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酶水解-阴离子色谱法联用测定婴幼儿配方奶粉中
果聚糖的总含量及平均聚合度 

黄伟乾 1*, 覃天福 1, 吴俊发 1, 何敏恒 1, 梁志森 2, 罗  浩 2, 吴芷欣 1 

[1. 广州检验检测认证集团有限公司, 广州  511447; 2. 国家加工食品质量检验中心(广东), 广州  511447] 

摘  要: 目的  建立酶水解-阴离子色谱法测定婴幼儿配方奶粉中果聚糖总含量和平均聚合度的分析方法。   

方法  通过酶水解将样品中的果聚糖水解成果糖、葡萄糖, 以 PA1 阴离子交换柱分离, 脉冲积分安培检测器检

测果聚糖总含量, 并以果糖与葡萄糖产生的比例计算平均聚合度。结果  果糖、葡萄糖在 0.25~25.00 mg/L 范围

内线性关系良好(r2>0.999), 果聚糖的回收率为 96.7%~104.1%, 方法检出限为 195 mg/kg, 定量限为 650 mg/kg。

实际样品测定中, 日间的相对标准偏差为 1.15%~3.87% (n=6)。结论  此方法灵敏度和精密度较好, 可用于婴

幼儿配方奶粉中果聚糖的总含量及平均聚合度的测定。 
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Determination of total content and average degree of polymerization of 
fructan in infant formula milk powder by enzyme  

hydrolysis-anion chromatography 
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ABSTRACT: Objective  To establish an analytical method for the determination of the total content and average 

polymerization degree of fructan in infant formula milk powder by enzymatic hydrolysis-anion chromatography. 

Methods  The fructan in the sample was hydrolyzed by enzyme to obtain fructose and glucose, which were 

separated by PA1 anion exchange column, the total content of fructan was detected by pulse integral amperometric 

detector, and the average degree of polymerization was calculated based on the ratio of fructose to glucose. Results  

The linear relationship between fructose and glucose were good within the range of 0.25‒25.00 mg/L (r2>0.999), the 

recovery of fructan was 96.7%‒104.1%, and the limit of detection of the method was 195 mg/kg and the limit of 

quantitation was 650 mg/kg. In the actual sample determination, the relative standard deviations during daytime were 

1.15%‒3.87% (n=6). Conclusion  This method has good sensitivity and precision, and can be used to determine the 

total content and average polymerization degree of fructan in infant formula milk powder. 

KEY WORDS: infant formula milk powder; enzyme hydrolysis-anion chromatography; fructan; average degree of 
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0  引  言 

果聚糖作为水溶性膳食纤维成分[1], 广泛应用于婴幼

儿配方食品[2]、特殊医学配方食品[3]、乳饮料[4]、保健品[5]

等产品中。市售的果聚糖产品[6]按不同的聚合度主要分成

低聚果糖[7]、菊粉[8]、多聚果糖[9]3 类。果聚糖是一类有利

于人体健康的碳水化合物, 由于人体中缺少能分解果聚糖

的酶, 因此不能消化吸收果聚糖, 但果聚糖进入肠道后可

以作为肠胃益生菌的营养物质。 

果聚糖的工业化生产一般有 2 种: 第 1 种通过蔗糖利

用果糖转移酶将蔗糖水解成果糖、葡萄糖, 将果糖基接在

蔗糖上, 形成蔗果型果聚糖[7], 聚合度较低(聚合度 n=2~9); 

第 2 种是通过酶解菊苣[10‒13]得到的果聚糖。果聚糖[5]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, 分子式为 C6H12O6(C6H10O5)n (n=2~59), 分子结构式

见图 1, 可检测的酶解产物分别为果糖、葡萄糖, 通过果糖

与葡萄糖的比值得到果聚糖的平均聚合度。 

婴幼儿配方奶粉试样中蔗糖、乳糖等干扰糖经蔗糖

酶、β-半乳糖甘酶水解成半乳糖、果糖、葡萄糖, 再经硼

氢化钠还原成糖醇, 试样中果聚糖经果聚糖酶水解成果

糖、葡萄糖, 通过果糖与葡萄糖的比值, 可得到预期果聚

糖混合物的平均聚合度, 再经酶水解的较正, 通过果糖的

浓度计算出总果聚糖的总量。 

目前报道的检测果聚糖(低聚果糖、菊粉、多聚果糖)

方法主要有液相色谱法[14‒15]、离子色谱法[16‒20]等。对于果

聚糖含量较高的原料产品, 常使用液相色谱-示差法对蔗

果三、四、五、六糖进行单独检测; 对于果聚糖含量较低

的特殊食品, 可采用 GB 5009.255—2016《食品安全国家标

准 食品中果聚糖的测定》中离子色谱法检测单一添加的

低聚果糖、菊粉或多聚果糖的含量 [21‒22], 再经平均聚合  

度[23]折算成相应的果聚糖。但上述检测方法仅适用于添加

单种果聚糖产品, 关于添加多种果聚糖产品中的果聚糖含

量的检测方法, 尚未见报导。 

本研究采用离子交换色谱法, 针对果聚糖的结构特

点采用酶水解法, 通过优化提取条件、色谱分离条件等, 

分离出酶解产物-果糖、葡萄糖, 建立测定总果聚糖含量的

检测方法, 以期为婴幼儿配方食品中总果聚糖含量的准确

检测提供参考。 

1  材料与方法 

1.1  仪器与试剂 

ICS-6000 离子色谱仪(配脉冲积分安培检测器, 配 Au

电极, 美国 Thermo Fisher Scientific 公司); Milli-Q 去离子

水发生器(美国 Millipore 公司); IKA-MS3 涡旋振荡器(德国

IKA 公司); SW-22 恒温振荡水浴(德国优莱博公司); 3-30K

台式高速离心机(美国 Sigma 公司), S-210 型 pH 计、

MS204T 分析天平(美国梅特勒-托利多公司)。 

果糖标准品(纯度 99.5%)、葡萄糖(纯度 99.5%)(德国 Dr. 

Ehrenstorfer公司); 蔗果四糖标准品(纯度97.0%, 日本WAKO

公司); 无水乙酸钠、50% NaOH 溶液(色谱纯, 美国 Sigma 公

司); 冰乙酸、氢氧化钠、三水乙酸钠、马来酸(分析纯, 广州

化学试剂厂); 硼氢化钠(分析纯, 上海安谱公司); 果聚糖酶

(2000 U/mL, EC: 3.2.1.7)、蔗糖酶(来源于 yeast, 300 U/瓶, EC: 

3.2.1.20)、β-半乳糖苷酶(来源于 Aspergillus niger,  4000 U/mL, 

EC: 3.2.1.23)(爱尔兰 Megazyme 公司)。 
 

 

 
 
 

图 1  果聚糖检测原理 

Fig.1  Principles of fructan detection 
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去离子水(>18.0 MΩꞏcm, 由 Milli-Q 去离子水发生器

制备)。奶粉样品为市售流通的婴幼儿配方奶粉。 

1.2  实验方法 

1.2.1  溶液配制 

果糖标准储备液的配制: 称取 25 mg(精确至 0.01 mg)

果糖标准物质, 加去离子水溶解, 定容于 10 mL 容量瓶中, 

4 ℃下保存, 可放置 1 个月。 

葡萄糖标准储备液的配制: 称取 25 mg(精确至 0.01 mg)

葡萄糖标准物质, 加去离子水, 溶解定容于 10 mL 容量瓶

中, 4 ℃下保存, 可放置 1 个月。 

果聚糖酶溶液(50 U/mL): 移取适量的果聚糖酶使用乙

酸钠缓冲溶液(0.2 mol/L, pH 4.5)稀释 40 倍(‒20 ℃保存)。 

蔗糖酶溶液(4.5 U/mL): 将蔗糖酶溶解于 66 mL 马来

酸钠缓冲溶液(100 mmol/L, pH 6.5)中(‒20 ℃保存)。 

β-半乳糖甘酶溶液(500 U/mL): 称取活性约为 1000 U

的 β-半乳糖苷酶溶于 2.0 mL 磷酸盐缓冲溶液(0.1 mol/L, 

pH 6.0)中, 成酶活为 500 U/mL 的 β-半乳糖苷酶溶液, 临

用前配制。 

硼氢化钠溶液(15 mg/mL): 称取 0.150 g 硼氢化钠溶

解于 10 mL 0.1 mol/L NaOH 溶液中。 

1.2.2  样品处理 

(1)样品的提取 

称取婴幼儿配方奶粉样品约 1~4 g(精确至 0.001 g), 

加入 50~60 ℃温水溶解, 再用乙酸调至 pH 4.5±0.1, 再定

容至 100 mL。静置 10 min, 滤纸过滤(或 10000 r/min 离

心 3 min)。 

(2)试液的酶解 

移取澄清滤液 200 μL, 加入蔗糖酶溶液 200 μL, 再加

入 200 μL β-半乳糖甘酶, 置于 40 ℃±1 ℃恒温水浴摇床中, 

150 r/min 振摇 60 min 后, 再经沸水浴 15 min 灭酶, 加入还

原剂硼氢化钠溶液 500 μL, 混匀后置于 40 ℃±1 ℃恒温水

浴摇床中, 150 r/min 振摇 30 min 后, 取出冷却至室温加入

1.0 mL 0.5 mol/L 乙酸溶液后静置 10 min。再加入 1.00 mL

果聚糖酶溶液, 涡旋振荡混匀, 置于 40 ℃±1 ℃恒温水浴

摇床中振摇 45 min 后, 再经沸水浴 15 min 灭酶, 冷却至室

温, 定容至 10.0 mL, 经 0.45 μm 水相滤膜过滤, 滤液待测

定。同时做空白组实验。 

1.2.3  色谱条件 

色谱柱: Thermo PA1 阴离子交换柱(250 mm×4 mm, 

10 μm 带预柱); 检测器: 脉冲积分安培检测器, Au 电极; 

淋洗液: A 为 0.15 mol/L NaOH 溶液, B 为 0.15 mol/L 

NaOH+1.0 mol/L 乙酸钠混合溶液, C 为超纯水; 淋洗梯度

程序: 0.0~14.0 min, 20% A+80% C; 14.1~17.0 min, 100% B; 

17.1~20.0 min, 100% C; 20.1~30.0 min, 20% A+80% C; 流

速: 1.20 mL/min; 柱温 30 ℃; 进样量 10 μL。 

2  结果与分析 

2.1  提取条件的选择 

果聚糖是一类水溶性极好的功能性糖, 常用作营养

成分添加于乳基类食品基质中 , 再结合营养需求添加油

脂、维生素、矿物质等原料。 

为了溶解样品中的果聚糖, 可采用强极性水相提取, 

再清除食品基质中的蛋白质、脂肪等水溶性大分子干扰

物质。目前常用蛋白质去除方法[14‒15,24]有: 有机溶剂蛋白

变性法、沉淀剂胶体法、调节等电点法、超滤离心法等。

结合本研究的酶水解以及离子色谱的应用需求, 有机溶

剂(如乙腈)对蛋白沉淀效果虽好, 但乙腈可能抑制酶的活

力。沉淀剂胶体的引入会对阴离子交换柱产生污染, 超滤

需使用超滤离心的耗材 , 耗材成本较高 , 且不可重复使

用。以酸(乙酸)调节 pH 等电点操作简单, 常用乙酸浓度

为 3% (V:V), 且不影响实验的洗脱分离体系。单纯以超纯

水直接提取, 样液混浊, 会带入较多干扰物质。所以本研

究直接选择 3% (V:V)乙酸水溶液提取。 

2.2  净化条件的选择 

试样经酶水解后, 水相中的杂质成分可能会对果糖、

葡萄糖的分离测定存在干扰。在样品提取的预实验中, 分

别采用不净化处理、C18 固相萃取柱净化、RP 固相萃取柱

净化 3 种处理方法, 具体见图 2。分析结果表明, 3 种处理

方法所得色谱峰形基本一致。所以本研究选择不净化处理。 

2.3  淋洗液浓度的选择 

经实验, PA1 分析柱使用淋洗液的浓度为 30 mmol/L

时, 果糖、葡萄糖在 14 min 内完成洗脱且完全分离, 淋洗

液的浓度可选择 30 mmol/L, 目标峰出峰后可使用强淋洗

液(乙酸钠-氢氧化钠混合溶液)冲洗色谱柱, 以排除样品中

杂质对下一样品的干扰。所以本研究选择淋洗液浓度为 

30 mmol/L。 

2.4  还原条件选择 

经实验, 发现前处理的酶解过程中产生较多的果糖、

葡萄糖以及半乳糖, 直接影响到结果的定量, 可通过将这

类单糖还原成相应的糖醇以去除干扰。本方法考察了还原

剂硼氢化钠的还原效果。在还原时间为 30 min 时, 加入 5、

10、15、20、25 mg/mL 的硼氢化钠溶液, 分别测定不同浓

度下还原剂的还原率。结果表明, 随着还原剂浓度的增加, 

还原率逐渐提高; 当还原剂的浓度达到 15 mg/mL后, 还原

率基本平衡。所以选择还原剂的浓度为 15 mg/mL。 

在还原剂浓度为 15 mg/mL 时, 分别评价还原时间为

20、30、45、60 min 的还原效果。当还原时间在 30 min 时, 

还原率基本达 100%, 还原效果比较理想, 所以本研究选择

还原时间为 30 min。 
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图 2  3 种处理的色谱图比较 

Fig.2  Comparison of chromatograms of 3 kinds of treatments 
 

为考察还原剂(硼氢化钠)能否还原果聚糖, 干扰酶解结果, 

本研究选用蔗果四糖标准品进行验证。分别移取3份10.0 mg/mL

的蔗果四糖标准液 200 μL, 加入还原剂硼氢化钠溶液 500 μL, 

其他与样品的处理过程一致。测试结果为 9.96 mg/mL, 相对标

准偏差(relative standard deviations, RSDs) (n=3)为 0.96%。测试

结果表明: 还原剂对果聚糖的还原干扰较弱。 

2.5  方法学验证 

2.5.1  线性方程及相关系数 

分别对系列浓度果糖、葡萄糖的混合标准工作溶液进

行测定, 以果糖、葡萄糖的色谱峰面积 Y 对其质量浓度 X 

(mg/L)进行线性回归, 得到 2 种糖的线性方程, 结果见表

1。方法的线性关系良好(r2>0.999)。以 3 倍信噪比(S/N)计

算仪器检出限(limits of detection, LODs), 结果见表 1。

LODs 在 0.058~0.088 mg/L 之间, 表明仪器灵敏度高, 可用

于果糖、葡萄糖的定量分析。标准色谱图见图 3。 

2.5.2  方法检出限及定量限 

本方法以酶解产物果糖的含量为参考, 通过系列的

换算, 折算成果聚糖的含量。以果糖的信噪比(S/N) 3 倍、

10 倍计算仪器检出限和仪器定量限, 结合前处理样品稀释

倍数(以 2000倍计)以及果聚糖的换算系数(以 0.9计), 计算

得 到 果 聚 糖 的 方 法 检 出 限 和 方 法 定 量 限 (limits of 

quantitation, LOQs)。经测试, LODs 为 195 mg/kg, LOQs 为

650 mg/kg, 表明本方法灵敏, 可用于婴幼儿配方奶粉中果

聚糖的定量分析。 
 

表 1  果糖、葡萄糖的线性范围、线性方程、相关系数、检出限 
Table 1  Linear ranges, linear equations, correlation coefficients, LODs of fructose and glucose 

名称 线性范围/(mg/L) 线性方程 r2 LODs/(mg/L) 

葡萄糖 0.25~25.00 Y=0.87046X‒0.22582 0.9997 0.058 

果糖 0.25~25.00 Y=0.59645X‒0.16356 0.9998 0.088 

 

 
 

图 3  果糖、葡萄糖标准色谱图 

Fig.3  Standard chromatogram of fructose and glucose 
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2.5.3  回收率 

选用阴性婴幼儿配方奶粉添加一定比例的果聚糖混

合物, 进行回收率测试, 平行测试 2 次, 结果见表 2。结果

表 明 , 回 收 率 在 96.7%~104.1% 之 间 , 均 满 足 GB/T 

27417—2017《合格评定 化学分析方法确认和验证指南》

附录 A 的表 A.1 的 95%~105%要求。 

2.6  实际样品检测 

应用建立的酶水解-阴离子色谱法联用测定婴幼儿配

方奶粉中果聚糖的总含量及平均聚合度的方法, 选取 3 份

市售样品进行测定, 结果见表 3。结果表明连续 3 d 检测的

相对标准偏差(relative standard deviation, RSDs) (n=6)为

1.15%~3.87%, 表明方法具有良好的精密度。 

 
 

表 2  回收率测试结果 
Table 2  Recoveries results 

序

号 
果聚糖添加类型及质量比例 

添加水平 
/(g/100 g) 

平均回收率 
/% 

相对标准偏差 
/% 

果糖 
/(g/100 g) 

葡萄糖 
/(g/100 g) 

平均聚合度

 1 低聚果糖+菊粉(1+1) 0.5 104.1 0.8 0.120 0.384  3.22 

 2 低聚果糖+菊粉(1+1) 1.0 101.0 3.6 0.236 0.763  3.21 

 3 低聚果糖+菊粉(1+1) 2.0 102.4 1.0 0.470 1.505  3.20 

 4 低聚果糖+菊粉(1+3) 4.0  98.9 0.8 0.697 3.443  4.96 

 5 低聚果糖+菊粉(3+1) 4.0 102.3 2.8 0.970 3.023  3.14 

 6 低聚果糖+菊粉(1+5) 3.0 100.9 2.2 1.045 5.358  5.16 

 7 低聚果糖+菊粉(5+1) 3.0 103.7 1.6 1.503 4.458  2.94 

 8 低聚果糖+多聚果糖(1+1) 1.0  98.2 3.0 0.081 0.997 12.60 

 9 低聚果糖+多聚果糖(1+3) 3.0  96.7 0.7 0.280 3.975 14.09 

10 
低聚果糖+菊粉+多聚果糖

(1+1+1) 
3.0  97.8 0.7 0.276 2.912 10.59 

 

 
表 3  精密度测试结果(n=6) 

Table 3  Precision test results (n=6) 

样品 天数/d 总果聚糖含量/(g/100 g) RSDs/% 特性值 平均聚合度 

质控样品* 
QC-IP-715 

1 
1.382 

1.81 
指定值: 1.330 g/100 g 

(低聚果糖) 
3.10 

1.348 

2 
1.374 

1.352 

3 
1.358 

1.312 

奶粉 

1 
3.481 

1.15 
明示值: 3.000 g/100 g 

(低聚果糖和菊粉) 
4.12 

3.382 

2 
3.462 

3.394 

3 
3.412 

3.446 
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表 3(续) 

样品 天数/d 总果聚糖含量/(g/100 g) RSDs/% 特性值 平均聚合度 

幼儿配方 

奶粉 

1 
1.975 

1.69 

明示值: 1.827 g/100 g 

(低聚果糖 1.352 g/100 g、多

聚果糖 0.475 g/100 g) 

 8.56 

1.932 

2 
2.012 

1.959 

3 
1.981 

1.922 

婴儿配方 

奶粉 

1 
0.654 

3.87 
明示值: 

0.590 g/100 g 
(多聚果糖) 

20.58 

0.670 

2 
0.646 

0.639 

3 
0.707 

0.685 

注: *质控样品的评定标准差为 0.161 g/100 g。 

 

3  结论与讨论 

本研究利用酶水解-阴离子色谱法联用技术, 建立了

测定婴幼儿配方奶粉中果聚糖总含量和平均聚合度的分析

方法, 实验结果表明该方法精密度良好、灵敏度高, 可为

混合添加果聚糖的婴幼儿配方奶粉中总果聚糖的检测、监

管提供技术支撑。 
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