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蜂蜜中外源性γ－淀粉酶残留量的测定

费晓庆＊，　吴　斌，　沈崇钰，　张　睿，　丁　涛，　李丽花
（江苏出入境检验检疫局食品实验室，江苏 南京２１０００１）

摘要：采用液相色谱－同位素质谱联用法（ＬＣ－ＩＲＭＳ）建 立 了 测 定 蜂 蜜 中 外 源 性γ－淀 粉 酶 残 留 量 的 方 法。先 采 用 凝

胶色谱柱对蜂蜜样品进行预分离，将样品中所含的酶与糖分离开。根据γ－淀粉酶可将底物麦芽糖酶解为葡萄糖的

原理，在５５℃、ｐＨ　４．５的０．０３ｍｏｌ／Ｌ磷酸盐缓冲液中将γ－淀粉酶与麦芽糖反应４８ｈ后，采用ＬＣ分离麦芽糖和葡

萄糖，以ＩＲＭＳ测定酶解产物葡萄糖的含量来确定γ－淀粉酶的残留量。本方法的线性范围为５～２００Ｕ／ｋｇ，定量限

为５Ｕ／ｋｇ，回收率为８９．６％～１０８．２％，相对标准偏差为３．３％～４．９％。采用本方法对市售蜂蜜和大米糖浆共３８个

样本进行了考察，γ－淀粉酶的检出率为７６．３％。为了进一 步 验 证 本 方 法 的 检 测 能 力，测 定 了 掺 入１５％（质 量 分 数）

大米糖浆的蜂蜜样品，测得γ－淀粉酶的含量为１０．２Ｕ／ｋｇ。本方法能够有效地从酶学的角度鉴定蜂蜜中是否含有

大米糖浆。
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　　天然纯正的蜂蜜具有较高的营养价值，它富含

各种糖、氨基酸、维生素、多酚、类黄酮等多种活性物

质。由于纯正蜂蜜经济价值较高，少数蜂蜜生产商

为了牟取非法利益，在纯正蜂蜜中掺入成本便宜的

各类糖浆，大米糖浆是最近用于蜂蜜掺假的主要原

料。蜂蜜掺 假 对 蜂 产 品 市 场 造 成 了 极 大 的 负 面 影

响，使 得 广 大 消 费 者 经 济 利 益 受 损。因 此，开 发 有

效、灵敏的蜂蜜掺假检测方法变得极为迫切。

　　目前，蜂蜜掺假的鉴定方法主要有理化参数检

测（糖指纹 图 谱［１］、氨 基 酸 指 纹 图 谱［２］、５－羟 甲 基 糠
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醛含量、脯 氨 酸 含 量）、红 外 光 谱 法［３］、薄 层 色 谱

法［４］、核 磁 共 振 法［５］和 元 素 分 析－同 位 素 质 谱 联 用

法［６］等，这些检测手段存在着干扰多、耗时长、灵敏

度低、无法鉴定碳－３植物糖浆掺假等不足。费晓庆

等［７］利用液 相 色 谱（ＬＣ）／元 素 分 析－同 位 素 质 谱 联

用法测得蜂蜜中各组分碳同位素值的差值，提出了

蜂蜜掺假鉴定 的 新 方 法，能 够 有 效 鉴 定 碳－３植 物 糖

浆的掺假。

　　大米糖浆是国内蜂蜜掺假使用较多的碳－３植物

糖浆，根据大 米 糖 浆 的 生 产 工 艺，需 要 使 用γ－淀 粉

酶对大米淀粉进行酶解［８］。γ－淀粉酶（又称糖化酶、
葡萄糖淀粉酶、淀粉葡萄糖苷酶）能水解淀粉中的α－
１，４葡萄糖苷键，它与α－淀粉酶联合作用能较快 地

将淀粉转化成葡萄糖，再经过葡萄糖异构化酶进行

异构化，得到的大米糖浆在糖的组成方面与蜂蜜相

似，将其掺入蜂蜜中即可实现掺假。文献报道指出，
纯正蜂蜜中含有少量的淀粉酶（α－淀粉酶和β－淀粉

酶），它们能将淀粉和糖原水解成糊精和麦芽糖，而

γ－淀粉酶不具有上述性质；同时到目前为止，尚未见

纯正蜂蜜中含有γ－淀 粉 酶 的 文 献 报 道［９，１０］，因 此 通

过测定蜂蜜中γ－淀粉酶残留量，可以从酶学的角度

来鉴定蜂蜜是否掺入大米糖浆。

　　γ－淀粉酶的测定主要有分光光度法［１１］、葡萄糖

酶电极法［１２］、液 相 色 谱 法［１３］和 滴 定 法［１４］等。这 些

方法主要用于研究淀粉生产糖浆工艺中的样本，目

前尚无文献 报 道 蜂 蜜 中γ－淀 粉 酶 残 留 量 的 检 测 方

法。本文首先采用凝胶色谱根据分子体积大小将蜂

蜜中的糖与酶进行预分离，确保完全收集样品中的

酶溶液后，以麦芽糖作为酶解反应底物，在５５℃和

ｐＨ　４．５的０．０３ｍｏｌ／Ｌ磷酸缓冲液条件下酶解反应

４８ｈ。酶解反 应 所 得 各 组 分 经ＬＣ分 离 后，在 同 位

素质谱（ＩＲＭＳ）的 氧 化 炉 中 依 次 被 氧 化 成ＣＯ２，通

过ＩＲＭＳ在线测定各组分产生的ＣＯ２ 的峰面积，即

得到相应各组分的含量，然后利用葡萄糖含量与酶

含量之 间 的 对 应 关 系 来 确 定γ－淀 粉 酶 的 残 留 量。
本法灵敏度较高，通过对纯正蜂蜜、市售蜂蜜、大米

糖浆和掺入一定量大米糖浆的蜂蜜样本的考察，能

够有效检测出蜂蜜中γ－淀粉酶的残留量，从而能够

鉴定出蜂蜜中是否掺有大米糖浆。

１　实验部分

１．１　仪器、试剂与材料

　　Ｓｕｒｖｅｙｏｒ液相 色 谱 仪、Ｄｅｌｔａ　Ｖ　Ｐｌｕｓ碳 同 位 素

质 谱 仪（Ｔｈｅｒｍｏ　Ｆｉｓｈｅｒ公 司）；恒 温 水 浴 振 荡 器

（ＳＨＺ－８８型，江苏太仓市实验设备厂）；ｐＨ计（Ｓｅｖ－

ｅｎｍｕｌｔｉ型，梅特勒－托利多公司）；涡旋混合器（ＸＷ－
８０Ａ型，上海医科大学仪器厂）。

　　γ－淀粉酶（国际分类编 号 为ＥＣ　３．２．１．３，ＣＡＳ
号为９０３２－０８－０，７０Ｕ／ｍｇ，提 取 自 黑 曲 霉（Ａｓｐｅｒ－
ｇｉｌｌｕｓ　ｎｉｇｅｒ））和麦芽糖均购于Ｓｉｇｍａ公司（纯度均

＞９９．０％），过二硫酸钠和高纯磷酸购于Ｆｌｕｋａ公司

（纯度均＞９９．０％），磷 酸 二 氢 钾 和 用 于 配 制 缓 冲 溶

液的磷酸为分析纯。聚丙烯酰胺凝胶填料（Ｂｉｏ－Ｇｅｌ
Ｐ－２，ＢｉｏＲａｄ公司）。

　　１ｇ／Ｌγ－淀 粉 酶 标 准 溶 液：准 确 称 取γ－淀 粉 酶

标准品０．０１ｇ（精确到０．０００　１ｇ）于１０ｍＬ容量瓶

中，用水溶解并定容，摇匀备用，于－４℃保存。使

用时稀释成０．０１ｇ／Ｌ的工作溶液。

　　１００ｇ／Ｌ麦芽糖溶液：称取１０．０ｇ麦芽糖，用超

纯水溶解定容至１００ｍＬ容量瓶中，摇匀备用。

　　磷酸盐缓冲溶液：称取适量磷酸二氢钾于１　０００
ｍＬ烧杯中，加８００ｍＬ水溶解后，用１ｍｏｌ／Ｌ磷酸

溶液调节至ｐＨ　４．５０，用超纯水定容至１　０００ｍＬ。

　　ＩＲＭＳ所用 的 氧 化 剂 为 含１．１２ｍｏｌ／Ｌ过 二 硫

酸钠和０．３３ｍｏｌ／Ｌ磷酸的水溶液。

　　本实验所用水均为Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司Ｍｉｌｌｉ－Ｑ超纯

水仪制备的超纯水（电阻率为１８．２ＭΩ·ｃｍ）。

　　天然蜂蜜样品包括油菜蜜、洋槐蜜、荆条蜜、椴

树蜜、紫云英蜜、葵花蜜、芦芯蜜、三叶草蜜、麦卢卡

蜜、香橙蜜、棉花蜜和龙眼蜜（来自国内外不同地区

的蜂农或者 蜂 蜜 供 应 商），共 计１２个 蜜 种３０个 样

本。这些蜂蜜通过其他检测手段（包括液相色谱／元

素分析－同位素质谱法、薄层色谱法、糖的组成、５－羟

甲基糠醛含量、酶值）被确认为纯正蜂蜜。

　　为了验证方法对掺假蜂蜜的检测能力，选取２０
个蜂蜜和１８个糖浆样品共３８个样品采用本方法检

测γ－淀粉 酶 的 残 留 量，这 些 蜂 蜜 来 自 日 常 检 测 样

品、国内蜂农、蜂蜜供应商和糖浆生产企业。

１．２　凝胶色谱柱填装和样品处理

　　称取适量聚丙烯酰胺凝胶填料于烧杯中，加水

静置过夜，使其 充 分 溶 胀，将 溶 胀 后 的 凝 胶 装 入１５
ｃｍ×１．５ｃｍ玻璃色谱柱中，装入的 凝 胶 高 度 为１０
ｃｍ，避免凝胶色谱柱中的填料干涸。

　　称取２．００ｇ蜂蜜或者糖浆样品于１０ｍＬ容量

瓶中，以少量水 溶 解 后 定 容 至１０ｍＬ，然 后 过０．４５

μｍ的水相滤 膜。移 取 上 述 样 品 滤 液５．０ｍＬ于 色

谱柱中，溶 液 流 尽 后 以３．０ｍＬ水 冲 洗，然 后 再 加

５．０ｍＬ水并收集洗脱液。此溶液为含γ－淀粉酶的

水溶液。

　　在 含γ－淀 粉 酶 的 水 溶 液 中 加 入２．００ｍＬ　１００

·８７７·
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ｇ／Ｌ的麦芽糖溶液，用ｐＨ　４．５的０．０３ｍｏｌ／Ｌ磷酸

盐缓冲液定容至１０ｍＬ，混匀，盖上塞子于５５℃恒

温水浴中振荡４８ｈ后过０．２２μｍ的水相滤膜后进

行ＬＣ检测。

１．３　标准曲线的建立

　　分别 取０．０１ｇ／Ｌγ－淀 粉 酶 标 准 溶 液７、１４．５、

２８．５、７２、１４３和２８６μＬ，加入２ｍＬ的１００ｇ／Ｌ麦芽

糖溶液，用ｐＨ　４．５的０．０３ｍｏｌ／Ｌ磷酸盐缓冲液定

容至１０ｍＬ，于５５℃恒 温 水 浴 中 振 荡４８ｈ后 过

０．２２μｍ的水相滤膜后进行ＬＣ检测。上述标准溶

液对应于γ－淀粉酶的含量依次为５、１０、２０、５０、１００
和２００Ｕ／ｋｇ（折算公式：酶含量＝Ｖ×０．０１×７０／ｍ，

Ｖ 为加入γ－淀粉酶工作溶液体积，以ｍＬ计；ｍ为样

品质量，以ｋｇ计）。

　　以酶解反应生成的葡萄糖的峰面积Ａ（ｍＶ·ｓ）
为纵坐标，以γ－淀 粉 酶 的 含 量Ｃ（Ｕ／ｋｇ）为 横 坐 标，
绘制标准曲线，外标法定量。

１．４　实验条件

　　液相色谱条件：色谱柱为Ｃａｒｂｏｍｉｘ　Ｃａ－ＮＰ５（交
联度８％，３００ｍｍ×７．８ｍｍ，５μｍ，Ｓｅｐａｘ　Ｔｅｃｈ－
ｎｏｌｏｇｉｅｓ）；流动相为超纯水，流 速 为０．３５ｍＬ／ｍｉｎ；
柱温为８５℃；进样体积３μＬ。

　　质谱条件：氧化炉温度：９９．９℃；离 子 源：电 子

轰击（ＥＩ）离子源；扫描方式：正离子扫描；辅助气压

力：０．４ＭＰａ；电 子 轰 击 能 量：１２０．８ｅＶ；离 子 源 电

压：２．９７ｋＶ；真空度：２．０×１０－４　Ｐａ。

２　结果与讨论

２．１　反应体系及其反应条件的选择

　　由于本文采用的检测器为碳同位素质谱仪，含

有碳元素的缓冲体系均会增强检测本底，导致实验

误差，因此选择磷酸盐缓冲液作为反应缓冲体系。

　　反 应 温 度 和ｐＨ 值 是 影 响 酶 解 反 应 的 重 要 因

素。过低的反应温度会抑制酶的活性，过高的反应

温度可 能 会 使 酶 失 去 活 性。选 取 温 度 分 别 为４５、

５０、５５、６０和６５℃进行实验，不同温度下生成的葡

萄糖的响应信 号 见 图１。从 图１中 可 以 看 出，当 温

度升至６５℃时，酶的活性迅速降低。当温度为５５
℃时，响应信号最大，因此选取该温度为反应温度。

　　缓冲体系的ｐＨ 值对酶 的 活 性 影 响 较 大，因 此

必 须 寻 找 缓 冲 体 系 的 最 佳ｐＨ 条 件。γ－淀 粉 酶 在

ｐＨ　３．５０～５．５０范围内均有较好的 稳 定 性，因 此 本

实验 配 制 了ｐＨ 分 别 为３．５０、４．００、４．５０、５．００和

５．５０的０．０３ｍｏｌ／Ｌ磷酸盐缓冲溶液，考察不同ｐＨ
条件对酶解产物葡萄糖响应信号的影响。不同ｐＨ

值条件下葡萄糖的峰面积见图２。结果表明，ｐＨ为

４．５０时酶解产 物 葡 萄 糖 的 峰 面 积 最 大。因 此 选 定

ｐＨ　４．５０作为最适宜的ｐＨ条件。

图１　不同反应温度下葡萄糖的峰面积

Ｆｉｇ．１　Ｐｅａｋ　ａｒｅａ　ｏｆ　ｇｌｕｃｏｓｅ　ａｔ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｒｅａｃｔｉｏｎ　ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓ

图２　不同ｐＨ条件下葡萄糖的峰面积

Ｆｉｇ．２　Ｐｅａｋ　ａｒｅａ　ｏｆ　ｇｌｕｃｏｓｅ　ａｔ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｐＨ　ｖａｌｕｅｓ

　　由于在反应初始阶段，底物麦芽糖的浓度足以

使酶饱和，酶的浓度与酶解反应的初速度成正比，所
以与酶解产物葡萄糖的生成量也呈线性关系。但是

随着酶解反应的进行，酶解产物的浓度逐渐升高，将
抑制酶解反应向正方向进行，导致酶解产物的增加

量也减少，其浓度与酶的浓度不再呈线性关系。所

以必须找出 酶 浓 度 与 反 应 速 度 呈 正 比 的 最 佳 时 间

段，通过比较２４、４８和７２ｈ３个不同反应时间下所

得标准曲线的相关系数，可以发现随着反应时间的

延长，酶解产物的量与酶浓度的线性关系逐渐变差。
另外考虑到在相对较长的反应时间下，酶解产物的

峰面积较大，这样有利于降低方法的检出限。因此

综合上述因素选择反应时间为４８ｈ。

２．２　样品预处理

　　麦芽糖经过γ－淀粉酶酶解后的产物为葡萄糖，
由于蜂蜜中含有大量的葡萄糖，会抑制反应向正方

向进行，这样 就 会 干 扰γ－淀 粉 酶 的 检 测，所 以 考 虑

用凝胶色谱柱对蜂蜜进行预处理。

　　本文采用分子体积排阻色谱法，以聚丙烯酰胺

凝胶色谱柱对样品进行预处理。根据被分离物质的

分子大小、扩散到凝胶孔隙内的速度不同，通过色谱

·９７７·
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柱的速度也不同，从而达到将γ－淀粉酶与葡萄糖分

离的目的。由于γ－淀粉酶的分子体积较大，不易进

入凝胶颗粒的微孔，而只能分布在凝胶颗粒之间，所
以在洗脱时以较快移动的速度通过色谱柱。而蜂蜜

中的葡萄糖、果糖等小分子除了可在凝胶颗粒间隙

中扩散外，还可以进入凝胶颗粒的微孔中，即进入凝

胶相内，向下移动的速度比较慢。

　　为了优化色谱柱分离条件，以确定哪段洗脱液

含有酶，实 验 中 称 取２．００ｇ蜂 蜜 于１０ｍＬ容 量 瓶

中，加入一定 量 的γ－淀 粉 酶 标 准 溶 液，以 少 量 水 溶

解并 定 容 后 过０．４５μｍ的 水 相 滤 膜。移 取 上 述 滤

液５．０ｍＬ加 入 色 谱 柱 中，该 溶 液 流 尽 后，每 次 以

０．５ｍＬ水冲洗，同时收集０．５ｍＬ洗脱液。总计收

集１０．０ｍＬ洗脱液。

　　上述分段收集的洗脱液按照１．２节实验条件进

行酶解反 应，用ＬＣ－ＩＲＭＳ检 测 酶 解 产 物 葡 萄 糖 的

含量。结果 表 明，前３ｍＬ未 检 测 到 葡 萄 糖，从 第

３．５ｍＬ至第８．０ｍＬ能 检 测 到 葡 萄 糖，第８．５ｍＬ
开始虽然也能检测到葡萄糖，但同时能检测到果糖，
表明该段洗 脱 液 已 经 包 含 蜂 蜜 自 身 的 果 糖 和 葡 萄

糖。

　　上述实验可以确定第３．５ｍＬ至第８．０ｍＬ这

５ｍＬ洗 脱 液 含 有γ－淀 粉 酶，即 为 能 排 除 蜂 蜜 基 质

干扰的γ－淀粉酶水溶液。

２．３　方法的线性范围、精密度和回收率

２．３．１　线性范围和检出限

　　取不同浓度的γ－淀粉酶，按１．３节进行操作，以
酶解产物葡萄 糖 峰 面 积Ａ（ｍＶ·ｓ）对 酶 的 含 量Ｃ
（Ｕ／ｋｇ）作图建立标准曲线，酶的含量与葡萄糖峰面

积有良好的线性关系，线性范围为５～２００Ｕ／ｋｇ，标
准曲线方程为Ａ＝３．４３２Ｃ＋１９．５３，相关系数（ｒ２）＞
０．９９。同时在纯正蜂蜜中添加低浓度水平的酶标准

溶液，获得信噪比等于１０（Ｓ／Ｎ＝１０）时的酶含量５
Ｕ／ｋｇ，以此为本方法的定量限。

２．３．２　精密度和回收率

　　以 不 含γ－淀 粉 酶 的 纯 正 蜂 蜜 为 基 质 做 添 加 回

收实验，选择了４种常见品种的蜂蜜（洋槐蜜、油菜

蜜、荆 条 蜜 和 椴 树 蜜），添 加 水 平 分 别 为２０、５０和

１００Ｕ／ｋｇ，每 个 添 加 水 平 测 定６次，计 算 得 到 的 回

收率和实验室内精密度（见表１）。结果表明，４种蜂

蜜样本的回收率为８９．６％～１０８．２％，相对标准偏差

（ＲＳＤ）为３．３％～４．９％，可 见 本 方 法 具 有 较 高 的 精

密度，并且对于常见蜜种的检测具有较好的适用性。

　　同样选取上述４种蜜种的蜂蜜，经实验室外５
家单位对每个蜜种测定３个浓度水平，方法的实验

室间相对标 准 偏 差 为４．３％～５．８％。由 结 果 可 以 看

出，方法精密度高、实用性强、可操作性好，适用于蜂

蜜中γ－淀粉酶的检测。

表１　４种蜂蜜样品中γ－淀粉酶的回收率及相对标准偏差（ｎ＝６）
Ｔａｂｌｅ　１　Ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ　ａｎｄ　ｒｅｌａｔｉｖｅ　ｓｔａｎｄａｒｄ　ｄｅｖｉａｔｉｏｎｓ

（ＲＳＤｓ）ｏｆγ－ａｍｙｌａｓｅ　ｉｎ　ｆｏｕｒ　ｈｏｎｅｙ　ｓａｍ－
ｐｌｅｓ（ｎ＝６）

Ｓｐｅｃｉｅｓ
Ａｄｄｅｄ／
（Ｕ／ｋｇ）

Ｆｏｕｎｄ／
（Ｕ／ｋｇ）

Ｒｅｃｏｖｅｒｙ／
％

ＲＳＤ／
％

Ｖｉｔｅｘ　ｈｏｎｅｙ　 ２０　 ２０．６　 １０３．０　 ４．４
５０　 ５３．０　 １０６．１　 ３．３
１００　 １０４．９　 １０４．９　 ３．５

Ａｃａｃｉａ　ｈｏｎｅｙ　 ２０　 １７．９　 ８９．６　 ４．６
５０　 ４６．６　 ９３．２　 ４．６
１００　 ９９．０　 ９９．０　 ３．９

Ｒａｐｅ　ｈｏｎｅｙ　 ２０　 ２０．９　 １０４．３　 ４．９
５０　 ５０．７　 １０１．３　 ４．２
１００　 １０６．３　 １０６．３　 ４．４

Ｌｉｎｄｅｎ　ｈｏｎｅｙ　 ２０　 ２０．９　 １０４．６　 ４．５
５０　 ５０．５　 １０１．１　 ４．７
１００　 １０８．２　 １０８．２　 ４．４

图３　纯正蜂蜜样品的ＬＣ－ＩＲＭＳ图

Ｆｉｇ．３　ＬＣ－ＩＲＭＳ　ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ　ｏｆ　ａｎ　ａｕｔｈｅｎｔｉｃ
ｈｏｎｅｙ　ｓａｍｐｌｅ

　ＨＰＬＣ　ｃｏｌｕｍｎ：Ｃａｒｂｏｍｉｘ　Ｃａ－ＮＰ５（８％，３００ｍｍ×７．８ｍｍ，５

μｍ）；ｍｏｂｉｌｅ　ｐｈａｓｅ：ｗａｔｅｒ；ｆｌｏｗ　ｒａｔｅ：３５０μＬ／ｍｉｎ；ｃｏｌｕｍｎ　ｔｅｍ－
ｐｅｒａｔｕｒｅ；８５℃．ＩＲＭＳ　ｏｘｉｄａｔｉｏｎ　ｏｖｅｎ　ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ：９９．９℃．

２．４　方法应用

　　以国内外各地区１２个蜜种３０个蜂蜜样本为研

究对象，从酶的角度分析这些蜂蜜是否为纯正蜂蜜。
由于天然纯正蜂蜜中不含有γ－淀粉酶，而本方法定

量限为５Ｕ／ｋｇ，因此当检测到样本中γ－淀粉酶含量

＞５Ｕ／ｋｇ时，即判定该样品含有γ－淀粉酶，为掺假

蜂蜜。经过检测，上述纯正蜂蜜均未检出γ－淀粉酶

（见图３），从 酶 学 的 角 度 进 一 步 验 证 了 上 述 蜂 蜜 为

纯正蜂蜜。

　　同时选取２０个日常检测蜂蜜样品和１８个糖浆

样品，采用本 方 法 检 测γ－淀 粉 酶 的 残 留 量，用 于 进

一步验证本方法鉴定掺假蜂蜜的能力。检测结果表

明，有２９个 样 本 检 出 含 有γ－淀 粉 酶，检 出 率 为

·０８７·
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７６．３％。其中２０个 蜂 蜜 样 品 的 检 出 率 为７５％；１８
个糖 浆 样 品 中 有１４个 含 有γ－淀 粉 酶，检 出 率 为

７７．８％，表明这１４个样本为大米糖浆。

　　糖浆样本中有６个样本为反映大米糖浆生产流

程的样本，依次为米浆出料、液化出料、糖化出料、过
滤脱渣出料、离子交换出料和异构化出料，这６个样

本中γ－淀 粉 酶 的 含 量 依 次 为 ＜５、＜５、２８７．３、

２８６．３、４７．３和３２．６Ｕ／ｋｇ。

图４　异构化处理后的大米糖浆样品的ＬＣ－ＩＲＭＳ图

Ｆｉｇ．４　ＬＣ－ＩＲＭＳ　ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ　ｏｆ　ａ　ｒｉｃｅ　ｓｙｒｕｐ
ｓａｍｐｌｅ　ａｆｔｅｒ　ｉｓｏｍｅｒｉｚａｔｉｏｎ

Ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ　ａｒｅ　ｔｈｅ　ｓａｍｅ　ａｓ　ｉｎ　Ｆｉｇ．３．

　　米浆出料为大米磨成粉后加入水溶解的样本，

按照生产工艺尚未添加γ－淀粉酶；液化出料是在米

浆出料中加入α－淀粉酶进行液化反应，产物为高含

量的麦芽糖和其他低聚糖；糖化出料为液化出料中

加入γ－淀粉酶进行糖化反应，将麦芽糖酶解为葡萄

糖，因此该料 中 的γ－淀 粉 酶 含 量 很 高，底 物 麦 芽 糖

被完全酶解为葡萄糖；过滤脱渣出料为液化出料经

过过滤，脱去 一 些 残 渣 后 的 出 料，同 样 该 料 中γ－淀
粉酶的含量很高，与液化出料中γ－淀粉酶的含量接

近；离子交换出料为过滤脱渣出料经过离子交换树

脂后得 到 的 中 间 产 品，该 料γ－淀 粉 酶 含 量 明 显 降

低，可能大部分的酶被树脂吸附；异构化出料为在离

子交换出料中加入异构化酶，将部分葡萄糖转化为

果糖，得到的产品主要含有果糖和葡萄糖，在糖的组

成方面与蜂蜜比较相似，利用常规检测技术无法鉴

定出该样本为大米糖浆，但利用本方法可以检测到

该样 本 中 含 有γ－淀 粉 酶（见 图４），含 量 为３２．６
Ｕ／ｋｇ，从而能鉴定出该样本含有大米糖浆。

　　为了进一步验证本方法对蜂蜜中掺入大米糖浆

的鉴定能力，本文选取纯正蜂蜜和大米糖浆样本各

１个，在该纯正蜂蜜中掺入１５％（质量分数）的大米

糖浆，采用本 方 法 进 行 检 测，测 得 该 样 本 中γ－淀 粉

酶含量为１０．２Ｕ／ｋｇ（见图５）。

图５　掺入１５％大米糖浆的蜂蜜样品的ＬＣ－ＩＲＭＳ图

Ｆｉｇ．５　ＬＣ－ＩＲＭＳ　ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ　ｏｆ　ａ　ｈｏｎｅｙ　ｓａｍｐｌｅ
ａｄｕｌｔｅｒａｔｅｄ　ｗｉｔｈ　１５％ｒｉｃｅ　ｓｙｒｕｐ
Ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ　ａｒｅ　ｔｈｅ　ｓａｍｅ　ａｓ　ｉｎ　Ｆｉｇ．３．

３　结论

　　本 文 提 出 一 种 检 测 蜂 蜜 中 外 源 性γ－淀 粉 酶 残

留量的检测方法，样品经过凝胶色谱柱预分离后进

行酶解反应，利用酶解产物的量与酶含量之间的对

应关系检测酶的残留量，方法的线性范围为５～２００
Ｕ／ｋｇ，定量限为５Ｕ／ｋｇ。本方法灵敏度较高，精密

度良好，可从酶学的角度鉴定蜂蜜中大米糖浆的掺

假，有力地提高了蜂蜜掺假的检测能力。
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