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摘　要 :为测定饮料中异麦芽低聚糖的含量 ,建立了使用 300 mm×416 mm ,5μm Hypersil2NH2 柱 ,乙

腈 +水 = 78 + 22为流动相 ,内部温度为 40℃的示差检测器的高效液相色谱法。异麦芽糖和异麦芽

三糖的回收率范围分别为 8815 %～10110 %、9011 %～10210 % ,相对标准偏差 < 5 %。异麦芽糖、异

麦芽三糖、潘糖的最小检出量为 2、10、5μg。该方法的试样前处理简单 ,检测灵敏度高 ,分析速度

快、准确 ,适用于饮料中异麦芽低聚糖的测定。
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　　异麦芽低聚糖属于功能性低聚糖 ,促进人体肠

道内固有的有益细菌—双歧杆菌的增殖 ,有益身体

健康。随着食品卫生的发展和人们生活水平的提

高 ,保健食品和强化食品越来越多 ,添加异麦芽低聚

糖的食品就是其中一大类。[1～5 ]目前测定糖主要采

用液相色谱示差检测器和氨基柱 ,
[1 ,2 ]而且主要是测

定低聚糖含量高的原料 ,
[3～5 ]测定食品中糖的方法

很少。为了保健食品市场的监督管理 ,建立测定添

加在食品基质中的异麦芽低聚糖的方法非常必要 ,

受卫生部保健食品专项研究课题资助 ,本实验室研

究并建立了此方法。

1　材料与方法

111　仪器

Waters液相色谱仪 ,600 E泵 ,示差检测器 ,大连

HYPERSIL NH2 色谱柱　300 mm×416 mm×5μm ;数

据处理工作站。

112　试剂

乙腈 (色谱纯) ,高纯水 ,无水乙醇 (分析纯) ,麦

芽糖、葡萄糖、果糖、蔗糖、乳糖均为分析纯。异麦芽

糖、麦芽三糖、潘糖、异麦芽三糖纯度均大于 99 % ,

购于美国 Sigma公司。

113　标准溶液的配制

准确称取葡萄糖、蔗糖、果糖、麦芽糖、乳糖、异

麦芽糖、麦芽三糖、潘糖、异麦芽三糖标准品适量 ,用

水溶解并定容到一定体积 ,混匀。其中异麦芽糖、异

麦芽三糖、潘糖的浓度分别为 1518、1210、9100

mgΠmL。

114　试样预处理

1. 4. 1　含乳饮料　精确量取 5010 mL试样 ,加入无

水乙醇 5010 mL ,混匀 ,静止 10 min ,过滤 ,滤液用于

HPLC分析。

1. 4. 2　不含乳饮料　试样直接过 0145μm滤膜 ,滤

液用于 HPLC分析。

115　色谱条件

大连 HYPERSIL NH2 色谱柱 ,30 mm×416 mm×

5μm ;柱温 45℃;流动相 乙腈 +水 = 78 + 22 ;流速

115 mLΠmin ;检测器 示差检测器 ,内部温度 40℃。

116　计算公式

x =
A样
A标
×C标 ÷V ×f

式中 : x———试样中某种异麦芽糖含量 ,mgΠmL ;

A样 ———试样溶液中某种异麦芽糖的峰面积 ;

A标 ———标准溶液中某种异麦芽糖的峰面积 ;

C标 ———标准溶液中某种异麦芽糖的浓度 ,

mgΠmL ;

V ———试样的取样量 ,mL ;

f ———试样稀释因子。

2　结果

211　校正曲线

将含 1518 mgΠmL异麦芽糖、1210 mgΠmL异麦芽

三糖、9100 mgΠmL潘糖的混合标准溶液用水稀释 5、

10、20倍 ,然后分别用液相色谱测定 ,结果见表 1。

212　准确度及精密度

准确量取某口服液 10 mL ,添加 2 个不同浓度

的异麦芽糖标准液做回收实验 ,每一浓度做 6个平

行测定 ,结果见表 2。

准确量取某口服液 10 mL ,添加 2 个不同浓度

的异麦芽三糖标准液做回收实验 ,每一浓度做 6个
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平行测定 ,结果见表 3。

表 1　异麦芽低聚糖校正曲线及线性相关系数 mgΠmL

异麦芽糖 异麦芽三糖 潘　糖

浓度 峰面积 A 回归方程及相关系数 浓度 峰面积 A 回归方程及相关系数 浓度 峰面积 A 回归方程及相关系数

0. 79 9. 47e + 5 y = 1. 04e + 6 x + 4. 20e + 5 0. 60 5. 19e + 5 y = 7. 84e + 5 x + 7. 28e + 4 0. 45 6. 27e + 5 y = 1. 16e + 6 x + 3. 43e + 5

1. 58 2. 16e + 6 1. 20 9. 34e + 5 0. 90 1. 49e + 6

3. 16 3. 88e + 6 r = 0. 9995 2. 40 1. 97e + 6 r = 0. 9998 1. 80 2. 58e + 6 r = 0. 9993

15. 80 1. 67e + 7 12. 00 9. 46e + 6 9. 00 1. 07e + 7

表 2　加异麦芽糖标准品试样的测定结果 mgΠmL

试样 本底值
低加
标量
测定值
回收率

%
高加
标量
测定值
回收率

%

口服液 3. 60

口服液 3. 60

口服液 3. 60

4. 80 7. 94 90. 5 14. 6 18. 09 99. 3

4. 80 8. 00 91. 7 14. 6 17. 08 92. 3

4. 80 8. 19 95. 8 14. 6 18. 35 101. 0

4. 80 7. 85 88. 5 14. 6 16. 81 90. 5

4. 80 8. 14 94. 6 14. 6 17. 00 91. 8

4. 80 8. 54 103. 0 14. 6 17. 89 97. 9

�x 8. 11 95. 4 17. 54 95. 5

RSD % 3. 0 4. 4 3. 7 4. 7

表 3　加异麦芽三糖标准品试样的测定结果 mgΠmL

试样 本底值
低加
标量
测定值
回收率

%
高加
标量
测定值
回收率

%

口服液 0

口服液 0

口服液 0

4. 30 4. 20 97. 7 10. 30 10. 20 99. 0

4. 30 3. 89 90. 5 10. 30 9. 40 91. 3

4. 30 4. 01 93. 2 10. 30 10. 00 97. 1

4. 30 4. 39 102. 0 10. 30 9. 59 93. 2

4. 30 4. 09 95. 1 10. 30 9. 28 90. 1

4. 30 4. 14 96. 2 10. 30 9. 79 95. 1

�x 4. 14 95. 7 9. 71 94. 3

RSD % 3. 9 4. 1 3. 6 3. 6

214　最小检测量　异麦芽糖 2μg ;异麦芽三糖 10

μg ;潘糖 5μg。

215　本方法的线性范围　见表 1。

216　干扰试验　在混合标准溶液里加入适量葡萄

糖、果糖、蔗糖、乳糖、麦芽糖、麦芽三糖进行干扰试

验测定 ,结果均不干扰异麦芽糖的测定 ,干扰物与被

测成分的分离情况见图 1和图 2。

3　讨论

311　流动相的选择 　流动相选用以 70 + 30、72 +

28、74 + 26、75 + 25、76 + 24、77 + 23、78 + 22的乙腈 +

水做流动相进行分离实验 ,结果表明 ,78 + 22 的乙

腈水分离效果最好 ,但此时灵敏度低 ,保留时间长。

76 + 24的乙腈水从分离效果上看已满足分离的要

求 ,分析时间为 20 min。故选用 76 + 24的乙腈水做

流动相。

312　沉淀蛋白时乙醇量的选择　试样中的蛋白质

不仅影响试样组分的分离效果 ,而且易损坏色谱柱 ,

所以必须除去。试样溶液与无水乙醇的配比为 1∶4

图 1　标准溶液色谱图

图 2　样品色谱

时蛋白沉淀效果最好 ,但试样稀释倍数太大 ,影响测

量结果。试样溶液与无水乙醇的配比为 1∶1时蛋白

沉淀效果也能满足实验需要 ,因试样稀释倍数小 ,含

量低的试样也不影响测定结果。因此实验中选择试

样溶液与无水乙醇的配比为 1∶1。

313　计算方法的选择　我们选择外标法定量。因

为外标法计算 ,不需要准确提取出试样中可溶性总

糖的含量 ,只需除掉试样中杂质后 ,滤液即可直接进

行色谱分析 ,结果准确可靠。面积归一法 ,需要准确

提取出试样中的可溶性总糖的含量后才能计算异麦

芽糖含量 ,因为试样中异麦芽糖含量 =异麦芽糖 %

×总糖÷试样的质量 ,而准确提取出试样中总糖含

量非常不容易 ,因为有蛋白质去除方法的问题 (使用

醋酸锌与无机盐沉淀蛋白质 ,增加固形物) 、淀粉去

除问题、总糖恒定问题 (不易恒重) 。

314　色谱柱的保护 　用 NH2 色谱柱分析糖类 ,色

谱柱易被污染 ,污染后柱效降低 ,所以分析完试样

后 ,一定要用乙腈水较长地时间冲洗柱子 ,冲洗时可
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以将乙腈水调至 70 + 30 ,经过一段时间的冲洗后 ,

柱效即可恢复。

用过的乙腈水流动相 ,可经减压浓缩回收 ,实验

证明回收的乙腈比新购买的色谱纯乙腈还好。如果

有减压浓缩仪 ,乙腈可以反复使用 ,降低实验成本。

315　新安柱的使用　新购买的 NH2 色谱柱是正相

柱 ,用正己烷和异丙醇 (96 + 4)保存。测定低聚糖时

要将其转换成反相柱。

2种转换方法如下 :

①大连依利特的转换方法 ,顺序以正乙烷 ,异

丙醇 ,二氯甲烷 ,甲醇作流动相 ,每步注意平衡 ,溶剂

的顺序不要颠倒。每种流动相流经色谱柱的量为

20～30倍柱体积。

②美国 Varian NH2 色谱柱的转换法为 :

(1) 1 mLΠmin异丙醇 ,20 min ;

(2) 1 mLΠmin水 ,20 min ;

(3) 2 mLΠmin 0. 1 molΠL H3 PO4 (pH 1. 5) ,30 min ;

(4) 2 mLΠmin水 ,100 min ;

(5) 2 mLΠmin 流动相 (大约 80 %乙腈 + 20 %

水) ,30 min。
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《卫生部请示批复文件标准汇编》(1998～2002)预征订启事

近年来 ,食品工业发展很快 ,国际国内重大食品卫生事件也时有发生 ,食品卫生工作的发展必须顺

应形势、随之变化 ,特别是入世以来 ,食品卫生工作的发展更要跟上整个形势的变化 ;应广大读者和食品

卫生工作者的要求 ,本刊准备对 1998年至 2002年的卫生部请示批复文件及标准进行汇编。现进行预征

订 ,有意者请于 2002年 12月底前来函告知 ,以便我们根据征订情况进行汇编。
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