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酶水解-离子色谱法测定乳粉中多聚果糖含量
白  靖1，姜金斗2,*，陶大利2 

（1.东北农业大学食品学院，黑龙江 哈尔滨 150030；2.农业部乳品质量监督检验测试中心，黑龙江 哈尔滨 150090）

摘  要：建立果糖酶水解、离子色谱法测定乳粉中多聚果糖的方法。在醋酸缓冲溶液条件下加入果聚酶与葡聚酶，

60  ℃水浴1 h，使多聚果糖与麦芽糊精全部分解为葡萄糖与果糖，然后用离子色谱-电化学检测器分别测定酶解前后

样品中果糖及蔗糖的含量，从而计算多聚果糖的含量。色谱条件为：色谱柱PA-1（250 mm×4 mm，4.6 μm），梯度

洗脱，流速0.8 mL/min；标准曲线回归方程为y=0.348 8＋3.694 0x，r=0.999 9（果糖）；y=0.174 8＋4.350 4x，r=0.999 7
（蔗糖）。样品平均回收率为97.4%，相对标准偏差为3.56%。果糖和蔗糖的定量限分别为1.3、1.2 ng/mL。该方法具

有样品处理简便、灵敏度高、重复性好等优点，可以用于调制乳粉及婴幼儿配方乳粉中多聚果糖含量的测定。
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Abstract: This study is intended to develop an analytical method to determine polyfructose in milk powder using enzymatic 
hydrolysis combined with ion chromatography. Fructanohydrolase and glucose polymerase were added to acetate buffer 
and incubate in 60 ℃ water bath for 1 h to completely decompose polyfructose and maltodextrin into glucose and fructose. 
The contents of fructose and sucrose before and after the enzymatic hydrolysis were analyzed by ion chromatography 
with electrochemical detection so that the content of the polyfructose could be calculated from the measured results. 
Chromatographic separation was carried out on a PA-1 column (250 mm×4 mm, 4.6 μm) by gradient elution at a flow rate 
of 0.8 mL/min. The calibration curve was y = 0.348 8＋3.694 0x, r = 0.999 9 for fructose, and y = 0.174 8＋4.350 4x, 
r = 0.999 7 for sucrose. The average recovery was 97.4% with a relative standard deviation of 3.56%. Limit of 
quantification was 1.3 ng/mL for fructose and 1.2 ng/mL for sucrose. This method was simple, sensitive, reproducible and 
applicable to determine polyfructose in modified milk powder and infant formula.
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多聚果糖是从菊苣根中提取的、具有保健功能

的低聚糖，由α -果糖以β -1 ,2糖甙键连接，在其末端

接一个葡萄糖残基而形成的，分子式为（C6H12O6）-
（C6H10O5）n（n=2～60），平均聚合度（average degree 
of polymerization）≥23，相对分子质量344～11 400。
多聚果糖是一种优良的水溶性膳食纤维，可以预防便秘

与结肠癌、降低血液胆固醇、稳定血糖水平；同时还是

一种很好的“益生元”，具有调节肠道菌群、增殖双歧

杆菌、促进钙的吸收、促进免疫调节、抗龋齿等保健功

能，可减少肝脏毒素，能在肠中生成抗癌的有机酸，有

显著的防癌功能 [1]。多聚果糖被誉为抗生素时代后最具

潜力的新一代添加剂——促生物质，在法国被称为原生

素（hormone maternelle）。我国GB 14880—2012《食品营

养强化剂使用标准》[2]中规定婴幼儿配方食品、婴幼儿谷

类辅助食品、儿童及孕产妇乳粉中多聚果糖的用量不超过

64.5 g/kg。
多聚果糖的测定方法文献报道较少，主要测定方法

有液相色谱法、离子色谱法、分光光度法、酶联免疫试

剂盒法等[3-27]。由于婴幼儿乳粉及调制乳粉中碳水化合物

主要含有葡萄糖、果糖、蔗糖、乳糖及麦芽糊精等，成

分复杂，碳水化合物总含量大都在50%以上，而强化的

多聚果糖含量一般仅为0.5%～2.0%，甚至不足0.1%，采
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用色谱法测定多聚果糖其干扰物质较多，且能测定聚合

度为2～4的低聚果糖部分[4,6,11-18]；酶联免疫法通过测定

样品酶解前后果糖与蔗糖含量，进而计算得出多聚果糖

含量，因试剂盒的稳定性、准确性等原因，其结果的准

确性与重复性不甚理想；美国AOAC标准[6-7]中制定的总

果聚糖离子色谱法与分光光度法使用β-淀粉酶、普鲁兰

酶、麦芽糖酶、外切菊粉酶、内切菊粉酶等多种酶酶解

后测定，操作步骤复杂、结果重复性差；多聚果糖本身

成分复杂，主要是由聚合度为2～60的果聚糖组成，其中

低聚果糖（聚合度为2～8）可溶于乙醇，而更高聚合度

的果聚糖则属于不溶于乙醇，因此乙醇提取并沉淀蛋白

方式也不适用于乳粉类样品中多聚果糖的测定，多聚果

糖只能采用果聚酶水解的间接方法测定。

本实验建立的方法经果聚酶水解、离子色谱-电化学

检测器测定酶解前后果糖与蔗糖的含量，计算样品中多

聚果糖（含低聚果糖）的含量，操作简单、重复性和准

确性好、成本低，可以满足乳品企业出厂检验与品控及

质监部门监督的需要。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

醋酸钠、醋酸、磷酸二氢钾、磷酸氢二钾、磷酸 

天津科密欧公司；葡聚酶 美国Sigma公司；果糖酶 

瑞士Fluka公司；蔗果四糖 日本Wako公司；果糖、蔗

糖 国家标准物质研究中心。

1.2 仪器与设备

H PA E - PA D离子色谱仪  美国D i o n e x公司；

Sevenmulti酸度计 瑞士Mettler Toledo公司；DK-8AX水

浴锅 上海一恒公司。

1.3 方法

1.3.1 试剂配制

醋酸缓冲液（pH 4.5）：0.2  mol/L醋酸钠溶液220  mL
和0.2  mol/L醋酸溶液280 mL混合后稀释到1 L；磷酸盐缓

冲液（pH 4.5）：分别称取1.24 g KH2PO4、7.27 g K2HPO4

溶解于1 L去离子水中，用磷酸调pH值至4.5；葡聚酶

（30～60 U/mg）、果糖酶（26.6  U/mg）：用磷酸盐缓冲

液溶解配制成酶含量分别为1 mg/mL；0.5  mg/mL蔗果四糖

标准溶液：称取50 mg标准品用水溶解并定容至100  mL；
标准储备液：分别准确称取果糖和蔗糖（真空干燥箱

55 ℃，4 h）标准品各100  mg（精确至0.1  mg），用水溶

解并定容至100  mL，4  ℃冰箱可保存1 个月；果糖与蔗糖

混合系列标准溶液的配制：稀释标准储备液至果糖质量浓

度分别2.0、4.0、6.0、8.0、10.0  μg/mL，蔗糖质量浓度分

别为0.5、2.0、4.0、6.0、10.0 μg/mL。

1.3.2 样品处理

称取约5 g样品（精确至0.1 mg）于锥形瓶中，加入

40  mL 45～55  ℃蒸馏水溶解样品，冷却至室温后转入

100  mL容量瓶中定容至刻度并混匀。A液：吸取10  mL样
液于50  mL试管中，加入10  mL醋酸缓冲液、1  mL果糖酶

溶液混匀（若样品中含有麦芽糊精再加入1.5  mL的葡聚酶

溶液），60  ℃水浴1 h。B液：吸取10  mL样液于50  mL试
管中，加入10  mL醋酸缓冲液。待A液取出并冷却后，将

A、B液分别过滤后放于4  ℃冰箱过夜充分酶解。从冰箱

中取出滤液缓至室温后分别吸取1  mL至100  mL容量瓶中

用去离子水定容至刻度，0.2  μm滤膜过滤。

吸取10  mL蔗果四糖标准溶液及10  mL醋酸缓冲液

混匀后加入1  mL果糖酶溶液，设置不同水解时间（30、
45、50、55、60、75、90  min）进行水解后，分别测定

蔗果四糖含量，以确定最佳水解时间。

吸取10  mL蔗果四糖标准溶液及10  mL醋酸缓冲

液混匀后加入不同体积的果糖酶溶液（0.5、1.0、1.5、
2.0  mL），60  ℃水浴1 h后，分别测定蔗果四糖含量，

以确定最佳酶用量。

1.3.3 色谱条件

色谱柱：Dionex PA-1（250 mm×4 mm，4.6 μm）；

保护柱：Dionex PA-1（50 mm×4 mm，4.6 μm）； 

流速0.8 mL/min；进 样 量 2 0   μ L ； 流 动 相 ： A 为 

12.5  mmol/L NaOH溶液，B为125  mmol /L NaOH
溶液，C为125  mmol /L N aOH - 0 . 5   m o l / L  N aA c
溶液；梯度洗脱条件：0～30  min，A∶B∶C=85∶15∶0 
（V /V，下同）；30～36 min，A∶B∶C=0∶0∶100；
36～51  min，A∶B∶C=85∶15∶0；电化学检测器条件：

0.00～0.40  min，电压0.05 V，0.20  min开始积分，0.40  min积
分结束；0.41～0.60  min，电压0.75 V；0.61～1.00  min，电

压－0.15 V。
分别将样液与果糖和蔗糖混合标准溶液注入离子色

谱测定相应的峰高，外标法定量。

1.3.4 多聚果糖含量计算方法

平均聚合度按28、果糖折算成多聚果糖系数为0.90计算。

X =                       0.90
A1 A2 A3

1.9

式中：X为多聚果糖含量/（g/kg）；A1为水解后果糖

测定含量/（g/kg）；A2为水解前果糖测定含量/（g/kg）；

A3为水解前蔗糖测定含量/（g/kg）。

2 结果与分析

2.1 样品处理的优化

2.1.1 缓冲盐体系

选用pH 4.5的酸度条件处理样品，可使蛋白质变性以

去除蛋白质，同时也为酶水解提供了适宜的酸度条件。醋

酸盐缓冲液与磷酸盐缓冲液条件下，酶水解效果有一定差

异，其多聚果糖测定结果分别为7.58 g/kg与7.21 g/kg，因

此醋酸盐缓冲液优于磷酸盐缓冲液。
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2.1.2 酶解温度与时间

根据文献[7-8]及果聚酶的特点，适宜的酶解温度应为

60  ℃左右。实验表明，不同的酶水解时间对水解效果影

响明显（表1），酶解时间在1 h及以上时可以达到全部水

解的效果，本实验选用60 ℃、1 h作为酶解温度与时间。

表 1 酶水解时间对多聚果糖测定结果的影响

Table 1 Effect of enzymatic hydrolysis time on results of determination 

of polyfructose

酶解时间/min 30 45 50 55 60 75 90

蔗果四糖测定结果/mg 2.61 3.52 4.15 4.51 4.99 4.98 4.99

2.1.3 果聚酶使用量及葡聚酶的使用

果聚酶的活性及用量是影响酶解效率的重要因素。

结果表明，在60  ℃保持1 h的条件下，酶用量低于1 mg
时，低聚果糖测定结果偏低；用量大于1 mg时基本无变

化，最终选用加入1 mg果聚酶（表2）。

表 2 果聚酶用量对样品多聚果糖含量测定结果的影响

Table 2 Effect of polymerase dosage on results of determination of 

polyfructose in samples

果聚酶用量/mg 0.5 1.0 1.5 2.0
多聚果糖测定结果/（g/kg） 5.85 7.62 7.58 7.60

由于婴幼儿配方乳粉及调制乳粉中常含有大量的麦

芽糊精，会给样品处理带来困难，同时也可会增加测定

干扰，降低测定灵敏度，因此需要葡聚酶降解。由于葡

聚酶的水解条件与果聚酶基本相同，在使用果聚酶处理

样品的同时加入葡聚酶即可使麦芽糊精降解为葡萄糖。

结果表明，用此处理方法后即可得到澄清的样液，其降

解产物葡萄糖也不影响果糖等的定量测定。

2.2 样品测定
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图 1 婴幼儿配方乳粉酶水解前（A）、后（B）的色谱图

Fig.1 Chromatograms of infant formula before and after the 

enzymatic hydrolysis

采用1.3.3节中给出的流动相与检测器条件样品进行

测定，其结果证明蔗糖、果糖与其他组分实现了有效分

离，且基线噪声低、测定灵敏度高，可满足多聚果糖的

测定（图1）。

2.3 线性范围与定量限

在1.3.3节色谱条件下，分别测定果糖与蔗糖的混

合标准系列溶液。结果表明，在该范围内，质量浓度x
与峰面积y呈良好的线性关系，果糖的线性回归方程为

y=0.348 8＋3.694 0x，r=0.999 9；蔗糖的线性回归方程为

y=0.174 8＋4.350 4x，r=0.999 7。果糖与蔗糖的定量限

（RSN=5）分别为1.3、1.2 ng/mL。
2.4 方法的回收率和精密度

选取不含多聚果糖的中老年奶粉添加不同量的多

聚果糖后测定其含量（添加前测定的多聚果糖的含量为

6.96 g/kg），每个添加水平测定3 次，计算回收率；含

有多聚果糖的婴儿配方奶粉与儿童奶粉处理液分别进样 

6 次，测定精密度。样品平均回收率为97.4%，相对标准

偏差为3.56%（表3、4）。

表 3 样品中多聚果糖回收率测定结果

Table 3 Recovery of polyfructose in spiked samples

样品 添加量/（g/kg） 实测结果/（ μg/kg） 加标回收率/%

中老年奶粉

5.0
5.09 101.8
4.89 97.8
4.92 98.4

10.0
9.85 98.5
9.71 97.1
9.87 98.7

15.0
14.23 94.9
14.35 95.7
14.13 94.2

表 4 精密度测定结果

Table 4 Precision of the analytical method

样品 6 次测定结果/（g/kg） 平均值/（g/kg） 相对标准偏差/%
婴儿配方奶粉 10.81，11.03，10.29，10.57，11.52，10.68 10.82 3.91
儿童奶粉 7.88，8.02，8.59，8.12，7.93，8.25 8.13 3.21

3 结 论

本实验建立采用酶水解-离子色谱法测定乳粉中多聚

果糖的方法。通过对样品前处理方法的优化，确定了采

用醋酸缓冲液处理、加入1  mg果糖酶、60  ℃水浴1 h使
多聚果糖完全水解。通过测定水解前后果糖与蔗糖的含

量即可计算出样品中多聚果糖的含量。果糖与蔗糖测定

的定量限分别为1.3、1.2 ng/mL。对于含有麦芽糊精的样

品，需加入葡聚酶水解成葡萄糖，以去除因麦芽糊精造

成样液过滤困难及滤液浑浊的问题，经实验验证加入葡

聚酶水解后对多聚果糖的测定无影响。该方法具有样品

处理简单、重复性好、灵敏度高等优点。
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