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基于指纹图谱的食品级低聚半乳糖组成分析与

有效组分含量推算
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摘要!利用高效液相色谱+蒸发光检测法&

_Z\!)-\$R

'建

立基于指纹图谱分析的低聚半乳糖成分比较与组分含量推

算方法#采用该方法对
''

个匿名食品级低聚半乳糖产品进

行含量分析与比较#研究结果表明!现阶段食品级低聚半乳

糖产品组成接近!非有效组分主要由葡萄糖"半乳糖和乳糖

构成$有效组分色谱峰个数
'

"

%

个!质量浓度范围为
+?:(>

"

'&&:&&

=

(

'&&

=

!主要由聚合度大于
?

的低聚半乳糖混合构

成!部分产品中有效组分仅为异乳糖#通过该方法的建立与

应用!可实现对低聚半乳糖产品质量差异的有效评价#

关键词!低聚半乳糖$指纹图谱$高效液相色谱+蒸发光检测

法$含量推算$有效组分
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低聚半乳糖!

Y/1/28;);10

=

;6/223/<0946

(

YO$

#是以乳糖

为底物(利用
%

)

半乳糖苷酶转糖苷催化作用合成的一种功能

性低聚糖,

'S%

-

)其分子式为
Y/1)

!

Y/1

#

2)Y12

*

Y/1

!

2a&

"

(

#(即由一分子半乳糖或葡萄糖连接
'

"

+

个半乳糖基组

成,

?

-

)低聚半乳糖的合成研究兴起于
%&

世纪
(&

年代(全球

年均消费量在
@&:&&&8

以上(并以每年
'&P

"

%&P

的比例增

长,

@

-

)中国自
%&&,

年批准低聚半乳糖作为新资源食品以

来(具有产业化规模的低聚半乳糖生产企业数量不断增

加,

>S+

-

)据本研究前期调研统计显示(中国现阶段有食品级

低聚半乳糖生产企业约
@>

家(其中
,&P

以上为中小型企业(

技术和产品质量水平参差不齐)

低聚半乳糖产品组分多样化(既含有
%

)

半乳糖苷酶的水

解产物(如葡萄糖+半乳糖(又含有不同聚合度的转糖苷催化

产物(如半乳二聚糖+半乳三聚糖+半乳四聚糖和半乳五聚糖

等
'>

种混合物,

,S*

-

)由于分子结构复杂(近
%&

种低聚半乳

糖组分尚无标准品可供定性与定量检测,

'&

-

)国际方法

!

UOU!%&&':&%

#是根据
%

)

半乳糖苷酶催化低聚半乳糖水解

所生成的半乳糖含量进行推算,

''

-

)这一方法操作繁琐(检

测结果受酶分子本身及其催化特性影响大(精确度较

@>



低,

'%S'@

-

)中国目前也尚未制定针对低聚半乳糖产品质量分

析与评价的国标,

'>

-

)

针对现阶段食品级低聚半乳糖产品质量差异大(缺少有

效的组分分析与质量评价方法(本试验拟利用高效液相色

谱'蒸发光检测法!

_Z\!)-\$R

#(建立基于指纹图谱差异

比较的低聚半乳糖组成分析与有效组分含量推算的方法(以

期为低聚半乳糖产品质量评价提供研究思路和试验依据)

'

!

材料与方法

':'

!

材料与仪器

低聚半乳糖!样品
U

"

e

#"食品级(市售(不同厂家生产$

葡萄糖标准品+乳糖标准品+半乳糖标准品"

_Z\!

)

*,P

(上海源叶生物科技有限公司$

乙腈"色谱纯(上海沪试有限公司$

实验用水全部为超纯水"

高效液相色谱仪"

-!1/6602/1?'&&

型(大连依利特分析

仪器有限公司$

蒸发光散射检测器!

-\$R

#"

%&&&-$

型(美国奥泰科技

有限公司$

色谱数据工作站"

-!%&&&

型(大连依利特分析仪器有限

公司$

超纯水系统"

0̀110)]

型(美国密理博公司$

数控超声波清洗器"

e]?%&&RU

型(昆山市超声仪器有

限公司$

分析天平"

CU'&&?̂

型(上海越平科学仪器有限公司)

':%

!

方法

':%:'

!

色谱条件
!

根据参考文献,

'(

-)色谱柱"

M$e

=

41

U.094),&

氨基柱!

%>&..i@:(..

(

>

'

.

#$流动相"乙腈与

水按体积比
+&

#

?&

混合$

_Z\!

条件"流速
':&.\

*

.05

$柱

温
?&f

$进样量
'>

'

\

$蒸发光散射检测器"漂移管温度

@>f

$

B

%

压力
?:&i'&

>

Z/

)

':%:%

!

标准溶液配制及标准曲线绘制
!

精确称取葡萄糖+半

乳糖和乳糖标准品各
&:>&&&

=

(用超纯水溶解并定容至

'&&.\

容量瓶中(摇匀待用)使用前(将该标准储备溶液用

超纯水稀释至相应质量浓度(以配制标准工作液及已知浓度

样液)

将葡萄糖+半乳糖和乳糖标准溶液分别用水稀释制备浓

度为
&:>

(

':&

(

':>

(

':,

(

%:&

(

%:>.

=

*

.\

标准工作液(用进样器

精确吸取标准工作液各
'>

'

\

(按照
':%:'

色谱条件进行测

定(以葡萄糖+半乳糖和乳糖的浓度!

.

=

*

.\

#为横坐标(峰

面积为纵坐标绘制标准曲线(并得到回归方程见表
'

)

':%:?

!

样品处理及指纹图谱测定
!

根据参考文献,

'+

-)精

表
'

!

标准品线性回归方程

M/714'

!

\054/<<4

=

<4660;54

[

D/80;5;H68/59/<9

成分 回归方程
?

葡萄糖
/a''?%&IS'>>+:, &:**,'

半乳糖
/a+,(?:*IS%+%?:? &:**,(

乳糖
!

/a'%(,@IS%@,+:% &:***?

确称取低聚半乳糖样品
>&&:&.

=

(用超纯水溶解并定容至

'&&.\

(摇匀(得到浓度为
>.

=

*

.\

样品溶液)将样品过

&:%%

'

.

滤膜(待用)分别精密吸取空白溶剂对照品溶液及

供样品试液各
'>

'

\

(注入液相色谱(记录
?&.05

内的色谱

峰及其保留时间和峰面积)

':%:@

!

方法学考察
!

根据参考文献,

',

-)

!

'

#精密度试验"取低聚半乳糖样品!

U

#粉末约
&:>

=

(

精密称量(定容)按上述方法制备供试溶液(在
':%:'

色谱条

件下进样(重复
(

次(计算半乳糖+葡萄糖+乳糖和低聚半乳

糖含量及含量的
#$R

值$考察该供试样液在上述色谱条件

下连续进样
(

次(所得指纹图谱中各共有峰的相对保留时间

及相对峰面积的一致性)计算各共有峰相对保留时间的

#$R

值(以及相对峰面积的
#$R

值)

!

%

#重复性试验"取商品化低聚半乳糖样品!

U

#约
&:>

=

(

精密称取(定容(平行
(

份(按
':%:?

所示方法制备供试样液(

在
':%:'

色谱条件下进样)分别测定葡萄糖+半乳糖+乳糖和

低聚半乳糖的含量(计算各组分含量的
#$R

值)考察
(

个

平行供试样液在相同色谱条件下(所得指纹图谱中各共有峰

的相对保留时间及相对峰面积的一致性(计算各共有峰相对

保留时间的
#$R

值(以及相对峰面积的
#$R

值)

!

?

#稳定性试验"取低聚半乳糖!

U

#样品约
&:>

=

(精密

称定(按
':%:?

所示方法制备供试样液)分别在
&

(

'

(

%

(

@

(

(

(

,

(

'&

(

'%

(

'@

(

'(

(

',

(

%&

(

%@3

进样(并记录色谱图)按外标法

以峰面积计算葡萄糖+半乳糖+乳糖和低聚半乳糖含量的

#$R

值)考察取同一份供试样液(依次在
&

(

'

(

%

(

@

(

(

(

,

(

'&

(

'%

(

'@

(

'(

(

',

(

%&

(

%@3

指纹图谱中各共有峰的相对保留时间

及相对峰面积的一致性)计算各共有峰相对保留时间的

#$R

值(以及相对峰面积的
#$R

值)

%

!

结果与讨论

%:'

!

低聚半乳糖产品
_Z\!)-\$R

指纹图谱构建与特征

分析

!!

如图
'

所示(根据指纹图谱的出峰数+峰保留时间和峰

面积与标准品的对比(对样品组成进行定性比较与定量分

析)指纹图谱方法学考察结果显示(同一供试样品(相同试

验条件下(连续进样
(

次(各色谱共有峰的相对峰面积的

#$R

值均
'

':&P

(相对保留时间的
#$R

值均
'

&:>P

(符合

指纹图谱对精密度的要求$同一样品的
(

次平行试验(各主

要色谱峰相对保留时间与其相对峰面积的
#$R

值均
'

?:&P

(符合指纹图谱要求(重现性良好$

%@3

内的稳定性分

析所得各色谱共有峰相对峰面积和相对保留时间的
#$R

值

均
'

?:&P

(表明供试样品在试验条件下稳定性良好)方法

学的综合考察结果表明(本研究构建低聚半乳糖产品指纹图

谱的方法可靠)

!!

在建立稳定+可靠的
_Z\!)-\$R

指纹图谱的基础上(

对
''

个样品!

U

"

e

#进行指纹图谱构建(并对其组分差异与

图谱特征进行了比较分析)如图
%

所示(供试产品组分在

?&.05

内全部洗脱)

''

个样品中(除
?

个样品的指纹图谱

显示为单峰外(其他
,

个样品的指纹图谱均含有
?

"

>

个组

>>

安全与检测
!

%&',

年第
+

期



图
'

!

样品指纹图谱与标准品比对

T0

=

D<4'
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F

/<06;5;H6/.

F

14_Z\!)-\$RH05

=

4<

F

<0586

/5968/59/<96

分峰)根据标准品保留时间的定性分析(保留时间在
*

"

''.05

的
'

+

%

号峰组分分别为葡萄糖!

*:*.05

#和半乳糖

!

'&:% .05

#$保留时间在
'+

"

', .05

的
@

号峰为乳糖

!

'+:@.05

#)根据张志国等,

'*

-对低聚半乳糖的分离研究(低

聚半乳二糖在氨基柱分离条件下的出峰顺序依次为半乳二

糖+乳糖和异乳糖)由此推知(比邻
@

号峰!乳糖#的
?

号+

>

号组分峰应分别为半乳二糖和异乳糖(即
?

"

>

号峰所在的

保留时间区间!

'>

"

'*.05

#应为二糖组分区$保留时间在

'*

"

%&.05

的
(

号峰为聚合度在
?

以上的低聚半乳糖混合

组分)对比各产品指纹图谱发现(

U

+

^

和
!?

个样品中含特

有的
>

号组分(但是不含
?

号组分(且几乎不含
(

号组分(说

明
U

+

^

和
!?

个样品的有效组分主要为异乳糖(不含或仅含

少量聚合度
(

?

的组分$

R

+

-

+

T

+

Y

和
_>

个样品均含有
%

号+

?

号+

@

号和
(

号组分(且不含有
'

号和
>

号组分(表明这

些产品的有效组分由低聚半乳二糖和低聚半乳三糖以上的

混合物构成(杂质为乳糖和半乳糖$

"

+

C

和
e?

个样品由
(

号

组分的单峰构成(表明其产品由聚合度
(

?

的低聚半乳三糖

混合物构成(不含单糖+二聚糖和双糖组分(产品有效组分纯

度高)供试的
''

个产品为现阶段可以购买到的主要商品化

食用低聚半乳糖产品(其指纹图谱的比较研究可以反映出中

国目前食品级低聚半乳糖产品组分构成既有共同点又有明

显区别)通过指纹图谱可以直观+快速地比较出食品级低聚

半乳糖组成差异(为产品质量鉴别提供参考)

%:%

!

基于低聚半乳糖指纹图谱的含量推算方法建立

低聚半乳糖是
%

)

半乳糖苷酶以乳糖为底物(通过转糖苷

催化作用将半乳糖基转移到乳糖+半乳糖或者低聚半乳糖分

子上(所形成的一系列聚合度不同的低聚糖混合成分!聚合

度
2a&

"

(

#)因此(产品中除含有不同聚合度的低聚半乳

糖混合物外(普遍含有非低聚半乳糖组分(主要为乳糖+葡萄

糖和半乳糖等)根据分子结构定义(葡萄糖+半乳糖和乳糖

不属于低聚半乳糖(也不具有低聚半乳糖的食用功效(故低

聚半乳糖产品的有效成分主要为聚合度大于
?

以上的低聚

半乳糖混合物)其中(半乳二糖和异乳糖虽然为二糖(但为

乳糖的转糖苷合成产物(本研究中亦将这
%

种糖定义为有效

组分)在采用
_Z\!)-\$R

对低聚半乳糖进行指纹图谱构

图
%

!

''

个不同生产厂家低聚半乳糖产品的
_Z\!

指纹图谱

T0

=

D<4%

!

_Z\!H05

=

4<

F

<0586;H

=

/1/28;);10

=

;

=

/1/28;64

F

<;9D286H<;.''./5DH/28D<4<6

建的基础上(通过标准品定量计算非低聚半乳糖组分!包括

乳糖+半乳糖和葡萄糖#含量(再从总成分含量中去除非低聚

半乳糖成分总量后(对有效低聚半乳糖含量进行定量推算)

即有效低聚半乳糖组分含量可以表示为"

5

R

7

S

7

'

S

7

%

S

7

?

7

U

'&&P

( !

'

#

式中"

5

'''有效低聚半乳糖组分含量(

P

$

7

'''样品总质量(

=

$

7

'

'''乳糖质量(

=

$

7

%

'''葡萄糖质量(

=

$

7

?

'''半乳糖质量(

=

)

采用上述方法对成分已知的配制样品进行检测(以验证

方法的有效性)配制样品由葡萄糖+半乳糖和乳糖标准品及

有效组分含量为
'&&P

的低聚半乳糖样品(依次按质量比
>

#

'>

#

'&

#

+&

配制而成!图
?

#)根据葡萄糖+半乳糖和乳糖的

峰面积代入标准曲线得到其在配制样品中的含量分别为

@:>'

(

'>:,?

(

*:'@

=

*

'&&

=

$根据式!

'

#推算得低聚半乳糖有效

组分含量为
+&:>%

=

*

'&&

=

)

(>
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图
?

!

配制样品的
_Z\!)-\$R

色谱

T0

=

D<4?

!

_Z\!)-\$R23<;./8;

=

</

F

3

I

;HJ5;G56/.

F

14

!!

通过推算结果与真实值比较(分析上述方法的可行性(

研究结果见表
%

)各组分含量相对真实的百分误差均在合理

范围内(仅葡萄糖含量的百分误差较大(达到
'&P

)这可能

是在
_Z\!)-\$R

分离检测条件下(葡萄糖和半乳糖
%

个峰

不易分开所导致)李静芳等,

%&

-采用高效液相色谱法测定低

聚半乳糖的含量研究结果也显示葡萄糖和半乳糖不易分离)

虽然这一现象可导致葡糖糖组分含量的测定误差较大(但二

者作为单糖组分总含量测定误差并不大(仅为
':+&P

(对低

聚半乳糖含量的推算影响在合理范围内$同时(相较于葡萄

糖和半乳糖(组分中低聚半乳糖含量为高浓度成分(葡萄糖

含量误差对试验结果的影响较小)低聚半乳糖的推算含量

误差仅为
&:+@P

(也说明了由于单糖分离精度造成的误差对

低聚半乳糖含量推算结果的影响可忽略不计)综合验证实

验结果表明(本研究所建立的推算方法准确有效)

%:?

!

低聚半乳糖有效组分的对比分析

采用上述低聚半乳糖有效组分含量推算方法对
''

个

供试产品进行对比分析(结果见表
?

)其中(

"

+

C

和
e?

个样

品中仅含有
(

号组分峰(有效组分纯度最高(为
'&&P

$而样

品
U

"

_

均含有不同浓度的单糖组分和二糖组分(有效组

分含量在
+?:(>

"

,,:+%

=

*

'&&

=

)

'

号峰!葡萄糖#仅在样品

^

和
!

中少量含有(组分含量分别为
@:'%

(

@:>>

=

*

'&&

=

$而

%

号峰 !半乳糖#和
@

号峰!乳糖#在样品
U

"

_

中均含有(

含量范围分别为
>:,@

"

%&:??

(

>:?+

"

'':(*

=

*

'&&

=

)

''

个

供试产品的有效组分出峰个数均为
'

"

%

个(且含量差异范

围达
+?:??

"

'&&

=

*

'&&

=

)供试产品有效组分含量均达到

+&P

以上(符合中国卫生部关于批准低聚半乳糖为新资源

食品的公告中对低聚半乳糖纯度的要求!

)

>+P

#

,

%'

-

)但

是(供试产品中非有效低聚半乳糖组分!即葡萄糖+半乳糖

和乳糖#含量为
&:&&P

"

%(:?>P

(除
"

+

C

和
e?

个样品外(

其他样品的有效组分均远未达到其所标示的纯度!

**P

#)

应用低聚半乳糖产品有效组分含量推算方法(可实现样品

组成差异的比较(并能一定程度上反映出现有样品的质量

水平)

表
%

!

配制样品的有效组分含量推算与验证

M/714%

!

!;584582/12D1/80;5/59L4<0H02/80;5;H4HH4280L42;.

F

;5458;HJ5;G56/.

F

14

样品
配制样品含量*

!

'&

S%

=

2

=

S'

#

平均色谱峰面

积*!

.A

2

6

#

平均推算含量*

!

'&

S%

=

2

=

S'

#

平均绝对百

分误差*
P

葡萄糖
!!

>:&& **?:?> @:>' '&:&&

半乳糖
!!

'>:&& ?>&&:>* '>:,? >:>?

乳糖
!!!

'&:&& '&>&:*+ *:'@ ,:(&

低聚半乳糖
+&:&& (>*>:*( +&:>% &:+@

表
?

!

''

个不同生产厂家低聚半乳糖产品的有效组分含量推算Q

M/714?

!

!;584582/12D1/80;5;H4HH4280L42;.

F

;5458;H

=

/1/28;);10

=

;6/223/<094

F

<;9D286H<;.''./5DH/28D<4<6

=

&

'&&

=

样品
'

号峰&

%

号峰&

?

号峰
@

号峰&

>

号峰
(

号峰 有效组分总含量

U

+

'*:&+

+

+:(&

, +

+?:??

^ @:'% '&:>@

+

'':(*

, +

+?:(>

! @:>> '':%(

+

>:?+

, ,

+,:,%

R

+

'?:*?

,

>:@>

+ ,,

,&:('

-

+

%&:??

,

>:>,

+ ,,

+@:&,

T

+

>:,@

,

>:@@

+ ,,

,,:+%

Y

+

%&:',

,

>:+*

+ ,,

+@:&?

_

+

'*:'@

,

>:?+

+ ,,

+>:>&

"

+ + + + + ,,,

'&&:&&

C

+ + + + + ,,,

'&&:&&

e

+ + + + + ,,,

'&&:&&

!

Q

!+

表示不含有$

,

表示含有有效组分$

,,

表示有效组分含量高$

,,,

表示有效组分含量极高$

&

表示标准品定量)

+>
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?

!

结论
本研究利用高效液相色谱'蒸发光检测法!

_Z\!)

-\$R

#建立了基于指纹图谱的低聚半乳糖组分分析与有效

成分含量推算方法(对来源于不同厂家的
''

个低聚半乳糖

产品进行了对比研究)研究结果表明(供试的低聚半乳糖产

品组分构成接近(有效组分差异主要体现于低聚糖的聚合度

及不同聚合度组分的含量两个方面(并表现出共性质量

问题"

!

'

#有效组分含量较低)供试的
''

个样品中(有
,

个样

品含有不同量的葡萄糖+半乳糖和乳糖组分(非有效组分含

量达
'':%,P

"

%(:?>P

$有效组分色谱峰个数为
'

"

%

个(主

要由聚合度
(

?

的低聚半乳糖混合构成(质量浓度范围为

+?:(>P

"

'&&P

)部分产品中有效组分仅为异乳糖)

!

%

#标签信息与产品实际质量不符)虽然全部供试样

品的标签信息均显示其含量
)

**P

(但是
''

个供试低聚半

乳糖样品的
_Z\!)-\$R

指纹图谱中(仅
?

个样品有效组分

为单峰(符合标签声称的含量值)其他样品的有效组分含量

为
+?:(>

"

,,:+%

=

*

'&&

=

(即七成以上供试产品含量低于其

标签值(表明低聚半乳糖产品的有效含量标识还有待规范)

基于指纹图谱构建的低聚半乳糖组分分析与有效成分

含量推算方法(可实现对产品质量的比较分析(解决由于现

有检测分析方法局限所造成的产品信息含混不清的问题)

但是(本研究也存在局限性)

_Z\!)-\$R

指纹图谱构建方

法(要求样品中有效组分含量较高且不含
-\$R

无法检的成

分)否则(会因计算结果误差增大(而导致样品有效组分含

量的推算结果增大)因此(本研究所构建的方法不适用于对

产品掺假问题的检测分析)同时(本方法采用氨基柱进行组

分分离(不能有效地区分低聚半乳糖的聚合度)对低聚半乳

样品的质量分析与评价的细化完善(还需要摸索更精准的色

谱分离条件)
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