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乙醇沉淀结合酶解—高效液相色谱法测定

固体饮料中透明质酸钠
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摘要：目的：建立反相液相色谱测定固体饮料中透明质酸

钠的分析方法。方法：以透明质酸钠含量为评价指标，样

品提取液经乙醇沉淀后，采用透明质酸酶对沉淀物进行

酶解处理，通过单因素试验和正交试验法优化得到最佳

酶解条件：酶解时间１２０ｍｉｎ，酶解温度３４℃，ｐＨ值６．５。

色谱柱为 ＵｌｉｔｉｍａｔｅＣ１８（４．６ｍｍ×２５０ｍｍ，５μｍ），流动

相：乙腈１０ｍｍｏｌ／Ｌ辛烷磺酸钠溶液（犞乙腈∶犞辛烷磺酸钠＝

１０∶９０），流速０．６ｍＬ／ｍｉｎ；检测波长２３２ｎｍ，外标法定

量。结果：透明质酸钠的相关系数为０．９９９９，加标回收率

９６．４％～１０１％，相对标准偏差３．１６％，检出限为０．０６２ｇ／ｋｇ。

结论：乙醇沉淀结合酶解—反相色谱专属性强、准确度

高、重复性好和干扰较小，适用于固体饮料中透明质酸钠

的含量测定。
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淀；酶解
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透明质酸是由犇葡萄糖醛酸和犖乙酰基犇葡萄糖

胺通过β（１３）糖苷键连接而成且具有双糖结构单元的线

性多糖，每个双糖单元通过β（１４）糖苷键相连。透明质酸

钠（ＳＨ）是透明质酸的钠盐形式，性质更趋稳定，是商品透

明质酸的常见形式［１－２］，化学式为（Ｃ１４Ｈ２０ＮＯ１１Ｎａ）ｎ。不

同聚合度ＳＨ的酶解后的终产物为透明质双糖，透明质双

糖是ＳＨ的最小结构单元
［３］。ＳＨ具有改善皮肤水分

［４］、

保湿［５］、抗氧化［６－７］、改善肌肤弹性［８］和促进伤口愈

合［９－１０］等作用。《国家卫生健康委关于蝉花子实体（人工

培植）等１５种“三新食品”的公告》（国家卫生健康委员会

公告２０２０年第９号）批准了透明质酸钠为新食品原

料［１１］。迄今为止，全球共有２０００多款透明质酸钠食品，

然而中国关于ＳＨ保健食品的获批数量仅有３１款，因此

该类产品在中国具有广阔的发展空间［１２－１３］。固体饮料

是一种常见的食品，通常指以糖、乳、果汁或植物提取物

等为主要原料，添加适量的辅料或食品添加剂制成的固

态制品［１４］。固体饮料具有携带方便，速溶性好等优点，是

透明质酸钠产品的主要形式之一。

测定透明质酸钠的方法主要有分光光度法［１５－１６］、凝

胶色谱法［１７－１８］和阳离子交换色谱法［３，１９］。分光光度法易

受糖类、蛋白质等成分的影响，干扰较大。凝胶色谱法主

要根据物质分子量的不同进行测定，只有确保标准品与

样品中透明质酸钠的聚合度相同时，才能实现准确定性

和定量［２０］。阳离子交换色谱法需要选用昂贵的专属色谱

柱，且在固体饮料检测时存在基质干扰。研究以固体饮

料为对象，通过乙醇沉淀的方法将样品提取液中透明质

酸钠沉淀，沉淀物复溶后采用透明质酸酶将ＳＨ酶解为透

明质双糖［３］，再采用反相色谱法测定透明质双糖，以期为

固体饮料产品中透明质酸钠的测定提供专属性强，操作

简便快速，结果准确，重现性良好的方法。

１　材料与方法
１．１　试验仪器

超高压液相色谱仪—二极管阵列检测器（ＤＡＤ）：

Ａｇｉｌｅｎｔ１２９０型，安捷伦科技（中国）有限公司；

电热恒温水浴锅：ＷＢＫ２Ａ型，广东环凯微生物科技

有限公司；

旋转蒸发仪：Ｒ２１０型，瑞士ＢＵＣＨＩ公司；

超声波清洗仪：ＫＱ２２００型，昆山市超声仪器有限

公司；

电子天平：ＢＴ１２５Ｄ型，德国Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ公司；

日立多用途冷冻离心机：ＣＦ１６ＲＸＩＩ型，日立公司；

ＭｕｌｔｉＲｅａｘ多位试管振荡器：Ｍ１００８７型，德国海道

夫公司。

１．２　试剂

透明质酸钠：９５％，加拿大多伦多研究级化学公司；

无水乙醇、磷酸氢二钠、磷酸二氢钠、磷酸、氢氧化

钠：分析纯，广州化学试剂厂；

去离子水：实验室自制；

透明质酸酶：酶活≥１００００ＩＵ，华熙生物科技股份有

限公司；

辛烷磺酸钠：分析纯，上海阿拉丁生化科技股份有限

公司；

乙腈：色谱纯，霍尼韦尔（中国）有限公司；

磷酸 盐 缓 冲 液 （５ ｍｍｏｌ／Ｌ）：称 取 磷 酸 二 氢 钠

０．６８５ｇ，磷酸氢二钠０．２２ｇ，置于１Ｌ容量瓶中，加入适量

的水溶解，用磷酸调节ｐＨ 至６．５，加去离子水定容至

刻度。

１．３　标准溶液配制

标准 储 备 溶 液：准 确 称 取 透 明 质 酸 钠 标 准 品

１０５．２６ｍｇ于１００ｍＬ容量瓶，用磷酸盐缓冲液（５ｍｍｏｌ／Ｌ）

溶解并定容，质量浓度为１０００ｍｇ／Ｌ。

标准工作溶液：将标准储备液用去离子水逐级稀释

成质量浓度分别为２５．０，５０．０，１００，２５０，５００ｍｇ／Ｌ的系列

标准工作液。

１．４　样品前处理

（１）乙醇沉淀：精密称取０．５～２．０ｇ样品于５０ｍＬ刻

度离心管中，精密加入磷酸盐缓冲液（５ｍｍｏｌ／Ｌ）１０ｍＬ，

涡旋振荡１０ｍｉｎ，加入无水乙醇至５０ｍＬ，摇匀后，室温

静置６０ｍｉｎ，８０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，弃去上清液后于

５０℃ 氮气吹干得到残渣，向残渣中加入１５ｍＬ磷酸盐缓

冲液（５ｍｍｏｌ／Ｌ）后涡旋提取２０ｍｉｎ，调节ｐＨ 值至６．５，

并转移至２５ｍＬ容量瓶中，用磷酸盐缓冲液（５ｍｍｏｌ／Ｌ）

定容至刻度，摇匀。

（２）酶解反应：分别移取标准工作溶液、样品溶液各

５００μＬ于１０ｍＬ具塞比色管中，加入５ｍｍｏｌ／Ｌ磷酸盐

缓冲溶液１４５０μＬ，透明质酸酶５０μＬ，充分混匀后于

３４℃水浴酶解反应１２０ｍｉｎ，酶解完毕后，立即置于沸水

浴中加热２ｍｉｎ使酶失活，冷却后用水定容至刻度，混匀

后过滤上机。

１．５　色谱条件

色谱柱：ＵｌｉｔｉｍａｔｅＣ１８（４．６ｍｍ×２５０ｍｍ，５μｍ）；流

速０．６ｍＬ／ｍｉｎ；进样量２０μＬ；柱温４０ ℃；检测波长

２３２ｎｍ；流动相：乙腈—１０ ｍｍｏｌ／Ｌ 辛烷磺酸钠溶液

（犞乙腈∶犞辛烷磺酸钠＝１０∶９０）。

１．６　数据处理

将酶解后的标准工作溶液和试液分别进样，以标准
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系列溶液峰面积为纵坐标、浓度为横坐标绘制标准曲线，

以保留时间定性，峰面积外标法定量。根据工作曲线得

到试样溶液中透明质酸钠的质量浓度。按式（１）计算试

样中透明质酸钠含量。

犡＝
犆×犞

犿×１０００
， （１）

式中：

犡———样品中透明质酸钠的含量，ｇ／ｋｇ；

犆———由工作曲线得出的透明质酸钠的质量浓度，

ｍｇ／Ｌ；

犞———定容体积，ｍＬ；

犿———试样质量，ｇ。

１．７　乙醇沉淀条件优化

以透明质酸钠含量为评价指标，在ｐＨ值６．５、酶解温

度３４℃、酶解时间１２０ｍｉｎ条件下，考察乙醇与磷酸盐缓

冲液（５ｍｍｏｌ／Ｌ）配比（犞乙醇∶犞磷酸盐缓冲液分别为７∶１，６∶

１，５∶１，４∶１，３∶１，２∶１，１∶１）对测定结果的影响。

１．８　酶解条件优化

１．８．１　酶解时间对透明质酸钠酶解程度的影响　以透明

质酸钠含量为评价指标，在酶解温度为３４℃，ｐＨ 值为

６．５的条件下，考察酶解时间（４０，６０，８０，１００，１２０ｍｉｎ）对

透明质酸钠酶解程度的影响，其他前处理步骤见“１．４”。

１．８．２　酶解温度对透明质酸钠酶解程度的影响　以透明

质酸钠含量为评价指标，在酶解时间为８０ｍｉｎ，ｐＨ 值为

６．５的条件下，考察酶解温度（３０，３４，３８，４２，４６，５０℃）对

透明质酸钠酶解程度的影响，其他前处理步骤见“１．４”。

１．８．３　酶解ｐＨ值对透明质酸钠酶解程度的影响　以透

明质酸钠含量为评价指标，在酶解时间为８０ｍｉｎ，温度为

４２℃的条件下，考察酶解ｐＨ值（５．５，６．０，６．５，７．０，７．５）对

透明质酸钠酶解程度的影响，其他前处理步骤见“１．４”。

１．８．４　正交试验设计　根据单因素试验结果，以透明质

酸钠含量为评价指标，以酶解时间、酶解温度和酶解ｐＨ

值为试验因素进行正交试验优化酶解参数。

２　结果与讨论

２．１　乙醇沉淀条件优化

由于固体饮料中含有各种蛋白、糖类、甜味剂、添加剂、

色素等，成分复杂，样品测定时用磷酸盐缓冲液（５ｍｍｏｌ／Ｌ）

直接溶解，形成溶液浑浊，即使是离心后也较难得到清澈

的溶液，影响酶解过程。试验利用透明质酸钠作为一种

多糖，在乙醇溶液中可以沉淀的性质，将其沉淀下来，以

减小上清液中杂质对测定过程中的影响。由图１可知，

随着乙醇的占比逐渐增大，透明质酸钠含量先增加后减

小，当犞乙醇∶犞磷酸盐缓冲液为４∶１时透明质酸钠含量最高，

说明在该比例下，乙醇沉淀效果最好，因此选定该比例作

为去除杂质，沉淀透明质酸钠的最佳比例。

图１　乙醇与磷酸盐缓冲液配比对测定结果的影响

Ｆｉｇｕｒｅ１　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｒａｔｉｏｏｆｅｔｈａｎｏｌａｎｄｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒ

ｏｎｔｈｅｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｓｏｄｉｕｍｈｙａｌｕｒｏｎａｔｅ

２．２　酶解工艺优化

２．２．１　酶解时间对透明质酸钠酶解程度的影响　由图２

可知，随着酶解时间的增加，透明质酸钠含量先增高后降

低，当酶解到８０ｍｉｎ时透明质酸钠含量最高。因此，最佳

酶解时间为８０ｍｉｎ。呈现这种趋势的主要原因是透明质

酸钠不断被酶解，到一定时间达到最高值后，目标物随时

间增加有一定的降解。

图２　酶解时间对透明质酸钠酶解程度的影响

Ｆｉｇｕｒｅ２　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｅｎｚｙｍｏｌｙｓｉｓｔｉｍｅｏｎｔｈｅｄｅｇｒｅｅｏｆ

ｅｎｚｙｍｏｌｙｓｉｓｄｅｇｒｅｅｏｆｓｏｄｉｕｍｈｙａｌｕｒｏｎａｔｅ

２．２．２　酶解温度对透明质酸钠酶解程度的影响　由图３

可知，随着酶解温度的升高，透明质酸钠含量先增高后降

低，当温度为４２℃时，透明质酸钠含量最高。因此，最佳

酶解温度为４２℃。导致这种趋势的主要原因是酶作为

一种蛋白质，作用于底物时，酶活随温度升高而提高，达

到最适温度后，部分酶发生变性，导致酶解效果下降。

２．２．３　酶解ｐＨ 值对透明质酸钠酶解程度的影响　由

图４可知，随着酶解ｐＨ 值的升高，透明质酸钠含量先增

高后降低，当ｐＨ值为６．５时，透明质酸钠含量最高，酶解

效果最佳。因此，最佳酶解ｐＨ值为６．５。导致这种趋势

的主要原因是酶作为一种蛋白质，作用于底物时，酶活随

着ｐＨ值升高而提高，达到最适ｐＨ 值后，部分酶发生变

性，导致酶解效果下降。
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图３　酶解温度对透明质酸钠酶解程度的影响

Ｆｉｇｕｒｅ３　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｅｎｚｙｍｏｌｙｓｉｓｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｏｎｔｈｅ

ｅｎｚｙｍｏｌｙｓｉｓｄｅｇｒｅｅｏｆｓｏｄｉｕｍｈｙａｌｕｒｏｎａｔｅ

图４　酶解ｐＨ值对透明质酸钠酶解程度的影响

Ｆｉｇｕｒｅ４　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｐＨｖａｌｕｅｏｎｔｈｅｅｎｚｙｍｏｌｙｓｉｓ

ｄｅｇｒｅｅｏｆｓｏｄｉｕｍｈｙａｌｕｒｏｎａｔｅ

２．２．４　正交试验　根据单因素试验结果确定的正交试验

因素与水平见表１。由表２和表３可知，３个因素对透明

质酸钠酶解效率的影响大小依次为：酶解ｐＨ值＞酶解温

度＞酶解时间。其中，酶解ｐＨ值具有显著影响，最佳酶

解条件为Ａ３Ｂ１Ｃ２，即酶解时间１２０ｍｉｎ，酶解温度３４℃，

ｐＨ值６．５。

２．３　色谱方法选择

分 别选用３种类型的色谱柱进行测定，流速均为

表１　因素与水平

Ｔａｂｌｅ１　Ｆａｃｔｏｒｓａｎｄｌｅｖｅｌｓ

水平 Ａ酶解时间／ｍｉｎ Ｂ酶解温度／℃ Ｃ酶解ｐＨ值

１ ４０ ３４ ５．５

２ ８０ ４２ ６．５

３ １２０ ５０ ７．５

表２　Ｌ９（３
４）正交试验及结果

Ｔａｂｌｅ２　Ｌ９（３
４）ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｔｅｓｔａｎｄｒｅｓｕｌｔｓ

试验号 Ａ Ｂ Ｃ Ｄ（空白） 含量／（ｇ·ｋｇ－１）

１ １ １ １ １ １．６９

２ １ ２ ２ ２ ２．２６

３ １ ３ ３ ３ １．６１

４ ２ １ ２ ３ ２．３３

５ ２ ２ ３ １ １．８５

６ ２ ３ １ ２ ０．８２

７ ３ １ ３ ２ ２．２１

８ ３ ２ １ ３ １．５９

９ ３ ３ ２ １ ２．３９

犽１ １．８５３ ２．０７７ １．３６８ １．９７７


犽２ １．６６８ １．９００ ２．３２７ １．７６４

犽３ ２．０６３ １．６０８ １．８９０ １．８４３

极差 ０．３９５ ０．４６９ ０．９５９ ０．２１３

表３　正交设计的方差分析


Ｔａｂｌｅ３　Ａｎａｌｙｓｉｓｏｆｖａｒｉａｎｃｅｆｏｒｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｄｅｓｉｇｎ

因素 偏差平方和 自由度 犉比 犉 临界值 显著性

Ａ ０．２３５ ２ ０．４６４ ４．４６０ ０．６９０

Ｂ ０．３３７ ２ ０．６６６ ４．４６０ ０．５７９

Ｃ １．３８３ ２ ２．７３３ ４．４６０ ０．０３２

误差 ２．０２０ ８


　　显著性水平为α＝０．０５；为影响显著。

０．６ｍＬ／ｍｉｎ，检测波长均为２３２ｎｍ，其他色谱条件和分

离结果见表４。由表４可知，方法１的分离度和理论塔板

数最佳，而且方法１选用的色谱柱为Ｃ１８柱，Ｃ１８柱成本较

低，简单易得，因此选择方法１进行测定。

２．４　方法学评价

２．４．１　线性关系、检出限和定量限　以透明质酸钠浓度

为横坐标（犡），色谱峰面积为纵坐标（犢），进行线性回归，

绘制标准曲线，结果表明透明质酸钠在２５．０～５００ｍｇ／Ｌ

的质量浓度范围内，线性关系良好，同时按照１．３的方法

配制目标物的基质标准溶液，以外标法进行定量。选用

阴性样品进行低浓度加标，根据仪器信噪比，当犛／犖＝３

和犛／犖 ＝１０分别确定方法检出限（ＬＯＤ）和定量限

（ＬＯＱ），结果见表５。

表４　３种色谱柱分离效果比对数据

Ｔａｂｌｅ４　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅｓｅｐａｒａｔｉｏｎｂｙｕｓｉｎｇ３ｋｉｎｄｓｏｆｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃｃｏｌｕｍｎｓ

方法 色谱柱 流动相 分离度 理论塔板数

１ ＵｌｉｔｉｍａｔｅＣ１８（４．６ｍｍ×２５０ｍｍ，５μｍ） 犞乙腈∶犞辛烷磺酸钠＝１０∶９０ ２３．４ １０５８６

２ ＭＣＩＧＥＬＣＫ０８ＥＨ（７．８ｍｍ×３００ｍｍ，５μｍ） １．０％磷酸溶液 ５．６５ ６４０３

３ ＧＥＬＣＫ０８ＥＨ（７．８ｍｍ×３００ｍｍ，５μｍ） 犞乙腈∶犞一级水＝７０∶３０ ２．１３ ２０４４
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表５　阴性基质中目标物的线性关系、检出限和定量限

Ｔａｂｌｅ５　Ｌｉｎｅａｒｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ，ｌｉｍｉｔｏｆｄｅｔｅｃｔｉｏｎａｎｄ

ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｌｉｍｉｔｉｎｂｌａｎｋｍａｔｒｉｘ

测定物质 线性方程 犚２
ＬＯＤ／

（ｇ·ｋｇ－１）

ＬＯＱ／

（ｇ·ｋｇ－１）

透明质酸钠犢＝２４４７．０３犡＋１．６２０．９９９９ ０．０６２ ０．２１

２．４．２　重复性试验　按照优化好的方法条件进行重复性

试验（狀＝６），求得相对标准偏差为３．１６％，结果表明，方

法重复性良好。

２．４．３　准确度试验　称取固体饮料样品６份进行低、中、

高３个水平加标试验（狀＝２），计算求得加标回收率，结果

见表６。由表６可知，该方法加标回收率为９６．４％～

１０１．０％，相对标准偏差为２．１７％。方法准确度较好，可满

足测定要求。

表６　加标回收率结果


Ｔａｂｌｅ６　Ｒｅｃｏｖｅｒｙｒａｔｅｏｆｓｔａｎｄａｒｄａｄｄｉｔｉｏｎ

添加量／（ｇ·ｋｇ－１） 测得量／（ｇ·ｋｇ－１）回收率／％ ＲＳＤ／％

０．５００ ２．９６２ ９６．４ ２．１７

２．５０ ４．８９５ ９６．６

１２．５０ １５．１１ １０１．０

　　本底值２．４８ｇ／ｋｇ。

２．４．４　实际样品测定　选取７种不同品牌的固体饮料样

品进行测定，对比实际测定结果与标签标示量，结果（见

表７）表明，检测结果与包装标签相符，方法实用性较强。

表７　实际样品测定

Ｔａｂｌｅ７　Ｓａｍｐｌｅｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓ

样品
标签标示量／

（ｇ·ｋｇ－１）

实际测定含量／

（ｇ·ｋｇ－１）
是否与理论相符

１ １．０～３．０ ２．０２ 是

２ ２．５ ２．４８ 是

３ １．０～３．０ １．８０ 是

４ ３．６ ３．５０ 是

５ ２．０ １．９０ 是

６ １．１～１．８ １．５０ 是

７ 未添加 未检出 是

３　结论
研究通过优化固体饮料中透明质酸钠的前处理过程

和色谱条件，建立了乙醇沉淀结合酶解—反相色谱法测

定固体饮料中透明质酸钠的分析方法。经验证，该方法

前处理针对性强，准确度高，重现性好；色谱条件简便易

得，基质干扰较小，可用于该类产品的质量监控。但全球

共有２０００余款透明质酸钠食品，由于食品的成分多种多

样，基质十分复杂，而且测定过程中干扰较多，后续应进

一步优化样品的净化方法，并使用更高柱效的色谱柱进

行分离定量。
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