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示差折光-液相色谱法测定蜂蜜中 β-呋喃果糖苷酶残留量

王 艳* 吴 斌 张晓燕 沈崇钰 张 睿 李丽花 费晓庆 赵增运
( 江苏出入境检验检疫局食品实验室，南京 210001)

摘 要 基于 β-呋喃果糖苷酶与棉子糖在柠檬酸-氢氧化钠缓冲介质( pH 4． 50) 中 50 ℃下反应 16 h 后的酶

解产物蜜二糖含量的变化，建立了高效液相色谱示差折光检测( HPLC-RID) 技术测定蜂蜜中 β-呋喃果糖苷酶

残留量的新方法。以 Agilent Carbohydrate 柱为分离柱，乙腈-水( 78∶ 22，V /V) 为流动相，流速为 1． 4 mL /min，

检测器为示差折光检测器，柱温和检测器温度均为 35 ℃。结果表明，蜂蜜样品经过聚丙烯酰胺凝胶柱分离

后，样品峰形得到简化，灵敏度提高了 1． 3 倍; 方法的线性范围为 10 ～ 200 U /kg; 测出限为 10 U /kg; 回收率为

81． 3% ～ 112． 4% ; 相对标准偏差为 3． 7% ～ 9． 7% ( n = 6) 。当蜂蜜样品中 β-呋喃果糖苷酶含量 ＞ 20 U /kg 时，

判定为阳性样品，即掺假蜂蜜。
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1 引 言

天然纯正蜂蜜因其具有较高的营养价值［1，2］，受到众多消费者的青睐。但一些不法商贩，为了谋取

利润，在蜂蜜中加入糖浆、白砂糖、蜂蜜香精等物质，不仅影响了蜂蜜原有的营养价值，也损害了我国蜂

产品在国内外市场上的信誉。
目前，测定蜂蜜掺假的方法主要有 C-稳定同位素分析法［3 ～ 5］、高效液相色谱法［6］、薄层色谱法( TLC

法) ［7］和红外光谱法［8］等。C-稳定同位素分析法主要包括元素分析同位素比值质谱法( EA-IRMS) 和液

相同位素比值质谱法( LC-IRMS) ［9 ～ 12］。EA-IRMS 法只能测定掺杂 C4 植物糖含量较高的蜂蜜样品，对于

鉴别掺杂少量 C3 植物糖的蜂蜜样品存在缺陷。针对这一问题，费晓庆等［13］提出了液相色谱 /元素分析-同
位素比值质谱联用技术，进一步提高了鉴别蜂蜜掺假的能力。TLC 法测定掺入甜菜糖浆的蜂蜜有局限

性。
在加工掺有甜菜糖浆的蜂蜜过程中，人为添加了 β-呋喃果糖苷酶，该酶非蜂蜜本身所具有，用于酶

解甜菜糖浆，可以催化水解其 β-D-果糖苷键，将其转化为一分子葡萄糖和一分子果糖。借助以上方法

无法鉴定真蜂蜜与这种掺有甜菜糖浆的蜂蜜的成分区别。针对这种情况，本研究建立了一种检测蜂蜜

中 β-呋喃果糖苷酶方法，为蜂蜜打假鉴别提供了一种新的监控手段，具有重要的现实意义。
本方法对蜂蜜样品进行了净化，去除了样品中的果糖，促进反应的正向进行，灵敏度提高了 1． 3 倍。

由于本方法根据酶解产物蜜二糖的含量进行定量分析，而非果糖和葡萄糖的含量，因此，大大提高了方

法的准确性。

2 实验部分

2． 1 仪器、试剂及样品

1200 高效液相色谱仪，配示差折光检测器( Agilent 公司) ; Carbohydrate 色谱柱( 150 mm × 4． 6 mm，

5 !m，Agilent 公司) ; 恒温水浴振荡器( 太仓实验仪器厂) ; pH 计( Mettler-Toledo 公司) ; 涡旋混合器( 上

海医科大学仪器厂) ; 0． 45 !m 水相滤膜和 0． 22 !m 有机相滤膜( 上海百赛生物科技有限公司) 。
Bio-Gel P-2 聚丙烯酰胺凝胶( 0． 45 ～ 0． 16 mm 粒径，BIO-RAD Laboratories 公司) ; NaOH、一水合柠

檬酸( 分析纯，国药集团化学试剂有限公司) ; 五水棉子糖( 纯度为 98%，北京中棉紫光生物科技有限公
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司) ; 蜜二糖( 纯度为 99． 8% ) ，β-呋喃果糖苷酶( CAS 号: 9001-57-4，332． 8 U /mg) ，购于美国 Sigma 公司;

乙腈( 色谱纯，德国 Merck 公司) 。实验用水均为 18． 2 MΩ超纯水。
天然蜂蜜样品: 油菜蜜、洋槐蜜、荆条蜜、椴树蜜; 实际蜂蜜样品: 来自日常检测样( 由国内不同地区

的蜂农或者蜂蜜供应商提供) 。
2． 2 溶液配制

20%棉子糖溶液: 准确称取 20． 0 g 五水棉子糖，用超纯水溶解并定容至 100 mL，摇匀备用( 临用现

配) 。β-呋喃 果 糖 苷 酶 储 备 液 1． 0 g /L ( 333 U /mL ) : 准 确 称 取 β-呋 喃 果 糖 苷 酶 标 准 品 0． 01 g
( 精确到 0． 0001 g) ，用水溶解并定容至 10 mL，摇匀备用。此储备液稀释 300 倍后作为工作溶液使用，

于 0 ～ 4 ℃保存。柠檬酸缓冲溶液: 称取 21． 01 g 柠檬酸于 1000 mL 烧杯中，加 800 mL 水溶解后，用 1
mol /L NaOH 溶液调节至 pH 4． 50，以水定容至 1000 mL。
2． 3 填料处理和装柱

填料处理: 称取适量填料于烧杯中，加水溶解，轻轻晃动烧杯( 勿用玻棒等搅拌) 使其溶解，室温下

静置过夜，使其充分溶胀。用倾倒法除去表面悬浮的小颗粒，再加水放置 4 h 后，用吸管吸去上层悬浮

液，此步骤重复 4 次。最后将溶胀后的凝胶采用减压抽气的方式除去凝胶悬浮液中的气泡，准备装柱。
倒去悬浮物，所得填料待用。

装柱: 将溶胀脱气后的聚丙烯酰胺凝胶装入 1． 5 cm × 15 cm 空柱管中，高度为 10 cm，上端保持

1． 0 cm 以上的水层，避免干涸。
2． 4 色谱条件

Agilent Carbohydrate 色谱柱 ( 150 mm × 4． 6 mm，5 !m) ; 流动相为乙腈-水 ( 78 ∶ 22，V /V ) ，流速

1． 4 mL /min; 柱温和检测器温度均为 35 ℃，检测器为示差折光检测器。

3 结果与讨论

称取( 1． 00 ± 0． 02) g 蜂蜜样品，加 4． 0 mL 水涡旋溶解后，加 3． 0 mL 柠檬酸缓冲液及 2． 0 mL 棉子

三糖溶液，用水定容至 10 mL; 于 50 ℃ 水浴振荡器中反应 16 h，将此溶液过 0． 22 !m 有机相滤膜，在 2．
4 节的色谱条件下进行检测，色谱图见图 1。出峰顺序分别为果糖、葡萄糖、蜜二糖和棉子糖。蜜二糖为

β-呋喃果糖苷酶与底物棉子糖的反应产物，非蜂蜜自身所有。因此，选用蜜二糖的含量进行定量分析可

保证数据的准确性。从图 1 可见，蜜二糖的峰面积响应较小。这是由于蜂蜜本身含有大量果糖，抑制反

应向正方向进行。另外，产物蜜二糖附近有杂峰干扰，不利于系统积分，因此应进一步纯化处理样品。
3． 1 样品净化方法的优化

称取( 2． 00 ± 0． 05) g 蜂蜜样品，加水涡旋溶解后定容至 10 mL，过 0． 45 !m 水相滤膜，滤液收集于

10 mL 试管中。将装填好的聚丙烯酰胺凝胶层析柱中的水放尽，待下端无水珠滴下时，将 5． 0 mL 样品

滤液沿柱壁缓慢加入层析柱中; 恰好流至凝胶上方无液体时，加入 3． 0 mL 超纯水洗脱; 待凝胶柱上方无

液体时，加入 5． 0 mL 超纯水洗脱，同时收集流出液于 50 mL 具塞塑料离心管中。向接收液中加入

2． 0 mL 棉子糖溶液，用柠檬酸缓冲液定容至 10 mL，于 50 ℃恒温水浴中反应 16 h 后过 0． 22 !m 的有机

相滤膜，进行液相色谱检测( 图 1b) 。由图 1b 可见，经过净化后，既可以除去样品中的果糖和葡萄糖，又

可避免 β-呋喃果糖苷酶的流失; 样品峰简单明了，蜜二糖信号得到较好响应，灵敏度提高了约 1． 3 倍。
3． 2 缓冲溶液及反应酸度的选择

比较了 pH =5． 0 的柠檬酸缓冲液、醋酸铵-醋酸缓冲液和 KH2PO4-磷酸缓冲液缓冲体系发现，体系

在柠檬酸缓冲介质中响应信号最大。β-呋喃果糖苷酶在 pH 4． 0 ～ 6． 5 之间有较好的稳定性［14］，对 pH
值分别为 4． 0，4． 5，5． 0 和 5． 5 柠檬酸缓冲液进行考察发现，pH =4． 5 时反应产物峰面积最大。因此选

定 pH =4． 50 作为最佳反应酸度。
3． 3 反应温度和时间的选择

对反应温度进行考察发现，蜜二糖峰面积随温度变化显著。当温度在 45 ～ 50 ℃之间时，蜜二糖峰

面积迅速增大; 当温度为 50 ℃时，响应信号最大; 当温度高于 60 ℃时，峰面积急剧下降; 当温度为 70 ℃
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图 1 未过柱处理( a) 和过柱处理( b) 的蜂蜜样品的色谱

图

Fig． 1 Chromatograms of honey sample befor ( a) and after
( b) treated by gel column

时，酶 基 本 失 去 活 性。 本 研 究 选 择

50 ℃作为最佳反应温度。
在 50 ℃下反应，每隔 4 h 取点，检测 β-呋喃

果糖苷酶浓度在 10 ～ 200 U /kg 范围内产物蜜二

糖的含量。结果表明，蜜二糖的峰面积随反应时

间的延长而增加。当反应时间≤20 h 时，蜜二糖

的浓度与酶浓度呈线性增加关系，相关系数大于

0． 99。当反应时间 ＞ 20 h 时，高浓度点线性较差，

相关系数 ＜ 0． 99。这是由于随着反应时间的延

长，产物果糖的含量逐渐增加，抑制了反应向正反

应方向进行，导致酶解速率降低。考虑到仪器的

灵敏度、方法的检测限因素，本研究中反应时间选

择为 16 h。
3． 4 方法的线性范围、精密度和回收率

3． 4． 1 线性范围和检出限 以不同浓度的蜜二

糖对峰面积作图，浓度在 10 ～ 200 U /kg 范围内，线性关系良好，相关系数 R2 ＞ 0． 99。采用标准加入法进

行实际测定得到的检出限为 10 U /kg。
3． 4． 2 精密度和回收率 分别以不含 β-呋喃果糖苷酶的阴性蜂蜜样品( 荆条蜜、洋槐蜜、油菜蜜和椴

树蜜) 为基质，进行添加回收实验，添加水平分别为 20，50 和 100 U /kg，回收率和在 81． 3% ～112． 4%之

间，方法的相对标准偏差为 3． 7% ～9． 7% ( 表 1) 。

表 1 蜂蜜中 β-呋喃果糖苷酶的回收率和精密度实验
Table 1 Precision and recovery for determination of β-fructofuranosidase in four categories of honey

蜜种
Honey

添加水平
Added

( U /kg)

测定值
Found

( U /kg)

平均值
Average
( U /kg)

相对标准偏差
RSD
( % )

回收率
Recovery

( % )

荆条蜜
Vitex honey

洋槐蜜
Acacia honey

油菜蜜
Rape honey

椴树蜜
Loincloth honey

20 20． 9 21． 5 18． 6 22． 2 21． 7 18． 7 20． 6 6． 8 103． 0
50 53． 6 57． 7 52． 1 55． 8 50． 5 56． 5 54． 4 5． 3 108． 7
100 103． 3 102． 1 107． 2 111． 2 111． 0 104． 7 106． 6 4． 0 106． 6

20 14． 7 17． 5 15． 6 17． 9 15． 3 16． 5 16． 3 8． 7 81． 3
50 43． 4 39． 6 45． 1 46． 9 47． 6 47． 0 44． 9 7． 1 89． 9
100 99． 8 97． 4 92． 4 99． 1 102． 3 102． 9 99． 0 3． 7 99． 0

20 20． 9 22． 7 24． 4 23． 7 21． 5 18． 8 22． 0 6． 6 110． 0
50 49． 7 44． 8 52． 6 58． 2 52． 1 51． 6 51． 5 9． 4 103． 0
100 113． 3 118． 2 111． 9 116． 0 107． 7 100． 5 111． 3 5． 7 111． 3

20 21． 2 24． 6 20． 7 21． 9 22． 5 18． 4 21． 6 9． 5 107． 8
50 48． 7 57． 8 58 55． 4 6． 2 45． 6 53． 6 9． 7 107． 2
100 108． 4 105． 3 111． 6 118． 4 110． 3 120． 4 112． 4 5． 2 112． 4

经上海出入境检验检疫局、福建出入境检验检疫局、深圳出入境检验检疫局、南京大学现代分析测

试中心、江苏省疾病预防控制中心 5 家单位验证，方法的实验室间精密度在 4． 8% ～13． 8%之间( 表 2) 。
3． 5 方法的应用

考虑到仪器基线波动造成的误差以及国内进出口蜂蜜交易市场的现状，最终判定当蜂蜜中 β-呋喃

果糖苷酶含量 ＞ 20 U /kg 时为阳性样品，即掺假蜂蜜。但若在蜂蜜生产工艺中对酶进行灭活，本方法具

有一定局限性，只能测得残留的酶含量。
将本方法用于洋槐蜜、荆条蜜、椴树蜜、油菜蜜、枣花蜜、野桂花蜜、枇杷蜜、薰衣草蜜、枸杞蜜、野藿

香蜜、山花蜜、苕条蜜和黄柏蜜共 13 种蜂蜜的检测，样品数量为 3924 个，阳性检出率为 15． 8%。
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表 2 实验室间 3 个水平的回收率和精密度实验
Table 2 Precision and recovery among different labs

蜜种
Honey

添加水平
Added

( U /kg)

上海出入境
检验检疫局
Shanghai
CIQ

( U /kg)

福建出入境
检验检疫局

Fujian
CIQ

( U /kg)

深圳出入境
检验检疫局
Shenzhen

CIQ
( U /kg)

南京大学分
析测试中心

Modern
analysis
center of
Nanjing
University
( U /kg)

江苏省
疾病预防
控制中心
Jiangsu
CDC

( U /kg)

平均值
Average
( U /kg)

平均回
收率

Average
( % )

相对标准
偏差
RSD
( % )

荆条蜜
Vitex honey

洋槐蜜
Acacia
honey

油菜蜜
Rape honey

椴树蜜
Loincloth
honey

20 20． 8 21． 7 16． 8 17． 6 20． 2 22． 5 18． 7 17． 3 18． 4 16． 5 19． 1 95． 3 11． 1
50 56． 3 53． 9 41． 8 43． 7 57． 2 55． 4 45． 6 47． 4 50． 6 53． 5 50． 5 101． 1 11． 0
100 101． 1 106． 6 100． 4 92． 1 115． 8 117． 6 85． 2 83． 3 94． 6 90． 2 98． 7 98． 7 12． 0

20 16． 8 18． 2 15． 5 16． 3 19． 6 20． 7 15． 4 17． 5 14． 2 15． 6 17． 0 84． 9 12． 0
50 48． 8 46． 6 41． 3 40． 4 51． 0 53． 4 45． 7 42． 5 34． 8 36． 6 44． 1 88． 2 13． 8
100 95． 6 100． 1 86． 7 83． 3 93． 4 99． 0 87． 4 90． 1 80． 2 85． 8 90． 2 90． 2 7． 4

20 24． 5 26． 7 20． 4 18． 2 22． 9 25． 1 19． 4 21． 5 24． 0 22． 7 22． 5 112． 7 11． 9
50 51． 2 53． 0 45． 6 47． 3 56． 3 54． 2 45． 3 48． 4 54． 6 52． 2 50． 8 101． 6 7． 7
100 110． 7 115． 8 98． 4 95． 3 126． 6 129． 2 122． 6 124． 8 107． 1 109． 5 114． 0 114． 0 10． 4

20 23． 9 24． 8 20． 6 19． 7 24． 0 22． 4 25． 7 24． 8 23． 5 25． 4 23． 5 117． 4 8． 6
50 58． 4 56． 3 61． 6 59． 1 62． 0 58． 7 62． 5 64． 7 57． 3 55． 2 59． 6 119． 2 5． 1
100 127． 7 125． 3 117． 2 118． 7 129． 1 126． 5 130． 3 129． 9 115． 2 117． 6 123． 8 123． 8 4． 8

CIQ: Entry-Exit Inspection and Quarantine Bureau of the People's Republic of China; CDC: Center for Disease Control and Prevention．
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Determination of β-Fructofuranosidase by
Liquid Chromatography with Refractive Index Detector

WANG Yan* ，WU Bin，ZHANG Xiao-Yan，SHEN Chong-Yu，ZHANG Rui，
LI Li-Hua，FEI Xiao-Qing，ZHAO Zeng-Yun

( Laboratory of Food，Jiangsu Entry-Exit Inspection and Quarantine Bureau，Nanjing 210001，China)

Abstract A new method for the determination of detecting β-fructofruanosidase in honey was developed by
liquid chromatography with refractive index detector ( HPLC-RID) ． The method was based on the changes of
product concentration of melibiose by the reaction of β-fructofruanosidase enzyme with raffinose in the medium
of citric acid-sodium hydroxide solution ( pH = 4． 50) for 16 h in water bath at 50 ℃ ． Agilent Carbohydrate
was chosen as the separation column，acetonitrile-water ( 78 ∶ 22，V /V) was selected as mobile phase with
flow rate of 1． 4 mL /min． The column temperature and detector temperature was 35 ℃ ． The results showed
that the numbers of peaks were simplified and the sensitivity of this proposed method was improved 1． 3 fold as
well by using polyacrylamide gel column for pre-separation． A good linear fit was received for the concentration
of β-fructofruanosidase enzyme from 10 U /kg to 200 U /kg with the detection limit of 10 U /kg． Recovery was
obtained between 81． 3% and 112． 4% with the relative standard deviation of 3． 7% to 9． 7% ( n = 6) ． It is
judged to be adulteration honey if β-fructofruanosidase concentration is more than 20 U /kg，

Keywords β-Fructofruanosidase; Honey; Refractive index detector; Liquid chromatography; Adulteration
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