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超声提取 离子色谱法测定蜂蜜柚子茶中的可溶性糖①
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摘要:建立超声提取 高效阴离子交换 脉冲安培检测(HPAE-PAD)同时分离并测定蜂蜜柚子茶中可溶性糖的分析

方法.采用 METROSEPCARB1(150mm×4.0mm)分离柱,对分离条件进行了优化,确定淋洗液为5.0mmol/L
的NaOH溶液,流速为1.0mL/min.蔗糖、葡萄糖、果糖的检出限分别为0.2,0.1,1.0μg/mL.混合标准溶液连

续6次进样,峰高相对标准偏差为1.56%~3.40%,回收率为86.80%~98.80%.该方法样品前处理简单,灵敏度

高,为蜂蜜柚子茶的质量检测提供了一个简单有效的方法.
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蜂蜜柚子茶是从韩国传入的养生饮品,是以新鲜的柚子为原料,加入蜂蜜,经过恒温窖藏发酵工艺精

制而成[1].这种独特的发酵工艺,保留了新鲜柚子原有的营养,同时去除了柚子的苦涩味.蜂蜜的加入,进

一步改善了柚子茶的风味,并增加了人体所需的微量元素.柚子中含有蛋白质、糖类、挥发油、类胰岛素、

柚皮甙、橙皮甙、Vc、黄酮类物质、多种微量元素等活性成分[2-5].
目前,关于蜂蜜中糖类的研究[6-9]比较多,而对柚子中糖类的研究较少[10],用离子色谱法测定蜂蜜柚

子茶中糖类的研究更是未见报道.蜂蜜柚子茶中的可溶性糖是评价其质量优劣的一个标准,故分析蜂蜜柚

子茶中的可溶性糖具有实际意义.糖类的分析方法有高效液相色谱法[11-12]、分光光度法[13]、气相色谱

法[14]、高效毛细管电泳法[9]、离子色谱法[15-19]等.高效阴离子交换色谱 脉冲安培检测(HPAEC-PAD)法
分析糖类[6],不需要对样品进行衍生处理,操作简单,且所用流动相一般为稀的NaOH或NaAc溶液,对

环境污染小.本文采用超声波辅助提取蜂蜜柚子茶中的可溶性糖,以 NaOH 溶液为淋洗液,研究了

HPAEC-PAD检测蜂蜜柚子茶中的可溶性糖的方法.该方法具有前处理简单、分离效果好、操作简便等优

点,结果令人满意.

1 实验部分

1.1 仪器和试剂

仪器:861AdvancedCompactIC(瑞士万通公司),817Bioscan脉冲安培检测器,METROSEPCARB

1(150mm×4.0mm)分离柱,MetrohmIC-Net2.3色谱工作站,隔膜真空泵(天津市腾达过滤器件厂),
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0.45μm微孔滤膜,超声波清洗器(上海必能信超声波有限公司),电子分析天平(梅特勒—托利多仪器上海

有限公司).
试剂:D 果糖、D 木糖、D 海藻糖(生化试剂)(成都市科龙化工试剂厂),蔗糖、葡萄糖(分析纯)(成

都市科龙化工试剂厂),NaOH(分析纯)(重庆川东化工集团有限公司),3种蜂蜜柚子茶(购于超市),超纯

水(电阻率为18.2MΩ).

1.2 标准溶液和样品溶液的配制

1.2.1 标准溶液的配制

精密称取海藻糖、蔗糖、果糖、葡萄糖、木糖各0.1000g,分别用超纯水溶解并定容至100mL,配成

质量浓度为1000μg/mL的标准储备液.

1.2.2 样品溶液的配制

分别称取几种品牌的蜂蜜柚子茶各2.0g,加入30mL超纯水,超声提取40min,不时搅拌,使可溶性

糖充分浸出,离心、过滤,定容至50mL.精确移取1.0mL样品溶液于100mL容量瓶中,用超纯水定容、

摇匀,分别用0.45μm微孔滤膜过滤待测.

1.3 色谱条件

色谱柱:METROSEPCARB1(150mm×4.0mm)分离柱;淋洗液:5mmol/LNaOH;流速:1.0mL/min;

柱温:32°C;进样量:20μL.在优化的色谱条件下测定5种糖的混合标准溶液(10.0μg/mL),以峰高定量,

测定结果见图1.

1. 海藻糖;2. 蔗糖;3. 葡萄糖;4. 木糖;5. 果糖.

图1 5种糖的标准样品色谱图

2 结果与讨论

2.1 淋洗液浓度及流速的选择

高效阴离子交换色谱 脉冲安培检测法测定糖类

时,常采用NaOH溶液作淋洗液.淋洗液浓度对各种

糖的出峰时间及分离度、灵敏度有很大的影响.本实

验分别采用3.0,5.0,8.0,10.0mmol/L的NaOH溶

液为淋洗液,当浓度大于5.0mmol/L时,葡萄糖与

蔗糖的峰部分重叠;当 NaOH 浓度为5.0mmol/L
时,5种单糖的分离效果很好,且保留时间适中;当

浓度小于5.0mmol/L时,保留时间过长.因此,选

用5.0mmol/L的NaOH溶液为淋洗液.
调节流速分别为0.5,0.7,0.9,1.0,1.2mL/min,当流速降低时,保留时间明显延长,但对糖的分离程

度影响很小.因此,为了提高实验效率,选用1.0mL/min的流速.

2.2 方法的线性范围与检出限

用移液管分别移取蔗糖、葡萄糖、海藻糖、木糖标准储备液0.1,0.5,1.0,2.0,4.0,6.0mL于不同的

100mL容量瓶中,移取果糖标准储备液0.5,1.0,2.0,4.0,6.0,8.0mL于不同的100mL容量瓶中,分别用超

纯水定容至刻度.得到蔗糖、葡萄糖、海藻糖、木糖的质量浓度为1.0,5.0,10.0,20.0,40.0,60.0μg/mL和果

糖的质量浓度为5.0,10.0,20.0,40.0,60.0,80.0μg/mL的标准溶液.分别移取1.0mL海藻糖、果糖、木糖、
蔗糖、葡萄糖标准储备液于100mL容量瓶中,用超纯水定容至刻度,得到质量浓度为10.0μg/mL的5种糖

的混合标准溶液.
在确定的色谱条件下,对不同质量浓度梯度的糖进行线性关系和检出限的测定.以糖的色谱峰高(Y)

对其质量浓度(X,μg/mL)进行线性回归,得到线性回归方程,进一步稀释低浓度的标准溶液,确定其检出

限.测定结果见表1.
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表1 线性范围和检出限

待测物 线性范围/(μg·mL-1) 相关系数 回归方程 检出限/(μg·mL-1)

蔗糖 1.0~60.0 0.9877 Y=13.369X+154.227 0.2
葡萄糖 1.0~60.0 0.9975 Y=35.915X+156.403 0.1
果糖 5.0~80.0 0.9980 Y=3.038X+22.840 1.0
木糖 1.0~60.0 0.9924 Y=30.627X+140.381 0.1

海藻糖 1.0~60.0 0.9992 Y=85.687X+109.982 0.02

2.3 重现性试验

在优化的色谱条件下,连续6次测定5种糖的混合标准溶液(10.0μg/mL),以峰高定量,得到海藻

糖、果糖、木糖、蔗糖、葡萄糖的相对标准偏差分别为0.17%,3.05%,1.84%,1.56%,3.40%.
2.4 加标回收率试验

为了减小测定误差,分别在样品溶液中添加与所含糖浓度相当的各种标准溶液,按照优化的色谱条件

进行测定,得到的加标回收率见表2.
表2 回收率的试验结果

样品名称 糖名称
本底值

/(μg·mL-1)
加入值

/(μg·mL-1)
检测值

/(μg·mL-1)
回收率

/%
15.62 15.00 30.44 98.80

蔗糖 15.62 17.50 32.81 98.23

15.62 20.00 35.36 98.70

11.4 7.50 18.55 95.33
蜂蜜柚子茶A 葡萄糖 11.4 10.00 20.65 92.50

11.4 12.50 23.29 95.12

12.87 10.00 22.4 95.30
果糖 12.87 12.50 23.72 86.80

12.87 15.00 26.87 93.33

12.45 10.00 21.61 91.60
蔗糖 12.45 12.50 23.35 87.20

12.45 15.00 26.90 96.33

21.62 17.50 37.25 89.31
蜂蜜柚子茶B 葡萄糖 21.62 20.00 40.31 93.45

21.62 22.50 43.58 97.60

18.59 15.00 32.00 89.40
果糖 18.59 17.50 34.47 90.74

18.59 20.00 37.93 96.70

14.27 12.25 25.88 94.78
蔗糖 14.27 15.00 28.15 92.53

14.27 17.25 31.10 97.57

19.52 15.00 33.76 94.93
蜂蜜柚子茶C 葡萄糖 19.52 17.50 35.22 89.71

19.52 20.00 38.55 95.15

23.38 20.00 42.82 97.20
果糖 23.38 22.50 44.72 94.84

23.38 25.00 47.91 98.12
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2.4 样品色谱图与测定结果

将处理好的样品溶液按照1.3的色谱条件进行分析,得到的色谱图见图2.

2. 蔗糖;3. 葡萄糖;5. 果糖.

图2 蜂蜜柚子茶色谱图

3 结 论

本文建立了 HPAEC-PAD法同时分离并测定蜂

蜜柚子茶中可溶性糖的分析方法.样品中可溶性糖主

要为蔗糖、葡萄糖、果糖.实验证明,该方法样品前

处理简单、灵敏度高、检测成本低,为蜂蜜柚子茶的

质量检测提供了一个可行的分析方法.果糖保留时间

稳定性较差,但通过加标回收率实验可以确定果糖的

色谱峰,不影响果糖的确认.
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DeterminationofSolubleSugarsinHoneyPomeloTea
byAnionChromatographywithUltrasonicExtraction
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Abstract:Amethodforthedeterminationofsolublesugarsinhoneypomeloteabyhighperformanceanion

exchangechromatographywithultrasonicextractionandpulsedamperometricdetection(HPAE-PAD)is

describedinthispaper.TheseparationconditionswereinvestigatedonMETROSEPCARB1(150mm×

4.0mm)column.Theoptimalseparationswereachievedwith5.0mmol/LNaOHastheeluentatarate

of1.0mL/min.Thedetectionlimitsofsucrose,glucoseandfructosewere0.2μg/mL,0.1μg/mLand

1.0μg/mL,respectively.TheRSDs(relativestandarddeviation)ofpeakheightforsixconsecutivedeter-
minationsvariedfrom1.56%to3.40%,witharecoveryof86.80%-98.80%.Theabovemethodproved

tobesimpleandhighlysensitiveforsamplepretreatmentandis,therefore,recommendedforqualityin-
spectionofhoneypomelotea.

Keywords:honeypomelotea;solublesugar;anionexchangechromatography;pulsedamperometricde-
tection
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