ０􀆰 ０２％ （ｗ ／ ｖ）ＮａＮ３

的去离子水。 将 ２０ μＬ 淀粉颗粒悬浮液以 ０􀆰 ２
ｍＬ ／ ｍｉｎ 的速度注入通道。 检测器流速和交叉流流

速分别为 １􀆰 ０ 和 ０􀆰 ３ ｍＬ ／ ｍｉｎ。 通过 ＳＰＤ⁃２０Ａ 紫外
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图 １　 构建的 ＡＦ４ 系统示意图
Ｆｉｇ． １　 Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｉｌｌｕｓｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ａｓｙｍｍｅｔｒｉｃａｌ ｆｌｏｗ

ｆｉｅｌｄ⁃ｆｌｏｗ ｆｒａｃｔｉｏｎａｔｉｏｎ （ＡＦ４） ｓｙｓｔｅｍ

可见光检测器在 ２５４ ｎｍ 波长下对淀粉颗粒进行

检测。
　 　 ＡＦ４ 在空间位阻模式下的保留时间（ ｔｒ）和样品

的水合直径（ｄ）有如下关系［１３］：
ｌｏｇ ｔｒ ＝ －Ｓｄ ｌｏｇ ｄ＋ｌｏｇ ｔｒ１ （１）

ｔｒ１为具有单位直径的粒子的 ｔｒ 的外推值；Ｓｄ 为样品

颗粒的分离度。
　 　 斜率（Ｓｄ）和 ｙ 轴截距（ ｔｒ１）由校准曲线确定后，
根据公式（１）可将 ＡＦ４⁃ＵＶ 洗脱图谱（ ｃ（ ｔｒ））转换

为粒径质均分布（ｍ（ｄ）） ［１４］：

ｍ（ｄ）＝ ｃ（ ｔｒ）ＶＳｄｔｒ１
ｔｒ
ｔｒ１

æ

è
ç

ö

ø
÷

Ｓｄ＋１

Ｓｄ
（２）

Ｖ 为体积流速。 粒径数均分布（ｎ（ｄ）） ［１５］：

ｎ（ｄ）＝ ｍ（ｄ）
ｄ３ （３）

　 　 淀粉溶液的分析：使用商品化的 ＡＦ４ 系统，载
液为 ５ ｍｍｏｌ ＮａＮＯ３ 的去离子水溶液，样品浓度为

０􀆰 ３０ ｇ ／ Ｌ，进样流速为 ０􀆰 ２０ ｍＬ ／ ｍｉｎ，进样体积为 ５０
μＬ，交叉流流速从 １􀆰 ２０ ｍＬ ／ ｍｉｎ 指数下降到 ０􀆰 ０５
ｍＬ ／ ｍｉｎ，半衰期（ ｔ１ ／ ２）为 ３􀆰 ０ ｍｉｎ。 通过 ＢＰＢ 确定

聚集时间，通过铁蛋白测得通道实际厚度为 ２８７
μｍ。

２　 结果与讨论

２．１　 构建的 ＡＦ４ 系统的分离性能

　 　 采用微米尺寸的 ＰＳ 标准样品对构建的 ＡＦ４ 系

统分离性能进行了评估。 检测器流速为 １ ｍＬ ／ ｍｉｎ，
交叉流速为 ０􀆰 ３ ｍＬ ／ ｍｉｎ，选择载液为 ０􀆰 ０２％ （ｗ ／ ｖ）
ＦＬ⁃７０ 和 ０􀆰 ０２％ （ｗ ／ ｖ）ＮａＮ３ 去离子水溶液，按体积

比 １ ∶１ ∶１ ∶１ 混合 ２、６、１２ 和 ２０ μｍ 粒径的 ＰＳ 标准

样品，进行 ＡＦ４ 分离性能检验（见图 ２ａ）。 实验结

果显示，构建的 ＡＦ４ 系统对混合的 ４ 种微米级 ＰＳ
标准样品实现了基线分离，２ 和 ６ μｍ 粒径的 ＰＳ 分

辨率为 ３􀆰 ６５， ６ 和 １２ μｍ 粒径的 ＰＳ 分辨率为

１􀆰 ４０， ４ 种 ＰＳ 标准样品的校准曲线 Ｒ２ 为 ０􀆰 ９９９（见
图 ２ｂ）。 实验结果证明了构建的 ＡＦ４ 系统对微米

级样品具有良好的分辨率，同商品化 ＡＦ４ 相比，其
检测上限更高，具有分离表征淀粉颗粒的潜力。

图 ２　 聚苯乙烯（ＰＳ）标准样品的（ａ）ＡＦ４ 洗脱谱图和
（ｂ）校准曲线

Ｆｉｇ． ２　 （ａ） ＡＦ４ ｆｒａｃｔｏｇｒａｍ ａｎｄ （ｂ） ｃａｌｉｂｒａｔｉｏｎ ｃｕｒｖｅ
ｏｆ ｐｏｌｙｓｔｙｒｅｎｅ （ＰＳ） ｓｔａｎｄａｒｄ ｓａｍｐｌｅｓ

ｔｒ： ｒｅｔｅｎｔｉｏｎ ｔｉｍｅ； ｄ： ｈｙｄｒｏｄｙｎａｍｉｃ ｄｉａｍｅｔｅｒ．

２．２　 构建的 ＡＦ４ 系统表征淀粉颗粒粒径的分布

２．２．１　 载液组成对构建的 ＡＦ４ 分离表征淀粉颗粒

粒径的影响

　 　 载液组成是影响样品与 ＡＦ４ 超过滤膜交联的

主要因素之一，根据不同样品表面性质的差异，需采

用不同的表面活性剂分散样品颗粒。 本文考察了 ３
种表面活性剂对 ＡＦ４ 分离表征淀粉颗粒的影响。
载液为 ０􀆰 ０１％ （ｗ ／ ｖ）表面活性剂和 ０􀆰 ０２％ （ｗ ／ ｖ）

·０５２１·
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ＮａＮ３（抑菌剂）的去离子水溶液。 当交叉流流速为

０ ｍＬ ／ ｍｉｎ，直接进样品得到的峰面积为 Ａ０；当交叉

流流速为 ０􀆰 ３ ｍＬ ／ ｍｉｎ，样品峰面积为 Ａ１，淀粉颗粒

的回收率为 Ａ１ ／ Ａ０。 不同载液条件下，ＡＦ４ 分析 ３
种淀粉颗粒的回收率列于表 １。 实验结果表明，３ 种

淀粉颗粒在 ＳＤＳ 载液中的回收率最高；其中大米淀

粉颗粒的回收率为 ９８􀆰 ８９％。 根据 Ｐｌｏｃｋｏｖá 等［１５］

报道，在 ＡＦ４ 分析过程中，样品在不同成分载液中

的回收率差异可用静电力解释。
表 １　 不同载液条件下 ＡＦ４ 分析淀粉颗粒样品的回收率（ｎ＝３）
Ｔａｂｌｅ １　 Ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ ｏｆ ｓｔａｒｃｈ ｇｒａｎｕｌｅｓ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｂｙ ＡＦ４

ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃａｒｒｉｅｒ ｌｉｑｕｉｄｓ （ｎ＝３）

Ｃａｒｒｉｅｒ ｌｉｑｕｉｄ
Ｓａｍｐｌｅ ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ ／ ％

Ｓｗｅｅｔ ｐｏｔａｔｏ Ｌｏｔｕｓ ｓｅｅｄ Ｒｉｃｅ
Ｗａｔｅｒ ４１．９９±０．０２ １４．９８±０．０２ ８２．７６±０．０１
Ｐｏｌｙｅｔｈｙｌｅｎｅ ｇｌｙｃｏｌ ｔｅｒｔ⁃ｏｃｔｙｌ⁃ ７５．９５±０．１７ ５７．３０±０．０５ ８３．１３±０．０１
ｐｈｅｎｙｌ ｅｔｈｅｒ （Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ⁃１００）
Ｓｏｄｉｕｍ ｄｏｄｅｃｙｌ ｓｕｌｆａｔｅ （ＳＤＳ） ９４．０３±０．０２ ８０．４７±０．０３ ９８．８９±０．０４
ＦＬ⁃７０ ８８．７７±０．０３ ４０．９８±０．３１ ７７．１３±０．１１

　 　 中性条件下，ＡＦ４ 超过滤膜表面主要带负电荷，
增加样品表面负电荷可提高样品与 ＡＦ４ 超过滤膜

之间的静电排斥力，减小样品与超过滤膜的交联，进
而提高样品的回收率［１６］。 Ｚｅｔａ 电位表征结果显示

（见表 ２）， ３ 种样品在所有载液条件下带负电，相同

来源的淀粉颗粒样品在 ＳＤＳ 载液中的 Ｚｅｔａ 电位绝

对值最大；在 ＳＤＳ 载液中，莲子淀粉表面电位绝对

值（４５􀆰 ３３ ± １􀆰 ３６） 大于大米淀粉表面电位绝对值

（２５􀆰 ９±０􀆰 ５３），但是莲子淀粉颗粒的回收率小于大

米淀粉颗粒，说明 Ｚｅｔａ 电位不是影响样品与超过滤

膜表面交联的唯一因素。 载液黏度与样品的结构特

性共同影响样品与超过滤膜表面的交联［１７］。

表 ２　 不同载液条件下淀粉颗粒的 Ｚｅｔａ 电位（ｎ＝３）
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｚｅｔａ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｏｆ ｓｔａｒｃｈ ｇｒａｎｕｌｅｓ ｄｉｓｐｅｒｓｅｄ ｉｎ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃａｒｒｉｅｒ ｌｉｑｕｉｄｓ （ｎ＝３）

Ｃａｒｒｉｅｒ ｌｉｑｕｉｄ
Ｚｅｔａ ｐｏｔｅｎｔｉａｌｓ

Ｓｗｅｅｔ ｐｏｔａｔｏ Ｌｏｔｕｓ ｓｅｅｄ Ｒｉｃｅ
Ｗａｔｅｒ －２４．１０±０．７２ －１９．９７±０．６４ －１７．９３±１．５７
Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ⁃１００ －２６．８０±０．６０ －２４．６３±０．３５ －１６．９３±０．８１
ＳＤＳ －３５．９７±１．１０ －４５．３３±１．３６ －２５．９０±０．５３
ＦＬ⁃７０ －３０．４３±０．７４ －３５．２０±０．３６ －２０．０７±０．５５

２．２．２ 　 构建的 ＡＦ４ 系统表征淀粉颗粒粒径的准

确性

　 　 采用 ＯＭ 检验构建的 ＡＦ４ 系统表征淀粉颗粒

粒径的准确性。 ＯＭ 测得的淀粉颗粒粒径分布如图

３ 柱状图所示。 实验结果显示，红薯、莲子、大米淀

粉颗粒的尺寸范围分别为 ３ ～ ３２ μｍ、２􀆰 １ ～ ２３􀆰 ５

μｍ、１􀆰 ５ ～ １２ μｍ；平均粒径分别为 １２􀆰 １６ ± ０􀆰 １１
μｍ、１６􀆰 ０４ ± ０􀆰 ７９ μｍ、５􀆰 ２５ ± ０􀆰 ３０ μｍ。 根据公式

（１） ～ （３），结合图 ２ 的 ＰＳ 标准曲线，将不同载液条

件下得到的淀粉颗粒的 ＡＦ４ 洗脱图谱转换成粒径

图 ３　 不同载液条件下淀粉颗粒的粒径数均分布
Ｆｉｇ． ３　 Ｎｕｍｂｅｒ⁃ｂａｓｅｄ ｓｉｚｅ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｓ ｏｆ ｓｔａｒｃｈ ｇｒａｎｕｌｅｓ

ｏｂｔａｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃａｒｒｉｅｒ ｌｉｑｕｉｄｓ

数均分布（见图 ３），平均粒径列于表 ３。 实验结果

显示，ＡＦ４ 测量淀粉颗粒平均粒径整体小于 ＯＭ 测

量值。 这主要是因为 ＡＦ４ 测量的是样品水合直径，
对于不规则样品，ＯＭ 采用颗粒的最长尺寸为直径。
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此外，实验结果显示，在纯水条件下，ＡＦ４ 测量的莲

子淀粉颗粒平均粒径（１１􀆰 ０５±０􀆰 ５４ μｍ）小于 ＯＭ
测量值，这可能是由于在此条件下莲子淀粉的回收

率为 １４􀆰 ９８％ （见表 １），只有部分莲子淀粉颗粒被检

测到，导致 ＯＭ 测量的粒径分布代表性差。 在 ＳＤＳ
载液条件下，ＡＦ４ 测得的大米淀粉颗粒粒径大于

ＯＭ 测量值。 这可能是由于淀粉颗粒在 ＡＦ４ 空间

模式中的洗脱受重力、升力、外加力和静电排斥力影

响，升力与静电排斥力之和大于外加力与重力之和，
使淀粉颗粒更接近池道中心，洗脱速度更快，保留时

间更短，进而和图 ２ 得到的 ＰＳ 标准曲线有偏差，所
以大米淀粉在 ＳＤＳ 载液条件下洗脱时，ＡＦ４ 测量平

均粒径值比 ＯＭ 测量值大。 Ｗｏｏ 等［１８］ 报道：载体

黏度影响 ＰＳ 的保留率，当载液黏度接近 １ 时，通道

底部与颗粒之间具有相互排斥作用并随载液黏度的

增加保留率先下降后上升。 已知载液中只含有

０􀆰 ０１％ ＳＤＳ 载液时，黏度接近于 １。 为增加载液黏

度，减小样品所受的静电排斥力，在 ０􀆰 ０１％ ＳＤＳ ＋
０􀆰 ０２％ ＮａＮ３ 载液中加入 ０􀆰 ００１％ （ｗ ／ ｖ）ＨＰＭＣ，使
样品更接近 ＡＦ４ 通道底部，相应结果见图 ４。 在此

条件下，ＡＦ４ 测量大米淀粉颗粒的数均分布与 ＯＭ
测得结果相似。
表 ３　 不同载液条件下 ＡＦ４ 表征淀粉颗粒平均粒径结果（ｎ＝３）
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｍｅａｎ ｄｉａｍｅｔｅｒｓ ｏｆ ｓｔａｒｃｈ ｇｒａｎｕｌｅｓ ｏｂｔａｉｎｅｄ

ｂｙ ＡＦ４ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃａｒｒｉｅｒ ｌｉｑｕｉｄｓ （ｎ＝３）

Ｃａｒｒｉｅｒ ｌｉｑｕｉｄ
Ｍｅａｎ ｄｉａｍｅｔｅｒｓ ／ μｍ

Ｓｗｅｅｔ ｐｏｔａｔｏ Ｌｏｔｕｓ ｓｅｅｄ Ｒｉｃｅ
Ｗａｔｅｒ ７．０２±０．４３ １１．０５±０．５４ ４．３０±０．４９
Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ⁃１００ ５．２３±０．４２ ８．６８±０．３２ ３．５０±０．０６
ＳＤＳ １０．１３±０．１９ ９．６３±０．１８ ６．７４±０．３３
ＦＬ⁃７０ ４．３６±０．０７ ８．６６±０．０２ ４．４９±０．２５

２．３　 ＡＦ４ 对淀粉分子尺寸分布的表征

　 　 淀粉颗粒的溶解程度影响淀粉分子尺寸分布和

摩尔质量表征的准确性［１９］。 本实验采用碱溶法溶

解淀粉颗粒，考察了温度对淀粉颗粒溶解的影响

（见图 ５）。 实验结果显示，溶解温度为 ７５ ℃时，红
薯淀粉回转半径（Ｒｇ）分布和重均摩尔质量（Ｍｗ）分
布在 ｔｒ ＝ ７～１３ ｍｉｎ 处出现凸起，这可能是由于红薯

淀粉未全溶解，发生了共洗脱现象，粒径大的颗粒与

粒径小的颗粒同时洗脱出来［２０，２１］。 当溶解温度为

７８ ℃时，共洗脱现象消失，红薯淀粉溶解较好。 由

图 ５ａ 可见，在 ｔｒ ＝ ５􀆰 ４ ｍｉｎ 和 ｔｒ ＝ １２ ｍｉｎ 出现两个

洗脱峰，前者是直链淀粉洗脱峰，后者为支链淀粉洗

脱峰。 当溶解温度升高至 ８０ ℃时，ＡＦ４⁃ｄＲＩ 信号的

图 ４　 大米淀粉的（ａ）ＡＦ４ 洗脱谱图及（ｂ）粒径数均分布
Ｆｉｇ． ４　 （ａ） ＡＦ４ ｆｒａｃｔｏｇｒａｍｓ ａｎｄ （ｂ） ｎｕｍｂｅｒ⁃ｂａｓｅｄ ｓｉｚｅ

ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｓ ｏｆ ｒｉｃｅ ｓｔａｒｃｈ ｇｒａｎｕｌｅｓ
ＨＰＭＣ： ｈｙｄｒｏｘｙ ｐｒｏｐｙｌ ｍｅｔｈｙｌ ｃｅｌｌｕｌｏｓｅ

第一个洗脱峰信号增强，第二个洗脱峰信号降低，表
明大米淀粉溶解过程中支链淀粉发生降解。 综上，
选择 ７８ ℃为红薯淀粉的溶解温度。 莲子淀粉和大

米淀粉的最佳溶解温度为 ７５ ℃。 在最佳溶解温度

下得到的大米淀粉、红薯淀粉和莲子淀粉的 Ｒｇ 分

布范围分别为 ２０ ～ ２００ ｎｍ、２０ ～ ２４０ ｎｍ、４０ ～ ２００
ｎｍ， Ｍｗ 的分布范围分别为 １􀆰 ８０×１０５ ～ ３􀆰 １３×１０８

ｇ ／ ｍｏｌ、１×１０６ ～５×１０８ ｇ ／ ｍｏｌ、５×１０５ ～５×１０８ ｇ ／ ｍｏｌ。
　 　 在图 ５ 条件下，对 ３ 种淀粉的 Ｒｇ ／ Ｒｈ 和表观密

度进行表征（见图 ６）。 Ｒｇ ／ Ｒｈ 比值在 １􀆰 ０～１􀆰 ５ 范围

表现为多分支结构［２２］。 实验结果显示，在摩尔质量

１０６ ～１０８ 范围内，大米淀粉的 Ｒｇ ／ Ｒｈ 的比值在 １􀆰 ２ ～
１􀆰 ４ 之间，红薯和莲子淀粉的 Ｒｇ ／ Ｒｈ 的比值在 ０􀆰 ９ ～
１􀆰 １ 之间。 另外，３ 种淀粉随着摩尔质量的增加，表
观密度均呈下降趋势，说明 ３ 种淀粉分子随着摩尔

质量的增加，结构变得疏松。 在相同的摩尔质量下，
大米淀粉的表观密度最大，表明其结构更为紧密。
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图 ５　 不同淀粉溶解温度下的 ＡＦ４⁃ＭＡＬＳ⁃ｄＲＩ 洗脱谱图、Ｒｇ 和 Ｍｗ 分布图

Ｆｉｇ． ５　 ＡＦ４⁃ＭＡＬＳ⁃ｄＲＩ ｆｒａｃｔｏｇｒａｍｓ， Ｒｇ ａｎｄ Ｍｗ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｓ ｏｆ ｓｔａｒｃｈｅｓ ｄｉｓｓｏｌｖｅｄ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓ
ＭＡＬＳ： ｍｕｌｔｉａｎｇｌｅ ｌｉｇｈｔ ｓｃａｔｔｅｒｉｎｇ； ｄＲＩ： ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｒｅｆｒａｃｔｉｖｅ ｉｎｄｅｘ．

图 ６　 淀粉的表观密度和 Ｒｇ ／Ｒｈ 分布图

Ｆｉｇ． ６　 Ａｐｐａｒｅｎｔ ｄｅｎｓｉｔｉｅｓ ａｎｄ Ｒｇ ／Ｒｈ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｓ
ｏｆ ｓｔａｒｃｈｅｓ

Ｒｈ： ｈｙｄｒｏｄｙｎａｍｉｃ ｒａｄｉｕｓ．

３　 结论

　 　 本研究构建了 ＡＦ４ 系统，并对于大米、红薯和

莲子 ３ 种植物来源不同的淀粉颗粒进行了分离及粒

径表征。 ＰＳ 标准样品证明了构建的 ＡＦ４ 系统具有

良好的分辨率；ＯＭ 粒径表征结果验证了构建的

ＡＦ４ 在微米级淀粉颗粒粒径表征中的准确性。 结果

显示，载液组成（例如表面活性剂和黏度）影响淀粉

颗粒的 ＡＦ４ 分离表征结果。 商品化的 ＡＦ４ 和

ＭＡＬＳ、ｄＲＩ 联用可表征淀粉分子尺寸及结构。 研究

结果发现，不同来源的淀粉溶解温度不同，结构有所

差异。 实验证明了构建的 ＡＦ４ 结合商品化的 ＡＦ４
系统，可在纳米至微米范围对淀粉进行分离及粒径

表征。

·３５２１·
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