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高效阴离子交换色谱!脉冲安培检测法分析啤酒和麦汁中的糖
潘媛媛，- 梁立娜，- 蔡亚岐，- 牟世芬

（中国科学院生态环境研究中心 环境化学与生态毒理学国家重点实验室，北京 *"""#&）

摘要：建立了高效阴离子交换色谱 -脉冲安培检测（9:;/7-:;<）同时测定单糖、二糖和多种低聚糖的方法。采用
水、" + !& %%)* = > ,0?9 溶液和 * %)* = > ,0;2 溶液三元梯度淋洗，在 70’&):02 :;-*"" 色谱柱上，** 种糖在 +"
%16 内达到良好分离；采用积分脉冲安培检测方法，无需对样品进行复杂的前处理或衍生反应便可直接检测。**
种糖的检出限（! " # . (）在 *( ’ ## #@ 范围内。将该方法用于啤酒和麦汁样品中单糖、二糖及低聚糖的分析取得了
很好的结果，样品中的加标回收率为 #*A ’ *")A。
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- - 糖在生物环境中分布广泛，在许多生命体系中
发挥着重要作用。糖类化合物的分析对生命科学、

食品科学、药物学、农业科学都有着重要意义。在啤

酒和麦汁中，糖是重要的组成成分，各种糖的含量以

及相互之间的比例关系，与产品的质量评价和生产

工艺的优化都有着重要的关系。例如，单糖和二糖

的多少会直接影响啤酒的甜度；低聚糖随着聚合度

的增加，甜度降低，特别是聚合度大于 + 的低聚糖对
啤酒品质（如口感和滋补营养性等）具有重要的贡

献［*］。啤酒的发酵原料麦汁中糖类物质尤其是低
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聚糖的含量丰富，优化麦汁中各种糖的组合以及采

取不同的发酵工艺可以生产出多种风味和口感丰富

的啤酒产品［#］。因此，啤酒和麦汁生产中糖类化合

物的控制和检测对于啤酒产品优化生产和质量控制

具有重要的意义。

! ! 目前糖的测定方法主要有高效毛细管电泳
法［$］、高 效 液 相 色 谱 法（ "#$%）［%］、分 光 光 度
法［& ’ (］、连续流动分析［)］和气相色谱法［* ’ #+］，但大

多数方法都必须将糖衍生化后才能检测，因此操作

较麻烦，而且存在一定的分析误差。"#$% 与示差
折光检测联用曾在糖分析领域中广泛应用，但它也

受到灵敏度低、专一性差和不兼容梯度淋洗色谱的

限制。柱前衍生 "#$%!紫外检测方法因操作费时
和灵敏度低而受到限制。蒸发光散射检测器的选择

性差且灵敏度低，其检出限仅达到 &’ 数量级［##，#$］。
! ! 近年来，由于高效阴离子交换色谱!积分脉冲安
培法（"#()%!#(*）在强碱性条件下具有灵敏度
高、操作简单、有机溶剂兼容以及无需衍生等优势，

在对样品中碳水化合物、氨基酸和其他生物大分子、

小分子以及抗生素等的分析方面已有广泛的应用。

目前 "#()%!#(* 也已经广泛应用于各类样品中
糖类的分析领域，但值得注意的是，这些应用主要是

检测单糖和二糖［#% ’ #(］，而关于这种方法在单糖、二

糖及低聚糖的同时分析方面的研究还少见报道。本

研究使用 %+,-.#+/ #(#++ 阴离子交换柱，将积分
安培检测直接应用到 ## 种糖类包括多种低聚糖的
同时检测中，## 种糖类在 &+ 01& 内达到良好的分
离，并且对几种糖的检测限都达到了 2’ 级，实际样
品中大部分糖类的加标回收率为 *#3 , #+)3。

!" 实验部分

! ! !" 仪器与试剂
! ! 4%5!%+++ 多功能色谱装置（美国 *1.&67 公
司），包括双泵（*#）模块、检测器 8色谱（*%）模块、
自动进样器（(5）模块。双泵模块中包含一个单元
泵和一个四元梯度泵，其中四元梯度泵用于糖的分

离；检测器 8色谱模块中配置进样阀、分析柱和安培
检测器；温度均设为 %+ 9；安培检测器用金工作电
极、2"!(’ 8 (’%: 复 合 参 比 电 极、钛 对 电 极。
%;,.06:6.& (- ) 色谱工作站；超纯水设备（ <+,&!
=>6+? 公司，美国）。
! ! 糖标准样品：葡萄糖、果糖、蔗糖、麦芽糖、异麦
芽糖、麦芽三糖、异麦芽三糖、麦芽四糖、麦芽五糖、

麦芽六糖、麦芽七糖购自 51’0+ 公司。无水醋酸钠
（*1.&67 公司）和 "+3（质量分数）@+A" 溶液（(:!
B+ (6=+, 公司）。实验用水均为电阻率不低于 #*- $

.!·/0 的去离子水。
! ! #" 溶液的制备
! ! # ! !" 标准溶液
! ! 为防止因微生物生长而改变标准溶液浓度，用
$+ 0’ 8 $ @+@% 水溶液配制糖的标准溶液。糖的标

准储备液均配制成质量浓度为 # ’ 8 $ 的溶液。逐级
用 $+ 0’ 8 $ @+@% 水溶液稀释得到工作溶液。

! ! # ! #" 淋洗液
! ! 为防止淋洗液吸收空气中的 %A$，淋洗液配制

完毕后应立即在淋洗液瓶上施加大约 &# C %& ,
"" C #$ D#+（( , * 2=1）的氮气进行保护。
! ! +- $" 0.: 8 $ @+A" 溶液：取 "+3 @+A" 溶液
#%- # 0$，用去离子水稀释至 # $。通氮气保护前尽
量避免振摇。

! ! # 0.: 8 $ @+(/ 溶液：称取 *$- + ’ 固体无水乙
酸钠，用水溶解并稀释为 # $，经 +- $$ "0 尼龙滤膜
过滤后使用。

! ! $" 色谱条件
! ! 色谱柱：%+,-.#+/ #(!#++ 阴离子交换柱，包括
分离柱（$ 00 / $"+ 00）和保护柱（$ 00 / "+
00）；柱温：%+ 9；进样体积：$" "$；以 +- $" 0.: 8 $
@+A"、# 0.: 8 $ @+(/ 和水为淋洗液进行三元梯度
淋洗，流速 +- $" 0$ 8 01&，淋洗条件见表 #。

表 !" 糖的梯度淋洗条件
"#$%& !" ’()*+#,*-)#.(/0 -)#1/&2, &%3,/*2 0*21/,/*24

5*) ,(& 4&.#)#,/*2 *5 43-#)4

E106 8
01&

!（"$A）8

3
!（+ C $" 0.: 8 $
@+A"）8 3

!（# 0.: 8 $
@+(/）8 3

%F,G6,

+ C + &+ (+ +
( C + &+ (+ +

(" C + + (+ &+ (
(" C # &+ (+ + (
*+ C + &+ (+ +
! , 5;+26= .B ’,+?16&> /F,G6= +,6 ?6B1&6? 1& >;6 H5"+ H,+?1!
6&> #F02 A26,+>.,’=（*1.&67 *./F06&> @.C +%#(#$，I6G1!
=1.& $）C %F,G6 ( 1= .&6 .B >;6 B.F, +G+1:+-:6 /.&G67 /F,G6=（(
’ 0）J1>; $+3 /;+&’6 +> +22,.710+>6:K (+3 .B + >106 =6’!
06&> +&? )+3 /;+&’6 +> +22,.710+>6:K 0+3 .B >;6 =+06 2,.!
’,+006? >106 =6’06&>C

! ! %" 脉冲安培检测条件
! ! 糖的四电位脉冲安培检测波形见表 $。

表 #" 糖的电化学检测的四电位波形
"#$%& #" 6&,&0,/*2 7#8&5*)+ 5*) 43-#) 1&,&0,/*2

E106 8 = #.>6&>1+:, 8 L 4&>6’,+>1.&
+! ! + C #+
+ C $+ + C #+ =>+,>
+ C &+ + C #+ 6&?
+ C &# ’ $ C ++
+ C &$ ’ $ C ++
+ C &% + C (+
+ C && ’ + C #+
+ C "+ ’ + C #+
! , B., 2"!(’ 8 (’%: ,6B6,6&/6 6:6/>,.?6C

·)$(·
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! ! "# 样品及前处理
# # 青岛啤酒（罐装）购于超市；麦汁样品取自某啤
酒厂家。

# # 对样品前处理时，啤酒（先超声脱气 $ !"#）和
麦汁样品均用水稀释 %& 倍，过 $#%&’() *+ 柱（!’ $
!,，使用前需先后过 %& !, 甲醇、%$ !, 水活化，放
置 (& !"# 后使用）以除去疏水性化合物，弃去前
" !, 滤液，收集其余的过滤液，待测。如果糖的含
量较高，检测时需进一步稀释。

$# 结果与讨论

$ ! !# !! 种糖的分离
# # 糖类的 -! ’ 一般为 %! ) %*，为弱酸性有机化合
物。在强碱性条件下，糖类化合物能形成阴离子，因

此可以用阴离子交换色谱柱进行分离。.’$/ 中的
阴离子 $/ +除了起到淋洗离子的作用之外，其强碱

性质也使安培检测器对糖类有较高的灵敏度，随着

.’$/ 浓度的增加，糖类化合物的保留能力降低，但
对于强保留的糖（低聚糖等）必须采用具有强淋洗

能力的 .’01 溶液才能洗脱，因此通过优化 .’$/
溶液和 .’01 溶液的浓度能够改善糖类化合物之间
的分离度［%(］。本文采用水、& 2 !$ !34 5 , .’$/ 溶
液、% !34 5 , .’01 溶液三元梯度淋洗方式，%% 种糖
在 *& !"# 内可以达到很好的分离（见图 %）。

图 !# !! 种糖类化合物混合标准溶液的色谱图
"#$! !# %&’()*+($’*) (, !! -.$*’ -+*/0*’0 -(1.+#(/

# # % 2 64&1378；! 2 9(&1:378；( 2 "73!’4:378；* 2 7&1(378；$ 2 "73;
!’4:3:("378；" 2 !’4:378；, 2 !’4:3:("378；- 2 !’4:3:8:(’378；. 2
!’4:3-8#:’378；%& 2 !’4:3<8=’378；%% 2 !’4:3<8-:’3782

$ ! $# !! 种糖的脉冲安培检测
# # 电化学检测器检测糖的原理是基于糖类化合物
结构中的羟基在强碱性条件（ -/ / %!）下的电化学
响应而实现的。糖的电化学检测波形有 ( 个发展阶
段：直流（恒电位）安培检测、三电位脉冲安培检测

和四电位脉冲安培检测。三电位脉冲安培检测比直

流安培法的重现性有了很大的提高，但因为使用氧

化电位清洗电极，使电极表面易发生电化学腐蚀和

金电极表面的凹陷，随着分析时间的增加糖的峰面

积逐渐降低，导致灵敏度下降［%,］。*31>4"# 等［%-］发

展了四电位波形进行糖的脉冲安培检测，四个不同

的电位分别用于糖的氧化（糖的检测）、电极还原清

洗（使电极表面吸附的氧化产物脱离电极）、电极氧

化清洗（使电极表面氧化）和电极表面活化（使电极

表面的氧化物还原为电极本身）。该电位波形（见

表 !）具有灵敏度高、重现性好的优点，避免了电化

学腐蚀和金电极表面出现凹陷现象。

$ ! %# 方法的检出限与线性关系

# # 采用表 % 和表 ! 的梯度淋洗条件和检测波形，

对质量浓度从 &’ % !6 5 , 到 $& !6 5 , 的糖混合标准

样品进样分析，除麦芽糖和异麦芽糖的线性范围为

&’ % ) $& !6 5 , 外，其余各糖的线性范围均为 &’ % )

!& !6 5 ,，以 ( 倍信噪比计算得到的检出限范围为

%( ) -- -6（见表 (）。

表 %# !! 种糖类化合物的检出限及线性关系
2*314 %# 5#)#+- (, 04+46+#(/（578）*/0

1#/4*’#+#4- (, !! -.$*’-

?&6’(
,$@ 5 -6
（" # $ 0 (）

A3((84’:"3#
13899"1"8#:

,"#8’( (’#68 5
（!6 5 ,）

%4&1378 %( & 2 ..,& & 2 % + !&

B(&1:378 !( & 2 ..,! & 2 % + !&

C73!’4:378 (* % 2 &&&& & 2 % + $&

?&1(378 *, & 2 .... & 2 % + !&

C73!’4:3:("378 $" & 2 ..-( & 2 % + !&

D’4:378 ,, & 2 ...! & 2 % + $&

D’4:3:("378 *& & 2 ...$ & 2 % + !&

D’4:3:8:(’378 *- & 2 ..., & 2 % + !&

D’4:3-8#:’378 "- & 2 ...* & 2 % + !&

D’4:3<8=’378 ,* & 2 ..,( & 2 % + !&

D’4:3<8-:’378 -- & 2 ..-& & 2 % + !&

$ ! &# 样品分析

# # 由表 * 可以看出：啤酒中检出了 %& 种糖，其中

单糖、二糖及异麦芽三糖含量都很低，这和啤酒的低

甜度的性质是相符的；麦芽三糖和麦芽四糖的浓度

较高，远高于其他糖类。从其色谱图（见图 !）中可

以看出，在麦芽四糖至麦芽七糖等 * 种糖的色谱峰

之间还有明显的色谱峰出现，且其信号远大于已检

出的几种低聚麦芽糖，推测可能是低聚异麦芽糖，但

因为缺乏相关的标准样品，未对这几种物质进行定

性和定量。

·-!"·
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表 !" 啤酒和麦汁样品中糖的质量浓度及加标回收率
!"#$% !" &’()%(*+"*,’(- "(. +%)’/%+,%- ’0 -12"+- ,( #%%+ "(. 3’+* -"45$%-

"#$%&

’((&

)*+,(+, -+
.%/01( 2
（/$ 2 3）

)*+,(+, 4-1#,(4
#$$ !5*14 2
（/$ 2 3）

"0-6(4 2
（/$ 2 3）

5*#+4 2
（/$ 2 3）

&()*7(&8 2
9

:*&,

)*+,(+, -+
.%/01( 2
（/$ 2 3）

)*+,(+, 4-1#,(4
"$$ !5*14 2
（/$ 2 3）

.0-6(4 2
（/$ 2 3）

5*#+4 2
（/$ 2 3）

&()*7(&8 2
9

;1#)*.( #% < & $ < %% # < $$ % < ’( &% ’&($ ) < *# =） " < $$ & < +( *(
>&#),*.( %’ < $ $ < $* % < "* % < $" +% %$$$ # < $% ) < *# " < ’& *+
?.*/%1,*.( ""& < * # < ’* # < $$ ( < +" *) %&+ < + $ < )’ " < $$ " < %( *"
"#)&*.( %’# < ( $ < &+ # < $$ # < +% &’ %%($ # < #’ " < $$ ’ < $+ *+
?.*/%1,*,&-*.( ++ < " $ < )) # < $$ # < %% &* ’& < & $ < %+ " < $$ ( < *’ *+
@%1,*.( AB AB AB AB AB #*+"$ %( < &# =） %" < $$ #& < $* &&
@%1,*,&-*.( (*%$ + < %( %） %$ < $$ %# < )% +# &’$$ ( < )" =） " < $$ & < *) *#
@%1,*,(,&%*.( %%*$ % < (* %） # < $$ ) < %) &# ")’$ # < +& =） " < $$ ’ < $% &’
@%1,*0(+,%*.( %*& < * $ < ** # < $$ # < &( *# #%*$ ( < )& " < $$ * < $( *)
@%1,*C(D%*.( ’+ < + $ < )& # < $$ # < #& *" #$$$ ( < $$ " < $$ * < )( %$’
@%1,*C(0,%*.( ++ < % $ < )) # < $$ # < #$ *) "’( < ) % < %" " < $$ ’ < %( *"

%）4(,(),(4 %+4 .0-6(4 %5,(& 4-1#,(4 &$$ !5*14；=）4(,(),(4 %+4 .0-6(4 %5,(& 4-1#,(4 # $$$ !5*14< AB：+*, 4(,(),(4<

图 #" 啤酒样品的色谱图（稀释 $%% 倍）
6,27 #" &8+’4"*’2+"4 ’0 -12"+- ,( .,$1*%.

#%%+（ $%% 90’$.）
! ! % < $1#)*.(；# < 5&#),*.(；) < -.*/%1,*.(；( < .#)&*.(；" < -.*!
/%1,*,&-*.(；+ < /%1,*,&-*.(；’ < /%1,*,(,&%*.(；& < /%1,*0(+!
,%*.(；* < /%1,*C(D%*.(；%$ < /%1,*C(0,%*.(<

! ! 麦汁中的麦芽糖和低聚糖的含量丰富（见表
(），麦芽糖的质量浓度高达#* +"$ $ 2 3，低聚糖的浓
度则随着聚合度的增加而递减。样品中还含有少量

葡萄糖（质量浓度为 ’, &( $ 2 3），果糖、异麦芽糖、蔗
糖和异麦芽三糖也都有检出，但浓度较低。

! ! 由于在啤酒生产过程中，需要酵母参与作用，因
此合理的麦汁组成，特别是糖的组成情况对发酵效

果极其重要。麦汁中能被酵母利用的碳源主要是麦

芽糖、葡萄糖、果糖、蔗糖和麦芽三糖，为保证发酵的

效果，一般将可发酵性糖葡萄糖、麦芽糖、麦芽三糖

的比例控制在（%$ - %"）.（+’ - ’#）.（%& - ##），通过
对二者的比例进行适当的调整，增加葡萄糖或麦芽

糖的比例，可以提高发酵度［%*］。本文测定的麦汁样

品中 ) 种糖的比例是 #$. ’" . ##，葡萄糖和麦芽糖所
占的比例略高，因此可以实现较好的发酵。麦芽三

糖及聚合度较高的低聚糖是在发酵后期才被同化利

图 &" 麦汁样品的色谱图（稀释 ’%% 倍进样）
6,27 &" &8+’4"*’2+"4 ’0 -12"+- ,( .,$1*%.

3’+*（’%% 90’$.）
! ! % < $1#)*.(；# < 5&#),*.(；) < -.*/%1,*.(；( < .#)&*.(；" < -.*!
/%1,*,&-*.(；+ < /%1,*.(； ’ < /%1,*,&-*.(； & < /%1,*,(,&%*.(；
* < /%1,*0(+,%*.(；%$ < /%1,*C(D%*.(；%% < /%1,*C(0,%*.(<

用，各种酿造工艺中它们的利用情况差异较大。啤

酒中没有检出麦芽糖（见表 (），而葡萄糖和果糖的
质量浓度仅为 #%, & /$ 2 3 和 %’, $ /$ 2 3，两者与麦
芽三糖的比例是 ( . ) . *$%，而麦汁中葡萄糖和果糖
的质量浓度则达到了 ’, &( $ 2 3 和 %, $$ $ 2 3，) 种糖
的比例约是 &. % . *，这表明啤酒和麦汁之间糖的质
量浓度的变化并不仅由于稀释所致，而是单糖和大

部分二糖在发酵过程中被酵母所同化或转化，仅有

少量存在于最终的产品啤酒中。蔗糖的浓度也明显

的不同，麦汁中蔗糖的质量浓度为 %, %( $ 2 3，而啤
酒中蔗糖的质量浓度则降至 %’#, ( /$ 2 3。
! ! 麦汁中聚合度为 ( - ’ 的麦芽低聚糖在发酵之
后大多数被利用，因此在啤酒中仅有少量被检出，但

异麦芽糖的浓度却略有升高，异麦芽三糖的浓度则

和麦汁中的浓度相近，这可能是麦汁发酵过程中糖

类发生转化所致。相对应的，啤酒中低聚糖之间出

·*#+·
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现的未知大色谱峰，推测可能也是由其他低聚糖发

生转化产生的低聚异麦芽糖类，但这种可能性尚待

考证。

# # 啤酒样品中果糖和麦芽三糖的加标回收都不理
想，原因是啤酒中果糖的质量浓度相对较低，仅为

$% $& !" # $，而在同一稀释倍数下，氨基酸的含量较
高。利用实验室已经建立的氨基酸分析方法对啤酒

中的氨基酸进行检测，发现氨基酸的质量浓度高达

’% $& !" # $，脯氨酸的质量浓度也达到了 (% ’)
!" # $。由于果糖与氨基酸的洗脱时间相近，再加上
基体的影响，造成果糖的加标回收低；麦芽三糖的加

标回收低的原因还未知。除此之外，对样品中其他

分析物分别进行相应浓度的加标回收，回收率都在

*(% + ($’%（见表 ,），说明这种方法对各种糖的测
定均有很好的准确度。
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# 会议通知

第十七届全国色谱学术报告会第一轮通知

# # 由中国化学会色谱专业委员会和中国色谱学会共同组织的全国色谱学术报告会暨仪器展览会一

直是国内色谱领域学术水平最高、规模最大的学术报告会及展览会，每两年一次，自 (&’’ 年以来已连

续举行十六届。“第十七届全国色谱学术报告会及仪器展览会”定于 !$$& 年 , 月举行，会期 ) 天。筹

备工作正在紧张进行中。详细的征稿通知将在会议网站 (00>：# # WWW4 ,$! 4 ;7?>4 .?4 ?: 和下期《色

谱》公布，敬请关注。相关信息也可咨询中国色谱学会办公室：$,(( <*,)’&-!$（电话 #传真），(/6*(($

. (!" 4 ?=!（)<!.76）。

中国化学会色谱专业委员会

中 国 色 谱 学 会

!$$* 年 & 月 * 日
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