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二醇基柱高效液相色谱!蒸发光散射检测法测定饮料中的糖

魏 泱， 郭 亮， 丁明玉
（清华大学化学系，北京#"""*%）

摘要：采用二醇基柱分离、蒸发光散射检测法测定了饮料中的糖。比较了乙腈$水、二氯甲烷$甲醇两种流动相分析
糖的特点。采用二氯甲烷$甲醇为流动相，果糖、葡萄糖、蔗糖、麦芽糖和棉子糖的峰面积与绝对进样量的标准曲线
在绝对进样量为#7)"2#%""2时均具有良好的线性关系。该方法对上述(种糖的检测限分别为"7!""2，"7#)

"2，"7#)"2，"7!""2和"7!""2。
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" 前言

人们对糖进行分析大多采用高效液相色谱法

（>?@A）。其中氨基柱［##=］对糖有较高的分离效
率，但由于氨基柱柱填料自身的水解以及固定相上

的氨基与糖的羰基之间易形成希夫碱，因而缩短了

柱的使用寿命。我们在流动相里加入乙二胺，得到

了与化学键合氨基柱柱效相当的动态修饰柱［%］。

由于柱上吸附的有机胺不断得到更新，分析柱可长

时间保持稳定。但还原糖和修饰剂乙二胺之间仍然

存在着反应，导致被分析的还原糖（如葡萄糖、麦芽

糖、乳糖）的检测限高于非还原糖（如蔗糖、棉子糖）。

醇基柱分析糖的机理和氨基柱类似，但柱填料稳定，

分析糖时柱填料不会和糖发生反应［(］。

蒸发光散射检测器（+@BC）可以直接对糖进行
检测，且具有较高的灵敏度［)］。本文利用二醇基柱

和蒸发光散射检测器，建立了一种可靠的直接测定

饮料中糖的>?@A$+@BC法。

# 实验部分

#$" 仪器与试剂

>?##""高效液相色谱仪（美国 >6D/688
?-4E-F0公司）：配有四元梯度泵、二极管阵列检测器
（C<C）和化学工作站。另配有<//8645(""+@BC
（美国<//8645公司）。
果糖（北京市西中化工厂）、葡萄糖（北京瀛海精

细化工厂）、蔗糖（北京化工厂）、麦芽糖（G/:E-公
司）、乳糖（中国军事医学科学院药材供应站）均为分

析纯试剂；棉子糖（G/:E-公司）为生化试剂；乙腈
（B45-F/-:公司）和甲醇（天津四友公司）为色谱纯试
剂；二氯甲烷（北京化工厂）为分析纯试剂；水为去离

子水。流动相使用前用"7%(",滤膜过滤。
配制质量浓度均为#"2／@的果糖、葡萄糖、蔗

糖、麦芽糖、乳糖和棉子糖等)种糖的储备水溶液，
使用前用甲醇将它们稀释成%",2／@#!""",2／@
的工作溶液。

苹果汁和橙汁（帕马拉特公司）、醒目苹果味汽

水和芬达橙味汽水（可口可乐公司）。苹果、橙子均

从市场上购买并由本实验室榨汁。所有样品均通过

"7%(",的滤膜过滤，滤液用甲醇稀释("倍后直接
进行>?@A分析，进样量为!""@。

#$# 色谱条件
分析柱为@.45FH9I56F#""C.H/（!(",,J%7"

,,.707，(",），配有预柱KHFL-MNM$BO@（#!7(,,
J%7),,.707，(",），>?公司产品。柱温为室
温。

分别采用乙腈$水、二氯甲烷$甲醇两种流动相
进行比较，流速均为#7",@／,.1。当流动相为前
者时，+@BC参数为：漂移管温度*(P，氮气流速

!7"(@／,.1；当流动相为后者时，+@BC参数为：漂
移管温度*"P，氮气流速!7""@／,.1。

% 结果与讨论

%$" 分离条件的选择

%$"$" 乙腈$水为流动相 寡糖是由单糖通过糖苷
键连接起来的，寡糖中单糖单元的数目被称为糖的

聚合度。与动态修饰氨基柱相比较，糖在二醇基柱

上的保留比较弱。聚合度相同的糖，如：果糖与葡萄

糖（聚合度为#），蔗糖、麦芽糖与乳糖（聚合度为!）
在醇基柱上的保留类似。在这种体系中，麦芽糖和

乳糖难以充分分离。乙腈比例较小时，麦芽糖和乳

糖保留时间很接近；若增加乙腈的比例，会由于糖在
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乙腈中溶解性很差，使得其色谱峰严重展宽，同样不

能得到有效分离。因此，本文只采用了果糖、葡萄

糖、蔗糖、麦芽糖和棉子糖等!种糖作为研究对象。
流动相中加入体积分数为"#$%的三乙胺作为&’
调节剂，可以防止糖的旋光异构体分离，使每种糖只

出一个单峰［(］。

当乙腈)水的体积比为*+,$-时，果糖与葡萄
糖、蔗糖与麦芽糖之间可以得到较好的分离，但棉子

糖的保留时间过长，在+$./0时出一个扁峰。为

此，本文采用了线性梯度洗脱方式："!1(./0，

!（乙腈）,!（水）2*+,$-；1(./0!31./0，!（乙
腈）,!（水）由*+,$-线性变化至(!,1!；31./0!-"
./0，!（乙腈）,!（水）2(!,1!；-"./0!-!./0，

!（乙腈）,!（水）由(!,1!线性变化至*+,$-。由于
系统存在平衡问题，整个分析过程需要!"./0。在
梯度洗脱条件下，棉子糖在34./0时出一个尖锐的
色谱峰。利用乙腈)水作为流动相分析糖的标准混
合物的色谱图见图$。

图! 乙腈"水为流动相分析#种糖的标准混合物的$%&’"(&)*色谱图

+,-.! $%&’"(&)*/0123452-1436274654894193,:5;1<277,=</41>20?9145<6@,504/<528,51,A<"@45<14632>,A<B046<
56/789:5;/9<=>;/80（!（59<;80/;:/=<）,!（?5;<:）2*+,$-）；@6A:5B/<0;<=>;/80（C8=>.<D:59;/808D59<;80/;:/=</0;E<.8@/=<&E57<：")1(./0，

*+%；1(./0)31./0，*+%!(!%；31./0)-"./0，(!%；-"./0)-!./0，(!%!*+%）6
$#D:>9;87<；1#A=>987<；3#7>9:87<；-#.5=;87<；!#:5DD/087<6

C.!.D 二氯甲烷)甲醇为流动相 以二氯甲烷)甲
醇为流动相，果糖、葡萄糖、麦芽糖、蔗糖和棉子糖在

二醇基柱上的保留行为和以乙腈)水为流动相时基
本一致。麦芽糖和乳糖仍得不到有效的分离。

当二氯甲烷与甲醇的体积比为3#1,$时，果糖、
葡萄糖、蔗糖、麦芽糖和棉子糖能够在适当的时间内

得到有效分离。和乙腈)水为流动相相比，采用二氯
甲烷)甲醇作为流动相具有以下优点：上述!种糖能

够在较短的时间内（13./0）得到较好的分离；该体
系下，不会产生糖的旋光异构体分离，每种糖都能够

洗脱为尖锐的色谱峰；由于流动相中不含水和胺，柱

填料水解的现象可以避免，延长了柱的寿命。因此，

本文选用二氯甲烷)甲醇（体积比为3#1,$）溶液作
为流动相来分析样品中的糖。在此条件下得到的糖

的标准混合物和饮料（自榨苹果汁）的色谱图见图

1，其他样品的色谱图略。

图D 二氯甲烷"甲醇（体积比为C.DE!）溶液为流动相分析糖的$%&’"(&)*色谱图

+,-.D $%&’"(&)*/0123452-143627/41>20?9145<6@,509,/0A2123<5048<"3<50482A（CFDE!，=2A;3<145,2）4632>,A<B046<
567;50B5:B./F;>:<8DD/C<95:@8EGB:5;<7；@65&&=<H>/9<<F;:59;<B@G8>:7<=C<76

$#D:>9;87<；1#A=>987<；3#7>9:87<；-#.5=;87<；!#:5DD/087<6

C.D 线性范围和检出限
将-".A／I，*".A／I，1"".A／I，-"".A／I，

*"".A／I，$1"".A／I，$+"".A／I和1""".A／I
的系列工作溶液依次进样1""I，对应的糖的绝对
进样量为"#*"A，$#+"A，-#""A，*#""A，$+#""A，

1-#""A，31#""A和-"#""A。根据JIKL测得的峰
面积"对相应的糖的绝对进样量#进行线性回归，
再将最小质量浓度的标准溶液逐级稀释，依次进样

1""I，计算当信噪比为3时所对应的标准溶液的质
量浓度以确定检出限，结果见表$。由表$可见，所
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测!种糖的峰面积与其绝对进样量之间呈良好的线
性关系，!种糖的检测限相近。

表! "种糖的定量分析参数

#$%&’! ($)$*’+’),-./0$1+2+$+23’$1$&4,2,.-).23’5$)%-647)$+’,

"#$%&’()$#*+
,-.+#$
$#./+
（!/）

"#0-%$#*-&.+12#*-&.3）
"#0-%$#*-&.
4&+55-4-+.*
!

6+*+4*-&.
0-7-*
（!/）

8$24*&9+ 3:;<=>"?@33:;!A3>=B;:CDA3>=# >:DDD >:C>
E024&9+ 3:;<=> "?@C:>!A3>=B;:FDA3>=# >:DDD >:3;
G24$&9+ 3:;<=> "?@C:FCA3>=BH:C>A3>=# >:DDF >:3;
I#0*&9+ 3:;<=> "?@F:!CA3>=BH:H;A3>=# >:DDF >:C>
J#55-.&9+ 3:;<=> "?@;:KHA3>=BF:>;A3>=# >:DD! >:C>
3）"：L+#M#$+#；#：#7&2.*#))+)（!/）N

898 样品的分析
样品通过>:=!!7的滤膜过滤后，用甲醇稀释

!>倍，进样C>!,进行OP,"分析，结果;种样品
中均只含有果糖、葡萄糖、蔗糖K种糖。对同一份样
品重复进样!次，测定其峰面积，再取!次测定的平
均值计算样品中糖的质量浓度，结果见表C。

表: 稀释";倍的样品中糖的测定结果（$?!）

#$%&’: <’,0&+,-.5$)%-647)$+’,7’+’)*21’7
21";=.-&772&0+’77)21>,（$?!） 7/／,

G#7L0+ 8$24*&9+ E024&9+ G24$&9+

QLL0+R2-4++S*$#4*+)%(&2$9+0T+9 3CK3U33 !33U! =H;U=
G7#$*#LL0+50#T&$+)4#$%&.#*+))$-.M ;DKUF F3DUD 3>D;UH
P#$7#0#*L2$+#LL0+R2-4+ H>CUF =KFU; 3>D>U!
V$#./+R2-4++S*$#4*+)%(&2$9+0T+9 !!>U3C K3CU3> D3>U3!
8#.*#&$#./+50#T&$+)4#$%&.#*+))$-.M H>3U! H=KU3 HK3UC
P#$7#0#*L2$+&$#./+R2-4+ ;=CU3 ==;UK 3K3HU3!

在浓度已知的样品溶液中加入一定量的糖标准

溶液，重复进样K次，测定果糖、葡萄糖和蔗糖的回
收率，结果;种样品中K种糖的回收率为D;:;W"

3>K:>W。
与用乙二胺动态修饰氨基柱分析糖的结果相

比，二醇基柱对糖的分离效率不如氨基柱。从本实

验来看，无论采用乙腈<水还是二氯甲烷<甲醇作为
流动相，乳糖和麦芽糖都不能在当前所使用的二醇

基柱上得到完全分离。相对于乙二胺动态修饰氨基

柱，二醇基柱的优越性首先在于柱填料稳定，而且在

分析过程中柱填料不会和糖发生反应，这样不仅保

证了色谱柱的使用寿命及糖的定量分析的准确性，

而且提高了还原糖的检测灵敏度。其二，采用二氯

甲烷<甲醇作为流动相，可以避免柱填料的水解；糖
在这种体系中，不会产生旋光异构体分离，流动相中

无须加入碱性物质。
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