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高效液相色谱–示差折光法间接测定高糊化度–焙烤
食品中低聚木糖含量
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摘 要：目的 建立高效液相色谱 – 示差折光法间接测定高糊化度 – 焙烤食品中低聚木糖含量的分析方法。 
方法 样品经石油醚脱脂后 20% 乙醇水溶液提取，68% 乙醇沉淀糊精、淀粉等大分子糖类，提取液中糖被稀硫酸

水解为单糖，水解前后的样品溶液经酰胺基柱分离，示差折光检测器检测，外标法定量。水解前后木糖含量差值乘

以低聚木糖与木糖的平均转化系数即得样品中低聚木糖含量。结果 木糖质量浓度为 0.25~5.00 mg/mL 时，其峰面

积与浓度之间线性关系良好（r=0.9998）。高糊化度 – 焙烤食品中的加标回收率在 92.0%~95.8% 之间，相对标准偏

差（relative standard deviation，RSD）在 1.8%~4.0% 之间。低聚木糖检出限为 0.03 g/100 g，定量限为 0.1 g/100 g。 
结论 本方法采用低浓度乙醇提取样品，避免了样品糊化对低聚木糖包埋降低提取效率及测定结果偏低的影响。方

法操作可行，专一性强，能够准确、快速地测定高糊化度 – 焙烤食品中低聚木糖的含量。

关键词：高效液相色谱法；低聚木糖；高糊化度；焙烤食品；水解

Determination content of xylo-oligosaccharides in high gelatinization-baked foods by  
high performance liquid chromatography with refractive indexdetector
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ABSTRACT: Objective  To established an analytical method for indirect determination of xylo-oligosaccharides in high 
gelatinization-baked foods by high performance liquid chromatography with refractive index detector. Methods  After 
degreased with petroleum ether, the samples were extracted with 20% ethanol solution, and macromolecular sugars such 
as dextrin and starch were precipitated with 68% ethanol solution. The sugars in the extraction solution were hydrolyzed 
into monosaccharides by diluted sulfuric acid, the solution before and after hydrolysis was separated by amide column, 
detected by refractive index detector, and quantified by external standard method. The product between the difference of 
xylose before and after hydrolysis and the average conversion coefficient of xylo-oligosaccharides and xylose was the xylo-
oligosaccharides. Results  When the xylose was 0.25~5.00 mg/mL, there was a good linear relationship between peak area 
and concentration (r=0.9998). The recovery rates ranged from 92.0% to 95.8%, the relative standard deviations (RSDs) were 
1.8%~4.0% in high gelatinization-baked foods. The limit of detection and limit of quantization of xylo-oligosaccharides were 
0.03 g/100 g, 0.1 g/100 g respectively. Conclusion  The extraction method of low concentration ethanol solution is feasible 
and specific. The method avoided the impact of high gelatinization on the low extraction efficiency and measurement results. 
It can determine xylo-oligosaccharides in high gelatinization-baked foods accurately and quickly.
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0  引  言

低聚木糖，又称木寡糖，一般由 2~8 个木糖分子以 β–1,4
糖苷键连接而成的功能性聚合糖，有效成分为木二糖、木三糖、

木四糖、木五糖 [1]。低聚木糖是一种水溶性膳食纤维，它以木

质纤维素类生物质为原料，经萃取、酶解、分离、纯化等过程

加工而成，是自然界中含量极其丰富的一类生物聚合糖 [2-4]，也

是实现作物秸秆等农副产品高值利用的新型益生元产品。XOS
作为一种功能性低聚糖，理化性质稳定，在 pH 2.5~8.0、100℃
加热 1 h 条件下几乎不分解，具有耐酸耐热的特性；甜度低于

蔗糖和葡萄糖，仅为蔗糖的 50%，甜味与蔗糖相似 [5]；因其独

特的 β–1，4 糖苷键不被人体消化酶系统分解，能量值几乎为零，

可最大限度地满足糖尿病、肥胖病等特殊人群对甜品的需求；

益生菌增殖效果显著，可实现低摄入量、高选择性地增殖双歧

杆菌，对改善肠道环境具有显著作用 [6]；同时还具有促进矿物

质吸收、抗氧化、抗癌等生物学特性 [7-9]。XOS 作为一种绿色

的新型添加剂，在农业 [10]、保健品 [11]、医药 [12]、饲料 [13]、食

品及化妆品 [14] 等领域具有应用广泛的应用前景。

目前报道的低聚木糖检测方法有薄层层析色谱法、气相色

谱 – 质谱法以及液相色谱法等，主要针对其原料 [15-16] 或简单基

质保健食品 [17-19]、饮料 [20]、乳制品 [21] 等。然而含有淀粉、油

脂、蛋白质及其他糖类等复杂食品基质会对 XOS 含量测定产生

干扰，尤其高糊化度 – 焙烤食品因其含有大量淀粉，同时添加

饱腹感的魔芋精粉，遇水后迅速发生高度糊化，按常规方法使

用乙醇净化时，低聚木糖会被糊化淀粉裹挟并共同沉淀，导致

样品提取不完全，从而影响测定准确度。

本研究拟选用“乙醇沉淀去除多糖、胶体，乙酸锌沉淀去

除蛋白质，石油醚分离移除脂肪”中的一种或多种结合的方法

提纯样品中的低聚木糖，提取液经硫酸溶液水解成木糖，使用

高效液相色谱仪分别测定样品水解前后木糖的含量，水解后与

水解前木糖含量的差值乘以低聚木糖和木糖的平均转化系数即

得样品中低聚木糖的含量。本研究建立了一种检测高糊化度 –
焙烤食品中低聚木糖的高效液相色谱方法，通过对检验方法参

数的优化，为推广和研究低聚木糖在这类食品中的应用提供技

术支撑。

1  材料与方法

1.1  材料与试剂
焙烤食品 – 保健饼干样品（配料：小麦粉、魔芋粉、低聚木糖、

食用油等）、焙烤食品 – 保健饼干空白样品（配料：除未添加低

聚木糖，其他同）为某保健食品有限公司试制。

焙烤食品 – 饼干样品（配料：小麦粉、食用油等）由超市购得。

木糖标准品（CAS:58–86–6，标准值≥99.7%，中国计量科

学研究院）；浓硫酸（优级纯）、氢氧化钠（分析纯）、无水乙醇（分

析纯）、石油醚（沸程 30~60℃，分析纯）、乙腈（色谱纯）（国药

集团化学试剂有限公司）；氨水（色谱纯，美国 Sigma 公司）；广

谱 pH 试纸（杭州试三科技有限公司）；实验室用水符合国家标

准 GB/T 6682—2008《分析实验室用水规格和试验方法》规定

的一级水，使用前制备。

1.2  仪器与设备
1260 型高效液相色谱仪配示差折光检测器（Chemstation B 

04.01 色谱工作站，美国 Agilent 公司）；GM 2000 刀式研磨仪（德

国 Retsch 公司）；Allegra 64R 高速冷冻离心机（美国 Beckman
公司）；SR–2DS 振荡器（日本 TAITEC 公司）；KQ–500DB 型数

控超声波清洗器（昆山市超声仪器）；BPG-9070A 精密鼓风干

燥箱（上海一恒科学仪器）；BSA 224–CW 天平（感量 0.0001 g，
美国 Sartorius 公司）；Syncore Analyst 多样品平行蒸发定量浓缩

仪（瑞士 Buchi 公司）；Milli–Q 超纯水系统（德国 Merck 公司）； 
Waters XBridge BEH Amide 酰胺基柱（250 mm×4.6 mm，5 μm，

美国 Waters 公司）。

1.3  实验方法
1.3.1 试剂配制

提取液：量取 200 mL 无水乙醇，加入水定容至 1 L，混匀，

配制成 20% 乙醇水溶液。

4.0 mol/L 硫酸：取 55 mL 浓硫酸，缓缓加到 150 mL 水中，

边加边搅拌，冷却后用水稀释至 250 mL。
20% 氢氧化钠中和液：称取 20.0 g 氢氧化钠，加入 80 g 水，

溶解混匀。

1.3.2 标准溶液配制

木糖标准储备液：精密称取木糖标准品 100.0 mg（精确至

0.0001 g），加水溶解定容至 10 mL，得质量浓度为 10.0 mg/mL
的标准储备液，于 -18℃ 条件下保存，6 个月内稳定。木糖标

准工作液：精密量取储备液进行逐级稀释，配制木糖质量浓度

为 0.25、0.50、1.00、2.00、5.00 mg/mL 的系列标准工作液。

1.3.3 样品前处理

水解前样品处理：准确称取样品 5.0 g（精确至 0.001 g）于

50 mL 离心管中，加入 10 mL 石油醚，涡旋振摇 2 min，以

8000 r/min 转速离心 5 min 后分离石油醚，可重复以上步骤至去

除脂类，70℃ 水浴氮吹除去残存石油醚，加入 20 mL 提取液溶

解，涡旋，40℃ 水浴中超声 30 min，并每隔 10 min 振摇，冷却，

慢加快摇地加入无水乙醇至 50 mL，混匀，离心（8000 r/min，
5 min），转移上清液备用。残渣再重复提取一次，合并两次上

清液并用无水乙醇定容至 100 mL。取 50.0 mL，置于蒸发定量

浓缩仪 70℃ 下蒸发至近干，加 25.0 mL 水复溶，即得水解前样

品处理溶液 M1，经 0.45 μm 尼龙滤膜过滤，上机待测。

水解后样品处理：准确量取水解前样品处理溶液 10.0 mL
于水解管中，加入 1.8 mL 4.0 mol/L 硫酸溶液，干燥箱中

100℃ 酸解 100 min 后，冷却至室温，用 20% NaOH 溶液调至 
pH 5~7，加无水乙醇定容至 50 mL，以 8000 r/min 速度离心

5 min，取上清液 5.0 mL，于 70℃ 下氮吹至干，加 2.0 mL 水溶

解残渣，即得水解后样品处理溶液 M2，经 0.45 μm 滤膜过滤，

上机待测。

1.3.4 色谱条件

色谱柱：Waters XBridge BEH Amide 酰胺基柱（250 mm×4.6 mm， 
5 μm），流动相：乙腈 + 水 + 氨水 =750+250+1 （V∶V∶V），流速： 
1.0 mL/min，柱温：35℃，示差检测器温度：35℃，进样量：10 μL。
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1.3.5 计算公式

标准溶液和样品待测液按上述色谱条件进样分析，依据保

留时间定性，采用外标法定量。

计算方法如公式（1）~（3）：
31 1

1 10 100C VM
m

−×
= × ×  （1）

32 2
2 10 100C VM

m
−×

= × ×  （2）

                   MXOS=（M2－M1）×1.1 （3）
式中：M1、M2 分别为样品水解前、水解后木糖含量（g/100 g）；

C1 和 C2 分别为水解前、水解后样品溶液中木糖的浓度（mg/mL）；
V1 为水解前样品溶液的总稀释体积（mL）；V2 为水解后样品溶

液的定容体积（mL）；MXOS 为样品中低聚木糖的含量（g/100 g）；
m 为样品的质量（g）；1.1 为低聚木糖和木糖之间的平均转换

系数。

1.4  数据处理
采用安捷伦 Chemstation B04.01 色谱工作站进行数据采集，

并利用 Excel 2016 和 Origin 2018 软件分别进行检测数据提取、

结果计算、图表制作和图谱绘制。加标样品平行测定 9 次，加

标回收实验结果以平均回收率 ± 相对标准偏差表示；实际样品

平行测定 6 次，测定结果以平均测定值 ± 相对标准偏差表示。

2  结果与分析

2.1  前处理条件优化
低聚木糖是由 2~8 个木糖分子以 β–1,4 糖苷键连接而成的

功能性聚合糖，需要通过水解成木糖后，测定水解后与水解前

木糖含量的差值乘以低聚木糖和木糖的平均转化系数即得保健

饼干样品中低聚木糖的含量。

采用常规方法直接水解提取，保健饼干直接加纯水溶解后，

饼干样品呈不流动糊状，无法测定水解前的木糖本底浓度；此

外，由于饼干中的小麦粉含有少量小麦麸皮，其细胞壁含有半

纤维素，可以被酶解成低聚糖 [22]，采用直接酸水解测定的木糖

为饼干麸皮中的木聚糖、低聚木糖水解木糖和游离木糖的含量

总和，导致测定结果偏高。

前处理时为防止样品加水发生糊化，又不引入其他溶剂，

采用无水乙醇作为分散剂 [23]，当采用 80% 乙醇提取时，饼干样

品出现了聚团现象，低聚木糖被包裹在沉淀物中，导致样品中

低聚木糖无法完全提取。

低聚木糖易溶于水，微溶于乙醇，现有方法多采用水提醇

沉除杂的方式进行提取 [24-25]。本研究尝试使用 20% 乙醇水溶液

进行初步提取，发现样品呈现沙粒状，未能在水中充分膨胀，

这限制了低聚木糖从样品中的有效解离，当补加乙醇至提取液

乙醇比例至 68% 时，观察到样品的糊化程度显著降低，沙粒状

结构也相应减少。通过两次乙醇辅助提取能有效满足提取要求。

通过比较，本研究采用以 20% 乙醇水溶液为初次提取液，再补

加乙醇至 68% 的方式提取饼干中的低聚木糖。

2.2  色谱条件优化
2.2.1 色谱柱的选择

保健饼干中含有少量的蔗糖，在水解条件下分解为葡

萄糖和果糖。果糖、葡萄糖等单糖成分可能会对样品水解

木 糖 的 分 离 分 析 产 生 干 扰。Waters XBridge BEH Amide 酰

胺 基 柱（250 mm×4.6 mm，5 μm）、Aminex HPX–87H（氢 型

阳离子交换苯乙烯二乙烯苯交联树脂凝胶为填料）糖分析柱

（300 mm×7.8 mm，9 μm）对单糖具有较好的分离效果，本研究

对比这两种色谱柱的分离效果。实验发现，在 HPX–87H 糖分

析柱下，木糖与果糖、葡萄糖分离色谱峰重叠无法实现有效分

离，色谱分离效果见图 1。Waters XBridge BEH Amide 酰胺基柱

（250 mm×4.6 mm，5 μm），可实现木糖与果糖、葡萄糖的理想

分离，色谱分离效果见图 2。因此，本研究采用 Waters XBridge 
BEH Amide 酰胺基柱（250 mm×4.6 mm，5 μm）进行木糖的测定。
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图 1 3种单糖在 HPX–87H柱的分离色谱图 
Fig.1 Chromatograms of 3 kinds of monosaccharides on HPX-87H 

column
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图 2 3种单糖在Waters XBridge BEH Amide柱的分离色谱图 
Fig.2 Separation chromatograms of 3 kinds of monosaccharides on 

Waters XBridge BEH Amide column

2.2.2 流动相及柱温的选择

本研究考察了不同流动相比例、柱温对色谱分离情况的影

响。当乙腈∶水的比例 75∶25、77∶23、80∶20、85∶15 （V∶V，

下同）依次改变时，随着乙腈比例的增大，保留时间延长，峰

响应强度降低，分离度逐渐增大；满足分离条件下优先选择乙

腈∶水 =75∶25（图 3）。
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乙腈∶H2O=75∶25
乙腈∶H2O=77∶23
乙腈∶H2O=80∶20
乙腈∶H2O=85∶15

木糖 果糖
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图 3 流动相不同乙腈比例对分离效果的影响（Waters XBridge 
BEH Amide酰胺基柱） 

Fig.3 Effects of different ratios of acetonitrile in mobile phase on 
separation efficiency（Waters XBridge BEH Amide column）

在此基础上，流动相加入 0.1%（体积比）氨水有利于改善

色谱峰峰形和延长色谱柱使用寿命，进一步考察柱温对色谱分

离情况的影响。图 4 随着柱温的升高，分离度减小，保留时间

变短，对峰响应强度的影响不太明显，从分离度和柱压的角度

考虑，柱温 35℃ 为宜。
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图 4 不同柱温对分离效果的影响（Waters XBridge BEH Amide 
酰胺基柱） 

Fig.4 Effects of different column temperatures on separation 
efficiency (Waters XBridge BEH Amide column)

2.3  方法学验证
2.3.1 系统适应性及专属性

以保健饼干空白样品和保健饼干样品进行系统适应性及专

属性测定，按 1.3 分析步骤操作。保健饼干空白样品水解前和

水解后样品液中没有检出木糖色谱峰，保健饼干样品水解前和

水解后样品液中木糖与相邻杂质峰完全分离，分离度分别为 2.5
和 2.3，说明木糖检测专属性好，采用本方法测定低聚木糖时不

会产生干扰，保健饼干空白样品和保健饼干样品水解前和水解

后色谱图见图 5。
2.3.2 线性范围与灵敏度

以低聚木糖质量浓度为横坐标（X，mg/mL），低聚木糖

峰面积为纵坐标（Y），绘制标准曲线，低聚木糖质量浓度在

0.25~5.00 mg/mL 范围内线性关系良好，回归方程及相关系数

分别为 Y=103122.4X+1109.9，r=0.9998。对保健饼干空白样品

进行加标实验，以信噪比 S/N 等于 3 时为检出限，S/N 等于 10
时为定量限，确定低聚木糖的检出限为 0.03 g/100 g，定量限为

0.10 g/100 g。
2.3.3 精密度

平行测定 6 份保健饼干样品进行精密度试验，均值

1.17 g/100 g。 结 果 表 明， 相 对 标 准 偏 差（relative standard 
deviation，RSD）为 4.55%，小于 5%，表明方法重复性良好满

足分析要求。

注：木糖的保留时间为 6.3 min；A：保健饼干空白样品水解前色谱
图；B：保健饼干空白样品水解后色谱图；C：保健饼干水解前色谱图；
D：保健饼干水解后色谱图。

图 5 系统适应性及专属性 
Fig.5 System adaptability and specialization
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2.3.4 准确度

平行精密称取 6 份保健饼干样品，按 1.3.3 样品前处理步

骤进行测定，取 6 次测试平均值为样品本底。再称取 9 份保健

饼干样品，按低、中、高三水平添加不同含量的低聚木糖，经

1.3.3 样品前处理步骤测定并计算回收率，结果见表 1。结果显示，

三种不同添加水平的低聚木糖加标回收率在 92.0%~95.8% 之间，

RSD 在 1.83%~4.03% 之间，回收率良好，结果准确度较高。

表 1 回收率测定结果（n=9） 
Table 1 Results of recoveries (n=9)

目标物 本底值（g/100 g） 加标水平 加标量（mg） 平均测定值（g/100 g） 回收率（%） 平均回收率（%） RSDs（%）

低聚木糖 1.17

低

31.0 1.77 96.8

95.8 4.0330.3 1.77 99.0

28.4 1.69 91.5

中

49.4 2.09 93.1

93.6 2.2949.0 2.11 95.9

49.6 2.08 91.7

高

76.1 2.59 93.3

92.0 1.8377.1 2.56 90.1

76.7 2.59 92.6

2.4  实际样品检测
使用上述优化后的分析方法，本研究选取 6 种饼干样品进

行低聚木糖含量测定，其中 1 种为普通饼干，5 种为不同含量

低聚木糖的保健饼干，实际样品检测的色谱图如图 6 所示，含

量测定结果如表 2 所示，普通饼干未检出低聚木糖，5 种保健

饼干均检出与配方添加量相一致的低聚木糖。本方法操作可行，

专一性强，能够准确、快速地测定高糊化度 – 焙烤食品中低聚

木糖的含量。

图 6 保健饼干样品溶液水解前（A）、水解后（B）的色谱图 
Fig.6 Chromatogram of sample solution of health biscuits before (A) and after (B) hydrolysis 

表 2 实际样品低聚木糖检测结果 
Table 2 Test results of xylo-oligosaccharides in actual samples

序号 样品名称 测定值（g/100 g）

1 饼干 1 未检出

2 饼干 2 1.06

3 饼干 3 0.58

4 饼干 4 1.06

5 饼干 5 1.12

6 饼干 6 1.20

3  讨论与结论

本研究建立了高效液相色谱 – 示差折光法测定高糊化度 –

焙烤食品中低聚木糖的含量，并对样品的前处理及色谱条件进

行了考察和优化，使其可用于实际样品的检测。结果表明，该

方法先用 20% 乙醇水溶液提取样品，再通过补加乙醇提高提取

液乙醇占比至 68% 来选择性提取低聚木糖并去除淀粉、糊精

和木聚糖，避免了样品遇水高度糊化对低聚木糖提取效率及测

定结果的影响。该低聚木糖检测方法专属性好，木糖组分峰与

相邻杂质峰达到完全分离，木糖质量浓度为 0.25~5.00 mg/mL
时，其峰面积与浓度之间线性关系良好，r＞0.999；该方法精

密度准确度好，相对标准偏差在 1.8%~4.0% 之间，加标回收率

在 92.0%~95.8% 之间，方法操作可行，专一性强，能够准确、

快速地测定高糊化度 – 焙烤食品中低聚木糖的含量，对 QB/T 
5716—2022《食品中低聚木糖的测定高效液相色谱法》的样品
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前处理方法是一种有益的补充。将为低聚木糖在此类食品中的

应用研究与推广提供技术支撑。
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