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The article is devoted to the development of a tech-
nique for determining the content of amylose and 
amylopectin, effective for potato starch. Since potato 
starch is an important renewable raw material for a 
number of industries, it is important to have a through-
put approach that allows potato starch samples to be 
tested quickly for the content of its  constituent poly-
saccharides for potato breeding for starch properties 
and for starch industrial application. The developed 
technique includes elements of previously disjointed 
procedures for dissolution and spectrophotometric 
determination of amylose in starch, and combines the 
following advantages: 1) starch samples dissolve in 
an organic solvent (0.5 % solution of lithium bromide 
in dimethyl sulfoxide (DMS)); 2) measurement of light 
absorption is performed at two wavelengths, 550 and 
510 nm, and 3) the tech nique is adapted for use with a 
plate spectrophoto meter. This procedure allows starch 
polysaccharides to avoid to avoid hydrolysis during 
dissolution, allows the precise spectrophotometric 
determination of the concentration of amylose com-
plex with iodine in solution, and opens the possibility 
of using this technique for throughput phenotyping. 
Applying a certain dis solution procedure, it is also 
possible to avoid the formation of gelled starch clots 
in solutions for spectrophotometry, which is important 
for the preparation of solutions containing amylose 
and amylopectin in the same proportions as in the 
original starch. The technique was tested on starch 
isolated from potato tubers varieties Lina, Velikan, 
Golubizna, Favorit of domestic selection. The tech-
nique developed can be used for phenotyping starch 
of an extended set of potato varieties (determining the 
content and composition of amylose in potato starch 
samples) to identify “trait – genotype” associations.
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Статья посвящена разработке эффективной методики определе-
ния содержания амилозы и амилопектина в картофельном крахма-
ле. Поскольку картофельный крахмал – важное возобновляемое 
сырье для целого ряда отраслей промышленности, для селекции 
картофеля по составу и физико-химическим свойствам крахмала 
и его промышленного применения важно иметь способ, позволя-
ющий быстро тестировать образцы картофельного крахмала на 
содержание полисахаридов. Разработанная методика включает в 
себя элементы ранее разрозненных методов растворения и спек-
трофотометрического определения амилозы в крахмале и имеет 
следующие преимущества: 1) образцы крахмала растворяются 
в органическом растворителе (в 0.5 % растворе бромида лития 
в диметилсульфоксиде дМСО); 2) измерение абсорбции света 
про изводится на двух длинах волн – 550 и 510 нм; 3) методика 
адап тирована для применения на планшетном спектрофотометре. 
Это позволяет избежать гидролиза полисахаридов крахмала в 
процессе растворения, делает более точным спектрофотометри-
ческое определение концентрации комплекса амилозы с йодом в 
растворе и открывает возможность использования этой методи-
ки для поточного тестирования образцов крахмала. Применяя 
предложенную процедуру растворения, удается также избежать 
образования сгустков желированного крахмала и получать рас-
творы, содержащие амилозу и амилопектин в тех же пропорциях, 
что и в исходном крахмале. Разработанная методика опробована 
на образцах крахмала, выделенных из клубней картофеля сортов 
Лина, Великан, Голубизна, Фаворит отечественной селекции, и 
может быть использована как для прикладных работ по опреде-
лению содержания и состава амилозы в образцах картофельного 
крахмала, так и в научных исследованиях для выявления ассоциа-
ций «генотип – признак».

Ключевые слова: крахмал; амилоза; амилопектин; спектрофото-
метрия; фенотипирование.
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Цель настоящей работы – разработка методики, удоб-
ной для практического тестирования картофельного 
крахмала на содержание амилозы, для дальнейшей 

классификации по этому признаку селекционных сортов 
картофеля и создания генетических маркеров, связанных 
с этим признаком. 

Как известно, крахмал представляет собой гранулы, 
формирующиеся в пластидах клеток растений и служащие 
в основном для запасания и получения энергии. Согласно 
принятой в наше время кластерной модели (Wang et al., 
1998), гранулы крахмала организованы в виде чередую-
щихся кристаллических и аморфных слоев, образованных 
двумя типами полимерных молекул – амилозы и ами ло
пектина. И амилоза, и амилопектин представляют собой 
полисахариды, мономерами которых являются фрагмен-
ты αглюкозы. При этом амилоза – преимущественно 
линейный полимер с небольшим количеством коротких 
ответвлений, в котором фрагменты αглюкозы соединены 
между собой (1→4) гликозидными связями, он имеет 
молекулярную массу 105–106 а. е. м. Амилопектин – раз-
ветвленная молекула, в которой фрагменты αглюкозы 
соединены как (1→4), так и (1→6) гликозидными связями, 
имеет молекулярную массу 107–109 а. е. м.

Содержание амилозы в природном картофельном крах-
мале составляет, как правило, 20–30 %. Ранее работы по 
получению линий картофеля с измененным содержанием 
амилозы проводились традиционной селекцией и спон-
танным мутагенезом (Schwall et al., 2000), но значимых 
результатов, повидимому, добиться не удалось. Однако 
существуют генетически измененные линии картофеля, 
продуцирующие крахмал, содержащий преимущественно 
или амилозу, или амилопектин (Хлесткин и др., 2017).

Известно (van der Leij et al., 1991), что содержание 
амилозы в крахмале – моногенный признак, который 
контролируется геном GBSS1, кодирующим соответству-
ющий белок закрепленной на грануле крахмалосинтазы 
(gra nule bound starch synthase). Действительно,  антисенс 
нокаут по этому гену приводит к так называемым воско-
вым (waxy) линиям картофеля, содержащим практически 
исключительно амилопектин (98–100 %) (Visser et al., 
1991). Крахмал из такого картофеля обладает улучшенны-
ми гелеобразующими свойствами (скорость образования, 
прозрачность и вязкость геля) и может быть востребован 
в пищевой, бумажной и клеевой промышленности. Ло-
гично, что в Европе впервые был официально зареги-
стрирован генномодифицированный картофель именно 
с модификацией по гену GBSS (Ryffel, 2010; Wandelt, 
2014). Недавно такой картофель, дающий безамилозный 
крахмал, был получен методом CRISPR (Andersson et al.,  
2017).

Значительно сложнее получить линии с низким содер
жанием амилопектина. Содержание амилопектина опре-
деляется генами ветвления полисахаридов крахмала, 
ко дирующих соответствующие белки (starch branching 
enzyme, SBE), и их как минимум два – SBEI и SBEII. 
Причем нокаут по одному из них не приводит к значи-
тельному сокращению содержания амилопектина изза 
компенсаторного эффекта, когда другой ген берет на 
себя функцию нокаутированного гена. И только нокаут 
по обоим генам позволил получить линии картофеля с 

крахмалом, содержащим в среднем менее 40 % амило-
пектина (Andersson et al., 2006). Такой высокоамилозный 
крахмал может обладать значительной резистентностью 
и низким гликемическим индексом, что дает возможность 
использовать его в диетическом питании (повышенная 
резистентность высокоамилозного крахмала на примере 
рисового крахмала показана в исследовании (Srikaeo, 
Sangkhiaw, 2014). Представляет также определенный 
интерес использование такого крахмала в технических 
целях (Jobling, 2004).

методические подходы, применяемые  
для измерения содержания амилозы  
и амилопектина в крахмале
Изза значительного различия молекулярных свойств ами-
лозы и амилопектина физикохимические свойства крах-
мала в зависимости от содержания этих полисахаридов 
сильно варьируют (Jobling, 2004). Существует несколько 
подходов к определению этого признака, сравнение ко-
торых приведено в работе (Zhu et al., 2008). На практике 
чаще используются два из них. Первый базируется на 
высокоэффективной жидкостной хроматографии, мето-
де, требующем специальной подготовки и оборудования 
(Kobayashi et al., 1985). Поскольку амилопектин – раз-
ветвленный полимер с большим молекулярным весом, 
нужны также специальные колонки, дорогостоящие по
лисахаридные стандарты, детектор, подходящий для иден
тификации полисахаридов. Количественное растворение 
образцов крахмала в растворителях, подходящих для 
хроматографии, не всегда возможно без разрушения по-
лисахаридов. Все это делает метод неточным, дорогосто-
ящим и недоступным для многих лабораторий.

Второй подход основан на спектрофотометрическом 
определении концентрации комплекса амилозы с йодом 
в растворе. Известно, что и амилоза, и амилопектин спо
собны к образованию комплексов с йодом (Davis et al., 
1994). Для амилозы этот комплекс представляет  собой 
су прамолекулярное соединение включения с йодом, имею
щее широкую полосу поглощения с максимумом при 
λmax = 620 нм. В случае амилопектина комплекс имеет 
другую природу (не соединение включения) со значи
тельно менее интенсивной краснокоричневой окраской.  
Было показано, что точность определения амилозы зна
чительно повышалась при использовании разницы в 
поглоще нии света при λmax = 620 нм и при λmin = 510 нм – 
длине волны, соответствующей локальному минимуму 
 поглощения (Zhu et al., 2008). Таким образом, большинство 
спектрофотометрических методик определения амилозы 
основано на измерении поглощения света ее комплексом 
с йодом на одной или двух длинах волн, поскольку этот 
метод наиболее экономичен и прост в исполнении.

Основные сложности пробоподготовки  
при спектрофотометрическом методе 
определения содержания амилозы в крахмале
Главным различием между спектрофотометрическими 
методиками, а также ключевой сложностью при исполь-
зовании этого метода анализа является пробоподготовка, 
в частности приготовление раствора картофельного крах-
мала. Картофельный крахмал, в отличие от зернового, 
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имеет лишь следовые примеси жиров и белков. Однако 
высокий молекулярный вес и плотная сложная компонов-
ка гранул крахмала значительно усложняют процесс его 
количественного растворения для получения истинного 
раствора без нарушения структуры входящих в него по-
лисахаридов. 

Исторически методики измерения соотношения ами-
лозы и амилопектина были основаны на растворении 
крахмала в водных, щелочных (McCready, Hassid, 1943) 
или кислотных (HovenkampHermelink et al., 1988) средах. 
Нами были предприняты попытки использовать методику 
растворения крахмала в горячей щелочи (Zhu et al., 2008), 
согласно которой крахмал растворяют в 1 М NaOH при 
80 °С. После разбавления водой, нейтрализации и окра-
шивания йодом измеряли оптическую плотность образца. 
При этом не удавалось получить удовлетворительной вос-
производимости результатов, что связано, повидимому, 
с частичным разрушением полисахаридов. На аналогич  
ные проблемы с гидролизом крахмала в щелочных усло-
виях указывают и другие работы (Wu et al., 2014). Раство-
рение крахмала в чистой воде при высокой температуре 
(выше 90 °С) привело к существенно завышенным данным 
по концентрации амилозы в растворе и крахмале (более 
60 % амилозы в пересчете на состав крахмала). Это могло 
произойти либо изза неполного растворения крахмала, 
набухшие прозрачные сгустки которого во многих случаях 
хорошо были видны на стенках, либо изза деградации 
крахмала с образованием из амилопектина линейных оли-
госахаридов, которые также способны давать окрашенные 
соединения с йодом, как и амилозные цепи. 

В органических малополярных и не образующих силь
ных водородных связей растворителях (углеводороды, 
сложные и простые эфиры, ацетон, спирты) крахмал 
практически не растворяется. Рассматривая органические 
растворители в качестве среды для спектрофотометриче-
ского определения комплекса амилозы с йодом, необхо-
димо принимать во внимание как растворение крахмала 
и неорганических йодидов, так и саму возможность об-
разования супрамолекулярного комплекса. В литературе 
имеются данные о растворении крахмала с использовани-
ем таких растворителей, как имидазол (Zdanowicz et al., 
2016), диметилсульфоксид (ДМСО) (Kurtzman et al., 1973) 
и диметилацетамид (Striegel, Timpa, 1995). 

Нам удалось на основе различных процедур разрабо-
тать и адаптировать методику, позволяющую растворить 
картофельный крахмал без разрушения полисахаридных 
цепей, произвести его окрашивание и измерения в вод ной 
среде, а также вычислить содержание амилозы, определяя 
оптическую плотность образца на двух длинах волн. Ме-
тодика может применяться как со стандартными спектро-
фотометрическими кюветами с длиной оптического пути 
10 мм, так и в поточном варианте с помощью планшетного 
спектрофотометра.

построение калибровочной прямой
Для получения калибровочной прямой использовали 
амилозу, выделенную нами из картофельного крахмала 
по методике (Mua, Jackson, 1998). 

Амилозу растворили в 0.5 % растворе LiBr в ДМСО, 
разбавили полученные растворы водой для получения 

раствора с концентрацией около 0.15 мг/мл. Далее в лун
ках планшеты помещали аликвоты приготовленного рас-
твора объемом от 0 до 100 мкл и доводили водой объем 
раствора в каждой лунке до 100 мкл. После этого смесью 
цитратного буфера (0.1 н, рН 6) с раствором йода (2 г KI и 
0.2 г I2 на 100 мл воды) доводили объем раствора в лунках 
до 300 мкл. При этом происходит интенсивное окраши-
вание раствора, цвет которого в дневном свете визуально 
определяется как голубой. Измерение поглощения света 
в планшетном спектрофотометре проводили на двух дли-
нах волн – при 510 и 550 нм, согласно (Zhu et al., 2008) 
вычисляли разницу и полученные данные использовали 
для построения калибровочной прямой и получения урав-
нения зависимости разницы поглощения на двух длинах 
волн от содержания амилозы в образце (рис. 1). Всего 
получили две повторности по числу навесок амилозы и 
три повторности по числу измерений. 

методика измерения  
содержания амилозы и амилопектина
Для проведения измерения содержания амилозы в кар-
тофельном крахмале приготовили раствор навески кар-
тофельного крахмала (примерно 5 мг) в 0.5 % растворе 
бромида лития в ДМСО путем длительного встряхивания 
при нагревании до 80 °С на термошейкере для достижения 
полного растворения крахмала. Как оказалось, критически 
важно обеспечить равномерное распределение набухшего 
в нагретом растворителе крахмала по всему объему рас-
твора с самого начала процесса растворения. Визуальное 
отсутствие осадка в пробирке не обязательно означает его 
полное растворение, крахмал может находиться в раство-
ре в виде крупных прозрачных агломератов. Поэтому в 
течение первых 30 мин нагревания раствор интенсивно 
встряхивали вручную примерно один раз в 10 мин. Далее 

Fig. 1. Calibration curve (solid) based on the difference between light ab-
sorption at 550 and 510 nm. Approximation curves for light absorption 
values at 550 and 510 nm are shown separately. 
The dispersion according to separate data on light absorption for 550 and 
510 nm is higher than on the data on the difference between these values, in 
agreement with Zhu et al. (2008).
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Методические указания по оценке содержания  
амилозы и амилопектина в картофельном крахмале

раствор крахмала в ДМСО разбавляли водой в 25 раз до 
получения раствора, содержащего примерно 0.15 мг/мл 
крахмала. Определение разности оптических плотностей 
полученного образца при 550 и 510 нм дало возможность 
вычислить содержание амилозы в образце с помощью 
калибровочной прямой. Эксперименты проводились в 
трех технических повторностях с расчетом стандартного 
отклонения (рис. 2).

протокол измерения и расчета  
содержания амилозы в крахмале
1. Поместить в полипропиленовые пробирки типа Eppen

dorf на 1.7 мл 5 мг крахмала (по три повторности для 
каждого образца крахмала).

2. Добавить 1.3 мл 0.5 % раствора LiBr в ДМСО.
3. Поставить пробирки в термошейкер (400 об./мин, 

80 °С, 20 ч). Первые 30 мин один раз в 10 мин допол-
нительно встряхивать пробирки вручную с перево-
рачиванием для предотвращения образования комков 
набухшего крахмала на дне.

4. Приготовить раствор йода (2 г KI и 0.2 г I2 на 100 мл 
раствора). Этот раствор стабилен и может храниться 
в темном месте в течение нескольких недель.

5. 200 мкл раствора йода разбавить до 10 мл цитратным 
буфером (0.1 М, рН = 6). Этот раствор менее стабилен 
(годен одиндва часа), его нужно использовать свеже-
приготовленным непосредственно перед анализом.

6. По 200 мкл каждого из полученных на шаге 3 растворов 
крахмала разбавить при перемешивании и нагревании 
до 50 °С дистиллированной водой до суммарного объе
ма 5 мл. Нагревание и перемешивание предотвращают 
выпадение амилозы в твердом виде при смешивании 
водного и неводного растворов.

7. По 100 мкл полученных на шаге 6 растворов поместить 
в лунки 96луночного планшета для проведения спек-
трофотометрических измерений.

8. По 200 мкл полученных на шаге 5 растворов йода в 
буфере добавить в лунки планшета, доведя таким об-
разом суммарный объем жидкости в каждой лунке до 
300 мкл. При этом происходит окрашивание растворов 
в голубой цвет (при дневном освещении).

9. В три свободные лунки добавить по 300 мкл цитрат-
ного буфера (0.1 М, рН = 6) в качестве растворов срав
нения.

10. Планшет устанавить в спектрофотометр и инкубиро-
вать при встряхивании в течение 30 мин.

11. Измерить значение абсорбции света при 510 и 550 нм 
в каждой заполненной лунке, автоматически учитывая 
растворы сравнения (см. шаг 9). Каждое измерение 
выполнить в трех технических повторностях.

12. Данные экспортировать в программу для обработки 
(в нашем случае Excel). Провести усреднение по по-
вторностям, найти разницу значений абсорбции света 
Abs550–Abs510.

13. Полученные данные подставить в уравнение калибро-
вочной кривой и найти содержание амилозы в образце.

14. Содержание амилопектина в крахмале определяется 
как 100 % минус содержание амилозы (в %).

Калибровочная прямая получена по этому же протоколу 
с использованием навески амилозы вместо навески крах-

мала. На шаге 7 использовать аликвоты по 0, 20, 40, 60, 80, 
100 мкл раствора амилозы, доведенные водой до 100 мкл.

необходимые материалы и оборудование
1. Вода дистиллированная и набор аналитической посуды 

для биохимического анализа крахмала.
2. УФспектрофотометр любой модели, способный изме

рять оптическую плотность образца при 550 и 510 нм.  
В исследовании использовали планшетный спектро-
фотометр Epoch2 с 96луночными планшетами Costar 
с плоским дном. Методика опробирована также на кю
ветном спектрофотометре BioRad с кварцевыми кю ве
тами с длиной оптического пути 10 мм.

3. Образец амилозы был получен в секторе химической 
биологии растений ИЦиГ СО РАН, согласно методике 
из (Mua, Jackson, 1998). Методика получения крахмала 
из картофеля – по (Chung et al., 2014).

Заключение
Содержание амилозы в крахмале разных сортов и ги-
бридов картофеля различно и может быть исследовано 
методом УФспектроскопии на двух длинах волн. На до-
стоверность результатов значительное влияние оказывают 
пробоподготовка и учет поглощения света на двух длинах 
волн, в связи с чем была разработана методика, комби-
нирующая: 1) определенную процедуру растворения в 
органическом растворителе, 2) измерение абсорбции света 
на двух длинах волн и 3) возможность использования для 
поточного скрининга на планшетном спектрофотометре. 
Показано, что содержание амилозы в крахмале картофеля 
сортов Лина, Великан, Голубизна, Фаворит варьирует от 
18.2 до 24 %. 

Применение такой методики для большого числа об-
разцов даст возможность оценивать содержание амилозы 
как признак для поиска ассоциированных с ним локусов и 
ДНКмаркеров и использования последних в современных 
наукоемких методах селекции (Khlestkin et al., 2018). 
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