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高效液相色谱-蒸发光散射检测法快速测定益生菌
粉中低聚果糖含量 

王德伟*, 游景水, 叶礼红, 叶少文 

(汤臣倍健股份有限公司, 珠海  519040) 

摘  要: 目的  建立高效液相色谱-蒸发光散射检测(HPLC-ELSD)法, 快速洗脱分离出蔗果三糖、蔗果四糖、

蔗果五糖, 测定益生菌粉中低聚果糖的含量。方法  样品经过前处理, 以乙腈和水为流动相, 等度洗脱, 经

XAmide (4.6 mm×250 mm,5 μm) 中性酰胺色谱柱分离, 采用蒸发激光检测器检测。结果  蔗果三糖、蔗果四糖、

蔗果五糖线性范围分别在 0.2671～3.168 mg/mL、0.2429～2.8215 mg/mL、0.1617～3.544 mg/mL, 线性相关系

数 r＞0.99。3种主要组成的回收率在 97.0%～105.0%之间。结论  该方法可有效分离出蔗果三糖、蔗果四糖、

蔗果五糖, 推广性高、快速、简便、准确, 可用于益生菌粉中低聚果糖含量的测定。 
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Rapid determination of fruto-oligosaccharides content in probiotic powder by 
high performance liquid chromatography-evaporative 

light-scattering detector 

WANG De-Wei*, YOU Jing-Shui, YE Li-Hong, YE Shao-Wen 

(By-Health Co., Ltd., Zhuhai 519040, China) 

ABSTRACT: Objective  To establish a rapid determination for the rapid separate kestose, nystose and 

1F-fructofuranosyl nystose by high performance liquid chromatography-evaporative light-scattering detector 

(HPLC-ELSD) method, and the concentration of fruto-oligosaccharides can be determined in probiotics powder. 

Methods  After pretreatment of samples, acetonitrile and water as the mobile phase, while the elution method 

was gradient elution, the samples were separated by XAmide (4.6 mm×250 mm,5 μm) neutral amide 

chromatographic column, and detected by evaporative laser detector. Results  The linear ranges of kestose, 

nystose and 1F-fructofuranosyl nystose were from 0.2671 to 3.168 mg/mL, 0.2429 to 2.8215 mg/mL and 

0.1617 to 3.544 mg/mL, respectively, and the linear correlation coefficient r＞0.99. The recovery rate of the 3 

compositions was between 97.0%～105.0%. Conclusion  This method can effectively separate the kestose, 

nystose and 1F-fructofuranosyl nystose. It is a high generalization, rapid, simple and accurate method, and can 

be applied for the determination of fruto-oligosaccharides in probiotics powder. 

KEY WORDS: fruto-oligosaccharides; high performance liquid chromatography-evaporative light-scattering 

detector; probiotic powder 
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1  引  言 

低聚果糖又称蔗果低聚糖, 是由 1～3 个果糖基

通过 β(2—1)糖苷键与蔗糖中的果糖基结合生成的蔗

果三糖、蔗果四糖和蔗果五糖等的混合物[1]。低聚果

糖是一种天然活性物质。甜度为蔗糖的 0.3~0.6倍。

既保持了蔗糖的纯正甜味性质, 又比蔗糖甜味清爽。

是具有调节肠道菌群[2-3]、增殖双歧杆菌、促进钙的

吸收[4-5]、调节血脂[6]、通便[7]、免疫调节和抗龋齿等

保健功能的新型甜味剂, 被誉为继抗生素时代后最

具潜力的新一代添加剂——促生物质; 在法国被称

为原生素(PPE), 已在乳制品、乳酸菌饮料、固体饮

料、糖果、饼干、面包、果冻、冷饮等多种食品中应

用[8-11]。目前对低聚果糖检测方法主要为高效液相色

谱-蒸发光散射检测法[12-14]、示差检测法等[15], 现有

检测方法不能有效分离蔗果三糖、蔗果四糖、蔗果五

糖, 分离度不高, 重复性差, 不能有效分离低聚果糖

进行定量, 本方法根据低聚果糖特性, 优化后建立本

方法, 本方法操作简单, 重复性高, 推广性强。 

2  材料与方法 

2.1  仪器与试剂 

美国Waters Acquity UPLCH-CLASS型高效液相

色谱仪(带蒸发光检测器); KQ-500E型超声仪(昆山市

超声仪器有限公司); XW-80A 型旋转混合仪(海门市

其林贝尔仪器制造有限公司); XP-205型分析天平(瑞

士 Mettler Toledo)。 

乙腈(色谱纯, 安谱科技有限公司); 蔗果三糖对

照品(日本 wako; 批号: TLH5913);蔗果四糖对照品

(日本 wako; 批号: TLH5913);蔗果五糖对照品(日本

wako; 批号: TLH5913)。 

2.2  色谱条件 

色谱柱: XAmide, 5 μm 4.6 mm×250 mm 中性酰

胺色谱柱; 流动相: 乙腈:水=70:30(V:V); 流速: 1.0 

mL/min; 漂移管温度: 75 ; ℃ 载气压力: 35 psi; 增益: 

100; 柱温: 35 ; ℃ 进样量: 10 µL。 

2.3  溶液的制备 

2.3.1  对照品贮备液的配制:  
精确称取蔗果三糖、蔗果四糖、蔗果五糖对照品, 

分别用水配成 3 mg/mL的水溶液。 

2.3.2  对照溶液的校准:  

取标准储备液 3 mL, 加纯化水稀释至 10 mL, 

摇匀, 过滤, 待用。 

2.3.3  试样制备: 

精密称取样品约 0.5 g～1.0 g, 至离心管中, 精

密加入 5.0 mL 50 ℃纯化水, 超声 10 min, 再缓慢精

密加入 5.0 mL乙腈, 混匀, 8000 r/min离心 10 min, 

取上清夜过滤, 取续滤液过滤, 进样。 

2.4  线性实验 

将蔗果三糖、蔗果四糖、蔗果五糖标准溶液, 经

0.45 μm 的微孔滤膜过滤, 进行液相色谱分析, 记录

色谱图, 取浓度 C(mg/mL)与峰面积(A)的常用对数, 

绘制标准工作曲线。 

2.5  精密度实验 

精密称取样品 6份, 按 2.3.3试样制备方法处理样

品, 检测样品含量, 计算其相对标准偏差 RSD(%)。 

2.6  加标回收实验 

加标样品的处理: 称取约 0.5 g混合均匀的样品 6

份, 置于离心管中, 分成3组, 每组3份, 于每3组中分

别精密加入浓度为 9.86 mg/mL的蔗果三糖标准液 0.8、

1.0、1.2 mL, 浓度为8.49 mg/mL的蔗果四糖标准液0.5、

0.8、1.0 mL, 浓度为 3.546 mg/mL 的蔗果五糖标准液

0.5、0.8、1.0 mL, 按照 2.3.3样品处理后, 经 0.45 μm

的微孔滤膜过滤, 作为供试品溶液, 进样量为 10 μL。 

3  结果与讨论 

3.1  标准曲线验证结果 

蔗果三糖、蔗果四糖、蔗果五糖的标准曲线方程见

表 1。3个成分的相关系数都在 0.99以上, 蔗果三糖浓度

在 0.2671 mg/mL 至 3.168 mg/mL、蔗果四糖浓度在

0.2429 mg/mL至 2.8215 mg/mL、蔗果五糖浓度在 0.1617 

mg/mL至 3.544 mg/mL的范围内均具有良好的线性。 

 
表 1  标准曲线方程的结果 

Table 1  The results of standard curve equation 

名称 标准曲线方程 相关系数(r) 

蔗果三糖 logY=1.38logX+6.31 0.9979 

蔗果四糖 logY=1.35logX+6.22 0.9979 

蔗果五糖 logY=1.35logX+6.31 0.9953 
 

3.2  精密度实验 

蔗果三糖、蔗果四糖、蔗果五糖的精密度结果见

表 2~4, 6个样品的相对标准偏差(RSD)均小于 10.0%, 

表明该方法有良好的精密度。 
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表 2  蔗果三糖精密度的实验(n=6) 
Table 2  The precision of the kestose experiment (n=6) 

名称 含量(%) 平均含量(%) RSD(%) 

蔗果三糖 

1.997 

1.910 2.5 

1.890 

1.879 

1.897 

1.871 

1.929 

 

 
表 3  蔗果四糖精密度的实验(n=6) 

Table 3  The precision of the nystose experiment (n=6) 

名称 含量(%) 平均含量(%) RSD(%) 

蔗果四糖 

2.357 

2.410 3.1 

2.332 

2.510 

2.487 

2.408 

2.363 

 

表 4  蔗果五糖精密度的实验(n=6) 
Table 4  The precision of the1F-fructofuranosyl nystose 

experiment (n=6) 

名称 含量(%) 平均含量(%) RSD(%) 

蔗果五糖 

1.553 

1.549 2.6 

1.572 

1.519 

1.560 

1.489 

1.601 

 

3.3  回收率实验 

蔗果三糖、蔗果四糖、蔗果五糖在 3个不同添加

水平下浓度的回收率结果见表 5, 3 个浓度下样品中

的蔗果三糖、蔗果四糖、蔗果五糖平均回收率分别为: 

97.0%、104.2%、97.3%, 相对标准偏差(RSD)均小于

5.0% 

3.4  样品测定 

在 2.3.3 条件下, 与蔗果三糖、蔗果四糖、蔗果

五糖标准品色谱峰相对应的位置上, 可以分离益生

菌粉中的蔗果三糖、蔗果四糖、蔗果五糖, 保留时间

分别是 10.991、14.370、18.602。如图 1 所示, 分离

效果良好, 同时不会受杂质峰的影响。 

 

 
表 5  加标回收率实验(n=9) 

Table 5  The standard addition recovery of experiment (n=9) 

名称 理论加标量(mg) 实测含量(mg) 回收率(%) 平均回收率(%) RSD(%) 

蔗果三糖 

7.89 7.76 98.3 

97.3 1.4 9.86 9.43 95.7 

11.83 11.58 97.9 

蔗果四糖 

4.25 4.60 108.4 

104.4 4.8 6.79 7.19 105.9 

8.49 8.39 98.8 

蔗果五糖 

1.77 1.69 95.1 

96.3 1.4 2.84 2.72 96.0 

3.55 3.46 97.7 
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图 1  样品的色谱峰图 

Fig. 1  Chromatogram of sample 
 

4  结  论 

本文通过前处理, 经 XAmide, 5 μm 4.6 mm×250 

mm 中性酰胺色谱柱可以分离益生菌粉中的低聚果

糖(蔗果三糖、蔗果四糖、蔗果五糖)标准品, 并进行

定量检测。通过测定其线性范围、精密度和回收率实

验, 结果均符合要求。表明该方法适合测定益生菌粉

中低聚果糖(蔗果三糖、蔗果四糖、蔗果五糖)的含量。 
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